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Resumen

Resumen

La enteromixosis representa una seria amenaza para el cultivo del
rodaballo (Psetta maxima) en Europa. La enfermedad provoca grandes
pérdidas econOmicas asociadas a altas tasas de morbilidad y
mortalidad en los lotes afectados y, en la actualidad, se desconocen
medidas terapéuticas eficaces. El agente etioldgico de esta enfermedad,
Enteromyxum scophthalmi, es un mixosporidio parasito que infecta el
epitelio de revestimiento digestivo del rodaballo y causa enteritis
descamativa severa. Los mecanismos patogénicos de la enfermedad no
estan completamente esclarecidos, por lo que en la presente memoria,
hemos progresado en el conocimiento de las lesiones asociadas a la
parasitacion por E. scophthalmi, aspectos de la respuesta inmunitaria y

mecanismos implicados en la descamacion epitelial.

En primer lugar, hemos realizado una descripcion histolégica y
ultraestructural de los cuadros lesionales durante las diferentes etapas
de la infeccion. Los peces con infecciones leves no mostraron cambios
histoldgicos evidentes. Se observaron estadios iniciales de desarrollo
del mixosporidio en el epitelio digestivo sin una respuesta inflamatoria
evidente por parte del hospedador. Las alteraciones mas destacables
fueron el incremento de células goblet y rodlet en el epitelio de
revestimiento, y la deteccion de la enzima iNOS en el polo apical de
enterocitos y en estructuras vasculares en bazo, reflejo de la activacion
de la respuesta inmunitaria innata. La aplicacion de la técnica

inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-E. scophthalmi permitié la
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Resumen

identificacion de estadios parasitarios iniciales, lo que supone una
herramienta de diagnostico temprano de la enfermedad en muestras

fijadas y embebidas en parafina.

En las infecciones moderadas, conforme se incrementd la carga
parasitaria, aparecieron cambios histologicos en la mucosa digestiva.
Se observd ondulacion del epitelio de revestimiento como
consecuencia de cambios morfoldgicos en los enterocitos, en algunos
casos compatibles con apoptosis, confirmada mediante el
inmunomarcaje de caspasa-3 activa. Ademas, en la lamina propia-
submucosa aparecieron células inflamatorias, y en la base del epitelio,
mayor cantidad de linfocitos intraepiteliales. Tanto en el infiltrado
inflamatorio en el tracto gastrointestinal como en el tejido linfoide de
rifdn y bazo, se encontraron macrofagos y, en menor medida,

granulocitos con inmunotincidn positiva para iNOS.

En las infecciones severas, los rodaballos mostraron desprendimiento
del epitelio digestivo, quedando expuesta la membrana basal
subepitelial, y presencia de células descamadas junto con formas
parasitarias en la luz del tubo digestivo. Ademas de la apoptosis
descrita previamente en el revestimiento epitelial, los enterocitos
descamados sufrieron anoikis, un tipo de apoptosis desencadenada por
pérdida de contacto con la membrana basal y/o células adyacentes. En
el lumen intestinal, algunos mixosporidios se encontraban englobados
por células epiteliales en anoikis. Teniendo en cuenta la escasez de
esporas de E. scophthalmi que se observan durante las infecciones
tanto naturales como experimentales, esta puede ser una estrategia

valida para la dispersion de los estadios de desarrollo no esporulados,
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que permita colonizar otras zonas de epitelio o incluso infectar a otros

rodaballos.

En la infeccion severa se observaron abundantes células inflamatorias
en la ldmina propia-submucosa y, en contraste, intensa deplecion
leucocitaria sobre todo en el rifion anterior y el bazo. El infiltrado
inflamatorio, principalmente mononuclear, estaba compuesto, entre
otras células, por macréfagos que se inmunotifieron intensamente para
INOS, pero ademas se detectaron muchas imagenes de apoptosis que
se inmunomarcaron con caspasa-3 activa. Tanto el nimero de células
que componian el infiltrado inflamatorio en la submucosa digestiva,
como las células inmunomarcadas para iNOS fueron mas abundantes
conforme avanzo la infeccion. Un hecho destacable fue la presencia de
centros de melanomacréfagos (CMMSs) en la submucosa intestinal y en
los drganos linfohematopoyéticos. En esta ultima localizacion, los
CMMs fueron de mayor tamafio y se encontraban en mayor proporcién
que en los peces con infecciones leves. Ademas, en el bazo, la
inmunotincion de iINOS demostrd que las células que presentaban esta
enzima tendian a agruparse en torno a estructuras vasculares y CMMs,
precursores de los centros germinales de los linfonodos de mamiferos.
Teniendo en cuenta que la enzima iNOS, productora de éxido nitrico,
contribuye a crear un ambiente altamente oxidativo, es posible que la
cantidad de células inflamatorias expresando iNOS en la lamina
propia-submucosa dafie a las propias células del hospedador y
promueva tanto el dafo epitelial como la muerte celular de los
leucocitos. Este hecho, junto con el incremento de apoptosis en el
tejido linfoide y la migracion masiva de leucocitos desde los 6rganos
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linfohematopoyéticos al foco inflamatorio, originaria o favoreceria la

deplecidn leucocitaria observada.

Finalmente, con el objetivo de complementar el estudio de la respuesta
del rodaballo frente a E. scophthalmi, se investigaron mediante
inmunohistoquimica los cambios en la presencia de cinco moduladores
en células enteroendocrinas y sistema nervioso entérico. Se sabe que el
sistema neuroendocrino entérico y el sistema inmunitario estan
interrelacionados, y que en caso de agresiones en el tracto
gastrointestinal, se  producen interacciones  bidireccionales
encaminadas a la recuperacion de la funcionalidad del tubo digestivo.
En estudios previos, se ha demostrado que la infeccion por
E. scophthalmi induce cambios en moduladores del sistema
neuroendocrino entérico, que a su vez interacciona con el sistema
inmunitario, por lo que el estudio del sistema neuroendocrino aporta

informacion sobre el desarrollo de la respuesta sistémica del rodaballo.

En el presente estudio, hemos observado una disminucion de
bombesina y glucagon, con efectos anorexigénicos, como posible
estrategia para incrementar la ingesta de alimentos y mejorar la
condicion corporal. Por otra parte, el incremento de las encefalinas y
somatostatina puede contrarrestar los efectos de la sustancia P sobre la
motilidad y secrecién de fluidos, ya que estos moduladores disminuyen
estas acciones. Como consecuencia, se puede producir la acumulacién
de liquido que se observa en la inspeccion del tracto gastrointestinal en
la necropsia de rodaballos severamente infectados. En contraposicion,
las encefalinas tienen efectos proinflamatorios que refuerzan la

respuesta posiblemente exacerbada. Por ultimo, el incremento de
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somastotatina supone, por una parte, la inhibicion de la proliferacién
de leucocitos, cuya accion no es suficiente para retroalimentar la
respuesta inmunitaria, y por otra, un posible factor participante en la
descamacion del revestimiento epitelial del intestino, por su accion
antiproliferativa, en conjuncion con la parasitacion y los mecanismos

de dafio oxidativo previamente descritos.
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Summary

Enteromyxosis is a serious concern in turbot (Psetta maxima) farming
in Europe. This disease provokes great economical losses related to the
high morbidity and mortality rates in the affected stocks, and
nowadays there is a lack of therapeutical measures. The aetiological
agent of this disease, Enteromyxum scophthalmi, is a myxosporean
parasite that infects the turbot’s digestive lining epithelium resulting in
severe desquamative enteritis. The pathogenic mechanisms of the
disease are still uncompletely understood, so in the current document
we have made progress in the knowledge of the lesions related to the
presence of E. scophthalmi, several aspects of the immune response
and the mechanisms involved in the epithelial desquamation.

Fisrt of all, we have accomplished a histological and ultraestructural
description of the lesions within the different stages of the infection.
Fish with slight infections showed initial developmental stages of the
myxosporean located in the digestive epithelium, without eliciting an
evident inflammatory response in the host. The most noteworthy
findings included the increase in goblet and rodlet cells within the
lining epithelium, and the detection of iNOS in the apical pole of the
enterocytes and vascular estructures in the spleen, corresponding with
the activation of the innate immune response. In addition to these
findings, the use of an immunohistochemical assay with an anti-

E. scophthalmi antibody permitted the identification of primary
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parasitic stages, which implies a tool for early diagnosis of the disease

in paraffin-embedded fixed samples.

As the parasite load increased, histological changes appeared in the
gastrointestinal mucosa. Scalloped epithelium was observed due to
morphological changes in the enterocytes, in some cases compatible
with apoptosis, confirmed by immunostaining of active caspase-3.
Besides, inflammatory cells appeared in the lamina propria-
submucosa, and increased intraepithelial lymphocytes were found at
the base of the epithelium. Macrophages and, to a lesser extent,
granulocytes with positive immunostaining for iNOS were found in
both the intestinal inflammatory infiltrates and the renal and splenic

lymphoid tissue.

In severe infections, turbot showed detachment of the digestive
epithelium, resulting in the exposure of the subepithelial basement
membrane, and the presence of desquamated cells with parasitic forms
in the intestinal lumen. In addition to the previously described
apoptosis in the epithelial lining, scaly enterocytes underwent anoikis,
a type of apoptosis triggered by loss of contact with the basal
membrane and/or adjacent cells. In the intestinal lumen, epithelial cells
in anoikis surrounded some myxosporeans. Considering the lack of
E. scophthalmi spores observed during natural and experimental
infections, this may be a valid strategy for the dispersion of non-spore
developmental stages, allowing them to colonize other areas of

epithelium or to infect other turbot.
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In severe infection, abundant inflammatory cells were observed in the
lamina propria-submucosa and in contrast, intense leukocyte depletion
ocurred, particularly in the anterior kidney and spleen. Macrophages
intensely immunostained for INOS were the primary component of the
mononuclear inflammatory infiltrates, but we also observed many
images of apoptosis, which immunostained with active caspase-3. Both
the number of cells composing the inflammatory infiltrate in the
digestive lamina propria-submucosa, and iNOS immunolabelled cells
were more abundant as the infection progressed. A remarkable fact
was the presence of melanomacrophage centers (MMCs) in the
intestinal lamina propria-submucosa and lymphohaematopoietic
organs. In this location, the MMCs were larger and in greater
proportion than in fish with mild infections. Furthermore, in the
spleen, INOS immunostaining showed that cells presenting this
enzyme tended to cluster around vascular structures and MMCs,
precursors of germinal centers of mammalian lymph nodes. Given that
INOS enzyme, nitric oxide producer, contributes to a highly oxidative
environment, it is possible that the amount of inflammatory cells in the
submucosa expressing iINOS harms host cells, and therefore promotes
epithelial damage as well as leukocyte cell death. This, together with
increased apoptosis in lymphoid tissue and the mass migration of
leukocytes from the lymphohematopoietic organs to inflammatory foci
cause or promote the leukocyte depletion observed.

Finally, in order to complement the study of response against
E. scophthalmi, changes in the presence of five enteroendocrine
modulators and enteric nervous system were investigated using

immunohistochemistry. It is known that the enteric neuroendocrine
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and immune systems are interrelated and that, in case of aggression in
the gastrointestinal tract, bidirectional interactions occur for the
recovery of the functionality of the digestive apparatus. In previous
studies, it has been shown that infection by E. scophthalmi induces
changes in enteric modulators of the neuroendocrine system, which in
turn interacts with the immune system, so the study of the
neuroendocrine system provides valuable information on the

development of the systemic response of turbot.

In the present study, we observed a decrease in bombesin and
glucagon, anorexigenic effectors, as a possible strategy to increase
food intake and improve body condition. Moreover, the increase of
enkephalins and somatostatin may counteract the effects of substance
P on the motility and fluid secretion, as these modulators decrease
these actions. As a result, fluid accumulation, seen in the inspection of
the gastrointestinal tract at necropsy of turbot severely infected, may
develop. In contrast, the enkephalins have proinflammatory effects
reinforcing the possibly exceeded response. Lastly, increased
somatostatin involves, on the one hand, inhibition of leukocyte
proliferation, action not enough to feed back the immune response, and
secondly, the scaling of the intestinal epithelial lining, due to its
antiproliferative action in conjunction with the parasites and oxidative

damage mechanisms previously described.
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Introducciéon

1. INTRODUCCION

1.1. Biologiay acuicultura del rodaballo

1.1.1. El rodaballo

El rodaballo (Psetta maxima L.) es una especie marina benténica, que
habita fondos arenosos, pedregosos o mixtos, de profundidades entre
los 20 y 75 m. Se distribuye por el mar Baltico, mar del Norte, canal de
la Mancha, Atlantico nororiental hasta Marruecos, mar Mediterraneo y

mar Negro (fig. 1.1).

Figura 1.1: Distribucion costera (naranja) del rodaballo de vida salvaje

El cuerpo de los rodaballos adultos es asimétrico, redondeado,
aplanado (fig. 1.2) y puede llegar a alcanzar 100 cm de talla. Poseen
ojos saltones en el lado izquierdo (cara ocular), boca grande con

mandibula prominente e igual denticién a ambos lados. La cara ocular

1
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esta pigmentada y el color varia de marron parduzco a grisaceo con
manchas, para mimetizarse con el ambiente. La cara ciega, por el
contrario, suele estar despigmentada. La piel que recubre el cuerpo del
rodaballo no presenta escamas, sino una serie de tubérculos 0seos
distribuidos con aleatoriedad que hacen que la superficie sea rugosa
(FAO 2011, APROMAR 2012).

Figura 1.2: Imagen de un rodaballo

Los rodaballos son carnivoros; en etapas juveniles se alimentan de
moluscos y crustaceos, y los adultos principalmente de peces y
cefalopodos (FAO 2011).

Los huevos poseen una gota de grasa que servird para nutrir a las
larvas tras la eclosion. Inicialmente simétricas, las larvas sufriran la
metamorfosis en torno al dia 45 tras la eclosién, en la que el ojo
derecho migrara al lado izquierdo. Alcanzan la madurez sexual en

torno al cuarto o quinto afio de vida (FAO 2011).
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1.1.2. Importancia de la acuicultura y datos de produccion

En los dltimos afos, el origen de varias especies marinas
comercializadas, como la dorada (Sparus aurata), la lubina
(Dicentrarchus labrax) o el rodaballo, es mayoritariamente la
acuicultura (FAO 2012).

Durante décadas Europa ha liderado la produccién de peces planos,
aunque en los ultimos afios, los paises asiaticos encabezan gran parte
del sector. De hecho, Asia es el epicentro mundial de la industria de la
acuicultura, en gran medida debido a la incorporacién y produccion
masiva de especies acuaticas exoticas, tanto de agua dulce como

marina (De Silva y col. 2009).
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Figura 1.3: Datos de produccion de rodaballo a nivel mundial (FAO 2012)

Como consecuencia, la maricultura de peces planos se ha
incrementado notablemente en la Ultima década, desde las 26300t en
el afio 2000 hasta cerca de 150000t en 2010, con China y Espafa
como principales productores (FAO 2012). En particular, la obtencién
de rodaballo de acuicultura, originaria de Europa, ha alcanzado en
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China datos anuales cercanos a las 60000 t en los ultimos afios
(fig. 1.3), lo que supone seis veces la produccién europea (APROMAR
2012, FAO 2010, 2012).

En Europa, el cultivo del rodaballo se realiza en la vertiente atlantica,
principalmente en Espafa, seguido de Portugal y Francia, y otros
paises con producciones notablemente inferiores (fig.1.4 y 1.5)
(APROMAR 2012).

Islandia

@ Mas de 600 t
[ Entre 300 y 600 t
Il Menos de 300 t

) ) Dinamarca
Reino Unido

Francia

Espafia
Portugal

Figura 1.4: Principales paises europeos productores de rodaballo de crianza. La clasificacion se
basa en producciones de 2011 (datos FEAP 2012).

La comercializacion de rodaballo de acuicultura se ha ido
incrementando paulatinamente en los Ultimos afios y en 2010

represento el 62,5% del total de rodaballo consumido en Europa. Estas
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cifras son superiores en Espafia, donde el 99% del rodaballo
consumido procede de la acuicultura (APROMAR 2012).

Desde 2002 hasta 2009, la crianza de rodaballo en Europa se duplicd,
con valores superiores a las 10000 t (FEAP 2012). En 2011, se produjo
un incremento del 12% con respecto a 2010 (fig. 1.5), con un valor de
10633t (FEAP 2012). Espafia es el principal pais productor de
rodaballo de acuicultura con 7760t en 2011, lo que supone el 73% de
la industria europea. Dentro del territorio espafiol, Galicia es la
principal Comunidad Auténoma productora, con un 99% de la
produccién nacional (APROMAR 2012, FEAP 2012).
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Figura 1.5: Evolucion de la produccion de rodaballo en Europa para el periodo 2002-2011
(datos FEAP 2012)

1.1.3. Ciclo productivo y mejora de la produccién

El rodaballo se cultiva de forma intensiva en granjas situadas en zonas
costeras, y los juveniles se suelen engordar en tanques de cemento en

tierra. En general, la duracion del ciclo productivo se encuentra en
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torno a los 2 afios (fig. 1.6), desde la obtencién de los huevos, hasta

que el rodaballo alcanza su talla comercial (FAO 2011).

La optimizacion de la produccién del rodaballo de acuicultura a gran
escala pasa por la seleccion y mejora genética de los individuos. Los
principales objetivos que se persiguen con un programa de mejora
incluyen el control de la endogamia, el sustento de la diversidad
genética, la identificacion de los genes determinantes del sexo y tasa
de crecimiento, y la seleccion de reproductores resistentes a
enfermedades (Bouza y col. 2007, Veray col. 2013).

Figura 1.6: Ciclo productivo del rodaballo. Se resumen los principales periodos, temperaturas
de cultivo y dietas desde la obtencién de huevos hasta la comercializacion de los peces.

Ademas del desafio que supone el control de las enfermedades, en la
industria existe un especial interés por obtener poblaciones con mayor
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cantidad de hembras (Ribas y col. 2013). El rodaballo es una de las
especies cultivadas con mayor dimorfismo sexual en cuanto a la tasa
de crecimiento, en favor de las hembras (Person-Le Ruyet y col. 1991),
por lo que el control de la reproduccion y determinacién del sexo de

los individuos podria incrementar la biomasa en los stocks.

1.1.4. Enfermedades de origen infecto-contagioso en

rodaballo cultivado. Medidas de tratamiento y control

La expansion de la acuicultura, y en esta Gltima década de forma
especial la del rodaballo en Espafia, ha hecho que posea gran
consideracion en el terreno de la industria y la sanidad animal. A este
crecimiento se asocian problemas relacionados con la intensificacion
de las producciones, como la aparicion de enfermedades, que causan
graves pérdidas econdmicas (Alvarez-Pellitero 2008, Magnadottir
2010). Para paliar estos efectos negativos, se han desarrollado
multiples investigaciones que pretenden conseguir medidas
terapéuticas efectivas y sobre todo estrategias de control y prevencién
de las enfermedades, principalmente las de tipo infecto-contagioso
(Bricknell y Dalmo 2005, Galina y col. 2009, Gatesoupe 2008, Green
2010, Kibenge y col. 2012, Sahu y col 2008). La imposicion de
mayores medidas de prevencién también concuerda con la legislacion
implantada en los ultimos afios. Por una parte, se pretende disminuir el
empleo de farmacos en las producciones animales y por otra, los
consumidores demandan cada vez mayor seguridad alimentaria y
bienestar animal (Cole y col. 2009, Grigorakis y Rigos 2011, Tacon y
Metian 2008, van de Visy col. 2012).
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1.1.4.1. Principales enfermedades

Las enfermedades mas relevantes que afectan o pueden amenazar al
cultivo del rodaballo se citan en la tabla 1.1. ElI impacto de estos
patdgenos en la produccién puede ser variable, pero multiples agentes
provocan elevadas mortalidades en los stocks de rodaballo, como
Enteromyxum  scophthalmi  (Bermidez 2006), Tenacibaculum
maritimum (Avendafio-Herrera y col. 2006), Philasterides dicentrarchi
(Iglesias y col. 2001) o Listonella (Vibrio) anguillarum (Gonzalez y
col. 2003).

Enfermedad Agente patdgeno  Tipo Principales lesiones

Septicemia hemorragica Novirhabdovirus Rabdovirus Hemorragias en piel, ojos,

viral (VHS)! VHSV musculatura y superficies serosas

Tenacibaculosis? Ten_a_c ibagglry Bacteria Gram - Ulceras cutaneas profundas
maritimum

Ulceras cutaneas profundas,

: Aeromonas . "
Furunculosis? - Bacteria Gram - dermatitis granulomatosa,
salmonicida o .
septicemia hemorragica
A Listonella N . . .
Vibriosis* . Bacteria Gram -  Hemorragias y Ulceras cutdneas
anguillarum
A . : Tumefaccion periocular, ascitis
Edwardsielosis® Edwardsiella tarda  Bacteria Gram - P . y
abscesos en 6rganos internos
. Streptococcus . Inflamacion purulenta alrededor de
Estreptococosis® ptoco Bacteria Gram+ . P
parauberis 0jos y aletas
. . : . Granulomas, inflamacion de la piel
Micobacteriosis’ Mycobacterium spp. Bacteria Gram+ . '
y P y Ulceras cuténeas
. S Tetramicra Hongo : " s .
Microsporidiosis® o ongo Licuefaccion y atrofia del masculo
brevifilum microsporidio
Trichodinosis® Trichodina spp. Protozoo ciliado  Lesiones branquiales
T Philasterides . . .
Escuticociliatosis1? . . Protozoo ciliado  Ulceras profundas y hemorragias
dicentrarchi
. Afectacion branquial: inflamacién,
Enfermedad amebiana de Protozoo
. 11 Neoparamoeba spp. exceso de moco, manchas de color
las branquias (AGD) ameh0zoo ey
grisaceo
T Enteromyxum Caquexia, ascitis, enteritis
Enteromixosis . Myxozoo !
scophthalmi descamativa severa

Tabla 1.1: Enfermedades que afectan al rodaballo de crianza. Referencias: 'Schénherz y col.
2013, *Failde 2013, *Toranzo y col. 2005, “Gonzalez y col. 2003, *Padrés y col. 2006, *Romalde
y col. 1999, “dos Santos y col. 2002, °Rodriguez-Tovar y col. 2011, °Noga 2010, ‘°Piazzon y col.
2011, "'Dykova y col. 2010, **Bermiidez 2006.
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Varios géneros de virus pueden infectar al rodaballo, como los
Herpesvirus, Iridovirus, Aquareovirus, Aquabirnavirus, Nodavirus y
Rhabdovirus (Smail y Munro 2012). De acuerdo a la distribucion
geografica de las granjas de rodaballo en Europa, el virus de la
septicemia hemorréagica viral (VSHV) supone un elevado riesgo para
esta especie (Gomez-Casado y col. 2011). Este Novirhabdovirus se
aislé en rodaballos en Escocia a finales de los 90, durante brotes con
alta mortalidad y con un cuadro lesional de exoftalmia, hemorragias en
piel, ojos, musculatura y en las superficies serosas (Skall y col. 2005).
En infecciones experimentales se observaron tasas de mortalidad

cercanas al 100% (L6pez-Vazquez y col. 2007).

En la actualidad, las enfermedades bacterianas con mayor repercusion
en el cultivo del rodaballo son la tenacibaculosis, furunculosis,
vibriosis, estreptococosis, micobacteriosis y edwarsielosis (Toranzo y
col. 2009).

El agente etiolégico de la tenacibaculosis o flexibacteriosis,
T. maritimum, provoca Ulceras cutaneas profundas que pueden
alcanzar la musculatura (Failde 2013). Las altas tasas de mortalidad de
la enfermedad, el incremento en la susceptibilidad a otros patdgenos y
los gastos en tratamientos acarrean elevadas péerdidas econdémicas en la

produccion de rodaballo (Avendafio-Herrera y col. 2006).

Aeromonas salmonicida subespecie salmonicida causa la furunculosis
en rodaballo. La forma tipica o aguda es una septicemia con elevadas
tasas de mortalidad. Las formas atipicas de la enfermedad, cronicas, se

caracterizan por focos de dermatitis granulomatosa similares a
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“furinculos”, ulceras profundas que pueden alcanzar la musculatura y
afectacion de la cavidad celémica y drganos internos (Cipriano y
Austin 2011, Coscelli y col. 2009).

La vibriosis, causada por V.anguillarum, es una septicemia
hemorragica. Los peces afectados muestran lesiones cutaneas de color
rojizo en la zonas ventrales y laterales, con Ulceras y exudado
sanguinolento. En los brotes mas agudos y severos, el curso de la
infeccion es rapido y se produce la muerte sin signos clinicos
evidentes. La tasa de mortalidad puede ser cercana al 100 % (Actis y
col. 2011, Austin y Austin 2007).

La estreptococosis originada por Streptococcus parauberis es
considerada como endémica en el rodaballo cultivado en Espafia
(Toranzo y col. 2009). Los principales signos y lesiones son pérdida de
peso, exoftalmia bilateral con inflamacion supurativa, hemorragias en
las aletas pectorales y anal, petequias en el abdomen, congestion de los
drganos internos, ascitis y enteritis mucohemorragica (Doménech y
col. 1996). Asimismo, la bacteria S.uberis es un agente

potencialmente zoon6tico (Toranzo y col. 2009).

La micobacteriosis, denominada tuberculosis de los peces, es un
proceso cronico y progresivo que en el rodaballo cursa con
emaciacion, exoftalmia y lesiones cutaneas. También se debe

considerar su caracter zoonético (dos Santos y col. 2002).

La edwarsielosis, cuyo agente etioldgico es Edwardsiella tarda, es una
enfermedad re-emergente con relevancia en varias especies de peces,

tanto en acuicultura como en el medio natural (Mohanty y Sahoo 2007,
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Toranzo y col. 2009). Los rodaballos afectados muestran tumefaccion
alrededor de los ojos y en la base de las aletas dorsal y anal,
hemorragias ocasionales en la musculatura de la cabeza y distension
abdominal. A la apertura de la cavidad celémica se observa ascitis,
higado pélido, congestion de los 6rganos internos y abscesos en el
rifidn (Padros y col. 2006).

Otras bacterias que infectan al rodaballo como Serratia liquefaciens,
Yersinia ruckeri, Vibrio alginolyticus, Vibrio pelagius y Vibrio
splendidus, pueden causar pérdidas de hasta un 5% de la poblacién
(Austin y Austin 2007).

El microsporidio Tetramicra brevifilum provoca pérdidas en etapas
tempranas del ciclo productivo, ya que afecta principalmente a
rodaballos juveniles, con gran cantidad de bajas. Coloniza y dafia el
tejido conectivo y muscular, provocando alteracién de la natacion,
oscurecimiento e hipersecrecién de moco en la piel (Alonso y col.
2013, Figueras y col. 1992, Leiro y col. 2002).

Varios parasitos protozoarios afectan a la piel y branquias del
rodaballo. Los ciliados del género Trichodina producen procesos leves
y cronicos, ya que unicamente dafian la superficie de los epitelios para
alimentarse, aunque en determinadas condiciones pueden causar

pérdidas significativas (Noga 2010).

La enfermedad amebiana de las branquias, producida por varias
especies de amebas, principalmente del género Neoparamoeba, es un
proceso grave que en rodaballo puede ocasionar hasta un 25% de bajas

en 3 meses. Las branquias afectadas muestran hipertrofia lamelar
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multifocal e hiperplasia epitelial y de células mucosas, fusion lamelar
severa e infiltrados inflamatorios mononucleares (Dykova y Novoa
2001, Noga 2010).

Los escuticociliados son una subclase de protozoos que agrupa a
patdgenos de los géneros Uronema y Philasterides, agentes causales
de lesiones branquiales y cutaneas profundas, invasién de 6rganos
internos e infecciones sistémicas (Alvarez-Pellitero y col. 2004,
Iglesias y col. 2001, Noga 2010). Ademas, en rodaballos con lesiones
macroscopicas evidentes en las branquias, se han encontrado
infecciones mixtas de escuticociliados (Uronema marinum) y amebas

del género Neoparamoeba (Dykova y col. 2010).

1.1.4.2. Medidas de tratamiento y control

En los Gltimos afios existe una tendencia clara a implementar la
prevencion de las enfermedades en detrimento de su tratamiento, por
lo que la gestion de la granja debe estar encaminada a evitar la entrada
y propagacion de los patdgenos. Las principales medidas de control
deben incluir una buena calidad de agua, mantenimiento de los
estanques y contencion de patdégenos. En caso de que sea necesario
tratar con productos quimicos, se debe considerar que los productos
utilizados en acuicultura pueden ser peligrosos o tdxicos, e incluso
algunos, como el verde malaquita, estan prohibidos en la UE por los
residuos en los peces tratados (FAO 2006, Noga 2010, Sudova y col.
2007).

Una de las estrategias de prevencion y control de las infecciones con
mayor repercusion en el cultivo de rodaballo es el desarrollo de

12



Introducciéon

vacunas. La vacunacion es cada vez mas relevante en la acuicultura, al
ser un método de control rentable y que se puede integrar en los
protocolos de produccion de las especies de peces de interés (Toranzo
y col. 2009). En la actualidad se estan estudiando inmunizaciones
frente a patégenos como el VSHV, E. tarda, varias especies de Vibrio
y Aeromonas, e incluso escuticociliados (Ledn-Rodriguez y col. 2012,
Pereiro y col. 2012, Toranzo y col. 2009, Wang y col. 2013, Yu y col.
2012, Zheng y col. 2012, Zhou y col. 2010).

Una solucion atractiva para el control de las enfermedades son los
programas de seleccién genética. Los estudios genéticos buscan
identificar genes inmuno-relevantes y marcadores potenciales de
resistencia a enfermedades, para entender la relacion entre los
patdgenos y el hospedador, y estudiar la respuesta inmunitaria a las
distintas enfermedades de importancia en el cultivo. Actualmente, se
estdn desarrollando varias investigaciones en rodaballo de genes
implicados en la respuesta inmunoldgica a los agentes patdgenos, para
obtener reproductores mas resistentes a enfermedades (Pardo y col.
2012, Pereiro y col. 2012, Ribas y col. 2013).

Un avance significativo en los ultimos afios ha sido la elaboracion de
una base de datos con gran nimero de secuencias génicas de rodaballo,
basada en la respuesta inmunitaria a patdégenos como
A. salmonicida subsp. salmonicida, P. dicentrarchi y E. scophthalmi
(Millan 2010, 2011, Pardo y col. 2008, 2012, Ribas y col. 2013).
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1.2. Mixozoos

1.2.1. Taxonomia de los mixozoos

La clasificacion del grupo Myxozoa ha experimentado maultiples
variaciones a lo largo de los afios. En un principio los mixozoos se
consideraron protistas (Lom 1990). El hallazgo de caracteristicas de
metazoos, como la multicelularidad o las uniones estrechas (tight
junction), y los analisis filogenéticos de ADN ribosémico, propiciaron
su ubicacion en el reino Animalia como filo propio, con muchas
similitudes a Bilateria (Monteiro y col. 2002, Okamura y col. 2002).
Sin embargo, los mixozoos comparten elementos comunes a los
cnidarios, como por ejemplo las capsulas polares (Jiménez-Guri y col.
2007). En un reciente estudio, los analisis filogenémicos de nuevas
secuencias sitian a los mixozoos como un grupo dentro del filo
Cnidaria (Nesnidal y col. 2013).

Actualmente, el grupo Myxozoa engloba a mas de 2000 especies de
parasitos de vertebrados e invertebrados con ciclos de vida complejos,
que forman esporas con valvas protectoras, de uno a varios
esporoplasmas y de una a varias capsulas polares. Los mixozoos se
dividen en dos clases: Myxosporea y Malacosporea (tabla 1.2) (Lom y
Dykova 2006).

La mayoria de los mixozoos descritos hasta el momento se encuentran
en la clase Myxosporea. Unicamente se han caracterizado cuatro
especies de malacosporidios, las cuales parasitan briozoos y algunas en
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las que se ha confirmado un ciclo vital que involucra a un pez como
hospedador (Grabner y EI-Matbouli 2010).

Myxozoa Grassé, 1970

Clase Malacosporea Canning, Curry, Feist, Longshaw y Okamura, 2000
Orden Malacovalvulida Canning, Curry, Feist, Longshaw y
Okamura, 2000 (1 Familia)

Clase Myxosporea Biitschli, 1881
Orden Bivalvulida Shulman, 1959
Suborden Platysporina Kudo, 1919 (1 Familia)
Suborden Sphaeromyxina Lom y Noble, 1984 (1 Familia)
Suborden Variisporina Lom y Noble, 1984 (10 Familias)
Orden Multivalvulida Shulman, 1959 (3 Familias)

Tabla 1.2: Clasificacién de los mixozoos (Lom y Dykovéa 2006)

Los mixosporidios son parasitos en ambas fases de su ciclo vital.
Poseen una fase de mixospora en peces (ocasionalmente en anfibios y
reptiles) y una fase de actinospora en anélidos. Aunque la mayoria de
las especies no resultan dafinas para sus hospedadores, otras provocan
grandes pérdidas econdmicas en la acuicultura de peces marinos, de

agua dulce y diddromos (Feist 2008, Yokoyamay col. 2012).

Dada la gran relevancia y repercusion de las parasitosis por mixozoos,
las investigaciones en la actualidad se centran en la filogenia,
epidemiologia y patogenia de los procesos que producen. Ademas, se
enfatiza en estudios de inmunidad del hospedador, prevencion y

control de importantes enfermedades, fundamentalmente aquellas
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mejor caracterizadas como la ceratomixosis, enfermedad del torneo o
la enfermedad proliferativa del rifion (PKD) (Feist y Longshaw 2006).
1.2.2. Ciclo vital y estructura de los mixozoos

El ciclo vital de los mixozoos, en particular el de los mixosporidios
(fig. 1.7), incluye un invertebrado anélido (en su mayoria oligoquetos
para las especies de agua dulce, y poliquetos para las especies marinas)
y un hospedador vertebrado, que es por lo general un pez (Yokoyama
y col. 2012).

