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El esturion ruso (Acipenser gueldenstaedtii) es criado en Uruguay en la granja acuicola
“Esturiones del Rio Negro” para la comercializacidn de sus huevas sin fertilizar (caviar). A pesar
del éxito que esta actividad viene teniendo, los problemas no estdn ausentes. En los meses
calidos del afio los esturiones se vuelven mas susceptibles a infecciones bacterianas, sugiriendo
que el aumento de la temperatura afecta sus defensas. Con el fin de comprender los procesos
subyacentes a dicha problematica, nuestro grupo de investigacion realizé estudios en donde se
observé que la exposicidn de esturiones rusos a temperaturas = 24°C por varias semanas afecté
la funcionalidad de componentes enzimaticos innatos del suero, conduciendo a la disminucion
en la actividad de la via alterna del sistema complemento (VA) y la ceruloplasmina (Cp), y al
aumento en los niveles de lisozima. En este trabajo buscamos profundizar en la caracterizacidn
de la respuesta del esturion frente al estrés térmico y a componentes bacterianos. Para ello,
utilizamos dos modelos experimentales y analizamos los niveles séricos de la VA, Cp y lisozima,
asi como también de las proteinas amiloides A y P (SAA y SAP), recientemente identificadas
como potenciales marcadores de fase aguda en el esturidn ruso. El primer modelo implicé la
exposicidon de esturiones juveniles a gradientes de temperatura de 18-24°C (moderadas) o de
24-31°C (altas) durante 27 dias. Los peces expuestos a altas temperaturas mostraron
alteraciones en los componentes enzimdticos innatos similares a las observadas en los
esturiones cultivados en las granjas durante el verano. No se observaron alteraciones en los
niveles séricos de la SAP en ningln caso; mientras que al dia 7 los niveles de la SAA fueron
significativamente mayores sélo en los peces expuestos a temperaturas altas, volviendo a los
niveles basales al dia 27. Los resultados del presente experimento constituyen una nueva
evidencia de que el cultivo de esturiones rusos a temperaturas = 24°C provoca un debilitamiento
general de sus defensas innatas. Ademas, tomando en cuenta datos previos obtenidos en
condiciones de hacinamiento, se observd que una baja densidad de cultivo repercute
favorablemente en la tolerancia de los esturiones a las altas temperaturas. Asimismo, los datos
obtenidos para la SAA y la SAP reflejan la necesidad de identificar nuevos marcadores de estrés
crénico en esta especie, lo cual es crucial para el disefio de estrategias de monitoreo del estado
sanitario de estos peces durante su cria en establecimientos de piscicultura. El segundo modelo
implicé la estimulaciéon de esturiones juveniles con Aeromonas hydrophila inactivadas (10E°
UFC/kg por via intraperitoneal) usando PBS como control. No se observaron cambios
significativos en ninguno de los componentes enzimaticos innatos analizados, asi como tampoco
en los niveles de SAP del suero. En contraste, al dia 3 p.i. los niveles de SAA aumentaron
significativamente tanto en el grupo inoculado con A. hydrophila como en el grupo control. Estos
resultados muestran que incluso un dafio menor como el provocado por la inyeccién podria
inducir un aumento en la SAA, sugiriendo que puede comportarse como una PFA positiva.
Asimismo, el modelo de estimulacién empleado no resultd éptimo para el estudio de la
respuesta de fase aguda en esturién ruso. Por este motivo, seria necesario realizar experimentos
de infecciéon para evaluar los niveles de SAA en forma individual y poder verificar el
comportamiento de esta proteina durante la fase aguda de la infeccién. En suma, este trabajo
contribuye a profundizar en el conocimiento de la respuesta inmune innata del esturién ruso,
un pez condrésteo cuyo sistema inmune es practicamente desconocido.



1.1) Generalidades sobre el esturion

El esturion es un pez que pertenece a la clase de peces dseos actinopterigios -uno de los
grupos mas amplios de vertebrados que existen- a la subclase de los condrdsteos y al orden de
los acipenseriformes. Dicho orden esta compuesto por dos familias: Polyodontidae (agrupa a los
comunmente llamados peces espatula) y Acipenseridae, la cual esta formada por 27 especies de
esturidon!y constituye la mas numerosa dentro del grupo de peces “fésiles vivientes” (Figura 1.1)
23, La denominacién fésiles vivientes tiene una base genética, ya que se debe a las caracteristicas
Unicas del cariotipo de los acipenseriformes: el bajo nivel de heterocigosis, la poliploidia y la
presencia de una alta proporcién de micro-cromosomas en asociacidn con cromosomas de gran
tamafio se encuentran normalmente en grupos filogenéticamente muy antiguos como por
ejemplo las lampreas (Petromyzontidae)?; de hecho se estima que este grupo de peces fue
contemporaneo a los dinosaurios, habitando nuestro planeta alrededor de 200 millones de afios
atras>.

La morfologia general de los esturiones es muy caracteristica; presentan un cuerpo
alargado con una base ventral plana, un esqueleto cartilaginoso con branquiespinas y placas
dseas que recubren la piel longitudinalmente. Su mandibula es protractil al igual que la de los
tiburones, los adultos no tienen dientes y la boca presenta una hilera de 4 bigotes al frente. En
un principio algunos de estos rasgos eran considerados primitivos, pero mas adelante se
comprobd que en realidad surgieron a partir de estructuras definidas que revirtieron
posteriormente en la evolucién, como es el caso de la reduccién de la osificacién o la ausencia
de dientes. El ciclo de vida de estos peces es bastante largo, alcanzando la madurez sexual en
etapas tardias de la vida (5-8 afios). Un hecho peculiar y poco frecuente en estos peces es que
en general las hembras de esturion no desovan anualmente. Algunas especies pueden vivir
durante 100 afos y alcanzar un peso de mas de 1000 kilogramos, su crecimiento no se detiene
en ninguna etapa de la vida y tampoco se ve considerablemente disminuido luego de la primera
reproduccion®.

El habitat natural de los esturiones es el hemisferio norte del planeta, en particular la mitad
de las especies vive en la region de la estepa pdntica en Europa, un tercio en América del Norte
y el resto en el este asiatico y Siberia?; la presente distribucion biogeogréfica de las distintas
especies existentes refleja relaciones filogenéticas entre los peces de dichas localizaciones?. Los
requisitos térmicos para la maduracion y el desarrollo temprano de los esturiones, procesos que
generalmente ocurren a temperaturas menores a los 20°C, son la base crucial para comprender
por qué habitan en dichas regiones septentrionales. Todos los miembros de la familia
Acipenseridae desovan en aguas de baja concentracion salina (menor al 0.1%), sin embargo
muchas especies suelen migrar para la reproduccidn o para alimentarse hacia aguas de mayor
contenido salino como el agua de mar (contiene aproximadamente un 35% de sal)°.

A pesar de que la investigacidn en esturiones ha exhibido un crecimiento continuo en
cuanto a trabajos publicados en las dos Ultimas décadas?, todavia queda mucho por descubrir y
el volumen de investigaciones dedicadas a esta tematica sigue siendo significativamente menor
respecto a la gran mayoria de dreas de la ciencia. En la actualidad la investigacidn en esturiones
sigue suponiendo un desafio debido a la escasa bibliografia disponible y a la carencia de datos
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relevantes como estudios gendmicos o protedmicos. Por lo tanto es necesario redoblar
esfuerzos para lograr un alcance mucho mas amplio promoviendo si es posible la cooperacion
tanto a nivel nacional como internacional.
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Figura 1.1 - Arbol filogenético parcial construido a partir de 1990 especies de peces seos. Se exhiben clados colapsados
que destacan las relaciones de los grupos principales. Los nimeros entre paréntesis indican la cantidad de 6rdenes y
familias incluidos en cada clado mayor, respectivamente. La flecha negra indica la posicion del orden Acipenseriformes,
compuesto por dos familias, como se describe en la seccién 1.1). Figura adaptada de Betancur, Wiley & Arratia, 2017.

1.2) Historia de la pesca y acuicultura de esturiones

Desde el punto de vista de su valor econédmico, los esturiones son peculiares debido a la
calidad de su carne, y fundamentalmente a sus huevas sin fertilizar (caviar), alimento
considerado un manjar gastrondmico en todo el mundo. Ademas este pez es relativamente
sencillo de atrapar en comparacion con otros especimenes. Todo esto contribuyd a que la pesca
del esturidn creciera a un ritmo vertiginoso a mediados del siglo XX, fundamentalmente en las
regiones linderas a los mares Caspio y Negro; dicho crecimiento se tradujo en la
sobreexplotacion de sus reservas naturales, un fendmeno de origen antiguo que se mantuvo a
lo largo del tiempo. Sumado a esto, la actividad del hombre ha contribuido al deterioro del
habitat natural de estos peces, influyendo negativamente en el mantenimiento de las
poblaciones porque impide el correcto desarrollo de los embriones o disminuye la
biodisponibilidad de invertebrados benténicos que forman parte esencial de la dieta de la gran
mayoria de especies de esturion®. Entre otros factores antropogénicos que impactan
directamente sobre la vida de los esturiones estan las actividades que alteran los cursos de agua,
como la construccién de represas o diques que modifican su cauce natural o las actividades
productivas que conducen a la acumulaciéon de sustancias toxicas en el sedimento deteriorando
la calidad de la misma. Como consecuencia, la esperanza de vida de los esturiones se ha reducido
unos diez afios en la Ultima década y se estima que la poblacién salvaje ha tenido un declive de
mas de un 90% en los Ultimos 45 afios. Actualmente la mayoria de las especies de Acipenser
estdn consideradas en peligro de extincion, de hecho la Unidén Internacional para la
Conservacién de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés) ha incluido a 16 especies de



esturion en la lista de especies en peligro critico y pronostica la extincién de las poblaciones
nativas remanentes en los proximos afios®’.

En respuesta a esta situacidon se elaboraron regulaciones estatales que protegen la
conservacién de estas especies y se desarrollaron campanas para difundirlas, lo cual llevd a una
significativa disminucién en la pesca del esturién. La regulacién de su comercio por parte de la
Convencién para el Comercio Internacional de Especies en Peligro de Extincién tuvo un fuerte
impacto a nivel internacional a través de sus recomendaciones para asegurar un manejo efectivo
de las poblaciones salvajes. Ademas, se impusieron topes anuales para la exportacion de
productos derivados de estos peces e incluso se ha prohibido su pesca en varios paises*. A pesar
de esto, la demanda de caviar en el mercado aumentaba en forma constante, por lo que la
acuicultura de esturiones se convirtié en una alternativa ideal. Existen reportes que confirman,
ya desde fines del siglo XIX, la aplicacidn de técnicas de reproduccidn artificial y procesamiento
de caviar tanto en Rusia como en Norteamérica. Asi fue que, a finales de la década de los 90,
concomitantemente a la marcada disminucién en la pesca, se dio el nacimiento de las granjas
de cultivo de esturiones; a partir de alli el crecimiento de dicha actividad continta en forma
exponencial y parece no tener limite, tal como puede observarse en el panel A de la Figura 1.2.
En los ultimos quince afios la produccién de caviar a partir de esturiones pescados es
practicamente nula, mientras que el caviar producido a partir de esturiones cultivados ha
aumentado, con una importante contribucién al mercado global (ver panel B, Figura 1.2)8.

Nuestro pais no ha sido ajeno a esta situacion y de hecho se encuentra desde hace mas de
una década entre los primeros quince paises productores de caviar, siendo uno de los pocos
ubicados fuera del drea del habitat natural de los esturiones, junto con Arabia Saudita y Vietnam
(panel C, Figura 1.2)8. En la actualidad existen tres granjas acuicolas en Uruguay, siendo la granja
de piscicultura “Esturiones del Rio Negro” (ERN) el primer establecimiento de esta indole y el de
mayor envergadura; estd localizada en las proximidades de la represa de Baygorria y
actualmente se focaliza en el cultivo de esturidn ruso (Acipenser gueldenstaedtii). A pesar del
éxito que esta actividad viene teniendo en nuestro pais, los problemas y desafios no estdn
ausentes. El mas relevante tiene que ver con la exposicién de los esturiones a un rango muy
amplio de temperatura, que puede ir desde los 10°C en invierno hasta los 30°C en verano,
dependiendo de la temperatura del agua del Rio Negro. Estas variaciones resultan criticas para
los esturiones considerando su incapacidad para regular la temperatura corporal
(poiquilotermia). En particular, durante los meses calidos del afio, cuando la temperatura
promedio del agua es superior a los 24°C, se ha visto que los esturiones se vuelven mas
susceptibles a sufrir infecciones bacterianas, sugiriendo que el aumento de la temperatura
afecta las defensas de estos peces (comunicacién personal, Ing. Daniel Conijeski, ERN). El
incremento en la mortalidad de los peces durante el verano uruguayo genera importantes
pérdidas econdmicas para las granjas acuicolas. Por esta razén, comprender como el aumento
de temperatura afecta el sistema inmune de los esturiones es fundamental para disefiar
estrategias que permitan atender esta problemdtica. En este sentido, en el laboratorio de
Inmunologia (Facultad de Ciencias/Quimica, UdelaR) se han puesto a punto varias metodologias
para analizar el efecto de la temperatura sobre algunos componentes séricos del sistema
inmune del esturidn ruso. En este trabajo se pretende profundizar en la caracterizacion de estos
componentes, evaluando como se ven afectados cuando los esturiones se exponen a gradientes
de temperatura o se estimulan con componentes bacterianos. En las secciones siguientes se



describiran los componentes del sistema inmune de los peces, con especial énfasis en aquellos
analizados en el presente trabajo.
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Figura 1.2 — Perspectiva general de la pesca y acuicultura de esturién en los Ultimos 65 afios. La figura A muestra los niveles (en
toneladas) de esturiones pescados (celeste) o cultivados en acuicultura (azul oscuro) en el periodo 1950-2011. En la figura B se
exhiben las toneladas de caviar producido a partir de peces salvajes (verde oscuro) o cultivados (rojo) en el periodo 1950-2012.
En C se presenta una lista con la produccion anual de caviar (en toneladas) estimada en el afio 2016 en los paises donde hay
granjas acuicolas operativas, la posicién de Uruguay se indica con la flecha roja. Figuras adaptadas de Bronzi & Rosenthal, 2014.

1.3) Inmunidad en los peces

En la siguiente seccién se describirdan en primer lugar las caracteristicas generales del
sistema inmune de los mamiferos debido a que su conocimiento es mucho mas exhaustivo
respecto al sistema inmune de los peces y a que, ademas, se acepta que muchas de las
propiedades del sistema inmune de ambos grupos son compartidas. Luego se describirdn
algunas particularidades especificas de la inmunidad en los peces, para continuar con la
descripcién de los distintos parametros del sistema inmune analizados en este trabajo. Es
importante aclarar que, a menos que se indique lo contrario, en esta seccién el término peces
referird siempre a la infraclase teledsteos, ya que la informacidon que se presenta deriva
mayormente de estudios realizados en teledsteos y existen muy pocos estudios en condrdsteos.
A pesar de ello, aceptamos que la informacion general es valida y aplicable a los esturiones, dado
que son grupos filogenéticamente cercanos, como puede apreciarse en la Figura 1.1.

1.3.1) Caracteristicas generales del sistema inmune

Esta seccidn estd basada fundamentalmente en el libro de inmunologia general Janeway’s
Immunobiology®. La funcién principal del sistema inmune es mantener la integridad de los
tejidos, desencadenando mecanismos que garanticen el reconocimiento y subsiguiente
eliminacion de organismos patégenos. Ademads, participa en los mecanismos de proteccion
frente a un posible dafio tisular, participando en las etapas de reparacién del tejido dafiado, que
también sobrevienen luego de la eliminacion del patdgeno. Para cumplir dicha funcidn, este
sistema cuenta con componentes solubles y celulares, éstos Ultimos distribuidos en la sangre,
tejidos y érganos, que actian en forma orquestada para asegurar la homeostasis del organismo.
El sistema inmune suele dividirse en dos ramas: la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa.
Esta division es en cierta medida artificial, ya que estas ramas no actdan en forma
independiente, sino mds bien todo lo contrario: la respuesta innata precede a la adaptativa, la
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activa y determina su naturaleza, cooperando para lograr la proteccién del individuo. El sistema
inmune innato constituye la primera linea de defensa y abarca mecanismos que permiten una
respuesta inmediata ante el contacto con patégenos o ante un posible trauma. Incluye
mecanismos que estdn muy conservados a lo largo de todo el reino animal, siendo mas
primitivos y simples, pero no por eso menos importantes. La primera estrategia innata consiste
en limitar la entrada de los patdgenos; en primera instancia con barreras fisicas, como lo son los
epitelios de la piel y las mucosas, y en segunda instancia con barreras quimicas adicionales, que
involucran, entre otros, componentes microbicidas como la lisozima y las defensinas, secretados
por dichos epitelios. A nivel celular, la respuesta inmune innata estd mediada por las
mencionadas células epiteliales, por células fagociticas como células dendriticas, neutrofilos,
monocitos y macréfagos, y por células linfoides innatas, como por ejemplo las células NK (del
inglés, natural killer). A nivel molecular, la respuesta celular o dirigida por componentes solubles
depende de la presencia de receptores llamados PRRs (por sus siglas en inglés, pattern
recognition receptor), capaces de reconocer patrones moleculares especificos y conservados en
los patdgenos denominados colectivamente PAMPs (por sus siglas en inglés, pathogen
associated molecular pattern). Dentro de los PAMPs encontramos estructuras como la flagelina,
lipopolisacdridos (LPS) o acidos nucleicos bacterianos o virales. Los PRRs también pueden
reconocer algunas moléculas del hospedero que constituyan senales de dafio tisular
denominadas DAMPs (por sus siglas en inglés, damage associated molecular pattern) como por
ejemplo los depdsitos de ATP, cristales de acido Urico o proteinas de shock térmico. Estos
receptores tienen por tanto una especificidad restringida a dichas sefiales de peligro,
asegurando un discernimiento preciso entre componentes propios normales y componentes
asociados a patdgenos o a dafio tisular. Los PRRs estdn codificados en la linea germinal por lo
gue son invariantes y comunes a varios tipos celulares. La activacién de la respuesta inmune
innata da lugar a diversos mecanismos efectores para lograr la eliminacion efectiva de los
patdgenos. En el caso de las bacterias, particularmente aquellas de vida extracelular, la lisis
mediada por el sistema de complemento (SC), la lisozima o péptidos antimicrobianos, y la
fagocitosis por macréfagos o neutroéfilos son los mecanismos principalmente utilizados. Para los
patdgenos de mayor tamafio, los baséfilos y eosinéfilos degranulan componentes de gran poder
citotdxico, y en el caso de infecciones virales las células NK son capaces de inducir la apoptosis
de las células infectadas. A su vez, dicha activacion promueve la sintesis de citoquinas pro-
inflamatorias que median una serie de acciones que caracterizan el estado inflamatorio: activan
células residentes como macréfagos o células dendriticas, promueven cambios en el endotelio
vascular que favorecen el reclutamiento de células inmunes desde la sangre al sitio de infeccién
e incluso inducen una respuesta sistémica conocida como respuesta de fase aguda. Durante esta
respuesta se desencadenan mecanismos como fiebre, leucocitosis (aumento en nimero de
leucocitos circulantes) y cambios metabdlicos, como por ejemplo variaciones en la sintesis
hepatica de varias proteinas plasmaticas, denominadas proteinas de fase aguda (PFAs). Estas
proteinas participan en la regulacion de la respuesta inmune, la coagulacion, la protedlisis y la
reparacion de tejidos; algunas de ellas pueden opsonizar microorganismos o activar el
complemento, otras se encargan de colaborar en la eliminacién de remanentes celulares y
radicales libres, y algunas neutralizan enzimas proteoliticas. Los cambios inducidos por la
respuesta de fase aguda son beneficiosos para el organismo ya que colaboran en la prevencion
del crecimiento microbiano y en la restauracion de la homeostasis®®. En la mayoria de los casos,
estos mecanismos innatos logran la destrucciéon del patdgeno, por lo que la respuesta se apaga



