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durante la estivacion de los peces pulmonados

Innate immunity and antimicrobial functions of the cocoon
during estivation in lungfish
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Grupo de Inmunologia Celular e Inmunogenética (GICIG), Facultad de Medicina, Sede de Investigacion
Universitaria, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Resumen

El paso de los vertebrados de la vida acuatica a la terrestre, ocurrido hace 400 millones de aflos
durante el Devoniano, es uno de los eventos mas importantes de la evolucion animal. Los peces
pulmonados, o dipnoos, son los peces vivos mas cercanos a los tetrapodos terrestres y su estudio
es fundamental para entender la terrestrializacién y posterior radiacion de los vertebrados a los
multiples ecosistemas terrestres. Estos peces poseen los genomas animales mas grandes conocidos
hasta ahora, con genes necesarios tanto para la vida acuatica como para la terrestre. Los peces
pulmonados de Africa (Protopterus sp.) y Suramérica (Lepidosiren paradoxa) tienen la capacidad
de estivar en las temporadas de sequia y entrar en un estado de sopor en el que disminuyen muchas
de sus actividades metabdlicas y respiran aire. Durante la estivacion estan expuestos a multiples
microrganismos presentes en el lodo circundante, pero en el caso de los Profopterus sp., exhiben un
capullo que actia como una barrera inmunologica en la que se localizan granulocitos que desarrollan
las trampas extracelulares de neutrofilos (NETs), donde quedan atrapados los microrganismos que
son controlados por los multiples compuestos antimicrobianos presentes en el capullo.

Palabras claves: Peces pulmonados; Dipnoos; Estivacion; Capullo; Inmunidad innata; Granulocitos;
NETs.

Abstract

The transition of vertebrates from aquatic to terrestrial life, which occurred 400 million years ago
during the Devonian Period, is one of the most important events in animal evolution. Lungfish, or
dipnoans, are the living fish most closely related to terrestrial tetrapods, and their study is essential
for understanding the terrestrialization and subsequent radiation of vertebrates into the many
terrestrial ecosystems. These fish possess the largest animal genomes known to date, containing
genes necessary for both aquatic and terrestrial life. The lungfish of Africa (Protopterus sp.) and
South America (Lepidosiren paradoxa) can aestivate during dry seasons, entering a state of torpor
in which many of their metabolic activities decrease and they breathe air. During aestivation, they
are exposed to multiple microorganisms present in the surrounding mud. In the case of Protopterus
sp., they exhibit a cocoon that acts as an immunological barrier containing granulocytes that develop
neutrophil extracellular traps (NETs), which trap and control the multiple antimicrobial compounds
present in the cocoon.

Keywords: Lungfish; Dipnoi; Aestivation; Cocoon; Innate immunity; Granulocytes; NETSs.

Introduccion

Los grandes saltos evolutivos, como el paso de la unicelularidad a la pluricelularidad, del
exoesqueleto de los invertebrados al endoesqueleto de los vertebrados, de la vida acuatica
a la terrestre, entre otros, requieren la acumulacion de multiples cambios genéticos. La
conquista de la tierra por los vertebrados acuaticos, evento conocido como terrestrializacion
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(Perry et al., 2008), ocurrié en el Devoniano Tardio y fue un evento seminal en la
evolucion de los vertebrados terrestres que requirié de multiples adaptaciones anatomicas
y fisiologicas (Ashley-Ross et al., 2013; Fishman et al., 1986), pero permitio la radiacion
de las especies y la ocupacion de multiples ecosistemas terrestres.

Los cambios y adaptaciones requeridos para el paso de la vida acuatica a la terrestre
incluyen: 1) el cambio de aletas a extremidades anteriores y posteriores (tetrapodos) para
la movilidad; 2) la transformacion de branquias a uno o dos pulmones para la respiracion
(Cupello et al., 2022; Bassi et al., 2005; da Silva et al., 2008; da Silva et al., 2017; de
Moraes et al., 2005; Nunan et al., 2019; Zhang et al., 2023) y la presencia de surfactante
recubriendo la superficie de las mucosas respiratorias (Orgeig & Daniels, 1995); 3) las
adaptaciones en el craneo, la boca y la mandibula para acceder a fuentes de alimentacion
diferentes; 4) la ubicacidn espacial en el entorno terrestre que requiere de cuello, y 5) la
exposicion a microrganismos patdgenos existentes en la tierra o el aire.

