Estudio de dos componentes de las
defensas innatas del esturidn
cultivado en un establecimiento de
piscicultura en Uruguay.

Mauricio Castellano
Tutor: Dra. Ana Ferreira
Cotutora: Dra. Andrea Villarino

S, cenciatura en Blouin
,:,,';;::5 Licenciatura en Bioquimica
1\ Facultad de Ciencias

e FACULTAD DE
UNIVERSIDAD CIENCIAS

DE b%sgg:#lCA UDELAR | fcien.edu.uy JU“O 2015



Agradecimientos.

En primer lugar quiero agradecer a mi tutora Ana y cotutora Andrea que me abrieron
las puertas de los laboratorios de Inmunologia y Bioquimica. En este tiempo que llevo
trabajando junto a ellas, han estado siempre presentes para orientarme, ayudarme, y
permitirme que me sienta cémodo en el laboratorio. Ha sido sin duda un verdadero privilegio
tenerlas en esta etapa de mi formacidn cientifica. Quiero agradecer a Valeria, quien ademas de
ser una excelente compafiera, realizé algunos de los experimentos que se muestran en este
trabajo. Agradezco también a los compafieros de la 314 en facultad de ciencias y a mis
companferos del laboratorio de Inmunologia que siempre me ayudaron cuando precisé una
mano y con quienes compartir mis jornada de trabajo ha sido un placer. También agradezco a
la ANIl que me otorgd una beca de iniciacidn a la investigacién, a Alltech que financié el
proyecto de investigacion que permitid la realizacidn de esta tesina, a Biotech que brindd los
suplementos alimenticio, a Esturiones del Rio Negro que puso a disposicidn la infraestructura,
personal y muestras, y en particular al Ing. Daniel Conijeski y a la Msc. Elena Fernandez. Por
ultimo y no menos importante agradezco a mi familia por el apoyd y el carifio de siempre y en

particular a mi abuelo, a quien he recordado mucho en estos ultimos dias.



Resumen.

El esturidén (Acipenser spp.) es criado actualmente en nuestro pais en la granja de
piscicultura “Esturiones del Rio Negro” (localizada en el embalse de Baygorria) para la
produccion y comercializacion de su carne y huevas sin fertilizar (caviar). Si bien este
emprendimiento ha sido muy exitoso, en los meses cdlidos del afio ocurre un aumento en la
mortalidad de los esturiones por una combinacién de factores ambientales que posiblemente
afecten el sistema inmune de estos peces, particularmente sus componentes innatos. Con el
fin de comenzar a abordar esta problematica y contribuir al conocimiento de esta especie tan
pobremente estudiada, se optimizaron dos técnicas que permiten determinar la funcionalidad
de dos componentes esenciales de la inmunidad innata del esturidn: la via alternativa del
sistema del complemento y la lisozima. Utilizando estas técnicas se evidencid que la
funcionalidad de ambos componentes del sistema inmune innato fue significativamente
diferente en verano respecto al invierno en hembras adultas mantenidas en las condiciones de
cultivo de la granja. Estos resultados nos hicieron sospechar que la elevada temperatura que
alcanza el agua en el verano, podria ser uno de los principales factores ambientales
responsable de las alteraciones observadas sobre el funcionamiento de estos componentes de
la inmunidad. Por lo tanto, estudiamos los efectos de la temperatura (18°C o 24°C) en
esturiones cultivados en condiciones controladas (agua de pozo de muy alta pureza, pH, p0O2)
buscando reflejar las temperaturas de cultivo a las que se enfrentan los esturiones en invierno
y verano. En este experimento, el aumento de la temperatura afectd la funcionalidad de la via
alternativa del sistema del complemento y la lisozima reproduciendo los efectos observados
en los esturiones mantenidos en las condiciones de cultivo. Esto apoya la idea de que la
temperatura cumple un papel clave sobre la funcién de estos componentes de la inmunidad.
Por otra parte, utilizamos las metodologias desarrolladas para estudiar el efecto de un
suplemento alimenticio e inmunoestimulante (Biopack) sobre el estado sanitario global de los
esturiones y sobre estos dos componentes de la inmunidad. Los resultados mostraron que
este suplemento tuvo efectos benéficos muy modestos sobre el deterioro ocasionado por las
temperaturas altas. En conjunto, el trabajo realizado permitid optimizar ensayos para la
medicién de la via alternativa y la lisozima y mostré que estos pardmetros de la inmunidad
innata pueden ser utiles para el seguimiento del estado sanitario de los esturiones en granjas

de piscicultura.
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1. Introduccion

1.1. Generalidades sobre el esturion.

La denominacidn esturion engloba unas 27 especies pertenecientes a la clase mas
abundante de peces dseos, los actinopterigios.[1] Esta clase constituye el grupo mas diverso
de vertebrados ya que contiene mas del 99% de las especies de peces, lo cual representa unos
30.000 ejemplares. Los actinopterigios se dividen en dos subclases, los neopterigios y los
condrdsteos. La primera es la subclase mds abundante de peces, dentro de la cual se
encuentra la infraclase teledsteos que abarca unas 27.000 especies. Los esturiones estdn
dentro de la subclase condrdsteos, y pertenecen al orden acipenseriformes junto con los peces
espdtula.[2] (Figura 1.1.) Los esturiones tienen una morfologia muy caracteristica, cuentan con
un cuerpo alargado, vientre plano, boca en posicidn ventral y poseen un esqueleto
mayoritariamente cartilaginoso con cierto nivel de osificacién, sobre todo a nivel de la piel.
Ademas poseen una mandibula morfolégicamente similar a la de los tiburones.[3] La
conjuncién de caracteres morfoldgicos comunes a los peces dseos y a los cartilaginosos ha
llevado a notorias confusiones de clasistas y sistematicos que han clasificado en el pasado a
este grupo junto a los tiburones y dentro de los peces cartilaginosos. Actualmente su
pertenencia a los peces dseos (actinopterigios) estd ampliamente aceptada por datos
morfoldgicos y moleculares, y se cree que el ancestro de los esturiones posefa un esqueleto
6seo completo que revirtié mas tarde en la evolucién.[4] Los acipenseriformes constituyen un
grupo filogenéticamente antiguo que existe desde hace por lo menos 200 millones de afios, lo
cual los hace contempordneos a los dinosaurios. Los esturiones son animales poiquilotermos
(no regulan su temperatura corporal), originarios del hemisferio norte, la mitad de las especies
habita en Europa, la tercera parte en América del Norte y el resto en Asia. En su habitat natural
son capaces de vivir por mds de 100 afios y alcanzar un peso aproximado de 1000 kg. Otras
caracteristicas destacadas de este grupo es que presentan un genoma y cariotipo unico, con
un nimero de cromosomas que oscila entre los 120 y 500 para diferentes especies.[3] Los
esturiones son peces que han sido muy pobremente estudiados, habiendo escasa informacién
sobre estos en la literatura cientifica.[5] El estudio de estos peces resulta complicado ya que
no existe informacion del genoma nuclear, y existe escasa informacién a nivel de la expresién y

funcién de las proteinas. Por lo tanto trabajar en este modelo biolégico es un importante



desafio ya que practicamente todo lo que se pretender hacer debe de ser puesto a punto y

optimizado.
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Figura 1..) Arbol filogenético de la clase
actinopterigios basado en datos moleculares. Los
numeros entre paréntesis indican los géneros
vivientes dentro de cada clado. Imagen tomada de
Sallan, 2014

1.2. Acuicultura del esturion.

Los esturiones poseen un enorme valor comercial, principalmente porque sus huevas
sin fertilizar (caviar) constituyen un manjar culinario. La palabra caviar proviene de la expresion
persa mahii-xavi-yar que significa “pez que contiene huevas”, y desde hace varios siglos se
asocia a este producto del mar con las clases adineradas de la sociedad, actualmente el caviar
mds raro puede llegar a costar unos 10000 euros el kg.[6] Las pesquerias rusas localizadas en
el norte del Mar Caspio fueron entre los afios 1950 y 1980 los mayores productores de carne de
esturién y caviar, registrandose en 1977 la maxima pesca (32.078 toneladas). Desde entonces la
combinacién de factores como la sobrepesca y pesca ilegal, la fragmentacién y contaminacién
de los rios produjo el colapso de las reservas naturales de esturiones.[6] Actualmente todas las
especies de esturion se encuentran en peligro de extincion y desde 1998 se incluyen en la
Convencidon sobre el Comercio Internacional de Especies amenazadas de Fauna y Flora
Silvestre (CITES, por sus siglas en inglés, ver sitio web

https://www.cites.org/esp/prog/sturgeon/history.shtml). Esta institucion las protege al




determinar la cantidad de carne y caviar proveniente de la pesca que cada pais puede
exportar.[6] Como consecuencia del colapso de las reservas de esturiones asi como de las
medidas regulatorias impuestas por la CITES, en 2007 solamente se pescaron 150 toneladas, lo
cual representa un 0.5% de la pesca maxima registrada.[6] En los Gltimos 20 afios la acuicultura
del esturién ha cobrado gran relevancia y se ha vuelto esencial para la produccidn sustentable

de caviar. El aumento exponencial en la acuicultura del esturién, coincidié con el

impresionante declive en su pesca (Figura 1.2. A) y se atribuye a la necesidad de satisfacer la
alta demanda mundial caviar y al deseo de diversificar los productos de la acuicultura. Se
estima que la acuicultura del esturién produjo 29.300 toneladas de carne y 110-120 toneladas de

caviar en el 2007 y 2008 respectivamente.[6] (Figura 1.2. B)
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Figura 1.2.) Panel A. Comparacidn de las toneladas de esturiones pescado o cultivado en acuicultura en los dltimos 60
afios. Panel B. Toneladas de caviar producido en 2008 en los principales paises dedicados a la acuicultura del esturion.

Figuras tomadas de Bronzi, Rosenthal & Gessner, 2011.

Uruguay es uno de los principales productores de caviar a nivel mundial.[6] (Figura 1.2.
B) En nuestro pafs, la granja de piscicultura “Esturiones del Rio Negro” localizada en Baygorria
ha logrado cultivar exitosamente dos especies de esturidn: Acipenser baerii y Acipenser

gueldenstaedtii, conocidos como esturion siberiano y esturion ruso

(http://www.blackrivercaviar.com.uy). El caviar producido en este establecimiento ha sido
reconocido como uno de los mejores caviares del mundo
(http://magazine.wsj.com/gatherer/the-specialist/caviar-dreams). A pesar del éxito de este

emprendimiento, en verano se produce un aumento en la mortalidad de los peces. Como las



hembras de esturién alcanzan la madurez sexual luego de 7-8 afos de cultivo (dato provisto
por Ing. Daniel Conijeski), este aumento en la mortalidad supone importantes pérdidas
econdmica, debido al tiempo, esfuerzo e inversién que conlleva criar a estos animales antes de
que pueda ser cosechado el caviar. Por esta razén atender y resolver esta problematica se ha
vuelto un desafio fundamental para ERN. Este aumento en la mortalidad ocurre por
infecciones bacterianas que se cree se ven facilitadas por una combinacién de factores
ambientales adversos que incluyen el aumento de la temperatura del agua (hasta 28°C) (la
temperatura de crecimiento éptimo de los esturiones de la cepa rusa es entre los 15-22°C) [7] y
la consecuente aparicién de floraciones. Ese trabajo pretende contribuir a la comprensién de
los mecanismos responsables de este fenémeno. Es posible que estos factores ambientales
repercutan negativamente en el sistema inmunitario del esturién volviéndolo mas susceptible
a infecciones por microorganismos oportunistas y/o a compuestos tdxicos presentes en el

agua.

1.3. Mecanismos de defensa en los peces.

A continuacién se introducen los conceptos generales sobre la arquitectura y
funcionamiento del sistema inmune de los mamiferos el cual se conoce con mayor
profundidad que el de los peces. Ademas se acepta que muchas de las caracteristicas de la
inmunidad en los mamiferos son comunes a las de este grupo. Esta revisidon estd basada
principalmente en el libro de inmunologia general Janeway’s Immunobiology[8] por lo cual no

aparecen citas bibliograficas en esta seccidn.

1.3.1. Generalidades del Sistema inmune.

En mamiferos el sistema inmune involucra varios drganos, células y componentes
solubles que acttian de forma conjunta y coordinada para reconocer, contener y en ultima
instancia eliminar a los patdgenos que ingresan al organismo. Este sistema es
extremadamente eficaz y es la razén por la cual los diversos patégenos que nos rodean
raramente nos enferman. Se distinguen dos grandes ramas del SI, el sistema inmune innato
(SI) evolutivamente antiguo y presente tanto en vertebrados como en invertebrados y el
sistema inmune adaptativo (SIA) que emergié hace aproximadamente 450 millones de afios y

es exclusivo de los vertebrados mandibulados.
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El SII estd integrado por macréfagos, neutréfilos, células NK y dendriticas y por
componentes solubles como el sistema del complemento (SC), la lisozima y péptidos
antimicrobianos. Estos componentes se encuentran circulando en sangre y en los sitios de
entrada de patdgenos. Una de las principales caracteristicas del SIl es que cuenta con un
repertorio finito de receptores solubles y celulares invariables que han sido evolutivamente
seleccionados para reconocer ciertos patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs,
por sus siglas en inglés). Estos PAMPs como el lipopolisacérido (LPS), peptidoglicano, la
flagelina y el ARN de doble hebra son comunes a muchos tipos de patdgenos. Utilizando
receptores de reconocimiento de estos patrones (PRRs, por sus siglas en inglés) el Sl es capaz
de responder rapidamente ante el ingreso de patdgenos y desencadenar mecanismos
efectores para eliminarlos. Estos mecanismos incluyen en el caso de bacterias, la lisis celular
por accién del SC, lisozima y péptidos antimicrobianos, y la fagocitosis por macréfagos y
neutrofilos. En el caso de patégenos no fagocitables, como los gusanos parasitos, los basdfilos
y eosindfilos pueden desplegar mecanismos de citotoxicidad especializados en destruirlos. Por
otra parte, frente a los virus, las células NK son capaces de reconocer y eliminar por apoptosis
las células del propio organismo que han sido infectadas. Ademds, de activar estos
mecanismos de eliminacidn, el reconocimiento de estos patdgenos por parte del SIl genera
una variedad de mediadores quimicos que dan lugar a una respuesta inflamatoria que tiene
profundas consecuencias a nivel local y sistémico. La inflamacién induce la produccién y el
reclutamiento de mas células y proteinas del SlI, desde la sangre al sitio de infeccidn, para
asistir a los componentes residentes en el combate contra el patédgeno. La mayoria de las
infecciones son controladas por la respuesta del Sl sin causar enfermedad.