en pocos dias. Sin embargo, cuando la inmunidad innata no es suficiente para eliminar al
patdgeno funciona como un gatillo para activar la respuesta inmune adaptativa. La conexion
entre ambas ramas del sistema inmune estd dada esencialmente por las células dendriticas y
por la reaccion inflamatoria generada por activacién de la respuesta innata. En el tejido
inflamado ocurre una acumulacion de liquido que ejerce una presién local, dirigiendo el transito
de las células dendriticas y de antigenos a través de la linfa hacia los ganglios linfaticos mas
proximos, sitios en donde se encuentran los linfocitos T y B, células del sistema inmune
adaptativo.

El sistema inmune adaptativo o adquirido es exclusivo de los vertebrados y funciona
mediante moléculas de reconocimiento que se expresan sobre los linfocitos con una distribucion
clonal, es decir que cada clon de linfocitos expresa receptores con una especificidad Unica y
altamente diversa. Esto le confiere al sistema inmune adaptativo la capacidad de reconocer en
forma especifica casi cualquier estructura quimica que ingrese al organismo. La amplia
diversidad de reconocimiento de antigenos por parte de los linfocitos se basa
fundamentalmente en el proceso de recombinacién somatica, caracteristico de dichas células;
el mismo consiste en la combinaciéon de segmentos génicos que dan lugar a exones que no
estaban codificados en la linea germinal y que son diferentes para cada linfocito, ademds es un
proceso completamente aleatorio y no dependiente del antigeno. Los receptores de los
linfocitos B (BCR) o su forma secretada, los anticuerpos, reconocen antigenos de cualquier
naturaleza quimica, mientras que los receptores de los linfocitos T (TCR) solamente pueden
reconocer antigenos peptidicos presentados en asociacién con moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC). Las células que presentan estos complejos péptido-MHC se
conocen como células presentadoras de antigeno. Entre ellas se destacan las células dendriticas,
gue como ya se comentd, participan mediando la conexidn entre el sistema inmune innato y el
adaptativo. Inicialmente las células dendriticas residentes en los tejidos se encuentran en estado
inmaduro y tienen la funcidn de muestrear el tejido en busca de amenazas; presentan multiples
receptores para PAMPs, DAMPs y citoquinas inflamatorias, de forma que las sefales de peligro
local promueven su maduracidn y activacién. Durante este proceso ocurre un aumento de la
expresion de varias moléculas en su superficie, algunas responsables del cambio en su tropismo,
mediando la migracién hacia los ganglios linfaticos mds proximos, y otras involucradas en la
activacion de aquellos linfocitos T que reconozcan los complejos péptido-MHC presentados en
la célula dendritica de forma especifica. Estos linfocitos T se activan y, en diferentes contextos,
pueden diferenciarse en linfocitos T citotdxicos que median la apoptosis de células infectadas o
tumorales, linfocitos Tyl que aumentan la capacidad fagocitica de los macréfagos, Tu2 que
participan en la respuesta frente a parasitos helmintos, Twl7 que promueven el reclutamiento
de neutréfilos, y linfocitos Ty foliculares que median la activacién de los linfocitos B y la
subsecuente secrecion de anticuerpos especificos. Estos anticuerpos pueden neutralizar
directamente un antigeno, opsonizar patégenos favoreciendo su fagocitosis por macréfagos o
neutréfilos, activar la via clasica del complemento o mediar la citotoxicidad de células NK o
eosinodfilos al unirse a células tumorales, infectadas o a la superficie de parasitos. En el proceso
de diferenciacidn de los linfocitos se generan -ademas de células efectoras- células de memoria,
las cuales tienen una vida media mayor a las efectoras y aseguran una respuesta mas rapida y
eficiente ante un segundo encuentro con el patégeno; este fendmeno se conoce como memoria
inmunolégica y es la base de la vacunacién.



1.3.2) Sistema inmune en peces

Recientemente el interés en la inmunologia de peces ha tenido un gran crecimiento por
varias razones, entre ellas, las mencionadas pérdidas econdmicas que suponen las infecciones
de dichos animales para la industria del cultivo de peces!!. Este heterogéneo grupo de
organismos se encuentra en la encrucijada evolutiva entre la respuesta inmune innata y la
aparicion de la respuesta inmune adaptativa ya que son el primer ejemplo (en términos
filogenéticos) de un vertebrado con un sistema inmune adaptativo; por este motivo el estudio
del sistema inmune de los peces tiene un gran impacto en el entendimiento de la historia
evolutiva del sistema inmune??, Existe evidencia tanto funcional como genética de que los peces
tienen una red de moléculas de sefializacién, citoquinas y quimioquinas que regulan y coordinan
la respuesta inmune innata y adaptativa. El sistema inmune innato tiene trascendental
importancia a la hora de combatir infecciones en los peces dada la ineficiencia intrinseca de la
respuesta adaptativa, la cual se debe a limitaciones en la maquinaria genética y a la tasa
metabdlica mds lenta de los animales poiquilotermos. Ademas, a diferencia de los mamiferos,
los peces no poseen ganglios linfaticos, por lo que en algunos aspectos la arquitectura del
sistema inmune es diferente a la descripta para los mamiferos®3. Esto se traduce en una memoria
inmunolégica y un repertorio de anticuerpos limitados, con una respuesta adaptativa mucho

mas lenta que podria extenderse sélo durante 12 semanas®!*, Otra particularidad de los peces
es que carecen de médula désea, sin embargo la porcién cefalica del rifidn, denominada rifién
anterior, asume las funciones hematopoyéticas por lo que es considerado un andlogo de la
médula dsea de mamiferos, ademds de ser el principal 6rgano inmune en los peces®®. Otros
drganos que participan en la respuesta inmune de los peces son el bazo, el timo, el tejido linfoide
asociado a las mucosas del tracto intestinal, la piel y las branquias®®. La inmunidad innata parece
tener una funcionalidad potenciada en los peces respecto a los mamiferos!?, de hecho se ha
comprobado que varios componentes del sistema inmune innato de peces exhiben mayor
actividad y diversidad en comparacién con distintas especies de mamiferos. Por ejemplo, en
peces se ha descripto una mayor variedad de PRRs, tales como los receptores de tipo Toll (TLR),
muchos de los cuales no tienen ortélogos en los mamiferos y posiblemente contribuyan al
reconocimiento de otros PAMPs y/o DAMPs®3. También se ha descripto la presencia de varias
isoformas de ciertos componentes del SC, como C3 o el factor B (fB), y una alta actividad
espontédnea de la via alternativa de dicho sistema®®. La expansion de familias génicas vinculadas
a la inmunidad innata en los peces seria la causa primordial del aumento en la diversidad y
flexibilidad funcional de dicha rama, lo que apoya la idea de un sistema inmune innato con un
rol protagdnico en los mecanismos de defensa de estos animales!'*4,

Dada la relevancia del sistema inmune innato en los peces, en los ultimos afios ha tomado
mayor interés analizar los efectos ocasionados por condiciones adversas (asociadas a cambios
en el ecosistema natural o a las condiciones de cultivo) sobre los niveles y/o actividad de sus
componentes. Estos estudios muestran un escenario complejo, donde distintos componentes
innatos se comportan de forma diferente dependiendo del tipo de condicion adversa y de la
especie de pez en cuestién, haciendo muy improbable la posibilidad de utilizar un Unico
pardmetro como biomarcador universal'®. Asi, varios pardmetros han sido utilizados como
indicadores del efecto de distintos factores externos sobre el sistema inmune de peces,
incluyendo la actividad del SCy de la lisozima, y en ciertos casos las variaciones en los niveles de
proteinas asociadas a la respuesta de fase aguda®®. Dichos factores incluyen rasgos genéticos,



factores estacionales'®, temperatura ambiente?®, contaminacién®, asi como también el estrés
inducido por la manipulacién o por el hacinamiento durante el cultivo de los peces®. A
continuacidén se sintetizaran las principales caracteristicas de los principales componentes
innatos que han sido blanco de este tipo de estudios.

1.3.3) Sistema complemento

El SC es un componente fundamental de la inmunidad innata. Es una de las cascadas
enzimaticas que pueden desencadenarse en el plasma e incluye un paso inicial de disparo
vinculado a un reconocimiento selectivo de motivos asociados al peligro o a lo extraiio, sucesivos
pasos de activacion proteolitica, mecanismos efectores y sistemas de control que evitan su
activacion exacerbada (revisado por Kolev et al.?'). En mamiferos estd compuesto por cerca de
30 proteinas, gran parte de ellas circulan en el plasma en forma inactiva (incluyendo varias
proteasas de serina), mientras que otras se encuentran en membranas celulares y actian como
moléculas reguladoras o receptores capaces de inducir o modular funciones celulares. Tras su
activacion el SC media varias funciones efectoras como la eliminacién de patégenos, promocion
de respuestas inflamatorias, la eliminacion de restos de células apoptdticas y necréticas, pero
ademas sus efectos pueden contribuir o influenciar el desarrollo de la respuesta adaptativa.
Existen 3 vias distintas de activacion: la via clasica (VC), la via de las lectinas (VL) y la via
alternativa (VA). Estas vias difieren en los mecanismos de iniciacidn, pero confluyen en la
formacidn de complejos enzimdaticos, denominados convertasas de C3, que se unen
covalentemente a la superficie blanco (generalmente la superficie de patdgenos) y median la

protedlisis de C3, componente central del SC. El clivaje proteolitico de la molécula de C3 por
cualquiera de las convertasas de C3 da lugar a la formacién de dos fragmentos: C3a que
permanece soluble, y C3b que es capaz de unirse covalentemente a la superficie blanco,
principalmente a través de sus carbohidratos o glicoproteinas. Esto ocurre porque el fragmento
C3b posee un grupo tioéster expuesto, que es susceptible al ataque nucleofilico de grupos
hidroxilos o aminas, lo cual conduce a su anclaje mediante un enlace tipo éster, o amida,
respectivamente.

La formacidn de la convertasa de C3 de la VC es mediada por una serie de reacciones donde
intervienen los componentes C1, C2 y C4, que son disparadas principalmente por el
reconocimiento de anticuerpos en complejos inmunes. Brevemente, el complejo C1 -en
particular C1g- reconoce inmunocomplejos de IgM e IgG conduciendo a la activacidn proteolitica
secuencial de Clr y Cls, que lleva finalmente a la formacion del complejo C4bC2a que es la
convertasa clasica de C3 (ver Figura 1.3). Dado que esta via requiere de la presencia de
anticuerpos, se la considera una rama adaptativa del SC, sin embargo debe tenerse en cuenta
que durante la respuesta innata podrian formarse inmunocomplejos con participacion de
inmunoglobulinas naturales (en particular de tipo IgM). Ademas, se ha comprobado que Clq
también puede unirse a complejos de pentraxinas con sus ligandos, como los formados por la
proteina C reactiva que se sintetiza en un contexto innato a través de la respuesta de fase aguda.
En el caso de la VL la sefial que dispara su activacion es la presencia de PAMPs, caracterizados
por contener patrones repetidos de carbohidratos, incluyendo glucidos ricos en mananos o
fucosa, que estan presentes en la superficie de los patdgenos. Estas estructuras son reconocidas
por colectinas (como la lectina de uniéon a manosa, MBL) o ficolinas del SC, que forman complejos

con proteasas de tipo serina, conocidas como MASPs (por sus siglas en inglés, MBL-associated

serine protease). En forma similar a la VC, la unidon de MBL-MASPs o ficolina-MASPs a las



estructuras glucidicas activadoras desencadena la activacion proteolitica secuencial de las
MASPs, C4 y C2, conduciendo a la formacion de la convertasa clasica de C3 (ver Figura 1.3). A
diferencia de la VC y VL, donde el reconocimiento de componentes asociados a estructuras
extrafias (antigenos) o a senales de peligro (PAMPs) opera como un disparador, en la VA, la
activacion se asocia con la pérdida de mecanismos de autorregulacién que funcionan sobre las
células del hospedero pero no sobre la superficie de los patdgenos. En un organismo sano la
activacion de la VA podria ocurrir en forma espontdnea en el plasma y sobre las células, dado
que todos los componentes necesarios para iniciar la via circulan en el plasma (C3, factores By
D). Sin embargo la via no se activa gracias a la existencia de reguladores negativos en el plasma
(factor H) y en membranas celulares, que impiden que dichas reacciones se desencadenen. La
activacion de la VA no sdélo puede inducir por si misma los efectos del SC, sino que puede
funcionar como un potente ciclo de amplificacién de su activacién porque el C3b generado por
la activacién de cualquiera de las otras vias puede dar lugar a nuevas convertasas de C3 de la VA
(notar que el fragmento C3b forma parte esta convertasa, ver Figura 1.3). Finalmente, vale la
pena mencionar que las tres vias del SC requieren cationes divalentes para su activacién. En
particular laVCy la VL requieren la presencia conjunta de Ca?*y Mg?* para su activacién mientras
que la VA depende Unicamente del catién Mg?*. Por un lado, la presencia de Ca** es necesaria
para la formacién del complejo C1 y ademas activa a las MASPs e interviene en la unién MBL-
ligando; por otro lado, el Mg* es imprescindible para la actividad de ambas convertasas de C3%,
Estas caracteristicas permiten controlar -a través del uso de agentes quelantes como EDTA o
EGTA- la activacién de las vias del SC para determinar la actividad especifica de cada una de ellas
en el laboratorio.

Tras la activacidon de cualquiera de las vias del SC, el C3b formado puede unirse en la
proximidad de las convertasas de C3 para formar el siguiente complejo proteolitico, la
convertasa de C5, que escinde al componente C5 en C5a y C5b. C5b es la molécula que da inicio
al proceso de formacidon de un complejo macromolecular, llamado complejo de ataque a la
membrana (MAC), a través de una secuencia de reacciones que involucran a los componentes
C6 a C9 (ver Figura 1.3). EI MAC genera un poro en la membrana celular del patdgeno
permitiendo el libre intercambio de iones entre los compartimientos intra y extracelular. Dicho
intercambio genera una diferencia de concentraciones idnicas, lo cual promueve el ingreso de
agua, derivando en la lisis osmética del patégeno. El C3b unido a superficies celulares, asi como
también el iC3b, fragmento resultante del clivaje de C3b, son opsoninas, es decir que facilitan la
eliminacion de patédgenos como bacterias o pardsitos unicelulares por fagocitosis a través de su
reconocimiento por receptores especificos presentes en células fagociticas. Sumado a esto, los
componentes C1q y C4b, al igual que las ficolinas y colectinas de la VL, también son opsdnicos y
contribuyen a la eliminacidn de este tipo de patdgenos. Por otro lado, el C3a y principalmente
C5a tienen una potente actividad como anafilatoxinas y ademdas median la quimiotaxis y
degranulacién de leucocitos, promoviendo la inflamacién.