Hospedador pez

v -~
CY,

Mixospora

Actinospora

A -

Hospedador anélido

Figura 1.7: Ciclo vital de los mixosporidios

La primera descripcion del ciclo vital de un mixosporidio fue el de la
especie Myxobolus cerebralis, responsable de la enfermedad del
torneo, con el que se demostré que las mixosporas no eran infectivas
para los salmonidos, sino que infectaban al oligoqueto Tubifex tubifex,

del que se liberaban posteriormente actinosporas infectivas para los
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salmonidos (Wolf y Markiw 1984). Se han descrito ciclos similares en
mas de 25 especies de mixosporidios de agua dulce (Kent y col. 2001,
Lom y Dykova 2006, Yokoyama y col. 2012) y, hasta el momento, se
conocen los ciclos de 5 especies marinas (tabla 1.3) (Karlsbakk y Kaie
2012). Ademas se ha demostrado la transmision directa de estadios
vegetativos de las tres especies del género Enteromyxum (Diamant
1997, Estensoro y col. 2011, Redondo y col. 2002, Sitja-Bobadilla y
Palenzuela 2012, Yasuda y col. 2002).

Mixosporidio Hospedador pez Hospedador anélido
Ceratomyxa auerbachi  Clupea harengus Chone infundibuliformis
Ellipsomyxa gobii Pomastoshistus microps ~ Nereis spp.
Ellipsomyxa mugilis Mugilidos Nereis spp.

Gadimyxa atlantica Gadus morhua Spirorbis spp.
Sigmomyxa sphaerica  Belone belone Nereis pelagica

Tabla 1.3: Especies marinas de mixosporidios con ciclo vital indirecto
conocido y sus hospedadores

El ciclo presenta alternancia de hospedadores entre invertebrados y
peces y en cada hospedador los mixosporidios adquieren morfologias
sustancialmente distintas. Cuando un anélido ingiere una mixospora, se
desarrolla la fase sexual. Se inicia la merogonia, con la produccién de
gametos, que se fusionan para producir zigotos, de los que se
obtendran actinosporas (fig. 1.8) (Lom y Dykova 2006).

En la mayoria de las actinosporas existe un cuerpo de la espora que
contiene tres capsulas polares y tres valvas protectoras. Bajo ellas, se
localiza un esporoplasma similar a un plasmodio con multiples nucleos

y células infectivas (Kent y col. 2001, Lom y Dykova 2006).
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Una vez en el agua, la actinospora se encuentra con el pez hospedador.
Al entrar en contacto, las capsulas polares descargan los filamentos
polares para fijar la espora, se abren las valvas y los esporoplasmas
entran y migran al lugar en que ocurre la fase esporogonica (Lom y
Dykova 2006).

Figura 1.8: Esquema de una actinospora

La formacién de la mixospora ocurre en un plasmodio esporogonico.
La caracteristica tipica de los estadios de desarrollo y formacion de la
mixospora es su organizacion denominada “célula dentro de célula”
(fig. 1.9) (Lom y Dykova 2006).

Esta organizacion se basa en la existencia de una célula primaria (P)
que alberga células secundarias (S) producidas endégenamente y éstas
a su vez pueden llegar a contener células terciarias (T) (Lom y Dykovéa
2006, Morris 2012).
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Dependiendo de su localizacion, los estadios vegetativos o trofozoitos
se denominan celozoicos cuando se ubican en cavidades corporales o
de 6rganos, e histozoicos cuando se encuentran en los tejidos, bien de
forma intercelular o, con mayor frecuencia, intracelular (Feist y
Longshaw 2006, Lom y Dykovéa 2006).

P: Célula primaria
S: Célula secundaria
T: Célulaterciaria

Figura 1.9: Esquema del estadio de desarrollo de un mixosporidio

La mixospora (fig. 1.10) contiene de una a cuatro capsulas polares, uno
0 dos esporoplasmas y de dos a siete valvas protectoras a modo de
envoltura. Las valvas se unen entre si a lo largo de una linea de
dehiscencia denominada linea de sutura y cubren incluso el apice de la

capsula polar (Lom y Dykova 2006).

Figura 1.10: Esquema de una mixospora
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1.2.3. Enfermedades causadas por mixozoos

Las mixozoosis afectan a las principales especies que se obtienen a
partir de la acuicultura: salmdnidos, esparidos Yy lubina,
principalmente. Se trata de enfermedades emergentes y re-emergentes

que provocan grandes pérdidas econémicas (Kent y col. 2001).

. Nombre de la enfermedad .
Mixozoo . . Pez Referencias
0 Signos tipicos

Bartholomew y col. 1997

Ceratomyxa shasta Ceratomixosis Salménidos Bartholomew y col. 2004
Hallett y Bartholomew 2006
Enteritis y vesicula biliar -~ Fiala y Dykovéa 2004
Chloromyxum truttae dilatada Salménidos Lom y Dykov 1993
Henneauva ictaluri Enfermedad proliferativa de Ictalurus Griffin y col. 2008
guy las branquias (PGD) punctatus Pote y col 2000
- - o . Benajiba y col. 1993
Myxidium giardii Infeccion sistémica Anguilla spp. Ventura y Paperna 1984
Fetherman y col. 2011
Myxobolus cerebralis  Enfermedad del torneo Salmonidos Gilbert y Granath 2003
Hedrick y col. 1999
Myxobolus koi Mixobolosis branquial Cyprinus carpio  Yokoyama y col. 1997
Myxobolus murakamii Er)fermed_a_d del suefio por  Oncorhynchus Urawa y col. 2009
mixosporidios masou

Myxobolus wulii Quistes en branguias y Carassius auratus Zhangy col. 2010
hepatopancreas
Parvicapsula Inflamacion y necrosis de los erheiyeg, 2002

Salmo salar Nylund y col. 2005
Nylund y col. 2011
BartoSova y col. 2013

Ciprinidos Dykova y Lom 1988

pseudobranchicola filamentos branquiales

Sphaerospora dykovae Inflamacion de la vejiga

natatoria (SBI) Holzer y col. 2013
Tetracapsuloides Enfermedad proliferativa del Salménidos Hedrick y col. 1993
bryosalmonae* rifion (PKD) Sterud y col. 2007

Liyanage y col. 2003
Thelohanellus hovorkai Telohanelosis hemorragica  Cyprinus carpio  Novakov y col. 2011
Yokoyama y col. 1998

Tabla 1.4: Mixozoos con repercusion econdmica importante en peces de agua dulce. *El género
Tetracapsuloides pertenece a la clase Malacosporea, las otras especies de la tabla son
mixosporidios. Modificado de Yokoyama 'y col. 2012.

De forma general, las infecciones por mixozoos de agua dulce
(tabla 1.4) suelen afectar de forma especifica a un género o familia de
hospedadores. En particular, las mixozoosis que afectan a salmonidos

son relativamente bien conocidas, poseen efectos devastadores en
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granjas de salmon y trucha, y se distribuyen ampliamente en el mundo
(Yokoyama y col. 2012).

Mixosporidio

Nombre de la enfermedad
0 Signos tipicos

Pez

Referencias

Enteromyxum leei

Enteromyxum
scophthalmi
Henneguya
lateolabracis
Henneguya pagri

Kudoa amamiensis

Kudoa iwatai

Kudoa lateolabracis
Kudoa lutjanus
Kudoa neurophila

Kudoa shiomitsui

Kudoa thyrsites

Kudoa yasunagai

Myxobolus
acanthogobii
Sphaerospora
(Leptotheca) fugu
Sphaerospora
testicularis

Enteromixosis

Enteromixosis

Henneguyosis cardiaca
Henneguyosis cardiaca

Kudoosis amami

Quistes en mdiltiples 6rganos

Licuefaccion muscular
Infeccion sistémica
Meningoencefalitis

Quistes en el corazon

Licuefaccion muscular

Natacion anormal

Escoliosis y otras

Diplodus puntazzo
Sparus aurata
Paralichthys olivaceus
Pagrus major
Takifugu rubripes

Psetta maxima

Lateolabrax spp.
Pagrus major
Seriola quinqueradiata

Dicentrarchus labrax
Lateolabrax japonicus
Mugil cephalus
Oplegnatus punctatus
Pagrus major

Sparus aurata
Lateolabrax spp.
Paralichthys olivaceus
Lutjanus erythropterus

Latris lineata

Thunnus orientalis
Coryphaena hyppurus
Paralichthys olivaceus
Salmo salar

Scomber scombrus
Lateolabrax japonicus
Oplegnathus fasciatus
Seriola quinqueradiata
Takifugu rubripes
Thunnus orientalis
Plotosus lineatus
Seriola quinqueradiata

deformaciones esqueléticas  Scomber japonicus

Enfermedad caquectizante

Lesiones graves en el
aparato reproductor

Takifugu rubripes

Dicentrarchus labrax

Alvarez-Pellitero y col.
2008

Cuadrado y col. 2008
Yanagida y col. 2004
Yasuda y col. 2002, 2005
Bermudez 2006
Palenzuela y col. 2002

Yokoyama y col. 2003

Yokoyama y col. 2005b
Burger y col. 2008
Yokoyama y col. 2000

Diamant y col. 2005
Matsukane y col. 2011

Yokoyama y col. 2004

Wang y col. 2005
Grossel y col. 2003
Grossel 2005
Zhang y col. 2010

Levsen y col. 2008
Moran y col. 1999
Whipps y col. 2003

Shirakashi y col. 2012
Zhang y col. 2010

Yokoyama y col. 2005a
Tuny col. 2002

Fioravanti y col. 2004

Tabla 1.5: Mixosporidios con repercusion econdmica importante en peces marinos. Modificado
de Yokoyama y col. 2012.
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Los mixosporidios que infectan peces marinos (tabla 1.5) se
caracterizan por afectar a un amplio rango de hospedadores, como por
ejemplo especies del género Kudoa, o Enteromyxum leei, aunque
también se han descrito otros mixosporidios presentes en un sola

especie de pez (Yokoyamay col. 2012).

Las localizaciones de los mixosporidios en los hospedadores son
multiples, pero entre las especies marinas histozoicas destacan las
infecciones en el corazén (Henneguya lateolabracis, Henneguya pagri
y Kudoa shiomitsui) (Yokoyama y col. 2003, 2005b, Zhang y col.
2010), mausculo esquelético (varias especies del género Kudoa),
(Burger y col. 2008, Diamant y col. 2005, Levsen y col. 2008,
Matsukane y col. 2011, Moran y col. 1999, Whipps y col. 2003,
Yokoyama y col. 2004), sistema nervioso central (Kudoa neurophila y
Myxobolus acanthogobii) (Grossel 2005, Yokoyama y col. 2005a) y
tracto digestivo (especies del género Enteromyxum) (Alvarez-Pellitero
y col. 2008, Cuadrado y col. 2008, Sitja-Bobadilla y Palenzuela 2012,
Yasuda y col. 2002). Otros mixosporidios marinos son celozoicos,
como especies de los géneros Ceratomyxa, Ellipsomyxa o
Sphaerospora, y se suelen desarrollar en la vesicula biliar, tabulos
renales o aparato reproductor (Alama-Bermejo y col. 2012, Gunter y
Adlard 2010, Rangel y col. 2012, Yemmen y col. 2012).
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1.2.4. Enteromixosis descritas en la actualidad

El género Enteromyxum (Palenzuela y col. 2002) pertenece a la familia
Myxidiidae que se encuentra en el suborden Variisporina (tabla 1.6).
Hasta el momento se conocen tres especies: Enteromyxum fugu, E. leei

y E. scophthalmi (Lom y Dykové 2006).

Clase Myxosporea = Orden Bivalvulida

Suborden Variisporina (10 Familias)
Familia Myxidiidae (4 Géneros)

Género Enteromyxum
Enteromyxum fugu
Enteromyxum leei
Enteromyxum scophthalmi

Tabla 1.6: Clasificacion del género Enteromyxum (Lom y Dykovéa 2006)

La especie E. fugu, anteriormente Myxidium fugu (Tun y col. 2000) es
un mixosporidio celozoico que se desarrolla sobre el epitelio digestivo
del pez globo (Takifugu rubripes) y no provoca signos clinicos
evidentes (Tun y col. 2002, Yanagida y col. 2006). Opuestamente,
tanto E. leei como E. scophthalmi son mixosporidios histozoicos con
un alto impacto en la produccion. Provocan pérdidas directas por la
mortalidad, disminucion de peso y empeoramiento de los indices de
conversion (Sitja-Bobadilla y Palenzuela 2012).

E. leei, antes Myxidium leei (Diamant y col. 1994), se describié como
agente patdgeno en dorada, pero su rango de hospedadores es amplio y
puede infectar a mas de 40 especies marinas y de forma experimental a
peces de agua dulce (Diamant y col. 2006, Sitja-Bobadilla y

Palenzuela 2012). Es uno de los patogenos mas devastadores en
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maricultura de aguas templadas, afectando a la viabilidad de los
cultivos (Rigos y Katharios 2010). También infecta a peces
ornamentales y se ha descrito un brote importante en peces
mediterraneos en acuario, con alta virulencia en varias especies
(Katharios y col. 2011, Padrés y col. 2001).

El cuadro clinico de la enteromixosis causada por E. leei varia segun la
especie, y en los casos mas graves se desarrolla como un proceso
caquectizante con mortalidad muy elevada. Las especies mas
susceptibles son el sargo picudo (Diplodus puntazzo) y el pez globo
(Alvarez-Pellitero y col. 2008, Yanagida y col. 2006). El parésito se
localiza en el epitelio intestinal entre los enterocitos, lo que altera su
morfologia, puede causar vacuolizacion y necrosis del revestimiento
epitelial. Los enterocitos pierden su disposicion en empalizada y
finalmente provoca que se desprendan del tejido subepitelial (Alvarez-
Pellitero y col. 2008).

En contraposicidn, la infeccion por E. leei en la dorada se desarrolla de
forma lenta, y los peces sufren un proceso de adelgazamiento mas
cronico y leve (Sitja-Bobadilla y col. 2008). En lubina, se ha
demostrado la presencia de estadios de E.leei a través de
inoculaciones experimentales, pero no desarrollan la enfermedad e
incluso acaban eliminando las formas parasitarias al cabo del tiempo
(Sitja-Bobadilla y col. 2007a).
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1.3. Enteromixosis del rodaballo

1.3.1. Antecedentes historicos y etiologia

A mediados de la década de los 90, se detectaron brotes epizodticos de
una nueva enfermedad causante de elevada mortalidad en granjas de
rodaballo en Galicia. En los afios 1997 y 1998, coincidiendo con
nuevos episodios de mortalidad, se demostro que los brotes observados
se asociaban a la presencia de estadios parasitarios de un mixosporidio.
La enfermedad afectaba a tanques de rodaballos de cualquier peso
superior a 50 g, y la tasa de supervivencia final era nula en todos los
tanques en que se manifestaba el sindrome. Se caracterizaba por el
adelgazamiento evidente de los rodaballos, que mostraban los ojos
hundidos y las prominencias 6seas del craneo muy evidentes por lo
que se denomind “sindrome de la cabeza hundida” (Branson y col.
1999, Garcia 1999).

En los primeros estudios realizados, se encontraron similitudes de esta
nueva enfermedad con la producida por M. leei (actualmente E. leei),
en cuanto al 6rgano diana y patologia general, aunque se encontraron
diferencias en las mixosporas, por lo que Branson y col. (1999)
sugirieron que el mixosporidio encontrado seria una especie distinta
del género Myxidium. Posteriormente, Palenzuela y col. (2002)
realizaron estudios morfoldgicos, ultraestructurales y filogenéticos de
ambos mixosporidios. El andlisis filogenético molecular de secuencias
génicas de la subunidad menor ribosémica permitié clarificar la

sistematica de ambos organismos, con la creacion del género
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Enteromyxum, la denominacion de E.scophthalmi para el agente
causal del sindrome caquectizante en rodaballo y la reclasificacion de
M. leei como E. leei.

1.3.2. Ciclo vital y estadios de desarrollo

En la actualidad, la existencia de un ciclo bioldgico alterno que incluya
un hospedador invertebrado estd por determinar en las especies del

género Enteromyxum.

Figura 1.11: Propuesta de ciclo vital hipotético de Enteromyxum scophthalmi. En la actualidad
solo esta descrito el modo de transmisién directo de los trofozoitos (en morado), cuyos
principales estadios infectivos son el 2 y 3. Los signos de interrogacion indican las etapas de un
posible ciclo vital indirecto: la liberacién de la mixospora al medio que al ser ingerida por un
anélido resultaria en la formacién de una actinospora que infectaria al rodaballo. Modificado de
Redondo y col. 2004.

Unicamente se conoce la transmision directa de los trofozoitos entre
rodaballos, mientras que se desconoce la posible infeccion de un
anélido por la mixospora y la subsecuente fase de actinospora
(fig. 1.11). La fase de mixospora de E.scophthalmi ocurre en el
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epitelio digestivo del rodaballo, en el que se desarrollan los estadios
vegetativos (denominados 1, 2 y 3) y las fases esporogonicas (estadios
4 y 5). El estadio 1 es un trofozoito con uno o varios nucleos. El
estadio 2 es un trofozoito en el que la célula P contiene una célula S y
a veces uno o mas nucleos. En el estadio 3 una célula P alberga una o
mas células S, en la que puede haber células T (fig. 1.12). El estadio 4
es un plasmodio que contiene esporas en formacion, del que se
obtendran dos esporas originadas asincronicamente (fig. 1.13a). El
estadio 5 (fig. 1.13b) se refiere a esporas maduras o formadas casi por

completo (Palenzuela y col. 2002, Redondo y col. 2004).

Figura 1.12: Imagen de microscopia electronica de transmision de un estadio 3 de
E. scophthalmi en el que se aprecia la célula principal (P) que alberga células secundarias (S)
que a su vez contienen células terciarias (T). Barra = 1 um. Imagen del grupo de investigacion.

Las esporas de E. scophthalmi tienen unas dimensiones aproximadas
de 25 x 15 x 15 pm, poseen forma de media luna, esporoplasma
binucleado y linea de sutura discreta. Las capsulas polares son grandes,
alargadas y estan orientadas en direcciones opuestas. Los filamentos
polares dan de 10 a 13 vueltas (fig. 1.13b) (Palenzuela y col. 2002).
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Figura 1.13: Estadios 4 y 5 de E. scophthalmi. a: Imagen de microscopia electrénica de
transmisién de un estadio 4, en cuyo interior se pueden observar primordios capsulogénicos
(flechas). Barra = 1 um. b: Esporas de E. scophthalmi. Imagen de una preparacién en fresco y
esquema. En la imagen se observa la morfologia alargada de la espora, que contiene dos
capsulas polares, con sus correspondientes filamentos polares enrollados en su interior,
orientadas en direcciones opuestas. Barras = 5 um. Imagenes del grupo investigador.
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1.3.3. Epidemiologia

1.3.3.1. Distribucion y hospedadores

Hasta el momento solo se han encontrado estadios de desarrollo de
E. scophthalmi en rodaballo de acuicultura y se desconoce su
existencia en peces de vida salvaje. Por otra parte, se ha logrado
inocular experimentalmente en cultivos de lenguado senegalés (Solea
senegalensis), aunque en esta especie no se desarrolla un sindrome

caquectizante ni se produce mortalidad (Palenzuela y col. 2007).

1.3.3.2. Fuentes de contagio y vias de infeccién

Debido al desconocimiento de su ciclo bioldgico, el origen de los
brotes epizodticos es incierto, aunque se sugiere que el inicio de la
infeccion puede ser una actinospora liberada por un hipotético
hospedador intermediario (Branson y col. 1999, Quiroga y col. 2006,
Redondo y col. 2002, 2004).

Se ha podido demostrar que una vez establecida la infeccion en un
tanque, E. scophthalmi se transmite de forma horizontal y directa entre
rodaballos, sin necesidad de completar un ciclo indirecto con fase de
actinospora (Bermudez y col. 2006a, 2006b, Branson y col. 1999,
Quiroga y col. 2006, Redondo y col. 2002, 2004, Sitja-Bobadilla y col.
2007b).

Redondo y col. (2002) comprobaron la transmisién directa
experimentalmente de tres modos: mediante cohabitacion de peces
sanos e infectados; suministrando el efluente de tanques con rodaballos
parasitados a tanques de peces sanos; y por via oral, administrando
raspados intestinales de peces infectados a peces sanos. La infeccién se
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logré en todos los peces sanos expuestos al parasito por cualquiera de
las tres vias y el porcentaje de mortalidad fue del 100% en la practica
totalidad de los lotes.

Sin embargo, existen diferencias en el periodo de deteccion del
parasito post exposicién (PE) mediante examen histol6gico del tracto
digestivo. EI método de exposicion al parasito que provoca la
aparicién mas precoz de estadios de desarrollo es la via oral, con un
periodo de 8 dias PE. Cuando los rodaballos se exponen al parasito
mediante la transmision por efluente o cohabitacion, se detectan
formas parasitarias a los 20 dias PE (Bermudez y col. 2006a, 2006b,
Redondo y col. 2002, 2004, Sitja-Bobadilla y col. 2006).

Ademas de determinar la transmisién directa de E. scophthalmi, se
evidencio que los estadios proliferativos (principalmente el estadio 2 y
3), localizados en el intestino y liberados al medio por el
desprendimiento del epitelio de revestimiento, podrian llegar a otros
peces e iniciar nuevas infecciones (Redondo y col. 2002, 2004). Por
otra parte, se ha propuesto que las esporas no serian las principales
responsables de la transmision del parasito a peces no infectados, ya
que incluso en infecciones avanzadas, la observacion de mixosporas es

muy escasa (Redondo y col. 2002).

De acuerdo a las condiciones experimentales, la principal via de
entrada del parasito es la oral, aunque otras vias como la branquial,

cuténea o rectal no se pueden descartar (Redondo y col. 2002).
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1.3.3.3. Susceptibilidad

Los rodaballos infectados muestran gran variabilidad individual en la
respuesta a la enfermedad. De forma general, las tasas de morbilidad y
mortalidad observadas en diferentes estudios son muy elevadas
(Bermudez y col. 2006b, Quiroga y col. 2006, Redondo y col. 2002,
2004, Sitja-Bobadilla y col. 2006). Sin embargo, otros rodaballos son
resistentes, sobreviven a brotes epizodticos de la enfermedad y
adquieren anticuerpos protectores frente a nuevas infecciones (Sitja-
Bobadilla 'y col. 2004, 2007D).

1.3.3.4. Curso natural

En condiciones naturales, la enteromixosis se caracteriza por un
periodo de prepatencia prolongado, ya que desde la exposicién al
mixosporidio hasta la aparicion de los estadios de desarrollo en el tubo
digestivo pueden transcurrir varios meses (Quiroga y col. 2006,
Redondo y col. 2004). A partir del momento en que se detectan
estadios parasitarios en el stock de rodaballos, y dependiendo de las
condiciones de cultivo, el periodo de patencia se puede alargar de
semanas a meses, y las tasas de prevalencia y mortalidad pueden ser
del 100% (Quirogay col. 2006).

1.3.3.5. Factores de riesgo

Entre los factores de riesgo asociados con el medio y el agente
etiologico cabe destacar la calidad y temperatura del agua. El
suministro de agua es la principal via de entrada del parasito a las
explotaciones y a mayor temperatura, mas rapidos son el inicio y
progresion de la infeccion. La presencia de rodaballos infectados en el

tanque supone una fuente de contagio para otros rodaballos por
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transmision directa y la densidad del tanque se relaciona con la
probabilidad de infeccion, la disponibilidad y concentracion de formas
parasitarias infectivas (Quiroga y col. 2006, Redondo y col. 2002).

En cuanto a los rodaballos, se ha constatado la importancia de su
origen, ya que muestran diferente susceptibilidad. Ademas, en etapas
juveniles, a mayor peso existe mayor prevalencia de la enfermedad.
Finalmente, los rodaballos que superaron la parasitosis con
anterioridad adquieren inmunidad y muestran resistencia en retos
posteriores (Quiroga y col. 2006, Sitja-Bobadilla y col. 2004, 2007b).

1.3.4. Signos clinicos y lesiones

La enteromixosis se manifiesta con el empeoramiento de los indices de
conversion, alta morbilidad y elevado nimero de bajas en los tanques
afectados. Los principales signos clinicos incluyen adelgazamiento y
atrofia del tejido muscular que confieren el aspecto de *cabeza
hundida”. En los casos mas graves, los rodaballos pierden los
depdsitos grasos y la cavidad celomica se dilata por la acumulacion de
liquido ascitico. En la necropsia, a la apertura de la cavidad celémica,
los 6rganos internos estan palidos, aunque los principales hallazgos se
encuentran en el tubo digestivo. El tracto gastrointestinal muestra
congestion y focos de hemorragia, dilatacion con aspecto translicido
de las paredes intestinales y acumulacion de liquido de aspecto
mucoso, a veces con floculos blanquecinos (fig. 1.14a) (Branson y col.
1999, Redondo y col. 2002, Sitja-Bobadilla y col. 2007b).

El estudio histopatologico del tubo digestivo muestra las lesiones
caracteristicas de la enfermedad, que consisten en gastroenteritis

catarral (fig. 1.14b) con presencia de trofozoitos de mixosporidios en
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el epitelio de revestimiento (fig. 1.14c). En las fases iniciales, los
estadios de E. scophthalmi se encuentran en el epitelio de los ciegos
piloricos y del intestino anterior, y desde ahi se distribuyen
colonizando los tramos intestinales medio y posterior. También se
pueden encontrar en el eséfago y estdbmago, en el que colonizan el
epitelio glandular. En los casos mas graves, el epitelio de revestimiento
se separa del tejido subyacente, se observan hemorragias e infiltrados
inflamatorios en la lamina propia-submucosa (fig. 1.14d) (Bermudez
2006, Redondo y col. 2004).

Las esporas estan presentes en infecciones muy avanzadas, en
rodaballos con claros signos clinicos, y su proporcion con respecto al
numero de estadios de desarrollo es muy baja (fig. 1.14e) (Bermudez
2006, Branson y col. 1999, Palenzuela y col. 2002, Redondo y col.
2004).

Aunque el 6rgano diana de los estadios de desarrollo de E. scophthalmi
es el tubo digestivo, también se han encontrado estadios 1 en otros
drganos sin reaccion inflamatoria asociada, y en frotis sanguineos
(Redondo y col. 2004, Sitja-Bobadilla y col. 2006).

Ademés de las lesiones observadas en el tubo digestivo, la
enteromixosis también se asocia a una disminucién del tejido
linfohematopoyético en bazo y rifion. La deplecién leucocitaria se
intensifica segun avanza la enfermedad, y los efectos de la infeccion
son mas claros en el tejido linfoide presente en el rifidn (fig. 1.14f-g),
donde la cantidad de células blancas disminuye de forma mas evidente
(Bermudez y col. 2006b, Sitja-Bobadilla y col. 2006).
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Figura 1.14: Hallazgos macroscopicos y microscopicos en rodaballos con enteromixosis. a:
Apertura de la cavidad celdomica. Ascitis (flecha) y dilatacion del intestino posterior con
presencia de liquido en el interior (asterisco). b: Enteritis debida a la presencia de estadios de
desarrollo de E. scophthalmi (flechas), con infiltrados inflamatorios en la lamina propia-
submucosa (asteriscos) y desprendimiento del epitelio de revestimiento (triangulos).
Hematoxilina-eosina, barra = 200 pm. c: Varios estadios 2 y 3 de E. scophthalmi (flechas) entre
los enterocitos del epitelio de revestimiento intestinal. Azul de toluidina (AT), barra = 50 pm. d:
Seccion de intestino anterior que presenta enteritis descamativa severa, en la que Unicamente
se conservan pequefios tramos de epitelio de revestimiento (flecha); en la lamina propia-
submucosa se observa presencia de infiltrados inflamatorios (asteriscos), dilatacién de vasos
linfaticos y acumulacion de liquido (tridangulos). AT, barra = 200 pm. e: Estadio 4 o
diesporoblasto asincronico en el epitelio de revestimiento intestinal. Contiene una espora en
formacion que presenta una capsula polar completamente formada (flecha). AT, barra = 20 pm.
f-g: Imagenes de rifibn anterior, de un rodaballo sano (f) y de uno con enteromixosis (g). Se
aprecia la deplecion del tejido linfohematopoyético que se localiza entre los tubulos renales (T).
AT, barras = 100 ym. Imagenes del grupo investigador.
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1.3.5. Fisiopatologia

1.3.5.1. Interacciéon parasito-hospedador y mecanismos de
patogenicidad

Durante la infeccion con E. scophthalmi ocurren una serie eventos que

conducen a un sindrome caquectizante, que en la mayoria de los casos

resulta letal (Sitja-Bobadilla y col. 2007b).

Los trofozoitos de E. scophthalmi se desarrollan en el epitelio
digestivo intercelularmente. La penetracion del parésito asi como su
localizacion entre los enterocitos es objeto de diversos estudios en la
actualidad. En la capa mucinica intestinal se localizan diferentes
carbohidratos y sus receptores poseen una elevada relevancia en la
interaccion entre el epitelio intestinal y el parasito. Los receptores
pueden ser utilizados por los parasitos como lugares de fijacion y
adhesion, y las interacciones entre carbohidratos y lectinas se
relacionan con los mecanismos de penetracion parasitarios (Alvarez-
Pellitero 2008). El patrén de residuos de carbohidratos presente en los
rodaballos cambia debido a la infeccion por E. scophthalmi, de tal
forma que los terminales de glucosa-manosa, fucosa y N-acetil-
glucosamina disminuyen en rodaballos infectados, mientras que se
produce un incremento en D-galactosa y N-acetil-galactosamina
(Redondo y Alvarez-Pellitero 2010a, Redondo y col. 2008). Por otra
parte, las estructuras predominantes en la superficie de E. scophthalmi
y en la zona de interaccion paréasito-hospedador son glucosa-manosa,
N-acetil-glucosamina,  N-acetil-galactosamina y  o-D-galactosa
(Redondo y col. 2008). El tratamiento de los trofozoitos de

E. scophthalmi con las lectinas concanavalina A (Con A) y aglutinina
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de soja (SBA), que se unen a carbohidratos en la superficie del
parésito, inhibe la adhesion y colonizacién de explantes de epitelio
intestinal por el mixosporidio (Redondo y Alvarez-Pellitero 2010D).

Tras penetrar en el epitelio, el mixosporidio establece relaciones con
los enterocitos en forma de proyecciones citoplasmaticas intrincadas,
en contacto directo con las membranas celulares del hospedador, e
incluso formando estructuras similares a uniones en hendidura o gap
junction (fig. 1.15). Estas uniones participan en la fijacion,
comunicacion y nutricion de los trofozoitos parasitarios (Redondo y
col. 2003Db).

Figura 1.15: Imagen de microscopia electrénica de transmision de la zona de contacto de los
estadios de E. scophthalmi con los enterocitos (E). En la imagen se observan partes de células
S (S) en el interior de la célula P (P), con proyecciones citoplasméaticas y cuyas membranas
estan en contacto con las del hospedador (flechas), de una forma similar a uniones en
hendidura o gap junctions. Barra = 1 pm. Imagen del grupo investigador.

La presencia de las formas parasitarias de E. scophthalmi en el epitelio
de revestimiento altera las uniones celulares estrechas o tight junction
entre los enterocitos, lo que resulta en pérdida de la barrera intestinal y
paso indiscriminado de moléculas y electrolitos. El dafio intestinal que
disminuye la absorcion de los nutrientes, acompafiado por la letargia y
anorexia, provoca el adelgazamiento de los rodaballos (Sitja-Bobadilla

y Palenzuela 2012).
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La presencia de E. scophthalmi también incrementa la tasa de muerte
celular en el epitelio digestivo. Este hecho afecta igualmente a la
integridad de la barrera intestinal y contribuye al agravamiento del
sindrome. Aunque se desconocen los mecanismos que desencadenan la
muerte celular, durante la respuesta del hospedador se generan
moléculas reactivas de oxigeno y nitrogeno, que causan estrés
oxidativo con efectos negativos en los tejidos y podrian contribuir al
dafio y muerte celular (Sitja-Bobadilla y Palenzuela 2012).

En numerosos trabajos se ha sugerido que la muerte celular puede estar
relacionada con una estrategia del hospedador para impedir y prevenir
la proliferacion y diseminacién del parésito. En el caso de la
enteromixosis, contrariamente, podria facilitar la dispersion de las
formas parasitarias a otras areas del tubo digestivo, e incluso favorecer
la supervivencia de los mixosporidios en el medio, al rodearse de
células epiteliales que se desprenden al lumen intestinal (Redondo y
col. 2003a).

Otro evento destacable durante la respuesta del hospedador es la
liberacion de determinados factores o péptidos que influyen en la
ingesta de alimentos y estado corporal. En rodaballos infectados con
E. scophthalmi se producen cambios en los neuropéptidos intestinales
(tabla 1.7), que potencian la anorexia, la motilidad intestinal y la
secrecion de fluidos, a la vez que participan en la respuesta
inmunitaria. Esta respuesta ademas podria estar exacerbada (Bermudez

y col. 2007) y tiene, por lo tanto, un alto coste metabdlico.
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Péptido Localizacion CEEs  Cambios CEEs Efectos SNE Otras
, L Neuronas y
5-HT ESE?Q;?O & intestino Incremento” Er;riﬂgg LEL algunas fibras
p nerviosas

. S Anorexigénico
Ciegos piléricos e 9 y

CCK-8 . . Incremento™ estimulante de
intestino .
secreciones
ﬁti%?iﬁ(?!\%rtlé:ﬁz’r Inhibidor en Fibras nerviosas
CGRP escasas en intest?/no Disminucion digestivo y en PMy alguna
: sistema inmune  neurona
medio
. L Estimulante en . . .
sp Ciegos pildricos e Incremento digestivo y Fibras nerviosas  Leucocitos y
intestino X . enPMyPS enterocitos
sistema inmune
Cieqos piléricos e Inhibidor en Neuronas y
VIP gosp Disminucion* digestivo y fibras nerviosas ~ Vasculatura

intestino anterior . .
sistema inmune  en PM

Tabla 1.7: Péptidos estudiados mediante inmunohistoquimica en rodaballos infectados por
E. scophthalmi. 5-HT: serotonina, CCK-8: colecistoquinina, CGRP: péptido relacionado con el
gen de la calcitonina, SP: sustancia P, VIP: péptido intestinal vasoactivo, CEEs: células
enteroendocrinas, PM: plexo mientérico, PS: plexo submucoso, SNE: sistema nervioso entérico,
" resultado significativo, : resultado altamente significativo. Resumen de los resultados de
Bermudez y col. 2007.