Los peces pulmonados (dipnoos) son los peces vivos mas cercanos a los tetradpodos
terrestres, con una historia evolutiva de 400 millones de afios (Figura 1) (Brinkmann
et al., 2004a; Brinkmann ez al., 2004b; Palominos et al., 2024; Yokobori et al., 1994,
Zhu & Yu, 2002). Los dipnoos tienen adaptaciones tanto a la vida acuatica como a la
terrestre; en el caso de la terrestre es importante la presencia de pulmones (Figura 2) y de

Figura 1. Posicion filogenética de los peces pulmonados de acuerdo al analisis de las proteinas
RAG1 y RAG2. Tomado de Brinkmann et al. (2004b). Arbol filogenético inferido de 14 especies y
1.078 aminoacidos de las secuencias RAG1 y RAG2 (Brinkmann et al., 2004b)

Figura 2. Vista lateral del pulmén disecado de Protopterus dolloi. Tomado de https://en.wikipedia.
org/wiki/Lungfish
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vestigios de extremidades anteriores y posteriores diferentes a las aletas, de tal manera que
su estudio es fundamental para comprender este quiebre evolutivo. En la presente revision
se presentan las principales caracteristicas genomicas de los dipnoos y se describen
especificamente los mecanismos de inmunidad innata que ocurren durante los periodos
de estivacion durante las prolongadas temporadas de sequia en Protopterus sp., y los que
protegen de la infeccion por parte de los microrganismos presentes en el medio circundante
en Lepidosiren paradoxa.

Filogenia, taxonomia y estivacion

Los peces pulmonados pertenecen al orden de los Ceratodontiformes (Tabla 1), y estan
distribuidos en tres familias: la familia Neoceratodontidae, con una sola especie viviente,
Neoceratodus forsteri, que vive en Australia; la familia Protopteridae, con cuatro especies
vivientes en Africa, Protopterus aethipicus, P. amphibius, P. annectens y P dolloi,
y la familia Lepidosirenidae, con una sola especie, Lepidosiren paradoxa, que vive en
Suramérica, en la cuenca del rio Amazonas (Figura 3).

Tabla 1. Taxonomia de los peces pulmonados o dipnoos

Familia Género Especie Continente
Neoceratodontidae Neoceratodus forsteri Australia
Protopteridae Protopterus aethipicus Africa
Protopterus amphibious Africa
Protopterus anectens Africa
Protopterus dolloi Africa
Lepidosirenidae Lepidosiren paradoxa Suramérica

Figura 3. Espécimen de Lepidosiren paradoxa (A) y su distribucion geografica en Suramérica
(B). A. Espécimen de Lepidosiren paradoxa capturado en Leticia (Colombia) en 1966 durante una
excursion del Club Cientifico Colombiano (3C) en la que particip6 el autor; actualmente exhibido en
el Museo de Ciencias Naturales La Salle, Instituto Tecnologico Metropolitano, Medellin, Colombia.
Fotografia tomada el 15/10/2024. B. Distribucion de los registros de Lepidosiren paradoxa en
Suramérica (Ubs6u!d-pongsakorn - Own work, CC BY-SA 4.0, https://commons.wikimedia.org/w/
index.php?curid=146682451;)
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Una de las caracteristicas mas peculiares de los dipnoos, especificamente de las cuatro
especies de Protopterus africanos y de la amazonica L. paradoxa (aunque extrafiamente
no de la australiana N. forsteri), es su capacidad de estivar. Esto significa que, ademas de
vivir libres en el agua, pueden vivir en tierra por meses o aflos durante las temporadas de
sequia respirando aire, bien sea dentro de un capullo de moco parcialmente deshidratado
en el caso de las especies de Protopterus, o en una especie de madriguera en el lodo
en el caso de L. paradoxa (Casadei & Salinas, 2023; Glass et al., 2009). Durante la
estivacion los especimenes de Protopterus sp. se enrollan, reducen su actividad metabdlica
y secretan grandes cantidades de moco que se endurece y forma un capullo translicido de
color parduzco que los protege de la desecacion y cumple funciones inmunoldgicas, como
se describe mas adelante (Casadei & Salinas, 2023; Heimroth ez al., 2021; Heimroth
et al., 2018). La estivacion requiere de complejas adaptaciones fisiologicas (Amelio &
Garofalo, 2020; Glass et al., 2009) y de una extensa remodelacion de la piel y las mucosas
que aumenta drasticamente la vulnerabilidad frente a los patdgenos presentes en la tierra
o en el aire que respiran por fuera del agua (Heimroth et al., 2021; Sturla et al., 2002),
lo que determina la necesidad de adaptaciones en la respuesta inmune que les permitan
sobrevivir en estas condiciones extremas.