Como el SC es un mecanismo potencialmente muy daiino dada su gran capacidad para
amplificar la generacion de mediadores biolégicamente activos (opsoninas, anafilotoxinas,
moléculas quimioatrayentes, complejos liticos), es necesario controlar finamente su activacion
para evitar que sus efectos se desplieguen sobre las células sanas del hospedero. Para ello
cuenta con multiples factores reguladores como el inhibidor de C1 (C1INH), la proteina de unién
a C4 (C4bp), el fH, el factor | (fl), el factor de aceleracién del decaimiento (DAF), la proteina
cofactor de membrana (MCP) y el CD59 o protectina. Estos factores pueden actuar en distintos
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niveles de la cascada: el C1INH es capaz de inactivar tanto a los componentes Clry Cls de la VC
como a las MASPs de la VL; DAF, MCP, fH o C4bp actuan inhibiendo la activacién de C3, ya sea
promoviendo la disociacidn de las convertasas de C3 o participando como cofactores del fl que
cataliza la inactivacidn proteolitica de C3, mientras que CD59 impide la formacién del complejo
terminal®®,
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Figura 1.3 — Representacidn esquematica de las tres vias de activacion, convertasas y via litica
del sistema complemento. Figura adaptada de Kolev, Le Friec & Kemper, 20142,

1.3.3.a) La via alternativa del complemento

Dentro de los componentes innatos del esturién analizados en este trabajo estd la actividad
de la VA del SC, por lo cual dicha via se detalla a continuacién con mas profundidad. Como ya se
explicd, el disparo y la formacién de la convertasa de C3 de la VA pueden ocurrir
espontdaneamente por las caracteristicas bioquimicas del componente C3 y por sus interacciones
con los factores By D. El C3 es un componente muy abundante en el plasma sanguineo, y posee
un enlace tioéster altamente reactivo que puede hidrolizarse espontdneamente formando una
molécula llamada C3(H,0). Como consecuencia de esta hidrdlisis, la estructura nativa de C3 se
ve modificada, permitiendo la unidn del factor B. Este factor cambia su conformacién tras la
union al C3(H,0), exponiendo ahora un sitio de clivaje para el factor D, una pequefia proteasa
de serina constitutivamente activa. El clivaje del factor B por el factor D genera los fragmentos
Ba y Bb?*. Ba es liberado a la solucidn mientras que Bb, fragmento catalitico del factor B, forma
un complejo con el C3(H,0) que constituye la convertasa de C3 de la fase fluida; esta convertasa
tiene una vida media corta, pero conduce a la generacion de moléculas de C3b que son
potenciales iniciadores de la activacidn de la VA. Esto es asi porque el C3b formado expone el
enlace tioéster altamente reactivo que le permite unirse covalentemente a grupos nucleofilicos
presentes en macromoléculas solubles o sobre superficies celulares. Cuando el C3b se une
covalentemente a una superficie activadora de la VA carente de mecanismos de regulacion (por
ejemplo la superficie de los patdgenos), interacciona con los factores B y D formando
convertasas de C3 estables, C3bBb, que dan lugar a la formacidon de mas moléculas de C3b y
convertasas C3bBb2%. Ademas, este proceso se ve favorecido por la presencia de la properdina,
una proteina sérica que estabiliza a la convertasa C3bBb, aumentando su vida media. En
contraste, cuando el C3b se deposita sobre células propias sanas, existen mecanismos de control
que evitan la amplificacidn de esta via a través de reguladores de membrana, como MCP y DAF,
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o solubles como el fH y el fl. Estos factores interaccionan con los componentes de la convertasa
ejerciendo diferentes efectos que incluyen la inhibicidn de la formacion de la convertasa de la
VA o la aceleracion de la disociacion de la misma. Finalmente, como ya se explicd, la VA
desemboca en la activacién de C5 cuando un fragmento adicional de C3b se une a la convertasa
de C3 de la VA, dando lugar a la convertasa alternativa de C5 (C3bBbC3b). Globalmente, la VA
es un mecanismo de gran importancia dentro de la inmunidad innata, en primer lugar por su
capacidad para llevar a cabo todas las funciones del SC por si misma, adquiriendo un papel
esencial cuando no hay activacion de la VC y VL; y en segundo lugar, por ser un poderoso
amplificador de dichas vias dado que el C3b formado por cualquiera de ellas es utilizado para la
generacion de las convertasas de C3 y C5 de la VA, estableciendo un ciclo de retroalimentacion
positiva® (ver Figura 1.3).

1.3.3.b) Sistema complemento en peces

El sistema complemento en los vertebrados mas recientes tiene un rol importante como
efector de las respuestas innata y adaptativa; en los mds antiguos, por su parte, se activa
principalmente por la VA y la VL, siendo importante su papel en la opsonizacién de material
exdgeno®®. La aplicacién de técnicas de clonado de homologia junto con el creciente volumen
de datos gendmicos y transcriptdmicos han permitido la identificacién de distintos componentes
del complemento en peces. Existen numerosos reportes que permiten afirmar con certeza que
casi todos los componentes del complemento de mamiferos tienen homdlogos en peces, de
hecho se acepta que el complemento de los peces es equivalente o comparable al de los
mamiferos tanto desde el punto vista funcional como también estructural. En particular, un
estudio del afio 2010 revelé que distintos componentes del SC muestran una amplia distribucidn
tisular en peces, estando presentes en rifién anterior, rifidn, intestino, cerebro y génadas®.
Ademads, muchos componentes como C3, C4 o el fB son transferidos desde la fuente materna a
las huevas, por lo que los elementos del SC estan presentes en los embriones incluso antes de
que el organismo comience a sintetizarlos?®.

Las tres vias de activacion del complemento estarian presentes en los peces, ya que
moléculas de Clr, C3, C4, C5, C8, C9, fB, fH, MASP y proteinas tipo MBL han sido aisladas; incluso
hay varios trabajos que indican que el MAC presente en los peces se asemeja mucho al de los
mamiferos. Este sistema exhibe en peces muchas de las actividades efectoras conocidas para los
mamiferos, como lisis de células blanco, opsonizacidn, quimiotaxis y activacién de leucocitos. A
pesar de ello, las funciones del complemento en los peces presentan importantes diferencias
respecto a la de los mamiferos, un ejemplo es la temperatura dptima de activacion del
complemento que, de acuerdo a lo establecido en ensayos experimentales, en peces estd entre
los 20°C y 25°C, mientras que en los mamiferos es de 37°C. Evidentemente esas diferencias se
relacionan con la temperatura ambiente del agua en la que habitan estos animales y con su
incapacidad para controlar su temperatura corporal>?’. Otro ejemplo es lo que ocurre con la
VA, que presenta una actividad varios érdenes de magnitud mayor que en mamiferos; ademas
a través de esta via el complemento de los peces es capaz de lisar eritrocitos de una gran
variedad de especies animales, a diferencia de la VA humana cuya actividad litica queda
restringida a los glébulos rojos de conejo (GRC)?. Por otro lado, se ha comprobado que varias
especies de poiquilotermos poseen multiples isoformas de distintos componentes del SC que
son estructural y funcionalmente mds diversos que los encontrados en vertebrados superiores.
C3, por ejemplo, posee varias isoformas en los peces que muestran diferente preferencia por la
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unién a los grupos amino o hidroxilo sobre superficies activadoras del complemento. Es
probable que la diversificacion de C3 haya sido una estrategia evolutiva para expandir o
potenciar el reconocimiento inmune innato y las funciones efectoras del complemento de los
peces. Estas propiedades del SC de los peces sugieren que existe un espectro de reconocimiento
de superficies fordneas mucho mas amplio que en mamiferos>*?’, La actividad litica del
complemento se considera uno de los mecanismos claves del sistema para la eliminacién de
bacterias en peces?. En general el blanco de este mecanismo son bacterias Gram negativas
debido a que la gruesa pared de peptidoglicano que poseen las bacterias Gram positivas evita la
insercidon del MAC en sus membranas®’*°. Se ha visto que la actividad litica mediada por SC en
trucha arcoiris (Oncorhynchus myekiss) se ve afectada por la aclimatacion de los peces a distintas
temperaturas®.

1.3.4) Ceruloplasmina

Los metales pueden persistir en el agua y los sedimentos de los cursos de agua durante
largos periodos, lo cual contribuye a su acumulacidn en organismos acuaticos como los peces3.,
Las proteinas de unién a metales, tales como la ferritina y ceruloplasmina (Cp), participan en los
procesos de detoxificacion de metales pesados y ademas estan implicadas en el metabolismo y
homeostasis de los metales esenciales. Los efectos antioxidantes de dichas proteinas serian
cruciales para la funcidn protectora que ejerce el cobre contra el dafio oxidativo causado por
varios xenobidticos®*33,

La Cp es una glicoproteina de 132 kDa abundante en el plasma que esta altamente
conservada a lo largo de la escala evolutiva de los vertebrados®*. Esta proteina es fundamental
en la homeostasis de los metales y se ha visto que las alteraciones séricas de dichos elementos
suelen estar acompafiadas de cambios en los niveles plasmaticos de la Cp. Tanto en los
mamiferos como en los peces se sintetiza primariamente en el higado y cuenta con multiples
dominios de unién a cobre; de hecho es la principal proteina transportadora del cobre
plasmatico, estimandose que contiene entre un 90-95% del cobre presente en el plasma. Sin
embargo su funcidon principal consiste en modular el flujo de metales en los tejidos,
especialmente el del hierro en el higado. Esta modulaciéon estd vinculada a su actividad
ferroxidasa que le permite catalizar la conversion del ion ferroso (toxico) al ion férrico, el cual es
tomado por la transferrina para su transporte hacia el torrente sanguineo. Ademas la Cp
minimiza el estrés oxidativo promoviendo la inhibicion de la formacidn de especies reactivas del
oxigeno, por un lado a través del aporte de cobre a la superdxido dismutasa que reduce el anidn
superéxido y, por otro, mediante su capacidad para inhibir a la mieloperoxidasa, enzima
productora de radicales oxidativos dafiinos como el dcido hipocloroso®%,

La Cp se considera una de las tipicas PFA positivas. Existen registros de su induccion en
animales infectados con bacterias patogénicas®. Dichos registros también se han visto para el
caso de los peces, por ejemplo salmones atlanticos (Salmo salar) infectados con Saprolegia spp.
o peces rohu (Labeo rohita) infectados con Aeromonas hydrophila han exhibido niveles
aumentados de Cp3*“°, Estos estudios apoyan la idea de que la Cp cumple un rol en la respuesta
contra infecciones bacterianas, por lo cual la expresion de esta proteina podria utilizarse como
marcador indirecto de dicha respuesta. Asimismo, Sahoo et al.** encontraron una correlacién
positiva entre la resistencia al desafio con A. hydrophila y los niveles de Cp. Es interesante
también que durante el inicio de una inflamacién en mamiferos los niveles séricos de Cp
aumentan en forma similar a los del C3 el cual es una PFA moderada®. Por otro lado, varios
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reportes afirman que la Cp se sintetiza en células inmunes del hospedero bajo condiciones de
estrés®. A nivel funcional, de acuerdo con las propiedades bioquimicas que ya se mencionaron,
la induccién de la Cp contribuiria a regular negativamente la respuesta inflamatoria y a modular
la actividad fagocitica de neutrdfilos y monocitos**°. También contribuiria a la reparacién de
tejido dafiado® y tendria un efecto regulador a través de su capacidad de inactivar mediadores
como epinefrina o dopamina®’. Todas estas funciones inmunes estan estrechamente vinculadas
con la capacidad transportadora de cobre de la Cp. A pesar de esto, el rol de la Cp en la
inflamacidn todavia no estd completamente dilucidado, debido a que en ciertos casos es capaz
de actuar como molécula pro-inflamatoria®.

1.3.5) Lisozima

La lisozima es una proteina constituida por una Unica cadena polipeptidica de unos 120
aminoacidos con un peso molecular aproximado de 14 kDa. Esta enzima estd ampliamente
distribuida en bacteridfagos, plantas, invertebrados y vertebrados y también se ha encontrado
en una gran variedad de secreciones animales como mucus, saliva y lagrimas*>*°. Su principal
caracteristica es la capacidad de escindir los enlaces B-1,4 establecidos entre el acido N-
acetilmurdmico y la N-acetilglucosamina del peptidoglicano de bacterias Gram positivas,
contribuyendo a la lisis de estas bacterias. Las bacterias Gram negativas no son blanco directo
de la lisozima, sin embargo, cuando su pared celular externa es degradada por accién del
complemento y se expone la capa interna de peptidoglicano, la lisozima se vuelve efectiva.
Ademas la lisozima tiene la capacidad de degradar estructuras que contengan 4cido muramico
e incluso puede hidrolizar la quitina (polimero lineal de N-acetilglucosamina), componente
esencial de la pared celular de los hongos y del exoesqueleto de algunos invertebrados®. Por
otro lado, se ha postulado que la lisozima contribuye al proceso de fagocitosis, ya que las
bacterias degradadas por la lisozima son mas facilmente fagocitadas por macréfagos alveolares
de rata que las bacterias intactas, proceso que es inhibido en presencia de anticuerpos anti-
lisozima®2. Similarmente, la fagocitosis de Mycobacterium tuberculosis por monocitos humanos
de una linea celular se vio potenciada en presencia de lisozima®3. Ademas, se ha reportado un
aumento de la fagocitosis de levaduras por parte de neutréfilos humanos en presencia de
concentraciones fisiolégicas de lisozima humana®. El mecanismo por el cual la lisozima
contribuye a la fagocitosis no se ha establecido, pero podria deberse a su accién hidrolitica,
mediante la cual podrian exponerse en la superficie de los patdgenos residuos para receptores
fagociticos.

Existen por lo menos cinco tipos distintos de lisozima: la lisozima de pollo (tipo C), que
abarca a la lisozima del estdmago y a la de unién a calcio; la lisozima de ganso (tipo G); la lisozima
de planta; la lisozima bacteriana y la lisozima del fago T4 (tipo fago)!. Diversos articulos han
reportado la existencia de los isotipos de lisozima Cy G en peces, a través del hallazgo de genes
homdlogos a los de vertebrados superiores®>?®. La lisozima en los peces es sintetizada a nivel
hepatico y, al igual que en los mamiferos, a nivel extra-hepatico por neutrdéfilos, monocitosy en
menor medida macréfagos®’. Los niveles mas altos de esta proteina se registran en el rifién
anterior, érgano rico en leucocitos. No obstante, el rifidn no es el Unico érgano donde estd
presente, ya que se expresa en una amplia variedad de tejidos como las branquias, bazo, tracto
gastrointestinal y huevas; ademads esta presente en el plasma y es uno de los componentes
principales del mucus de los peces. No es casual que la lisozima se encuentre en los principales
sitios de entrada para los patdgenos, lo que sugiere la importancia de esta enzima en la defensa
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de los peces, organismos que deben subsistir en un ambiente abundante en patdgenos
oportunistas como lo es el agua®*®. La lisozima tiene una actividad mucho mayor en los peces
gue en los mamiferos y a menudo se utiliza como indicador del estado del sistema inmune innato
de estos animales®. Se cree que los niveles de lisozima en peces son cruciales para contrarrestar
la reducida diversidad y cantidad de péptidos antimicrobianos existentes en dichos
organismos®. En la busqueda de factores que puedan repercutir sobre los niveles séricos de la
lisozima en estos organismos, la temperatura ha sido uno de los mds estudiados. En este sentido,
se ha demostrado que dichos niveles pueden ser afectados por la aclimatacion de los peces a
distintas temperaturas y la mayoria de las especies de peces estudiadas han exhibido una
correlacién positiva entre la actividad de la lisozima y la temperatura del agua®®*. Otros
factores que pueden influir sobre los niveles de esta enzima en los peces son: el sexo, el estado
de maduracién sexual y la alimentacién. Por otro lado estudios en salmén atlantico mostraron
que las infecciones®! e incluso el contacto con componentes glucidicos derivados de patdgenos,
inducen un aumento en la concentracidon de lisozima en suero que estaria asociado a la
activacion de macréfagos®.

1.3.6) Proteina amiloide A y proteina amiloide P del suero

La proteina amiloide A del suero (SAA) y la proteina amiloide P del suero (SAP) pertenecen
al grupo de las PFAs, que como se comentd en la seccidn 1.3.1, son un conjunto de proteinas
plasmaticas que varian su concentracién durante la respuesta de fase aguda. Como se explicd
en dicha seccion, la respuesta de fase aguda es una reaccién sistémica compleja del organismo
gue ocurre como consecuencia de alteraciones en su homeostasis causadas por infeccion, dano
tisular, trauma, o desdrdenes inmunoldgicos; varias de estas situaciones son potencialmente
posibles durante una cirugia. Esta respuesta se asocia con la produccién de citoquinas y otros
mediadores inflamatorios que difunden al fluido extracelular y circulan en la sangre!®, Algunos
de los cambios inducidos durante esta respuesta pueden ser cuantificados en el laboratorio,
como es el caso de la activacién del SC o las variaciones en los niveles de las PFAs'®®, Las PFAs
son proteinas con un alto grado de conservacién y son producidas por los hepatocitos. Por
definicién una proteina es considerada una PFA si su concentracién sérica se modifica en un
porcentaje mayor al 25% en respuesta a citoquinas pro-inflamatorias®’. Las PFAs se clasifican
como positivas o negativas, segln si aumentan o disminuyen su concentracion plasmatica. Las
PFAs positivas se subdividen de acuerdo al grado de aumento en sus niveles sanguineos en tipo
I, 'y Ill (también conocidas como leves, moderadas y fuertes), con aumentos en su
concentracion de 1.5 veces, entre 2 y 5 veces, y mas de 5 veces, respectivamente. En humanos,
por ejemplo, las principales PFAs tipo Ill son la proteina C reactiva (CRP) y la SAA, que registran
un aumento de hasta mil veces en su concentracion durante la inflamacidn. Sin embargo, las
proteinas que funcionan como PFAs en determinada especie no necesariamente lo son en otras
especies, por ejemplo la CRP no funciona como PFA en ratén, mientras que la SAP es una PFA
en ratén, pero no en el ser humano!®%®, Sj bien es cierto que no existen estudios acerca de las
PFAs de esturién, numerosos trabajos han establecido que los teledsteos poseen PFAs
homdlogas a la de los mamiferos, lo cual tiene sentido dado que es probable que la respuesta
de fase aguda de los peces sea mads robusta para compensar un sistema inmune adaptativo
menos evolucionado®” %%, E| nivel de estas proteinas es normalmente alto en los peces en
comparacién con los mamiferos’. Debido a las propiedades mencionadas, es claro que las PFAs
constituyen excelentes marcadores de situaciones de estrés y/o infeccién en varios animales,
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siendo importantes candidatas para mejorar el estudio de modelos animales y para evaluar
objetivamente su estado sanitario. De hecho, el monitoreo de PFAs en los peces podria ser
utilizado como un indicador no sélo de su salud, sino también de la presencia de toxinas,
contaminantes u otro tipo de perturbaciones medioambientales'®*”71, Tomando en cuenta
estos antecedentes y analizando las PFAs de especies de peces filogenéticamente cercanas al
esturidn ruso, en el laboratorio de Inmunologia se lograron identificar varias PFAs potenciales
en dicha especie. La identificacidon de estas proteinas permitié obtener cebadores especificos
para analizar su expresidn mediante PCR en tiempo real en higado de esturiones estimulados
con componentes bacterianos. Este analisis sugirié que la SAA podria ser una PFA positiva (M.
Castellano, comunicacién personal) mientras que la SAP podria funcionar como PFA negativa en
el esturién ruso (V. Silva, comunicacién personal). Sin embargo, aun resta analizar si los cambios
en la expresion de SAAy SAP en el higado se ven reflejados como variaciones en la concentracién
de estas proteinas en el plasma.