1.3.5.2. Respuesta inmunitaria

Un hecho importante en los inicios de la infeccion, es la capacidad del
mixosporidio para evadir la respuesta del hospedador, lo que permite
su rapida proliferacion. Se ha sugerido que la respuesta especifica
capaz de controlar la infeccion esté retrasada, como se ha observado en
la cinética de produccion de anticuerpos en rodaballos supervivientes
(Sitja-Bobadilla y col. 2007b). Ademas, se ha propuesto la existencia
de fallos en las conexiones entre los mecanismos de la respuesta
inmunitaria innata y adaptativa, y por otra parte, la activacion de varios
efectores inmunitarios estudiados parece ser incapaz de frenar la
proliferacion y colonizacion del epitelio digestivo por E. scophthalmi
(Bermudez y col. 2006b, Sitja-Bobadilla y col. 2006).
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La invasion del epitelio digestivo por parte del parasito desencadena
una respuesta inmunitaria (tabla 1.8), con activacion inicial de la
leucopoyesis, pero seguida por deplecién leucocitaria en los érganos
linfohematopoyeéticos. A pesar de la activacion de la respuesta celular,
el desarrollo e invasion del parasito no se detiene (Bermudez 2006).

La enteromixosis induce en el rodaballo la activacion de varios
mecanismos de la respuesta inmune inespecifica. En lineas generales,
se produce un incremento del estallido respiratorio de los fagocitos
circulantes, y existen variaciones en diversos factores humorales
innatos, como las peroxidasas, lisozima o complemento, aunque
ninguna molécula en particular parece ser clave para eliminar el
parésito (Sitja-Bobadilla y col. 2006, Sitja-Bobadilla y Palenzuela
2012).

Factor Cambios durante la enteromixosis

Hematocrito Tendencia a la disminucion.

Incremento de granulocitos, progranulocitos y células plasmaticas y

Leucocitos circulantes o2
descenso de linfocitos.

Proteinas séricas Sin cambios significativos.
Estallido respiratorio Incremento.

Lisozima sérica Disminucion y posterior aumento.
Complemento sérico Sin cambios significativos.

Tendencia al incremento en antiproteasas, incremento significativo de

Antiproteasas séricas :
o-2-macroglobulina.

Produccion retardada de anticuerpos durante la infeccion. Incremento

Anticuerpos especificos AR :
P P significativo en rodaballos resistentes.

Respuesta de células [gM+ Incremento en los drganos linfoides y posterior migracion al intestino.

Tabla 1.8: Principales cambios observados en la respuesta del rodaballo a la enteromixosis
(Bermudez y col. 2006b, Sitja-Bobadilla y col. 2004, 2006, 2007b).
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En el rodaballo se desencadena también una respuesta inmune
especifica frente E. scophthalmi. Las células portadoras de
inmunoglobulinas se incrementan en los peces infectados, pero la
velocidad de produccion de anticuerpos es relativamente baja. En
desafios con el mixosporidio, se detectaron anticuerpos especificos
contra el parésito a los 48 dias PE en rodaballos que superaron
previamente la infeccidn, mientras que los peces expuestos por primera
vez desarrollaron la enfermedad y murieron sin producir anticuerpos
especificos en un periodo de 40 a 49 dias (Bermudez y col. 2006b,
Redondo y col. 2002, Sitja-Bobadilla y col. 2004, 2007b).

1.3.6. Diagnostico de la enfermedad

Los signos clinicos de la enteromixosis son inespecificos, por lo que el
diagndstico de la enfermedad se basa en la deteccion de las formas

parasitarias del mixosporidio.

El diagndstico de campo se realiza mediante la observacion de las
esporas de Enteromyxum en raspados de intestino, aunque en ocasiones
resulta complicado debido a su escasez. La deteccion de trofozoitos en
preparaciones en fresco es posible aunque su evaluacién requiere

experiencia (Sitja-Bobadilla y Palenzuela 2012).

El procedimiento estandar que se emplea para el diagndstico es el
estudio histopatoldgico del intestino del rodaballo. Mediante tincién
rutinaria (hematoxilina-eosina) se distinguen los estadios de desarrollo
de E. scophthalmi en el epitelio digestivo, asi como el dafio tisular
asociado. Ademas, se puede facilitar la visualizacion de los
mixosporidios con tinciones especiales (azul de toluidina, Giemsa y/o
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acido peryddico de Schiff) que destacan determinadas estructuras en el
parésito. El inconveniente del estudio histologico es que las formas
parasitarias pueden pasar desapercibidas en etapas muy tempranas de
la infeccion, o si los cortes histoldgicos no abarcan los pliegues
intestinales afectados. Ademas los estadios 1 pueden confundirse con
enterocitos en apoptosis (Bermudez y col. 2006b, Redondo y col.
2004, Sitja-Bobadilla y Palenzuela 2012).

Las técnicas de diagndstico molecular de E. scophthalmi incluyen la
deteccidn de fragmentos especificos de ADN mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y la hibridacion in situ. La toma de
muestras mediante la insercion de un bastoncillo de algodén en el
recto, permite detectar E. scophthalmi por PCR de forma no letal. Esta
herramienta es (til para una deteccion temprana y por tanto, la
vigilancia epidemioldgica en las granjas. Ademas, el uso de la PCR es
relevante para la investigacion ya que permite la monitorizacion de la
enfermedad, lo que puede ayudar a determinar la via de entrada del
parésito y los posibles portadores y hospedadores intermediarios del
ciclo vital (Redondo 2005, Sitja-Bobadilla y Palenzuela 2012).

Recientemente, el desarrollo de una PCR cuantitativa a tiempo real
permite diagnosticar la enteromixosis y estimar la carga parasitaria
(Piazzon y col. 2012).

1.3.7. Tratamiento, prevencién y control de la enfermedad

En la actualidad no existe ningln tratamiento efectivo contra la
enteromixosis del rodaballo. Experimentalmente se han probado

diversos farmacos, principalmente coccidiostaticos, con resultados
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poco exitosos. El tratamiento por via oral con toltrazuril indujo
vacuolizacién en los estadios de desarrollo de E. scophthalmi, aunque
no afect6 a las esporas y no mejord el desarrollo clinico de la
enfermedad (Bermudez y col. 2006a). La combinacién de salinomicina
y amprolio, asi como otros tratamientos con robenidina-sulfamidas y
suplementos nutricionales con extractos naturales, mejoraron la tasa de
supervivencia de los rodaballos. La disminucion de la mortalidad
parecia estar asociada a la disminucion de la carga parasitaria y menor
extension de la infeccién a nivel intestinal. Sin embargo, el progreso
de la infeccion no se frend y las tasas de prevalencia en los stocks
afectados siguieron siendo del 100 %. Otros farmacos como la
combinacion narasina-nicarbazina poseian efectos deletéreos en las

celulas del rodaballo (Palenzuela y col. 2009).

No existen vacunas frente a la enteromixosis, aunque la existencia de
resistencia adquirida en algunos rodaballos abre las puertas al
desarrollo de estrategias de vacunacion (Sitja-Bobadilla y col. 2007b).

Dada la inexistencia de medidas terapéuticas y vacunas eficaces, el
manejo en las granjas de rodaballos es la principal medida de
prevencion y control de la enfermedad. Para evitar las infecciones se
deben aplicar tratamientos a las aguas, tanto de entrada como de salida,
que incluyan filtracion y desinfeccion con rayos ultravioleta u ozono.
Ademas se debe realizar vigilancia epidemioldgica de la enfermedad,
monitorizando los lotes con PCR no letal, sacrificando rapidamente los
tanques infectados y procediendo a su desinfeccién (Quiroga y col.
2006, Sitja-Bobadilla y Palenzuela 2012).
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1.4. Respuesta del hospedador a las parasitosis

intestinales

1.4.1. Respuesta inmunitaria en los teledsteos

Algunas de las funciones inmunitarias de los teledsteos no estan
completamente esclarecidas, y a veces se deducen de las similitudes
entre el sistema inmunitario de los peces y de los mamiferos (Losada y
col. 2009, Randelli y col. 2008). En la actualidad, existe un acuerdo
general en cuanto a que los principales mecanismos inmunitarios
descritos para mamiferos estdn presentes en los teledsteos. Estos
poseen los elementos del sistema inmune tanto innato como
adaptativo, que se integran a varios niveles en distintos mecanismos
inmunitarios, en contraposicion a la division artificial entre ambos
sistemas (fig. 1.16) (Alvarez-Pellitero 2008, Magnadottir 2010).

Figura 1.16: Principales elementos del sistema inmunitario innato y adaptativo en teledsteos.
Adaptado de Dranoff 2004.
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En cuanto a la organizacion del sistema inmunitario, en los peces no
existe meédula 6sea ni linfonodos. Los 6rganos linfoides primarios son
el rifidn anterior (origen de las células sanguineas) y el timo (donde
maduran células T), mientras que los 6rganos secundarios y también
linfohematopoyéticos son el rifion anterior y el bazo. Estos dos
organos presentan agregados o centros de melanomacréfagos,
considerados los precursores de los centros germinales de vertebrados
superiores (Alvarez-Pellitero 2008, Kato y col. 2013, Saunders y col.
2010, Vigliano y col. 2006).

. Células Secuencias Marcadores .
Actividad o factor . Referencias
involucradas  cDNA para celulares
mAb: M¢ e IgM Bermddez y col. 2006b
pAb: CSF-1R, " Katzenback y Belosevic 2012

Fagocitosis Fggocnos y granulocitos, Kolinery col. 2001
células B e Liy col. 2006
neutro_fllos y Magnadottir y col. 2005
granulina Renneseth y col. 2007
Ezzi?eesngeac“vas Fagocitos y)?rljjaz: NBT p¥erez Pelitero 2008
- g y g > Rieger y Barreda 2011
nitrogeno INOS
Complemento y C3, C4, C5, Alvarez-Pelitero 2008
respuesta de fase  Hepatocitos 63, G, G, pAb: C3 Franchini y col. 2001
CRP, SAP, : Nakao y col. 2011
aguda AMG Sambrook y col. 2003
. . I Familias de . Rieger y Barreda 2011
Antibacterianos Varios tipos péptidos Ninguno Silphaduang y col. 2006
15 Leucocitos, IFN-1, IFN, ] Casani y col. 2009
AITEUEES fibroblastos ~ protefna Mx Ninguno Silphaduang y Noga 2001
Lisozima ]
. L ' ) Alvarez-Pellitero 2008
Enzimas Varios tipos caspasas, mAb: M24-2 Marsh y Rice 2010
proteasas
- » TNF-a, PLA2, Alejo yl'l'afalla 2011
ntlamacion, ] T Lvy col. 2012
citoquinas y Leucocitos ﬁ?_OX LR, pﬁgj I1I'_N}: -] Rebl y col. 2010
monoquinas S PAD: TNF-a Sasaki y col. 2002
quimioguinas Taechavasonyoo y col. 2013
Muerte celular . ) Kazantzi y col. 2003
inespecifica Leucocitos NCCRP-1 mAb: 5C6 Seppola y col. 2007

Tabla 1.9: Resumen de las principales actividades innatas estudiadas en peces. AMG: a-2-
macroglobulina, COX-2: ciclooxigenasa 2, CRP: proteina reactiva C, iNOS: sintasa de 6xido
nitrico inducible, IFN: interferdn, IL: interleuquina, M¢: macr6fagos, mAb: anticuerpo monoclonal,
Mx: resistencia a myxovirus, NCCRP-1: proteina 1 del receptor de células citotoxicas no
especificas, NBT: nitroazul de tetrazoilo, pAb: anticuerpo policlonal, PLA2: fosfolipasa A2, SAP:
amiloide P sérico, TLRs: receptores toll-like, TNF: factor de necrosis tumoral.
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La primera linea de la defensa inmune son las respuestas innatas, de
desarrollo rapido, con redes complejas de moléculas y células que
cooperan para inactivar o eliminar los patégenos. El sistema innato de
los peces contribuye en mayor proporcion a la respuesta inmunitaria
global que el de los mamiferos, ya que la respuesta adaptativa depende
de la temperatura y en peces es mas lenta (Ellis 2001, Magnadottir
2006, 2010).

Las células que participan en las respuesta innatas son de tipo
leucocitario, principalmente fagocitos mononucleares (incluyendo las
celulas B), polimorfonucleares y células natural Kkiller. Otros tipos
celulares, como células dendriticas epiteliales y fibroblastos, también
producen moléculas inmunorreguladoras involucradas en la inmunidad
innata (tabla 1.9) (Li y col. 2006, Randelli y col. 2008).

Células Secuencias  Marcadores

Actividad o factor involucradas cDNA para  celulares

Referencias

Bermddez y col. 2006b

Anticuerpos Células B IgM, IgD, IgT, mAb: IgMy  Hikimay col. 2010
especificos, memoria RAGs células B Magadan-Mompo y col. 2011
Zhang y col. 2011
L . Castro y col. 2011
Relccl)nOCImlent_o Células T Egzahgé 3, %AL‘%S%L“S‘ Rombout y col. 2011
celular, memoria ! S Vigliano y col. 2011a
Kato y col. 2013
Muerte celular . CD8a, CD8B, : Luy col. 2012
especifica Celulas T MHC-I MAD: CDB \akanishiy col. 2011
Shibasaki y col. 2010
Kato y col. 2013
Células T CD4, MHC-II  mAb: CD4 Luy col. 2012
Shibasaki y col. 2010
: n Grayfer y Belosevic 2009
Actividad helper Thl IFN-y, IL2 Ninguno Secomgesyco:. 2011
’ Secombes y col. 2011
Th2 IL4, IL10 Ninguno Zhuy col. 2012
. ILs: 7,15, 21, .
Leucocitos 22,26, LiB Ninguno Secombes y col. 2011

Tabla 1.10: Resumen de las principales actividades adaptativas estudiadas en peces. CD:
cluster de diferenciacion, IFN: interferén, Ig: inmunoglobulina, IL: interleuquina. LtB: linfotoxina
B, mAb: anticuerpo monoclonal, MHC: complejo mayor de histocompatibilidad, RAGs: genes
activadores de la recombinasa, TCR: receptor de las células T.
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Por otra parte, la respuesta adaptativa es una red compleja de células
especializadas, proteinas, genes y mensajeros bioquimicos que tratan
de eliminar los patogenos a través de anticuerpos y células efectoras
con gran especificidad y afinidad (tabla 1.10) (Uribe y col. 2011).

La inmunidad adaptativa se basa en la generacion de receptores
aleatorios de gran diversidad en la superficie de linfocitos B
(inmunoglobulinas) y T (receptores de células T, TCRs) que reconocen
los antigenos. Los linfocitos sufren procesos de recombinacion
somaética y proporcionan memoria del antigeno a largo plazo (Alvarez-
Pellitero 2008, Magnadottir 2010).

1.4.2. Respuesta inmunitaria a parasitos intestinales

El tracto gastrointestinal es el lugar donde ocurre la digestion de los
alimentos y absorcion de los nutrientes, aunque en él también ocurren
importantes procesos inmunoldgicos y juega un papel relevante en la
proteccion del animal frente a los patégenos. El intestino es una
barrera fisica y quimica que supone la primera linea de defensa contra
los organismos invasores a través del sistema digestivo. Las células del
tracto gastrointestinal de los peces producen sustancias quimicas para
favorecer la funcién de barrera, contribuyen a las defensas innatas y
activan procesos que desencadenan una respuesta inmunitaria
adaptativa (Alvarez-Pellitero 2008, Cain y Swan 2011, Rombout y col.
2011, Salinas y col. 2011, Sitja-Bobadilla 2008a).

Los peces carecen de un tejido linfoide asociado organizado en el
canal alimentario, y por lo tanto no tienen placas de Peyer ni

linfonodos mesentéricos. Las células inmunitarias se distribuyen de
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forma dispersa a lo largo del tubo digestivo, aunque se distinguen
principalmente dos compartimentos: la ldmina propia-submucosa y los
linfocitos intraepiteliales. De forma general, en la lamina propia se
localizan macréfagos, granulocitos, linfocitos y células plasmaticas,
mientras que los linfocitos intraepiteliales son en su mayoria células T

y pocas células B (Rombout y col. 1998, Salinas y col. 2011).

En teledsteos, un mecanismo de gran relevancia en la respuesta a las
parasitosis es el estallido respiratorio de los fagocitos, como se ha
comprobado en mixosporidiosis intestinales (Sitja-Bobadilla 2008b).
El estallido respiratorio se caracteriza por la liberacion de sustancias
bactericidas, entre las que se encuentran especies reactivas de oxigeno
y el 6xido nitrico, NO (Alvarez-Pellitero 2008, Magnadottir 2010).
Este ultimo es producido por la sintasa de Oxido nitrico inducible,
iNOS (fig. 1.17), principalmente localizada en macréfagos (Diez y col.
2010, Spratt y col. 2007, Zhao y col. 2010), aunque se puede encontrar
en otros tipos celulares, entre ellos los enterocitos (Campos-Pérez y
col. 2000, Gookin y col. 2006, Keklikoglu y col. 2008). La expresion
de INOS en macréfagos activados induce un ambiente citotoxico y
promueve la vasodilatacion, mediando en diferentes fases de la
respuesta inmunitaria (Pacher y col. 2007, Vincendeau y col. 2003,
Zhao y col. 2010).

La respuesta inmunitaria frente a las enteromixosis engloba
importantes eventos innatos, como el incremento del estallido
respiratorio en los fagocitos circulantes y valores de NO sérico
(Alvarez-Pellitero y col. 2008, Golomazou y col. 2006, Sitja-Bobadilla
y col. 2006). Sin embargo, no hay estudios histoldgicos que evallen el
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incremento en la expresion de iNOS o la distribucion de las células
productoras de NO. En cuanto a la respuesta adquirida, se ha
constatado la produccion de anticuerpos especificos y migracion de
celulas portadoras de inmunoglobulinas en rodaballos parasitados por
E. scophthalmi (Bermudez et al. 2006b, Sitja-Bobadilla y col. 2006).

Figura 1.17: Esquema de la produccion de 6xido nitrico por las enzimas sintasas de 6xido
nitrico (NOS). NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato, forma reducida, NADP+:
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.

1.4.3. Efectos de los parasitos en el epitelio: apoptosis

El epitelio intestinal sano actia como una barrera que controla el
intercambio de agua y electrolitos, absorcion de nutrientes e impide el
ingreso de los patdgenos al organismo. Al colonizar el epitelio
digestivo, los patdégenos provocan cambios en los enterocitos, que
alteran la funcion intestinal. Por ejemplo, en la enteromixosis del pez
globo se ha demostrado que las lesiones intestinales causan un fallo en
la regulacién osmotica y absorcion de los nutrientes que provocan el

adelgazamiento rapido del pez (Ishimatsu y col. 2007).

La modificacion de la estructura interna y uniones entre las células

epiteliales no solo se traduce en un mal funcionamiento del epitelio,
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sino que puede llegar a inducir la muerte celular. Por otra parte, a
consecuencia de la respuesta inflamatoria, se liberan gran cantidad de
moléculas oxidativas que crean un ambiente citotoxico y pueden
contribuir al dafio tisular. Como se ha mencionado previamente, en las
enteromixosis se liberan especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, con
posibles efectos deletéreos sobre las células intestinales. Ademas, se ha
podido demostrar en doradas con enteromixosis que los mecanismos
antioxidantes, entre ellos el sistema glutation peroxidasa-glutation
disulfuro, aparecen reducidos, lo que incrementaria el riesgo de dafio

oxidativo (Estensoro y col. 20114, Sitja-Bobadilla y col. 2008).

Ademas de ocasionar dafio celular per se, los radicales libres como el
Oxido nitrico pueden desencadenar la descamacion de las células
epiteliales (Monteiro y col. 2004). Debido a la pérdida del contacto
con otras células y con la matriz subyacente, los enterocitos sufren una
forma de muerte celular programada o apoptosis, denominada anoikis
(Chiarugi y Giannoni 2008, Lugo-Martinez y col. 2009).

La apoptosis regula la respuesta del hospedador durante infecciones
causadas por una gran variedad de parasitos, que a su vez han
evolucionado con diversas estrategias para inducir o inhibir apoptosis
en las células que infectan, modulando la respuesta inmunitaria y
beneficiando su diseminacion en el hospedador (Lider y col. 2001,
Mele y col. 2004, Panaro y col. 2007, Schaumburg y col. 2006).

La apoptosis se manifiesta morfolégicamente por condensacion de la
cromatina, fragmentacién del ADN, tumefaccion de la membrana

plasmatica, retraccion celular y desintegraciéon en vesiculas (cuerpos
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apoptoticos). Existen dos vias basicas para la iniciacion de la
apoptosis, la via intrinseca o mitocondrial y la via extriseca o de los
receptores de muerte (fig. 1.18). Ambas confluyen en la obtencién de
la forma activa de la caspasa-3 (Duan y col. 2003, Panaro y col. 2007).

En mamiferos, los efectos proapoptéticos y antiapoptéticos de diversos
patdgenos son muy importantes en el desarrollo de las parasitosis
intestinales, como las causadas por Giardia lamblia, Cryptosporidium
parvum o Entamoeba histolytica (Becker y col. 2010, Liu y col. 20009,
Mele y col. 2004, Panaro y col. 2007, Ralston y Petri 2011).

Figura 1.18: Esquema de las vias de la apoptosis. FADD: Dominio de muerte asociado a Fas.
APAF-1: Factor 1 activador de la proteasa apoptotica.

En peces infectados por mixosporidios intestinales también se
observan cambios en la muerte celular programada. En el rodaballo
estd descrita la presencia de necrosis y células con caracteres

morfoldgicos de apoptosis en el epitelio digestivo, asociada a la
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infeccion por E. scophthalmi, asi como muerte celular en el tejido
linfohematopoyético (Bermldez y col. 2006b). En las doradas
expuestas de forma cronica a E. leei existen diferencias en la expresion
de los genes relacionados con la apoptosis, con sobre-expresion de
genes proapoptoticos y disminucion de otros antiapoptéticos en

intestino y rifion (Davey y col. 2011).

1.4.4. Cambios en el sistema neuroendocrino entérico

En los teledsteos, de forma similar a los mamiferos, el sistema
neuroendocrino regula los procesos fisiolégicos que ocurren en el tubo
digestivo (Cinar y col 2006, Vigliano y col. 2011b, Volkoff y col.
2005) y participa en la respuesta a agresiones de forma coordinada con
el sistema inmune (Bermudez y col 2007, Dezfuli y col. 2011, Selleri y
col. 2008).

Figura 1.19: Intestino medio de dorada inmunotefiido para tubulina alfa. Distribucion del sistema
nervioso entérico. Imagen del grupo investigador.
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El sistema neuroendocrino incluye los sistemas nervioso entérico
(SNE) y endocrino difuso. Las neuronas del SNE se agrupan en dos
tipos de ganglios: el plexo mientérico o de Auerbach y el plexo
submucoso o de Meissner. El plexo mientérico se localiza entre las
capas musculares externa e interna del tubo digestivo, mientras que el
plexo submucoso se encuentra bajo la lamina propia-submucosa en el
caso de los teledsteos, cerca de la capa muscular interna o circular
(fig. 1.19).

En los peces, la mayoria de cuerpos neuronales se encuentran en el
plexo mientérico. El plexo submucoso estd menos desarrollado y en la
mayoria de especies estd compuesto Unicamente por fibras nerviosas
(Olsson 2009).

El sistema endocrino entérico esta compuesto por células secretoras
individuales distribuidas en la mucosa del estbmago e intestino. Las
hormonas producidas regulan la secrecion, absorcion, motilidad y
proliferacion de la mucosa, ademas de coordinarse con el sistema
inmunitario para poder iniciar una respuesta inmune. Las principales
funciones de los neuropéptidos en teleGsteos se resumen en la
tabla1.11. Las células enteroendocrinas responden a estimulos
procedentes del lumen intestinal y sefiales somaticas producidas por
neurotransmisores, factores de crecimiento y citoquinas (fig. 1.20). Los
cambios producidos son detectados a través de neuronas, células
endocrinas y células inmunitarias, que se comunican a traves de
péptidos intestinales de forma endocrina, paracrina y autocrina
(Ahlman y Nilsson 2001, Ameri y Ferone 2012, Bilbo y Klein 2012,
Snoek y col. 2010).
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Péptido Funciones Referencias
Estimulante de la secrecion de &cido gastrico. -
Bombesina Estimulante de la motilidad gastrointestinal. Liny col. 2000

Colecistoquinina

Encefalinas (Leu-
encefalina y Met-
encefalina)

Glucagon

Péptido intestinal
vasoactivo

Péptido
relacionado con
elgendela
calcitonina

Neuropéptido Y

Serotonina

Somatostatina

Sustancia P

Inhibidor del vaciado gastrico.
Inhibidor del apetito.

Regulador de la motilidad intestinal y el vaciado
gastrico.

Estimulante de la secrecion pancreatica.
Inhibidor del apetito.

Inhibidores del vaciado gastrico.
Estimulantes del tono de los esfinteres.
Inhibidores de la motilidad y secreci6n intestinal.

Hiperglucemiante y lipolitico.
Inhibidor del apetito.

Inhibidor de la motilidad intestinal.
Vasodilatador.

Inhibidor de la respuesta de células T.
Inhibidor de la sintesis de IL-2, IL-4 e Ig.
Inhibidor de la actividad de los macréfagos.

Inhibidor de la motilidad intestinal.
Vasodilatador.

Inhibidor de la proliferacion de linfocitos.
Inhibidor de la actividad de los macréfagos.

Estimulante del apetito.

Regulador del balance energético.

Estimulante de la contraccion del mdsculo liso.
Estimulante de la respuesta inmunitaria.
Inhibidor de la liberacioén de somatostatina.

Regulador del apetito.
Estimulante de la motilidad intestinal.
Vasoconstrictor.

Inhibidor de la funcién de las células parietales.
Inhibidor de la proliferacion de linfocitos.
Inhibidor de la sintesis de Ig.

Estimulante de la motilidad intestinal.
Vasodilatador.

Estimulante de la proliferacion de linfocitos.
Estimulante de la sintesis de inmunoglobulinas.
Estimulante de la actividad de células NK'y
macrofagos, y quimiotaxis.

Volkoff y col. 2005

Bermtdez y col. 2007
Gélineau y Boujard 2001
Volkoff y col. 2003, 2005

Holzer 2009

Lukiw 2006
Metz-Boutigue y col. 2003
Radulovi¢ y col. 1996
Sirinek y O’Dorisio 1991

Geary 1999
Moon 1998
Volkoff y col. 2005

Balemba y col. 2001
Bermuldez y col. 2007
Goetzl y Sreedharan 1992
Rudholm y col. 2009
Snoek y col. 2010

Bermudez y col. 2007
Geary 1999

Shabhaziy col. 1998
Sirinek y O’Dorisio 1991

Jensen 2001
Nelson y Sheridan 2006
Volkoff y col. 2005

Bermldez y col. 2007
Khan y Deschaux 1997
Khan y Ghia 2010
O'Hara y col. 2004
Olsson y Holmgren 2001

Rudholm y col. 2009
Scalera y Tarozzi 1998
Sirinek y O’Dorisio 1991
Stanisz 1994

Balemba y col. 2001
Bermutdez y col. 2007
Germonpre y col. 1999

Holzer y Holzer-Petsche 1997

Robinson y col. 2003

Stoyanova y Gulubova 2002

Tabla 1.11: Principales neuropéptidos intestinales y sus funciones
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Las parasitosis del tubo digestivo inducen cambios en la liberacion de
neuromoduladores y distribucion de fibras nerviosas, que originan una
respuesta con repercusion en la funcionalidad intestinal (cambios en la
ingesta y apetito, motilidad, secrecion y absorcion de fluidos...) y de
forma sistémica, al interaccionar con el sistema inmunitario (Ameri y
Ferone 2012, Bilbo y Klein 2012, Dezfuli y col. 2011, Di Comite y
col. 2007, Snoek y col. 2010, Stanisz 1994).

Figura 1.20: Esquema de una célula enteroendocrina. Varios factores luminales y somaticos
activan la produccion y liberacion de péptidos u hormonas por las células enteroendocrinas.

Los cambios en el numero y distribucion de las células
enteroendocrinas y fibras nerviosas del SNE, junto con variaciones en
péptidos inmunomoduladores se han estudiado en multiples especies
de peces parasitados con helmintos (Bosi y col. 2005b, 2005c¢, Dezfuli
y col. 2003, 2004, 2008, 2009, 2011). Con respecto a las
enteromixosis, del amplio abanico de neuropéptidos conocidos, hasta
el momento solo se ha estudiado un nimero limitado. En doradas
infectadas, se ha demostrado un recuento inferior de células positivas
para neuropéptido Y y sustancia P, mientras que en rodaballos
parasitados se producen incrementos de colecistoquinina y serotonina,
y descenso de péptido intestinal vasoactivo tanto en células endocrinas
como en el SNE (Bermudez y col. 2007, Estensoro y col. 2009).
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2. OBJETIVOS

Esta Tesis Doctoral se enmarca en una linea de investigacion iniciada
hace mas de una década y particularmente en las actividades de dos

proyectos financiados:

AGL2006-13158-C03-02 “Enteromixosis de rodaballo y esparidos.
Mecanismos patogénicos, respuesta inmunitaria y exploracién de

dianas terapéuticas.” del Ministerio de Educacion y Ciencia.

AGL2009-13282-C02-02 “Control de las enteromixosis del rodaballo
y esparidos. Caracterizacion de la patogenia, la interaccion parasito-
hospedador y la respuesta inmunitaria.” del Ministerio de Ciencia e

Innovacion.

Asimismo, la doctoranda realiz6 una estancia de tres meses en el
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Veterinarie per la Sicurezza
Alimentare de la Universita degli Studi di Milano incluida en el
Subprograma de Acciones Integradas del Programa Nacional de
Internacionalizacion de la 1+D del Ministerio de Ciencia e Innovacion:
IT2009-0036 “Enteromixosis de rodaballos y esparidos: estudio
histopatoldgico y del sistema neuroendocrino. Accidn Integrada con
Italia.”

Las propuestas de todos estos proyectos de investigacién surgieron
debido a que las enteromixosis son enfermedades con gran impacto en
la acuicultura marina, cuyas unicas medidas de control efectivas
consisten en prevenir la entrada del patdgeno a los tanques de cultivo.

Una vez que la infeccidn entra en las instalaciones, las consecuencias
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son fatales, debido a la carencia de tratamientos eficaces. Por ello los
trabajos en esta linea de investigacion se centran fundamentalmente en
un mejor conocimiento del parasito y de la respuesta del hospedador a

la infeccion.

En la presente Tesis Doctoral se abordan en mayor profundidad
aspectos relacionados con la interaccion parasito-hospedador,
atendiendo especialmente a mecanismos patogénicos y muerte celular,
la respuesta inflamatoria y cambios en el sistema neuroendocrino

entérico. Por ello, los principales objetivos son:

- Caracterizacion de los cambios histoldgicos y ultraestructurales
que ocurren en el rodaballo durante la infeccion con
Enteromyxum scophthalmi para obtener una descripcion completa
de la enfermedad desde el punto de vista morfopatologico.

- Deteccién de la enzima iNOS y cuantificacion de células INOS+ en
los tejidos de rodaballos con enteromixosis, para evaluar su
participacion en la patogenia de la enfermedad mediante el estudio
de su distribucién y su correlacion con las lesiones.

- Deteccién y cuantificacion de las células apoptdticas en el tubo
digestivo y tejidos linfohematopoyéticos de rodaballos con
enteromixosis, para el esclarecimiento del papel de la muerte
celular programada en la descamacion epitelial y deplecion
leucocitaria.

- Caracterizacion de péptidos relacionados con el sistema
neuroendocrino entérico, para determinar las variaciones durante la
infeccion de rodaballos con E. scophthalmi y su implicacion en los
trastornos digestivos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales bioldgicos

Las muestras empleadas en los estudios realizados en esta Tesis
Doctoral provenian de rodaballos juveniles infectados con
Enteromyxum scophthalmi en granjas con altas tasas de mortalidad
situadas en Galicia, asi como de varias infecciones experimentales por

diferentes vias.

3.1.1. Muestras provenientes de infecciones naturales y

experimentales

Para la descripcion histopatologica de la enteromixosis del rodaballo y
el estudio mediante microscopia electrénica de transmision (art. 1) se
emplearon muestras de rodaballos procedentes de brotes epizo6ticos de
la enfermedad, asi como de infecciones experimentales por
inoculacion oral, transmision por efluente y por cohabitacion
(Redondo y col. 2002, 2004, Bermudez y col. 2006a, 2006b, Quiroga y
col. 2006; Sitja-Bobadilla y col. 2006).

Los peces fueron sacrificados por sobredosis de anestésico (MS-222,
Sigma) o por inmersion en hielo y posterior seccion de la médula
espinal. Se realizd la necropsia y se tomaron segmentos de tracto
gastrointestinal (eso6fago, estdbmago, ciegos piloricos, intestino anterior,
medio y posterior), bazo, branquias, corazén, higado, mdusculo,

pancreas, piel y rifion que se fijaron en formol tamponado al 10%.
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Ademads, se tomaron muestras de intestino, bazo y rifiobn en

glutaraldehido al 2,5% en tampdn cacodilato 0,1 M pH 7,3.

Con una jeringa, se recogio el liquido presente en el interior del tubo
digestivo de algunos rodaballos infectados. Tras confirmar la presencia
de formas parasitarias con el microscopio éptico, se centrifugo el
liquido a 365 x g y el pellet obtenido se fijo en glutaraldehido al 2,5%
en tampon cacodilato 0,1 M pH 7,3.

3.1.2. Experimento de transmision por efluente

Los tejidos utilizados en los articulos Il y IV provenian de un
experimento de transmision por efluente. La infeccion experimental se
realizd mediante el traspaso del efluente de agua de tanques de
rodaballos infectados (donantes) a los receptores para reproducir

condiciones similares a la infeccién natural en la acuicultura.

Los rodaballos donantes (199 en total, peso medio de 700 g) se
obtuvieron de una granja en el noroeste de Espafia. Los lotes estaban
sufriendo elevadas tasas de mortalidad causada por E. scophthalmi. La
infeccion se confirmd mediante la observacion de los signos clinicos
de la enfermedad y por la presencia de esporas del parasito en raspados
intestinales de algunos peces.

