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Resumen

El pulpo comun Octopus vulgaris, es parte de una rama evolucionada de moluscos, que presenta
caracteristicas mas desarrolladas, como un sistema nervioso centralizado y un sistema circulatorio formado
por venas Yy arterias. Todas estas caracteristicas hacen del pulpo uno de los modelos de animal invertebrado
mas utilizado en diversas disciplinas. Sin embargo, el conocimiento de su sistema inmunitario es muy
limitado. En esto trabajo se han utilizado técnicas de protedmica masiva o shotgun combinadas con
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS) utilizando un LTQ-
Orbitrap Elite para analizar, por primera vez, las proteinas del plasma de pulpo comuin. Se compararon
mediante proteémica cuantitativa TMT (tandem mass tag) muestras de plasmas de pulpos previamente
expuestos a distintos estimulos, tanto estimulos patégenos, como zymosan A y la bacteria Vibrio lentus
inactivada por calor, como a estimulos no patégenos (injertos de tejido ajeno en musculo). Los resultados
obtenidos mediante estudios integrados in silico han permitido identificar un elevado nimero de proteinas,
las cuales se anotaron y clasificaron en base a distintas herramientas bioinformaticas. Entre ellas se
identificaron proteinas implicadas en el reconocimiento y la defensa y respuesta inmune del pulpo frente a
patégenos y agresiones externas, asi como proteinas de respuesta frente a lo no propio. También se
identificaron un total de 14 péptidos con potencial capacidad bioactiva, obtenidos mediante digestiones in-
silico.

Introduccion

El interés por el pulpo a nivel comercial no ha dejado de aumentar en los ultimos afios, lo que ha resultado
en una sobreexplotacion pesquera que incrementa la necesidad de establecer una acuicultura sostenible. El
pulpo comun es un potencial candidato para la acuicultura debido a su ciclo de vida rapido y corto, su alta
tasa reproductiva, un gran valor nutricional y su alta demanda (Vizcaino et al., 2023). Una de las prioridades
para establecer una acuicultura eficiente y sostenible que garantice el bienestar animal, es la prevencion de
enfermedades. Para ello, una de las estrategias clave para poder desarrollar protocolos que ayuden y
potenciar su capacidad de lucha contra patégenos y agresiones externas y prevenir enfermedades es conocer
su sistema inmune y comprender como estos animales se defienden y contrarrestan situaciones estresantes.
Dichas estrategias se esgrimen actualmente como una de las principales herramientas para mejorar su salud
y bienestar. A dia de hoy el sistema inmune de los pulpos y de los cefalépodos en general esta poco
estudiado, centrandose los escasos estudios existentes en organismos modelo (Castellanos-Martinez et al.,
2014a). Al igual que el resto de moluscos, el sistema inmune de los cefalépodos es simple y primitivo, ya
que Unicamente cuenta con un sistema inmune innato, aunque muy eficiente. Aparte de los hemocitos o
células circulantes de la hemolinfa, como parte del sistema esté la inmunidad humoral llevada a cabo por
moléculas y proteinas disueltas en el plasma que actlian como agentes antimicrobianos en los procesos de
agregacion de la hemolinfa o en la activacion del sistema de complemento. Las proteinas del plasma son
uno de los pilares del sistema inmune en cefalépodos. En este trabajo se presentan los primeros resultados
del analisis de protedbmica masiva o shot-gun en plasma de pulpo comun, lo cual permite la identificacion
masiva de proteinas implicadas en defensa y respuesta inmune con gran precision y rapidez.