Respecto a la SAA, es una proteina de aproximadamente 14 kDa que se asocia a las
lipoproteinas de alta densidad en plasma’. Se ha comprobado que es capaz de unirse
especificamente a la proteina A de la membrana externa de las bacterias Gram negativas’?. Por
otro lado, estudios in vitro mostraron que posee actividad quimiotactica sobre distintas células
inflamatorias y puede inhibir el estallido respiratorio de los neutréfilos, por lo cual se asume que
es importante en la regulacién del proceso inflamatorio'®’%, Se han visto aumentos drasticos en
los niveles plasmaticos de la SAA en respuesta a distintas condiciones inflamatorias en diversas
especies incluyendo humanos, conejos, ratones y suinos’>. Los estudios centrados en los niveles
séricos de la SAA en peces son muy escasos, posiblemente debido a la falta de reactivos
comerciales especificos para proteinas de peces. Por ello, la mayoria de los estudios se han
focalizado en analizar la expresion hepatica de dicha proteina en estos animales, como es el caso
del trabajo de Jensen et al.”* donde observaron un aumento en la expresion de transcriptos de
SAA en truchas articas (Salvelinus alpinus) infectadas con Aeromonas salmonicida, o el de
Gonzalez et al.”> donde se evidencié una fuerte induccién de la expresién de SAA en carpas
europeas (Cyprinus carpio) infectadas con el parasito Ichthyophthirius multifiliis. Estos
antecedentes sugieren una participacion crucial de la SAA en la respuesta de fase aguda en los
peces, por lo que resulta interesante analizar cdmo cambian los niveles de esta proteina en el
suero de los peces en respuesta al desafio con organismos patégenos.

Por otra parte, la SAP es una proteina de aproximadamente 25 kDa que pertenece a la
familia de las pentraxinas, ya que adquiere una estructura cuaternaria pentamérica, al igual que
la CRP. La SAP se une a fosforiletanolamina de forma Ca**-dependiente y puede ser purificada
dada su afinidad por la agarosa’®. Se ha visto que tanto la SAP como la CRP pueden interaccionar
con el componente del complemento Clqg, dando inicio a la via clasica del SC tras el
reconocimiento de sus ligandos®®. Dado que son reconocidas por los receptores Fc de las células
fagociticas, también pueden actuar como opsoninas favoreciendo la fagocitosis de patégenos o
de células apoptodticas. Algunas especies de peces parecen presentar exclusivamente la
pentraxina CRP (como el comunmente llamado bacalao), otras solo tienen la pentraxina SAP
(como el salmdén), mientras que algunas (como la trucha) tendrian ambos tipos de pentraxinas
al igual que los vertebrados superiores. Este hallazgo concuerda con el hecho de que la SAP es
considerada andloga de la CRP en ciertas especies y apoya la teoria que afirma que dichas
proteinas se originaron a partir de la duplicacién de un gen de pentraxina ancestral’®. En este
sentido, un articulo reciente reveld la presencia de cinco proteinas tipo SAP en el salmdn
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atlantico; en dicho trabajo se observé un aumento en la expresion génica de una esas cinco
proteinas en células de rifién anterior estimuladas con citoquinas recombinantes. Sin embargo,
el desafio con Aeromonas salmonicida no indujo cambios en los niveles de ninguna de las
proteinas tipo SAP del salmén atlantico’”. El rol de la SAP como PFA en los peces todavia no se
comprende con claridad, por este motivo es relevante estudiar qué ocurre con los niveles
plasmaticos de la SAP en situaciones que promuevan una respuesta de fase aguda para cada
especie en particular.

1.4) Efectos del estrés sobre el sistema inmune

Como se comenté en la seccién 1.2 el cultivo de esturiones en Uruguay es un
emprendimiento exitoso, pero aun asi debe enfrentar desafios, como el hecho del aumento en
las infecciones por microorganismos oportunistas durante los meses calidos del afo. Para
afrontar esta problematica es fundamental profundizar en el conocimiento del efecto del estrés
producido por diversos factores, como en este caso el aumento de la temperatura, sobre el
sistema inmune de los esturiones. En esta seccidn se describe la relacion entre el sistema inmune
y el estrés, y como éste puede afectar algunos de los factores vinculados al sistema inmune
innato en los peces.

Hans Selye definié en 195378 al estrés como un término descriptivo de las situaciones donde
un animal se ve sometido a un desafio que podria resultar en un peligro real o simbdlico para su
integridad. La respuesta de estrés abarca un vasto rango de mecanismos fisioldgicos que
involucran cambios a nivel de la expresidn génica, proteinas, metabolismo, sistema inmune y
hasta en el comportamiento, con el objetivo de sobreponerse a la situacion y compensar el
desbalance generado. Las caracteristicas generales de esta respuesta se mantienen a lo largo de
todo el arbol filogenético’. En términos moleculares, el incremento en las proteinas de shock
térmico se observa desde los invertebrados hasta los peces y humanos; otras propiedades
caracteristicas de la respuesta de estrés son la induccidn de la sintesis de PFAs y la activacion de
mecanismos energéticamente demandantes como la respuesta de lucha o huida (conocida
como “fight or flight” en inglés)®’. Dado que se destinan una gran cantidad de recursos para
hacer frente a esta situacion, algunos mecanismos del sistema inmune se ven inhibidos o
retrasados, haciendo mas vulnerable al organismo frente a las distintas amenazas presentes en
el ambiente. Los tres sistemas reguladores principales —el sistema inmune, el sistema enddcrino
y el sistema nervioso- tienen un rol clave en el inicio de la respuesta de estrés y mediante su
interaccién se controla dicha respuesta para asegurar que no haya una activacién excesiva’.
Existe abundante evidencia que confirma la participacion conjunta de dichos sistemas en la
respuesta de estrés en peces, como es el caso de varias células del sistema nervioso y del sistema
enddcrino que pueden producir distintas citoquinas capaces de regular la respuesta inmune y el
metabolismo®. En este sentido, el rifidn anterior tiene un papel fundamental en la organizacion
de la respuesta ya que alli se concentran componentes de los tres sistemas mencionados, lo que
permite una activa comunicacion entre los mismos®.. El desenlace de este complejo evento estd
estrechamente vinculado al agente estresor que lo genera y fundamentalmente a su intensidad
y al tiempo en el que el estimulo se mantiene. De acuerdo a su origen, los estresores pueden
clasificarse en estresores fisicos, ambientales o sociales. Aquellos que derivan de lesiones
provocadas por interacciones naturales o por manipulacidn en practicas de acuicultura son los
estresores fisicos, y en este caso el tiempo y la intensidad son factores cruciales. Los estresores
ambientales estan relacionados a la calidad del agua y otros parametros asociados como la
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temperatura, el oxigeno disuelto, la presencia de contaminantes o de patégenos, asi como las
condiciones de salinidad y pH; aqui el factor mas influyente es el grado de variacidn que existe
entre la situacidon normal y la que involucra al estresor. Aunque no han sido tan estudiados como
el resto, esta claro que los estresores sociales también afectan a los peces; fendmenos como la
dominancia, la agresividad o el aumento en la densidad de los cultivos que suele ocurrir en
granjas de piscicultura generan cambios significativos en la fisiologia de dichos organismos. Por
otra parte, de acuerdo a su extensién temporal los estresores también pueden clasificarse en
agudos y crénicos. En la naturaleza la mayoria de los estresores son agudos, ya que se extienden
por un corto periodo de tiempo y tienen alta intensidad. La respuesta de estrés aguda se da
exclusivamente en presencia del estresor y se disipa rapidamente cuando éste desaparece. En
cambio, la situacidn de estrés crénico se produce cuando la intensidad del estresor es baja pero
sostenida en el tiempo; algo poco frecuente en las poblaciones salvajes, pero muy habitual en
peces cultivados. Durante la respuesta de estrés agudo hay una activacion del eje hipotalamico-
pituitario-interrenal que conlleva a un aumento en la secrecién de glucocorticoides’®2. Al igual
gue en otros animales, el cortisol es uno de los principales glucocorticoides secretados en peces
y su aumento ha sido utilizado como marcador de respuestas de estrés agudo tanto en
teledsteos como en condrdsteos®®. Los episodios de estrés agudo tienen baja repercusion sobre
el sistema inmune, ya que las respuestas musculares y cardiovasculares son las principales
implicadas; de hecho el estrés agudo estda normalmente asociado a consecuencias beneficiosas
para el organismo, como ocurre con el ejercicio. Por el contrario, el estrés crénico induce
importantes cambios a nivel del metabolismo de manera de poder satisfacer el requerimiento
energético necesario para resolver la situacidon. Esto genera que la energia se destine casi
totalmente al proceso de estrés y que otros procesos muy dependientes de dicho recurso
disminuyan su eficiencia, como ocurre con el sistema inmune, el cual sufre importantes
desregulaciones que lo conducen a un estado de supresidon general”®, Incluso la propia
respuesta de glucocorticoides es regulada durante el estrés crdnico, ya que el cortisol ejerce un
mecanismo de retroalimentacién negativa sobre su propia secrecién®, llevando a que sus
niveles no estén necesariamente aumentados durante la respuesta de estrés crdnico.

Existe una amplia lista de estudios en donde se ha constatado que generalmente las
enfermedades aparecen en los peces cuando éstos estuvieron expuestos previamente a una
situacién de estrés, como en el caso del pez gato (/ctalurus punctatus) sometido a estrés por
bajo nivel de agua, que resultdé en un aumento de la actividad lisozima asi como también en su
mortalidad®. Tort et al.8¢. observaron una mayor susceptibilidad a la infeccién por Pseudomonas
anguilliseptica en doradas (Sparus aurata) afectadas por las bajas temperaturas del invierno;
mientras que Mauri et al.®” evidenciaron una disminucién del titulo del complemento y una
reduccidon en la actividad del componente C3 en pez rébalo (Dicentrarchus labrax) como
consecuencia del estrés inducido por una alta densidad de cultivo. Uno de los estudios pioneros
en este campo fue el de Yin et al. en 1995%, alli se sometieron carpas europeas a estrés por
hacinamiento a alta densidad de cultivo durante un lapso de 30 dias y se demostré que los peces
estresados sufrieron descensos significativos en los niveles de actividad lisozima y del
complemento, asi como también en los niveles de proteina total, pardmetro que resulté ser un
valioso indicador del efecto del estrés crénico en los animales. Dichas disminuciones se
observaron al dia 7 del experimento para los tres parametros y luego los niveles de proteina
total se mantuvieron bajos hasta el final del mismo, mientras que la actividad lisozima y del
complemento tuvieron un leve aumento al dia final con respecto al dia 7. Los autores aseveran
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que los peces estresados crdnicamente por hacinamiento tendrian cierta capacidad de
adaptacion a nuevos estresores, aunque igualmente son mas vulnerables a las infecciones, sobre
todo si la intensidad del estresor aumenta repentinamente. Dicho analisis podria explicar lo que
sucede en los establecimientos de piscicultura, donde el hacinamiento en los cultivos generaria
cierto grado de estrés crénico y posibles cambios drasticos en otros estresores (por ejemplo la
calidad del agua o la temperatura) podrian derivar en brotes de enfermedades infecciosas.

Existen pocos estudios sobre la relacién entre el estrés y el funcionamiento del sistema
inmune en esturiones. Recientemente en el laboratorio de Inmunologia se realizé un estudio en
el esturidn ruso para analizar de qué forma las variables estacionales afectan a componentes
séricos de la inmunidad innata®. Cabe mencionar que este estudio se enfocd solamente en
componentes innatos que pueden cuantificarse mediante métodos enzimaticos debido a la falta
de reactivos especie-especificos para estudios inmunolégicos en Acipenser spp. De ese modo,
se encontré que durante el verano los esturiones mostraron niveles disminuidos en la
funcionalidad de la VA y la Cp, y al mismo tiempo un pequefio aumento en la actividad lisozima
con respecto al invierno. Ademas los niveles séricos de proteina total también disminuyeron en
verano con respecto al invierno. Esta reduccién en la cantidad total de proteinas apoya la idea
de la induccién de una respuesta de estrés cronico, como se evidencié en el trabajo de Yin et
al.®8 con la exposicién a largo plazo de las carpas a una alta densidad de cultivo. Para corroborar
si la respuesta inducida se debié al aumento en la temperatura del agua, se realizd un
experimento en donde se aclimataron esturiones juveniles a 18°C o 24°C durante 37 dias. Los
esturiones aclimatados a mayor temperatura experimentaron variaciones similares en sus
defensas innatas a las observadas en los esturiones durante el verano; ademas se observo una
reduccion en el crecimiento de dichos peces y en sus niveles séricos de proteina total, e incluso
aumentd su mortalidad. Este trabajo aportd importante informacién acerca de la incidencia del
estrés crénico sobre el sistema inmune del esturién ruso, reforzando el concepto de la fuerte
interconexidn entre los sistemas reguladores en las respuestas de estrés, y siendo uno de los
pocos trabajos disponibles que han estudiado la temperatura dptima del agua para la
acuicultura de esturion ruso. Resulta interesante profundizar en estos estudios y evaluar como
se afecta la funcionalidad del sistema inmune innato frente a gradientes de temperatura
similares a los que ocurren durante los cambios de estacidn, en especial durante la primavera y
el verano, o frente a estimulacién con componentes derivados de patdgenos.

1.5) Hipotesis de trabajo

A partir del conocimiento actual sobre la inmunidad innata y del precedente descripto en
la seccidn 1.4, nos planteamos como hipdtesis que la exposicion de esturiones juveniles a
temperaturas mayores a 24°C durante un periodo prolongado induce una respuesta de estrés
cronico que afecta los niveles de componentes séricos asociados a la respuesta inmune innata,
incluyendo componentes de la VA, la Cp, lisozima y, eventualmente, de proteinas candidatas a
PFAs como la SAA y la SAP.

Por otra parte, de acuerdo a lo descripto en la seccidn 1.3, planteamos que la estimulacién
con componentes derivados de patdgenos promueve la activacion de la respuesta inmune
innata en los esturiones, que conduce a cambios en los niveles de la SAA y la SAP, posibles PFAs
positiva y negativa, respectivamente.
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1.6) Objetivos

En este trabajo se pretende profundizar en la caracterizacidn de la respuesta inmune innata
de los esturiones, evaluando cémo responden frente a gradientes de temperatura similares a
los que pueden darse durante los cambios estacionales en los establecimientos de piscicultura
o frente a estimulos con componentes bacterianos. Para ello propusimos un objetivo general y
dos objetivos especificos:

Objetivo general: estudiar cdmo responden las defensas innatas del esturion ruso (Acipenser

gueldenstaedetii) frente al estrés térmico o a la presencia de sefiales de peligro derivadas de
bacterias.

Objetivos especificos:

1) Evaluar pardmetros de la respuesta inmune innata y de estrés crénico en esturiones rusos
sometidos a gradientes de temperatura. Esta evaluacidon se basé en la medicién de las
actividades de la VA, Cp y lisozima, y los niveles de la SAA, SAP y proteinas totales en suero.

2) Evaluar parametros de la respuesta inmune innata en esturiones rusos inyectados por via
intraperitoneal con bacterias Aeromonas hydrophila inactivadas, a través de la determinacion
de los pardmetros descriptos para el objetivo 1.
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2.1) Reactivos generales
Los reactivos generales utilizados en esta tesina fueron los siguientes:

— Sales inorganicas, solventes y otros reactivos quimicos: cloruro de sodio (NaCl), alcohol
metilico y alcohol isopropilico adquiridos de Drogueria Industrial Uruguaya; dcido acético,
acido citrico, acido 5,5-dietilbarbiturico, 5,5-dietilbarbiturato de sodio, citrato de sodio y
acetato de sodio de Merck (Alemania); acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido
etilenglicoltetraacético (EGTA), acrilamida y dodecilsulfato sédico (SDS) de Applichem
(Alemania); p-fenilendiamina (PPD), sulfato de magnesio (MgS0a.), bisacrilamida, persulfato
de amonio (APS), tetrametiletilendiamina (TEMED) y tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris)
de Sigma-Aldrich (EEUU); azida de sodio adquirida de Mallinckrodt (Alemania), fosfato de
sodio dibdsico (Na;HPO,4) de Carlo Erba (ltalia), ditiotreitol (DTT) de Bio Basic (Canada),
reactivo Micro™ BCA Assay kit y solucion de revelado para Western blot SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate de Thermo Scientific (EEUU).

— Reactivos bioldgicos: seroalbimina bovina (BSA) de Applichem; gelatina de piel bovina tipo
B, lisozima de gallina y bacterias Micrococcus lysodeikticus de Sigma-Aldrich; bacterias
Aeromonas hydrophila aisladas a partir de una infecciéon ocurrida en la granja ERN por el
veterinario Alejandro Perretta (GenBank MF629003); anticuerpo policlonal de cabra anti-
IgG de conejo conjugado a peroxidasa de rabano de Calbiochem (Alemania) y marcador de
peso molecular de proteinas pre-tefiido de rango 10-180 kDa de Thermo Scientific. Ademas
se emplearon los siguientes reactivos bioldgicos obtenidos en la Catedra de Inmunologia
(Facultad de Ciencias/Quimica, UdelaR): SAA de esturidn ruso recombinante producida por
Mauricio Castellano, SAP de esturidon ruso purificada de suero por Valeria Silva, glébulos
rojos (GRC) y sueros policlonales de conejo que reconocen el péptido 58-71 de la SAA o la
SAP purificada de suero de esturidn ruso.