Los peces sanos procedian de la misma granja y se mantuvieron con un
flujo de agua marina filtrada (malla de 1 um) y tratada con radiacion
ultravioleta. Se comprob6 la ausencia de esporas de E. scophthalmi en
heces y se utilizaron como receptores y peces controles.
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Un grupo de 80 rodaballos con un peso medio de 120 g se colocé en
un tanque que recibia el efluente de agua de otro tanque con donantes
durante 10 dias. Otro grupo de 80 peces sanos se colocd en un tanque

sin contacto con el efluente infectivo y sirvieron como controles.

A los 20, 40, 56 y 78 dias post exposicion (PE) se seleccionaron
aleatoriamente y se muestrearon cinco rodaballos receptores y cinco
controles. El dia 107 PE s6lo se tomaron 3 rodaballos de cada grupo
(individuos que sobrevivieron durante la infeccion). En cada punto de
muestreo los rodaballos se sumergieron en hielo, se sacrificaron
seccionando la médula espinal y se realizo la necropsia (fig. 3.1). Se
disecaron los oOrganos internos y se fijaron porciones de tracto
gastrointestinal (eso6fago, estdmago, ciegos piloricos e intestino
anterior, medio y posterior), bazo, higado, rifién anterior y timo en

liquido de Bouin.

Figura 3.1: Necropsia del rodaballo. a: extraccion del timo de la cara ocular, b: apertura de la
cavidad celémica, c: extraccion del rifion.

Para el estudio de la enzima INOS (art. I1) se emplearon todas las
muestras de bazo, rifidn, ciegos piloéricos y los tres tramos intestinales.

Para el estudio del sistema enteroendocrino (art. 1V), se utilizaron las
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secciones de estdbmago, ciegos piloricos y los tres tramos de intestino

de los rodaballos receptores de 40 dias PE.

3.1.3. Experimento de inoculacion oral

Los animales utilizados en el articulo 111 procedian de un experimento
de inoculacion oral. La experiencia se desarroll6 en los meses de
febrero y marzo de 2007 en las instalaciones del Cluster de la
Acuicultura de Galicia (CETGA) en Ribeira, A Corufa.

En total se emplearon 302 rodaballos de 162 g de peso medio, 158
controles y 144 receptores distribuidos en 24 tanques de 50 x 40 cm
con una capacidad de unos 40 |. Se realizaron dos experimentos en
paralelo, para el seguimiento y determinacion de la infeccion

(experimento 1) y para el registro de la mortalidad (experimento 2).

Los peces receptores se inocularon con una solucién preparada a base
de raspados de intestino de rodaballos donantes, infectados con
E. scophthalmi. En los receptores se introdujo una jeringa acoplada a
una canula hasta el eséfago-estbmago a través de la cavidad oral, y se
administré 1 ml del in6culo. De forma paralela, se les suministrd 1 ml

de solucién salina a los rodaballos controles.

3.1.3.1. Experimento 1: Seguimiento de la infeccion

Para este experimento se distribuyeron 182 rodaballos en 14 tanques
de acuerdo con el siguiente esquema:

- Rodaballos control: 98 peces en 7 tanques (14 en cada tanque).

- Rodaballos receptores: 84 peces en 7 tanques (12 en cada tanque).
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Se realizé la toma de muestras de 14 controles a tiempo 0 y de 14
controles y 14 receptores a los 3, 7, 13, 24, 33 y 39 dias post
inoculacién. En cada punto, se extrajeron aleatoriamente dos
rodaballos de cada tanque para que la densidad de individuos fuese

uniforme en todos los tanques a lo largo del experimento.

Los rodaballos se anestesiaron con 2-fenoxietanol y se sacrificaron
mediante seccion de la médula espinal. Se realiz6 la necropsia y se
tomaron muestras del tubo digestivo (eso6fago, estdbmago, ciego
pilérico, intestino anterior, medio y posterior) (fig. 3.2), bazo, higado,
rifidn y timo. Los 6rganos de los 10 primeros rodaballos de cada grupo
se fijaron en liquido de Bouin, y los otros 4 se fijaron en formol
tamponado al 10%.

Esdéfago

Estomago
Ciegos
piléricos
Intestino
anterior
Intestino
medio

Intestino
posterior

Figura 3.2: Esquema e imagen del tubo digestivo del rodaballo
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3.1.3.2. Experimento 2: Determinacion de la tasa de mortalidad

Un grupo de 60 rodaballos controles y otro de 60 receptores se
distribuyeron en un total de 10 tanques, 5 por cada grupo, a razén de
12 peces por tanque. Durante los 40 dias de duracién del experimento
se monitorizaron y se muestrearon los peces moribundos o recién
muertos, de los que se recogié el tubo digestivo en formol tamponado
al 10%. La mortalidad acumulada se calculé6 como el porcentaje de
rodaballos muertos cada dia sobre el total de rodaballos inoculados al

inicio del experimento 2.
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3.2. Técnicas histopatoldgicas

3.2.1. Fijacion y procesado de las muestras

Se utilizaron dos fijadores (tabla 3.1):

- formol tamponado al 10%, fijacion durante 24 h;

- liquido de Bouin, con tiempos de fijacién entre 6 y 18 h a 4°C, y
posteriormente cambio de las muestras a alcohol 70%.

Formol tamponado al 10% Liguido de Bouin
Formol 37-40% 100 ml Solucion saturada de &cido picrico 750 ml
NaH2PO4'H20 4q Formol 37-40% 250 ml
NazHPO4 659 Acido acético glacial 50 ml
Agua destilada 900 ml

Tabla 3.1: Composicion de los fijadores empleados

Tras el periodo de fijacion, las muestras se procesaron y se elaboraron
bloques de tejidos en parafina.

3.2.2. Microscopia Optica

Para el estudio al microscopio éptico de las muestras fijadas e
incluidas en parafina se realizaron cortes de 3 um de grosor y se
secaron en estufa de 60°C un minimo de 30 min. Posteriormente se
desparafinaron con xileno e hidrataron en alcoholes de concentraciones

decrecientes (tabla 3.2).

Al finalizar la tincién, los tejidos se deshidrataron en alcoholes de

concentraciones crecientes y se preservaron con un cubreobjetos y un
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medio de montaje soluble en xileno, xileno plastificante diestireno

(DPX) (tabla 3.2).

Proceso de desparafinado e

hidratacién

1. Xileno 10 min
2. Xileno 10 min
3. Etanol 100% 5 min
4, Etanol 96% 5 min
5. Etanol 70% 5 min
6.  Agua destilada 5 min

Proceso de deshidratacion y

montaje
1. Etanol 96% 30s
2. Etanol 100% 30s
3. Etanol 100% 30s
4, Xileno 30s
5. Xileno 30s
6.  Montaje con DPX

Tabla 3.2: Tiempos de desparafinado e hidratacion de los cortes histologicos y proceso de
deshidratacién y aclarado para montar con DPX

Las tinciones usadas fueron hematoxilina-eosina, azul de toluidina,
acido periodico de Schiff (PAS) y Giemsa (tabla 3.3).

Hematoxilina-eosina

Soluciones

- Hematoxilina de Harris
- Eosina amarillenta 1%

Protocolo

Desparafinar e hidratar.

Hematoxilina (2 min).

Lavar.

Eosina (30 s).

Lavar, deshidratar, aclarar y montar con DPX.

g~ wN e

Azul de toluidina

Solucién de azul de toluidina

- Azul de toluidina 0,5 g
- Tetraborato de sodio 0,5 g
- Agua destilada 100 ml

Protocolo

1. Desparafinar e hidratar.
2. Solucién de azul de toluidina (5-30 s).
3. Lavar, deshidratar, aclarar y montar con DPX.

Tincion PAS
Soluciones

- Acido periédico 1%
- Reactivo de Schiff
- Hematoxilina de Harris

Protocolo

Desparafinar e hidratar.

Acido peri6dico 1% (15 min).

Lavar en agua destilada.

Reactivo de Schiff (30 min).

Lavar en agua destilada.

Hematoxilina (1 min).

Lavar, deshidratar, aclarar y montar con DPX.

No ok~ wn e

Tincién Giemsa
Solucién de trabajo Giemsa

- Azur-Eosina-Azul de metileno solucion segun
Giemsa (lento) 20 ml
- Agua destilada 80 ml

Protocolo

1. Desparafinar e hidratar.

Solucion de trabajo Giemsa (1 h).

3. Lavar en agua con 3 6 4 gotas de 4cido
acético glacial.

4. Sumergir en alcohol 96% hasta lograr el color
deseado.

5. Deshidratar en etanol 100%, aclarar y montar
con DPX.

N

Tabla 3.3: Tinciones empleadas para microscopia 6ptica
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3.2.3. Técnicas de deteccion de fragmentos de ADN

Para la deteccidn in situ de la fragmentacion del ADN, evento clave de
la apoptosis, se puede aplicar la técnica TUNEL o de marcaje de
fragmentos terminales con desoxiuridina trifosfato, dUTP, mediado

por transferasa desoxinucleotidil terminal, TdT (fig. 3.3).

Figura 3.3: Esquema de la técnica TUNEL

La enzima TdT cataliza la adicion repetitiva de desoxinucle6tidos a los
extremos 3’-OH libres de las cadenas de ADN. En la técnica TUNEL
se afiaden dUTPs con un conjugado de fluoresceina, detectable bajo el
microscopio de fluorescencia 0 mediante el empleo de un anticuerpo
anti-fluoresceina conjugado con peroxidasa. En este dltimo caso el
marcaje se evidencia con el empleo de un sustrato cromdgeno para la

peroxidasa, como la 3,3’-diaminobencidina (DAB).

La técnica TUNEL (tabla 3.4) se aplicé en el articulo Ill. Para la
realizaciéon de esta técnica especial, los portaobjetos se trataron con

silane, 3-(trietoxisilil)-propilamina.
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Protocolo de tinciéon con latécnica TUNEL

Secar previamente a 37°C (1 h).

Desparafinar e hidratar.

Blogueo de la peroxidasa enddgena (Peroxidase-Blocking Solution, Dako, Denmark) (30 min).

Lavar con PBS’ (3 x 5 min).

Tratamiento térmico en olla a presion con tampdn citrato (citrato de sodio 10 mM, pH 6)

(15 min).

Lavar con PBS (3 x 5 min).

7. Bloqueo de inespecificidad con seroalbimina bovina 3% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
(20 min).

8. Lavar con PBS (3 x 5 min).

9. Incubacién con la mezcla TUNEL (1 h).

10. Lavar con PBS (3 x 5 min).

11. Incubacion con el conjugado con peroxidasa (30 min).

12. Lavar con PBS (3 x 5 min).

13. Revelado con DAB (Dako, Denmark).

14. Lavar con agua destilada.

15. Contraste con hematoxilina (1 min).

16. Lavar, deshidratar, aclarar y montar con DPX.

ok~ e

o

‘PBS: Tampon fosfato salino (NazHPO4 8 mM, NaH2PO43 mM, NaCl 155 mM, Tween-20 0,05% [v/v], pH 7,4).

Tabla 3.4: Protocolo utilizado para la técnica TUNEL

3.2.4. Inmunohistoquimica

Esta técnica permite la deteccion de antigenos determinados en
secciones de tejido fijadas y embebidas en parafina. Para ello, se
emplean anticuerpos especificos mono- o policlonales (obtenidos
comunmente de ratdn y conejo, respectivamente) y una enzima,
normalmente peroxidasa de rabano (HRP), que cataliza una reaccion
en la que se obtiene color, empleando usualmente DAB como

cromogeno.

Existen varios métodos de inmunotincion y los mas utilizados son los
indirectos. ElI método indirecto se basa en el uso un antisuero primario

sin conjugar que reconoce el antigeno problema. Posteriormente, se
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utilizan conjugados que se unen especificamente al primario o bien

afladiendo mas pasos intermedios.

Figura 3.4: Esquema de la técnica inmunohistoquimica utilizando el sistema EnVision™

El método empleado en los articulos II, Il 'y IV fue el sistema
EnVision™ (fig. 3.4). En primer lugar se incub6 el anticuerpo
primario y después se emple6 un polimero que lleva varias unidades de
anticuerpo secundario (conejo, raton o ambos) y moléculas de HRP.
Las ventajas de este sistema son un protocolo que consta Unicamente
de dos pasos y las diluciones de los antisueros primarios pueden ser

mas altas.

El protocolo genérico esta detallado en la tabla 3.5 y el listado de los
anticuerpos primarios con sus diluciones y tiempos de incubacion
aparecen en la tabla 3.6. Los cortes histolégicos se recogieron en

portaobjetos tratados con silane.
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© NG wWwD

1. Secar previamente a 37°C (minimo 1 h).
Desparafinar e hidratar.

Blogueo de la peroxidasa enddgena (Peroxidase-Blocking Solution, Dako) (30 min).
Lavar con PBS (3 x 5 min).
Recuperacion antigénica (RA, opcional, dependiendo del Ac. primario).
Lavar con PBS (3 x 5 min).
Incubacién con el anticuerpo primario.
Lavar con PBS (3 x 5 min).

. Incubacién con EnVision (30 min).

10. Lavar con PBS (3 x 5 min
11.Revelado con DAB (Dako
12. Lavar con agua destilada.
13. Contraste con hematoxilina (1 min).
14.Lavar, deshidratar, aclarar y montar con DPX.

)
).

Protocolo general de tincién inmunohistoquimica

Tabla 3.5: Protocolo genérico de inmunohistoquimica

Anticuerpo anti- Fuente Dilucién Incubacién
Bombesina Peninsula Lab IHC 7113 1:1000 12 h 4°C
Caspasa-3 activa Promega G7481 1:500 2hTA
Enteromyxum scophthalmi A. Sitja 1:40000 2hTA
Glucagon J.M. Pollack 1:2000 48 h 4°C
iNOS Neomarkers RB-1605 1:1000 2hTA
Leu-encefalina Genosys Biotechnol. CA-08-235 1:1000 DN 4°C
Leu-encefalina Peninsula Lab. RAS 8601N 1:2500 DN 4°C
Met-encefalina Gene-Tex GTX42620 1:400 DN 4°C
Met-encefalina Bachem AG T-4294 1:1000 DN 4°C
Somatostatina Genosys Biotechnol. CA-08325 1:800 DN 4°C
Somatostatina Chemicon Int. AB1976 1:1000 DN 4°C
Tabla 3.6: Anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquimica en los articulos II, 11l y IV.

Todos los anticuerpos eran policlonales obtenidos en conejo. TA: temperatura ambiente, DN:

durante la noche.

3.2.4.1. Protocolo de tincidon inmunohistoquimica doble

Existe la posibilidad de realizar multiples inmunotinciones en un
mismo corte histolégico mediante el uso de una solucién que inactiva

o0 elimina los antisueros utilizados tras completar una primera reaccion.
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Como resultado, el cromdgeno se deposita en el tejido y se evitan
reacciones cruzadas. En cada inmunohistoquimica se debe emplear un

cromogeno diferente.

Para la doble deteccién de caspasa-3 activa (c-3a) y E. scophthalmi
(art. 1) se completd, en primer lugar, el procedimiento para
inmunomarcar c-3a. Tras el revelado con DAB, las muestras se
sumergieron en tampdn glicina-HCI (glicina 100 mM, pH 2,2) durante
5 min, se realizaron lavados con PBS y se procedié a realizar la
inmunohistoquimica para tefiir E. scophthalmi (fig. 3.5). Para revelar

se utiliz6 un cromégeno purpura, Vector VIP (VectorLabs, UK).

Figura 3.5: Esquema de la inmunotincién doble
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3.3. Histometria

3.3.1. Recuento de células inmunomarcadas. Obtencion de

imagenes digitalizadas

El recuento de células inmunomarcadas se hizo de forma manual o
automatizada. El recuento manual se emple6 en el caso de las células
positivas para c-3a en el epitelio de revestimiento y lamina propia-
submucosa del tubo digestivo (art. I11). Se eligid esta metodologia
debido al bajo niamero de células positivas, la variabilidad en las areas
de epitelio capturadas en imagenes digitalizadas, y la distincion de
posibles estadios primarios de E. scophthalmi sufriendo apoptosis. La
totalidad del epitelio de revestimiento de los cortes histologicos de
esofago, estdbmago, ciegos pildricos e intestino (anterior, medio y
posterior) se examind con el objetivo de 40x para obtener el nimero de
células positivas en cada seccion. Del mismo modo, se hizo el recuento
en la lamina-propia submucosa. Se asignaron valores de 1+ a 4+ segun

el nimero de células positivas para c-3a (tabla 3.7).

Valor Recuento en la seccion
1+ <25
2+ 25-60
3+ 60 - 100
4+ > 100

Tabla 3.7: Valores del recuento de células positivas para caspasa-3 activa
en las secciones de tubo digestivo

Los recuentos automatizados de células inmunotefiidas con iINOS
(iNOS+) en bazo, rifion y tubo digestivo (art. 11) y células positivas con
c-3a (c-3at+) en bazo y rifidn (art. 111) consistieron en la toma de
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microfotografias y posterior procesado informatico. Las imégenes se
obtuvieron con un fotomicroscopio Olympus BX51 conectado a un
ordenador a través de la camara Olympus DP72. La adquisicion de los
campos se realiz6 con el software Olympus Cell*A (Olympus, Japon),
que permitid la visualizacion del tejido en el monitor (fig. 3.6). Los
parametros de captura de imagenes se fijaron en modo manual y a los
mismos niveles para lograr unos ajustes uniformes. Se tomaron
aleatoriamente 5 fotos de cada 6rgano a estudiar utilizando el objetivo
20x. Los campos capturados de tubo digestivo se escogieron de forma

que fueran similares en todos los casos.

Figura 3.6: Captura del software Olympus Cell*A para obtener imagenes digitales de cortes
histologicos

Se contabilizaron todas las células inmunotefiidas en el area total
fotografiada (0,72 mm?). Los registros fueron manuales cuando el

namero por imagen era inferior a 10.
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El recuento en cada imagen se realizd con el software Image-Pro Plus
4 (Media Cybernetics Inc., Bethesda, MD). El programa permitio
identificar los elementos con color e intensidad similares (fig. 3.7), de
tal forma que se seleccionaron todas las células inmunomarcadas
(color marrén). Se cred una nueva mascara con los elementos
escogidos. Estos aparecian en blanco y el resto de la imagen en negro.
Se introdujo un rango de tamafio de las células y se contaron las areas
blancos que cumplian esa condicion. Asi se obtuvo el ndmero de

celulas positivas por imagen.

Figura 3.7: Captura del software Image-Pro Plus 4 para el recuento de células inmunotefiidas

3.3.2. Estudio estadistico

Los datos del numero de células INOS+ (art. Il) y c-3a+ (art. I1l) en
cada oOrgano se estudiaron por separado y se agruparon segun el
estudio histologico de los rodaballos: sin lesiones, leve, moderado y

Severo.
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El grupo leve presentd baja intensidad de parasitacion, ausencia de
descamacion del epitelio de revestimiento intestinal y ausencia o
inflamacion leve. En el grupo moderado la carga parasitaria fue
superior (de un 30 a un 80% de pliegues intestinales afectados), la
descamacion epitelial fue de leve a moderada y la respuesta
inflamatoria en la lamina propia-submucosa fue moderada. El grupo
severo se caracterizd por evidentes lesiones macroscopicas
(principalmente  caquexia, ascitis y hemorragias intestinales),
abundantes estadios de desarrollo de E. scophthalmi en el epitelio de
revestimiento y glandulas gastricas, con escasa presencia de esporas,
descamacion epitelial severa y gran cantidad de infiltrados

inflamatorios.

Figura 3.8: Captura de pantalla con el software PASW Statistics 18

El estudio estadistico (fig. 3.8) se realizd con el software PASW
Statistics 18 (SPSS Inc., Chicago, IL). El andlisis de la varianza por

rangos de una via de Kruskal Wallis seguido de comparaciones
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pareadas se utilizo para buscar diferencias entre los grupos. El nivel de

significacion se establecio en 0,05.

Por otra parte, los registros de las células inmunorreactivas para los
neuropéptidos (art. 1V) se agruparon y compararon en rodaballos
controles e infectados. El software usado (fig. 3.9) para el estudio
estadistico fue GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA). Las medias del numero de células positivas a los
anticuerpos se compararon mediante la prueba t de Student y el nivel

minimo de significacion se establecié en 0,05.

Figura 3.9: Captura de pantalla del software GraphPad Prism 4.0
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3.4. Microscopia electrénica de transmision

Para el estudio ultraestructural del intestino con el microscopio
electronico de transmision (art. 1) se recogieron las muestras en
glutaraldehido y se fijaron con tetroxido de osmio. La solucién para
diluir los fijadores y realizar los lavados fue el tampdn cacodilato. Tras
la fijacion, las muestras se deshidrataron en etanoles de concentracion
creciente (incluyendo un paso de contraste con acetato de uranilo en
etanol) con un ultimo bafio de éxido de propileno y finalmente se

incluyeron en resina epoxi o Spurr (tabla 3.8).

Tampdn cacodilato 0,1 M Tampdn cacodilato 0,2 M

- Cacodilato sédico 2,14¢g - Cacodilato sédico 4,28¢g
- Aguadestilada 100 ml - Aguadestilada 100 ml
Ajustar pH a 7,3 con HCI Ajustar pH a 7,3 con HCI

Glutaraldehido 2,5% en tampén | Tetréxido de osmio 1 % en

cacodilato 0,1 M tampdn cacodilato 0,1 M
- Glutaraldehido 25% 1ml - Tetroxido de osmio 2% (acuoso) 1 parte
- Tampdn cacodilato 0,1 M pH 7,3 9ml - Tampén cacodilato 0,2 M pH 7,3 1 parte

Protocolo de fijacion en glutaraldehido e inclusién en resina epoxi o
Spurr

Glutaraldehido al 2,5% durante 4 h (a 4°C).
Tampdn cacodilato 0,1 M (pH 7,3) 3x 1 h.
Post-fijacion en tetréxido de osmio al 1% 1 h (a 22°C).
Tampdn cacodilato 0,1 M (pH 7,3) 3 x 30 min.
Etanol 50% 2 x 20 min.

Etanol 70% 2 x 20 min.

Acetato de uranilo al 0,5 % en etanol 70% 1-3 h.
Etanol 50% 2 x 20 min.

9. Etanol 50% 3 x 30 min.

10.  Oxido de propileno 2 x 20 min*.

11.  Oxido de propileno/resina epoxi 1 h*.

12.  Resina epoxi 12-14 h.

13.  Confeccion de blogues.

14.  Polimerizacion en estufa de 60°C 12-14 h.

N AWM

*Para la inclusion en resina Spurr se suprime el 6xido de propileno.

Tabla 3.8: Fijacion e inclusién de las muestras para microscopia electrénica de transmision
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3.4.1. Cortes y tinciones

Se realizaron cortes semifinos para observar de forma preliminar con
el microscopio Optico. Los cortes de 500 nm de grosor se recogieron
en portas y se tifieron con una solucién de azul de toluidina (tabla 3.3).
Para la observacion al microscopio electronico de transmision, las
secciones de 80 nm se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de
plomo (tabla 3.9). Se emple6 el microscopio electronico de
transmision JEOL JEM-1011.

Acetato de uranilo al 5% Citrato de plomo
- Acetato de uranilo dihidrato 59 - Nitrato de plomo 1,339
- Aguadestilada 100 ml - Citrato de sodio 1,76 g
- Hidroxido de sodio 1 N 8 ml
Agua destilada 30 ml
Completar volumen hasta 50 ml con agua destilada

Doble tincidn con acetato de uranilo y citrato de plomo

1. Acetato de uranilo 30 min TA.

2. Lavar con agua destilada.

3. Citrato de plomo 20 min TA en ambiente sin COs.
4. Lavar con agua destilada.

Tabla 3.9: Contraste de rejillas con acetato de uranilo y citrato de plomo. TA: temperatura
ambiente.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente memoria de Tesis Doctoral hemos profundizado en el
conocimiento de la enteromixosis del rodaballo (Psetta maxima),
realizando la descripcién histopatolégica y ultraestructural de los
cambios asociados a la enfermedad, aportando nuevos datos sobre los
mecanismos patogénicos y la participacion de la respuesta inmunitaria

innata y el sistema neuroendocrino en el desarrollo de la enfermedad.

En el articulo | se detalla el conjunto de alteraciones tisulares
observadas en los rodaballos infectados con Enteromyxum
scophthalmi. Este estudio permitié establecer una clasificacion de los
individuos infectados atendiendo a la severidad de las lesiones y a la
intensidad de la parasitacion. De esta forma, los cuadros lesionales se

clasificaron en leves, moderados y severos.

En relacion a estas categorias anteriormente mencionadas, se realizo el
estudio de la expresién de la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS)
durante la respuesta inflamatoria (art. I1) y de la caspasa-3 activa (c-3a)
para el estudio de la muerte celular programada en el tracto
gastrointestinal y drganos linfohematopoyéticos (art. 111). Ademas, con
el propdsito de determinar los cambios en la presencia de los
neuropéptidos intestinales, se seleccionaron rodaballos en los cuales
las lesiones intestinales eran evidentes con abundantes formas
parasitarias y reaccién inflamatoria, pero con persistencia del epitelio

de revestimiento (art. 1V).

De forma general, los cambios histologicos y la intensidad de las

lesiones variaron en los rodaballos infectados conforme a la progresion
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de la enfermedad. En las primeras fases de la infeccion, el hallazgo
més importante fue la presencia de estadios iniciales de desarrollo de
E. scophthalmi, principalmente en la zona basal del epitelio digestivo,
sin otras alteraciones histoldgicas destacables. La infeccion se detect6
principalmente en el epitelio de revestimiento de los ciegos piléricos
y/o el tramo anterior del intestino. A partir de este punto, el parasito se
extendia colonizando el epitelio de revestimiento intestinal de los
tramos medio y posterior, estbmago, glandulas gastricas e incluso el
epitelio esofagico. Esta distribucion fue similar a la descrita en otras
infecciones tanto naturales como experimentales (Bermudez y col.
2006a, 2006b, Branson y col. 1999, Palenzuela y col. 2002, Quiroga y
col. 2006, Redondo y col. 2002, 2003b, 2004, Sitja-Bobadilla y col.
2006).

Las fases iniciales o infecciones leves se caracterizan por la practica
ausencia de lesiones histoldgicas, por lo que la identificacion de los
estadios 1 del mixosporidio en secciones histoldgicas resulta esencial
para el diagnostico precoz de la enfermedad. En estos casos, Redondo
y col. (2002, 2004) describieron los estadios iniciales de desarrollo de
E. scophthalmi en la parte basal del epitelio y, ocasionalmente en otras
localizaciones. En nuestro estudio observamos formas basofilas
redondeadas con un halo blanquecino, localizadas en el epitelio de
revestimiento digestivo. Por su morfologia, estas estructuras podrian
ser compatibles con estadios 1 del parasito y/o células en apoptosis,
por ello su diferenciacion es fundamental para el diagnéstico temprano
de la enteromixosis en secciones histologicas. La técnica
inmunohistoquimica doble empleando anticuerpos especificos frente

E. scophthalmi y c-3a (art. I1l) resultd ser una herramienta util para
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esta caracterizacion. Esta técnica se puede aplicar en casos dudosos de
muestras de tejidos en blogques de parafina, cuando no se detectan
trofozoitos con la morfologia tipica de “célula dentro de célula”, o el
rodaballo todavia no ha desarrollado los cambios histolégicos
asociados a la parasitacion.  Adicionalmente, la técnica
inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-E. scophthalmi mostro
intensa positividad en fases mas avanzadas de desarrollo del parasito,
con marcaje mas acentuado en las células P. Estos hallazgos coinciden
con el inmunomarcaje recientemente descrito por Estensoro y col.
(2013).

En el inicio de la infeccion por E. scophthalmi no existieron cambios
histoldgicos aparentes en el epitelio de revestimiento digestivo, aunque
en ocasiones, se detectaron lesiones degenerativas a nivel
ultraestructural en células que entraban en contacto con las formas
parasitarias (art. 1). Los enterocitos exhibian un citoplasma maés
electrollcido, pérdida de las organelas citoplasmaticas y cambios en el
patrén de distribucion de la cromatina. Los plasmodios parasitarios
formaban uniones especializadas con la membrana del hospedador
mediante numerosas interdigitaciones citoplasmaticas, coincidiendo
con la descripcion realizada en estudios previos de enteromixosis en
rodaballo, dorada y sargo picudo (Cuadrado y col. 2008, Redondo y
col. 2003b). Estas uniones probablemente estan asociadas a funciones
de comunicacién con las células del hospedador y nutricion de los
plasmodios. Las interdigitaciones citoplasméaticas podrian ser el
resultado de la deformacion celular por cambios ocasionados en el
citoesqueleto del enterocito. Esto representaria una estrategia del

parésito para incrementar el &rea de contacto con las células del
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hospedador y disponer de una mayor superficie de intercambio para la
obtencion de nutrientes, favoreciendo de esta manera su rapido
desarrollo en el epitelio. Sin embargo, no se conocen los mecanismos
que producen o desencadenan los cambios en el citoesqueleto de los
enterocitos, por lo que se deberian orientar futuros estudios hacia la
caracterizacion del citoesqueleto de las células epiteliales del rodaballo

y sus alteraciones en respuesta a la parasitacion.

Otro hallazgo en la fase temprana de la enfermedad, fue el incremento
en el nimero de células goblet y rodlet, lo que hacia que fueran
facilmente detectables en el estudio ultraestructural del epitelio
digestivo (art. ). A veces aparecian liberando su contenido hacia la luz
intestinal. Este aumento en las células goblet y rodlet, descrito de
manera preliminar por nuestro grupo de investigacion (Vigliano y col.
2004), indicaria la participacion de estos tipos celulares en la respuesta
inmunitaria frente a E. scophthalmi, como también se ha observado en
otras enfermedades digestivas de peces (Dezfuli y col. 2008, 2011,
Reite 2005, Reite y Evensen 2006, Ronza y col. 2011, Sitja-Bobadilla
2008b).

El incremento de las células goblet durante infecciones del epitelio
gastrointestinal se ha relacionado con una estrategia para expulsar a las
formas parasitarias mediante hipersecrecion de moco. Este tipo de
respuesta en infestaciones por helmintos (Bosi y col. 2005a, Dezfuli y
col. 2009) o colonizaciones bacterianas (Ronza y col. 2011) podria ser
atil para eliminar los patégenos extracelulares, aunque en el caso de

E. scophthalmi, debido a su posicién intercelular y su estrecha relacion
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con los enterocitos circundantes (Redondo y col. 2003b), este

mecanismo no presentaria la misma eficacia.

Las células rodlet son un tipo celular presente en peces que posee
caracteristicas estructurales y funcionales comunes a células epiteliales
secretoras y a leucocitos (Manera y Dezfuli 2004, Mazon y col. 2007).
Se ha sugerido que tienen un papel activo en la defensa, por su
localizacion en branquias, rifion e intestino, y por liberar su contenido
a la sangre en rifidn, y a las superficies que recubren el tubo digestivo
y branquias (Mazon y col. 2007). Dezfuli y col. (2000, 2007, 2009)
han destacado su relevancia durante las respuestas inflamatorias y han
asociado su reclutamiento a las sefiales quimicas liberadas por
leucocitos. Algunos autores incluso han sugerido que las células rodlet
representan un tipo de granulocito eosinéfilo (Reite 2005) o que
poseen caracteristicas muy similares a macrofagos y granulocitos
(Mazon y col. 2007). El hallazgo del incremento de células rodlet en
rodaballos infectados indica su papel en la respuesta frente al patdgeno
en etapas iniciales de la infeccion. En general este incremento no se

asociaba a una respuesta inflamatoria evidente.

En las infecciones leves, los infiltrados inflamatorios estaban ausentes
0 eran escasos, mayoritariamente de tipo mononuclear, localizdndose
en la ldmina propia-submucosa del intestino o en la parte basal del
epitelio de revestimiento digestivo (art. 1). La aparicion de células
inflamatorias en estadios iniciales de la infeccion se ha descrito en
sargo picudo infectado por Enteromyxum leei, especie en la que ocurre
un reclutamiento de linfocitos en la mucosa intestinal (Alvarez-
Pellitero y col. 2008).
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Entre los mecanismos implicados en las primeras fases de la
inflamacién, se encuentra la liberacion de especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno. Estas ultimas son originadas en gran medida por
INOS, presente principalmente en macrofagos y granulocitos. En
nuestro trabajo, hemos puesto a punto una técnica inmunohistoquimica
para la deteccion de iNOS en los tejidos de rodaballo, con el proposito
de establecer los cambios sufridos en la expresion de esta enzima en
las células del sistema inmune y de la mucosa gastrointestinal durante
la enteromixosis (art. 1l1). Mediante esta técnica, se observo
inmunotincion de algunas células mononucleares presentes en el
infiltrado inflamatorio de la submucosa intestinal, compatibles con

macrdfagos, que participan en la respuesta inmune innata a este nivel.

Rumbo y col. (2005) observaron la presencia de iINOS en la mucosa
gastrointestinal de humano y raton, principalmente en el polo apical de
los enterocitos. Asimismo se ha comprobado que su expresion se
incrementa de forma significativa en branquias de teledsteos, intestino
de mamiferos y macrdfagos de varias especies durante las infecciones
bacterianas y protozoarias, constituyendo una herramienta importante
en la lucha contra patdgenos (Campos-Pérez y col. 2000, Gookin y col.
2004, Kukuruzovic y col. 2002, Leitch y He 1999, Oladiran y
Belosevic 2009). En el rodaballo se observd, en el tracto
gastrointestinal, inmunotincion intensa del borde en cepillo (art. II).
Adicionalmente, asociada a la presencia de E. scophthalmi, se obtuvo
marcaje ligero a moderado en el polo apical de los enterocitos y en
leucocitos intraepiteliales. Este patron fue apreciable sobre todo en los
tramos medio y posterior del intestino.
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En otros organos, los cambios histologicos no fueron evidentes,
aunque en el bazo, mediante inmunotincién de iNOS (art. Il) se
observd un marcaje punteado en los elipsoides esplénicos, leve
marcaje en otras estructuras vasculares y centros de melanomacrofagos
(CMMs) y un numero variable de células positivas para iINOS
(iNOS+), principalmente macréfagos y en menor medida granulocitos,
dispersas en el parénquima. La observacion de iNOS en vasos
sanguineos se ha descrito en humanos y modelos animales (Gericke y
col. 2013, Shah y col. 2013), y la produccion de NO esté relacionada
con la relajacion de la musculatura lisa de los vasos (Durand y
Gutterman 2013), que ocasiona vasodilatacion y congestion en las
fases iniciales de la inflamacion. En rodaballos infectados, la presencia
y distribucion de iINOS en el bazo ya en etapas tempranas de la
infeccion indicaria la activacion de la respuesta inmunitaria innata y la

participacion de este 6rgano linfoide secundario en la enfermedad.