En los casos en que la infeccién no pueda ser resuelta, la inflamacién desencadenada
por el SIl permite que se monte una respuesta adaptativa contra el patédgeno. Para este
proceso son claves las células dendriticas; éstas son células fagociticas especializadas que
ingieren patégenos pero los degradan parcialmente, exponiendo en su superficie remanentes
caracteristicos de las macromoléculas que los componen. Estos remanentes moleculares son
fundamentales para que ocurra la activaciéon de las células del SIA: los linfocitos T y los
linfocitos B. Los linfocitos B y T son capaces de generar un repertorio practicamente ilimitado
de receptores mediante la recombinacién de segmentos variables en sus genomas, proceso
mediado por recombinasas llamadas RAG1 y RAG2. Estos receptores son conocidos como
receptor de la célula B o inmunoglobulina (BCR, por sus siglas en inglés) y de la célula T (TCR,
por sus siglas en inglés). Ante un determinado patégeno se estimula la proliferacién de los
linfocitos B y T capaces de reconocer especificamente a dicho patégeno y no a otros. Por esta

razon es que se dice que el SIA se adapta (valga la redundancia) al patégeno que se encuentra
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causando la infeccién. La complejidad de este sistema hace que la respuesta adaptativa
demore varios dias en establecerse. Estas dos caracteristicas del SIA son radicalmente
diferentes al Sll en donde los receptores se encuentran preformados y prontos para reconocer
de forma inmediata los PAMPs comunes a varios patdgenos. La accién conjunta de los
linfocitos T y B permite dirigir y potenciar los mecanismos efectores innatos volviéndolos mas
eficientes en la eliminacién del patégeno. Los linfocitos B que han sido activados por el
patdgeno, secretan su receptor (anticuerpos) especificos contra él, que facilitan la activacién
del SC y promueven la fagocitosis por parte de las células fagociticas. Los linfocitos T
colaboradores, como lo indica su nombre colaboran con otras células del SI, promoviendo los
mecanismos propios que estas células tienen para eliminar a los patédgenos. En el caso de los
macréfagos y neutrdfilos, estos linfocitos facilitan la degradacién de los microorganismos que
han sido fagocitados. Por otra parte los linfocitos T citotéxicos son capaces de reconocer las
células del organismo infectadas con virus e inducir la apoptosis de las mismas. Otra
caracteristica diferencial del SIA, es que su activacién genera linfocitos B y T de larga vida que
permanecen en el organismo luego de que se resuelve la infeccién. La presencia de estas
células permite que ante un segundo encuentro con el mismo patdgeno, la respuesta
adaptativa se monte mucho mds rapido. Este mecanismo exclusivo del SIA se denomina
memoria inmunoldgica y es el que permite generar proteccién contra un futuro patdgeno

mediante la administracidon de vacunas.

1.3.1.a. Sistema inmune en peces.

El Sl innato estd altamente conservado en el reino animal y actualmente se acepta que
los peces poseen los mismos mecanismos innatos que los mamiferos ya que cuentan con
células fegociticas, NKs, baséfilos y eosindfilos, PRRs capaces de reconocer PAMPs, SC,
lisozima, péptidos antimicrobianos y los mediadores quimicos necesario para inducir una
respuesta inflamatoria.[9,10] Los peces 6seos, como el esturidn, son los primeros vertebrados
que cuentan con un SIA completo, encontrdndose linfocitos B y T y los genes RAG que
permiten que ocurra la recombinacidn de los segmentos génicos que da lugar a los anticuerpos
y TCRs.[11] Sin embargo, se ha observado que el SIA de los peces es menos robusto que el de
los mamiferos ya que el establecimiento de una respuesta adaptativa puede demorar varias
semanas, los anticuerpos que se generan son de baja afinidad y a su vez la memoria
inmunoldgica es pobre.[12] Aunque no se conocen todos los factores que explican estas

caracteristicas del SIA de los peces, es probable que arquitectura del SI de los peces
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caracterizada por la ausencia de ganglios linfaticos sea parte de la explicacion.[13] En los
mamiferos los ganglios linfaticos son un érgano central para la respuesta adaptativa. En estos
se produce el encuentro de los linfocitos Ty B con sus respectivos antigenos y la activacion y
proliferacidn de estas células. A su vez en dicho érgano se forma una estructura denominada
centro germinal que da lugar a un proceso llamado maduracién de la afinidad por el cual se
seleccionan aquellos linfocitos B que mejor reconocen al patégeno. Esta misma estructura estd
implicada en la generacién de los linfocitos de larga vida responsables de la memoria
inmunoldgica.[8]

Esto ha llevado a plantear la hipdtesis de que el Sll en los peces cumple un rol central y
preponderante en la inmunidad. Varios descubrimientos sobre la inmunidad en peces apoyan
este argumento. Se ha observado que este grupo presenta una gran diversidad en los
receptores innatos asi como la presencia de varias isoformas de proteinas claves del SC, no
presentes en mamiferos.[14] A su vez recientemente se ha encontrado que la mutacion del
gen RAG en pez cebra (que impide los eventos de recombinacién necesarios para formar el
BCRy el TCR y por tanto el funcionamiento del SIA) no afecta su sobrevida en condiciones no
estériles. En contraste, en mamiferos esta mutacién es deletérea.[15] Ademas en estos peces
se observd que varios componentes del Sl se sobreexpresan, probablemente compensando la
falta de respuesta adaptativa. A continuacién sintetizamos las principales propiedades de dos
componentes de la inmunidad innata en los peces que son el centro de estudio de este trabajo:

la via alternativa del SCy la lisozima.

1.3.2. Generalidades del Sistema del complemento.

El sistema del complemento (SC) constituye uno de los principales y mds antiguos
componentes de la inmunidad innata. Fue descubierto en 1890 como un componente termo
sensible del suero capaz de complementar la actividad bacteriolitica de los anticuerpos (de ahi
su nombre).[16] En mamiferos este sistema estd compuesto por mas de 30 proteinas solubles
y de membrana que incluye enzimas, moléculas de reconocimiento de PAMPs y proteinas
reguladoras. Su accidn conjunta y coordinada permite opsonizar y eliminar patdégenos,
desencadenar una respuesta inflamatoria en el sitio de infeccién, modular la respuesta
adaptativa y contribuir a la homeostasis eliminando células necréticas y apoptdticas.[17-19]
Para que se desencadenen estos efectos, el sistema debe primero activarse ya que la mayoria
de sus componentes se encuentran inactivos en plasma y tejidos. La activacion de este

sistema involucra el reconocimiento de los patédgeno seguido de una serie de reacciones
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enzimaticas secuenciales. Estas reacciones permiten que ocurra la activacion de los
componentes inactivos y de las proenzimas del SC.[19] Existen tres vias de activacion del SC,
estas vias difieren en los mecanismos de iniciacién pero convergen en la formacién de
complejos enzimaticos anclados a la superficie del patégeno, denominados convertasas. Las
convertasas son enzimas dependientes de Mg** que median la protedlisis de los componentes
inactivos C3 y C5, cuyos fragmentos activos desencadenan de forma directa o indirecta todas
las funciones efectoras del SC.[20] La proteina C3 es el componente del SC mds abundante del
suero y cumple un papel central en este sistema.[21] Esta proteina globular posee un enlace
tioéster escondido dentro de su estructura proteica que se expone cuando las convertasas
cortan proteoliticamente a C3 en los fragmentos activos C3b y C3a.[22] Este enlace, que
pertenece al fragmento C3b, es capaz de reaccionar con grupos nucleofilicos (como aminos e
hidroxilos) en la superficie de los patégenos quedando unido covalentemente a los
mismos.[23] El depdsito de C3b facilita la fagocitosis por parte de los macréfagos y los
neutrofilos lo cual constituye uno de los principales mecanismos efectores y de eliminacién de
patdgenos del SC.

Al aumentar el depdsito de C3b sobre la superficie del patégeno las convertasas de C3,
mediante la unién de una molécula de C3b, pueden adquirir la capacidad de cortar al
componente inactivo C5 en C5a y Csb. Este Gltimo es capaz de interaccionar en forma
secuencial con los componentes C6, C7, C8 y con varias moléculas del componente Co,
formando un complejo macromolecular que se ensambla en la membranas externa de los
patdégenos, generando poros que conducen a la lisis celular (Figura 1.3.).[24] Este mecanismo
litico, que puede desencadenarse por cualquiera de las tres vias, es el resultado de la
activacién completa del SC y hace posible la determinacién de la actividad funcional de toda
esta cascada.[25] Por otra parte la accién de estas convertasas libera los fragmentos mas
pequefios C3a y C5a que tienen un potente efecto pro inflamatorio al actuar directamente
sobre los epitelios vasculares y otras células del SI. La accién de estas moléculas da lugar al
reclutamiento de mds componentes del SC, anticuerpos y células fagociticas desde la sangre al
sitio de infeccién.[26]

Como ya fue mencionado la activacién del SC ocurre por tres vias diferentes estas son
la via cldsica (VC), la via de las lectinas (VL) y la via alternativa (VA). La VC es activada
principalmente por anticuerpos que reconocen la superficie del patégeno, por lo cual se la
considera una rama adaptativa del SC. La VL es iniciada por PRRs como la lectina de unién a
manosa (MBL, por sus siglas en ingles) y las ficolinas que reconocen motivos glucidicos
exclusivos de patégenos.[27] En este trabajo nos vamos a focalizar inicamente en la activacion

del SC por parte de la via alternativa, la cual pasamos a describir a continuacidn.

14



1.3.2.a. La via alternativa.

A diferencia de las otras vias que se inician por moléculas de reconocimiento, la VA se
inicia sobre los patégenos o células activadoras como consecuencia de la activacion
espontanea de €3.[28] En solucidn el enlace tioéster de C3 es capaz de hidrolizarse dando lugar
a un cambio conformacional en esta proteina. Este cambio conformacional expone un sitio de
unién para la proenzima factor B que al unirse es activada proteoliticamente por el factor D
dando Bb.[21] El factor D tiene la particularidad de ser la tnica proteasa de serina del SC que
circula en sangre de manera activa y no requiere ser activada por ningdn otro componente del
SC.[29] De esta manera se genera la convertasa de fase fluida C3(H,0)Bb cuya corta vida media
permite mantener en circulacién pequefas cantidades de C3b que actuardn como iniciadores
de la VA. (Figura 1.4.) Cuando este C3b se une covalentemente a grupos nucleofilicos sobre la
superficie de una célula propia y sana, interaccionard con factores reguladores solubles como
el factor H o constituyentes de membrana como DAF y MCP.[21] Estos factores reguladores
dificultan que la VA se inicie sobre un célula propia porque: impide que C3b interacttie con los
factores B y D, disocian las posibles conversatas que se puedan formar y facilitan la
inactivacién proteolitica de C3b por el componente soluble factor 1.[30] Sin embargo, si el (3b
se une covalentemente a la superficie de un patdgeno o célula activadora que carezca de los
mecanismos de control, podrd interaccionar con los mismos factores B y D dando lugar a la
convertasa de la VA, C3bBb. Esta convertasa es estable y genera grandes cantidades de C3b.
Como el C3b producido es parte del complejo enzimatico, ocurrird una rapida amplificacién de
la sintesis y deposito de C3b por la formacién de nuevas convertasas de la VA. Esta
amplificacién permite que se deposite un nimero adecuado de moléculas de C3b, lo cual es
esencial para que ocurran las funciones efectoras del SC como la opsonizacidn vy lisis de los
patdgenos por la activacion de la via litica (Figura 1.4). A pesar de que esta via se puede iniciar
por si sola dando lugar a todas las funciones efectoras del SC, la misma también puede
amplificar el depdsito de C3b que se haya generado por la VCy VL lo cual la vuelve sumamente

importante en el sistema inmune de los organismos.
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Figura 1.4.) Esquema de activacién de la VA sobre una superficie
activadora y formacién del la via litica.

1.3.2.b. Sistema del complemento en peces.

Estudios realizados principalmente en teledsteos han permitido concluir que el SC en
peces es muy similar al humano. Se sabe que estan presentes las tres vias de iniciacidn y se han
encontrado homdlogos para casi todos las proteinas del SC.[31] De todas maneras existen
diferencias entre los dos sistemas. En peces una proteina con homologia tanto por factor B y
C2 (proteasa de serina que participa en la activacién de las VC y VL), designada B/C2 cumpliria el
papel de estas dos proteasas de serina humanas, participando tanto en la formacién de la
convertasa de la VC/VL como en la convertasa de la VA.[32] Por otra parte, hasta el momento,
solo se han encontrado en teledsteos proteinas reguladoras solubles. De todas maneras, la
principal y mds llamativa diferencia fue el descubrimiento de multiples isoformas de varios
componentes del SC, tales como (3, C4, C5, C7, MBL y B/C2.[32] Esta diversidad apoya la idea
previamente mencionada de que el SC y en general el SIl en peces cumple un papel
preponderante en la inmunidad. En dorada y carpa se han encontrado 5 isotipos diferentes de
C3 que difieren en la composicién aminoacidica cercana al enlace tioéster y, por lo tanto, se
supone difieren en la capacidad de unirse a ciertas superficies. Se cree que estas diferencias le
confieren a algunas isoformas mayor especificidad por grupos aminos o por grupos hidroxilos.
Esta seria una estrategia de los peces para ampliar la capacidad de unirse a los patégenos y se
ha visto que las diferentes isoformas difieren en la capacidad de unirse a distintos sustratos

activadores del SC como los glébulos rojos de conejo, oveja, bacterias y zymosan.[33,34]
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Recientemente se ha encontrado en carpa dos isoformas homdlogas a la MBL humana. Una de
estas moléculas es una MBL genuina mientras que la otra, ausente en mamiferos, reconoceria
motivos galactosa. Ambas proteinas son capaces de activar la VL.[35] Al igual que en
mamiferos, los hepatocitos del higado son los principales productores de las proteinas del SC
en peces[36], aunque también se ha detectado expresidon en branquias, rindn anterior, bazo,
musculo y piel. Resulta interesante que las distintas isoformas se expresan de forma diferente
en estos tejidos.[37] Estos resultados sugieren que el SC no solo se encuentra circulando en
sangre sino que también se localiza en los sitios de ingreso de patdgenos. De todas maneras
frente a un estimulo pro inflamatorio pareceria ser que la mayor expresién de componentes
del complemento ocurre en el higado.[38] Nuevamente resaltando el papel del SC en peces, se
ha visto que en trucha arcoiris ocurre la transferencia materna de C3, C4, C5, C7 factor By D al
huevo. Esto contribuiria a las defensas del embrién en un ambiente cargado de patdgenos
(como lo es el agua) previo al desarrollo de sus defensas innatas, incluyendo la capacidad de
sintetizar estos componentes del SC.[39] A pesar de que todos los estudios mencionados han
sido realizados en los peces teledsteos, la cercania de este grupo con los esturiones nos hace
suponer que los mismos poseen un SC completo. Esto se ve apoyado por el reciente
descubrimiento de C1q (proteina iniciadora de la VC) y su homologia con la mismas molécula en

peces teledsteos.[40]

1.3.3. Lisozima

La lisozima fue descubierta en 1921 por el bacteriélogo Alexander Flemming al observar
que las secreciones de su nariz, como consecuencia de un resfrio, que cayeron
accidentalmente en una placa de agar produjeron la lisis de las bacterias que habian crecido en
dicha placa. Posteriormente se evidencid que la lisozima es una enzima que cataliza la hidrdlisis
de las uniones beta (1,4) entre los residuos de acido N-acetilmuramico y N-acetil-D-glucosamina
que componen el peptidoglicano de la pared bacteriana.[41] Esto hace posible medir la
actividad lisozima de una muestra al evaluar el descenso de la turbidez de una suspensién de
bacterias producto de la actividad de esta enzima. Esta enzima ha tenido un profundo impacto
en diversas areas del conocimiento cientifico, fue la primer proteina en la que se resolvié la
estructura tridimensional mediante cristalografia de rayos X, ha servido como proteina modelo
en biologia molecular y en enzimologia y actualmente es ampliamente usada en la industria
alimenticia y farmacéutica por sus propiedades conservantes.[41] En los vertebrados se han

identificado 2 tipos de lisozima (tipo-c y tipo-g), que difieren en su composicién aminoacidica,
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propiedades bioquimicas y enzimaticas. Ambas son proteinas monoméricas pequefias de unos
15 kDa con punto isoeléctrico entre 9-11y actividad éptima a pH 5-8.[41] Se cree que la lisozima
cumple un papel central en las defensas innatas de los organismos. En linea con estos
argumentos se ha observado que algunas bacterias patdgenas han evolucionado
modificaciones en los glicanos que componen su pared bacteriana para evadir la accidn
bacteriolitica de esta enzima. Otras bacterias han adquirido la capacidad de producir
inhibidores contra la lisozima. Estos descubrimientos realzan el papel de la lisozima en las
defensas innatas.[41]