2.2) Esturiones

El modelo animal empleado en este trabajo fue el esturién ruso (Acipenser gueldenstaedtii);
los peces fueron gentilmente cedidos por la granja de piscicultura ERN, establecimiento en el
cual estos animales son criados con fines comerciales.

2.3) Experimentos in vivo

Los experimentos in vivo que se describen a continuacién fueron realizados en un
laboratorio himedo -adaptado para el cultivo de esturiones juveniles- ubicado en el Instituto de
Investigaciones Pesqueras (lIP) de Montevideo. Dicho laboratorio consta de una sala con 5
piscinas de 500 litros cada una en donde es posible controlar las condiciones de temperatura,
pH y nivel de O,. Para abastecer dichas piscinas se utilizd agua de red a un flujo de 1L/min,
previamente filtrada por un filtro de particulas (20 x 2.5 " 05 micras, Siam Cast Nylon Co. Ltd,
Tailandia) y un filtro de carbdn activado (20 x 2.5 "', Siam Cast Nylon Co., Ltd) para remover las
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particulas y el cloro, respectivamente. El filtro de carbon activado se cambié cada 20 dias para
evitar su contaminacién con bacterias.

Para los experimentos in vivo se utilizaron esturiones juveniles (2 afios de edad) de entre
300-500 gramos, mantenidos a una densidad de entre 7-9 kg/m?y alimentados diariamente con
una racion disefiada por la empresa ERN (compuesta por 47% de proteina, 12.5% de lipidos y
3% de fibra) en cantidades correspondientes al 2% del peso vivo de los animales. Previo a cada
experimento los peces fueron aclimatados durante dos semanas a la temperatura
correspondiente a cada ensayo. El mantenimiento, manejo, extraccién de sangre y eutanasia de
los peces fue llevado a cabo por el veterinario Alejandro Perretta, siguiendo las normas
establecidas por el Comité de Etica de la Comisién Honoraria de Experimentacién Animal (CHEA,
N° de Expediente 240011-001213-16) para minimizar el estrés en los peces.

2.3.1) Experimento de exposicion a gradientes de temperatura moderada y alta

Tal como puede apreciarse en la Figura 2.3.1, los esturiones se distribuyeron en cuatro
piscinas de 500 litros con 12 o 13 peces cada una. Se realizaron dos gradientes de temperatura
distintos: en dos piscinas la temperatura varié entre 20°Cy 24°C (lotes 1 y 2), mientras que en
las otras dos varié entre 24°Cy 31°C (lotes 3 y 4). Los cuatro lotes permanecieron los ultimos 20
dias del experimento a la mayor temperatura alcanzada en cada caso. Las muestras de sangre
se obtuvieron al inicio y a los 7 y 27 dias del experimento.

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Control - T Moderada Tratado — T Alta
Dia-15 Dia0 Dia7 Dia 27 Dia -15 Dia 0 Dia 7 Dia 27
Aclimatacion de peces  Sangrado inicial ~ Sangrado Sangrado Aclimatacion de peces  Sangrado inicial ~ Sangrado Sangrado
19-202C l l l 24-25°C 1 1 l
20,5°C 20,5°C 24°C 24,52C 24°C 29-31°C

Figura 2.3.1 — Representacion esquematica del disefio del experimento de gradiente de temperatura.

2.3.2) Experimento de estimulacién con componentes bacterianos

La Figura 2.3.2 esquematiza el disefio del presente experimento, donde puede advertirse
gue en este caso los esturiones se distribuyeron en cuatro piscinas de 500 litros con 11 o 12
peces cada una. Las piscinas fueron mantenidas a una temperatura de entre 18°Cy 20°C durante
todo el experimento. La mitad de los peces fueron inyectados con tampdn fosfato salino (PBS)
estéril y la otra mitad con bacterias A. hydrophila inactivadas (10° UFC/kg). En particular el
aislamiento empleado para este experimento fue el H2, caracterizado por Perretta y
colaboradores®™. Las muestras de sangre se obtuvieron 7 dias previos a la inyeccién y a las 24 y
72 horas post-inyeccion.
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Lote 1 Lote 2 Lote 3

< Rt
n=11

Control Tratado

Inoculacién: PBS estéril Inoculacién: Aeromonas hydrophila
(6 x 10° UFC/kg)

Dia-21 Dia -7 Dia 0 Dia 1 Dia 3
Aclimatacion de peces Sangrado inicial Inoculacion  Sangrado D1 Sangrado D3
18-20°C 1/P (Lotes 1y 3) (Lotes 2y 4)

Figura 2.3.2 — Representacion esquematica del disefio del experimento de estimulacidn con componentes bacterianos.

En el presente trabajo se utilizaron las muestras de suero obtenidas en los experimentos in
vivo descriptos anteriormente para analizar distintos componentes séricos empleando los
métodos previamente optimizados en el laboratorio de Inmunologia®, los cuales se detallan a
continuacién:

2.4) Obtencion de muestras de suero de esturién ruso

Los peces tuvieron un ayuno de 24 horas previo a cada sangrado. Ademas antes de cada
extraccion se registrd la masa de cada individuo para realizar un seguimiento de la evolucion de
la masa corporal de los esturiones a lo largo de ambos experimentos. Las muestras de sangre
(alrededor de 2 mL) fueron extraidas por puncién de la vena caudal en menos de 3 minutos y
seguidamente transferidas a tubos tipo eppendorf en hielo para permitir su coagulacion. La
sangre se dejé coagular durante 3 horas aproximadamente, luego el suero se separd del coagulo
por centrifugacion a 2800 g durante 20 minutos a 4°C. Los sueros de esturion (SE) se alicuotaron
y almacenaron a -80°C para preservarlos. Para todos los ensayos descriptos a continuacion,
todas las muestras de suero se centrifugaron a 10000 g durante 10 minutos a 4°C previo a su
uso, de manera de separar posibles precipitados que pudieran generarse en el proceso de
congelado y descongelado.

2.5) Cuantificacion de la actividad de la via alternativa del complemento en suero de
esturion ruso

Para medir la actividad de la VA del SC se utilizé6 un método hemolitico tradicional descripto
para humanos®® con algunas modificaciones. Este ensayo se basa en la incubacién del SE con
GRC como célula blanco de la acciéon del sistema complemento. Dado que la activacién de la VA
requiere Mg?*, el ensayo se realiza en presencia de EGTA y Mg* para evitar la activaciéon Ca%
dependiente de la VCy de la VL. La suspension de GRC se obtuvo mezclando una relacion 1:3 de
volumenes de sangre de conejo y citrato disédico al 3.8% (anticoagulante) respectivamente.
Luego se procedid a lavar dicha suspensidn una vez con una solucién 1:1 de citrato de sodio al
3.8% y NaCl 150 mM, dos veces con el tampdn veronal 6.4 mM, pH 7.4 conteniendo NaCl 150
mM, gelatina 0.1% y EDTA 10 mM (GVB-EDTA) y dos veces con el tampdn GVB en el que se
sustituyd el EDTA por 10 mM de EGTA y 10 mM de MgS04 (GVB-Mg*-EGTA). El ensayo se llevé
a cabo en placas de 96 pocillos de fondo en U en las que se mezclaron 50 pL de diluciones
seriadas de SE (en un rango entre 1/10 — 1/640) en tampdn GVB-Mg?*-EGTA por duplicado, con
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50 ulL de una suspensiéon de GRC 0.8x10% eritrocitos/mL en tampén GVB-Mg?*-EGTA. Como
control negativo del ensayo, los SE se incubaron durante 30 minutos a 56°C para inactivar el
sistema complemento, y se analizaron en paralelo en la misma placa. En otros pocillos los GRC
se mezclaron con 50 pL de tampdn GVB-Mg?**-EGTA o 150 pL de agua destilada para determinar
el 0% y 100% de lisis de GRC respectivamente. Las placas se incubaron durante 1 hora en bafio
de agua a 20°C para permitir la activacién de la VA. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se
detuvo la lisis de los GRC mediante el agregado de 100 uL de la solucidén GVB conteniendo EDTA
50 mM. Luego se centrifugd la placa durante 5 minutos a 1000 gy 4°Cy se registrd la absorbancia
del sobrenadante a 415 nm para cuantificar la hemoglobina liberada. Para cada dilucion de los
SE se calculd el porcentaje de lisis (Y) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

__ Abs SE—Abs SE inactivado
" Abs 100% lisis —Abs 0% lisis"

Con dichos porcentajes se construyé una curva Y vs diluciéon de SE y se determind la
actividad de la VA, definida como el inverso de la dilucién capaz de lisar el 50% de los gldbulos
rojos (ACH50, del inglés alternative complement pathway hemolytic activity), aplicando la
funcion sigmoidea de Hill mediante el programa SigmaPlot 10 (SPSS Inc., EEUU). En los casos
donde no se obtuvo un buen ajuste se repitio el ensayo variando el rango de las diluciones de
SE analizadas.

2.6) Cuantificacion de la actividad de ceruloplasmina en suero de esturion ruso

La actividad Cp se determiné en base a su capacidad de oxidar al PPD®2. Se llevé a cabo en
placas de 96 pocillos de fondo plano en las que se mezclaron 100 pL de una dilucién 1/10 de
cada SE en tampdn acetato de sodio/acido acético 100 mM, pH 5.45, por duplicado, con 150 pL
de una solucién 0.1% de PPD (m/v) en tampdn acetato de sodio 100 mM, 0.04 mM EDTA, pH
5.45 (placa medida). En paralelo se realizé el mismo procedimiento, pero con el agregado de
0.5% de azida de sodio (m/v) para inhibir la actividad de la Cp y tener un control de la oxidacion
del PPD no dependiente de la actividad Cp. Este control se realizé en una placa independiente
(placa control) debido a que la vaporizacién de la azida en una placa afecta los pozos contiguos.
Ambas placas se cubrieron con papel parafilm y se incubaron en bafo de agua a 37°C durante 1
hora. Terminada la incubacidn, se determind la absorbancia en lector de placas a 560 nm. Como
no se dispuso de un estdndar comercial, la actividad Cp se determind en forma relativa,
utilizando un SE con alta actividad -correspondiente a una hembra adulta del afio 2014, como
un estdndar al cual se le asigné una actividad de 100 unidades arbitrarias/mL y se analizd por
cuadriplicado en paralelo a las muestras. Para el calculo de Cp de cada muestra se corrigieron
los valores de absorbancia promedio de la placa medida restando los valores correspondientes
obtenidos en la placa control, y se empled la siguiente ecuacion:

__ (Abs SE corregida x100)

Cp -
Abs SEQ corregida

En los casos en donde la dilucidn de SE analizada tuvo una densidad dptica inferior o
superior al rango lineal del espectrofotdmetro se repitio el ensayo utilizando diluciones menores
o mayores de SE, respectivamente.
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2.7) Cuantificacion de la actividad de lisozima en suero de esturion ruso

La base de este ensayo radica en un método turbidimétrico reportado por Shugar en 1952%
que utiliza células de Micrococcus lysodeikticus como sustrato de la lisozima, aunque con ciertas
modificaciones seglin Castellano et al.?. La suspensidon de M. lysodeikticus presenta una
turbidez inicial que disminuye al ser incubada con una muestra que contenga actividad lisozima,
debido a la hidrdlisis enzimatica del polisacdrido que compone la pared bacteriana. El ensayo se
llevé a cabo en placas de 96 pocillos de fondo plano en donde se mezclaron 50 uL de cada SE sin
diluir (por duplicado) o concentraciones decrecientes de una solucién de lisozima de gallina (5,
4,3,2,1.5,1y0.5 pg/mL, por triplicado) en tampdn fosfato-citrato, pH 5.8, con 200 uL de una
suspension de M. lysodeikticus 0.7 mg/mL en tampdn fosfato-citrato, pH 5.8. Rapidamente se
registrd la absorbancia inicial a una longitud de onda de 560 nm, se cubrid la placa con papel
parafilm y se incubé en bano de agua a 30°C durante 4 horas. Al cabo de este tiempo se volvié
a medir la absorbancia a 560 nm para obtener los valores de absorbancia final. Para construir
una curva de calibracidn se graficaron los valores de AAbssgonm (AbSseonm inicial promedio — ABSs60nm final
promedio) Obtenidos para el estandar en funcién de las concentraciones decrecientes de lisozima
comercial. Los datos se ajustaron a una funcién polindmica de tercer grado utilizando el
programa Origin 8.5 (OriginLab Corp, EEUU). A partir de dicha curva se obtuvieron las actividades
de lisozima en las muestras de SE, expresadas en pg/mL.

2.8) Cuantificacion de niveles de proteina total en suero de esturion ruso

La determinacién de proteinas totales en SE se basa en el método del acido bicinconinico y
para ello se utilizo el reactivo comercial Micro™ BCA Assay kit y se siguieron las recomendaciones
del fabricante. El ensayo se llevd a cabo en placas de 96 pocillos de fondo plano analizando las
muestras y el estandar (BSA) por duplicado. Brevemente, se mezclaron 150 plL de una dilucion
1/3000 de cada SE o de diluciones decrecientes de BSA (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25y 0.75 pg/mL) en
PBS, con 150 pL del reactivo de trabajo. La placa se cubrié con papel parafilm y se incubd durante
2 horas en bafio de agua a 37°C. Finalizada la incubacidn, se registré la absorbancia en lector de
placas a 560 nm y se construyé una curva de calibracién graficando los valores de absorbancia
promedio del estandar en funcion de las concentraciones de BSA. Se realizé un ajuste lineal de
la curva utilizando el programa Origin 8.5 (OriginLab Corp, EEUU) y se calculd la concentracion
de proteina total (mg/mL) de cada una de las muestras.

2.9) Determinacion de los niveles de SAA y SAP en suero de esturion ruso mediante
Western blot

Debido al gran nimero de muestras de suero de cada experimento in vivo, el andlisis se
realizé utilizando pooles de los SE (SEp), preparados mezclando alicuotas iguales (15 pL) de los
SE individuales, obtenidos para un lote de peces (expuesto a diferente temperatura o
tratamiento) a un tiempo determinado del analisis. Los SEp se alicuotaron y conservaron a -20°C
para evitar el uso de muestras congeladas y descongeladas en sucesivas oportunidades. Las
proteinas de los SEp se separaron mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductoras, de acuerdo a lo descripto por Laemmli®.
Para ello se emplearon geles concentradores al 4% (m/v) y separadores al 15% (m/v) de 1.5 mm
de espesor. Previo a la electroforesis 2 L de cada muestra de SEp se llevaron a un volumen final
de 40 pL con tampdn muestra 6X (Tris-HCl 0.35 M, SDS 10 % (m/v), glicerol 30% (m/v), azul de
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bromofenol 0.12 mg/mL, pH 6.8), 40 mM de DTT y cantidad suficiente de PBS y se calentaron a
80-90°C durante 5 minutos. En paralelo también se analizaron muestras de SAA de esturién ruso
recombinante (0.1 ug de proteina), SAP de esturidn ruso purificada de suero (5 pg de proteina)
y un marcador de peso molecular (MPM). Los geles se corrieron en tampdn de corrida Tris 0.25
M, glicina 1.92 M y SDS 1% durante 20 minutos a 80 V y luego durante 45 minutos a 150 V a
temperatura ambiente en un sistema MiniPROTEAN Tetra Cell (BioRad, EEUU).

Una vez culminada la corrida electroforética, las proteinas de los SEp se transfirieron a
membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF, Thermo Scientific) mediante transferencia
himeda. Para ello las membranas fueron pre-hidratadas con metanol durante 10 minutos y
luego las membranas y los geles a transferir se equilibraron en tampdn de transferencia (Tris 48
mM, glicina 39 mM, metanol 20% (v/v)) y se dispusieron en un casete de transferencia entre
esponjas y papeles de filtro embebidos en la misma solucién (en orden anodo/esponja/papel de
filtro/gel/membrana/papel de filtro/esponja/catodo). Los casetes se montaron en un sistema
MiniPROTEAN Trans-Blot (BioRad) y se transfirieron durante 2:30 h a 300 mA y 4°C. Finalizada la
transferencia, las membranas se tifieron con una solucion de rojo Ponceau (Ponceau S 0.2%
(m/v), acido acético 5% (v/v)) para corroborar que las proteinas de las muestras se hayan
transferido correctamente. Las membranas se lavaron con PBS-Tweenz 0.05% (v/v) y se dejaron
blogqueando toda la noche con una solucién PBS, BSA 0.2% (m/v), Tween, 0.05% (v/v) a 4°C. Al
dia siguiente las membranas se incubaron con los anticuerpos policlonales de conejo anti-SAA
(dilucién 1/1000) o anti-SAP (dilucién 1/10000) en PBS, BSA 0.2%, Tweeny, 0.05% durante toda
la noche a 4°C con agitacién. Posteriormente las membranas se lavaron con PBS-Tweenyo 0.05%
y se incubaron con un anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (dilucién 1/2000)
en PBS, BSA 0.2%, Tweenyo 0.05% durante 1:30 horas a temperatura ambiente con agitacién. Al
cabo de ese tiempo las membranas se lavaron con PBS-Tweeno 0.05% y se revelaron mediante
agregado del sustrato quimioluminiscente para la enzima peroxidasa en un equipo G:BOX
(Syngene, India) utilizando el programa SnapGene. Las variaciones en los niveles de SAA y SAP
con la temperatura o tras la estimulacidn con componentes bacterianos se analizaron mediante
densitometria utilizando el programa Imagel (National Institutes of Health, EEUU). Para realizar
el analisis estadistico de los datos obtenidos mediante densitometria cada ensayo de Western
blot fue repetido dos o tres veces.