Material y métodos

Los ejemplares de pulpo comdn Octopus vulgaris procedentes la Ria de Vigo se mantuvieron en las
instalaciones de acuario del 1IM-CSIC en tanques individuales en condiciones estandar y alimentacion ad
libitum. Los estimulos patdgenos seleccionados fueron Zymosan A (4 mg/ml) y Vibrio lentus (10°
UFC/mL) inactivada por calor. Para la inmunoestimulacién se utilizaron dos vias de inyeccion, intravenosa
(IV) mediante la inyeccicon de 200 pL de cada estimulo en la vena caudal, e intramuscular (IM), mediante
inyeccion de 500 pL de cada uno de los estimulos en el masculo del 4° brazo. Ademas, se realiz una
inmunoestimulacién por injerto de tejido ajeno, tanto aloinjerto (A), como xenoinjerto (X) mediante
incision en la piel del manto a nivel ventral e insercién de un pequefio fragmento de tejido a nivel

subcutaneo que se cerrd con grapas quirdrgicas. Previamente a la inyeccion de los estimulos, y antes de la



toma de muestras, los animales se anestesiaron con una disolucion de MgClI2 al 1.5% en agua de mar filtrada
y 1% de etanol al 100%. Se realizé un muestreo de hemolinfa de todos los ejemplares a las 4h, 24h y tras
reinfeccion a los 20 dias de estimulacion (IM e 1V), asi como a los 15 dias tras los injertos. La extraccién
de la hemolinfa se realizé con una jeringa de insulina desde la vena caudal. Una vez extraidas y
cuantificadas las proteinas del plasma de las muestras a estudio se procedi6 a su digestion con tripsina,
liofilizacién y resuspension en urea y bicarbonato de amonio para su desnaturalizacién. Se utilizé un
marcaje isobarico TMT con el fin de cuantificar y analizar las proteinas en un Unico analisis de
espectrometria de masas. Tras desalinizacion, la mezcla de péptidos se analizo en el espectrometro de masas
LTQ-Orbitrap Elite mediante nano-cromatografia liquida acoplado a un espectrometro de masas
LTQOrbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific) (Stryinski et al, 2019). Las muestras fueron analizadas
mediante HCD (high collision dissociation) al 40% durante una separacién cromatografica en una nano-
columna de C18 durante 2 horas. El procesamiento de los datos se realizé con ayuda del Proteomi
Discoverer 2.4 (Thermo Fisher Scientific). La prediccion de los péptidos bioactivos presentes en el plasma
del pulpo comun se realiz6 mediante simulaciones de digestién in-silico con las enzimas tripsina y 12
pepsina con ayuda del software MS-Digest.

Resultados y Discusion

Se identificaron un total de 750 proteinas diferentes que fueron analizadas mediante el programa
bioinformatico PANTHER R (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships) que permite la
clasificacion e identificacion de la funcion de genes/proteinas a partir de un gran volumen de datos
bioldgicos, destacando proteinas relacionadas con la respuesta inmune, como la peroxiredoxina 2 y las
caspasas. Los resultados conseguidos muestran 20 clases de proteinas distintas, asociadas con 12 procesos
bioldgicos diferentes y encargadas de realizar 10 funciones moleculares distintas, destacando distintos
procesos celulares, procesos metabdlicos, regulacion biologica, respuesta a estimulos, sistema inmune y
sefializacion. El analisis de rutas moleculares realizado mediante el software DAVID (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) v.2021, y especificamente el estudio de dominios
funcionales InterPro, identificé 6 dominios principales (Espectrina, Thioredoxina, Calponina, Factor de
elongacion e inmunoglobulina). Se determiné la abundancia diferencial de las principales proteinas en
relacion al tipo de inmunestimulacion con el objeto de identificar marcadores de respuesta inmune. Ademas,
se identificaron un total de 14 péptidos con potencial capacidad bioactiva, de los cuales 9 presentan un
potencial antibacteriano, obtenidos mediante digestiones in-silico. Los resultados de proteinas y péptidos
bioactivos obtenidos en este trabajo resultaran de gran ayuda en futuras investigaciones relacionados con
protocolos de inmunoestimulacion y seleccion de individuos resistentes a infecciones en el pulpo comin
en condiciones de cultivo 0 mantenimiento en sistemas de acuarios. Este trabajo representa un gran paso
adelante para caracterizar el proteoma de la hemolinfa de O. vulgaris y un punto de partida para comprender
la capacidad de respuesta inmune del pulpo frente a distintos patégenos/ o estimulos no propios.
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