En los peces la lisozima es producida principalmente por neutrdfilos, monocitos y en
menor medida por macréfagos[42], a diferencia de los componentes del SC los cuales son
sintetizados principalmente por los hepatocitos. Se ha visto que frente a un estimulo
proinflamatorio los macréfagos de salmdn atldntico son capaces de sintetizar y secretar esta
enzima.[43] Se ha observado que la lisozima en peces, presenta una amplia distribucién
pudiendo encontrarse en el rifidn, tracto digestivo, higado, bazo, mucus de la piel,
sangre/plasma, branquias e intestino. La abundancia relativa de esta enzima en los tejidos
depende de la especie y tipo de lisozima que se estudie.[44,45] Se cree que la amplia
distribucion de esta enzima y los altos niveles en el intestino, branquias y mucus representa
una adaptaciéon en los peces para subsistir en un ambiente con abundante nimero de
patdgenos oportunistas como lo es el agua.[41] La lisozima es una enzima efectiva contra las
bacterias gram positivas, las cuales poseen una gruesa capa de peptidoglicano en contacto con
el exterior. Pero es menos eficiente a la hora de lisar bacterias gram negativas ya que la capa
de peptidoglicano se encuentra recubierta por una membrana externa que dificulta su acceso.
Sin embargo, en trucha arcoiris se aislaron dos isoformas de lisozima tipo c del rifidén, y una de
esta presentaba una alta actividad bacteriolitica contra bacterias gram negativas, poniendo de
manifiesto la importancia de esta molécula en las defensas innatas de este pez.[46,47] Se cree
que la lisozima serfa capaz de facilitar la lisis de bacterias gram negativas al actuar de manera
conjunta con otros componentes de las defensas innatas como el complemento. Estos
desestabilizarfan primero la membrana externa facilitando luego el acceso de la lisozima a la
pared interna de peptidoglicano. Mas evidencia de la importancia de la lisozima en la
inmunidad innata de los peces, surge de experimentos realizados en el pez cebra en donde se
observd la presencia de lisozima capaz de lisar E. coli en el citosol de huevos recién fertilizados,
y se sospecha la enzima fue transferida de forma materna.[48] En otro trabajo realizado con
pez cebra transgénico para la lisozima de gallina, se observé una mayor expresion de esta
enzima en los epitelios y sobrevida frente a desafios con los patégenos F. columnare y E. tardea

en comparacion con peces no transgénicos.[49]
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1.4. Inmunoestimulantes y suplementos alimenticios.

En la acuicultura hay un gran interés en contar con herramientas para prevenir y
combatir a los patégenos que causan importantes pérdidas al sector, para esto existen tres
grandes estrategias. La primera es el uso de antibidticos y antivirales de forma terapéutica
cuando ocurre una infeccién que pone en riesgo la produccién. Ambos se administran por un
tiempo relativamente corto y actlan directamente sobre los patdgenos. Las otras dos
estrategias consisten en la administracion profilactica de vacunas e inmunoestimulantes,
buscando reforzar el SI del pez previo a un encuentro con el patégeno. Estas estrategias
posibilitarian una menor utilizacién de antibidticos, lo cual en el largo plazo tiene importancia
debido a que disminuirian el desarrollo de resistencia por los agentes patégenos.[50]

Las vacunas, como ya se menciond, actuan principalmente a nivel del SIA generando
anticuerpos y linfocitos T efectores contra un determinado patdgeno. Si bien son especificas y
proveen proteccion a largo plazo, en los peces esta proteccidn parece ser débil y de corta
duracién. Asi, ha sido dificil generar buenas vacunas contra algunas bacterias y en especial
contra algunos virus.[50] Los inmunoestimulantes engloban un diverso grupo que incluye
componentes de bacterias y levaduras (PAMPs), bacterias vivas no patogénicas o bacterias
patdgenas atenuadas, y vitaminas. La administracion de inmunoestimulantes en dosis
adecuadas potencia las funciones del SlI, de forma directa o indirecta, ayudando a combatir un
variado ndmero de patdgenos. Como esta rama de la inmunidad carece de memoria
inmunoldgica, los efectos benéficos de los inmunoestimulantes son de corta o mediana
duracién.[50] Entre los inmunoestimulantes mds comunes se encuentran los probidticos,
microorganismos vivos que colonizan el tracto digestivo favoreciendo el crecimiento,
digestion e inmunidad de los peces.[51] Por otro lado encontramos a los prebidticos que son
fibras no digeribles, que muchas veces derivan de microorganismos, como los oligosacaridos
de manosa (MOS) y los B-glucanos. Los prebidticos promueven el crecimiento de bacterias
benéficas en el tracto digestivo que son capaces de digerir estos componentes. La presencia
de bacterias benéficas dificulta la colonizacidon del tracto digestivo por otras bacterias
patégenas, disminuyendo la incidencia de infecciones. Alternativamente, los prebidticos y
probidticos pueden ser reconocidos directamente por PRRs en células del Sll, induciendo la
producciéon de mediadores solubles de la inflamacién. Esta respuesta inflamatoria inducida
potencia la actividad del SC, de la lisozima y de células fagociticas.[51,52] En el caso de los
prebidticos se han observado efectos estimulantes de los p-glucanos: en carpa

(Cyprinuscarpio) aumentan la expresién de componentes del SC, mientras que in vitro en
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macréfagos de salmén atlantico (Salmo salar) aumentan la produccién de lisozima.[43,53] La
suplementacién con MOS en trucha arcoiris mostré un aumento en la actividad seroldgica de la
lisozima, y de las vias cldsica y alternativa del SC.[54] Este mismo suplemento mejord la
sobrevida del gato americano (Ictaluruspunctatus) sometido a un desafio con el patégeno
Edwardsiella ictaluri.[55]

Por otro lado, en la industria de la acuicultura ademads de potenciar el SI de los peces,
se busca optimizar su crecimiento, para lo cual es comin complementar la dieta con
micronutrientes como el zinc o el selenio. Estos minerales son importantes ya que son
cofactores de enzimas asi como componentes fundamentales en la estructura de otras
proteinas. El selenio forma parte del aminodcido seleno-cisteina que cumple un papel
fundamental en la actividad enzimdtica de la glutatién peroxidasa. Esta enzima participa en el
metabolismo redox de los animales, descomponiendo especies reactivas del oxigeno. Se ha
visto que la suplementacion de selenometionina en la dieta normal del esturién Huso huso dio

lugar a un notorio aumento en el peso de los mismos.[56]

2. Hipdtesis de trabajo y objetivos

2.1. Hipétesis de trabajo.

Como fue descrito en la introduccién la produccién de esturiones en la planta uruguaya
ERN se ve afectada por un aumento de la mortalidad en los meses de verano. Esto se
acompafa con una mayor frecuencia de infecciones y consecuente aumento en la aplicacién
de antibidticos. En este contexto nos planteamos que las condiciones de verano pueden
afectar los mecanismos de defensa de los esturiones, en particular el Sll. Dado que los
esturiones son peces de aguas frias que no regulan su temperatura corporal, resulta posible
que el aumento de la temperatura constituya uno de los factores responsables de la

disminucidn en la inmunidad.
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2.2. Objetivos.

De acuerdo a la problematica de la granja ERN en esta tesina de licenciatura nos

planteamos los siguientes objetivos:

« Generar herramientas para evaluar en suero la funcionalidad de dos componentes de

la inmunidad innata del esturidn: la VA del SCy la lisozima.

« Evaluar la actividad de estos componentes del SIl en esturiones en condiciones de

cultivo en la granja de piscicultura ERN, en distintas estaciones del afio.

« Evaluar el efecto de la temperatura y de la administracién del suplemento alimenticio
Biopack en condiciones controladas de laboratorio sobre estos dos componentes de la

inmunidad innata del esturidn.

3. Materiales y métodos.

3.1. Reactivos.

Los reactivos quimicos utilizados en esta tesis fueron: acido etilen diamino tetra
acético (EDTA), &cido etilen glicol tetra acético (EGTA) ambos de Applichem (Alemania);
fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,), gelatina de piel bovina, células de Micrococcus
lysodeikticus y lisozima de gallina adquiridos de Sigma (USA); cloruro de sodio (NaCl) de
Drogueria Industrial Uruguaya (Uruguay); acido 5,5-dietilbarbittrico de Merk (Alemania); 5,5-
dietilbarbittrato de sodio de Fluka (Suiza); sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,:7H,0)
de Carlo Erba Reagents (Italia); acido citrico de Bakers Chemicals (USA); citrato de sodio de
Chempapol (Republica Checa); reactivo de Bradford de Amresco (USA); albdmina sérica bovina
(BSA, por sus siglas en inglés) de New England Biolabs (Inglaterra). Los glébulos rojos de

conejo (GRC) fueron gentilmente cedidos por el bioterio del Instituto de Higiene.
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3.2. Esturiones (Acipenser baeri y Acipenser gueldenstaedtii).

En esta tesis de licenciatura se trabajé con dos especies de esturidn: Acipenser baeri 'y
Acipenser gueldenstaedtii, que son criadas por el establecimiento de piscicultura ERN
localizado en el embalse de Baygorria. La granja ERN cuenta con instalaciones disefiadas para
el cultivo de esturiones con fines comerciales. Por lo cual, los mismos son criados en un
sistema abierto de grandes piscinas de concreto (raceways) y piscinas mas pequefias en donde
el agua del Rio Negro circula de manera unidireccional, asegurando una renovacién constante
de la misma. Los esturiones son alimentados con una racidn estandar que es preparada en la
misma planta. Este establecimiento cuenta a su vez con un laboratorio himedo de
experimentacion, que se encuentra separado de las unidades de cultivo de la granja. El mismo
estd equipado con varias piscinas de unos 300L aproximadamente, en las cuales es posible
mantener en condiciones adecuadas entre 20-30 peces pequefos (300g). Aqui es posible
realizar experimentos en condiciones controladas de temperatura, pH y nivel de O,. Ademas,
estas piscinas utilizan agua de perforacién de muy alta pureza, segtn el andlisis de contenido
de Ca*", dureza, amonio, nitrito, nitrato y fosfatos (laboratorio Skaphia-Montevideo). Esta agua
se renueva varias veces al dia de forma completa. A lo largo de mi trabajo utilizamos esturiones
que provenian del sistema abierto de cultivo o del laboratorio himedo, especificindose en

cada caso.

3.3. Obtencion de las muestras de suero de esturion.

Todas las muestras de sangre utilizadas en este trabajo fueron gentilmente donadas
por la empresa ERN. Los esturiones fueron sangrados de la vena caudal por personal
especializado de la granja ERN. La extraccidn de sangre se realizé en menos de 3 minutos para
cada pez. La sangre se dej6 coagular a 0°C durante 4 horas; el suero de esturién obtenido de
cada individuo (SE) se separd por centrifugacién a 2500g durante 20 minutos, se fracciond y
conservé a -80°C hasta su posterior utilizacion. Para la optimizacion de los métodos, se utilizé
en algunos casos mezclas de sueros (pool, SEp), preparados a partir de volimenes iguales de
entre 5 y 10 individuos; los SEp se fraccionaron y conservaron en las mismas condiciones que

las descriptas para los SE.
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3.4. Determinacion de la actividad funcional de la via alternativa del sistema

del complemento en suero de esturion.

3.4.1. Condiciones generales del ensayo hemolitico.

Para determinar la funcionalidad de la VA del suero de esturion se eligié un ensayo
hemolitico. Este ensayo se basa en incubar al suero con GRC (como célula blanco del SC) en
presencia de EGTA y Mg*". Estas condiciones aseguran la activacién exclusiva de la VA. En una
primera etapa, se siguieron protocolos descriptos para el complemento humano[25] y otras
especies de peces[57,58] que se adaptaron para el trabajo en microplaca de 96 pocillos. A tales
efectos se trabajé con muestras de SE y SEp de las especies Acipenser baeri y Acipenser
gueldenstaedetii. Previo a su utilizacién las muestras se centrifugaron por 20 minutos a 20.000g
y 4°C para obtener una muestra limpida separando los posibles precipitados generados en el
proceso de congelado y descongelado. La suspensidn de GRC se preparé mezclando una
relacion de 2:6 volumenes de sangre de conejo y citrato disédico al 3.8% (anticoagulante)
respectivamente. Esta suspensidon se lavé una vez con una solucidn 1:1 de citrato de sodio al
3.8% y NaClisomM, dos veces con el tampdn veronal 6.4mM, pH 7.4 conteniendo NaClisomM,
gelatina 0,1% y EDTA1omM (GVB-EDTA) y dos veces con el tampdn veronal en el que se
sustituy6 el EDTA por 10mM de EGTA y 10mM de Mg** (GVB-Mg-EGTA). Utilizando este ltimo
tampon se ajusté la suspensién de GRC a una concentracién final de 0.8x10° .oy El ensayo se
realizé en una microplaca de 96 pocillos y fondo en U en un volumen final de 200yul. En los
pocillos de la placa se realizaron diluciones seriadas del suero, en un rango entre 1/10 - 1/640 y
un volumen final de soul. Como control negativo se utilizé suero cuyo complemento fue
inactivado por calor (30 minutos at 56 °C). En paralelo a las diluciones anteriores se ensayaron
5oul de tampdn o 150ul de agua destilada para determinar el 0% y 100% de lisis
respectivamente. Luego se agregaron 50ul de la suspensién de GRC 0.8x10%.ym a todos los
pocillos y se incubd la placa durante 1hr en bafio de agua para controlar la temperatura. De
acuerdo con los antecedentes en otras especies de peces se utilizé en primera instancia una
temperatura de 20°C.[58] Este tiempo de incubacién permite que se active la VA y se forme el
MAC sobre la superficie de los GRC, dando lugar a la lisis y liberacién de hemoglobina al
sobrenadante de reaccidn. Transcurrido el tiempo de incubacién se agregaron 1ooul de la
soluciéon GVB-EDTA para detener la reaccidn, se centrifugd la placa 15 minutos a 8oog y 4°C, se
tomo el sobrenadante y se registré su absorbancia a 415nm. Para cada dilucidn del suero se

determind el porcentaje de lisis (Y) de acuerdo a la siguiente ecuacidn:

23



__ Abs suero—Abs suero inactivado

Y= , Y se construyd el grafico porcentaje de lisis en funcién del
Abs 100%—Abs 0%

inverso de la dilucidn del suero. Los datos se ajustaron con la funcién sigmoidea Hill1 del
programa Origin 8.5. (OriginLab Corp, USA) a partir de la cual se determind la dilucién del
suero que provoca una lisis del 50% de los GRC. Este parametro se denomina ACH50 (del inglés,
alternative complement pathway hemolytic titer) y es el que indica la funcionalidad global de la

VA de un suero determinado.

3.4.2. Optimizacidon de la temperatura del ensayo hemolitico.

Con el objetivo de optimizar el ensayo se considerd importante examinar el
comportamiento de la VA a diferentes temperaturas. Para esto se realizé el ensayo hemolitico
descripto en el punto 3.4.1, en un rango amplio de temperaturas (8°C-37°C) para lo cual se
utilizaron muestras de SEp de la especie Acipenser baerii. Los valores obtenidos de ACH50 se
graficaron en funcién de la temperatura utilizando el programa Prisma 6.0 (GraphPad

Sostware).