El genoma de los dipnoos

La hipotesis de que los dipnoos son el eslabon viviente mas cercano entre los vertebrados
acuaticos y los tetrapodos terrestres se ha visto respaldada por los analisis recientes de
sus genomas (Metcalfe et al., 2012; Otto, 2021) (Tabla 2). Meyer ef al. (2021) lograron
ensamblar el genoma de los 17 macrocromosomas y 10 microcromosomas de N. forsteri,
cuyo tamaifio total es de 43Gb (14 veces mas grande que el genoma humano) y 31.120
genes codificantes, y exhibe una sintenia altamente conservada con los cromosomas de los
tetrapodos. Alrededor del 90 % del genoma de N. forsteri esta compuesto por secuencias
repetitivas, principalmente de elementos largos intercalados (long interspersed nuclear
elements, LINE), las mas altas reportadas en genomas animales. El analisis de los genes
seleccionados positivamente mostrd que estos estan relacionados, ante todo, con la
preadaptacion a la vida terrestre, siendo los principales el surfactante necesario para el
mantenimiento de la superficie pulmonar, el regulador del desarrollo pulmonar ssh, los
receptores olfatorios, particularmente los genes V2R del receptor del 6rgano vomeronasal,
y una expansion del grupo de los genes /oc relacionados con el desarrollo de los miembros
y, en consecuencia, con el desplazamiento terrestre de los tetrapodos.

Por su parte, Wang ef al. (2021) estudiaron el genoma de Protopterus annectens,
el cual tiene 40 Gb en 17 cromosomas con 19.457 genes codificadores de proteinas. En
esta especie las relaciones filogenéticas reconstruidas con 5.149 genes ortologos de otras
ocho especies de vertebrados confirmaron que los peces pulmonados constituyen el linaje
hermano mas cercano a los tetrapodos, de los cuales divergieron hace 419 millones de
aflos, al inicio del Devoniano. El analisis de la expresion génica evidencid, asimismo,
el papel de los genes del surfactante de la superficie pulmonar y la transicion de aletas
a miembros. La comparacion de los perfiles de expresion relacionados con la estivacion
mostré que algunos se regulan negativamente, como los relacionados con la actividad
hormonal del cerebro y el colageno de la matriz extracelular de la piel, en tanto que ocho
de los diez genes de proteinas de choque térmico, que pueden tener un papel protector en
las temporadas de sequia, se regulan positivamente.

Tabla 2. Caracteristicas de los genomas gigantes de los dipnoos

Especie Tamafio Versus genoma humano Referencia
Neoceratodus fosteri 43GB 14X Meyer et al., 2021
Protopterus annectens ~ 40GB 13X Wang et al., 2021
Lepidosiren paradoxa 91Gb 30x Schartl et al., 2024
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El genoma de L. paradoxa (Schartl et al., 2024), por su parte, alcanza 91Gb en 19
cromosomas con 19.777 genes. Es el genoma animal mas grande que se haya secuenciado
(cerca de 30 veces el tamafio del genoma humano y el doble de los otros dos géneros de
dipnoos), y es particularmente rico en ADN repetitivo y en elementos transposables (ET)
(cerca de 85Gb), los cuales contintian expandiéndose.