Los principales hallazgos en las infecciones moderadas (art. 1)
consistieron en la presencia de mayor carga parasitaria de
E. scophthalmi en el epitelio digestivo, con estadios de desarrollo mas
avanzados y mayor extension de mucosa afectada en todos los tramos
del tracto gastrointestinal. EI nimero méas elevado de parésitos se
detectd en los ciegos pildricos y el intestino anterior. Los estadios
proliferativos eran principalmente estadios 2 y 3, en tanto que las fases
esporogonicas y esporas fueron muy escasas, hallazgo similar a lo
observado en otras infecciones tanto naturales como experimentales
(Redondo y col. 2002, 2004).
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Una caracteristica significativa en esta fase de infeccién era el
ondulamiento o festoneado del epitelio de revestimiento en el margen
apical y la vacuolizaciéon en la zona basal (art. 1). La presencia de
plasmodios parasitarios modifica la morfologia de los enterocitos, lo
que altera la regularidad del epitelio y origina los cambios en la zona
basal que pueden desencadenar la descamacion. Otros autores han
descrito cambios similares en otras enteromixosis (Fleurance y col.
2008, Tun y col. 2002), como por ejemplo en doradas infectadas por
E. leei donde se describe la pseudoestratificacion del epitelio intestinal

por la presencia de formas parasitarias.

Ultraestructuralmente, los enterocitos cercanos a los trofozoitos
presentaban cambios mas evidentes consistentes en tumefaccion y
pérdida de las crestas mitocondriales, pérdida de las microvellosidades,
condensacion de la cromatina y descenso de la electrodensidad del
citosol (art. 1). Todos estos cambios degenerativos estan asociados a

fases tempranas de muerte celular.

En estas etapas, el epitelio mostraba vacuolizacion en la zona basal y
mayor inmunotincion de iNOS (art. I1), sobre todo en el polo luminal.
La extension del inmunomarcaje de iNOS en el epitelio de
revestimiento en respuesta a la infeccién por E. scophthalmi se
asemeja a lo descrito en otros procesos infecciosos-inflamatorios en
tubo digestivo (Gookin y col. 2005, Keklikoglu y col. 2008,
Mokrzycka y col. 2010). Los niveles tisulares de iINOS se incrementan
en respuesta a los patdgenos como mecanismo de defensa innato, pero
puede ocurrir una sobreproduccion de esta enzima con efectos

perjudiciales para los tejidos del hospedador (Chokshi et al. 2008,
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Keklikoglu y col. 2008, Pacher et al. 2007). Entre los efectos del NO
se encuentra la capacidad antiadhesiva que puede desencadenar
apoptosis (Monteiro y col. 2004), producida por el desprendimiento de
las células de la membrana basal subyacente. Este tipo de muerte
celular en epitelios de revestimiento se denomina anoikis (Chiarugi y
Giannoni 2008). En el caso del rodaballo, el incremento progresivo de
INOS en los tejidos de los peces infectados podria contribuir al dafio
tisular, reflejado en la vacuolizacion de la base del epitelio, apoptosis
de los enterocitos y descamacion del revestimiento epitelial. De tal
modo, en comparacién con rodaballos controles y con infecciones
leves, existia un mayor nimero de células epiteliales con morfologia
compatible con apoptosis. ElI inmunomarcaje de c-3a en el epitelio de
revestimiento intestinal (art. I11) mostré un incremento en el nimero de
células positivas por seccion de tubo digestivo en todos los tramos
estudiados, més evidente en las porciones anterior y media del
intestino. La presencia de patdgenos en el epitelio puede inducir la
apoptosis en los enterocitos, acelerando la velocidad de renovacién
epitelial, pero desestabilizando la funcion de barrera del epitelio (Cliffe
y col. 2005, Panaro y col. 2007). Aunque la mayor renovacion epitelial
se ha descrito como un posible mecanismo para eliminar los parasitos
del epitelio (Cliffe y col. 2005), la pérdida de la funcién de barrera
epitelial contribuiria al sindrome de malabsorcién y favoreceria
infecciones secundarias, como se ha observado en algunos rodaballos.
Un aspecto similar entre las enteromixosis del rodaballo y de la dorada
es el incremento de la apoptosis en el tubo digestivo. En doradas
infectadas se ha detectado una mayor expresion de genes con

funciones proapoptéticas, junto con un descenso en otros con
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funciones antiapoptoticas. Otros genes proapoptdticos estaban también
disminuidos, indicando los complejos ajustes de las sefales
apoptoticas (Davey y col. 2011). La muerte celular programada podria
facilitar la infeccion y dispersién de los parésitos en el epitelio
digestivo (Becker y col. 2010, Liu y col. 2009, Ralston y Petri 2011,
Redondo y col. 2003b), como se ha observado tanto en rodaballo como
dorada.

En comparacion con la enteromixosis producida por E. leei en dorada,
existen varias diferencias que podrian ser determinantes en la
progresion de la enfermedad, ya que en dorada se convierte en un
proceso cronico con tasas de mortalidad muy inferiores a las
observadas en rodaballos infectados con E. scophthalmi. En doradas,
E. leei infecta el epitelio de revestimiento digestivo, llegando a cargas
parasitarias muy elevadas, pero que no desencadenan la descamacion
de los enterocitos (Fleurance y col. 2008). A diferencia de la respuesta
inmunitaria desarrollada en rodaballo desde las primeras fases de la
infeccion (Sitja-Bobadilla y col. 2006), coincidente con el incremento
de iNOS en intestino y bazo, en la dorada ocurre una deplecién de
factores inmunes, como las peroxidasas séricas totales, lisozima u
oxido nitrico, y una infraexpresion de genes relacionados con la
respuesta inmunitaria (Davey y col. 2011, Estensoro y col 2011a, Sitja-
Bobadilla y col. 2008). Esto, sumado a la sobre-expresion de genes
relacionados con los mecanismos antioxidantes (Davey y col. 2011),
podria evitar el dafio epitelial asociado a los productos de la respuesta
inmunitaria y cuyo efecto contribuiria la estabilidad del revestimiento
epitelial. A pesar de este efecto beneficioso que los mecanismos

antioxidantes realizan sobre el epitelio intestinal en la dorada, la
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consecuencia de la evasién de la respuesta inmunitaria de E. leei seria
la persistencia de los estadios de desarrollo entre los enterocitos y la
cronificacion de la enfermedad. En esta linea, seria necesario
determinar los mecanismos antioxidantes que se desarrollan en
rodaballos con enteromixosis, lo que podria aportar informacion de
interés para el disefio de estrategias terapéuticas encaminadas a limitar
el daflo oxidativo sobre los tejidos, modulando la respuesta

inmunitaria.

En las infecciones moderadas, la reaccion inflamatoria en la Iamina
propia-submucosa fue leve o moderada y se localizaba principalmente
en los pliegues altamente parasitados. En estos, se observo dilatacion
de capilares sanguineos, linfangiectasia e infiltrados inflamatorios
mixtos, compuestos por linfocitos, granulocitos y macrofagos, que
mediante inmunohistoquimica mostraron intensa inmunotincién para
iINOS (art. Il). El tipo de infiltrado inflamatorio presente en la lamina
propia del tubo digestivo era similar al descrito en dorada, sargo
picudo o pez globo parasitados por E. leei, si bien en esparidos se
describe la presencia de células granulares eosinofilicas, ausentes en
rodaballo (Alvarez-Pellitero y col. 2008, Fleurance y col. 2008, Tun y
col. 2002). Adicionalmente, en la submucosa intestinal del rodaballo se
detectaron CMMs, que no solo almacenarian detritos celulares sino
que participarian en la respuesta inmunitaria a nivel local; y en la zona
basal del epitelio, la presencia de linfocitos dispuestos de manera
lineal, siguiendo la membrana basal. El papel de los linfocitos
intraepiteliales en la enteromixosis no se ha esclarecido hasta el
momento, aunque se ha podido comprobar que la mayor parte resultan

positivos frente al anticuerpo anti-CD3 (CD3+, datos no publicados).
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En el caso de la gastroenteritis de la trucha arcoiris, Ronza y col.
(2011) observaron en el intestino la presencia de linfocitos
intraepiteliales CD3+ cercanos a las areas de desprendimiento epitelial,
y relacionaron la descamacién de los enterocitos con la induccién de
muerte celular por los linfocitos. Otros autores habian descrito
previamente en intestino delgado de ratén la accién de los linfocitos
intraepiteliales CD3+ activados sobre la fragmentacion de ADN y
desprendimiento de los enterocitos (Yaguchi y col. 2004). En el
rodaballo, los linfocitos localizados en el epitelio de revestimiento
también podrian contribuir a la induccién de apoptosis en las células
epiteliales, aunque se precisan nuevos estudios sobre mediadores

citotoxicos para esclarecer este mecanismo.

Finalmente, en las infecciones severas, las formas parasitarias,
principalmente plasmodios de mayor tamafio, formas esporogonicas y
escasas esporas, se distribuian por la mucosa de todas las secciones del
tubo digestivo, en ocasiones, acompafiadas por infecciones bacterianas
secundarias. Los enterocitos presentaban dafios evidentes consistentes
en clara vacuolizacion e imagenes de necrosis y apoptosis. El estudio
ultraestructural mostré pérdida de la adhesién de los enterocitos a la
membrana basal y ruptura de las conexiones laterales entre células,
provocando el desprendimiento de extensas areas de epitelio de
revestimiento digestivo. Las células descamadas mostraban
caracteristicas morfoldgicas de apoptosis e inmunomarcaje para c-3a
(c-3a+) (art. II). Debido a esta descamacion, los pliegues intestinales
aparecian desprovistos del revestimiento epitelial, aunque en alguin
rodaballo se observé cierto grado de regeneracion con un epitelio

cubico bajo o plano. En ocasiones, entre los detritos celulares presentes
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en el lumen intestinal, aparecian formas parasitarias rodeadas de

enterocitos.

Hasta el momento, los mecanismos de dispersion de E. scophthalmi no
estan esclarecidos, a pesar de que revisten gran interés, no solo para el
disefio de estrategias terapéuticas sino también con el fin de interpretar
la patogenia y establecer nuevas medidas de prevencion. Por una parte,
el desprendimiento de estadios de desarrollo recubiertos de enterocitos
puede representar un modo de proteccion y favorecimiento de su
dispersion en el medio (Redondo y col. 2003b). Sin embargo, algunos
autores han sugerido que la anoikis in vivo impide que las células que
se descamen se vuelvan a adherir y establecerse en areas distintas a los
lugares iniciales de desarrollo (Monteiro y col. 2004). Por este motivo,
la presencia de anoikis en las células intestinales descamadas asociadas
al parasito, seria un mecanismo del hospedador para “secuestrar” las

formas parasitarias y evitar la colonizacion de otras &reas.

En esta fase de la enfermedad, el nimero de células goblet y rodlet era
escaso e incluso en algunos tramos se observd su completa
desaparicion. Este descenso se asociaria al extenso dafio epitelial, que
implica la incapacidad de proporcionar soporte a estos tipos celulares
(Ronza y col. 2011). La variacion en el nimero de células goblet en el
epitelio digestivo es un hecho comun en teledsteos en respuesta a
diferentes agentes tanto infecciosos como no infecciosos (Bosi y col.
2005a, Bozi¢ y col. 2001, Ronza y col. 2011). El descenso de las
células goblet se ha descrito también en doradas infectadas con E. leei
(Estensoro y col. 2012, Fleurance y col. 2008). Como se ha

mencionado anteriormente, el incremento de las células goblet en las
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fases iniciales de la enteromixosis es una respuesta del intestino para
tratar de expulsar los patdgenos, aunque de poca eficacia por la
posicién intercelular de los mixosporidios. En etapas mas avanzadas de
la enfermedad, la disminucién de células mucosas supone la pérdida de

esta estrategia para eliminar los parasitos del epitelio.

En cuanto a los infiltrados inflamatorios presentes en la lamina propia-
submucosa, en algunos peces la reaccion inflamatoria era muy extensa.
Este hecho coincide con la descripcion de otras enteromixosis, en las
que la presencia de infiltrados inflamatorios mas evidentes se asocia a
altas cargas parasitarias en el epitelio digestivo (Fleurance y col. 2008,
Sitja-Bobadilla y Palenzuela 2012, Tun y col. 2002). En el infiltrado
inflamatorio se encontraba un gran namero de células iNOS+ (art. 1),
pero también otras con morfologia necrética y apoptotica,
diferencidndose una elevada cantidad de células c-3a+ (art. IlI).
Aunque la citotoxidad producida por NO es beneficiosa para eliminar
patdgenos, puede contribuir a la destruccion tisular. EI NO ademas
actua sobre los mecanismos de apoptosis de la via mitocondrial que
desencadenan la formacion del “apoptosoma”, activacion de las
caspasas efectoras y finalmente la muerte celular (Monteiro y col.
2004). Por lo tanto, uno de los mecanismos por los que se hallan gran
cantidad de células en apoptosis en los infiltrados inflamatorios en
rodaballos en fases avanzadas de la enteromixosis, podria ser la

induccién de la misma por parte del NO.

Otros hallazgos incluyeron la presencia de células necréticas y/o
apoptoticas en los o6rganos linfohematopoyéticos, CMMs mas

abundantes y de mayor tamafio y, mediante inmunohistoquimica, se
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observo la agrupacion de células iINOS+ en torno a estructuras
vasculares y CMMs (art. Il). En trabajos previos se ha comprobado
como el nimero de melanomacréfagos y el porcentaje de superficie
ocupada por los CMMs en el bazo es significativamente superior en
los rodaballos con enteromixosis severa (Ronza y col. 2012). Los
agregados de melanomacréfagos y CMMs se pueden desarrollar
asociados a lesiones crénicas en cualquier region corporal. En los
teledsteos superiores existen como centros separados que contienen
linfocitos y macrdfagos. Entre sus funciones primarias se incluyen el
deposito de bacterias intracelulares resistentes, y el almacén de hierro
y productos de la degradacion celular (Agius y Roberts 2003). En la
actualidad se sabe que participan en la captacion y presentacion del
antigeno, y constituyen los precursores filogenéticos de los centros
germinales de los linfonodos de mamiferos (Kato y col. 2013,
Saunders y col. 2010, Vigliano y col. 2006). Ademas, en estudios
anteriores en rodaballo, se observd que las células portadoras de
inmunoglobulinas tienden a rodear los CMMs durante la respuesta a
E. scophthalmi (Bermudez y col. 2006b). El incremento de los CMMs
en drganos linfoides de rodaballos infectados y la presencia de células
iINOS+, en su mayoria macrofagos, en torno a ellos, representan la
activacion de los mecanismos relacionados con el procesado del
antigeno, como parte de la respuesta inmunitaria adaptativa en los

organos linfoides secundarios.

Por otro lado, en estos peces la deplecion leucocitaria en el bazo y
rifidn anterior era destacable, observandose multiples células
necroticas y apoptoticas, y un incremento en el nimero de células c-

3a+ a lo largo de la infeccion por E. scophthalmi (art. Ill). La
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migracion de leucocitos al intestino (Bermddez y col. 2006b), junto
con la muerte celular observada tanto en los focos de lesion como en el
tejido linfohematopoyético, contribuirian de forma notable a la

deplecion leucocitaria existente en las infecciones severas.

Ademas de la descripcion de los cuadros lesionales de la
enteromixosis, y continuando con el estudio de la respuesta del
rodaballo, en el presente trabajo se realiz6 una caracterizacion
pormenorizada de cinco neuromoduladores en el tracto gastrointestinal
durante el desarrollo de la enfermedad. Casi todas las actividades
relacionadas con el control fisiologico de las funciones del intestino
durante la alimentacion y digestion son mediadas por el sistema
neuroendocrino, que incluye los sistemas endocrino difuso y nervioso
entérico (Olsson y Holmgren 2001, Volkoff y col. 2005). También se
sabe que existen interacciones bidireccionales entre el sistema
inmunitario y el sistema neuroendocrino, y que pueden coordinar una
respuesta multisistémica dirigida a la eliminacion de los parasitos y la
recuperacion intestinal (Bilbo y Klein 2012, Dezfuli y col. 2011,
Selleri y col. 2008, Sirinek y O’Dorisio 1991, Snoek y col. 2010). Se
ha demostrado que la infeccién por E. scophthalmi induce cambios en
los neuromoduladores liberados por el sistema endocrino entérico
(Bermudez y col. 2007), que a su vez interacciona con el sistema
inmunitario (Ameri y Ferone 2012, Bilbo y Klein 2012), por lo que el
estudio del sistema neuroendocrino aporta informacion sobre el

desarrollo de la respuesta sistémica del rodaballo.

Para caracterizar los cambios en la presencia y distribucién en el tubo

digestivo de los moduladores bombesina (BOM), glucagén (GLUC),
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leu-encefalina (LEU), met-encefalina (MET) y somatostatina (SOM)
mediante inmunohistoquimica, se seleccionaron rodaballos con
infecciones moderadas para comparar con rodaballos control (art. 1V).
Con los cinco antisueros se obtuvo inmunotincion positiva de células
en el epitelio de revestimiento del tracto gastrointestinal (células con
morfologia alagada), mientras que usando los antisueros para GLUC y
SOM se detectaron ademaés células positivas de morfologia redondeada
en las glandulas géstricas. En cuanto a la distribucion de las células
inmunomarcadas, las que se tefilan para BOM y SOM se localizaron en
el estbmago, para LEU y MET se encontraron en ciegos piléricos e
intestino, y para GLUC se detectaron células positivas en todos los
tramos estudiados, aunque fueron mas abundantes en los tramos
anterior y medio del intestino. En los rodaballos infectados, el nimero
de células positivas para BOM y GLUC disminuy0, mientras que se
incrementaron las células positivas para LEU, MET y SOM. Referente
a neuronas Y fibras nerviosas, los hallazgos mas destacables fueron el
marcaje neuronas y fibras con BOM, sobre todo en el plexo mientérico
de estdmago e intestino posterior; pocas fibras positivas para GLUC en
el plexo submucoso intestinal y en el plexo mientérico del intestino
posterior; y fibras nerviosas positivas para SOM en ambos plexos
nerviosos desde el estdbmago hasta el intestino posterior. Las fibras
marcadas para BOM fueron menos abundantes en peces infectados,
mientras que el inmunomarcaje de SOM en fibras del intestino anterior
de individuos infectados fue mas intenso. No se detectaron cambios
evidentes de fibras inmunotefiidas para GLUC, ni se marcaron
neuronas ni fibras nerviosas con los anticuerpos anti-LEU y anti-MET.
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En cuanto a las funciones propias del tubo digestivo, el descenso de los
péptidos anorexigénicos BOM y GLUC (Jensen 2001, Volkoff y col.
2005) en los rodaballos infectados con respecto a los controles,
retrasaria los mecanismos de saciedad y favoreceria la ingesta de
alimentos. Sin embargo, las complejas interacciones con otras
sustancias con efectos negativos sobre el apetito, y el dafio epitelial,
que impide la absorcion de los nutrientes, resultarian en el estado

caquéctico mostrado por los rodaballos parasitados.

Bermudez y col. (2007) describieron una posible respuesta inmunitaria
desproporcionada asociada al incremento del péptido proinflamatorio
sustancia P junto con el descenso del péptido intestinal vasoactivo y la
persistencia del péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP), ambos con efectos inhibitorios sobre la motilidad intestinal y
sistema inmunitario. En el presente estudio, el incremento en las
encefalinas, LEU y MET, también relacionadas con procesos
inflamatorios (Holzer 2009, Machelska 2007), pueden estimular
igualmente la respuesta inmunitaria, mientras que el incremento de
SOM, de amplios efectos inhibitorios (Chatterjee y Van Marck 2001,
Van Op den bosch y col. 2009), representaria una estrategia bioldgica
para antagonizar la respuesta exacerbada.

Por otra parte, otras acciones de SOM podrian tener efectos negativos
sobre la pervivencia del epitelio de revestimiento digestivo, ya que se
ha descrito que el analogo de SOM octre6tido causa inhibicion de la
migracion 'y proliferacion de los enterocitos, asi como el
desencadenamiento de muerte celular (Pyronnet y col. 2008,
Thompson 1998). Este hecho, junto con la presencia de formas
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parasitarias y la respuesta inflamatoria intestinal (niveles excesivos de
especies reactivas de nitrégeno y citotoxicidad de linfocitos
intraepiteliales), puede contribuir a la muerte celular de los enterocitos
y menor renovacion epitelial, lo que provocaria la disfuncion y
desprendimiento del epitelio de revestimiento digestivo, uno de los

hechos mas caracteristicos de la enteromixosis del rodaballo.
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5. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir que:

1. En las fases iniciales de la enteromixosis las alteraciones
histoldgicas en los rodaballos son escasas y la deteccion de las
formas parasitarias de Enteromyxum scophthalmi es compleja, por
lo que el empleo de la inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-
E. scophthalmi en muestras fijadas e incluidas en parafina es una
herramienta eficaz para el diagndstico precoz.

2. Durante los primeros estadios de la enteromixosis se produce una
respuesta inmunitaria innata, reflejada en el incremento de células
goblet, células rodlet y linfocitos intraepiteliales en el epitelio de
revestimiento, escasa movilizacion de células mononucleares a la
lamina propia-submucosa e incremento de la expresion de iNOS
tanto en el tubo digestivo como en el bazo. A pesar del desarrollo
temprano de esta respuesta, la progresion de la enfermedad no se
frena.

3. Las infecciones moderadas se caracterizan principalmente por el
aspecto festoneado y la vacuolizacién del epitelio de revestimiento
digestivo. Las uniones especializadas de los plasmodios
parasitarios con la membrana del hospedador resultan en cambios
en el citoesqueleto de los enterocitos, alterando la regularidad del
epitelio y dafando la zona basal, lo que puede desencadenar la

descamacion.
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4.

98

La infeccion por E. scophthalmi causa el incremento progresivo de
la enzima iNOS en los 6rganos linfohematopoyéticos, enterocitos y
celulas inflamatorias en la lamina propia-submucosa. La activacion
de INOS origina Oxido nitrico, con alto poder oxidativo,
encaminado a eliminar los estadios parasitarios, a pesar de que en
niveles elevados puede resultar perjudicial para los tejidos del
hospedador.

En las infecciones severas de la enteromixosis se produce una
descamacion marcada del epitelio de revestimiento digestivo. Entre
los posibles mecanismos involucrados se encuentra el incremento
progresivo de la apoptosis en el epitelio de revestimiento y la
accion de moléculas con efecto antiadhesivo (como el Oxido
nitrico) y antiproliferativo (como la somatostatina), que pueden
desencadenar la separacion de los enterocitos de la membrana
basal y su posterior anoikis.

El hallazgo en el lumen intestinal de trofozoitos recubiertos de
enterocitos descamados sufriendo anoikis, sugiere un modo de
proteccion y dispersion de los plasmodios en el medio, si bien no
se puede descartar que constituya una estrategia del hospedador
para “secuestrar” las formas parasitarias y evitar la colonizacién de
otras areas.

La deplecién leucocitaria en los 6rganos linfohematopoyéticos
caracteristica de las infecciones severas por E. scophthalmi, puede
estar originada por la migracion masiva de leucocitos a los focos
inflamatorios en el tracto gastrointestinal, y el incremento
progresivo de apoptosis en los érganos linfohematopoyéticos y en

el infiltrado inflamatorio del tracto gastrointestinal.
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8. Las variaciones experimentadas por los neuropéptidos estudiados
se relacionan con disminucion de la motilidad intestinal y
secrecion de fluidos, asi como un detrimento de los mecanismos
anorexigénicos. Sin embargo, los peces infectados mostraron un
estado caquéctico, que puede ser debido al deterioro histoldgico del
tracto gastrointestinal, y/o a la interaccion resultante entre otros
neuromoduladores implicados.

9. El incremento de encefalinas en el tubo digestivo de rodaballos
infectados, activaria rutas proinflamatorias, contribuyendo al
desarrollo de la respuesta inmunitaria observada a este nivel. Por el
contrario, el aumento de somatostatina representaria un mecanismo
de control destinado a contrarrestar una posible respuesta

inmunitaria exacerbada.
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Conclusions

According to the results obtained, we can conclude that:

1.

100

In the initial stages of enteromyxosis, histological alterations in
turbot are scant and detecting parasitic forms of Enteromyxum
scophthalmi is complex, so the use of immunohistochemistry with
the anti-E. scophthalmi antibody in paraffin-embedded fixed
samples is an effective tool for early diagnosis.

During the early stages of enteromyxosis, innate immune response
occurs, reflected in the increase in goblet cells, rodlet cells and
intraepithelial lymphocytes in the epithelial lining, scarce
mobilization of mononuclear cells to the lamina propria-
submucosa and increased expression of iINOS in both the gut and
spleen. Despite the early development of this response, disease
progression is not halted.

Moderate infections are mainly characterized by the scalloped
appearance and vacuolization of the digestive epithelial lining. The
specialized junctions of the parasitic plasmodia with host
membrane result in cytoskeletal changes in the enterocytes,
disturbing the regularity of the epithelium and the basal damage,
which can trigger the detachment.

Infection by E. scophthalmi causes progressive increase in iNOS
enzyme in lymphohematopoietic organs, enterocytes, and
inflammatory cells in the lamina propria-submucosa. Inducible

NOS activation produces nitric oxide, with high oxidative power,
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aimed at eliminating the parasitic stages, although high levels of
this molecule may be detrimental to the host tissues.

In the severe infections of enteromyxosis, epithelial desquamation
of the digestive lining is produced. Among the possible
mechanisms involved, we found a progressive increase in
apoptosis in the epithelial lining, and the effect of anti-adhesive
molecules (such as nitric oxide) and anti-proliferative mediators
(such as somatostatin), which may trigger the separation of the
enterocytes from the basement membrane and the subsequent
anoikis.

The finding of scaly enterocytes undergoing anoikis coating
trophozoites in the intestinal lumen, suggests a protective-
dispersion mode of plasmodia in the environment, even though a
host strategy to "hijack™ the parasitic forms and avoid colonization
of other areas may not be disregarded.

The characteristic leukocyte depletion in the lymphohematopoietic
organs in severe infections by E. scophthalmi may be due to the
massive migration of leukocytes to the inflammatory foci within
the gastrointestinal tract, and the progressive increase of apoptosis
in lymphohematopoietic tissues and inflammatory infiltration of
the gastrointestinal tract.

The variations observed in the neuropeptides are related to the
diminution of the intestinal motility and fluid secretion, as well as a
decrease of the anorexigenic mechanisms. However, the infected
fish showed cachexia, which may be due to histological
impairment of the gastrointestinal tract and/or the interaction

between other neuromodulators involved.
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9. The increased enkephalins in the digestive tract of infected turbot

102

activate  proinflammatory  pathways contributing to the
development of the immune response observed at this level. By
contrast, increased somatostatin represent a control mechanism

aimed at counteracting a possible exacerbated immune response.
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7. ARTICULO I: LIGHT AND ELECTRON
MICROSCOPY OF TURBOT ENTEROMYXOSIS

Light and electron microscopic studies on turbot
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scophthalmi: histopathology of turbot
enteromyxosis

Bermudez R*, Losada AP?, Vazquez S°, Redondo MJ®, Alvarez-Pellitero P*, Quiroga
MI?

'Department of Anatomy and Animal Production, School of Veterinary Medicine,

University of Santiago de Compostela, 27002 Lugo, Spain.

Department of Veterinary Clinical Sciences, School of Veterinary Medicine,

University of Santiago de Compostela, 27002 Lugo, Spain.

®Instituto de Acuicultura de Torre la Sal, Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, 12595 Ribera de Cabanes, Castellon, Spain.

131



\\ /\/ ArticuloI

7.1. Abstract

In the last decade, a new parasite that causes severe losses has been
detected in farmed turbot Psetta maxima (L.), in north-western Spain.
The parasite was classified as a myxosporean and named
Enteromyxum scophthalmi. The aim of this study was to characterize
the main histological changes that occur in E. scophthalmi-infected
turbot. The parasite provoked catarrhal enteritis, and the intensity of
the lesions was correlated with the progression of the infection and
with the development of the parasite. Infected fish were classified into
3 groups, according to the lesional degree they showed (slight,
moderate and severe infections). In fish with slight infections, early
parasitic stages were observed populating the epithelial lining of the
digestive tract, without eliciting an evident host response. As the
disease progressed, catarrhal enteritis was observed, the digestive
epithelium showed a typical scalloped shape and the number of both
goblet and rodlet cells was increased. Fish with severe infections
suffered desquamation of the epithelium, with the subsequent release
of parasitic forms to the lumen. The dislodged enterocytes underwent
anoikis, a mode of apoptosis triggered by the loss of anchorage, which
might facilitate spreading of the parasite. Lymphohaematopoietic
depletion was also observed, mainly in head kidney and spleen, which
could contribute to the high virulence of this parasite.
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7.2. Introduction

Members of the phylum Myxozoa are common parasites of fish and
some invertebrates and are also the causative agents of several
economically important diseases in wild and farmed fish stocks (Feist
2008). In the last few years, due to the phenomenal increase in fish
aquaculture, concerns regarding myxosporean infections have
increased significantly (Diamant et al. 1994, Feist 2008, Kent et al.
2001, Lom & Dykova 2006, Palenzuela 2006). Although enormous
advances have been made in the last few decades in aspects of
myxozoan phylogeny and taxonomy (Bartosova et al. 2009, Fiala
2006), the whole life cycle of many species remains unknown. Due to
this fact and to the lack of effective treatments (Athanassopoulou et al.
2004, Bermudez et al. 2006a, Yokoyama et al. 1990), prevention and
control of myxosporean infections is particularly difficult.

Although the vast majority of Myxosporea develops in any part of the
fish body (Lom & Dykova 1995, 2006, Molnar 2007), few of them are
described from enteric locations (Alvarez-Pellitero et al. 2008, Lom &
Dykovéa 1995, 2006, Padrds et al. 2001). Ceratomyxa shasta, causing
an important disease in salmonids, invades the intestinal epithelium,
though the infection may become disseminated to several organs
(Bartholomew et al. 1989). Among myxosporeans with only enteric
infection, species of the genus Enteromyxum deserve special mention.

Enteromyxum leei causes high mortalities in the sea bream Sparus
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aurata L. and other sparids in Mediterranean areas (Alvarez-Pellitero
et al. 2008, Fleurance et al. 2008, Padros et al. 2001).

Another species was initially described in farmed turbot, Psetta
maxima (L.), in north-western Spain, causing rates of morbidity and
mortality of 100% in all fish infected during the epizootic outbreaks
(Branson et al. 1999). Infected fish suffer a progressive destruction of
the gut due to severe catarrhal enteritis that leads to a cachectic
syndrome and death. By means of morphological and ribosomal RNA
studies, this parasite was classified as a myxozoan and named

Enteromyxum scophthalmi (Palenzuela et al. 2002).

Studies concerning E. scophthalmi infections in turbot have been
focused on the epidemiology and immunopathology of the disease
(Bermudez et al. 2006b, Palenzuela et al. 2002, Redondo et al. 2004,
Quiroga et al. 2006, Sitja-Bobadilla et al. 2006, 2008) rather than on
the lesions that it induces in host tissues. Therefore, scarce data exist
on the histological changes that enteromyxosis causes in turbot.

The aim of the present study was to characterize the histological
changes that occur in E. scophthalmi-infected turbots by using light
and electron microscopy studies, in order to obtain a complete profile
of the disease from a morphopathological point of view.
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7.3. Materials and Methods

7.3.1. Animals

Infected juvenile turbots P. maxima (weight: 50 to 300 g) were
obtained in north-western Spain from several E. scophthalmi-affected
farms suffering serious mortality records due to the parasite (Redondo
et al. 2004, Redondo 2005, Quiroga et al. 2006), as well as from
experimental infections performed orally or by cohabitation (mean
weight: 161 g) (Bermudez et al. 2006a, Redondo et al. 2002, 2004,
2006b, Sitja-Bobadilla et al. 2006). Uninfected control fish were
hatched and reared in a flow-through supply of cartridge-filtered (1 um
mesh) and UV-irradiated seawater, ensuring a microbe-free water

supply.

Three groups of infected fish were established according to the lesional
degree: (1) slight, (2) moderate and (3) severe infections. The criteria

employed to classify these individuals are summarized in table 1.

Lesional  External 'T‘fe“?d . E. scophthalmi . Inflammatory

degree signs digestive Intensity stages Desquamation cells
folds (%)

Slight -+ <30 + 1-2 - I+

Moderate ++ 30-80 ++ 2-3 4+ 4+

Severe +++ >80 +++ 2-5 +++ A+t

Table 1: Psetta maxima and Enteromyxum scophthalmi. Classification of infected turbot into 3
groups, according to their lesional degree: absent (-), light (+), moderate (++) and severe (+++).
Infection intensity in each intestinal fold was evaluated in the histological sections on a scale of
1+ to 3+, according to the number of parasite stages present in microscope fields at 300x
magnification (Quiroga et al. 2006). E. scophthalmi developmental stages are given according to
Redondo et al. (2004).

135



\\ /\/ ArticuloI

7.3.2. Sampling procedure

Fish were sacrificed by chilling on ice and spinal cord severance or by
overexposure to the anaesthetic MS-222 (Sigma). Tissue samples were
collected from the gastrointestinal tract (oesophagus, stomach, pyloric
caeca and anterior, medium and posterior gut), kidney, spleen, liver,

pancreas, heart, muscle, skin and gills.

7.3.3. Light microscopy (LM)

The aforementioned fish tissues were routinely fixed in 10% neutral
buffered formalin and embedded in paraffin. Thin sections (1 to 3 um)
were stained with haematoxylin and eosin, Giemsa, toluidine blue and
periodic acid-Schiff (PAS) methods.