3.5. Determinacion de los niveles de lisozima en suero de esturion.

La determinacion de lisozima en suero de esturidn se basé en un ensayo de actividad
enzimatica, y la optimizacién implicé adaptar y comparar la sensibilidad de dos variantes de
este ensayo a las que llamaremos ensayo cinético y ensayo a punto final. El primero (ensayo
cinético) es un ensayo en donde se evalla el curso temporal de la reaccién de la lisozima del
suero, mientras que el segundo se registra la actividad luego de transcurrido un tiempo de
incubacién de varias horas (ensayo a punto final). En ambos ensayos se utilizé como sustrato
o células blanco de la lisozima una suspension de las bacterias gram positivas Micrococcus
lysodeikticus (ML).[59] Esta suspension presenta una turbidez inicial que disminuye al ser
incubada con una muestra que contenga actividad lisozima, debido a la hidrdlisis enzimatica
del polisacarido que compone la pared bacteriana. En ambas metodologias la actividad

lisozima del suero se determina en funcidn del descenso de turbidez.
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3.5.1. Condiciones generales del ensayo cinético.

Como primera aproximacion se siguieron protocolos para la determinacién de la
actividad lisozima en suero de peces teledsteos[60] y se adapté el ensayo a una microplaca de
96 pocillos y fondo plano. Previo a su utilizacién las muestras de SE o SEp se centrifugaron por
20 minutos a 20.000g y 4°C para eliminar cualquier turbidez. Se prepard una suspension de las
células ML a 1mgm en el tampdn de actividad fosfato-citrato 18omM pH=5.80 (fosfato-citrato) a
temperatura ambiente. Para realizar el ensayo se mezclaron 200pl de la suspensién de ML con
soul de suero sin diluir. En paralelo, se ensayaron 50pul de tampdn fosfato-citrato como control
negativo, y 50ul de una solucién de lisozima de gallina (10,gm preparada en el mismo tampdn)
como control positivo. La disminucién de la turbidez de estas muestras se registré cada 10
segundos durante 300 segundos a 450nm utilizando el equipo Varioskan Flash (Thermo
Scientific). Todas las medidas fueron realizadas por duplicado o triplicado. Se graficé la
turbidez en funcién del tiempo y se determinaron las pendientes en las porciones lineales de
los graficos correspondientes a las muestras de SE y lisozima ensayadas, restando en cada caso
la contribuciéon del control negativo. Para esto se utilizd el programa Origin 8.5.
Posteriormente se calcularon las unidades de actividad lisozima (UE) teniendo en cuenta que 1
UE corresponde a la disminucidn de 0.001 unidades de turbidez por minuto.[61] Se reporta la

actividad lisozima por mililitro de muestra (UE/ml).

3.5.1.a. Optimizacién del ensayo cinético.

Para optimizar el ensayo cinético se mantuvieron las condiciones generales descriptas
en el punto 3.5.1. variando algunos de los siguientes parametros: temperatura, longitud de

onda, concentracion de sustrato (suspensién de ML).

3.5.1.b. Optimizacién de la temperatura.

Para mejorar la sensibilidad del ensayo cinético, se determind la actividad lisozima de
un SEp de Acipenser gueldenstaedtii a tres temperaturas diferentes: 20°C, 25°C y 30°C. Las
suspensiones de ML fueron preincubadas a la temperatura deseada durante 10 minutos en
bafio de agua y el espectrofotdmetro en donde se siguid la reaccién se colocé a la misma
temperatura. Transcurrido este tiempo de incubacion se registrd la actividad de la muestra por

triplicado como se indica en el punto 3.5.1.
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3.5.1.c. Seleccién de la longitud de onda.

Se selecciond la longitud de onda del ensayo para evitar que el suero aportara turbidez
a la mezcla de reaccidn. Para esto, se registré la longitud de onda entre los 400-600nm de
cada uno de los componentes del ensayo cinético. Los registros se efectuaron de manera
simultdnea en una microplaca de 96 pocillos y fondo plano utilizando el espectrofotémetro
Varioskan Flash. El espectro de los sueros se determiné utilizando 250ul de una dilucién al 1/5
de SEp de Acipenser gueldenstaedtii o Acipenser baerii en tampdn fosfato-citrato. Por otro lado,
se registro el espectro de 250ul de una suspension 0.8mgmde ML en el mismo tampdn. De esta
manera las concentraciones finales de SE y ML fueron idénticas a las del ensayo cinético
descrito anteriormente. Como controles negativos, se registré el espectro de 250ul del

tampdn fosfato-citrato o agua destilada.

3.5.1.d. Optimizacion de la concentracién de sustrato Micrococcus lysodeikticus.

Se prepararon suspensiones de ML a una concentracion de 0.1; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 y
1.0mg/m Y S€ determind la turbidez a 550nm de 250ul de cada una de estas suspensiones. Todas
las medidas se realizaron por duplicado, en microplaca, de manera simultanea y a temperatura
ambiente. Se construyd el grafico turbidez en funcién de la concentraciéon de ML y los datos
fueron ajustados utilizando el programa Origin 8.5. a una funcién polinédmica de tercer grado o

a una funcién lineal en los rangos que se indican en resultados.

3.5.1.e. Limite de deteccion del ensayo cinético.

Para evaluar el limite de deteccidn del ensayo cinético se ensayaron diluciones de SEp
de Acipenser gueldenstaedtii en el rango (1/1-1/80) paralelamente se ensayaron diluciones de la
lisozima comercial en un rango (10-0.3125.gm). El ensayo se realizé en las condiciones
generales descriptas en el punto 3.5.1., utilizando los pardmetros optimizados en los puntos
3.5.1.2-4. En este caso, se evalud el descenso de la turbidez cada 20 segundos, durante 450
segundos con el fin de aumentar la sensibilidad del andlisis. Todas las medidas se realizaron por
duplicado. Siempre que fue posible se determiné la actividad de cada dilucién tal como se

describid en el punto 3.5.1.
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3.5.2. Ensayo a punto final.

3.5.2.a. Optimizacion del tiempo.

Para ajustar un ensayo a punto final se utilizaron los pardmetros optimizados para el
ensayo cinético (temperatura, longitud de onda, concentracién de ML, tampdn, volimenes de
suero y ML). Con el fin de determinar el tiempo éptimo, se midié el descenso en la turbidez de
la suspensién de ML (0.5mgmi) provocado por las diluciones 1/1; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32; 1/64 del
SEp de Acipenser gueldenstaedtii luego de 1; 2; 3; 4 y 5 horas de incubacién en estufa a 30°C
(Thermo Scientific). En paralelo se evaluaron las siguientes diluciones de lisozima comercial: 10;
5; 2.5; 1.25; 0.625; 0.3125 Yy 0.15625,¢m Y el tampdn fosfato-citrato como control negativo. Cada
medida se realizé por duplicado, efectudndose a su vez dos ensayos independientes. Con los
resultados obtenidos se graficé el descenso de la turbidez en funcién del tiempo para las
diluciones de SEp, lisozima comercial y el tampdn fosfato-citrato como control utilizando el

programa Origin 8.5.

3.5.2.b. Disefio de la curva estandar.

Una vez seleccionado el tiempo dptimo de la reaccidén (4 horas) se analizaron
diferentes diluciones de la lisozima comercial (5; 4; 2.5; 1.25; 0.625; 0.3125 y 0.15625,g/mi)
utilizando el tampdn fosfato-citrato como control negativo. Se calculd la diferencia de turbidez
para cada dilucidon y se construyé el grafico diferencia de turbidez final respecto a la inicial en
funcién de la concentracién de lisozima. Este se ajusté a una funcién polinémica de tercer

orden utilizando el Origin 8.5.

3.5.3. Comparacidn del ensayo lisozima a punto final y cinético.

Se determinaron mediante el ensayo cinético y a punto final los niveles de lisozima en
SE de 13 individuos de la especie Acipenser gueldenstaedtii con un peso en el entorno de los
300g mantenidos en el laboratorio himedo de la granja ERN. Los resultados obtenidos con
cada metodologia fueron graficados con el programa Origin 8.5. La existencia de correlacion
entre ambas metodologias se evalud con el test de correlacién de Pearson (Prisma 6.0) y se

considerd estadisticamente significativa cuando el valor p fue menor a 0.05.
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3.6. Cuantificacién de proteinas.

Las proteinas se cuantificaron en las muestras de SE utilizando el método de
Bradford.[62] Brevemente, las muestras de SE se diluyeron 1/100 en tampdn fosfato-citrato. El
ensayo se realizé con 7ul de dicha dilucidn y 14oul del reactivo de Bradford. Para determinar la
curva de calibracién, se mezclaron con el mismo reactivo, 7ul de diluciones seriadas de BSA en
el rango 50-800,¢m Se dejoé incubar por 30 minutos a temperatura ambiente y se registré la
absorbancia a 550nm. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado en microplaca de 96
pocillos y fondo plano con un espectrofotémetro (Mrclab). Se graficé la Absorbancia en
funcién de la concentracidon de BSA, ajustando los datos a una funcién polindmica de tercer
grado con el programa Origin 8.5. A partir de ésta, se determinaron los niveles de proteina en

las muestras.

3.7. Experimento en condiciones de cultivo: Evaluacién de las defensas innatas

en los esturiones criados en diferentes estaciones del afo.

Con el objetivo de analizar el estado sanitario de los esturiones en distintos momentos
del afio, se realizé un muestreo de sangre en febrero y otro en julio de 2014 de esturiones
hembras de la especie Acipenser gueldenstaedtii mantenidos en las piscinas (raceways) de la
granja. En dichos meses de muestreo se sangraron 10 esturiones hembras de la zafra 2005, y
de la zafra 2010, de forma tal de realizar el estudio en peces de diferente edad. Los SE fueron
procesados como se describié en el punto 3.3. y en ellos se analizd la funcionalidad de la VA
mediante el ensayo hemolitico, y los niveles de lisozima mediante el ensayo de actividad a
punto final. Ambas actividades se determinaron utilizando las condiciones optimizadas para
cada ensayo las cuales se detallan en la tabla 3.1. A su vez se determind la concentracion de

proteinas totales por el método de Bradford.
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. Funcionalidad de la Actividad lisozima:
Parametros e .
VA: ensayo hemolitico ensayo a punto final
Tampdn GVB-Mg-EGTA Fosfato-citrato
Células GRC a 0.8x10% ejmi ML 0.5mg/mi
Temperatura 20°C 30°C
Longitud de
onda 415nm 550Nm
Tiempo 1hora 4 horas

Tabla 3.1.) Condiciones dptimas para la actividad de la VA (ensayo hemolitico) y la actividad lisozima
(ensayo a punto final).

3.8. Experimento en el laboratorio himedo: Efecto de la alta temperatura y del

suplemento Biopack sobre la inmunidad innata.

Para evaluar el efecto de la temperatura y la administracién del suplemento alimenticio
Biopack (Actigen+Se-plex+BioplexZn, Alltech, USA) sobre el estado sanitario de los esturiones
se realizd un experimento en el invierno en conjunto con la empresa ERN utilizando el
laboratorio himedo de dicha empresa. Como ya se menciond este laboratorio cuenta con

piletas para el mantenimiento de los peces en condiciones controladas de O, pH y

temperatura. En las piletas se colocaron peces de la especie Acipenser gueldenstaedtii de 2
anos de edad (zafra 2013) no sexados, de peso aproximado de 300g distribuyéndolos en 4

grupos de acuerdo con el siguiente detalle:

Control 18°C: 20 esturiones mantenidos a 18°C, con un régimen de alimentacién con racién

estandar.

Suplemento 18°C: 20 esturiones mantenidos a 18°C, con un régimen de alimentacién con racién

estandar suplementada con el complemento nutricional de Alltech.

Control 24°C: 20 esturiones mantenidos a 24°C, con un régimen de alimentacién con racién

estandar.

Suplemento 24°C: 20 esturiones mantenidos a 24°C, con un régimen de alimentacién con racién

estandar suplementada con el complemento nutricional de Alltech.

Los peces fueron individualizados mediante la colocacién de un microchip

(D.A.T.A.M.A.R.S, Uruguay) al inicio del experimento y se aclimataron durante 3 dias en las
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piletas a las temperaturas indicadas. Los esturiones fueron alimentados a una taza de diaria
del 2% de su peso corporal, que asegurd condiciones de crecimiento. El suplemento Biopack se
administrd, en una proporcidon de 0.25% en la racidn. Para este estudio, a los dias 0, 20 y 37
post-administracion del suplemento se monitored el peso y se obtuvo suero de los esturiones
como fue descripto en el punto 3.3. En el suero se analizd la funcionalidad de la VA, la actividad
lisozima (utilizando las condiciones dptimas descriptas en la Tabla 3.1) y los niveles de proteina

plasmatica total.

3.9. Analisis estadistico general de los experimentos.

Para comparar los pesos y los niveles lisozima, proteina y funcionalidad de la VA en los
experimentos descriptos en los puntos 3.7 y 3.8, se utilizaron los programas de anlisis
estadistico Prisma versién 6 y Minitab 17 (Minitab Inc. USA). En primer lugar se evalud si los
parametros analizados en ambos experimentos seguian una distribucion normal mediante el
test de D’Agostino& Pearson. Cuando los datos no presentaron distribucién normal se buscé
transformar estos valores aplicando las siguientes transformaciones matematicas Y=log(Y),
Y=sqrt (Y) o una combinacidén de las anteriores Y=sqrt(log(Y)), en donde Y representa ACH50,
concentracidon de proteina, nivel de lisozima, o peso. Posteriormente se evalud si el conjunto

de datos poseia homogeneidad de varianza mediante el test de Brown-Forsythe.

3.9.1. Andlisis estadistico del experimento en condiciones de cultivo.

Cuando los parametros analizados tuvieron distribuciéon normal y homogeneidad de
varianza se aplicé el test ANOVA de una sola via con post test de comparacion multiple de
Tukey. Cuando los datos presentaron normalidad, pero no homogeneidad de varianza, se
aplicé el test ANOVA con post test de Games-Howell. Estos dos test fueron aplicados sobre el
total de los datos y las diferencias estadisticamente significativas (p valor<o0.05) se indican con
* y * respectivamente. Los subgroupos (hembras de 4 afos y hembras de 9 afios) fueron
analizados con un t-test cuando los datos presentaron normalidad y homogeneidad de
varianza o con un t-test con correccidn de Welch cuando presentaron distribucién normal sin
homogeneidad de varianza. En este caso, las diferencias estadisticamente significativas (p
valor<0.05) se indican con # o # respectivamente. Por otra parte, se construyeron los gréficos
ACH50 y actividad lisozima en funcién de los niveles de proteina con el programa Origin 8.5. La

existencia de correlaciéon entre los parametros graficados se evaluaron con el test de
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correlacién de Pearsons (Prisma 6.0) y las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando el valor p fue menor a 0.05.

3.9.2. Analisis estadistico del experimento en el laboratorio himedo.

Para este experimento los andlisis se realizaron con los datos sin normalizar o con los
datos de cada individuo normalizados por el dia 0, lo cual fue posible gracias a la incorporacion
del microchip. Al igual que el experimento realizado en condiciones de cultivo, se aplico el test
ANOVA de una via con comparacién miltiple de Tukey cuando los datos fueron normales y
tuvieron homogeneidad de varianza o el ANOVA con post-test de Games-Howells cuando no
presentaron homogeneidad de varianza. Cuando los datos no tuvieron distribucién normal ni
homogeneidad de varianza se aplicd el test no paramétrico de Kruskal-Wallis con el post test
de comparacién multiple de Dunn. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando el valor de p fue menor a 0.05 y las mismas se indican con un * cuando el
analisis correspondiente se efectud utilizando la totalidad de los datos, o se indican con un #
cuando el andlisis se realizé dentro de un subgrupo (misma temperatura; mismo régimen de

alimentacién) del conjunto total de datos.

4. Resultados.

En esta seccidn se describen los resultados obtenidos para cada uno de los objetivos
especificos planteados:
* En 4.1. Optimizacién de herramientas para evaluar en suero la funcionalidad de dos

componentes de la inmunidad innata del esturidn.