2.10) Andlisis estadistico general de los experimentos

Para comparar las masas, la actividad de la VA, Cp y lisozima, y los niveles de potenciales
PFAs y proteina total en los experimentos previamente descriptos, se utilizé el programa de
analisis estadistico GraphPad Prism 5 (GraphPad software, EEUU). En primera instancia se evalud
si los datos obtenidos de cada ensayo en ambos experimentos seguian una distribucidon normal
mediante el test de D’Agostino & Pearson. Cuando los datos no presentaron dicha distribucion,
se buscd normalizarlos aplicando las siguientes transformaciones matematicas: Y=log (Y), Y=sqrt
(Y) o una combinacion de las anteriores Y=sqgrt(log(Y)), en donde Y representa los distintos
parametros evaluados en cada ensayo. Dado que no se obtuvieron distribuciones normales en
ningun caso, se aplico el andlisis de varianza no paramétrico de una sola via de Kruskal-Wallis,
con un post test de comparacién multiple de Dunn’s. Para la determinacién de los niveles de
potenciales PFAs, se aplicd un anadlisis de varianza paramétrico de una sola via con un post test
de comparacién multiple de Tukey (se asumié normalidad si bien no se pudo comprobar porque
se dispuso solamente de triplicados en los ensayos por Western blot). Las diferencias
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estadisticamente significativas (p valor < 0.05) se indican con asteriscos (*) en cada figura. En
particular en el experimento donde se expusieron los peces a gradientes de temperatura, previo
a evaluar las diferencias significativas entre los grupos mantenidos a 20-24°C o a 24-31°C se
analizé si los datos de los dos grupos sometidos al mismo gradiente de temperatura podian ser
unificados en un solo grupo, evaluando la existencia de diferencias significativas entre las medias
y los desvios estandares correspondientes a cada piscina mediante un t-test.
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3.1) Experimento de exposicion a gradientes de temperatura moderada y alta

Los problemas sanitarios que ocurren en las granjas de piscicultura de esturién durante el
verano uruguayo sugieren que la funcionalidad de su sistema inmune se altera durante los
meses calidos del afio, promoviendo la aparicién de infecciones con patdgenos oportunistas.
Como se comentd en la introduccidn (seccion 1.4), cuando los esturiones permanecen durante
periodos prolongados a temperaturas = 24°C se induce una respuesta de estrés crénico que
repercute en la funcionalidad de varios componentes de su sistema inmune innato®. Para
profundizar en este andlisis, en este trabajo se realizd un experimento en el que dos grupos de
esturiones rusos se sometieron a gradientes de temperatura de 20 a 24°C (lotes 1 y 2,
temperatura moderada) o de 24 a 31°C (lotes 3 y 4, temperatura alta), simulando las variaciones
térmicas que ocurren durante las estaciones calidas en las granjas acuicolas de nuestro pais (ver
Figura 2.3.1). Se obtuvieron muestras de suero al dia 0, 7 y 27 y se analizo el efecto del estrés
térmico sobre componentes séricos de la respuesta inmune innata (VA del SC, Cp y lisozima) asi
como sobre los niveles de proteina total y de potenciales PFAs en el esturién como la SAA y SAP.
Los resultados obtenidos se describen en esta secciéon. Salvo que se aclare lo contrario, los datos
de los dos grupos experimentales sometidos a 20-24°C 0 a 24-31°C para cada tiempo se unieron
en un unico grupo, luego de corroborar que no existieran diferencias significativas entre las
medias y los desvios estandares de los datos entre los lotes 1 y 2 (expuestos a temperatura
moderada) o 3y 4 (expuestos a temperatura alta, ver Figura 2.3.1).

3.1.1) Evolucidn de la masa corporal de los esturiones a lo largo del experimento

Para evaluar el estado general de los esturiones a lo largo del experimento los peces fueron
masados previo a cada sangrado, tal como se describié en la seccidn 2.4. La evolucion de la masa
de los esturiones durante del experimento se muestra en la Figura 3.1.1, dénde puede
observarse que los valores variaron entre 115 y 610 g, mostrando una importante dispersion.
Como se vera en las secciones siguientes, esta dispersiéon también se observa en los otros
pardmetros analizados, y posiblemente es atribuible a multiples factores incluyendo el hecho
que los animales criados en las granjas de piscicultura no son endogamicos y por lo tanto
presentan mayor variabilidad bioldgica entre si. Al dia inicial no se encontraron diferencias
significativas en el peso de los animales para ambas condiciones de temperatura, como se
observa en la figura las medianas de estos grupos son practicamente iguales. En el transcurso
del experimento las medianas de la masa corporal mostraron una sutil tendencia al aumento en
las piscinas frias y a la disminucidn en las piscinas de alta temperatura, sin embargo dichas
tendencias no resultaron estadisticamente significativas. Estos resultados permiten concluir que
el estrés inducido por calor no afect6 significativamente la masa corporal de los esturiones en
el tiempo de exposicion analizado.

3.1.2) Cuantificacion de los niveles de proteina total en suero de esturion ruso

Tal como se comentd en la seccién 1.4, la disminucion en los niveles de proteina total en
suero ha sido utilizada como un indicador del estrés crdnico en los peces. Los niveles séricos de
proteina total obtenidos en este experimento se muestran en la Figura 3.1.2, donde no se
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observan diferencias significativas en ninguno de los grupos. En el caso del grupo de alta
temperatura es posible apreciar una tendencia al aumento en dichos niveles al dia 7 en
comparacién con el dia 0 y una posterior disminucién al dia 27. De todas formas dichas
tendencias no mostraron significancia estadistica, indicando que el mantenimiento de los peces
a 20-24°C o 24-31°C no provoco alteraciones de ningun tipo sobre los niveles de proteinas
totales en suero con el transcurso de los dias. Por lo tanto, se puede concluir que este parametro
no evidencio el desarrollo de una respuesta de estrés crénico en los esturiones en el tiempo que
durd este experimento.

Masa corporal

800-

Masa (g)

c 1 1 1 ) L) 1
0 4 27 0 7 27
Temp. Moderada Temp. Alta
(20-24°C) (24-31°C)

Figura 3.1.1 —Evolucién de la masa corporal de Acipenser gueldenstaedtii durante su exposicidn a gradientes de temperatura
moderada y alta. Los datos estdn organizados por condiciéon (moderada o alta temperatura) y por dia de extraccion de sangre
(0, 7027); en azul se representan los peces expuestos a temperatura moderada y en rojo aquellos expuestos a temperatura
alta. Se muestran los valores individuales y las medianas para cada grupo. El analisis de varianza no paramétrico de Kruskal-
Wallis, empleando el post test de comparacién multiple de Dunn’s, no arrojo diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 3.1.2 — Niveles séricos de proteina total en Acipenser gueldenstaedstii a lo largo del experimento de exposicion
a gradientes de temperatura moderada y alta. Los datos estan organizados por condicion (moderada o alta
temperatura) y por dia de extraccion de sangre (0, 7 0 27); en azul se representan los peces expuestos a temperatura
moderada y en rojo aquellos expuestos a temperatura alta. Se muestran los valores individuales y las medianas para
cada grupo. El andlisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, empleando el post test de comparacidon multiple
de Dunn’s, no arrojé diferencias significativas entre los grupos.
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3.1.3) Cuantificacion de la actividad de componentes enzimdticos innatos en suero de

esturion ruso

Para evaluar el efecto del estrés térmico sobre la respuesta inmune innata del esturién ruso
se analizo la actividad de tres pardmetros séricos diferentes vinculados a dicha respuesta: la VA
del SC, la Cp vy la lisozima, los resultados obtenidos se presentan en la Figura 3.1.3. En primer
lugar se observa que la actividad de la VA del SC mostré una disminucion en los peces
mantenidos a 24-31°C al dia 27 respecto al dia 7 del experimento, a su vez al dia 27 dicha
actividad fue significativamente menor que la de los peces mantenidos a 20-24°C (Figura 3.1.3A).
En segundo lugar se puede apreciar que la actividad de la Cp aumenté significativamente al dia
7 respecto al dia 0 en ambos grupos de esturiones. Estos aumentos no se sostuvieron a lo largo
del tiempo, de hecho los niveles cayeron en forma significativa al dia 27 en el caso de los peces
expuestos a temperatura alta (Figura 3.1.3B). Con respecto a la actividad de la lisozima, se
observaron cambios notorios en los peces sometidos a los dos gradientes de temperatura. De
hecho, tanto la exposicién a temperaturas entre 20-24°C como entre 24-31°C provocd un
aumento significativo en la actividad lisozima al dia 27 respecto al dia 0, pero en el caso de la
exposicién al gradiente de temperatura alta, el incremento fue notorio al dia 7; esto concuerda
con el hecho que los niveles de lisozima al dia 7 resultaron significativamente menores en los
peces sometidos al gradiente de temperatura moderada respecto a los sometidos al gradiente
de temperatura alta (Figura 3.1.3C).

En conjunto, los resultados obtenidos en este experimento concuerdan con los resultados
obtenidos en experimentos previos (comentados en la seccidén 1.4), dénde se observé que los
niveles de la VA del SC y de Cp disminuyeron en peces mantenidos a temperaturas de 24°C,
mientras que los niveles de lisozima aumentaron®. Los resultados obtenidos en este
experimento demuestran que el aumento de la temperatura tiene un impacto notorio sobre las
defensas innatas de los esturiones, que se ve reflejado en las variaciones de varios componentes
séricos enzimaticos, reproduciendo el comportamiento que se observd previamente durante la
respuesta de estrés crdnico inducida por calor.

3.1.4) Determinacion de los niveles de SAA y SAP en suero de esturion ruso

Como se comento en las secciones 1.3.1y 1.3.6 de la introduccidn, las PFA son muy buenos
marcadores de situaciones de estrés y/o infeccion en distintos animales, pero poco se conoce
acerca de cuales PFA podrian ser buenos marcadores en esturién. Estudios de expresion
hepatica de PFA en esturiones estimulados con bacterias A. hydrophila inactivadas realizados en
nuestro laboratorio permitieron identificar a la proteina SAA y SAP como potenciales PFA en el
esturion ruso. Sin embargo, aun no se ha determinado si estas variaciones en la expresion
hepatica se correlacionan con variaciones de las proteinas en suero, ni como el estrés inducido
por calor afecta esta respuesta. Para profundizar en este analisis, se determinaron las
variaciones en los niveles séricos de la SAA y SAP mediante la técnica de Western blot,
empleando anticuerpos policlonales anti-SAA y anti-SAP de esturién ruso producidos en nuestro
laboratorio. Para este andlisis se utilizaron pooles de sueros de los individuos de los grupos
mantenidos a 20-24°C (lotes 1 y 2) y de los grupos mantenidos a 24-31°C (lotes 3 y 4) a los
diferentes tiempos del experimento (dia 0, 7 y 27). Las imagenes de las membranas reveladas
con el sustrato quimioluminiscente y tefiidas con solucién de rojo Ponceau para la SAA y la SAP
se exhiben en los paneles Ay B de las Figuras 3.1.4 y 3.1.5, respectivamente.
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Figura 3.1.3 - Andlisis de
componentes enzimaticos
innatos en suero de Acipenser
gueldenstaedtii  sometidos a
gradientes de  temperatura
moderada y alta. En A se grafican
los niveles de actividad de la VA
del SC (ACH50), en B los niveles de
actividad de Cp y en C los niveles
de actividad de lisozima. Los
datos estdn organizados por
condicién (moderada o alta
temperatura) y por dia de
extraccion de sangre (0, 7 o 27),
en azul se representan los peces
expuestos a baja temperatura y
en rojo aquellos expuestos a
temperatura alta. Se indican los
valores de las medianas y con
asteriscos (*) las diferencias
estadisticamente  significativas
obtenidas mediante el test de
Kruskal-Wallis, y el post test de
comparaciéon multiple de Dunn’s.
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La tincidn con rojo Ponceau se realizd para verificar que las proteinas se hayan transferido
correctamente a la membrana y, a su vez, se utilizé para normalizar los niveles de SAA y SAP
cuantificados a partir del Western blot mediante densitometria, empleando la banda de
aproximadamente 25 kDa como control de carga. El panel C de las Figuras 3.1.4 y 3.1.5 muestra
los resultados obtenidos en dicha cuantificacion. Como se observa en ambas figuras, en este
caso los datos se encuentran organizados por lote y no por grupo experimental, esto se debe a
que para este analisis los pooles de cada uno de los lotes 1, 2, 3 y 4 a cada tiempo se sembraron
en carriles separados en el SDS-PAGE. Como se observa en la Figura 3.1.4 A, al dia 0 no se
observaron niveles detectables de SAA en el suero de los esturiones en ninguno de los grupos,
mientras que si se logrd detectar la banda correspondiente a la SAA para ambos grupos al dia 7.
A pesar de que se detectd la SAA en los peces sometidos a temperaturas moderadas, la
cuantificacidn por densitometria mostré que este aumento fue significativo sélo para los dos
lotes de alta temperatura, y que decayd significativamente al dia 27 (Figura 3.1.4 C). Por otra
parte, al dia 7 los niveles de SAA fueron significativamente mayores en los lotes de alta
temperatura con respecto a los de temperatura moderada (con excepcion de la comparacién
entre los lotes 1 y 4). Esto puede explicarse considerando que a pesar de que la SAA aumenté
significativamente al dia 7 en los lotes expuestos a alta temperatura, los niveles fueron
significativamente menores en el lote 4 respecto al lote 3 (Figura 3.1.4 C), mostrando que el
aumento en la expresion de la SAA fue desigual entre estos lotes de peces. En resumen, los
resultados obtenidos sugieren que al dia 7 la expresidon de la SAA se indujo en respuesta al estrés
inducido por calor, sin embargo este aumento no fue sostenido a lo largo del experimento, ya
que sus niveles disminuyeron al dia 27. En el caso de la SAP, como se muestra en la Figura 3.1.5,
no se observaron variaciones significativas en sus niveles séricos a lo largo del experimento. Esto
indica que el aumento de temperatura no alterd los niveles de SAP en el suero de los esturiones,
concluyendo que la SAP no es una proteina de respuesta al estrés térmico en esta especie.
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Figura 3.1.4 — Anélisis por Western blot de los niveles de SAA en suero de Acipenser gueldenstaedtii expuestos a gradientes
de temperatura moderada y alta. En A se muestra la membrana revelada con el sustrato quimioluminiscente luego de la
incubacién con suero anti-SAA y anticuerpo secundario, la flecha negra indica la banda correspondiente a la SAA. En B se
muestra la membrana tefiida con la solucién de rojo Ponceau y se indica el tamafio de las bandas del marcador de peso
molecular (MPM), expresado en kilo-Daltons (kDa). Los SEp fueron sembrados de acuerdo al nimero de lote (L1, L2, L3 0
L4) y al dia de extraccion de sangre (0, 7 0 27). En C se grafican los niveles relativos de SAA, dichos niveles se cuantificaron
empleando el programa Imagel a partir de dos imagenes de Western blot independientes y estan expresados como
valores relativos, normalizados utilizando la banda de ~25 kDa de las tinciones con rojo Ponceau como control de carga
de cada carril. Los lotes sometidos a temperatura moderada se indican con color azul, mientras que los lotes sometidos a
temperatura alta se indican con color rojo. Los asteriscos (*) indican las diferencias estadisticamente significativas
obtenidas mediante el analisis de varianza de una sola via de ANOVA, y el post test de comparacidon multiple de Tukey.
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Figura 3.1.5— Andlisis por Western blot de los niveles de SAP en suero de Acipenser gueldenstaedtii expuestos a gradientes
de temperatura moderada y alta. En A se muestra la membrana revelada con el sustrato quimioluminiscente luego de la
incubacidn con suero anti-SAP y anticuerpo secundario, la flecha negra indica la banda correspondiente a la SAP. En B se
muestra la membrana tefiida con la solucidn de rojo Ponceau y se indica el tamafio de las bandas del marcador de peso
molecular (MPM), expresado en kilo-Daltons (kDa). Los SEp fueron sembrados de acuerdo al nimero de lote (L1, L2, L3 0
L4) y al dia de extraccion de sangre (0, 7 0 27). En C se grafican los niveles relativos de SAP, dichos niveles se cuantificaron
empleando el programa Image) a partir de dos imagenes de Western blot independientes y estan expresados como
valores relativos, normalizados utilizando la banda de ~25 kDa de las tinciones con rojo Ponceau como control de carga
de cada carril. Los lotes sometidos a temperatura moderada se indican con color azul, mientras que los lotes sometidos
a temperatura alta se indican con color rojo. Los asteriscos (*) indican las diferencias estadisticamente significativas
obtenidas mediante el analisis de varianza de una sola via de ANOVA, y el post test de comparacion mdltiple de Tukey.
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3.2) Experimento de estimulacion con componentes bacterianos

Como segunda etapa de este trabajo, se buscé evaluar el efecto de la estimulacién con
componentes bacterianos sobre los mismos parametros de la respuesta inmune innata del
esturidn ruso analizados para el experimento de gradiente de temperatura. Para ello se realizé
un experimento en el que se inocularon esturiones juveniles intraperitonealmente con bacterias
Aeromonas hydrophila inactivadas y se obtuvieron muestras de suero al dia 1 y 3 post-
inoculacidn (ver Figura 2.3.2). En este estudio se empled A. hydrophila debido a que esta especie
ha sido frecuentemente aislada de esturiones con sintomatologia infecciosa en la granja ERN*,
por lo cual es probable que sea uno de los patégenos responsables del aumento de la mortalidad
de los peces durante las estaciones calidas del afio.

3.2.1) Evolucidn de la masa de los esturiones a lo largo del experimento

El estado general de los esturiones a lo largo del experimento también se evalud
monitoreando la evolucidn de su masa (ver Figura 3.2.1). Nuevamente se aprecia la considerable
dispersion biolégica de los datos, al igual que ocurrid para el experimento de gradiente de
temperatura. En este caso tampoco se encontraron diferencias significativas en la masa de los
esturiones entre los grupos; las medianas se mantuvieron practicamente constantes,
independientemente del tratamiento o del dia del andlisis. Por lo tanto, es posible afirmar que
la inoculaciéon con bacterias inactivadas no afecté la masa de los animales.