7.3.4. Transmission electron microscopy (TEM)

Small pieces of gut, spleen, kidney and detached intestinal mucosa
were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH
7.3), for 1 h at 4°C. The liquid present in the digestive tract of some
infected fish was collected with a syringe. After confirming the
presence of parasitic stages by LM, this liquid was centrifuged at 365 x
g and the pellet fixed as above. Samples were post-fixed in 1% (w/v)
cacodylic OsO,, dehydrated through a graded ethanol series, and
embedded in Spurr’s or epoxy resin. Semi-thin sections (500 nm) were
stained with toluidine blue, while ultrathin sections (80 nm) were

double stained with uranyl acetate and lead citrate.
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7.4. Results

7.4.1. Clinical signs and macroscopic lesions

Initial signs of infection included lethargy and anorexia. As the disease
progressed to severe, affected turbot Psetta maxima showed external
signs consisting of emaciation, endophthalmia and a typical prominent
bony ridge on the skull (fig. 1). The main macroscopic lesions
consisted of the presence of serosanguineous effusion in the coelomic
cavity and hyperemic areas affecting intestinal serosal surfaces, as well
as of accumulation of liquid within the digestive tract. Mild
splenomegaly was occasionally seen (fig. 1).

7.4.2. Histopathological changes in the course of infection

Both the morphopathological changes and the intensity of the lesions
varied in the infected fish as the disease progressed. All developmental
myxosporidian stages described here occurred in an intercellular
position. Turbot belonging to the control group did not show any
histological changes and no myxozoan stages occurred in these fish.

7.4.2.1. Slight infections

LM observations
The most evident alteration was the occurrence of early developmental
stages of E. scophthalmi within the basal part of the epithelium of the
digestive tract, without eliciting noticeable histological changes
(fig. 2). In general, the infection was first detected in the pyloric caeca
or the anterior intestine, and, from there, the parasite proliferated and
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extended both upwards and downwards through the digestive tract.
Few parasites infiltrated the lining epithelium, and only some intestinal
folds were affected. Some rounded, basophilic structures deserve
special attention, since they resembled either early stages of the
myxozoan (trophozoites) or apoptotic figures, hindering the
histological diagnosis of the disease (fig. 3). An additional finding in
fish with scarce infection was the increase in the relative number of
goblet and rodlet cells in the intestinal mucosa, in some cases proximal
to the parasite (figs. 4 to 6). In contrast, inflammatory infiltrates, when
present, were slight and mainly consisted of mononuclear cells located
within the lamina propria-submucosa and/or the basal part of the
digestive epithelium. No evident changes in the other studied organs of
fish with slight infection were noticed.

TEM observations

The epithelial architecture of infected turbot did not substantially differ
from the normal simple columnar epithelium. Cells were cylindrical
and polarized, with an apical side possessing microvilli forming the
brush border, a basolateral side adhering to the basement membrane
and adhering laterally to each neighbouring cell through diverse
specialized intercellular junctions. Most enterocytes showed the
normal structure with a basally located nucleus, numerous
mitochondria, rough endoplasmic reticulum and some lysosomes.
Rodlet and goblet cells were easily observed within a single TEM field
due to their increased number, and in some cases they appeared
releasing their content (fig. 7). In only a few cases, epithelial lining
cells showed changes in their arrangement and structure. These cells

were generally in close contact with parasitic forms and showed a
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more electron-lucid cytoplasm accompanied with loss of cytoplasmic
organelles and changes in the organization of the chromatin pattern
(fig. 7). Some parasite plasmodia were seen closely attached to 2 or
more adjacent epithelial cells by means of prominent and numerous
interdigitated cytoplasmic projections, forming specialized junctions

with the membrane of the host cell (fig. 8).

7.4.2.2. Moderate infections

LM observations
As the infection progressed, both the number of E. scophthalmi stages
within the epithelium and the amount of infected gastrointestinal areas
increased (fig. 9). Furthermore, different developmental stages of the
parasite could be observed since they matured synchronically. The
parasites appeared in the mucosa of all portions of the digestive tract,
but the highest parasitic burden was present in the pyloric caeca and
anterior gut. A few parasitic forms were also detected in the lining
epithelium of the stomach and in the gastric glands, but only scant
mucosal damage was observed at this level.

Fish with moderate infections showed mild to moderate catarrhal
enteritis, with the epithelial lining of some gastric areas and intestinal
folds displaying a typical scalloped apical margin and vacuolation at
the base of the epithelium (figs. 9 & 10). A few enterocytes, mostly
those located close to the parasites, displayed hypertrophied nuclei
with central migration of chromatin and peripheral clearing of the

nucleus (fig. 10).

139



</, ArticuloT

140



Articulo I< /\/

Figures 1 to 8: Psetta maxima and Enteromyxum scophthalmi. 1: Macroscopic photography of
an E. scophthalmi-infected turbot P. maxima with prominent bony ridges and exophthalmia due
to cachexy. Note also the generalized hyperaemia in the organs within the celomic cavity,
splenomegaly and dilated gut. Turbot intestines from control (4) and infected (2, 3, 5, 6) fish
corresponding to slight infection. Light microscopy micrographs were stained with toluidine blue.
2: Parasitized pyloric caeca without evident histological changes. Early parasitic forms appear at
the base of the epithelium (arrows). Bar = 60 um. 3: Basophilic, rounded forms (arrowheads),
mainly located at the base of the digestive epithelium, that may resemble either myxosporean
trophozoites or apoptotic patterns. Bar = 20 um. 4: Histological section of the medium intestine
of a control turbot, displaying typical enteric morphology with a moderate nhumber of mucous
cells. Bar = 30 um. 5: Histological section of the medium intestine of an E. scophthalmi-infected
turbot, showing a distinct increase in the number of goblet cells when compared with 4. Bar = 30
um. 6: Different developmental stages of E. scophthalmi (arrows) within the epithelial lining of
the stomach accompanied by numerous rodlet cells (arrowheads). Bar = 20 uym. 7: TEM
micrograph of the pyloric caeca of an infected turbot. Some enterocytes display a more electron-
lucid cytoplasm and changes in the arrangement of chromatin pattern (arrows). Two secreting
rodlet cells (asterisks), as well as a parasitic stage (arrowhead) are shown. Bar = 5 uym. 8:
Myxosporean plasmodium (asterisk) attached to the adjacent epithelial cells by means of
numerous cytoplasmic projections (arrowheads). Bar = 0.2 pm.

<

Though, digestive areas displaying a lesser parasitic load even
exhibited an almost normal architecture. The number of rodlet and
goblet cells remained unchanged or even suffered a slight reduction,
sometimes accompanied by loss of their content, when compared to

turbot with slight infections.

The inflammatory reaction present in the lamina propria—submucosa
was scarce or moderate, but it usually occurred in those folds where
the number of parasites was high. In these cases, mild dilation of
submucosal sanguineous capillaries and lymphangiectasia could be
seen (fig. 11). In addition, some small, rounded immune cells
identified as lymphocytes were observed infiltrating the basal part of
the epithelium (fig. 12). However, a direct relationship between the
number of parasitic forms populating the epithelium and the magnitude
of the inflammatory response was not always evident, that is, turbot
with a moderate number of parasite forms could exhibit either evident
or mild inflammatory infiltrates.  Occasionally,  small
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melanomacrophage centres (MMCs) were detected within the lamina

propria-submucosa, generally close to submucosal vessels (fig. 13).

Within the lymphohaematopoietic organs (thymus, spleen and anterior
kidney), an increase in the number of cells with either necrotic or
apoptotic shape occurred, and a scarce number of parasitic forms,
mostly in apoptosis and sometimes engulfed by macrophages, were
observed at this level. The MMCs present in spleen and anterior
kidney were generally bigger and more abundant than those that
occurred in fish with slight infections.

The rest of the studied organs showed a normal structure although
E. scophthalmi stages were identified in the gill filaments, adhering to
the fish tegument and also in the bile ducts. No evident host response

was observed at these locations.

I

Figures 9 to 15: Psetta maxima and Enteromyxum scophthalmi. Photographs of turbot tissues
infected with E. scophthalmi corresponding to moderate infection. Light microscopy micrographs
were stained with toluidine blue. 9: Different developmentalstages of E. scophthalmi in the
pyloric caeca. The affected intestinal folds acquire a typical scalloped apical margin
(arrowheads), while uninfected folds show physiological morphology. Bar = 60 pum. 10:
Enterocytes proximal to parasites (arrowheads), showing structural changes that mainly
consisted of hypertrophy of the nuclei with central migration of chromatin and peripheral clearing
of the nucleus. Bar = 6 um. 11: Slight inflammatory reaction in the lamina propria-submucosa of
anterior intestine, mainly compounded by mononuclear cells. Note the dilation of sanguineous
capillaries in the submucosa (arrowhead). Bar = 30 um. 12: Inflammatory infiltrates, mainly
compounded by mononuclear cells, located at the basal part of the epithelium of the anterior
intestine. Note also the vacuolization (asterisks), the incipient dislodging at the basis of the
epithelial lining (arrows) and the parasitic form (arrowhead). Bar = 20 pm. 13:
Melanomacrophage centre (arrow) located close to a vessel within the lamina propria-
submucosa of the anterior intestine. Bar = 20 pm. 14: Detail of the enterocyte mitochondrial
damage, with effacement of the cristae. 15: TEM micrograph of pyloric caeca. E. scophthalmi
stage can be observed attached to the epithelial cells. Note the alteration of the enterocytes,
which display chromatin condensation and decrease in the cytosol density. Bar = 2 um.
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TEM observations

The alteration of enterocytes, mainly those in close contact with the
parasite, was notable, showing swollen mitochondria with effacement
of cristae (fig. 14), loss of microvilli, chromatin condensation and
decrease in cytosol electrondensity (fig. 15). Pathological changes in
the intestinal folds also included edema and mild vacuolation at the
level of basal lamina. As the disease progressed, parasitic stages
further increased in number and size, and both proliferative and less
abundant sporogonic stages were observed. Some inflammatory cells
were detected at the basal level of the epithelium (mainly
lymphocytes) and in the lamina propria-submucosa (lymphocytes,
granulocytes and macrophages).

7.4.2.3. Severe infections
LM observations

In more advanced infections, parasitic stages were seen in all the
studied portions of the digestive tract, from the stomach to the rectum.
The epithelium, showing the typical scallop shape, suffered critical
damage, with the enterocytes displaying a foamy appearance and either
necrotic or apoptotic morphologies (fig. 16). The rodlet and goblet
cells underwent a dramatic decrease in their number at this phase of
infection, being almost absent in some intestinal folds. Finally, the
epithelial lining detached from the subepithelial tissue and indicators
of apoptosis, namely, cell rounding and shrinkage, chromatin
condensation and nuclear fragmentation, were present in the isolated
dislodged enterocytes (fig. 17). Parasitic stages accompanied

desquamated epithelial cells which formed clusters of debris that were
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released to the lumen (fig. 17). Sometimes, such dislodged cells

showed large rounded empty spaces (fig. 18).

As a consequence of epithelial detachment, completely denuded folds
could be seen during this phase of infection (fig. 19). In a few turbot
some regeneration of the epithelial lining was observed after
detachment and, in these cases, intestinal folds appeared covered with
squamous or low cubic cells (fig. 20). The number of E. scophthalmi
sporogonic stages increased in this phase, though few mature spores,
showing metachromasia of their polar capsule with toluidine blue

technique, were detected in few fish.

Secondary bacterial infections were occasionally found in association
with the presence of E. scophthalmi. In these cases, bacteria appeared
in the lumen and/or attached to the apical surface of enterocytes. The
inflammatory infiltrates observed in the lamina propria-submucosa did
not substantially differ from those observed in fish with moderate
infections. In some fish the inflammatory reaction was extremely
widespread, but in others, which showed evident epithelial damage and
huge parasitic load, the recruitment of inflammatory cells was limited.
Several cells in the lamina propria-submucosa displayed early signs of
necrosis characterized by cytoplasmic eosinophilia and nuclear
pyknosis. The MMCs at this level, when present, were not as evident
as in fish with moderate infections. The dilatation of blood and
lymphatic vessels of the lamina propria-submucosa was extremely

apparent (fig. 21).
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In fish with severe digestive lesions, cellular depletion became evident
in lymphohaematopoietic regions of spleen and kidney, but this feature
was not always accompanied by a high number of necrotic and

apoptotic cells.

TEM observations
The enterocytes showed evident pathological changes, including loss
of adhesion to the basement lamina (with edematous spaces clearly
demarcated by deposition of amorphous, electronlucent material), and
disruption of lateral cell-cell connections. Thus, enterocytes became
isolated and changed to a spherical shape, with loss of polarization and
disorganization or loss of the apical brush border (fig. 22). Clusters of
rounded, degenerated and detached epithelial cells, some of which
contained parasitic forms, were observed. Some of them showed
empty spaces of different sizes corresponding to those observed in LM
(fig. 23). Cells from the clusters with empty spaces displayed
peripheral migration of the nucleus. Some isolated epithelial cells
showed evident apoptotic alterations, including cell rounding and
fragmentation and/or nuclear condensation (figs. 24 & 25). Significant
ultrastructural changes were present at the level of the connective
tissue underlying the mucosal epithelium, appearing thin and grossly
disorganized (figs. 26 & 27). In some cases, many cells of the lamina
propria, as well as cells from haematopoietic areas of the spleen and
kidney, showed advanced signs of necrosis, such as cytoplasmic

vacuolation and karyorrhexis.
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Figures 16 to 21: Psetta maxima and Enteromyxum scophthalmi. Light microscopy photographs
of turbot tissues infected with E. scophthalmi corresponding to severe infection. Toluidine blue
stain. 16: Micrograph of anterior intestine, showing detachment of the epithelial lining from the
subepithelial tissue and epithelial remnants in the intestinal lumen. Bar = 30 um. 17: Epithelial
detachment in the anterior intestine. Note the edematous space between the lamina basal and
the dislodged epithelial cells (arrows), as well as the structural changes of the enterocytes,
namely, cell rounding and shrinkage. An E. scophthalmi stage enveloped by dislodged epithelial
cells in the intestinal lumen can be seen (arrowhead). Bar = 20 um. 18: Several clusters of
dislodged epithelial cells in the lumen, some of them possessing large rounded empty spaces
(arrows). Bar = 20 pum. 19: Pyloric caeca displaying some completely denuded folds (arrows)
and a moderate number of inflammatory cells in the lamina propria-submucosa. Bar = 120 um.
20: Micrograph of the anterior intestine. Intestinal fold covered with low cubic cells due to
reepithelialization. Note that the new epithelium has already been invaded by the myxozoan
(arrowheads). Bar = 20 pm. 21: Extreme dilatation of blood (arrowhead) and lymphatic
(asterisks) vessels in the lamina propria-submucosa of the posterior intestine. Bar = 60 um.
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Figures 22 to 27: Psetta maxima and Enteromyxum scophthalmi. TEM micrographs of turbot
tissues infected with E. scophthalmi corresponding to severe infection. 22: Anterior intestine.
Altered enterocytes with a spherical shape, loss of polarization and loss of apical microvilli.
Deposition of amorphous, electron-lucent material (arrows) indicates remnants of adhesion
between the epithelium and the basal membrane. Bar = 5 pum. 23: Anterior intestine containing
clusters of rounded, degenerated and detached enterocytes with empty spaces of different sizes
(asterisks). Bar = 2 pum. 24: Micrograph of esophagic dislodged cells. Some isolated cells
showed evident apoptotic alterations, including cell rounding and fragmentation and/or nuclear
condensation (arrows). Bar = 1 um. 25: Enterocyte with incipient apoptotic nuclear alterations
(fragmentation and condensation of the chromatin at the periphery of the nucleus). Swollen
mitochondria showing effacement of cristae are visible (arrowhead). Bar = 1 pm. 26: Lamina
propria-submucosa of pyloric caeca. The connective tissue underlying the mucosal epithelium
appeared thin and grossly disorganized (arrows). Many of inflammatory cells located populating
the lamina propria-submucosa showed advanced features of both apoptosis and necrosis. Bar =
10 pm. 27: Higher magnitude micrograph of 24. Note the disorganization of collagen fibres
(arrows), as well as the apoptotic cells embedded in the basal membrane (asterisk). Bar =5 um.
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7.5. Discussion

Turbot P. maxima infected with E. scophthalmi became emaciated and
finally died with a cachectic syndrome. The external appearance of
these fish and the joint hyperaemic appearance of the gut were
considered by Branson et al. (1999) to be pathognomonic signs of the
disease, although these lesions might also be seen in fish suffering
from other chronic diseases. Of the histological techniques used, PAS,
Giemsa and toluidine blue proved to be the most useful stains to
identify the parasite in tissues. Parasitic stages occurred almost
exclusively within the epithelium throughout the digestive tract.
However, some developmental forms were occasionally detected and
confirmed by in situ hybridization (results not shown) in the enteric
submucosa and in other locations, such as the gill filaments, skin, bile
ducts and lymphohaematopoietic organs (spleen and kidney), as
previously described by Redondo et al. (2002, 2004). The few
parasites found in these organs did not produce lesions, which suggests
that such organs might be involved in the invasion or dispersion of the
parasite, but they are not target organs. Redondo et al. (2004) also
found parasite stages in blood smears, which indicate the role of the
vascular system in the parasite’s spreading within the fish. These early
stages in the digestive submucosa and lymphohaematopoietic organs
may have undergone erratic migration, as they occasionally appeared
to be engulfed in macrophages, as previously reported (Redondo et al.
2004).
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The histopathological study demonstrated the harmful effect of the
parasite chiefly on the digestive epithelium. In addition, a variable
number of inflammatory cells occurred in the lamina propria-
submucosa, as well as in the basal part of the lining epithelium. In
several other myxosporean infections no inflammatory response was
associated with the presence of the parasite (Adriano et al. 2005, Ali et
al. 2003, Barassa et al. 2003, Moran et al. 1999). However,
E. scophthalmi can elicit a strong inflammatory host response in
addition to the direct deleterious effects on the gastrointestinal mucosa.
Other enteric myxozoans, such as C. shasta (Bartholomew et al. 1989)
and E. leei (Alvarez-Pellitero et al. 2008, Fleurance et al. 2008) also
induce an important inflammatory reaction. In the case of E. leei, both
the severity of the histological lesions and the elicited immune
response vary greatly depending on the host species (Alvarez-Pellitero
et al. 2008, Fleurance et al. 2008, Padrds et al. 2001). Similarly, the
current results on turbot enteromyxosis demonstrated that the
inflammatory response in the digestive tract was not always correlated
with the number of parasites populating the epithelium, as has been
previously reported (Bermddez et al. 2006b, Sitja-Bobadilla et al.
2006, 2007).

An interesting finding was the initial increase in the amount of both
rodlet and goblet cells, followed by a decrease in their number in fish
suffering severe infections (Vigliano et al. 2004). Such cell types are
accepted to be involved in fish response to different pathogens, and the
modification in their relative number has been described for several
fish species suffering diverse infections or parasitic diseases (Dezfuli
et al. 2008, Fleurance et al. 2008, Mazon et al. 2007, Reite 2005). The
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low number of mucous and rodlet cells found in fish with severe
infections may simply be attributed to the serious damage of the
epithelium, which becomes unable to support these cells.

In the present study, developmental (proliferative and sporogonic)
stages of E. scophthalmi were found in the digestive epithelium, and
the increasing severity of damage correlated with the proliferation and
maturation of the parasite and subsequent progression of the infection.
A similar situation was described by Redondo et al. (2002, 2004) for
turbot enteromyxosis and by Alvarez-Pellitero et al. (2008) for E. leei
infecting Diplodus puntazzo. In incipient phases of turbot
enteromyxosis, the similarity between the early developmental stages
of E. scophthalmi and cells undergoing apoptosis was noteworthy,
especially when both of them were located at the basal level of the
epithelium (Redondo et al. 2004). This fact hinders the histological
diagnosis of the disease at the beginning of the infection, but the
employment of specific histological techniques (TUNEL, anti-caspase-
3 and anti-E. scophthalmi antibodies and in situ hybridization) may be
used to distinguish between parasitic forms and apoptotic cells
(Redondo 2005, authors’ unpubl. obs.).

E. scophthalmi plasmodia occupied an intercellular position attached
to the epithelial cells by means of cytoplasmic projections, although, in
previous observations, some intracellular early stages were rarely seen
(Redondo et al. 2003). Zschokkella mugilis and Tetracapsuloides
bryosalmonae form similar folds and windings between intraepithelial
plasmodia and the surrounding epithelial cells (Morris & Adams 2008,
Sitja-Bobadilla & Alvarez-Pellitero 1993). These structures together

152



N

Articulo I‘/\‘“>

with their junctions play roles in attachment and communication with
host cells. Not only the acquisition of nutrients by the myxosporean
through this linkage may contribute to the epithelial injury observed,
but also the compression suffered by epithelial cells as the disease
progresses and the number and size of parasitic forms increases
(Barassa et al. 2003, EI-Mansy & Bashtar 2002).

When the infection progressed, parasite stages invaded nearly every
fold in the digestive tract and parasitic stages accompanied by
dislodged epithelial cells formed clusters of debris that were released
to the lumen. The detached enterocytes showed features of apoptosis
such as cell rounding and shrinkage, chromatin condensation and
nuclear fragmentation. These detached epithelial cells underwent
anoikis, a mode of apoptosis triggered by the loss of anchorage, as
described by do Vale et al. (2007) in Dicentrarchus labrax infected
with Photobacterium damselae ssp. piscicida. Infectious agents are
able to induce apoptosis in host cells (Abbasi et al. 2003, Boettner &
Petri 2005) and even that apoptosis and epithelial proliferation are
increased in those epithelia under infective pressure (do Vale et al.
2007, Von Herbay & Rudy 2000). In turbot enteromyxosis it remains
unclear if the increase in apoptotic rates in the lining epithelium is
induced by the etiologic agent or the anoikis is an attempt to prevent
the local spread of the pathogen (Sherman & Petrak 2005).
Nevertheless, in studies conducted by Redondo et al. (2003), the
authors interpreted that the epithelial remnants covering the parasites
protect them and help to retain their viability in seawater. Therefore, it
is possible that anoikis suffered by the enterocytes plays an important

role in the spread of the parasite and in the progression of the disease.
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In fish with severe infections, the presence of empty rounded spaces
within some clusters of dislodged cells was remarkable. The empty
spaces were probably attributable to the release of the parasitic stages
from the mucosal remnants that formerly lodged them, representing the
area that previously was occupied by the parasite. This supports the
hypothesis that apoptosis of the epithelial cells might facilitate the
spread of the parasite.

Both apoptosis and necrosis were observed in immune cells located in
the lamina propria-submucosa and in the haematopoietic areas of the
kidney and spleen. In addition, the lymphohaematopoietic depletion in
the spleen and kidney of E. scophthalmi-infected turbot described by
Sitja-Bobadilla et al. (2006) was confirmed by the current
observations. Determining whether this finding is due to the
recruitment and migration of lymphocytes to the digestive tract
(Bermudez et al. 2006b) or to a parasite-induced apoptosis in the

immune cells from these organs deserves further investigation.

Other cellular structures changing as a consequence of the infection
were the MMCs, which increased in number in both the lamina
propria-submucosa and the haematopoietic organs of infected turbot
(Sitja-Bobadilla et al. 2006). This observation supports the hypothesis
that the MMCs may be involved in fish immune responses during
infections (Bermudez et al. 2006b, Vigliano et al. 2006).

Some infected turbot showed a regenerative epithelium after
detachment of the lining epithelium, which suggests that some fish
could overcome the disease and eliminate the parasites, as described
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by Fleurance et al. (2008) in E. leei-infected sea bream. As a matter of
fact, some turbot survive enteromyxosis, and the involvement of a
protective acquired immune response related to the production of
specific antibodies has been suggested (Sitja-Bobadilla et al. 2007).
The reason why few turbot possess the capability to mount an effective
response against enteromyxosis is still a matter of study, though the
responses at the gastrointestinal level probably play an important role

in this enteric infection.

In summary, the present study describes the main histological lesions
in turbot infected with E. scophthalmi, providing new information
about pathogenic mechanisms and host—parasite relationships. Further
studies will be necessary to distinguish between early phases of the
myxosporean and apoptotic cells at the beginning of the infection, as
well as to elucidate the role of apoptosis and other mechanisms in the
progress of the disease, in order to better understand the pathogenesis
of the enteromyxosis. This knowledge will assist the design of specific

treatments for this important disease.
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8.1. Abstract

Enteromyxum scophthalmi is the causative agent of turbot
enteromyxosis, an intestinal parasitisation that produces severe
desquamative enteritis leading to a cachectic syndrome and eventually
the death. It is well known the importance of the innate immune
response against parasites in fish, with the release of antimicrobial
substances such as reactive oxygen and nitrogen species, produced by
the inducible nitric oxide synthase (INOS). This enzyme is mainly
found in phagocytes, but also in structural cells from the intestinal
mucosa. The aim of this study was to characterize iINOS in intestine
and lymphohaematopoietic organs (spleen and anterior kidney) of
turbot by means of immunohistochemistry in order to assess the
possible changes of this enzyme through the infection. The presence of
the enzyme was evaluated in control and E. scophthalmi-infected
turbot. The results showed immunoreactivity in the apical border of
enterocytes and mild staining of goblet cells in both control and
infected turbot although it was more evident and widespread in
infected turbot compared to control. Moderate numbers of INOS+ cells
were present in the lamina propria-submucosa of fish which presented
moderate and severe inflammatory infiltrates at this level. In spleen
and kidney, iINOS+ cells were scattered through the parenchyma and,
in severely infected fish, tended to be allocated near the vascular
structures and melano-macrophage centres. The number of positive
cells at the lymphohaematopoietic organs was significantly higher in

infected turbot and increased as infection progressed. The increase in
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the expression of INOS in the tissues of E. scophthalmi-infected turbot
was more evident in individuals with severer lesions. The
measurement of the levels of INOS during turbot enteromyxosis
reveals a possibly delayed response that would not able to eliminate
the parasites but would exacerbate mucosal injury.
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8.2. Introduction

Enteromyxosis is an important disease in turbot culture, with high
prevalence and mortality rates (Bermudez et al. 2006b, Branson et al.
1999) caused by Enteromyxum scophthalmi. This myxozoan parasite
colonizes the intestinal epithelium of cultured turbot (Palenzuela et al.
2002) and provokes epithelial damage, desquamation of the lining
epithelium and mucosal inflammation that result in nutrient
malabsorption, diarrhoea and eventually death after a cachectic
syndrome (Branson et al. 1999, Redondo et al. 2002). The agent is
responsible for heavy economic losses, due to the great number of
turbot affected via cohabitation and contamination of marine water
supplies (Redondo et al. 2002) and nowadays there is not effective

treatment against this parasitisation (Bermudez et al. 2006a).

The innate immune response against parasites is of great importance in
fish. Several humoral and cellular factors are activated in case of
infection. Cytotoxic effector molecules, such as reactive nitrogen
species, are mainly produced by activated phagocytes (Sitja-Bobadilla
2008), and have been demonstrated in infections caused by other
myxosporeans, as in Enteromyxum leei-infected sharp snout sea bream
(Golomazou et al. 2006).

In mammals, during intestinal inflammation, synthesis of nitric oxide
(NO) is consistently elevated in the intestinal mucosa as well as in the
lamina propria-submucosa (LP) (Gookin et al. 2006, Keklikoglu et al.
2008, Kukuruzovic et al. 2002). This molecule is produced by the
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enzyme NO synthase (NOS). There are three types of NOS: neuronal
(nNOS) and endothelial (eNOS) Ca2+-dependent, and inducible
(INOS) Ca2+-independent, whose expression rises during
inflammatory events and lasts longer than nNOS and eNOS activity
(Chen et al. 2002, Kumamoto et al. 2002). This inducible form appears
in almost all cell types, and in large amount in phagocytes (Wu et al.
2008, Zhao et al. 2010). It is known that the expression of iINOS in
granulocytes and macrophages rises during stressing and inflammatory
events (Yu et al. 2005), participates in the macrophage respiratory
burst (Grayfer et al. 2009, Zhao et al. 2010), produces a cytotoxic
environment and supports proinflammatory events (Vincendeau et al.
2003). The presence of INOS in the gastrointestinal mucosa mainly
occurs in the apical pole of the enterocytes (Rumbo et al. 2005) and its
expression is significantly increased in mammals and teleosts during
bacterial and protozoan infections, comprising an important tool
against pathogens (Campos-Pérez et al. 2000, Gookin et al. 2004,
Kukuruzovic et al. 2002, Leitch & He 1999, Oladiran et al. 2009).

Several studies evaluated the innate immune response of fish by means
of different techniques, most of them measuring gene expression and
serum levels of different mediators (Alvarez-Pellitero 2008, BermUdez
et al. 2006b, Sigh et al. 2004, Sitja-Bobadilla 2008, Sitja-Bobadilla et
al. 2006), but none of them have used immunohistochemistry to
characterize the distribution of iINOS and the localization of INOS+
cells in turbot. For this reason, the main aim of our study is the
detection of iINOS by means of immunohistochemistry, in order to
establish the changes in the expression of this enzyme in cells of the

immune system and mucosa in the response against E. scophthalmi.
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8.3. Materials and Methods

8.3.1. Fish

All experimental fish came from a farm allocated in Northwestern
Spain. E. scophthalmi-infected turbot were employed as donor fish. A
total of 160 uninfected turbot were checked for the absence of the
parasite and 80 individuals used as control and the other 80 as recipient
fish. Fish were kept in 500 L tanks and water temperature throughout

the experiment was 14.3 + 1.1 °C.

8.3.2. Infection

The experimental infection was performed by effluent transmission
between stocks suffering serious mortality caused by E. scophthalmi
and recipient fish in order to better recreate the natural infection. The
uninfected recipient fish were placed in a tank which received the

effluent water from a tank containing donor fish.

8.3.3. Sampling procedure

Five recipient and five control fish were sacrificed by chilling on ice
and severing the spinal cord at days 20, 40, 56, and 78 post exposure
(PE). At 107 days PE, only three recipient fish were sampled, since
they were the only survivors. Samples of spleen, kidney and intestine
(pyloric caeca, anterior, mid and hindgut) were taken.
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8.3.4. Light microscopy

Tissues were routinely fixed in 10% neutral buffered formalin and
embedded in paraffin. Sections of 3 pm thick were stained with
haematoxylineeosin and toluidine blue and examined to detect the
presence of myxosporean stages and to evaluate the histological
changes. Fish were considered infected when the parasite was detected
on histological sections from any part of the intestine, the target organ.
Infection intensity and the presence and severity of typical lesions of
the disease (intestinal inflammation and desquamation, spleen and
kidney leukocyte depletion) were semi-quantitatively classified from
no infection or absence of lesions (0) to severe infection or lesions
(3+), according to Bermudez et al. (2010). Briefly, the slight degree
consisted of low intensity parasitisation, absence of intestinal epithelial
desquamation and absence or scarce inflammation; in the moderate
degree the parasite burden was higher (from 30 to 80% of intestinal
folds affected) and there was mild to moderate epithelial desquamation
and moderate inflammatory response in the connective tissue of the
mucosa; the severe degree was characterized by evident gross lesions
(mainly cachexia, ascitis and intestinal haemorrhages), high amount of
developmental stages of E. scophthalmi in the lining epithelium, even
with the presence of scarce spores, severe epithelial desquamation and
high number of inflammatory cells in the lamina propria-submucosa
(LP). The entire histological damage represents the total sum of the
histological lesions observed in the three studied organs for each fish.
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8.3.5. Immunohistochemistry

Tissues fixed in Bouin’s fluid and embedded in paraffin were cut to 3
mm thickness. The slides were routinely dewaxed and rehydrated. All
incubations were performed at room temperature (RT) in a humid
chamber and slides were washed with 10 mM phosphate-buffered
saline (PBS) 0.5% Tween 20, pH 7.4, in three successive immersions
of 5 min. Endogenous peroxidase was blocked by Peroxidase Blocking
Solution (Dako, Denmark) for 1 h. No antigen retrieval was required.
Primary rabbit polyclonal antibody NOS-2 (RB-1605, Thermo Fisher
Scientific, UK) was incubated for 2 h. Immunohistochemical staining
was performed using the horseradish peroxidase (HRP) anti-rabbit
EnVision (Dako). Diaminobenzidine (Dako) was used as chromogen.
Mammal tissues were used as positive controls. Negative controls were

included by replacement of the primary antibody by PBS.

8.3.6. Quantitative analysis of INOS+ cells

In order to later on analyze the quantity and distribution of iINOS+
cells in kidney, spleen and the sections of intestine, four groups of
turbot were classified according to their health status: absence of
lesions, slight, moderate and severe lesions. To count the mean number
of immunostained cells, five digitalized images of each studied tissue
were randomly taken at 200x magnification using an Olympus DP72
camera connected to a photomicroscope Olympus BX51. All the image
parameters were set manually at the same levels to standardize the
results. The iINOS-positive cells were counted using Image Pro-Plus 4
(Media Cybernetics Inc., Bethesda, MD).
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8.3.7. Statistics

Data were analyzed using PASW Statistics 18 (SPSS Inc., Chicago,
IL). Records of each organ were studied separately. Results were
reported as the mean + SEM, and they were obtained for each
individual and each organ from the summation of counts of positive
cells in the five images. A Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks followed by paired comparisons was employed to
seek differences amongst the groups. Results were considered

significant at P < 0.05.
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8.4. Results

8.4.1. Light microscopy and mortality

The histological study showed developmental stages of E. scophthalmi
in the intestinal epithelium from the day 20 PE. The distribution of the
parasitic forms started in the pyloric caeca and anterior gut, and spread
to the rest of the digestive tract. As the disease progressed, a higher
number of developmental stages of E. scophthalmi were found in the
intestine and an increase in the severity of lesions was observed, with
moderate epithelial desquamation and inflammatory infiltrates in the
LP. The parasite was neither detected in spleen and kidney from both
groups nor in the tissues from the control group.

Mortality started on day 56 PE and reached a cumulative value of
96.25% in the day 107 PE.

8.4.2. Immunohistochemistry

8.4.2.1. Immunostaining of INOS

Immunoreactivity against iNOS was present in the organs of both non-
infected (NIT) and infected (IT) turbot. There were several types and
cellular elements showing positivity. A strong diffuse or spotted-like
cytoplasmic staining was obtained in some leukocytes (iNOS+ cells)
(fig. 1a & b) in the spleen, kidney and intestinal LP. Most iNOS+ cells
showed a typical morphology of monocytemacrophage (fig. 1a). These
cells were round or ovoid and had a large spherical to kidney-shaped
nucleus with slightly condensed chromatin occupying an eccentric
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position. The cytoplasm was relatively abundant, with edges that could
show extensions, sometimes containing visible vacuoles of different
sizes. Another iINOS+ cell type was the granulocyte (fig. 1b), round
and smaller than the macrophage, with a kidney-shape or indented
peripheral nucleus.