* En4.2. Experimento en condiciones de cultivo: Evaluacién de las defensas innatas en
los esturiones criados en diferentes estaciones del afio.

* En4.3. Experimento en el [aboratorio himedo: Efecto de la alta temperatura y del
suplemento Biopack sobre la inmunidad innata.
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4.1. Optimizaciéon de herramientas para evaluar en suero la funcionalidad de

dos componentes de la inmunidad innata del esturién.

4.1.1. Optimizacién de un ensayo hemolitico para cuantificar la actividad de la via

alternativa del sistema del complemento.

4.1.1.a. Condiciones generales del ensayo hemolitico.

El ensayo hemolitico consiste en incubar diluciones de suero en presencia de GRC en
condiciones que permitan la activacion selectiva de la VA del SC. Como se menciond
previamente, la activacion del SC sobre los GRC dard lugar a la formacién del MAC, seguido de
la lisis celular y liberacién de hemoglobina. Como ya fue explicado en materiales y métodos, a
partir de la liberacién de hemoglobina se determina el ACH50 que es el inverso de la dilucidn
del suero capaz de producir el 50% de Ia lisis de los GRC. EI ACH50 es el pardmetro que se utiliza
para cuantificar la funcionalidad de la VA; cuanto mayor sea su valor mayor es la actividad o
funcionalidad de dicha via. Para evaluar exclusivamente la funcionalidad de la VA se asegurd
que las otras vias de activacion (VC y VL) permanecieran apagadas durante el transcurso del
ensayo. Para esto se suplementd el suero con EGTA, el cual es un quelante muy eficiente del
ion Ca**, que es necesario sélo para la actividad de las vias cldsica y de las lectinas. A su vez, el
suero se debe suplementar con el ion Mg** que es necesario para la formacién de la convertasa
delaVAy es quelado en menor medida por el EGTA.

La puesta a punto de este ensayo hemolitico se realizé a partir de la informacién
disponible del ensayo en otros peces, como se indica en materiales y métodos, en los cuales se
utiliza como éptima una concentracién de Mg*" y EGTA de 10mM y una concentracién
0.8x10%eym de GRC. En primer lugar se adaptaron los protocolos descriptos para realizar el
ensayo en una microplaca y se ensayaron diluciones seriadas de 1/10 - 1/640 utilizando para la
incubacion una temperatura de 20°C. En estas condiciones se logré detectar actividad de la VA
en SEy SEp.

Luego se buscd verificar la reproducibilidad del ensayo hemolitico, para lo cual se
realizaron tres ensayos independientes utilizando SE de la especie Acipenser gueldenstaedtii,
estos resultados se muestran en la Figura 4.1.1. A. Se obtuvo un valor medio de 132 Unidades
de ACH50 (U/ml) con un desvio estandar entre experimentos de 8 Unidades de ACH50 (U/ml)

(corresponde a un error relativo del 6%), mostrando que el ensayo ajustado en nuestro
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laboratorio es una metodologia reproducible que puede ser utilizada para determinar la

funcionalidad de la VA del SC del esturidn.

4.1.1.b. Optimizacién de la temperatura del ensayo hemolitico.

El hecho de que los esturiones sean peces originarios de climas frios nos hizo
sospechar que el SC del esturién podria ser mas activo a temperaturas inferiores que las
reportadas para el SC humano (37°C).[25] Por lo tanto, se evalué la funcionalidad de la VA del
esturion a distintas temperaturas. Estos resultados evidenciaron que la funcionalidad de la VA
es maxima en el entorno de los 20°C y disminuye aproximadamente un 50% a 37°C (Figura
3.1.1.B). Se hace notar que la actividad no varié de forma significativa en el rango entre 8-20°C.
En funcidn de estos resultados, todos los ensayos hemoliticos posteriores se realizaron a 20°C
ya que a esta temperatura se maximiza la sensibilidad del ensayo. La temperatura éptima de
funcionamiento de la VA del esturién fue similar a la de otros peces teledsteos como la tenca
(Tinca tina).[58] De la comparacién de la Figura 4.1.1. Ay 4.1.1. B se observa que la actividad a
20°C del SEp de Acipenser baerii fue aproximadamente 5 veces menor a la actividad del SE de
Acipenser gueldenstaedtii. Una explicacién para esta diferencia es que al mezclar los sueros
individuales que dieron lugar al SEp se hayan formado inmunocomplejos que permitieran la
activacién y consumo de las proteinas del SC. Alternativamente esta diferencia podria deberse
a que la funcionalidad de la VA es mayor en Acipenser gueldenstaedtii que en Acipenser baerii, o
simplemente a que existe una variabilidad importante de este parametro dentro de la

poblacidn de esturiones y por azar contamos con muestras con actividad dispar.
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Figura 4.1.1.) Panel A. Reproducibilidad del ensayo hemolitico. Gréficos de porcentaje de lisis en funcién del inverso
de la dilucién del suero correspondientes a tres ensayos hemoliticos independientes con SE de la especie Acipenser
gueldenstaedtii sangrado en octubre de 2013. Se aplicé la funcidon sigmoidea Hill1 (Origin 8.5.) a partir de la cual se
determind el ACH50. En la tabla de la misma figura se muestra el valor de ACH50 para cada ensayo junto con el valor
medio y su error. Panel B. Efecto de la temperatura en la actividad de la VA del complemento de SEp de la especie
Acipenser gueldenstaedtii. El ensayo se realizé incubando el SEp durante 1 hora a 8, 15, 20, 27 y 37°C . El valor de
ACHs50 reportado para cada temperatura representa la media de dos ensayos independientes y las barras de error la
desviacién estandar.

4.1.2. Optimizacién de un ensayo espectrofotométrico para cuantificar la actividad

lisozima del suero de esturion.

Como se menciond previamente, la lisozima es una enzima antimicrobiana capaz de
catalizar la hidrdlisis de las uniones beta 1,4 entre los residuos N-acetilmuramico y N-acetil-D-
glucosamina que conforman el peptidoglicano de la pared bacteriana. Por lo tanto, es posible
determinar la actividad lisozima de una muestra bioldgica, como el suero de esturidn,
utilizando células gram positivas como sustrato de esta enzima. Basicamente el ensayo
consiste en cuantificar el descenso de la turbidez de una suspensiéon de células de ML
producido por la actividad lisozima de la muestra. Nos planteamos evaluar la actividad
utilizando dos modalidades alternativas de este ensayo, que se diferencian basicamente en el
tiempo de reaccién. En la primera modalidad, ensayo cinético, se sigue la actividad de la
enzima durante 300 segundos, mientras que en la segunda se registra la actividad luego de
transcurrido un tiempo de incubacién de varias horas (ensayo a punto final). En primer lugar se
ajustd el ensayo cinético y los pardmetros optimizados para esta modalidad se implementaron

luego en el ensayo a punto final.

34



Turbidez (Uabs)

4.1.2.a. Condiciones generales del ensayo cinético.

Inicialmente el ensayo cinético se realizd en las condiciones descriptas para otros
peces como se especifica en la metodologia adaptando el mismo a una microplaca de 96
pocillos, de forma tal de poder realizar varias medidas en simultdneo y por duplicado o
triplicado. En la Figura 4.1.2. se muestran los resultados obtenidos para un SEp de Acipenser

gueldenstaedtii. A partir de estos resultados se concluye que el método cinético permite

determinar la actividad lisozima en las muestras de suero de esturidn.

Ensayo cinético para determinar la
actividad lisozima de una muestra.

007 . ’ Figura 4.1.2.) Ensayo cinético. Se
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0.70 J obtenidas para el SEp y lisozima
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4.1.2.b. Optimizacion de la temperatura.

Buscando mejorar el ensayo cinético, se evalué el efecto de la temperatura sobre la
actividad lisozima de un SEp de Acipenser gueldenstaedtii. Para esto se ensayaron tres
temperaturas diferentes 20°C, 25°C, y 30°C. Estos resultados, que se muestran en la Figura
4.1.3., evidencian que la actividad lisozima del suero aumenta a medida que aumenta la
temperatura. Esto estd de acuerdo con resultados obtenidos para la lisozima de salmdén (Salmo
gairdneri) en donde se observé un aumento en la actividad de esta enzima con la
temperatura.[46] De acuerdo a estos resultados, todos los ensayos futuros fueron realizados a

una temperatura de 30°C ya que de esta manera se logra una mayor sensibilidad del ensayo e
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independencia de las fluctuaciones de la temperatura ambiente, que introducirian variaciones
entre ensayos realizados en diferentes dias. El aumento en la actividad de la lisozima de
esturién con la temperatura fue opuesto al comportamiento que presentd la VA del SC
(disminuyé a 37°C). En el caso de la lisozima, el aumento de la temperatura dentro de un rango
que no afecte su estructura conducira probablemente al aumento de la actividad. En cambio
en el caso del complemento se conoce que varios de sus componentes son termolabiles,
particularmente el factor B.[21] En peces no se conoce exactamente a que temperatura el
factor B se inactiva, pero sabemos que la actividad funcional de la VA es sensible a los 40°C lo

cual explica nuestros resultados.[63]

Efecto de la tempratura sobre la actividad lisozima del SEp
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4.1.2.c. Optimizacion de la longitud de onda.

Tradicionalmente la actividad lisozima en muestras bioldgicas se determina evaluando
la disminucidn de la turbidez a 450nm. Sin embargo, como se puede ver en los resultados de la
Figura 4.1.2., a dicha longitud de onda la coloracién del suero contribuye a la turbidez inicial de
manera significativa. Con el objetivo de maximizar la sensibilidad del ensayo y evitar registrar
valores de turbidez superiores al limite de deteccidn del espectrofotémetro, se realizé un
espectro visible de los distintos componentes del ensayo. A partir de los resultados de la

Figura 4.1.4. se observa que el suero de la especie Acipenser gueldenstaedtii tiene un maximo
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de absorbancia a los 450nm, y absorbe de forma importante entre los 400 y 500nm. Esta
absorbancia posiblemente esté relacionada con el intenso color amarillo-anaranjado que
presenta dicho suero. Por otro lado, el suero de la especie Acipenser baerii presenta menor
absorbancia en este rango de longitudes de onda y un pico en el entorno de los 415nm
posiblemente debido a su color rosado. En base a estos resultados, se decidié trabajar a una
longitud de onda de 550nm ya que ambos sueros muestran una absorbancia despreciable en
relacion a la de la suspensién de células de ML, y esta ultima sigue siendo lo suficientemente

alta como para seguir la lisis de las mismas.

Espectro visible de los componentes del ensayo

Figura 4.1.4.) Espectro Visible (400-600nm)
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4.1.2.d. Optimizacion de la concentracién del sustrato Micrococcus lysodeikticus.

Con el fin de optimizar la concentracion de células a utilizar en el ensayo se evalué la
turbidez inicial a 550nm de la suspension de ML en un rango de concentraciones de 0.1-1.0mgjmi-
Los resultados obtenidos Figura 4.1.5 mostraron que la turbidez no es lineal entre 0.1y 1.0mgmi
por lo cual trabajar con una concentracién final de 0.8gm, cOMo se hizo en los experimentos
anteriores, hace posible que se esté subestimando la actividad lisozima, conduciendo a una
pérdida de sensibilidad del ensayo. Para estimar esta pérdida se calcularon dos pendientes, la
primera entre 0.1y 0.4mgmi (0.71) y la segunda entre 0.6 y 0.8mgmi (1.04). Esta diferencia en las
pendientes significa que realizar el ensayo con una concentracion de ML final de 0.4mgm €n vez

de 0.8,ym permite aumentar la sensibilidad en un 32%. La segunda ventaja es que se logra
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economizar el reactivo. Por estos dos motivos todos los ensayos futuros fueron realizados a
dicha concentracién final de células. Cabe remarcar que a estas concentraciones, el sustrato

sigue estando en exceso respecto a la enzima lo cual es fundamental para asegurar que la

reaccion transcurra a velocidad maxima.

Optimizacion de la concentracion de ML

094 Figura 4.1.5.) Optimizacién de la
0.8_' concentracién de sustrato ML. Se
| evalud la turbidez de la suspensidn de
0.7 4 ML en un rango de concentraciones
| de 0.1-1.0mgmi. Los datos fueron
’8‘ 0.6 - ajustados a una funcién polinémica de
s 1 tercer grado. Los mismos datos
N fueron ajustados a una recta en los
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g 0'4'_ y (o.6—o.8mg,m1) determinando en cada
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4.1.2.e. Limite de deteccidn del ensayo cinético.

Para utilizar este ensayo en el monitoreo del estado sanitario de los esturiones es
importante conocer su limite de deteccién de forma tal de que sea posible detectar actividad
lisozima en las muestras individuales que se pretende analizar. A tales efectos, utilizando las
condiciones generales del andlisis y los parametros optimizados en los puntos anteriores, se
determind la actividad lisozima de diluciones seriadas (1/1-1/80) de un SEp de la especie
Acipenser gueldenstaedetii. Paralelamente, se determind el limite de deteccién de diluciones
seriadas de 10,gm de lisozima comercial como control. A partir de los resultados de la Figura
4.1.6. se concluye que es posible detectar actividad lisozima hasta una dilucién 1/5 del SEp y
hasta 5.0.¢m de lisozima comercial, ya que a diluciones mayores no se logran distinguir caidas
en la turbidez respecto al tampdn. Es importante notar que este andlisis se realizé con un SEp

que presentaba una elevada actividad lisozima (355U/ml), respecto a otras muestras evaluadas
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a lo largo del trabajo. Esto sugiere que la sensibilidad del método cinético podria no ser

suficiente para cuantificar la actividad lisozima en muestras de suero individuales.

A B
Lisozima comercial Ensayo Lisozima: limite de deteccién del SEp
0.48 0.58 +
e
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» Lisozima 0.31ug/ml * SEp 1/80
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Tiempo (s) Tiempo (s)
Lisozima Pendiente Actividad Dilucion Pendiente Actividad
(pg/ml) (Abs/s) (U/ml) del SEp (Abs/s) (U/ml)
10 -9.42x10°% 113 11 -29.6x10% 355
5 -4.31x10°% 52 1/2 -20.9x10°% 251
- - - 1/5 -5.14x10°% 62

Figura 4.1.6.) Determinacién del Iimite de deteccién de la actividad lisozima en el ensayo cinético. Se evaluaronlas
concentraciones 10; 5; 2.5; 1.25; 0.63 y 0.31,gm de lisozima comercial (panel A) y las diluciones 1/1; 1/2; 1/5; 1/10;1/20; 1/40
y 1/80 de SEp de Acipenser gueldenstaedtii (panel B). Cada gréfico representa la media de dos replicas analiticas de un
Unico experimento. El tiempo total del ensayo fue de 450 segundos y se registré la turbidez en intervalos de 15
segundos. Las rectas fueron ajustadas entre los 50 y 450 segundos. En la tabla se muestran los valores de pendiente
y actividad para las diluciones de SEp y lisozima comercial en donde se detectd actividad lisozima (por comparacién
con el valor obtenido para el control negativo, que mostré una pendiente de 3.6 + 0.9 x10” (Abs/s).

4.1.3. Optimizacion del ensayo a punto final.

Cuando se comenzd a utilizar el ensayo cinético se detectaron dos grandes problemas.
En primer lugar, debido a la baja sensibilidad del método, muchas veces fue dificil reportar un
valor de actividad lisozima para muestras de SE y SEp. En segundo lugar la manipulacidn se

volvié tediosa a la hora de analizar multiples muestras. Buscando solucionar estas dos
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problematicas, se optimizé un ensayo a punto final, que consistié en incubar el suero con la
suspensiéon de ML y determinar la actividad como la diferencia de turbidez de la muestra
respecto a su valor inicial luego de transcurrido un periodo prolongado de incubacién (medido
en horas) con el sustrato ML. En paralelo se corrié un estandar de lisozima comercial que se
utilizé para asignarle un valor en pg/ml de lisozima a las muestras de SE analizadas. Debido a la
similitud con el ensayo cinético, los parametros optimizados anteriormente como la
temperatura, la longitud de onda, la concentracidén de ML, los volimenes de suero y de células,

fueron conservados.