Los organos y las células de defensa de los dipnoos

El sistema inmune de los dipnoos contiene todos los componentes estructurales, celulares
y funcionales de los demas vertebrados gnatostomados, esto es, un sistema inmune innato
y un sistema inmune adaptativo, altamente conservados, que se comunican y colaboran
para una respuesta inmune efectiva (Rauta ef al., 2012). En los dipnoos el sistema inmune
tiene la exigencia de responder a los inmundgenos presentes en su fase de vida acudtica
de nado libre, asi como durante la estivacion. En cuanto a los estudios realizados sobre el
sistema inmune de los dipnoos y su importancia en la adaptacion a la vida terrestre, los
primeros estudios sobre las células de su sistema inmune datan de principios del siglo XX,
cuando Bryce (1906) describi6 el desarrollo del timo en L. paradoxa. Posteriormente,
en 1931, Jordan y Speidel (1931) describieron la formacion de células sanguineas en
Protopterus aethiopicus en condiciones de nado libre y estivacion; segiin estos autores,
los principales organos hematopoyéticos son el bazo, los intestinos y el rifion. Los
granulocitos se forman en el intestino, la cépsula renal, las goénadas y el bazo; existen
varias formas de estas células, siendo las mas frecuentes las eosinofilicas. Una observacion
importante de este estudio es que los granulocitos eosinofilicos parecen estar asociados con
la estivacion. Se postula que Protopterus sp. tienen la mayor diversidad de granulocitos
de todos los vertebrados (Casadei & Salinas, 2023). Bielik y Strauss (1993) estudiaron
las caracteristicas citoquimicas y ultraestructurales de los granulocitos de L. paradoxa y
los clasificaron tentativamente como eosinofilicos I y II y basofilicos, y confirmaron que
los eosinofilicos son los mas frecuentes. Riberiro et al. (2007) analizaron también en
L. paradoxa las caracteristicas morfologicas de las células circulantes y del exudado en
el celoma recolectadas en diferentes momentos después de la inyeccion de tioglicolato,
y encontraron linfocitos, monocitos, macrofagos y diferentes poblaciones de fagocitos
polinucleares con las caracteristicas morfoldgicas de otras especies de vertebrados. Los
autores denominaron los granulocitos basofilicos como granulocitos III; la peroxidasa
y la fosfatasa alcalina se encontraron principalmente en los granulocitos II, los cuales
correspondieron al 85 % de las células del exudado. Mas recientemente, Tacchi et al.
(2015) estudiaron la estructura de los tejidos linfoides de los dipnoos africanos P. dolloi
y P. annectens 'y encontraron tanto los mas primitivos agregados de células linfoides
no encapsulados (LA) como los tejidos linfoides encapsulados mas organizados de las
mucosas (O-MALT) en la mucosa nasofaringea e intestinal, donde, ademas, se encontraron
transcriptos de las cadenas pesadas de inmunoglobulinas (IGH) y de CD3 de los linfocitos
T, los cuales aumentaron en presencia de infecciones. Es importante sefialar que en los
dipnoos también se ha detectado la presencia de componentes del sistema complemento
(Sato et al., 1999).

Capullo de estivacion

En los peces teleodsteos la piel es un epitelio mucoso compuesto por capas de células
en contraste con los vertebrados terrestres, cuya piel no contiene células secretoras de
moco y esta queratinizado. En cuanto a los dipnoos, Heimroth et al. (2018), utilizando
cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS), la base de datos
de RNA-seq de Illumina y bases de datos de proteinas de dipnoos publicadas previamente,
hicieron el analisis comparativo del inmunoproteoma del moco de Protopterus dolloi
libre en el agua, durante la terrestrializaciéon y en el moco producido por las branquias.
El moco cutaneo en fase terrestre se encontrd enriquecido en proteinas con funciones
antimicrobianas como las histonas y las proteinas S100. Especificamente el analisis
ontolédgico del proteoma del moco cutaneo en fase terrestre mostro funciones relacionadas
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con el procesamiento de virus, respuesta a bacterias Gram negativas y sefiales mediadas
por el factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor, TNF). Los autores concluyeron
que el moco cutaneo durante la fase de terrestrializacion permite una mejor proteccion
contra patégenos externos presentes en la tierra.