8.4.2.2. Location of INOS+ cells in organs

The majority of iNOS+ cells was located within the parenchyma of the
lymphohaematopoietic organs (spleen and kidney). In turbot with
enteromyxosis, especially in moderate and severe cases, the cells were

also found in the inflammatory infiltrates in the intestinal LP.

Spleen
A variable number of iINOS+ cells was observed isolated and randomly

distributed throughout the parenchyma in NIT (fig. 1c). In some
individuals presenting slight or moderate lesions, spotted staining was
found in the spleen ellipsoids and there was minor staining in other
vascular structures and the MMCs (fig. 1d & e). The number of iINOS+
cells was higher and tended to cluster near the vascular structures or
the MMCs in IT (fig. 1f). The pattern of clustering was more evident
as the disease progressed.

Kidney
The renal interstitial tissue showed slight staining and there were
scarce positive cells in NIT (fig. 2a). In IT, the immunoreactivity was
more intense and there was an increase in the number of iNOS+ cells
in parallel with the development of the disease (fig. 2b). In severer
cases, accompanying the leukocyte depletion, a large proportion of the
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cells of the lymphohaematopoietic tissue showed intense

immunostaining (fig. 2c).

Figure 1: Photomicrographs of the immunostaining with anti-iNOS antibody in the spleen of
control turbot (a,b,c) and both slight (d,e) and moderate infection (f). a: Rounded to ovoid
macrophage-like cell with an eccentric nucleus displaying intense cytoplasmic immunostaining of
iNOS. Bar = 5 um. b: Rounded granulocyte-like cell with cytoplasmic immunoreactivity. Bar = 5
um. ¢: Some immunopositive cells were present scattered in splenic parenchyma (arrows). Bar =
100 pum. d: Strong immunostained cells appeared dispersed throughout the splenic parenchyma.
Mild staining was noted in vascular structures (arrowhead) and melano-macrophage centres
(%). Bar = 100 um. e: Punctate immunostaining around the splenic ellipsoids (E). Bar = 25 pm. f:
There were INOS+ cells scattered through the parenchyma and clustered (arrows) around
vessels, arteriole (A) and venules (V), and melano-macrophage centres (k). Bar . 50 mm.

Intestine
The intestinal epithelial brush border demonstrated strong positivity
(fig. 3a-d). In NIT the epithelial brush border showed more intensity of
immunoreactivity in the mid and posterior gut, while the cytoplasm of
the enterocytes remained unlabelled (fig. 3a). In the sections of mid
and hindgut, goblet and some spherical intraepithelial cells in basal
position exhibited positivity. IT with scarce or medium parasitisation
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did not show differences in the immunoreactivity of the lining
epithelium compared to NIT (fig. 3b). Turbot with higher parasite
burden presented several positive granules in the apical part of the
enterocytes, mainly in the posterior sections of the gut (fig. 3c). When
the epithelium acquired the scalloped shape typical of the
enteromyxosis, the immunoreactivity was more intense and diffuse.
The enterocytes showed positivity not only in the apical pole of the
cell but also throughout the cytoplasm. Moreover, in the LP several
INOS+ cells appeared among the inflammatory infiltrates (fig. 3d).

Figure 2: Photomicrographs of the reactivity with anti-INOS antibody in the kidney of control
turbot (a), slight (b) and severe infection (c). a: Cells in the lymphohaematopoietic tissue (LHT),
situated among the tubules (T), were slightly positive or negative with the anti-iNOS antibody.
Bar = 25 um. b: There was mild cytoplasmic immunoreactivity in most cells of the
lymphohaematopoietic tissue (LHT) located between the renal tubules (T). Some cells exhibited
more intense immunoreactivity (arrows). Bar = 50 pum. c: The area occupied by the
lymphohaematopoietic tissue (LHT) is relatively lower than that occupied by the tubules (T) due
to depletion. Several macrophage-like cells show intense immunoreactivity against iNOS. Bar =
25 pm.

Almost absence of immunoreactivity was found in the LP of NIT and
slight IT, but according to the development of the disease the number
of INOS+ cells increased (fig. 3e), reaching significant elevated levels

in turbot with moderate to severe lesions.
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Figure 3: Photomicrographs of the immunoreactivity with the anti-iNOS antibody in the gut of
control (a), moderate (b,c) and severe (d,e) E. scophthalmi-infected turbot. a: Hindgut. Some
spherical intraepithelial cells (arrows) and the brush border (arrowheads) demonstrated positivity
as well as a slight immunoreactivity of goblet cells (). Bar = 25 pm. b: Midgut. The epithelium
was colonized by E. scophthalmi () and the immunostaining appeared in the goblet cells ().
Bar = 25 um. c: Hindgut. Several developmental stages of E. scophthalmi parasitized the lining
epithelium (&). The enterocytes showed positivity to anti-iNOS antibody in the apical pole of the
cell (arrows). The brush border was also immunostained (arrowhead). Bar = 25 um. d: Anterior
gut. The lining epithelium was scalloped and the cells displayed variable cytoplasmic
immunostaining. The brush border was vividly positive (arrowhead). Various iINOS+ cells
appeared in the lamina propria-submucosa (LP, arrows). Bar = 25 um. e: Anterior gut presenting
entire epithelial desquamation. The iINOS+ cells were dispersed among the inflammatory
infiltrates of the LP (arrows). Bar = 50 um.

8.4.3. Quantitative analysis of INOS+ cells and statistics

The number of INOS+ cells tended to increase according to the
worsening of the disease in the three studied organs. In spleen and
kidney an upward trend may be seen in all the categories, but in the
intestine the number of positive cells noticeably increases in the

moderate and severe groups. In the kidney, the counts of INOS+ cells
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in the absent and slight group were different to the moderate and

severe ones. The number of immunopositive cells present in the spleen

had statistically significant differences between the absent category

and the moderate and severe lesion groups, as well as that observed in

the intestine. In this organ, the difference between the absent and the

severe categories was significant at level P < 0.001 (fig. 4).
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Figure 4: Mean + SEM of the total INOS+ cells scrutinized in the kidney, spleen and intestine of
turbot infected with E. scophthalmi. The number of iINOS+ cells tended to increase along the
disease in the three studied organs and the difference was statistically significant in the groups
of moderate and severe enteromyxosis. Distinct letters indicate significant differences between
the groups of the same organ at a level P < 0.05. The asterisk identifies a level of significance P

< 0.001.
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8.5. Discussion

The aim of this study was to evaluate the expression of iNOS in the
kidney, spleen and intestine of turbot infected with E. scophthalmi by

cohabitation employing immunohistochemistry.

The light microscopy examination permitted to observe developmental
stages of E. scophthalmi in the intestine of turbot experimentally
exposed to the parasite. The magnitude of the lesions increased
according to the time PE and the parasitic load in the intestine, similar

to that observed in former experiences (Redondo et al. 2002, 2004).

The employment of the polyclonal antibody anti-INOS made it
possible to observe the presence of this enzyme in the three studied
organs of turbot.

Immunoreactivity of iINOS was detected in leukocyte populations in
the main lymphohaematopoietic organs and the gut, as well as in
vascular structures and MMCs in spleen. The stained leukocytes
morphologically corresponded to macrophages or granulocytes and the
presence of the enzyme in these phagocytes would be similar to that
described in other species (Campos-Pérez et al. 2000, Keklikoglu et al.
2008). The expression of INOS in vascular structures has been
reported as the up-regulation of the enzyme in the vascular smooth
muscle which causes vascular relaxation, vasodilatation and then
congestion due to the infection or related to chronic pathological
processes (Jones et al. 2007, Romagnani et al. 1999). The positivity in
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the MMCs might be related to their function as macrophages
responding to infection and acting as antigen presenting cells (Vigliano
et al. 2006).

The production of NO in turbot unstimulated macrophages has been
previously reported (Tafalla et al. 2000). So, the presence of iINOS
immunopositivity in spleen and kidney of NIT may be related to
different activation state of the macrophages. The increase in the
INOS+ cells distributed throughout the parenchyma of both spleen and
kidney from IT would be due not only to activation of INOS during
inflammation but also to leukocyte proliferation in response to the
parasitisation (Alvarez-Pellitero 2008, Alvarez-Pellitero et al. 2008,
Golomazou et al. 2006). On the other hand, the noticeable
inflammatory infiltrates in the digestive tract would be due to the
influx of the monocytes from the blood, the proliferation of these
recruited cells in the connective tissue of the mucosa and the migration
of Ig+ cells from the lymphohaematopoietic organs (Ackermann 2011,
Bermidez et al. 2006b). In the severer cases, the number of
inflammatory cells in the intestinal LP would persist as a result of the
chronicity of the lesion, injury and loss of the lining epithelium
(Ackermann 2011).

In the intestine, the main location of iINOS immunoreactivity was the
brush border and goblet cells in the posterior sections. The goblet cells
of the gut sections closest to the environment differentially may
express molecules related to nonspecific host defence, such as acidic
mucins in the oesophagus and lysozyme in the hindgut (authors’
unpublished results). A preferential location of iINOS in the apical pole
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of enterocytes has been described (Keklikoglu et al. 2008), as well as
immunostaining for eNOS in goblet cells of the nasal mucosa, which
has been demonstrated to participate in the liberation of NO during
inflammatory processes (Zhao et al. 2005). Since the presence of an
isoform of NOS was demonstrated in goblet cells, the expression of
INOS in turbot goblet cells in areas close to the anus of the digestive
tract would suppose an active participation of this cell type in the
liberation of NO during inflammatory responses in the mid and
hindgut due to their proximity to the environment.

According to the development of the enteromyxosis, in parallel with
longer PE period, the lining epithelium suffered morphological
modifications, acquired a scalloped shape and the immunostaining
against iINOS formerly located in apical position switched to a stronger
and widespread location. This diffuse pattern of staining might be
related with a nonspecific and global response of the epithelium to the
parasitisation (Gookin et al. 2006).

In the last stages of the turbot enteromyxosis, the lining epithelium
tends to completely detach (Bermudez et al. 2010) and there is an
increase in the number of enterocytes undergoing apoptosis (authors’
unpublished results). One of the main mechanisms of the NO mediated
cytotoxicity is the hinder of cellular adhesion events (lvanova et al.
1997). Complete loss of epithelium may be in part related to high
levels of NO as it interferes with the attachment of the cell to the
extracellular matrix, the assembly of the focal adhesion complexes and
can participate in the anoikis of epithelial cells (Monteiro et al. 2004).
As a result the expression of INOS may be favouring the epithelial

178



N

Articulo II< ",

desquamation in the severe affected turbot. Nevertheless, further
studies on cell architecture and intercellular junctions are required to
establish the implications on the functionality of the epithelial barrier

and influence in the cellular detachment.

Otherwise, the assessment of iINOS in the development of the disease
may open a therapeutic strategy to control the disease. As it has been
reported for other parasitisation, the supplementation with NO
precursors, such as the L-arginine, at the beginning of the disease may
help to develop an early innate response that control the
E. scophthalmi infection in a similar way as it occurs in
Cryptosporidium parvum-infected piglets or nude mice (Gookin et al.
2005, Leitch & He 1994). On the other hand, the employ of NO
inhibitors, for instance N-nitro-L-arginine methyl ester (Leitch & He
1994), may help to diminish the mucosal injury in turbot severely
infected due to the exacerbated production of NO. Hence, the
possibility of modulate the expression of INOS and achieve a proper
response in turbot against E. scophthalmi should be evaluated.

In summary, INOS expression is increased in the intestine and
lymphohaematopoietic organs of turbot infected with E. scophthalmi.
The high presence of INOS+ cells in the gut LP in severe
enteromyxosismight  contribute to the epithelial injuryand
desquamation. A possibly therapeutic approachmodulating the levels
of iINOS would help to manage an adequate immune response.
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9.1. Abstract

Enteromyxosis caused by Enteromyxum scophthalmi Palenzuela,
Redondo & Alvarez-Pellitero, 2002 is one of the parasitizations with
higher economic impact on turbot (Psetta maxima L.) aquaculture.
This myxosporean produces severe catarrhal enteritis with abundant
inflammatory infiltrates in the lamina propria-submucosa (LP),
epithelial  detachment and leucocyte  depletion of the
lymphohaematopoietic organs. Some advances made on the
pathogenesis pointed to the role of the apoptosis in the enteromyxosis.
Therefore, the main aim of this work was to employ TUNEL and anti-
active caspase-3 immunohistochemical assay for the detection of
apoptotic cells in both healthy and E. scophthalmi-infected turbot in
order to establish the presence and distribution of apoptotic cells
during the development of the disease. More apoptotic cells located
within the gastrointestinal epithelium were observed in the initial
stages of the infection compared to non-infected turbot. As the
infection progressed, a higher number of apoptosis occurred in the
epithelium of folds intensely parasitized. In the turbot severely
infected, apoptosis was also found among the leucocytes of the
intestinal inflammatory infiltrates. Moreover, the number of active
caspase-3+ cells in the lymphohaematopoietic organs tended to
increase along the disease. In view of the results, increased apoptosis
in the epithelium may be favouring the scaling that occurs during
enteromyxosis and cell death of leucocytes in the intestinal LP

contributes to leucocyte depletion in severe cases.
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9.2. Introduction

Since turbot enteromyxosis appeared and was firstly described
(Branson et al. 1999), there have been serious economic losses in the
culture of turbot Psetta maxima (L.) (Palenzuela et al. 2002, Redondo
et al. 2003, Quiroga et al. 2006). The myxosporean Enteromyxum
scophthalmi Palenzuela et al. 2002 produces severe catarrhal enteritis
and leucocyte depletion of the lymphohaematopoietic organs (mainly
anterior kidney and spleen) of infected turbot (Bermddez et al. 2006,
Branson et al. 1999, Sitja-Bobadilla et al. 2006). The main histological
changes consist of a variable number of developmental stages of the
parasite colonizing the gastrointestinal lining epithelium and
inflammatory infiltrates in the lamina propria-submucosa (LP)
(Bermudez et al. 2010, Redondo et al. 2002).

At the first phases, the parasite is hardly detected by means of light
microscopy because parasitic forms may resemble apoptotic cells
morphologically, and there is scarce or even absent inflammatory
infiltrates within the intestinal LP (Bermudez et al. 2010). Thereafter,
the parasite burden increases, the epithelium appears scalloped and
tends to desquamate, several epithelial cells with apoptotic changes are
located both in the epithelium and free in the digestive lumen, and
progressively more inflammatory cells occur in the LP of the intestinal
folds (Bermudez et al. 2006, 2010). In turbot with severe lesions in the
digestive tract, which also show leucocyte depletion, an increase in the
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apoptosis in lymphohaematopoietic organs is reported (Bermudez et al.
2006, 2010, Sitja-Bobadilla et al. 2006).

Programmed cell death constitutes an important regulator of host
response during infections caused by several protozoan parasites.
Parasites have developed various strategies to induce or inhibit
apoptosis in host cells, modulating the immune response and
benefiting their spread in the host tissues (Llder et al. 2001, Mele et al.
2004, Schaumburg et al. 2006). For instance, Cryptosporidium parvum
Tyzzer 1912 can modulate the apoptosis of human host cells according
to the stage of development of the parasite by inhibiting cell death in
the trophozoite stage, but inducing apoptosis in the sporozoite stage
(Mele et al. 2004).

Several enteropathogens produce the detachment of single or clusters
of intestinal epithelial cells (do Vale et al. 2007), by means of a
disruption of cell-cell or cell-matrix relationship provoking anoikis, a
form of apoptosis triggered by the release of cells from the subjacent
matrix (Frisch & Francis 1994, Lugo-Martinez et al. 2009). Anoikis
usually occurs in the renewal of intestinal or glandular epithelia
(Boudreau et al. 1995, Hall et al. 1994, Lugo-Martinez et al. 2009), but
little of this type of programmed cell death has been studied in
parasitized epithelia (do Vale et al. 2007). With respect to turbot
enteromyxosis, the presence of stages of development of
E. scophthalmi causes alterations in the intestinal lining epithelium
followed by the detachment from the basement membrane (Bermuddez
et al. 2010).
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Besides, the leucocyte depletion in the lymphohaematopoietic tissue
observed by Sitja-Bobadilla et al. (2006) and Bermudez et al. (2010),
together with the high virulence of E. scophthalmi, might contribute to
the deadly outcome of the disease. Other enteromyxosis with high
mortality rates, as the enteromyxosis in sharpsnout sea bream Diplodus
puntazzo (Cetti 1777) caused by Enteromyxum leei (Diamant, Lom &
Dykova 1994), also occurs with the depletion in lymphoid tissues
(Alvarez-Pellitero et al. 2008). A relationship between the leucocyte
depletion and an increase in the apoptotic rate in anterior kidney and
spleen has been suggested (Bermudez et al. 2006), although non-
specific techniques were employed to demonstrate this. Therefore, the
main aim of this study was to develop a technigue to detect apoptosis
in turbot in order to characterize apoptotic cells in the digestive tract
and lymphohaematopoietic organs of healthy and E. scophthalmi-
infected turbot.

189



\\/\/ Articulo III

9.3. Materials and Methods

9.3.1. Animals

The experiment was designed in accordance with current legislation on
animal experimentation and performed in the ‘Centro Tecnoldgico
Gallego de Acuicultura’ (CETGA, Ribeira, Spain). A total of 288
healthy fish (mean weight 176 + 30 g) were divided into 24 groups of
12 turbot each, and held in 50-L tanks. The water temperature was 18
+ 1°C. During the trial, all turbot were fed a quality commercial dry
pellet appropriate for their size at about 1% of body weight daily. The
oral infection was achieved by the administration of a solution
containing viable forms of E. scophthalmi. The inoculum was prepared
from intestinal scrapings of donor fish, mixed and homogenized by
shaking in saline solution. The inoculum was introduced in the
oesophagus and stomach of the recipient turbot by means of an oral
cannula. Totally, 12 groups of recipient turbot were inoculated,
maintaining five of these groups to establish the mortality rate until the
last sampling. Moreover, the remaining 12 groups were inoculated
with saline solution and kept under the same conditions. Analogous to
the recipients, seven groups of control turbot were sampled throughout
the experiment and another five groups were maintained over time, as

a control of mortality.
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9.3.2. Sampling procedure

An initial sampling was carried out prior to the inoculation. The
sampling points were established at the days 3, 7, 13, 24, 33 and 39
post-inoculation (PI). A total of 14 control and 14 recipient turbot were
sampled at each sampling point, two fish from each tank. The animals
were killed by overexposure to phenoxyethanol and severing the spinal
cord. Complete necropsy was performed and small pieces of the
digestive tract (oesophagus, stomach, pyloric caeca, anterior, midgut
and hindgut), anterior kidney and spleen were collected in different
fixatives for histological studies. Tissues were fixed either in 10 %
buffered formalin (4 fish in each sampling point, except in the last
sampling where only 3 were sampled) or in Bouin’s fluid at 4°C (10
fish in each sampling point) and embedded in paraffin. The mortality
rate  was monitored throughout the experiment, and the
histopathological examination of the dead fish was performed.

9.3.3. Study of disease status

All the specimens were examined by means of light microscopy.
Sections were cut 3 pm thick, stained with haematoxylin-eosin or
toluidine blue and studied to establish the prevalence of E. scophthalmi
and pathological changes. Leucocyte depletion in kidney and spleen
was evaluated in the sections and classified from 0+ to 3+ (absent,
slight, moderate or severe) according to the diminution of the kidney
intertubular tissue and spleen white pulp, respectively. Inoculated fish
were divided into four groups consistent with their lesion degree
(absent, slight, moderate and severe) according to the scale employed
by Bermudez et al. (2010), to show the results in relation to the health
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status of turbot. Briefly, the slight degree consisted of low-intensity
parasitization, absence of intestinal epithelial desquamation and
absence or scarce inflammation; in the moderate degree, the parasite
burden was higher (from 30% to 80% of intestinal folds affected) and
there were mild to moderate epithelial desquamation and moderate
inflammatory response in the connective tissue of the mucosa; the
severe degree was characterized by evident gross lesions (mainly
cachexia, ascites and intestinal haemorrhages), high amount of
developmental stages of E. scophthalmi in the lining epithelium, even
with the presence of scarce spores, severe epithelial desquamation and
high number of inflammatory cells in the LP.

9.3.4. TUNEL staining

The assay was conducted on paraffin sections from formalin-fixed
tissues. All the incubations were carried out at room temperature (RT)
in a humid chamber. The washes were performed with 0.01 M
phosphate-buffered saline for 5 min, three times. Sections were stained
with fragmented DNA detection kit (In Situ Cell Death Detection Kit,
POD) with the following modifications: samples were dried for 1 h at
37 °C, dewaxed and hydrated. Blocking of endogenous peroxidase
activity was performed for 1 h with peroxidase-blocking solution
(Dako), and then, samples were heated under pressure in citrate buffer
pH 6.0 for 15 min. Unspecific staining was blocked with 3% bovine
serum albumin (Sigma-Aldrich) for 20 min. The incubation of the
samples with the TUNEL label solution lasted 1 h. After washing, the

peroxidase-conjugated antibody was added and incubated for 30 min.
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The chromogen employed for detecting the positive cells was 3,3’-
diaminobenzidine (DAB; Dako).

9.3.5. Immunohistochemistry

Tissues fixed in Bouin’s fluid were used for the immunohistochemical
assay. The incubation conditions and washings were the same as in the
TUNEL assay. Endogenous peroxidase activity was blocked for 1 h
with peroxidase-blocking solution (Dako). A polyclonal anti-active
caspase-3 antibody (diluted 1:200, 2 h; Promega) was employed for
the detection of apoptotic cells. Antigens were exposed by heating
under pressure in EDTA buffer pH 8 for 2 min and allowed to cool at
RT. The polyclonal antibody against E. scophthalmi (diluted 1:35 000,
2 h) was gently provided by Dr. Sitja-Bobadilla (IATS, CSIC; Spain).

In both cases, the secondary antibody conjugated with peroxidase was
the anti-rabbit EnVision+ System Labelled Polymer-HRP (Dako) for
30 min, followed by developing with DAB (Dako).

In order to simultaneously observe positive cells to active caspase-3
and parasitic forms, a double immunostaining protocol was carried out.
The immunohistochemical technique to stain active caspase-3 was first
performed using DAB (Dako) as chromogen. Samples were then
rinsed in glycine-HCI buffer pH 2.2 for 5 min in order to block the
possible remaining binding sites of the primary antibody. Then, the
antibody anti-E. scophthalmi was incubated, followed by the
EnVision+ complex and employing Vector VIP (Vector Laboratories)

as chromogen.
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Tissue sections were used as negative controls by substituting the
primary antibody for PBS or antibody diluent. Sections of both swine
tonsil and E. scophthalmi-infected turbot were employed as positive
controls for active caspase-3 and E. scophthalmi antibodies,
respectively.

9.3.6. Quantitative and semi-quantitative analysis of active

caspase-3+ cells

To determine the variations in the number of apoptotic cells in spleen
and anterior kidney, cells immunostained with anti-active caspase-3
were counted. All the samples fixed in Bouin’s fluid from recipient
fish were evaluated (N = 60) plus 10 control turbot. Five digitized
images of spleen and anterior kidney were randomly taken with a
camera Olympus DP72 connected to a photomicroscope Olympus
BX51, using 200x magnification. The positive cells in the total area
photographed (0.72 mm?) were counted using the software Image Pro-
Plus 4 (Media Cybernetics Inc.).

Data on each organ were evaluated independently. The results were
reported as the mean number of active caspase-3+ cells in the studied
area £ SEM. Data were pooled into the four categories according to the
health status observed through light microscopy. To establish the
differences in the number of apoptotic cells among the groups, we
conducted a one-way analysis of variance on ranks, Kruskal-Wallis
test and paired comparisons of the categories with a significance level
P < 0.05. The software employed was PASW Statistics 18 (SPSS Inc.).
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The number of active caspase-3+ cells of both the intestinal epithelium
and LP was manually counted in the histological sections as the
amount of immunostained cells was very low and to evaluate and
distinguish the possible staining of parasite forms undergoing
apoptosis. Free apoptotic cells in the digestive lumen were not
counted. All sampled sections of the digestive tract were completely
examined, and ranges defining the amount of apoptosis in each case
were established [1+ for < 25 apoptosis per section (APS), 2+ for
values between 25 and 60 APS, 3+ for values between 60 and 100 APS
and 4+ for > 100 APS].
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9.4. Results

9.4.1. Gross pathology and mortality

Although mild alterations appear from day 24 PI, more evident lesions
were observed in turbot from the last sampling. Affected fish presented
external signs consisting of emaciation, endophthalmia and a typical
prominent bony ridge on the skull. At necropsy, the principal findings
consisted of ascites and areas of hyperaemia affecting serosal surfaces
of the coelomic cavity. Accumulation of fluid within the intestine was
noticed. Mortality started on day 26 PI, increased throughout the trial
until reaching a value of 80% at the end of the experiment (fig. 1).

Figure 1: Cumulative mortality throughout the oral inoculation experiment
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9.4.2. Histopathology

Pathological findings throughout the experiment are summarized in
table 1. In days 3 and 7 PI, the most striking finding was the increase
in the number of small spherical basophilic structures either
compatible with early stages of E. scophthalmi or apoptotic cells in the
base of the epithelium from anterior sections of the intestine (fig. 2a).
These forms also appeared, but in a fewer number, in the epithelium of
the digestive tract of control fish.

Days PI
3 7 13 24 33 39

Enteromyxum Prevalence (%) 0 7.14 2857 8571 9286 9231
scophthalmi Intensity 1 1 2.42 2.69 217
Intestinal Prevalence (%) 0 7.14 50 7857 100 61.54
inflammation Intensity 1 1 2.45 2.57 2.13
Epithelial Prevalence (%) 0 0 1429 6429 9286 6154
desquamation Intensity 1 1.67 2.46 2
Kidney leukocyte  Prevalence (%) 0 0 7.14 85.71 7857  69.23
depletion Intensity 1 1.58 1.45 1.67
Spleen leukocyte Prevalence (%) 0 0 7.14 5714 7143  69.23
depletion Intensity 1 1 11 111

Table 1: Summary of the pathological findings throughout the oral inoculation experiment.
Prevalence of infection with Enteromyxum scophthalmi and major injuries reported. The
intestinal inflammation refers to the presence of inflammatory cells in the lamina propria-
submucosa. The intensity is expressed in a range from 1 to 3, according to the presence and
severity of the lesions: mild or low (1), moderate (2) or severe (3).

Several developmental stages of E. scophthalmi occurred in the
different sections of the digestive tract of recipient turbot from day 7
Pl. Moderate to severe desquamative enteritis was observed from day
24 PI. The epithelium acquired a scalloped edge as the parasite burden
increased (fig. 3a). In severer cases, E. scophthalmi stages surrounded
by detached cells in the intestinal lumen (fig. 4a) and evident loss of

the lining epithelium were seen, mainly at days 33 and 39 PI (fig. 5a).
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Among the intestinal inflammatory infiltrates, there were several cells
with apoptotic shapes (fig. 5a, insert). In these fish, the intertubular
tissue of the anterior kidney and white pulp in the spleen were
noticeably diminished.

No developmental stages of E. scophthalmi were found in the other
organs examined. Neither histological changes nor parasitic stages
were observed in fish from the control group.

The examination of dead turbot tissue sections revealed severe
desquamative enteritis accompanied by high burden of E. scophthalmi

stages in the lining epithelium of the digestive tract and gastric glands.

>
14

Figures 2 to 5: Light microscopy micrographs of control and turbot infected with Enteromyxum
scophthalmi. Figures a are sections stained with toluidine blue and figures b are images of the
immunohistochemistry with the anti-active caspase-3 antibody. 2: Anterior intestine in the early
stages of the disease (a) and pyloric caecum of a control turbot (b). 2a: The arrows point at
basophilic forms located at the base of the epithelium, mainly seen in the first post-inoculation
samplings. Bar = 50 ym. Insert: Detail of a basophilic form. Bar = 10 um. 2b: Solitary
immunostained cell in the epithelium (arrowhead). Bar = 50 ym. 3: Pyloric caecum of turbot with
moderate infection. 3a: Several E. scophthalmi stages. Note the scalloped epithelial lining. Bar =
20 um. 3b: Active caspase-3+ cells (arrowheads) were mainly seen in the epithelium, but not
necessarily in direct contact with E. scophthalmi (arrows). Bar = 50 ym. Insert: Two active-
caspase-3+ cells with small spherical morphology. Bar = 10 uym. 4: Hindgut of turbot presenting
severe lesions. 4a: Multiple stages of development of E. scophthalmi (arrows) in the lining
epithelium. Desquamated cells were either individually (arrowheads) or in clusters (asterisk) in
the lumen. Bar = 50 ym. 4b: Detached epithelial cells (arrowheads) in the intestinal lumen
appeared immunostained. Notice the presence of various stages of E. scophthalmi free in the
lumen (arrows). Bar = 50 ym. 5: Anterior segment of gut of turbot with severe lesions. 5a: One
severely affected fold devoid of epithelial lining. Basal membrane was exposed (arrowhead) and
many inflammatory cells were present in the lamina propria-submucosa, some of them showing
morphological changes of apoptosis. Bar = 100 pm. Insert: Rounding, shrinkage and
fragmentation of cells in the lamina propria-submucosa. Bar = 10 ym. 5b: Large number of
active-caspase-3+ cells were seen between the inflammatory infiltrates. Bar = 200 pm. Insert:
Detail of an area containing immunostained cells showing apoptotic morphology in the
inflammatory infiltrates. Bar = 10 pm.
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9.4.3. Detection of apoptosis

On the one hand, the results of the TUNEL staining for apoptosis were
variable and sometimes unspecific images could be seen. Mild levels
of background hindered the differentiation between apoptotic and
viable cells and sometimes did not allow making a correct assessment

of the number of apoptotic cells (fig. 6a).

On the other hand, the immunohistochemical assay to detect active
caspase-3 in tissues achieved a more accurate characterization and

identification of apoptotic cells in different tissues.

9.4.3.1. Active caspase-3+ cells in the intestinal epithelium

In control fish, the number of active caspase-3+ cells was scarce
(table 2; fig. 2b). Some of the spherical basophilic structures in fish
with slight infection were positive to anti-active caspase-3 antibody. In
turbot with moderate lesions, positive cells occurred along the infected
epithelium near the myxosporeans (fig. 3b), although in most cases
there was no direct contact between apoptotic cells and parasites. In
severe cases, there were many stained cells in the attached epithelium

and desquamated cells free in the lumen (fig. 4b).

9.4.3.2. Active caspase-3+ cells in the intestinal LP

There was scarce immunoreactivity in the cells of the LP in fish from
absent, slight and moderate groups (table 2). However, numerous
positive cells were present in the inflammatory infiltrates of the severe
group (fig. 5b), especially in the turbot in which the epithelium was
entirely desquamated.
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Disease status

Control  Absent Slight  Moderate  Severe

Kidney leukocyte depletion - - -1+ +H++ +H[+++
Spleen leukocyte depletion - - [+ -+ H++
Oesophagus + + ++ ++ ++
Stomach + + + ++ +H+
Apoptosis in the Pyloric caeca + ++ ++ ++ NM
lining epithelium Anterior gut + ++ ++ ot ++
Midgut + + + +++ NM
Hindgut + ++ + ++ +
Apoptosis in LP + + + H++ P

Table 2: Semi-quantitative study of the leukocyte depletion in the lymphohaematopoietic organs
and apoptosis in the intestine. The depletion was evaluated from 0+ to 3+ (absent, mild,
moderate, severe) by light microscopy observation. The number of apoptosis was manually
counted in the intestinal epithelium and lamina propia-submucosa (LP). The scale ranges
correspond to: 1+ < 25 apoptosis per section (APS), 2+ from 25 to 60 APS, 3+ from 60 to 100
APS and 4+ > 100 APS. NM indicates a not measurable value because of the epithelial
desquamation.

9.4.3.3. Active caspase-3+ cells in lymphohaematopoietic
organs
In the kidney and spleen, positive cells were distributed throughout the
parenchyma of both organs without clear association with any
histological structure (fig. 6b), except in turbot from the severe group,
in which apoptosis appeared mostly in the lymphoid tissue surrounding
the melanomacrophage centres (fig. 6¢). As infection appears, the
number of active caspase-3+ cells tends to increase in both organs, but
more clearly in the spleen (fig. 7). In spite of this increasing trend, no
significant statistical differences between infected groups were noted.
On the other hand, more positive cells were counted in both the control
and absent groups. The difference between the number of active
caspase-3+ cells in the kidney of control and slight group was

statistically significant.
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Figure 6: Light microscopy micrographs of the detection of apoptosis in the spleen of control and
infected turbot. Figure 6a was stained using TUNEL technique and figures 6b and 6c were
immunostained employing the antibody anti-active-caspase-3. 6a: Turbot from control group.
Positive staining appears with different intensities in many nuclei, which prevents the
characterization of cells in apoptosis. Bar = 25 ym. 6b: Turbot from control group. Scant active-
caspase-3+ cells are scattered throughout the parenchyma. Bar = 25 ym. 6c: Turbot from severe
group. Immunostained cells are mostly distributed near the melanomacrophage centres
(asterisk). Bar = 25 ym.

Figure 7. Counts of active-caspase-3+ cells in lymphohaematopoietic organs in control fish and
in fish of the four disease status cathegories. Bars represent the mean of the category and error
bars represent the standard error of the mean. The mean is calculated from the sum of all
positive cells in the images obtained in each turbot. The spleen showed a non-significant
increase in the number of apoptosis along the worsening of the disease. In the kidney the trend
over the infection is to increase, however the highest count was obtained in the control group.
The diminution of active-caspase-3+ cells of kidney in the slight group (*) compared to the
control group was significant at level P < 0.05.
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9.4.4. Immunostaining of the parasites

The immunohistochemical technique applied for the detection of
E. scophthalmi showed an evident staining of the different stages of

development of the myxosporean (fig. 8a).

During the first phases of the enteromyxosis, some of the spherical
basophilic structures distributed among the enterocytes were
immunostained (fig. 8b), and they were mainly located near to the

basal lamina.

In the stages of development that contained secondary and tertiary
cells within, there was more evident immunoreactivity in the primary
cell (fig. 8c). When advancing the disease, the parasite might be
observed released into the lumen, either free or surrounded by
detached epithelial cells. No positive staining against E. scophthalmi

was found in the remaining studied organs or in control fish.