4.1.3.a. Optimizacién del tiempo y de la curva estandar del ensayo a punto final.

La optimizacién del ensayo a punto final implicé en primer lugar hallar el tiempo de
incubacidn al cual se logra una buena sensibilidad del ensayo, y en segundo lugar determinar
las concentraciones de lisozima a utilizar para preparar una curva estandar. Con el fin de
determinar el tiempo 6ptimo, se evalud el descenso en la turbidez de diluciones del SEp de la
especie Acipenser gueldenstaedtii y de la lisozima comercial luego de transcurridas 1,2, 3,4y 5
horas de incubacién. (Figura 4.1.7.) A partir de estos resultados se aprecia que prolongar el
tiempo de la reaccién repercute en un aumento en la sensibilidad del ensayo, de acuerdo con
la medida de actividad de diluciones de la lisozima comercial (Figura 4.1.7. A) o del SEp (Figura
4.1.7. B). En concreto, luego de transcurridas 4 horas de incubacidén se distinguié actividad
respecto al tampdn en la dilucién 1/16 del SEp y en una solucidén 0.31,¢m de lisozima comercial
(Tabla Figura 4.1.7.). Recordando que para el ensayo cinético (Figura 4.1.6.) los limites de
deteccion fueron de 5.0,ym para la lisozima comercial y una dilucién 1/5 para SEp, se
desprende que utilizar el ensayo a punto final significa un aumento de entre 4 y 16 veces en la
sensibilidad, dependiendo de la muestra analizada; esta diferencia en el aumento podria
deberse a la turbidez y complejidad inherente del suero, que esta presente en la solucién de
lisozima. En funcién de estos resultados se selecciond un tiempo de 4 horas de incubacién el

cual representa el mejor balance entre sensibilidad y duracién del ensayo.
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10 0.54 * 0.01 11 0.48%
5 0.54* 1/2 0.33£0.03
2.5 0.45 + 0.02 14 0.19 + 0.02
1.25 0.27 £ 0.01 1/8 0.09 * 0.02
0.63 0.15 £ 0.01 1/16 0.05%
0.31 0.07 * 0.02 1/32 0.04*
0.16 0.07 £ 0.03 1/64 0.02 +0.01
Tampdn 0.02 + 0.02 Tampon 0.01*

Figura 4.1.7.) Determinacidn del limite de deteccidn de la actividad lisozima en el ensayo a punto final. Se evalud el descenso
de la turbidez inicial de la suspensién de ML luego de 1, 2, 3, 4 y 5 horas de incubacién ensayando diluciones de lisozima
comercial (10, 5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31y 0.16,4m) (Panel A) o deSEp de Acipensergueldenstaedtii (1/1, 1/2, %, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64)
(Panel B). Los datos de las figuras Ay B corresponden a la media y las barras de error a la desviacién estandar obtenida a
partir de los dos ensayos independientes, cada uno realizado por duplicado. En la tabla se muestra para las diluciones de
lisozima comercial y SEp la diferencia de turbidez media y su desviacién estandar correspondientes a 4 horas de incubacién.
Cuando el error fue menor a 0.01 se indica con *

Para determinar las concentraciones dptimas de lisozima comercial a utilizar como
estandar del ensayo, se construyd el grafico de actividad en funcién de las concentraciones de
lisozima comercial empleando los datos anteriores. (Figura 3.1.8. A). A partir de este resultado
se observd que el rango de concentraciones de lisozima utilizadas no permite construir una
buena curva estandar cuando el ensayo transcurre por 4horas. Con el fin de contar con un
buen ajuste, se ensayaron las siguientes diluciones de lisozima comercial: 5, 4, 2.5, 1.25, 0.63,

0.31,gm @ un tiempo de incubacion de 4 horas. Estas concentraciones elegidas permitieron
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construir una buena curva que fue ajustada a una funcién polinédmica de tercer grado (Figura
4.1.8. B).

Todos los ensayos a punto final futuros se realizaron a las mismas condiciones
optimizadas para el ensayo cinético, utilizando un tiempo de incubacién de 4 horas y una curva

estandar con las concentraciones de lisozima comercial indicadas arriba.

A B ——
Ensayo punto final: lisozima comercial 06 Ensayo a punto final: curva estandar
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Figura 4.1.8.) Ajuste de la curva estandar del ensayo a punto final. En el panel A se grafica la diferencia de
turbidez en funcién de la concentracién de lisozima comercial (10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31y 0.16,gm) a tiempos
de 1, 2, 3, 4 y 5 horas de incubacién. Cada punto representa la media y las barras de error la desviacidon
estandar de los dos ensayos independientes. En el panel B se grafica la diferencia de turbidez en funcién de la
concentracién de lisozima comercial (5, 4, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31y 0.16,gm1) @ un tiempo de incubacién de 4 horas.
Las medidas se realizaron por duplicado y se ajustaron los datos a una funcién polinémica de tercer grado.

4.1.4. Comparacion del ensayo lisozima a punto final y cinético.

Con el fin de evaluar ambas metodologias, se cuantificé la actividad y concentracién de
lisozima mediante el ensayo cinético y a punto final de 13 muestras correspondientes a 13
individuos de la especie Acipenser gueldenstaedtii. Como puede verse en la Figura 4.1.9 existe
una correlacién positiva (valor p<0.0001) entre los niveles de lisozima determinados por el
ensayo cinético y a punto final. Este resultado demuestra la utilidad de ambas estrategias para
el andlisis de los niveles de lisozima en suero. Sin embargo, por las ventajas que presenta el
ensayo a punto final (mayor sensibilidad y manipulacién mas sencillas) por sobre el cinético,
todos los andlisis posteriores que se muestran en este trabajo fueron realizados utilizando

dicha metodologia.
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4.1.5. Observaciones respecto al ensayo lisozima.

La actividad litica del suero con las células ML que nosotros atribuimos en un 100% a la
lisozima podria verse afectado por la actividad de otros componentes que presente el suero. El
principal candidato que podria contribuir a la lisis observada seria el SC. Sin embargo se ha
visto que el SC es ineficiente a la hora de lisar bacterias gram-positivas como ML ya que la
presencia de una pared gruesa de peptidoglicano dificulta el ensamblado del MAC sobre la
membrana plasmatica interna[64]. Por otro lado estudios sobre la VA en la tenca (Tinca tina)
[58] y en la via cldsica de tilapia (Tilapia nilotica)[65] evidenciaron que el SC en estos peces no
es activo a pH<6.5, cabe recordar que el ensayo de actividad lisozima se realiza a pH=5.80. Esto
dos argumentos sugieren que probablemente el SC del esturién no interfiera con el ensayo de
actividad lisozima. De forma de corrobora experimentalmente esto, nos propusimos realizar el
ensayo lisozima en presencia de 10 mM de EDTA para inactivar al SC. La presencia de EDTA
afectd la turbidez del ensayo lo cual impidid sacar conclusiones respecto a la contribucién del
complemento. En ensayos futuros pensamos evaluar la actividad litica del suero en las
condiciones optimizadas para el ensayo lisozima utilizando un anticuerpo anti lisozima
comercial recientemente obtenido. Esto nos permitird concluir definitivamente si existe algun

otro componente litico del suero capaz de actuar sobre las células ML.
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4.2. Experimento en condiciones de cultivo: Evaluacién de las defensas innatas

en los esturiones criados en diferentes estaciones del afo.

Una vez optimizadas las metodologias para medir la funcionalidad de la VA y los
niveles de actividad lisozima en suero, se estudid el comportamiento de estos componentes
del Sl en esturiones criados en las unidades de cultivo (raceways) de la granja de piscicultura.
Como se menciond previamente los meses calidos del afio representan un desafio importante
para los peces de la granja en donde el aumento de la temperatura del agua, junto con la
aparicion de floraciones, favorecen infecciones oportunistas que se traducen en un aumento
en la mortalidad de los peces. Por esta razdn nos interesé comparar los niveles de actividad de
la VA (ACH50) y de la lisozima en hembras de la especie Acipenser gueldenstaedtii en las
estaciones de verano e invierno. A tales efectos se analizaron muestras de suero de 10
individuos de 4 y 9 afios de edad. La eleccién de peces de estas edades se fundamenta en
valorar eventuales diferencias entre hembras de diferente madurez sexual que han padecido

durante distinto tiempo las condiciones adversas de cria.

4.2.1. Variacion estacional en la funcionalidad de la via alternativa.

De acuerdo a los resultados de la Figura 4.2.1, se observa que tanto en las hembras de 4
afios como de 9 afios de edad, los niveles de la VA del SC se encuentran significativamente
deprimidos en verano respecto al invierno. Para interpretar estos resultados es importante
tener presente que en la VA participan varias proteinas, de sintesis hepatica mayoritariamente,
y que el ensayo hemolitico utilizado evalda la funcionalidad de toda la VA. Esto significa que
cualquier cambio en los niveles séricos de estas proteinas repercutird en el ACH50. Una posible
explicacidon para los resultados es que durante el verano los esturiones se encuentren
cursando una infeccién. Ante la presencia de una infeccién los componentes de la VA se
pueden consumir como consecuencia de su activacién sobre la superficie del patégeno, dando
lugar a una disminucidon de la concentracién de los componentes nativos en la sangre, y en
consecuencia, del nivel de ACH50. Sin embargo, como ya se comenté en 1.3.2.a. frente a una
infeccion los componentes humorales y celulares del Sll son capaces de desencadenar una
respuesta inflamatoria que genera una cantidad de mediadores quimicos para facilitar el
combate de dicha infeccién. Entre ellos, se encuentran las interleuquinas, las cuales son
producidas en el sitio de infeccidén y volcadas a la circulacién sistémica. Estas actdan en el

higado y otros drganos. En el higado inducen la sintesis de varias proteinas, entre ellas las del
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SC de forma tal de contrarrestar el consumo previamente mencionado; esta respuesta es
conocida como fase aguda. De acuerdo con lo anterior, una infeccién podria dar cuenta de
estos resultados si el descenso generado por el consumo de los componentes del SC es mas
importante que el posible aumento que provocaria la induccién de la respuesta de fase aguda
durante la infeccién. Esto pareceria depender de la especie de pez y patégeno en cuestidn ya
que se ha reportado descenso en los niveles de ACH50 en dorada (Sparus aurata) infectada con

Vibrosp[66], mientras que un estudio en la carpa india (Labeho rohita) infectada con el hongo

Aphanomyces invadans mostré aumento en los niveles de ACH50.[67]

Variacion estacional en la funcionalidad
de la VA en Acipenser gueldenstaedtii
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Figura 4.2.1.) Variacién estacional en la funcionalidad de la
VA del suero de Acipenser gueldenstaedetii. Se determinaron
en las mismas unidades de cultivo los niveles de ACH50 en
10 hembras de 4 y 9 afios de edad en verano (rojo) e
invierno (azul). Cada punto representa el promedio de las
réplicas analiticas de un individuo y en negro se representa
la media y SEM de cada grupo. Para el andlisis estadistico,
se aplicd la transformacién sqrt que permitié normalidad
pero no homogeneidad de varianza en los datos. Se
efectud un andlisis ANOVA con test de Games-Howell
sobre todos los datos, las diferencias significativas (p
valor<o0.05) se indican con *. A su vez se aplicé dentro de
los grupos (linea horizontal negra) el t-test con correccién
de Welch; en este caso las diferencias significativas (p valor
< 0.05) se indican con #’.

4.2.2. Variacion estacional en los niveles de lisozima.

Los resultados de la Figura 4.2.2. muestran que los niveles de lisozima aumentan en

verano respecto al invierno para las hembras de 4 afios y siguen esta misma tendencia para las

hembras de 9 afios aunque en este ultimo caso no se llega a la significancia estadistica.

Buscando explicar estos resultados, a la luz de lo observado en relaciéon con el

complemento, es légico preguntarnos si seria razonable esperar un aumento en los niveles de
lisozima como consecuencia de infecciones. La literatura en peces teledsteos parece ser
consistente respecto a esto, mostrando que una infeccién generalmente da lugar a un

aumento en los niveles de expresion y niveles de actividad lisozima en varios tejidos del
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pez.[42,44] En estudios de desafio con Aeromonas hydrophila en tilapia azul (Oreochromis
aureus)[45] y en el pez shoropunti (Puntius sarana)[68] se observé aumento en la expresién
de lisozima en higado y rifién anterior que se mantuvo por varios dias. Trabajos en el pez de
pico rayado (oplegnathus fasciatus) y en la ltibina europea (Dicentrarchus labrax) demostraron
aumento en la expresién de lisozima en rifidn anterior luego de inocular LPS.[69,70] Por otra
parte un estudio in vitro en salmdn atlantico (Salmo Salar) mostré aumento en la secrecién de
lisozima por macréfagos cultivados en presencia de LPS.[43] Este aumento en la expresién de
lisozima en varios tejidos, aumentaria los niveles de esta proteina en suero, como lo demuestra
un estudio de desafio con Aeromonas salmonicidae en trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss).[71] Sin embargo, en la carpa india (Labeho rohita) infectada con el hongo
Aphanomyces invadans los niveles seroldgicos de lisozima descendieron.[67]

A pesar de que la literatura en esturién es escasa, un estudio reciente de desafio con
Aeromonas hydrophila en el esturién gigante (Huso huso) reporté aumento en los niveles de
lisozima en bazo e higado que se mantuvo por 36 y 50 dias respectivamente.[72] Otro estudio
en esturién siberiano (Acipenser baerii) mostré aumento en los niveles serolégicos de lisozima
luego de inocular LPS.[73] Por lo tanto la mayoria de estos estudios sugieren que el aumento
que nosotros observamos en los niveles de lisozima en verano puede deberse a un foco

infeccioso.

Variacion estacional en los niveles de
lisozima en Acipenser gueldenstaedtii
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Figura 4.2.2.) Variacién estacional en los niveles de lisozima
del suero de Acipenser gueldenstaedetii. Se determinaron en
las mismas unidades de cultivo la concentracidn de
lisozima en 10 hembras de 4 y 9 aflos de edad en verano
(rojo) e invierno (azul). Cada punto representa el
promedio de las réplicas analiticas de un individuo y en
negro se representa la media y SEM de cada grupo. Para el
analisis estadistico, se aplicé la transformacién sqrt que
permitid normalidad y homogeneidad de varianza en los
datos. Se efectud en el conjunto de los datos un andlisis
ANOVA de una via con test de comparacién mpultipe de
Tukey, no encontrando diferencias significativas. A su vez
se aplicé dentro de los grupos (linea horizontal negra) el t-
test, las diferencias significativas (p valor < 0.05) que se
indican con #.
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4.2.3. Variacion estacional en los niveles de proteina.