Mas recientemente, el grupo de Heimroth et al. (2021) demostrd que en P. dolloi el
capullo formado durante la estivacion no es una estructura inerte, sino que esta formado
por capas con una estructura celular bien definida, compuesta por células epiteliales,
endoteliales, caliciformes e inmunes, ademas de una red de canales recubiertos por células
escamosas, con presencia de un gran numero de bacterias en grumos, lo que sugiere que
el capullo se forma por el desprendimiento sucesivo de capas de células epiteliales y
proliferacion de las células epiteliales aplanadas en la capa externa del capullo (Figura 4).

En cuanto al papel de los granulocitos que en la fase de nado libre migran de los
depdsitos de estas células en el intestino, los rifiones y las gonadas hacia la piel y del capullo
al inicio de las temporadas de sequia y sus funciones en la defensa antimicrobiana, los
autores encontraron que al iniciarse la terrestrializacion hubo un aumento de granulocitos
circulantes acumulados a las dos semanas en la piel, lo que demostré histolégicamente y
por la expresion del mARN del receptor de la quimiocina 2 (cxcr?2), la elastasa (elane) y la
mieloperoxidasa (mpo); asimismo, observaron areas con desprendimiento de la epidermis
de la membrana basal e infiltracion por granulocitos. En el capullo también encontraron una
alta transcripcion de genes de células epiteliales como la citoqueratina 8 (ck8), de péptidos
antimicrobianos como las defensinas-p (dfb! a dfb4), de citocinas proinflamatorias como
la interleucina 1P (i/1b) y la interleucina 8 (i/8), productos de las células caliciformes como
las mucinas 2 y 4 (muc2 y muc4), y productos de los granulocitos (cxcr2, elane, mpo)
(Casadei & Salinas, 2023).

En conjunto, estos hallazgos demuestran que durante la terrestrializacion se produce un
capullo vivo donde se atrapan bacterias y hay transcripcion activa de genes con prolongada
accion antimicrobiana. Uno de los hallazgos mas interesantes de este estudio fue la
demostracion de que durante la terrestrializacion los granulocitos que salen del cuerpo
entran a ser parte integral del capullo y sufren ETosis (ET), una forma de muerte celular
en la que se libera la cromatina decorada con histonas y hasta 30 proteinas globulares,
muchas con actividad antimicrobiana, las cuales forman redes extracelulares que permiten
atrapar bacterias y hongos y que se conocen como trampas extracelulares de neutrdfilos
(neutrophil extracellular traps, NETs) (Casadei & Salinas, 2023) (Figura 4). El papel
protector de estas trampas extracelulares se demostrd aplicando aerosoles de la enzima
ADNasal por varios dias en la superficie de animales en estivacion, lo cual resulté en
lesiones cutaneas, hemorragias, edema de la cabeza, prolapso del ano y septicemia por
bacterias tipo cocos (Figura 5).

Amelio y Garafolo (2023) estudiaron en P. dolloi los cambios morfologicos
y funcionales de la piel a los 0, 5 y 40 dias de induccion de la estivacion mediante
microscopia de luz e inmunofluorescencia. A los seis dias encontraron una disminucioén
del grosor de la epidermis, de las células caliciformes productoras de moco (que ya no
se requieren para la formacion del capullo) y de las células epidérmicas presentes en
la capa media de la epidermis. A los 40 dias el grosor de la epidermis aumento y las
células caliciformes y epidérmicas disminuyeron y se localizaron en la capa externa de
la epidermis. Mediante inmunofluoorescencia, los hallazgos mas relevantes fueron el
aumento de la enzima aldehido oxidasa (AO), la disminucion a los seis dias y posterior
recuperacion de la enzima 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) y de las proteinas
de choque térmico (HSP70 y HSP90), posiblemente para preservar la estructura tisular y
facilitar el retorno posestivacion. La HSP70 se localizd principalmente en el citoplasma
de las células epidérmicas y en la membrana de las células productoras de moco, lo que
sugiere, segun los autores, que desempefiaria un papel protector contra el dafio oxidativo.