3.2.2) Cuantificacion de los niveles de proteina total en suero de esturién ruso

Los niveles de proteinas totales en suero obtenidos en este experimento se muestran en la
Figura 3.2.2. Nuevamente no se encontraron diferencias significativas para ninguno de los
grupos experimentales a los tiempos analizados. Dado que en este experimento el tiempo de
muestreo post-inoculacion fue corto (1 o 3 dias) y que los peces fueron mantenidos a
temperaturas no estresantes (18-20°C), no era esperable que los peces desarrollaran una
respuesta de estrés crénico, lo que es compatible con que los niveles séricos de proteinas se
hayan mantenido estables a lo largo del experimento.

Figura 3.2.1 — Evolucién de la masa
corporal de Acipenser gueldenstaedtii
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Figura 3.2.2 — Niveles séricos de proteina total en Acipenser gueldenstaedtii a lo largo del experimento de estimulacién con
componentes bacterianos. Los datos estan organizados por lote de peces (1 a 4) y por dia de extraccion de sangre (-7, 1 0 3);
en negro se representan los peces inoculados con PBS estéril y en rojo aquellos inoculados con Aeromonas hydrophila. Se
muestran los valores individuales y las medianas para cada grupo. El analisis de varianza no paramétrico de una sola via de
Kruskal-Wallis, empleando post test de comparacién multiple de Dunn’s, no arrojé diferencias significativas entre los grupos.

3.2.3) Cuantificacion de la actividad de componentes enzimdticos innatos en suero de

esturion ruso

La Figura 3.2.3 ilustra los datos de las actividades de componentes enzimdticos innatos en
el suero de los esturiones durante este experimento. Si bien pueden apreciarse ciertas
tendencias (> actividad de VA 'y Cp al dia 1 y de lisozima al dia 3), estas no fueron significativas.
Por lo tanto es posible concluir que la estimulacion con bacterias inactivadas a la dosis empleada
en este experimento no indujo cambios en la funcionalidad de dichos componentes en suero.

3.2.4) Determinacion de los niveles de SAA y SAP en suero de esturion ruso

Los niveles séricos de SAA y SAP se analizaron mediante Western blot con el objetivo de
evaluar si la estimulacidn con bacterias inactivadas indujo variaciones en la concentracidn sérica
de estas proteinas. Al igual que en el experimento de gradiente de temperatura, se emplearon
pooles del suero de los peces de cada lote, para cada tiempo de analisis. En los paneles Ay B de
las Figuras 3.2.4 y 3.2.5 se muestran las imagenes de las membranas reveladas con el sustrato
guimioluminiscente y tefiidas con la solucidn de rojo Ponceau para ambas proteinas. Asimismo,
en el panel C de dichas figuras se muestra la cuantificacion de los niveles relativos de SAA y SAP,
empelando la misma normalizacién descripta en la seccion 3.1.4. Como se puede observar en la
Figura 3.2.4 Clos niveles de SAA fueron practicamente indetectables al dia -7 del experimento y
aumentaron significativamente al dia 3 post-inoculacién. Sin embargo, este aumento se observo
tanto en el grupo inoculado con A. hydrophila como en el grupo control (inoculado con PBS),
siendo practicamente igual en ambos grupos. Estos resultados indican que la inoculacién
intraperitoneal tuvo un efecto per se aumentando los niveles de SAA, pero no permiten asegurar
que la estimulacién bacteriana haya tenido un efecto sobre los niveles séricos de esta proteina.
Por otro lado, como se observa en la Figura 3.2.5 los niveles séricos de la SAP se mantuvieron
practicamente constantes a lo largo del experimento, a pesar de que se observé una tendencia
a la disminucion en los valores de SAP en los esturiones inoculados con A. hydrophila al dia 3
(Figura 3.2.5 C), esta tendencia no mostro significancia estadistica. Estos resultados permiten
concluir que la SAP no actlia como PFA positiva en estas condiciones de estimulacién.
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Figura 3.2.4 — Analisis por Western blot de los niveles de SAA en suero de Acipenser gueldenstaedtii a lo largo del
experimento de estimulacién con componentes bacterianos. En A se muestra la membrana revelada con el sustrato
quimioluminiscente luego de la incubacion con suero anti-SAA y anticuerpo secundario, la flecha negra indica la banda
correspondiente a la SAA. En B se muestra la membrana tefiida con la solucién de rojo Ponceau y se indica el tamafio de
las bandas del marcador de peso molecular (MPM), expresado en kilo-Daltons (kDa). Los SEp fueron sembrados de acuerdo
al nimero de lote (L1, L2, L3 o L4) y al dia de extraccion de sangre (-7, 1 o 3). En C se grafican los niveles relativos de SAA,
dichos niveles se cuantificaron empleando el programa Imagel a partir de tres imagenes de Western blot independientes
y estan expresados como valores relativos, normalizados utilizando la banda de ~25 kDa de las tinciones con rojo Ponceau
como control de carga de cada carril. Los lotes inoculados con PBS estéril se indican con color negro y los lotes inoculados
con Aeromonas hydrophila se indican con color rojo. Los asteriscos (*) indican las diferencias estadisticamente significativas
obtenidas mediante el analisis de varianza de una sola via de ANOVA, y el post test de comparacion mdltiple de Tukey.
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Figura 3.2.5 — Andlisis por Western blot de los niveles de SAP en suero de Acipenser gueldenstaedtii a lo largo del
experimento de estimulaciéon con componentes bacterianos. En A se muestra la membrana revelada con el sustrato
quimioluminiscente luego de la incubacion con suero anti-SAP y anticuerpo secundario, la flecha negra indica la banda
correspondiente a la SAP. En B se muestra la membrana tefiida con la solucidn de rojo Ponceau y se indica el tamario de las
bandas del marcador de peso molecular (MPM), expresado en kilo-Daltons (kDa). Los SEp fueron sembrados de acuerdo al
numero de lote (L1, L2, L3 o L4) y al dia de extraccion de sangre (-7, 1 o 3). En C se grafican los niveles relativos de SAP,
dichos niveles se cuantificaron empleando el programa Image) a partir de tres imagenes de Western blot independientes y
estan expresados como valores relativos, normalizados utilizando la banda de ~25 kDa de las tinciones con rojo Ponceau
como control de carga de cada carril. Los lotes inoculados con PBS estéril se indican con color negro y los lotes inoculados
con Aeromonas hydrophila se indican con color rojo. Los asteriscos (*) indican las diferencias estadisticamente significativas
obtenidas mediante el analisis de varianza de una sola via de ANOVA, y el post test de comparacién multiple de Tukey.
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En este estudio se buscé evaluar la influencia de los factores ambientales que afectan a los
esturiones en las granjas de piscicultura durante el verano uruguayo -tales como la exposicion a
estrés térmico y/o a componentes bacterianos- sobre varios componentes séricos
pertenecientes al sistema inmune innato de estos peces. En esta seccién se discuten los
resultados obtenidos en los experimentos realizados.

4.1) Experimento de exposicion a gradientes de temperatura moderada y alta

Como se menciond en laintroduccidn, la temperatura constituye un factor ambiental critico
para la vida de los peces; en particular en el caso de los esturiones existen varios estudios que
confirman que dicho factor es capaz de afectar considerablemente sus funciones incluyendo la
reproduccion®, la capacidad de responder al estrés®®°’ y |a respuesta inmune®®°°, De acuerdo a
la literatura disponible, las temperaturas adecuadas para el crecimiento del esturion verde
(Acipenser medirostris) estan en el rango de 19-24°C y dependen ademas de otros factores
asociados al cultivo como la tasa de alimentacion, el oxigeno disuelto, la edad de los peces y la

100,101 " para evaluar el efecto de los cambios ambientales asociados a la

densidad de cultivo
exposicién de esturiones rusos a temperaturas calidas o muy célidas sobre las defensas innatas,
disefamos experimentos en condiciones de cultivo controladas donde variara solamente la
temperatura. Para ello se seleccionaron dos rangos de temperatura: moderada (20-24°C) o alta
(24-31°C). Estos rangos se seleccionaron en base a la informacion disponible sobre las
temperaturas adecuadas para el cultivo de diferentes especies de esturidn, la variacion de la
temperatura del agua del Rio Negro e incluso los datos obtenidos previamente por nuestro
grupo®,

Respecto a los pardmetros a evaluar, como se manifestd anteriormente, el conocimiento
del funcionamiento del sistema inmune en los peces es limitado en comparaciéon con los
mamiferos y, en particular, el género Acipenser ha sido pobremente estudiado. Esto se traduce
en dificultades a la hora de determinar en esturién los niveles de mediadores innatos (por
ejemplo citoquinas) o de caracterizar las poblaciones celulares inflamatorias. De hecho no
existen comercialmente reactivos especie-especificos para estudios inmunolégicos en Acipenser
spp. Por este motivo, para abordar este estudio se analizaron en primer lugar componentes
innatos que pudieran cuantificarse en base a sus actividades a través de métodos enzimaticos,
tales como la VA del SC, la Cp y la lisozima.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los gradientes realizados de 20-24°C
y 24-31°C bajo condiciones controladas de laboratorio lograron reproducir los efectos sobre
componentes del sistema inmune innato observados en los esturiones cultivados en la granja
ERN durante el verano®; de hecho, los peces sometidos a altas temperaturas por varias semanas
presentaron una disminucion estadisticamente significativa en la actividad de laVAy dela Cp, y
un leve aumento en los niveles de lisozima a lo largo del tiempo. Ademas, estos efectos fueron
mas intensos cuando se comparan con los observados en peces mantenidos a temperaturas
moderadas (ver Figura 3.1.3). Asimismo, las alteraciones observadas son similares a las
encontradas por nuestro grupo en estudios anteriores donde los esturiones se expusieron por
37 dias a 24°C en condiciones de cultivo controladas; en ese estudio se observd un descenso en
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la actividad de la VA (3.6 veces), la Cp (3.1 veces) y un modesto aumento en la actividad lisozima
(1.7 veces). Estos cambios correlacionaron con una disminucidon de la masa corporal y del
contenido de proteinas totales en suero, por lo cual se asociaron con una respuesta de estrés
crénico inducida por la larga exposicidn a 24°C (conocida con el término distress en inglés)®. En
contraste, en el presente trabajo, la exposicion al gradiente de 20-24°C no alcanzé a provocar
alteraciones de similar magnitud, aunque la actividad del complemento y la Cp exhibieron una
tendencia a la disminucion (1.3 veces y 1.6 veces, respectivamente) y el aumento de la lisozima
(1.4 veces) fue significativo. La menor intensidad en los efectos provocados por la exposicién a
los gradientes de temperatura sobre los niveles de los componentes enzimaticos concuerda con
el hecho que no se registraron alteraciones sobre la masa corporal ni sobre los niveles de
proteinas totales en los peces. Por lo tanto, resulta evidente que en este estudio el aumento de
la temperatura en ambos gradientes constituyé un factor que influencié varios pardmetros
asociados a las defensas innatas, aunque no se habria alcanzado un estado de estrés crdnico.
Las diferencias en los efectos observados entre estos experimentos podrian explicarse por la

102
Y

ha sido uno de los factores estudiados durante el cultivo del esturion'®1%, En el presente

utilizacion de distinta densidad de cultivo, un factor que también induce estrés en los peces

experimento la densidad de cultivo fue aproximadamente 3 veces menor (~8 kg/m3) a la que se
utilizé en el estudio previo (~22 kg/m3) y 4 veces menor a la estimada durante el cultivo en la
granja (~30 kg/m3). Es posible entonces que en el estudio realizado a menor densidad de cultivo
los peces soportaran mayores temperaturas sin presentar los signos de estrés crdnico
previamente descriptos (disminucion de masa corporal y proteinas en suero, y aumento en la
mortalidad). Lo anterior muestra la importancia de contar con parametros que permitan
determinar con mayor sensibilidad estados de estrés crénico, que en el presente trabajo no
pudimos explorar con mayor profundidad. Cabe mencionar que la pérdida de masa corporal, la
disminucién en los niveles de proteinas séricas o el aumento en la mortalidad podrian ser muy
poco sensibles ya que se alcanzan como consecuencia de un proceso severo de estrés crénico,
y su ausencia no implica necesariamente que los peces no hayan experimentado cierto estrés
por un tiempo prolongado.

Respecto a los efectos observados por las temperaturas cdlidas o muy cdlidas, la
disminucién en las actividades de la VA y de la CP también se han descrito para algunos
teledsteos bajo condiciones de estrés crdnico inducido por temperatura o hacinamiento!12,
Cuando un organismo se ve sometido a un agente estresor que se mantiene por un periodo de
tiempo extenso, como en este caso las temperaturas mayores a 24°C para los esturiones, se
produce un cambio sustancial en su metabolismo energético, de forma tal que la mayor parte
de los recursos energéticos son destinados a satisfacer la demanda originada por el proceso de
estrés. Esto afecta la sintesis de muchos componentes, incluyendo aquellos asociados a las
defensas, generando una deficiencia para enfrentarse a una situacién de infeccion o trauma.
Mds aun, considerando que el funcionamiento del sistema inmune requiere una alta demanda
de energia (continua generacion de células inmunes en la médula désea, activacidn celular,
diferenciacion y proliferacion, sintesis de grandes cantidades de mediadores solubles), la
capacidad para desarrollar una respuesta inmune durante el estrés crénico se ve
considerablemente afectada, disminuyendo la eficiencia de la respuesta y conduciendo a un
estado general de inmunosupresion’®. En este escenario, teniendo en cuenta que la mayoria de
las proteinas del SCy la Cp son sintetizadas en el higado, es altamente probable que la reduccion
en la actividad de la VA y de la Cp se deba a cambios sobre la sintesis hepatica de dichas
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proteinas. Conociendo que el SC es uno de los componentes mas importantes de las defensas
innatas de los peces y que la Cp interviene regulando la inflamacidn innata, el efecto de las altas
temperaturas sobre estos componentes podria, al menos parcialmente, explicar el aumento en
la susceptibilidad a las infecciones y mortalidad observado en las granjas de cultivo de esturiones
durante los meses cdlidos del afio. Por otro lado, los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que este efecto sobre la sintesis proteica no repercute en los niveles de todas las
proteinas plasmaticas. Por ejemplo, en el caso de la lisozima sus niveles aumentaron
significativamente en ambos grupos a lo largo del experimento, y al dia 7 fueron mas altos en
los esturiones mantenidos a altas temperaturas en comparacién con aquellos mantenidos a
temperaturas moderadas. Considerando que la sintesis hepdtica podria estar globalmente
afectada, este aumento podria explicarse por un incremento en la sintesis de lisozima en
leucocitos o en las células epiteliales de las branquias, capaces de sintetizar esta enzima en los
peces®®°, La induccién de lisozimas (existe mas de una clase!®) durante la respuesta de estrés
es sin duda un mecanismo de proteccién en una situacién de riesgo. Si bien la lisozima se expresa
en el higado, no es claro que éste sea el origen de la actividad que medimos en el plasma; de
hecho, la sintesis extra hepatica de la lisozima estd estrechamente vinculada a su actividad litica,
a través de la cual contribuiria al proceso de fagocitosis mediada por neutrdfilos y macréfagos
(revisado en 1.3.5)°2%4 Ademds, esta enzima adquiere un rol crucial en los peces debido a la
reducida diversidad y cantidad de péptidos antimicrobianos que sintetizan® y a su habitat
natural que es un ambiente copioso en cuanto a la presencia de patdgenos oportunistas®>2,
Resulta interesante considerar que previamente se ha reportado el desarrollo de respuestas al
estrés que incluyen aumento en la actividad lisozima. El estudio realizado por Eslamloo &
Falahaktar®” mostré un aumento en los niveles de lisozima en esturiones siberianos (Acipenser
baerii) sometidos a estrés por hipoxia, sugiriendo que este componente podria estar regulado
por hormonas inducidas por la respuesta de estrés. Similares resultados se han observado en
peces gato, en los cuales se indujo aumento de la actividad lisozima durante una situacion de
estrés por bajo nivel de agua que generd mortalidad®.

En este trabajo también se analizaron los niveles séricos de dos potenciales PFAs
identificadas en el esturion ruso: la SAA y la SAP. Con respecto a la SAA, se observé que sus
niveles fueron significativamente mayores (3.7 veces) al dia 7 en los peces expuestos a
temperaturas altas respecto a los expuestos a temperaturas moderadas, volviendo a los niveles
basales al dia 27 (Figura 3.1.4 C). Una apreciacidon que surge del analisis de dicha figura es que si
bien los lotes sometidos a alta temperatura (3 y 4) mostraron aumento, los niveles de SAA fueron
significativamente mayores en los peces del lote 3 en comparacién al lote 4, aunque ambos lotes
recibieron igual tratamiento (tiempo de aclimatacidn, manejo, mantenimiento y temperatura
del agua). Esta diferencia en el comportamiento de estos lotes podria estar relacionada con
distinta densidad de cultivo; el lote 3 tenia 12 peces al igual que los lotes 1y 2, mientras que el
lote 4 tenia 13 peces (ver Figura 2.3.1). Si bien se considerd que la diferencia de un solo pez no
generaba un cambio importante en este pardmetro, no se puede descartar que haya tenido un
efecto sobre la respuesta de los peces al estrés térmico, ya que al igual que la temperatura la
densidad de cultivo tiene un gran impacto en el cultivo de los esturiones'®*1%, Otro aspecto que
puede explicar este resultado es la variabilidad bioldgica de los esturiones utilizados en este
estudio; a diferencia de los animales tradicionales utilizados para experimentacion, se trabajo
con esturiones que no son endogdmicos ni criados en condiciones controladas de laboratorio.
Ademas, como se puede observar en los resultados (seccién 3), en la mayoria de los parametros
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analizados se observan importantes dispersiones. Por otro lado, el analisis de la SAA se realizo
sobre pooles de suero, debido a que no resulté posible analizar muestras individuales por
Western Blot. Esto no permitié discernir si esta diferencia en la respuesta desarrollada por los
lotes se debe a que todos los peces del lote 3 presentaron mayores niveles de SAA, o a que un
Unico pez presentd niveles muy superiores a los del resto del grupo. En contraste con la
respuesta observada para la SAA, en el caso de la SAP no se observaron cambios en sus niveles
en ninguno de los lotes, por lo que se puede concluir que las variaciones de temperatura a las
que se sometieron los esturiones en este experimento, y el estrés que probablemente estas
conllevan, no afectaron significativamente su sintesis. Cabe destacar que el analisis de los niveles
de SAA y SAP en respuesta al estrés inducido por calor en el esturién ruso aporta informacion
novedosa, ya que a la fecha no existen estudios de los niveles séricos de dichas proteinas en
ninguna especie de esturidn, ni tampoco en otras especies de peces; la informacion disponible
sobre estas proteinas deriva de estudios basados en el andlisis de la expresion hepatica de estos
genes’47,

En relacién con el significado del aumento de la SAA en respuesta al estrés, cabe recordar
que esta proteina esta implicada en numerosas funciones vinculadas a la regulacidn de procesos
inflamatorios tanto en mamiferos® como en peces’, por lo cual el incremento de los niveles
séricos de esta proteina podria contribuir a limitar una posible respuesta inflamatoria inducida
por estrés. Por otro lado, esta respuesta no persistié mas alla de 7 dias, aunque la condicién de
estrés se mantuvo y probablemente se hizo mas intensa. Esto es posiblemente consecuencia del
desequilibrio metabdlico asociado al estrés crénico que se discutié en los parrafos anteriores.