Los cambios medioambientales que ocurren en el verano, como el aumento en las
temperaturas del agua y la aparicion de floraciones, probablemente sean un factor de estrés
para los esturiones. El estrés es un término que fue definido por Hans Selye en 1953 y aplica a
situaciones en donde existe un riesgo real o percibido para la integridad del organismo. Para
hacer frente a este riesgo los organismos montan una respuesta que conocemos como estrés-
que tiene profundos efectos a nivel celular (alterando la expresién de diversos genes), a nivel
metabdlico (dando lugar a la redistribucién de recursos) y a nivel neurolégico. Esta respuesta
tiene como objetivo compensar el desbalance que el agente de estrés haya generado en el
organismo, combatir el mismo y en dltima instancia contribuiria al retorno al estado de
homeostasis.[74] En peces se ha visto que los efectos del estrés sobre el SI dependen del tipo,
intensidad y sobre todo de la duracién del agente de estrés. Es importante distinguir dos tipos
de estrés, el estrés agudo y el estrés cronico. El estrés agudo o de corta duracién en peces
teledsteos, tiene un efecto inmunoestimulante viéndose aumentada la sintesis de proteinas
del SC, la actividad lisozima y la capacidad fagocitica de macréfagos y neutréfilos.[60,74-76] El
estrés cronico o de larga duracion en cambio tiene el efecto contrario sobre estos
componentes y da lugar a una depresién general del SI. Las altas demandas metabdlicas para
hacer frente a éste, relegan a un segundo plano el funcionamiento del SI. Esto ocasiona
disminucién de los niveles de lisozima, proteinas del SC, la capacidad fagocitica de las células
innatas, lo cual conduce a una disminucién en la respuesta adaptativa y la capacidad de
generar anticuerpos.[74] Como consecuencia los organismos se vuelven mds propensos a
contraer infecciones.[74,77]

Durante el proceso de acuicultura los peces se ven sometidos a una combinacién de
agentes de estrés por periodos prolongados (alta densidad de cultivo, cambios de
temperatura, salinidad, pH y niveles de O,). Por lo tanto un estrés crénico en los esturiones de
la granja podria explicar, junto con la presencia de infecciones, los cambios en los niveles de
lisozima y funcionalidad de la VA que observamos en verano.

De acuerdo con lo anterior, nos propusimos determinar algin pardametro que
evidenciara la presencia de estrés en los esturiones. Tradicionalmente el estrés se cuantifica
midiendo los niveles de cortisol o glucosa en sangre[78], sin embargo al momento de realizar
este trabajo de licenciatura no contdbamos con ninguna herramienta para evaluar estos dos
indicadores. En la literatura estd reportado que los niveles de proteina plasmdatica disminuyen
en carpa (Cyrpinus carpio) frente al estrés crénico por alta densidad de cultivo.[77] Estos

resultados nos sugirieron que los niveles de proteina podrian ser un indicador de estrés
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crénico en los esturiones. Por lo tanto cuantificamos los niveles de proteina total en las

muestras de SE colectadas en verano e invierno, buscando evidencias del desarrollo de una

respuesta de estrés.

Los resultados mostraron, que los niveles de proteina del suero en las hembras de 4 y

9 afos disminuyeron significativamente en verano respecto al invierno (Figura 4.2.3). Esto

sugiere que las condiciones medioambientales del verano podrian ser un factor de estrés para

los esturiones.

Variaciéon estacional en los niveles de
proteina en Acipenser gueldenstaedtii
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Figura 4.2.3.) Variacion estacional de los niveles
de proteina del suero de Acipenser
gueldenstaedtii. Se determind en las mismas
unidades de cultivo los niveles de proteina en
10 hembras de 4 y 9 afios de edad en verano
(rojo) e invierno (azul). Cada punto representa
el promedio de las réplicas analiticas de un
individuo y en negro se representa la media y
SEM de cada grupo. El conjunto de los datos
fue analizado con el ANOVA de una via con test
de Games-Howell, las diferencias significativas
(p valor<0.05) se indican con e. A su vez se
aplicé dentro de los grupos (linea horizontal
negra) el t-test con correccién de Welch, en
este caso las diferencias significativas (p valor <
0.05) se indican con #'.

Como fue mencionado previamente, el estrés prolongado en el tiempo produce
inmunosupresion, y por lo tanto, podria explicar la disminucién observada en la funcionalidad
de la VA. (Figura 4.2.1) En linea con este argumento, al graficar los niveles de proteina en
funcién del ACHso (Figura 4.2.4. A) se observé una correlacién positiva entre estos
parametros, lo cual sugiere que tanto la sintesis de proteinas globales como la sintesis de las
proteinas del SC se ven afectadas en verano. Por lo tanto, la disminucién en los niveles de
proteina plasmatica y la correlacion positiva entre estos niveles y el ACH50 refuerza la idea de
que el deterioro en la funcionalidad de la VA en verano pueda deberse, al menos parcialmente,
al estrés crénico que sufren los esturiones. Esto estd de acuerdo con estudios en carpa
(Cyrpinus carpio)[77] y en dorada (Saprus aurata)[66,79] en donde el estrés prolongado en el

tiempo produjo disminucién en el ACH50 o en la capacidad bacteriolitica general del suero.
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Al graficar los niveles de proteina en funcién de los niveles de lisozima (Figura 4.2.4. B)
se observa que estos dos pardmetros no se encuentran correlacionados. Esto indica que el
estrés no daria cuenta del aumento en los niveles de lisozima observados en verano, lo cual
tiene sentido ya que el estrés crénico es generalmente inmunosupresor. Como fue
mencionado previamente, el aumento en los niveles de lisozima posiblemente se deba a la
ocurrencia de infecciones. En linea con los resultados anteriores, estas infecciones se verian
facilitadas por la depresién en el Sl, causada por el estrés medioambiental al que se ven

sometidos los esturiones en esta época del afo.
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Figura 4.2.4.) En el panel A se graficé el ACH50 en funcidon de los niveles de proteina del suero utilizando el
conjunto global de datos obtenidos para dichos pardmetros. Se aplicd el test de correlacidn de Pearson
obteniendo un valor de p=0.0004 que confirma existe una correlacién positiva entre la funcionalidad de la VA y lo
niveles de proteina séricos. En el panel B se graficd la concentracién de lisozima en funcién de los niveles de
proteina en suero, nuevamente utilizando la totalidad de los datos obtenidos para estos pardmetros. Se aplicd el
test de correlaciéon de Pearson obteniendo un valor de p=0.6598 el cual confirma que no existe correlacién entre
estos pardmetros
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De acuerdo a los resultados obtenidos para el experimento realizado en condiciones de

cultivo podemos concluir que:

* haber detectado diferencias en la funcionalidad de la VA, y en los niveles de
lisozima en suero de esturidn en distintos momentos del afio, sugiere que
estos dos parametros podrian ser utilizados para monitorear el estado
sanitario de los esturiones.

* la disminucidon en los niveles de proteina plasmatica sugiere que en verano los
esturiones se ven sometidos a estrés de tipo crénico.

* la generacion de una respuesta de estrés en los peces durante el verano se
asociaria a la disminucién en la funcionalidad de la VA. Esta disminucién
facilitaria la ocurrencia de infecciones que deprimirian en mayor medida los
niveles funcionales de la VA. Ademas, estas infecciones explicarian el aumento
en los niveles de lisozima que se registra en los peces durante la estacién de

verano.

4.3. Experimento en el laboratorio himedo: Efecto de la alta temperatura y del

suplemento Biopack sobre la inmunidad innata.

La diferencia en los niveles de ACH50 y lisozima que se registraron en las unidades de
cultivo durante las estaciones de verano e invierno, sugiere que existen factores del
medioambiente que podrian afectar estos componentes del SlI. El aumento en la temperatura
del agua que ocurre en verano probablemente sea uno de estos factores. Por lo tanto con el
objetivo de esclarecer los resultados obtenidos para el experimento realizado en las
condiciones de cultivo, se planted estudiar el efecto del estrés por alta temperatura (24°C )
sobre la funcionalidad de la VA del SC, y los niveles de lisozima y proteinas totales en suero de
esturién. A su vez, se evalud el efecto de administrar junto con la racién normal, un
suplemento nutricional que contiene componentes de levaduras, Se y Zn (Biopack, Alltech),
con el fin de estudiar su potencial efecto inmunoestimulante. Con estos objetivos se disefié un
experimento en condiciones controladas de laboratorio utilizando peces de la especie
Acipenser gueldenstaedtii que fueron mantenidos a 18°C 0 24°C, y alimentados durante 37 dias
con la racién normal con o sin el suplemento alimenticio Biopack. Los peces fueron sangrados
al dia 0,20 y 37, y se determiné a cada tiempo el peso, la funcionalidad de la VA, y los niveles de

lisozima y de proteina total en suero. Cabe sefialar que en el transcurso del experimento fue
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observado que el sistema de calentamiento del agua posiblemente generase vibraciones no
pudiendo descartar que las mismas hayan tenido un efecto sobre la fisiologia del pez y sobre

los parametros aqui estudiados.

4.3.1. Efecto sobre la viabilidad y el crecimiento de los peces.

Se observd entre un 14-15% de mortalidad en los peces mantenidos a 24°C que no se
observé en el grupo a 18°C, lo cual refleja que los esturiones no estan adaptados a esta
temperatura. Por otra parte la administracidon del suplemento no redujo la tasa de mortalidad
observada en los peces mantenidos a 24°C. Ademas, esta inadaptacion se verifica al analizar el
crecimiento de los peces. Los peces mantenidos a 18°C (Figura 4.3.1, simbolos azules),
aumentaron de peso de forma significativa durante el transcurso del experimento, mientras
que no lo hicieron los que se mantuvieron a 24°C (Figura 4.3.1, simbolos rojos). Mas aun los
peces del grupo control mantenidos a 24°C mostraron una tendencia a disminuir su peso al dia
37 respecto al dia 0. La administracién del suplemento no tuvo efecto sobre la ganancia de
peso de los esturiones mantenidos a 18°C. Sin embargo, en los peces mantenidos a 24°C, la
administracién del suplemento revirtié parcialmente el efecto negativo observado en el grupo
control. De todas maneras, al dia 37 los pesos de los peces del grupo control y tratado
mantenidos a 24°C fueron significativamente menores que los respectivos pesos de los grupos
mantenidos a 18°C. Estos resultados demuestran que las elevadas temperaturas son un factor

perjudicial para el crecimiento de los esturiones, sugiriendo que inducen una respuesta de
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Figura 4.3.1.) Efecto de la temperatura y el suplemento Biopack de Alltech sobre el peso de los esturiones mantenidos a 18°C (azul)
0 24°C (rojo) que recibieron (+) o no (-) el Biopack de Alltech. En el panel A se muestran los valores absolutos de los pesos junto
con la media y SEM de cada grupo. En el panel B se muestra la media y SEM de los valores de peso normalizados por el
correspondiente valor al dia 0. El andlisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis con post test de
Dunn, la significancia estadistica (p<0.05) se indica con * cuando el andlisis fue realizado con todos los datos, o con # cuando el
andlisis fue realizado dentro del mismo grupo (misma temperatura o misma condicién de alimentacién), las barras punteadas
indican tendencias.
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4.3.2. Efecto sobre el nivel de proteinas totales.

Debido a que la elevada temperatura (24°C) mantenida durante 37 dias podria ser un
factor de estrés crénico para los esturiones nos propusimos, al igual que para el experimento
realizado en condiciones de cultivo, cuantificar los niveles totales de proteina en suero. Los
niveles de proteina total en los peces mantenidos a 18°C (Figura 4.3.2. , simbolos azules),
permanecieron constantes durante los 37 dias tanto en el grupo control como en el grupo
suplementado, no encontrdndose ninguna diferencia producto del agregado del suplemento a
la dieta. Para los peces mantenidos a 24°C (Figura 4.3.2. , simbolos rojos), los niveles de
proteina plasmadtica disminuyeron progresivamente con el transcurso del experimento. La
adicion del suplemento pareceria detener esta caida observada al dia 37. (observar datos
normalizados por los niveles iniciales de dia o, Figura 4.3.2.) Sin embargo, el suplemento no fue
capaz de restituir los valores observados en los peces mantenidos a 18°C. Estos resultados

apoyan la idea de que la elevada temperatura es un factor estresante para los esturiones.
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Figura 4.3.2.) Efecto de la temperatura y el suplemento Biopack de Alltech sobre la concentracidn de proteina total en suero de los
esturiones mantenidos a 18°C (azul) 0 24°C (rojo) que recibieron (+) o no (-) el Biopack de Alltech. En el panel A se muestran los
valores absolutos de la concentracidn de proteina total en suero junto con la media y SEM de cada grupo. En el panel B se muestra
la media y SEM de los niveles de proteina total normalizados por el correspondiente valor al dia 0. Los datos sin normalizar (panel
A), se les aplicd la transformacién sqrt y se los analizé con el test ANOVA de 1 via y post-test de Games-Howell. Los datos
normalizados por el dia o (Panel B) fueron analizados con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y post test de Dunn para
comparaciones multiples. En ambos casos la significancia estadistica (p<0.05) se indica con * cuando el andlisis fue realizado con
todos los datos, o con # cuando el andlisis fue realizado dentro del mismo grupo (misma temperatura o misma condicién de
alimentacion).
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4.3.3. Efecto sobre la funcionalidad de la via alternativa.

La funcionalidad de la VA en los peces mantenidos a 18°C (Figura 4.3.3, simbolos azules)
aumentd progresivamente con el transcurso del experimento. Al cabo de los 37 dias se
observé que este aumento fue mayor en el grupo tratado que en el grupo control. En los
peces mantenidos a 24°C, no se observé aumento en los niveles de ACH50 y al dia 37 estos se
mantuvieron similares al dia o tanto en el grupo no suplementado como en el suplementado.
Sin embargo, se observa un leve aumento al cabo del dia 37 en el grupo suplementado
respecto al no suplementado que no llega a ser estadisticamente significativo. Estos
resultados indican que el estrés por temperatura repercutié negativamente sobre la
funcionalidad de la VA del SC. Por otra parte el suplemento de Alltech fue capaz de potenciar la

actividad de este sistema a 18°C pero no a 24°C.
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Figura 4.3.3.) Efecto de la temperatura y el suplemento Biopack de Alltech sobre la actividad funcional de la VA del SC en los
esturiones mantenidos a 18°C (azul) 0 24°C (rojo) que recibieron (+) o no (-) el Biopack de Alltech. En el panel A se muestran los
valores absolutos de ACH50 juntos con la media y SEM de cada grupo. En el panel B se muestra la media y SEM correspondiente a
los valores de ACH50 normalizados por el correspondiente valor al dia 0. Para los datos no normalizados (Panel A), el andlisis
estadistico se realizd con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis con post test de Dunn. A los datos normalizados por el dia 0
(Panel B) se les aplicé la transformacion logaritmica y se los analizé con el test ANOVA de 1 via con post-test de Games-Howell. En
ambos casos la significancia estadistica (p<0.05) se indica con * cuando el analisis fue realizado con todos los datos, o con #
cuando el andlisis fue realizado dentro del mismo grupo (misma temperatura o misma condicién de alimentacién).
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4.3.4. Efecto sobre los niveles de lisozima.

Los resultados obtenidos para la lisozima fueron menos claros y consistentes que los

obtenidos para la VA, niveles de proteina y pesos. A primera vista se observé que globalmente

los niveles de lisozima son mayores y mas dispersos en los peces mantenidos a 24°C (Figura

4.3.4, simbolos rojos) que en los peces mantenidos a 18°C (Figura4.3.4, simbolos azules). En los

peces mantenidos a 18°C no se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el

grupo suplementado, aunque al analizar los datos normalizados existe una tendencia hacia

valores mas altos de lisozima en el grupo tratado. Dentro del grupo tratado a 18°C los niveles

de lisozima disminuyeron del dia o al dia 20 y volvieron a aumentar al dia 37 de manera

significativa. Al someter a los peces a una temperatura de 24°C se observé un aumento en los

niveles de lisozima al dia 20. Este aumento que no se observé en el grupo suplementado,

sugiriendo que la administracion del Biopack podria revertirlo.
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Figura 4.3.4.) Efecto de la temperatura y el suplemento Biopack de Alltech sobre los niveles de lisozima en suero de los
esturiones mantenidos a 18°C (azul) o0 24°C (rojo) que recibieron (+) o no (-) el Biopack de Alltech. En el panel A se muestran los
valores absolutos de la concentracién de lisozima en suero junto con la media y SEM de cada grupo. En el panel B se muestra la
media y SEM correspondiente a los niveles de lisozima normalizados por el correspondiente valor al dia 0. Para los datos no
normalizados (Panel A), el andlisis estadistico se realizd con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis con post test de Dunn. A Los
datos normalizados por el dia o (Panel B) se les aplicd la transformacion logaritmica y se los analizé con el test ANOVA de 1 via
con post-test de Games-Howell. En ambos casos la significancia estadistica (p<0.05) se indica con * cuando el andlisis fue
realizado con todos los datos, o con # cuando el analisis fue realizado dentro del mismo grupo (misma temperatura o misma
condicidn de alimentacidn), las barras punteadas indican tendencias.
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5. Discusién global de los resultados.