Recientemente, Palominos et al. (2024) estudiaron los cambios ocurridos durante
la induccion de la estivacion en P. annectens de Africa occidental. Los anélisis por
microscopia electronica mostraron gran cantidad de bacterias y hongos en la superficie
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Figura 4. Diagrama de los cambios que ocurren en los peces pulmonados africanos durante la
terrestrializacion y algunos factores ambientales que pueden afectar a los péptidos antimicrobianos.
Tomado de Casadei y Salinas (2023)

Figura 5. El tratamiento con ADNsa-1 en Protopterus dolloi terrestrializado produce lesiones
cutaneas, hemorragias, edema de la cabeza (G), prolapso del ano (H) y septicemia. Tomado de
Heimroth et al. (2021)

externa del capullo que no parecian comprometer la salud de los animales, con lo que
se comprueba que este es una barrera que impide el acceso de los gérmenes a la piel.
Para determinar la posible actividad antimicrobiana del capullo, se tomaron muestras del
capullo a las dos y seis semanas de estivacion que fueron cocultivadas con Escherichia
coli; sin embargo, no se detectd ninguna actividad inhibitoria en las muestras tomadas
en estos dos tiempos. El estudio histolégico de muestras tefiidas con yoduro de propidio
y DAPI demostré que la mayoria de las células de las capas interna y externa del capullo
estaban vivas en los dos momentos estudiados y correspondian a nucleos de granulocitos;
ademas, se visualizaron trampas de neutréfilos (NETs). Tomados todos estos hallazgos en
conjunto, como lo sugiere Olena (2021), podria concluirse que convierten el capullo en
una “chaqueta” inmunolégica extracorporal.
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La respuesta inmune de la especie L. paradoxa suramericana se ha estudiado menos;
sin embargo, recientemente Bernades ef al. (2024) describieron el transcriptoma en
muestras de piel de tres especimenes sometidos a injurias en tres momentos diferentes;
estudiaron en particular los genes de las lectinas, glicoproteinas con capacidad de unir
carbohidratos, y entre estos, los de las interlectinas, miembros de la familia de las lectinas
dependientes de Ca*" que contienen un dominio conservado de fibrindgeno (FReD) que les
permite aglutinar microrganismos, lo que sugiere que participan en la inmunidad innata.
A los siete dias después de la injuria, se identifico la interlectina 2 (LpITLN2-B), la cual
present6 una alta afinidad por disacaridos como la D-manosa y las moléculas de Poli(I-C)
y LPS, lo que apunta a una actividad antimicrobiana.

Conclusiones

Los peces pulmonados o dipnoos son el eslabén mas cercano en el paso de los vertebrados de
la vida acuatica a la terrestre. Estos peces exhiben caracteristicas anatdmicas y fisiologicas,
asi como un sistema inmune (tema de interés especifico de esta revision), que les permiten
vivir tanto en el agua como fuera de ella. Una de las peculiaridades mds notorias es su
capacidad de estivar en las temporadas de sequia; en estas condiciones respiran aire y entran
en un estado de sopor que posibilita a las especies de Protopterus vivir por largos periodos
dentro de un capullo. Este capullo esta formado por células epiteliales y moco secretado por
las células caliciformes de la piel, y es infiltrado por células de la respuesta inmune innata,
como los granulocitos eosinofilicos, que al morir por ETosis liberan el ADN que forma redes
(NETs) con gran variedad de proteinas cuya actividad antimicrobiana les permite contener
a las bacterias y hongos atrapados en ellas. La respuesta inmune en los dipnoos durante
la estivacion es una muestra de los complejos eventos evolutivos del sistema inmune que
permiten responder a los microrganismos patégenos presentes en los diferentes habitats que
ocupan las especies durante su ciclo vital.
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