En conjunto, los resultados de este experimento sugieren que la exposiciéon de esturiones
rusos a condiciones de temperatura similares a las del verano uruguayo induce alteraciones
significativas sobre los componentes séricos enzimaticos analizados, provocando un
debilitamiento general de sus defensas innatas posiblemente a través de mecanismos inducidos
por una respuesta de estrés cronico. Por este motivo, y al igual que como ocurrié en el estudio
precedente de nuestro grupo, el presente trabajo constituye una nueva evidencia de que el
cultivo de esturiones rusos a temperaturas = 24°C presenta serias dificultades, sobre todo
cuando se utilizan condiciones de alta densidad que inducen de por si estrés por hacinamiento.
Por otro lado, encontramos que la SAA puede inducirse durante una respuesta de estrés térmico
cronico. Sin embargo, teniendo en cuenta que esta proteina es una PFA en varias especies de
peces, es probable que sea inducida por una situacién de infeccidn en el esturién, por lo que un
aumento en sus niveles séricos no necesariamente reflejaria una situacion de estrés. Sumado a
esto, el hecho de que su aumento no se haya mantenido a lo largo del experimento evidencia
qgue no es un biomarcador ideal para analizar la respuesta de estrés por calor en los esturiones.
En conjunto, esto plantea la necesidad de identificar nuevos marcadores de estrés térmico
cronico en el esturién ruso. Esta identificacidn significaria un gran avance para el disefio de
estrategias de monitoreo de respuesta de estrés de los esturiones en las granjas de piscicultura,
lo que mejoraria sustancialmente las condiciones de cria de dichos animales en nuestro pais.
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4.2) Experimento de estimulacion con componentes bacterianos

El segundo objetivo de este trabajo fue estudiar cobmo responden los esturiones a la
estimulacién con componentes bacterianos, en particular analizando cambios a nivel de las
defensas innatas. Anteriormente nuestro grupo de investigacion realizé un experimento en el
laboratorio himedo de la granja ERN en el que se estimularon esturiones rusos con A. hydrophila
inactivadas a tres dosis diferentes (107, 10% y 10° UFC/kg) y se analizaron los niveles de VA, Cp y
lisozima al dia 1 y 3. En dicho experimento, si bien se observaron variaciones en estos
pardmetros, ninguna de las dosis empleadas produjo cambios robustos (datos no publicados).
Este resultado puede deberse a que las condiciones de estimulacidn no fueron suficientes para
producir efectos sistémicos y/o a que estos parametros no constituyen buenos indicadores de
una respuesta inflamatoria localizada. Por otra parte, en dicho experimento se observé un
incremento significativo en los niveles de transcriptos de SAA en el higado de esturiones rusos
estimulados con la dosis de 10° UFC /kg (Tesis de Maestria del Lic. Mauricio Castellano). En este
trabajo buscamos reproducir el experimento anterior utilizando la dosis mayor de bacterias A.
hydrophila inactivadas (10° UFC/kg) y ademads evaluar los niveles séricos de SAA y SAP. Los
resultados del presente experimento mostraron que los tres pardmetros, VA, Cp y lisozima,
tendieron a aumentar por la estimulacidn con bacterias inactivadas, pero estos aumentos no
alcanzaron significancia estadistica a ninguno de los tiempos analizados (Figura 3.2.3). Si bien las
condiciones generales de ambos experimentos fueron muy similares, hubo una diferencia
importante en el disefio experimental ya que en el experimento previo, pero no en este trabajo,
los peces fueron individualizados mediante el uso de un chip, que permitié que los valores
obtenidos para cada parametro al dia 1 o dia 3 post-inoculacién pudieran ser normalizados por
los valores correspondientes al dia -7, obteniéndose datos de la variacién del pardmetro para
cada pez. Esta normalizaciéon hizo posible determinar que en el caso de los peces inoculados a
la dosis de 10° UFC/kg la actividad de la VA y de la Cp aumentd en promedio 1.4 veces al dia 1,
disminuyendo al dia 3, mientras que la lisozima aumenté aproximadamente 1.25 veces al dia 3.
Sin embargo, sélo el aumento en los niveles de la Cp al dia 1 fue estadisticamente significativo
(Figura 4.2, panel A), apoyando la idea de que no hubieron cambios robustos en estos
pardmetros. En este trabajo se intentd inicialmente individualizar a los esturiones a través del
uso de precintos numerados colocados en la aleta caudal. Sin embargo, pocos dias después de
haber colocado los precintos se comprobd que el material plastico de los mismos dafiaba la piel
de los peces, generando una pequefa herida. Por este motivo se decidid quitar los precintos y
se esperd a que los peces se recuperaran de la lesidn antes de comenzar con el experimento.
Dado que en este caso los peces no fueron individualizados, no se pudo realizar la normalizaciéon
individual. No obstante, cuando se normalizaron los valores medios (medianas) obtenidos para
la VA, Cp y lisozima al dia 1 o 3 por sus correspondientes valores al dia -7, observamos que las
variaciones en dichos parametros fueron similares a las observadas en el experimento previo
(panel B de la Figura 4.2). De los resultados obtenidos en ambos estudios, se desprende que la
inoculacidn de las bacterias muertas a esta dosis genera una respuesta que a nivel sistémico es
practicamente indetectable a nivel de los parametros analizados. A su vez, este estudio muestra
que a los efectos de estudiar la respuesta inflamatoria en la poblacién de esturiones, y
considerando la gran variabilidad biolégica en estos organismos, seria de gran importancia
encontrar un método de individualizacién que no genere dafo en los peces, ya que el
seguimiento de cada pez en forma individual aporta mucha mas informacién, permitiendo
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evaluar la evolucion de cada pez y normalizar los valores de los distintos parametros respecto a
sus valores iniciales. Una posible alternativa podria ser la implantacidn de chips, tal como se
aplicé en el experimento previo realizado por nuestro grupo, sin embargo esto también genera
una herida, requiere el uso de antibidticos tras la inyeccion del chip y ademads los chips pueden
perderse luego de varias semanas (tiempo requerido para la aclimatacidn y espera de descenso
del efecto inflamatorio provocado por la implantacion). El uso de precintos de plastico mas
blando, también fue probado en algunas experiencias, sin resultados alentadores (al cabo de
varios dias se observan lesiones).
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Figura 4.2 —Normalizacion de los valores de actividad de la VA, Cp y lisozima analizados en suero de Acipenser gueldenstaedtii.
En el panel A se exhiben las normalizaciones correspondientes al experimento previo realizado en el laboratorio himedo de
la granja ERN, mientras que en B se exhiben los resultados correspondientes al experimento del presente trabajo realizado
en el IIP. En A los valores obtenidos para cada parametro al dia 1 o 3 se normalizaron por los valores correspondientes al
mismo pez al dia -7; en B se normalizaron los promedios de los valores obtenidos para cada pardmetro al dia 1 o 3 respecto
al promedio de los valores obtenidos al dia -7. El asterisco (*) indica las diferencias estadisticamente significativas obtenidas
mediante el analisis de varianza de una sola via de ANOVA, y el post test de comparacién multiple de Tukey.

45



Respecto a los niveles séricos de las PFAs analizadas, al dia 3 post-inoculacién los niveles de
SAA aumentaron significativamente y con similar intensidad tanto en los peces estimulados con
A. hydrophila como en los peces control (Figura 3.2.4 C). Este resultado indicaria que el dafo
ocasionado por la inoculacién indujo la sintesis de esta proteina y que la administracién de la
dosis 10° UFC/kg de las bacterias muertas no provocé un efecto medible adicional, sugiriendo
que la SAA seria un marcador sensible de inflamacién aguda. Nuevamente el empleo de pooles
de SE para este analisis no permitid discernir cdmo fue la respuesta individual en estos peces.
Recientemente en nuestro laboratorio, utilizando anticuerpos purificados a partir de sueros
policlonales que reconocen distintos péptidos de la SAA, se logrd ajustar un ELISA de captura
que permite el analisis individual de los SE (ensayo optimizado por el Lic. Mauricio Castellano en
el marco de su trabajo de posgrado). El andlisis de los niveles individuales de SAA utilizando este
ELISA mostré que los niveles de SAA aumentaron 2.5 veces en los peces estimulados con A.
hydrophila y que éste aumento fue 1.4 veces mayor al de los peces inoculados con PBS. También
se observd que en este Ultimo grupo un pez mostré niveles elevados de SAA al dia 3, lo que
contribuiria a aumentar notoriamente los niveles de SAA en el SEp, explicando los resultados
que se obtuvieron en este trabajo. El Lic. Castellano también observd que en este experimento
hubo una correlacidn positiva entre los niveles de SAA en suero y los niveles de transcriptos de
SAA en el higado. En cuanto al aspecto cinético, generalmente la respuesta de fase aguda
asociada a la estimulacién por IL-1 e IL-6 de los hepatocitos se desencadena rapidamente siendo
evidente el resultado de esta estimulacién entre las primeras 24 y 72 horas posteriores a una
infeccién. De acuerdo a nuestros resultados, el incremento en los niveles séricos de SAA fue
detectable, pero modesto a las 72 horas, si bien es probable que a las 24 horas ya se registren
cambios a nivel de ARNm. En relacidon con la SAP, contrastando con los resultados obtenidos
para la SAA; no se encontraron diferencias significativas en sus niveles séricos tras la inoculacion
de bacterias inactivadas (Figura 3.2.5 C). En este caso aun no se dispone de un ELISA para realizar
un andlisis individual que permita verificar la tendencia a una menor sintesis de la SAP. Los
resultados de este experimento concuerdan con lo reportado en varios articulos donde distintas
especies de peces fueron desafiadas o infectadas con bacterias Gram negativas y no se
observaron variaciones significativas en los niveles de expresion de proteinas tipo SAP®77:108,

Tomados en conjunto, los resultados previamente descriptos sugieren que la estimulacién
con una dosis de 10° UFC/kg de A. hydrophila inactivadas logré inducir una respuesta de fase
aguda modesta en los esturiones. La SAA seria el marcador mas sensible de inflamacién dentro
de los analizados, dado que fue el Unico que mostré un aumento significativo en respuesta a la
estimulacién, e incluso frente al dafio ocasionado por la inyeccion. En este sentido, es
importante considerar que es posible que la estimulacidn realizada con bacterias muertas a nivel
peritoneal no sea suficiente para disparar una respuesta de fase aguda. De acuerdo con todo lo
anterior, un modelo mas adecuado para estudiar la respuesta de fase aguda seria la infeccidn
con bacterias, ya sea A. hydrophila u otra especie bacteriana presente en las aguas del Rio Negro.
De hecho, la gran mayoria de estudios referidos al andlisis del efecto de patdgenos sobre la
respuesta innata de los peces utilizan modelos de infeccidon y de esa forma han evidenciado
modificaciones significativas sobre las actividades del SC, Cp y lisozima“*"51. Cabe mencionar que,
dadas las dificultades practicas que supone la experimentacién con esturiones (disponibilidad
de animales, costos de mantenimiento), hasta el inicio de este trabajo no se disponia de
suficiente informacién como para realizar infecciones sin riesgo de niveles de mortalidad que
hicieran fracasar el experimento (p. ej: dosis letal, evolucién en el tiempo de la mortalidad).
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Los resultados del experimento de gradiente de temperatura constituyen una nueva
evidencia de que el cultivo de esturiones rusos a temperaturas = 24°C provoca un debilitamiento
general de sus defensas innatas. Ademas, considerando datos previos obtenidos en condiciones
de hacinamiento, se observé que una baja densidad de cultivo repercute favorablemente en la
tolerancia de los esturiones a las altas temperaturas. En este sentido, no caben dudas de que
disminuir la densidad de cultivo de los esturiones en las granjas de piscicultura minimizaria el
estrés global ocasionado por la multiplicidad de estresores presentes, en particular,
contribuyendo a una mayor tolerancia a la exposicién a temperaturas altas. Sin embargo, esta
practica conllevaria problemas para las empresas debido a que podria repercutir negativamente
sobre los niveles de produccion anuales, por lo cual la aplicacidon de esta medida no es sencilla
en términos practicos. Seria util realizar experimentos en condiciones de cultivo similares a las
granjas, donde se evaltden en forma conjunta los efectos del hacinamiento y de la temperatura
para determinar rangos de densidad de cultivo que permitan un mejor balance entre el
rendimiento productivo y la condicidn sanitaria de los peces. Adicionalmente, el andlisis de los
efectos sobre los niveles de las proteinas SAA y SAP mostrd que ninguna de ellas seria util como
biomarcador de una respuesta de estrés crénico inducido por calor. En el caso de la SAA, si bien
sus niveles podrian aumentar en condiciones agudas de estrés térmico, no seria un parametro
ideal de dicha respuesta, porque sus niveles se restablecieron rapidamente y, ademas, al ser una
potencial PFA, no permitiria distinguir entre una respuesta de estrés y una situacion de infeccidn.
Esto refleja la necesidad de identificar nuevos marcadores de estrés térmico crénico en el
esturidén ruso, lo cual significaria un gran avance para el disefio de estrategias de monitoreo de
la salud de estos peces durante su cria en granjas acuicolas.

Los resultados del experimento de estimulacidn con componentes bacterianos evidencian
que la SAA podria comportarse como una PFA positiva, a pesar de que el modelo de estimulacién
con A. hydrophila inactivadas (10° UFC/kg) por via intraperitoneal no resulté éptimo para el
estudio de la respuesta de fase aguda en esturidn ruso. Por tanto, surge la necesidad de realizar
experimentos de infeccidn y de evaluar los niveles de SAA de forma individual para verificar el
comportamiento de esta proteina durante la fase aguda de la infeccion.

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo contribuyen a profundizar en el
conocimiento de la respuesta inmune innata del esturidn ruso, un pez condrdsteo cuyo sistema
inmune es practicamente desconocido.
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Los resultados de esta tesina indican que la temperatura constituye un factor ambiental
critico para la cria de esturiones en los establecimientos acuicolas de nuestro pais. Asimismo la
capacidad de los esturiones para tolerar temperaturas altas dependeria de la densidad de
cultivo. Por esa razén seria importante analizar el efecto de la densidad de cultivo sobre Ia
respuesta de estrés inducido por calor, realizando experimentos con esturiones mantenidos a
diferentes densidades para evaluar a qué densidad los peces toleran temperaturas altas con la
menor repercusién posible sobre su sistema inmune. Como se comenté en la seccién 4.1,
disminuir la densidad de cultivo puede repercutir en la produccion de las empresas, por lo que
es necesario determinar la densidad de cultivo que brinde mejores resultados costo/beneficio.

Por otro lado, para profundizar sobre la respuesta de fase aguda durante la exposicidon de
los esturiones a los patdgenos seria interesante realizar ensayos de infeccién con A. hydrophila
ya que reproducirian de mejor manera la situacion natural en las granjas. Ademas, utilizando el
modelo de infeccidon resultaria importante evaluar el efecto de la temperatura sobre la
respuesta inmune innata desencadenada. Dado que el modelo de infeccidn aln no esta puesto
a punto, resulta imprescindible realizar experimentos para evaluar la dosis 6ptima de bacterias
a utilizar. En este sentido, nuestro grupo se encuentra trabajando en la optimizacion de dicho
modelo; de hecho, en experimentos pilotos se observé que una dosis de 1x10” UFC de A.
hydrophila/kg induce un aumento significativo en los niveles de SAA en suero a las 72 horas post-
infeccion en esturiones mantenidos a 21°C. También seria relevante analizar la repercusién del
estrés inducido por calor sobre la respuesta de SAA en este modelo de infeccidn, de forma de
poder verificar si las alteraciones en los niveles séricos de esta proteina permitirian diferenciar
entre una respuesta de estrés y una situacién de infeccion.

Finalmente este trabajo mostré la necesidad de identificar nuevos marcadores de estrés
cronico. Para esto, nuestro grupo de investigacion estd abocado a la busqueda de nuevos
marcadores de inflamacién y estrés utilizando técnicas modernas de transcriptémica vy
protedmica. Ya se ha avanzado en este camino, obteniendo los primeros datos para el
ensamblado de novo del transcriptoma hepatico del esturidn ruso mediante técnicas de
secuenciacién de nueva generacion (Valeria Silva, proyecto Fondo Maria Vifias en ejecucion). La
identificacion de estos marcadores es fundamental para el desarrollo de inmunoensayos que
permitan monitorear el estado sanitario de los esturiones en los establecimientos de
piscicultura.
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