En este trabajo se optimizaron dos ensayos bioquimicos para evaluar en suero de
esturion la funcionalidad de la VA y la actividad lisozima. Una vez optimizadas estas
metodologias, se decidid evaluar estos componentes en verano e invierno en peces
mantenidos en las condiciones de cultivo en la planta ERN. Esto respondid a la necesidad de
contar con pardmetros que permitieran monitorear el estado sanitario de los esturiones en
distintos momentos del afio. Mediante este experimento se evidencid que los niveles de
ACH50, que reflejan la actividad de la VA, estaban notoriamente disminuidos en las hembras
durante el verano, mientras, que en la misma época de afio, los niveles de lisozima aumentaron
para las hembras de 4 afios y siguieron la misma tendencia para las hembras de 9 afios. Estos
resultados indicaron en primer lugar que las metodologias optimizadas son utiles para evaluar
estos componentes del Sll, y por otra parte, que los cambios medioambientales que ocurren
en las distintas épocas del afio repercuten en los pardmetros del SlI.

Pensando que la temperatura podria ser un factor medioambiental clave, que
explicara los cambios observados en los componentes del Sl de los esturiones cultivados en
las condiciones de la granja ERN, decidimos realizar un experimento en condiciones mas
controladas de cultivo, utilizando dos temperaturas diferentes durante 37 dias y agua de pozo
de alta pureza. Se trabajé en condiciones a una temperatura de 18°C y 24°C buscando reflejar
las temperaturas de invierno y verano respectivamente. En los esturiones mantenidos a 24°C
se observd una disminucidn en los niveles de ACH50 y proteina, y un aumento en los niveles de
lisozima respecto a los esturiones mantenidos a 18°C. Estas variaciones/alteraciones en los
niveles de ACH50 vy lisozima fueron muy similares a las observadas para las hembras en
condiciones de cultivo durante el verano. A su vez se evidencidé que los peces mantenidos a
24°C fueron incapaces de aumentar de peso y ademas presentaron mayor mortalidad que los
peces mantenidos a 18°C. A pesar de que no podemos descartar que el propio sistema de
calentamiento haya sido un factor de estrés adicional para los esturiones, nuestros resultados
sugieren que la temperatura serfa uno de los principales factores del medioambiente que
afecta el estado sanitario y el Sl de los esturiones criados en la granja ERN. Esto tiene sentido
sentido ya que los esturiones se encuentran adaptados a climas frios y probablemente el
aumento en la temperatura sea un factor estresante para dichos peces.[7] En linea con estos
argumentos se ha visto que el esturién adridtico (Acipenser naccarii) mantenido a 25°C

presenta niveles de cortisol en sangre mas elevados que a 17°C.[80]
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En nuestros estudios auin no hemos medido los niveles de cortisol en sangre, pero es
uno de los andlisis que valdria la pena realizar. Creemos que la marcada disminucién en los
niveles de proteina en suero que ocurrid en los hembras durante el verano y en los esturiones
mantenidos a 24°C refleja una situacién de estrés crénico. Esta respuesta de estrés induce
probablemente un aumento en los niveles de cortisol[77] y de otras hormonas como las
catecolaminas, que podrian estar implicadas en los cambios inducidos por el aumento en la
temperatura sobre el Sl y el crecimiento de los peces.[74] En estudios en trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en donde se administré cortisol por 10 semanas simulando una
situacion de estrés crénico, se observd una marcada disminucidn en el crecimiento respecto a
los peces que no recibieron cortisol.[81] Ademds, en otro trabajo realizado en el mismo pez, se
observd que la presencia de cortisol en el higado disminuye la sefializacién de la hormona de
crecimiento, atenuando sus efectos.[82] Esta hormona es central para estimular los procesos
de biosintesis de macromoléculas asi como para coordinar el crecimiento de los organismos.
Por lo tanto, el efecto del cortisol en las vias de sefializacién de esta hormona podria explicar la
disminucién en los niveles de proteina plasmatica y la pérdida de peso en los esturiones
mantenidos a 24°C. Ambos efectos serian consecuencia de favorecer procesos catabdlicos por
sobre los anabdlicos, de forma de contar con recursos energéticos para hacer frente a la
situacion de estrés generada por las condiciones medioambientales del verano,
particularmente el aumento de la temperatura.[83]

Por otra parte, en general se acepta que la situacidn de estrés implica relegar a un
segundo plano el funcionamiento de sistemas que demandan gran cantidad de recursos, como
el SI. Por esta razdn, la prevalencia del estrés se asocia a una mayor predisposiciéon de los
organismos a contraer infecciones.[84] En linea con estos argumentos nosotros observamos
una disminucién en los niveles de ACH50 en las hembras durante el verano y en los esturiones
mantenidos a 24°C en el laboratorio himedo. Estos resultados se ven apoyados por trabajos en
carpa (Cyprinuscarpio) y en barramudi (Lates Calcarifer) en donde el estrés crénico produjo
aumento en los niveles de cortisol y disminucién en el ACH50.[85,86] Siendo el higado un
dorgano sensible al cortisol, y a su vez el principal sitio de sintesis de las proteinas del
complemento en peces[38], es posible que el cortisol inhiba la expresién hepética de las
proteinas del complemento. En cuanto al efecto sobre la lisozima, el aumento observado en
las hembras de 4 aflos mantenidas en condiciones de cultivo en la granja y en los esturiones
sometidos a un estrés por alta temperatura no parece ser consistente con una situacién de
estrés crénico ya que en su mayoria la bibliografia reporta que en estas situaciones ocurre una
disminucién en la expresion y en los niveles de lisozima plasmética.[86,87] Sin embargo, un

aumento en la lisozima inducido por la temperatura también fue descripto en un trabajo en
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rodaballo.[88]Asi, estas aparentes inconsistencias podrian explicarse si consideramos que el
aumento en los niveles de lisozima es producto de infecciones ocasionadas por el deterioro de
la inmunidad innata por el estrés crénico, incluyendo la pérdida en la actividad de la VA. Como
se discutié en el punto 4.2.2. la literatura en peces parece ser consistente en que una infeccién
da lugar a aumentos en los niveles de lisozima en sangre. En conjunto, los resultados en los
niveles de proteina, VA y lisozima obtenidos para los esturiones sometidos a elevadas
temperaturas nos llevan a concluir que en estas condiciones los mismos probablemente estén
sometidos a un estrés crénico que directa o indirectamente facilita la ocurrencia de
infecciones. De esta manera, los efectos sobre los pardmetros estudiados del SlI serian
consecuencia de la ocurrencia de estos dos fendmenos (estrés sumado a infecciones). Resulta
interesante entender qué mecanismos dan lugar a que ante una misma situacion estos
parametros del Sll se comporten de forma diferencial.

Una posible explicacion para este resultado es que el estrés afecte de forma diferencial
la respuesta a estimulos inflamatorios de hepatocitos y de células inflamatorias (macréfagos
o neutrodfilos) o epitelios que puedan ser fuente de lisozima. Se ha demostrado que el cortisol
aumenta la expresidn hepatica de las proteinas SOCS en trucha arcoiris. En vertebrados, estas
proteinas son capaces de inhibir las vias de sefializacién activadas por interleuquinas
inflamatorias en hepatocito.[82] y en células inflamatorias como macréfagos.[89] Por lo tanto,
para explicar nuestros resultados podriamos plantear como hipdtesis que durante una
respuesta de estrés la expresion de SOCS aumentara en mayor medida en los hepatocitos que
en otras células inflamatorias como macréfagos o neutréfilos, disminuyendo en mayor medida
la capacidad de los hepatocitos de sintetizar las proteinas del SC.

Otro factor que podria explicar el comportamiento diferencial de estos componentes
es el consumo que ocurre de estas proteinas como consecuencia de una infeccién. Las
proteinas de la VA se consumen como producto de su interaccién con la superficie del
patdgeno, mientras que la lisozima una vez que corta el peptidoglicano de los patdgenos
vuelve a estar disponible para seguir funcionando. De esta manera el consumo de la lisozima es
de por si menor que el del complemento. Por lo tanto si la sintesis de las proteinas del SCy de
la lisozima ante la presencia de una infeccidn se ve afectada por la ocurrencia de estrés, seria
mas factible que el balance entre sintesis y consumo afecte en mayor medida a las proteinas
del SC que a la lisozima. Esto podria explicar la disminucién en la funcionalidad observada de la
VA. Independientemente de cudles sean los mecanismos detrds de estos resultados, es posible
que el deterioro en la funcionalidad de la VA del SC, que cumple un papel esencial en el SII de
los peces, favorezca la ocurrencia de infecciones y en consecuencia conduzca a un aumento en

los niveles de lisozima.
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Otro objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del suplemento alimenticio Biopack
sobre el estado sanitario y el Sl de los esturiones que fueron sometidos a baja temperatura
(18°C) o a un estrés por alta temperatura (24°C). Logramos evidenciar utilizando los
parametros optimizados en esta tesis que el suplemento podria tener efectos beneficiosos
sobre el estado sanitario de los esturiones. Este suplemento estd compuesto por
componentes de levadura y por Zn y Se. Los efectos que los suplementos alimenticios tienen
sobre la fisiologia del pez y en particular sobre el Sl se atribuyen a la capacidad que estos
componentes tienen de activar al Sl o de promover el crecimiento de la flora intestinal.[52]

En trucha arcoiris se vio que la suplementacidon con componentes de pared bacteriana
aumentd la superficie de absorcién intestinal y el largo de las microvellosidades de los
enterocitos[90], que darfa lugar a una mayor absorcién de nutrientes. Esto podria explicar la
atenuacion en la pérdida de peso de los esturiones que fueron mantenidos a 24°C y recibieron
el suplemento, lo cual estd de acuerdo con resultados en dorada (Spaurs aurata), donde la
administracién de componentes de levadura aumentd el tamafio de los peces[91]. En los
peces mantenidos a 18°C, se observd un aumento en el ACH50 en el grupo suplementado
respecto al grupo control, y también un aumento en los niveles de lisozima al cabo del dia 37
respecto al dia 20, que no fue observado en el grupo control. Como la temperatura de 18°C no
representaria una condicidn estresante para los esturiones, el SI de éstos se encontraria mas
apto para responder ante la presencia de sefiales de peligro. En linea con estos argumentos,
los receptores innatos del SI del esturién podrian estar reconociendo los componentes de
levadura del suplemento, dando lugar a una respuesta inflamatoria que promueva la sintesis
de lisozima y proteinas del complemento principalmente en el higado.

Por otra parte, el agregado del suplemento a la dieta podria favorecer el crecimiento
de la microbiota intestinal dificultando el crecimiento o colonizacién del intestino por parte de
bacterias patdégenas.[52] De esta manera habria una menor respuesta inflamatoria que
explicaria la tendencia a menores niveles de lisozima que se observd en el grupo mantenido a
24°C y que recibid el suplemento al dia 20. En linea con estos resultados se observé en el
mismo grupo una tendencia hacia mayores niveles de complemento al dia 37 respecto al dia o
que podrian deberse a un menor consumo de componentes del complemento, facilitado por la

menor carga de bacterias patdgenas en el intestino.
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6. Conclusiones.

En este trabajd se logrd optimizar ensayos espectrofotométricos para determinar la
funcionalidad de la VA del SCy la actividad de la lisozima en suero de esturién.
Utilizando estas metodologias se encontré que los niveles de la VA del SC estan
notoriamente disminuidos en el verano respecto al invierno en hembras de 4 y 9 afios,
mientras que en la misma época de afio los niveles de lisozima aumentaron para las
hembras de 4 afios y siguieron la misma tendencia para las hembras de 9 afios.
Ademds, estas alteraciones se asociaron con cambios en el estado sanitario de los
peces y/o en su crecimiento, lo cual sugiere quela medida funcional de la VA como la
actividad lisozima del suero pueden ser marcadores utiles para el monitoreo sanitario
de los esturiones en establecimientos de cria.

Los resultados obtenidos en el laboratorio himedo sugieren que la temperatura seria
uno de los principales factores del medioambiente que causa los cambios en los niveles
de lisozima y funcionalidad de la VA del SC que ocurren en las distintas estaciones.
Ademas, la utilizacidn del suplemento alimenticio Biopack podria contribuir a revertir,
al menos parcialmente, el deterioro en el estado sanitario que presentan los peces al

ser sometidos a altas temperaturas.
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7. Perspectivas.

Hemos adquirido recientemente los reactivos necesarios para medir cortisol y glucosa
en suero, que son los principales indicadores de estrés. Medir estos dos pardametros en los
esturiones en los meses de verano e invierno y en experimentos con temperatura controlada
nos permitird esclarecer el papel que el estrés por temperatura juega sobre el Sl de los
esturiones.

Los resultados de esta tesis indican que la temperatura parece ser uno de los factores
criticos que repercute en el funcionamiento del Sl y, en consecuencia, en la salud de los
esturiones. Se ha visto en peces que la proteina Wap6s5, implicada en el metabolismo del
hierro, aumenta su expresién con la temperatura y parece estar implicada en la aclimatacidn
de los peces a las elevadas temperaturas.[92] En un futuro seria interesante estudiar la
expresion de la proteina Wap65 en los distintos meses del afio, asi como también en
experimentos en el laboratorio humedo controlando la temperatura.

Con el fin de seguir estudiando el efecto del suplemento Biopack en los esturiones,
podriamos realizar un experimentos con hembras adultas en las condiciones de cultivo de la
granja. Ya que el verano representa el principal desafio para los esturiones, este experimento
se podria comenzar en primavera suplementado un grupo de hembras y luego evaluar si los
parametros del SI, el peso y su sobrevida durante el verano son mejores que un grupo de
hembras que no haya recibido el suplemento.

Para seguir profundizando en el conocimiento del SII de los esturiones, nos
encontramos actualmente estudiando la respuesta de fase aguda que presentan estos peces al
ser sometidos a estimulos pro-inflamatorios (LPS y peptidoglicano). Para esto hemos adquirido
kits comerciales que permiten determinar los niveles de algunas proteinas descriptas como
proteinas de fase aguda, como: la haptoglobina, la proteina amiloide P (SAP/CRP), la proteina
amiloide A (SAA) y la ceruloplasmina. Un vez que determinemos cudl o cudles de estas
proteinas son mejores indicadores de la respuesta inflamatoria aguda en el esturién pensamos
disefar algunos inmunoensayos para detectarlas en suero. Asi en conjunto con la
determinacion de cortisol y glucosa, esperamos que el estudio de los niveles de estas proteinas
permita una mejor compresion de la respuesta desencadenada en los esturiones durante el
cultivo en la granja, y ademas nos permita analizar las hipdtesis planteadas sobre los efectos

del verano, y en especial de la temperatura, sobre las defensas innatas del esturién.
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