9.4.5. Simultaneous characterization of apoptosis and

E. scophthalmi

The double immunostaining against active caspase-3 and
E. scophthalmi displayed apoptosis and parasites concurrently in the
lining epithelium of the digestive tract, although no co-localization of

both antibodies was observed in the infected turbot (fig. 8d).

At the beginning of the enteromyxosis, the spherical basophilic
structures occurring at the base of the epithelium were differently
immunoreactive to either active caspase-3 or E. scophthalmi

antibodies.
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In fish with moderate lesions, a higher number of epithelial cells
undergoing apoptosis were noted in the parasitized folds. Occasionally,
the stages of the myxosporean appeared with active caspase-3+
epithelial cells near them (fig. 8d).

In turbot with intense parasitization and large epithelial desquamation,
various parasites appeared in the intestinal lumen free or surrounded

by groups of epithelial cells undergoing apoptosis (fig. 8e).

Figure 8: Light microscopy micrographs of the immunostaining of Enteromyxum scophthalmi
(8a,b,c) and double immunostaining of active-caspase-3 and E. scophthalmi (8d,e) in the
digestive tract of infected turbot. 8a: Parasite stages appeared stained in the epithelium lining of
the anterior gut. Bar = 200 pm. 8b: Gastric epithelium in which there were several
E. scophthalmi developmental stages, particularly one early stage near the basement membrane
(arrow). Bar = 50 ym. Insert: Early stage of E. scophthalmi showing uniform staining throughout
the cell. Bar = 10 ym. 8c: Developmental stages of E. scophthalmi consisting of a primary cell
and inside other secondary or even tertiary cells showed intense immunostaining with the
protocol applied. Bar = 20 um. 8d: The use of double immunostaining showed no co-localization
of active-caspase-3 and E. scophthalmi. Apoptotic cells (brown) were in the nearness of the
parasites (purple), but not in direct contact. Bar = 25 pm. 8e: Group of desquamated apoptotic
epithelial cells (brown) surrounding a stage of E. scophthalmi (purple). Bar = 20 ym.

204



N

Articulo III< ",

9.5. Discussion

Throughout the different experiments conducted with turbot exposed
to E. scophthalmi by several pathways, cells with morphological signs
of apoptosis occurring in the digestive epithelium, inflammatory
infiltrates and lymphohaematopoietic organs have been observed
(Bermudez et al. 2006, 2010, Redondo et al. 2004, Sitja-Bobadilla et
al. 2006). The necessity of establishing the difference between early
stages of E. scophthalmi and apoptotic epithelial cells, as well as
assessing the occurrence of apoptosis through the disease, supported
the use of specific techniques to characterize programmed cell death.
So, the main aim of this study was to achieve a reliable technique to
identify and quantify the cells undergoing apoptosis during turbot

enteromyxosis.

Typical gross lesions of turbot enteromyxosis were observed in
challenged turbot, especially at the last samplings. The findings were
consistent with the description of the disease (Bermudez et al. 2010).
Developmental stages of E. scophthalmi in the digestive epithelium
occurred from day 7 PI, and the progression of the disease was similar
to the results obtained in other oral inoculations (Redondo et al. 2002).
The prevalence of the infection increased as the disease progressed;
however, a diminution of the parasitic burden, prevalence and severity
of the lesions was noted in the last sampling. This might mean that
these fish are particularly resistant to infection, a feature discussed in
previous experiments (Bermudez et al. 2006, Sitja-Bobadilla et al.
2004).
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In initial phases of turbot enteromyxosis, a simultaneous increase in
both early parasitic forms and apoptotic epithelial cells was noted. The
morphology of the early stages of E. scophthalmi located at the base of
the intestinal lining epithelium hindered their differentiation from
apoptotic cells (Bermddez et al. 2010, Redondo et al. 2004). To
characterize them, on the one hand, we first tried to detect apoptosis
using the TUNEL procedure in sections of formalin-fixed, paraffin-
embedded tissues. Even though the TUNEL assays have been applied
in sections of mammals and another fish species (Alemafi et al. 2001,
Negoescu et al. 1998, Passantino et al. 2010, Rucker et al. 2010), this
technique did not work properly when applied to tissue sections of
turbot. Besides, we obtained false positives jointly with moderate
levels of background. This fact was already observed by other authors
(Sloop et al. 1999, Stahelin et al. 1998, Tateyama et al. 1998), as in the
kidney and liver of mice even having eliminated the factors related to
the harvesting, preparation and staining of the samples that produce
false-positive staining (Pulkkanen et al. 2000). On the other hand, the
activation of caspases is one of the most specific indicators of the
process of apoptosis (Duan et al. 2003, Wyllie 2010) and constitutes an
alternative to the employment of the TUNEL assay (Hughes & Gobe
2007). The immunohistochemical technique stained cells with

apoptotic morphological changes and the results were repeatable.

The employment of a double immunohistochemical assay against
active caspase-3 and E. scophthalmi antibodies provided a method to
distinguish apoptosis from developmental stages of the myxosporean,

as there was no co-localization of the immunostaining. The
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identification of early parasite structures makes easy the histological

diagnosis in samples fixed and embedded in paraffin.

In relation to the apoptosis in the lining epithelium, the increase in the
cell death is closely related to the epithelial desquamation, and several
studies describe that pathogens activate caspase-3 during the contact
with the host cell (Chin et al. 2002, Huston et al. 2000, Panaro et al.
2007).

E. scophthalmi may exert direct damage on enterocytes, as its
intercellular location compressed adjacent host cells (Bermudez et al.
2010, Redondo et al. 2003). In fact, the presence of parasites causes
alterations in the intestinal lining epithelium that trigger the
detachment of enterocytes from the basement membrane (Bermudez et
al. 2010). Strikingly, in the infection by E. scophthalmi, the active
caspase-3+ cells were located in the parasitized folds, but not
necessarily in direct contact with the myxosporean. The stages of
development may release substances that induce apoptosis in infected
areas. Similar to that occurs in rat intestinal epithelial cells provoked
by nematode-derived molecules (Kuroda et al. 2002) or in human
intestinal epithelial cells by Giardia intestinalis Kofoid &
Christiansen, 1915 (Panaro et al. 2007). Another reason would be an
increase in the rate of epithelial cell turnover promoted by cytokines as
a strategy to expel the parasites, as reported in the infection by
Trichuris trichuria L. in human (Cliffe et al. 2005). Furthermore, in
turbot enteromyxosis, apoptosis might influence the host immune
response against the parasite by means of two different ways. On the
one hand, the increase in the apoptotic rate in the epithelium of the
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digestive tract would reduce the inflammatory response at this level
(Chin et al. 2002, Henson et al. 2001, Henson 2004). On the other
hand, the viability of the cells surrounding the parasites, which is
demonstrated by the absence of the anti-active caspase-3 labelling,
would help to maintain the infection and provide nutrients in a similar
manner as mammal enterocytes infected with C. parvum (Liu et al.
2008).

After damaging the enterocytes and releasing to the environment,
E. scophthalmi removed from the epithelium individually or
surrounded by epithelial cells. These surrounding cells underwent
anoikis when detached from the basement membrane. Besides, when
parasites are released into the intestinal lumen surrounded by a layer of
epithelial cells, these remnant cells might help to protect and maintain
the viability of the parasite in external conditions (Redondo et al.
2003).

Another striking finding was the large numbers of active caspase-3+
cells that appeared in the intestinal inflammatory infiltrates of turbot
from severe group. The way in which apoptosis triggers in the LP may
be due to the mediators released by the parasite during the infection
(Gavrilescu & Denkers 2001), or to the existence of an exacerbated
inflammatory reaction (Bermudez et al. 2007, Sitja-Bobadilla 2008).
As a result, that creates an oxidative and full of immune molecule
environment resulting in the cytokine-receptor binding that activates
the caspases (Wyllie 2010).
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The decreasing number of leucocytes in kidney and spleen of turbot
with severe infection was already observed by Sitja-Bobadilla et al.
(2006) and Bermudez et al. (2006, 2010). In sharpsnout sea bream, a
similar depletion occurs during the infection by E. leei (Alvarez-
Pellitero et al. 2008). The former authors attributed this depletion to a
possible augment in apoptosis at the level of lymphohaematopoietic
tissues or to the leucocyte migration to the intestinal LP. The
increment in apoptosis in the kidney and spleen was not significant,
although there was a clear increasing trend.

As a consequence, the depletion would not be only caused by the
occurrence of apoptosis in cells of anterior kidney and spleen, but also
due to the recruitment and migration of leucocytes to the parasitized
intestine. Besides, the increment of apoptosis in the inflammatory cells
populating the LP would contribute to the leucocyte depletion
observed.

Surprisingly, in the current work, the employment of the
immunohistochemistry to demonstrate active caspase-3+ cells showed
a diminution of apoptosis in the lymphohaematopoietic organs of the
infected fish compared to control. The events that occur during the
early stages of inflammation, such as hyperaemia and the clonal
expansion of Ig+ cells at the beginning of the disease (Bermudez et al.
2006), contribute to the relative decrease in the number of apoptosis
with respect to the total organ area.

To summarize, the infection with E. scophthalmi in turbot increased
apoptosis in intestinal epithelial cells. However, this fact did not seem
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to be the unique cause of epithelial desquamation. It might help to
promote the breakdown of the epithelial barrier or may suppose a host
response to clear the parasitization. Otherwise, the phenomenon of
anoikis in desquamated cells surrounding the parasite promotes the
dispersion of the myxosporean. Finally, the widespread apoptosis
among the leucocytes in intestinal inflammatory infiltrates aggravates
the depletion in the lymphohaematopoietic tissues and appears as an
important factor in the severity of the enteromyxosis.
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10.1. Abstract

Enteromyxum scophthalmi is an intestinal myxosporean parasite
responsible for serious outbreaks in turbot Psetta maxima (L.) culture,
in North-western Spain. The disease affects the digestive tract,
provokes severe catarrhal enteritis, emaciation and high rates of
mortality. The digestive parasitization triggers a response with the
coordinate participation of immune and neuroendocrine systems
through the action of peptides released by enteroendocrine cells and
present in nervous elements, acting as neuro-immune modulators. The
present study was designed to assess the response of the turbot
neuroendocrine  system against E. scophthalmi  infection.
Immunohistochemical tests were applied to sections of the
gastrointestinal tract of uninfected and E. scophthalmi-infected turbot
to characterize the presence of bombesin (BOM), glucagon (GLUC),
somatostatin  (SOM), leu-enkephalin (LEU) and met-enkephalin
(MET). The occurrence of E. scophthalmi in the turbot gastrointestinal
tract increased the number of enteroendocrine cells immunoreactive to
SOM, LEU and MET. On the other hand, BOM and GLUC
immunoreactive cells were less numerous in the gastrointestinal tract
of the parasitized turbot. Scarce immunoreactivity to BOM, GLUC and
SOM was observed in nerve fibres and neurons of the myenteric
plexus of control and infected fish. The results indicate that
E. scophthalmi infection in turbot induced changes in the
neuroendocrine system, with the diminution of the anorexigenic

peptides BOM and GLUC; the increase of enkephalins, related to pro-
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inflammatory processes; and the increase of SOM, which may cause
inhibitory effects on the immune response, constituting a
compensatory mecanism to the exacerbated response observed in

E. scophthalmi-infected turbot.
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10.2. Introduction

Turbot Psetta maxima (L.) is an increasingly cultured species in
Europe, particularly in Spain with 7760 tonnes of production (73% of
the global total) in 2011 (FEAP 2012). Amongst the pathologies
responsible for high economic losses in turbot, enteromyxosis due to
Enteromyxum scophthalmi (Palenzuela et al. 2002) is noteworthy
causing infection prevalence and mortality near to 100% in the
affected stocks during epizootic episodes (Branson et al. 1999). This
parasite causes severe desquamating enteritis, which leads to the death
of fish with evident emaciation. Prevention and control of turbot
enteromyxosis is complicated as the direct transmission of
E. scophthalmi in natural and experimental infections has been
demonstrated (Redondo et al. 2002, 2004), and treatments against
several myxosporean infections, including enteromyxoses, are
ineffective (Athanassopoulou et al. 2004, Bermldez et al. 2006a,
Yokoyama et al. 1990). Along with the enteritis and leukocyte
depletion observed in the head kidney and spleen from infected turbot,
either a defective or delayed immune response has been also reported
during outbreaks (Bermudez et al. 2006b, 2010, Sitja-Bobadilla et al.
2007).

The immune, nervous and diffuse endocrine systems respond
cooperatively against intestinal aggressions, as it has been described in
mammals and fish responding to digestive tract parasite infection
(Bermudez et al. 2007, Bosi et al. 2005a, Dezfuli et al. 2003, McKay
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& Fairweather 1997). The communication between these three systems
occurs by means of neuro-immune modulators (Snoek et al. 2010).
Bidirectional interactions exist between the immune and
neuroendocrine systems and the enteric nervous system may
coordinate a multi-system response aimed at eradication of the parasite
and, subsequent intestinal recovery. In the last decade, several
publications have described variations in neurotransmitters in the
digestive tract of parasitized fish (Bosi et al. 2005a, 2005b, Dezfuli et
al. 2000, 2002, 2003, 2004, 2009, 2011), and a previous insight into
the distribution of neuropeptides in the gut of E. scophthalmi-infected
turbot was reported (Bermddez et al. 2007). The aim of this study was
to evaluate the gastrointestinal function by assessing the presence and
variations of enteroendocrine system related peptides in
E. scophthalmi-infected turbot by means of immunohistochemistry.
The knowledge of the response of the neuroendocrine system of turbot
against enteromyxosis may provide light into the development of
infection and the improvement of new therapeutic strategies.
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10.3. Materials and methods

10.3.1. Fish and sampling procedure

Turbot came from an experimental infection with E. scophthalmi by
effluent transmission (Bermudez et al. 2006b). Briefly, eighty turbot
obtained form a fish farm in North-western Spain were used as
receptor fish and exposed to the water effluent of a tank containing
infected donor turbot. Another group of eighty uninfected control fish
were hatched and reared with microbe-free water supply (flow-through
supply of cartridge-filtered 1 pm mesh and UV-irradiated seawater).
At 20, 40, 56, 78 and 107 days post exposure (PE) five turbot of each
group were randomly chosen, necropsied and samples of stomach,
pyloric caeca and intestine (anterior, medium and posterior intestine)
were taken. Five fish, presenting a similar number of parasitic forms
and lesions in the digestive tract, were selected for
immunohistochemical studies. These fish corresponded to those
sampled at 40 days PE to the parasite, presenting enough lesions to
elicit an evident inflammatory response but not as severe as to mask

the results.

10.3.2. Histology and immunohistochemistry

Samples of the digestive tract were fixed in Bouin’s fluid (12 h at
4°C), dehydrated in graded ethanol series and embedded in paraffin
wax. Microtome sections of 1-3 upm thick were deparaffinised,

hydrated and stained with haematoxylin-eosin or toluidine blue. For
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the immunohistochemistry, sections were collected on slides pre-
treated with Vectabond (Vector Laboratories, CA, USA), allowed to
dry overnight, and then dewaxed and hydrated. All washing
procedures consisted of three successive 5 min immersions in
phosphate-buffered saline (PBS; 8 mM Na;HPOs, 3 mM NaH2POy,
150 mM NacCl, 0.5% [v/v] Tween 20, pH 7.4). Endogenous peroxidase
activity was quenched by incubation in 3% hydrogen peroxide in PBS
for 20 min, and sections were treated with normal goat serum (1:20)
for 30 min to block non-specific staining. After incubation with the
primary antisera (table 1), anti-rabbit EnVision+ System Labelled
Polymer-HRP (Dakocytomation, Milan, Italy) was incubated for 30
min. Samples were developed wusing 3,3’ diaminobenzidine
tetrahydrochloride (0.04% w/v in Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4), washed in
distilled water, counterstained with haematoxylin, dehydrated and
mounted. The specificity of reactions was tested incubating in parallel
negative controls, by substituting the primary antibody for PBS or an
irrelevant polyclonal antibody. Sections of mammalian (swine)

alimentary canal were used as positive controls.

10.3.3. Quantitative analysis of positive cells

Images were obtained using an Olympus camera (Camedia 3030,
Olympus, Italy) connected to a photomicroscope Olympus BX51.
Three digitised images were collected from each studied organ
(stomach, pyloric caeca and anterior, medium and posterior intestine),
using a 200x enlargement, and comparable regions from infected and

control turbot were examined. The number of immunoreactive cells to
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the used primary antiserum was counted on these images (75 images

counted from each of the two groups).

Working

Anti-serum dilution Incubation time Code Source

BOM 1:1000 12 hat4°C IHC 7113 Peninsula Lab.
GLUC 1:2000 48 hat4°C - J.M. Pollack
LEU 1:1000 ON at 4°C CA-08-235 Genosys Biotechnol.
LEU 1:2500 ON at 4°C RAS 8601N Peninsula Lab.
MET 1:400 ON at 4°C GTX42620 Gene-Tex
MET 1:1000 ON at 4°C T-4294 Bachem AG
SOM 1:800 ON at 4°C CA-08-325 Genosys Biotechnol.
SOM 1:1000 ON at 4°C AB1976 Chemicon Int.

Table 1: List of the primary antisera used in this study: BOM: bombesin, GLUC: glucagon, LEU:
leu-enkephalin, MET: met-enkephalin, SOM: somatostatin. ON: over night.

10.3.4. Statistics

A Student’s t-test was used to compare the means (average + SEM) of
the number of endocrine cells positive to the used primary antisera
between uninfected and infected groups of turbot. The statistical
analyses were performed using the GraphPad Prism 5.0 program
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) and the minimum

significance level was set at P < 0.05.
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10.4. Results

10.4.1. Histopathological findings

In fish from infected group, developmental stages of E. scophthalmi
were found in the epithelial layer of all examined sections, but they
were prevalent in pyloric caeca and anterior intestine. The presence of
the parasite in the digestive tract of infected fish was usually
associated with mild catarrhal enteritis, with focal detachment of the
damaged epithelial layer and moderate numbers of inflammatory cells
(mainly lymphocytes) in the lamina propria-submucosa. No parasitic
forms were observed in fish from control group, in which the mucosal
epithelium was always intact and the tunica propria-submucosa was

devoid of inflammatory signs.

10.4.2. Presence and distribution of entero-endocrine cells

(ECs) and nervous structures

In the present study, the presence of five neuromodulators was
recognized in digestive tissue sections taken from either infected or
control turbots. The expected negative or positive reactions were
observed in the negative or positive controls, respectively.

10.4.2.1. Bombesin (BOM)

Immunohistochemical test with anti-BOM antiserum revealed spindle-
shaped positive ECs in the lining epithelium of the stomach, being
absent in the other portions of the digestive tract. The number of

immunopositive cells was significantly higher in control than infected
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animals (fig. 1 and table 2). Nerve fibres and nerve cell bodies
immunoreactive to anti-BOM antiserum were noted in the nervous
plexuses of the gastrointestinal tract, especially in the myenteric plexus
in stomach and posterior intestine, mainly in healthy fish (fig. 2).

10.4.2.2. Glucagon (GLUC)

GLUC-immunoreactive ECs occurred throughout all the portions of
gastrointestinal tract of both control and infected turbot. In the
stomach, few fusiform-elongated and/or rounded shape GLUC-
positive ECs were respectively found at the basis of the lining
epithelium and the ad luminal portion of the gastric glands. In the
pyloric caeca and the intestine, a moderate amount of spindle GLUC-
immunostained cells was detected at the basis of the epithelium.
GLUC-ECs were more frequent in the anterior and medium intestine
(fig. 1). Recipient turbot showed a significantly fewer number of ECs
than control turbot (table 2). Immunoreactive nerve fibres were rarely
detected in both infected and control turbot, located in the tunica
propria-submucosa in the intestine (fig. 2), and in the myenteric plexus

of the posterior intestine.

10.4.2.3. Leu-enkephalin (LEU)

High numbers of LEU-immunoreactive, elongated ECs were
demonstrated in all digestive portions of both control and infected
turbot (fig. 1), except in the stomach, where they were absent. A
significant increase in the mean number of ECs immunoreactive to
LEU antiserum was found in turbot infected with E. scophthalmi
(table 2). Neither positive nerve cell bodies nor nerve fibres were
detected. In infected turbot, scattered or grouped rounded cells with
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abundant cytoplasm compatible with melanomacrophage aggregates
located in the tunica propria-submucosa were also immunostained with
LEU antiserum (fig. 2).

10.4.2.4. Met-enkephalin (MET)

Elongated ECs reactive against MET antiserum were observed in the
three portions of intestine and pyloric caeca of both control and
infected turbot (fig. 2). The mean number of MET-ECs was superior in
infected than control turbot although no statistical differences were
detected (table 2). No positive nerve cell bodies or nerve fibres were
detected.

10.4.2.5. Somatostatin (SOM)

SOM-immunoreactive ECs occurred in the gastric glands and in the
lining epithelium of the stomach showing different appearance.
Thereby, the ECs in the gastric gland were ovoid while the cells of the
epithelial mucosa were spindle-shaped (fig. 2). Immunohistochemical
test with antiserum raised against SOM revealed a significantly higher
number of positive ECs in infected than control turbot (fig. 1 and
table 2). SOM-immunoreactive nerve fibres were observed in the
Meissner’s and Auerbach’s plexuses from the stomach to the posterior
intestine of both control and infected animals. Although infrequent,
they appeared with more intense immunostaining in the anterior

intestine of infected turbot.
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Figure 1: Immunohistochemical assays using anti-bombesin and anti-somatostatin antibodies
on stomach, anti-glucagon and anti-leu-enkephalin antibodies on gastrointestinal tract of turbot
control and infected with E. scophthalmi (arrows). BOMBESIN: Stomach. Immunoreactive cells
appeared mainly in the lining epithelium of stomach in higher number in the control. Bars = 100
pm. GLUCAGON: Medium intestine. Immunostained cells were ovoid to slightly spindle-shaped
and located at the basal area of the lining epithelium. Bars = 100 pm. LEU-ENKEPHALIN:
Anterior intestine of control and medium intestine of infected. Elongated immunopositive cells
were located in the lining epithelium in higher quantity in infected than in control turbot. In
infected turbot there were rounded immunostained cells prone to cluster in the lamina-propria
submucosa, compatible with incipient melanomacrophage aggregates (triangles). Bars = 100
um. SOMATOSTATIN: Stomach. Immunoreactive cells appeared both in the gastric glands and
lining epithelium more frequently in the infected turbot. Bars = 100 um. Insert: Immunopositive
cells were elongated in the gastric lining epithelium whereas ovoid in the gastric glands. Bar = 50
pm.

&
<

Anti-serum Uninfected fish Infected fish t-test P value
BOM 6.2 £0.57 4.35+0.41 2.644 0.029"
GLUC 9.68 £ 0.53 7.27 £0.52 3.252 0.012
LEU 10.67 + 1.04 13.93 £ 0.85 2427 0.041"
MET 15.62 + 0.96 17.14+0.92 1.145 0.285
SOM 3.08+£0.16 7.55+0.56 7.263 0.000"

Table 2: Mean number of endocrine cells immunoreactive to antisera in the digestive tract of
turbot uninfected and infected with E. scophthalmi. Mean values are given * standard error of
the mean. Student’s t-test was performed using GraphPad Prism 5. BOM: bombesin, GLUC:
glucagon, LEU: leu-enkephalin, MET: met-enkephalin, SOM: somatostatin. Differences between
mean numbers of endocrine cells from uninfected and infected turbot are " significant and
highly significant.
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Figure 2: Gut sections of turbot immunostained with anti-bombesin (BOM), anti-glucagon
(GLUC), and anti-met-enkephalin (MET) antisera. BOM: Hindgut of control turbot. On the left,
immunopositive nerve fibres were detected in the submucosal (arrowheads) and myenteric
(arrows) plexuses of the hindgut. Bar = 200 um. On the right, there is a detail of the fibres in the
myenteric plexus. Bar = 50 um. GLUC: Hindgut of infected turbot. Inmunoreactive nerve fibres
of the Meissner’s plexus, in the submucosa. Bar = 50 um. MET: Anterior intestine of control
turbot. Immunopositive epithelial cells were mainly elongated or spindle-shaped and located in
the lining epithelium. Bar = 50 um.
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10.5. Discussion

By means of light microscopy examination, different developmental
stages of the myxosporean E. scophthalmi were detected in the
digestive tract of turbot experimentally exposed to the parasite. The
presence of the parasite was noteworthy in the pyloric caeca and
anterior intestine, preferential sites of E. scophthalmi invasion, from
where it extends to the rest of the digestive tract (Redondo et al. 2004).
The association between the presence of the myxosporean in the
epithelium of the gastrointestinal tract and epithelial desquamation and
inflammatory infiltrates in the intestinal lamina propria-submucosa
concurs with other descriptions of the disease (Bermudez et al. 2010,
Branson et al. 1999, Redondo et al. 2002). In general, the extension

and severity of the lesions were in accordance with the parasite burden.

BOM is a peptide that may play an endocrine role in the control of
gastric functions such as regulation of acid secretion, inhibition of
gastric emptying and stimulation of gastrointestinal motility
(Holmgren 1985). Furthermore, the ability of BOM to decrease meal
size and shorten the duration of eating has been demonstrated in
several mammalian and fish species (Jensen 2001, Volkoff et al.
2005). In fish, BOM immunoreactivity is found in both nerves and
endocrine cells, although the localization varies among species (Jensen
2001). In this study, BOM immunoreactivity was observed in ECs in
the stomach, nerve cell bodies and fibres of the gastrointestinal
nervous plexuses of turbot. This distribution is quite similar to the

description in other fish species, in which the ECs are located in the
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foregoing sections of the gastrointestinal tract (Bosi et al. 2004, Cinar
et al. 2006), and the nervous system elements are distributed almost
throughout the gastrointestinal tract (Bosi et al. 2004, Domeneghini et
al. 2000). In the present study, a significant decrease in the number of
BOM-immunoreactive ECs was found in infected turbot. Similar
results were obtained in S. trutta infected with Cyathocephalus
truncatus (Dezfuli et al. 2003) and Oncorhynchus mykiss infected with
Eubothrium crassum (Bosi et al. 2005b). The diminution of BOM
anorexigenic effects in infected turbot would be related to the
favouring of the gastric emptying and a reduction of the satiety

sensation.

GLUC is a peptide with hyperglycaemic and lipolytic action in fish
(Moon 1998). Its levels appear increased after feeding (Navarro et al.
1993), fact related to higher plasma levels of glucose and stimulation
of inhibitory feeding systems, which results in an anorexigenic effect
in fish (Le Bail & Roeuf 1997). The distribution of GLUC-
immunoreactive cells observed in this work was similar to that
described by Reinecke et al. (1997) in juvenile turbot. The presence of
E. scophthalmi in the digestive tract of turbot provoked a significant
descent in the number of GLUC-immunopositive ECs. These results
are analogous to those observed in S. trutta infected with C. truncates
(Dezfuli et al. 2003), O. mykiss infected with E. crassum (Bosi et al.
2005b) and Leuciscus cephalus infected with Pomphorhynchus laevis
(Bosi et al. 2005a). Bosi et al. (2005b) suggested that the reduction of
GLUC secreting cells would increase appetite. A similar effect might
be supposed in E. scophthalmi infected turbot, although a hypothetical

increase of food intake would not ameliorate turbot body condition,
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due to the damage of the intestinal lining epithelium, and the

subsequent failure in absorption of nutrients.

Enkephalins (MET and LEU) belong to the endogenous opiate system.
In mammals they participate in modulating inflammation, have an
inhibitory effect on intestinal peristalsis and reduce fluid and
electrolyte secretion (Holzer 2009, Lukiw 2006, Radulovi¢ et al.
1996). In the digestive tract, they are released by enteric neurons,
endocrine cells and immune cells (Holzer 2009). A significant increase
in LEU-immunoreactive cells was noted in L. cephalus in response to
the presence of P. laevis and Gasterosteus aculeatus infected with
Glugea anomala (Bosi et al. 2005a, Dezfuli et al. 2004). Also, the
number of cells positive for MET was significantly higher in Carassius
carassius var. auratus subjected to experimental lead intoxication
(Pederzoli et al. 1996); Silurus glanis and Barbus barbus infected with
P. laevis (Dezfuli et al. 2011); and in S. trutta infected with different
species of helminths (Dezfuli et al. 2000, 2002, 2008). In turbot
infected with E. scophthalmi, the increase in the number of ECs
immunopositive to LEU and MET antisera may suppose a mechanism
to feedback the effects on intestinal motility and fluid secretions
promoted by the increase in substance P (SP) and the diminishment of
vasoactive intestinal peptide (VIP) (Bermuadez et al. 2007). Although
the enkephalins counteract fluid secretion, they inhibit propulsive
motor activity and this may be related to the distension and content
accumulation within the intestine macroscopically observed in turbot
(Holzer 2009).
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Mammalian leukocytes (mainly monocytes, some granulocytes, and
even lymphocytes) synthetize opioid peptides in response to releasing
agents such as cytokines, during stress or inflammation (Machelska &
Stein 2006, Rittner et al. 2001). The same functions have yet to be
established in fish, but several authors have observed changes in the
number of cells or nerve fibres immunoreactive to these peptides in
response to helminthic infections (Dezfuli et al. 2002, 2004, 2008,
2011). In infected turbot LEU-immunoreactive rounded cells that
tended to cluster in the lamina propria-submucosa were compatible
with incipient centres of melanomacrophages (MMCs). LEU-
immunostained cells were also observed in the same location in
L. cephalus infected with P. laevis (Bosi et al. 2005a), as well as
melanomacrophages in the tissues around Diphyllobrothrium
dendriticum plerocercoids in Coregonus lavaretus (Dezfuli et al.
2007). Melanomacrophages migrate to the inflammatory focus and the
development of MMCs occurs within maturing chronic inflammatory
lesions (Agius & Roberts 2003), Melanomacrophages accomplish
similar functions of mammalian follicular dendritic cells, participating
in antigen trapping and presentation (Kato et al. 2013, Saunders et al.
2010, Vigliano et al. 2006) and their changes in size and density are
used as indicators of contamination (Dabrowska et al. 2012). The
increase of LEU immunoreactive ECs and the presence this
neuropeptide in MMCs in the intestinal lamina propria-submucosa and
lymphoid tissue of infected turbot (authors’ unpublished results)
indicates the participation of LEU in the response to the intestinal

aggression.
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In the current study, no MET-immunoreactive mast/eosinophilic
granular cells, such as those reported in other teleost species (Dezfuli
et al. 2008, 2009, 2011), could be observed in the lamina propria-
submucosa of either infected or control fish. This result also coincides
with the absence of this type of cell immunoreactive to serotonin

described in previous studies (BermuUdez et al. 2007).

The presence of SOM has been reported in several fish species (Cinar
et al. 2006, Domeneghini et al. 2000, Ku et al. 2004, Pan et al. 2000,
Pederzoli et al. 1996, Youson et al. 2001). In teleosts, there are two
main forms of SOM, SOM-25 and SOM-14, the latter identical to
mammalian SOM (Reinecke et al. 1997). In our study in turbot, the use
of commercial antisera against SOM (SOM-14) has shown
immunopositive cells mainly in the stomach and few nerve fibres in
the lamina propria-submucosa, agreeing with the results obtained
throughout the ontogeny and the juvenile stage of turbot (Reinecke et
al. 1997). SOM modulates almost all functions of gastrointestinal
activity, exerting a great supressing effect on gastric emptying and
intestinal peristalsis (Van Op den bosch et al. 2009). SOM inhibits
exocrine, endocrine and various peptides secretions, which include
GLUC-like peptides and VIP (Larsson 2000, Van Op den bosch et al.
2009). According to our results, the diminution of GLUC and VIP-ECs
(BermuUdez et al. 2007) may be influenced by the increase of SOM-
ECs.

SOM  exerts  several immunosuppressing  activities  or
immunomodulation. It inhibits the production of oxygen reactive

species, adhesion and accumulation of granulocytes, lymphocyte and
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monocyte proliferation and production of proinflammatory substances
(Pintér et al. 2006, Sirinek & O’Dorisio 1991). SOM counteracts the
effect of SP, due to the reduction of the release of tachykinins from
enteric neurons or opposing receptor actions (Holzer & Holzer-Petsche
1997, ten Bokum et al. 2000). The SP actions inhibited by SOM
include vasodilatation in arterioles, plasma protein extravasation,
leukocyte accumulation and cytokine production by immune cells and
other stimulated types of cells (Pintér et al. 2006). The increase in the
levels of SP in turbot infected with E. scophthalmi has been related
with the development of the immune response in the gut and increased
immunoglobulin carrier cells, and even a runaway proinflammatory
response was suggested associated to the high levels of this peptide in
infected turbot (Bermudez et al 2006b, 2007). In contrast, the increase
in the number of SOM-immunoreactive cells in parasitized turbot may
be a compensatory mechanism to lessen pro-inflammatory SP effects,
as the levels of other inhibitory peptides did not vary (calcitoinin gene-
related peptide, CGRP) or even decreased (VIP) (Bermudez et al.
2007).

In addition, SOM and its analogues can promote apoptosis in normal
and tumour cells acting on both the extrinsic and the intrinsic cell
death pathways (Pyronnet et al. 2008). The SOM analogue octreotide
provokes inhibition of enterocyte migration and proliferation, which
results in loss of intestinal regeneration. The administration of
octreotide was related to enterocyte DNA fragmentation, boosting and
predisposition to apoptosis (Thompson 1998). The increase of SOM
during turbot enteromyxosis may affect epithelial apoptosis and
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regeneration, contributing to the enterocyte cell death and lining

desquamation (Losada et al. 2012).

Summarizing, with respect to the digestive processes and functions of
the gastrointestinal tract, although the descend of levels of
anorexigenic peptides as BOM and GLUC would contribute to delay
satiety mechanisms and increase food intake, since infected turbot
present gastrointestinal lesions that hamper absorption of nutrients.

A possible disproportioned immune response in enteromyxosis has
been previously suggested, with the raise of proinflammatory
substances as SP, and the decrease in the inhibitory peptides as VIP
(Bermudez et al. 2007). Increased levels of enkephalins would boost
immune response as they have been related to inflammatory processes.
On the other hand, the increment in SOM-positive ECs may represent
an antagonistic mediator that opposes the rampant proinflammatory
response (Bermudez et al. 2007), although these effects would not be
able to diminish the lesions and the inflammatory infiltrates.
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