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RESUMEN

En Uruguay existen 2 granjas de acuicultura sobre el Rio Negro dedicadas a la cria del esturion
gue posicionan a nuestro pais entre los primeros 15 productores de caviar a nivel mundial. La primera
granja instalada, “Esturiones del Rio Negro”, cultiva en forma exitosa esturiones rusos (Acipenser
gueldenstaedtii) produciendo un caviar que ha sido reconocido a nivel internacional por su calidad.
Como toda actividad intensiva, la acuicultura, presenta desafios para su desarrollo tanto en nuestro
pais como en el mundo. En este sentido, y a pesar del éxito de este emprendimiento, en el verano
ocurre un incremento en la mortalidad de los peces debido a una combinacion de factores que
incluyen el aumento de la temperatura del agua, la ocurrencia de infecciones bacterianas por
Aeromonas hydrophila y un debilitamiento del sistema inmune de los esturiones. Debido a que las
hembras de esturion ruso alcanzan la madurez sexual luego de 7-8 afios de cultivo, este aumento en
la mortalidad genera importantes pérdidas econémicas, debido al tiempo, esfuerzo e inversién que
conlleva criar a estos animales antes de poder cosechar el caviar.

Para aportar a la solucion de esta problematica, este trabajo de Maestria en Biotecnologia
planted como objetivo: Identificar marcadores séricos asociados a inflamacidn/infeccion y desarrollar
herramientas que permitan detectarlos a fin de poder monitorear la salud de los esturiones en las
granjas de piscicultura. Como posibles marcadores, se eligié estudiar las Proteinas de Fase Aguda del
esturion (PFA), las cuales son actores centrales del sistema inmune innato de los animales. Estas
proteinas son sintetizadas a nivel hepatico en respuesta a una infeccion o inflamacion y volcadas a la
circulacidn sistémica en donde sus niéveles plasmaticos pueden aumentar mas de 1000 veces. Estas
caracteristicas vuelven a las PFA marcadores ideales para monitorear la salud animal.

En este trabajo, utilizando aproximaciones bioinformaticas y de biologia molecular se
identificd por primera vez en el esturién ruso, la secuencia de varios genes con homologia a las PFA
reportadas en otros organismos. A continuacion, para determinar cual de estas posibles PFA podria
ser un buen marcador, se estudid su expresion hepatica en esturiones estimulados o infectados con
la bacteria A. hydrophila. En estos estudios se observé un aumento en la expresion del gen codificante
de la Proteina Amiloide A del Suero (eSAA). Esto indicd que los niveles séricos de la eSAA podrian
aumentar debido a estimulos inflamatorios y que la misma podria ser un potencial marcador
inflamatorio. Para comprobar esto, se desarrollé un inmunoensayo de tipo ELISA para lo cual se
generaron anticuerpos anti-eSAA y se obtuvo la eSAA recombinante para ser utilizada como estandar
de dicho ensayo. El ELISA permitié cuantificar con muy buena especificidad y sensibilidad los niveles
de eSAA en suero. Cabe destacar, que en los esturiones estimulados o infectados con A. hydrophila
los niveles de eSAA en suero podrian inducirse hasta 35 veces respecto a la condicidn control.

En conjunto, los resultados de este trabajo demostraron por primera vez en la literatura que,
en el esturion ruso, y posiblemente en el resto de los peces, la SAA es una proteina de fase aguda
positiva ya que frente a un proceso inflamatorio se induce su expresion génica en higado y aumentan
sus niveles circulantes en sangre. A su vez, estos resultados sugieren que la eSAA podria ser un
marcador de infeccién en el esturién ruso con utilidad para el monitoreo sanitario de esturiones
criados en granjas de piscicultura.
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ABREVIATURAS

BCR: B cell receptor

CRP: Proteina C reactiva

DAMPs: Damage associated molecular patterns
ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay

ERN: Esturiones del Rio Negro

eSAA: Proteina amiloide A del esturion ruso

eSAAr: Proteina amiloide A del esturidn ruso recombinante
FISH: Fluorescence in-situe hybridization

HPX: Hemopexin

hSAA: Proteina amiloide A humana

IMAC: immobilized metal affinity chromatography
KLH: keyhole limpet hemocyanin

LAMP: loop mediated isothermal amplificatin of DNA
LB: lysogeny broth

LFA: lattera flow assays

LPS: Lipopolisacarido

MAC: Membrane attack complex

MBL: Mannose binding lectin

MBP: Maltose binding protein

NAG: N-acetil glucosamina

NAM: acido N-acetil muramico

NHS: N-hidroxisuccinimida

NLRs: NOD-like receptors

PAMPs: Pathogen associated molecular patterns
PBS: Amortiguador fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PFA: Proteinas de fase aguda

PG: Peptidoglicano

PM: Peso molecular

POC: point of care

PRR: Pattern recogintion receptos

gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
RT-PCR: retrotrascripcidn y reaccién en cadena de la polimerasa
SAA: Proteina amiloide A del suero

SAP: Proteina amiloide P del suero

SC: Sistema del complemento

SI: Sistema inmune

SIA: Sistema inmune adaptativo



SlI: Sistema inmune innato

SNP: Single nucleotide polymorphisms

TBS: Amortiguador Tris salino

TCR: T cell receptor

TEV: Tobacco Etch Virus endopeptidase

TLR: Toll-like receptors

TRX: Tiorredoxina

USACH: Universidad de Santiago de Cile

VA: Via alternativa

VC: Via clasica

VHH: variable domain of heavy chain antibodies
VL: Via de las lectinas

WAPG65: Warm-temperature acclimation related 65 kDa protein
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de los esturiones

Los esturiones (familia Acipenseridae) son un grupo de peces filogenéticamente antiguos
constituido por unas 25 especies todas originarias del hemisferio norte'. La mayoria habita en Europa,
la tercera parte en América del Norte y el resto en Asia. En su habitat natural pueden vivir mas de 100
afios y superar los 1000 kg, esto los vuelve uno de los peces mas grandes y longevos de la tierra2. La
mayoria de las especies vive en el mar pero todas se reproducen y desovan en agua dulce, siendo
indispensable que puedan acceder a los rios para cumplir su ciclo de vida®. Estos peces tienen un gran
valor comercial ya que a partir de las huevas sin fertilizar se produce el caviar, un ingrediente de lujo
de la cocina gourmet (ver 1.2). Los esturiones tienen una morfologia muy caracteristica, cuentan con
cuerpo alargado, vientre plano, boca en posicidn ventral con barbas, esqueleto mayoritariamente
cartilaginoso con cierto nivel de osificacidn, placas dseas a nivel de la piel y una mandibula
morfolégicamente similar a los tiburones (Figura 1.1)2. La conjuncién de caracteres morfoldgicos
comunes a peces dseos y cartilaginosos ha llevado a notorias confusiones de cladistas y sistematicos
que han clasificado en el pasado a este grupo junto a los tiburones®. Sin embargo, actualmente su
pertenencia al mayor y mas diverso clado de peces dseos, los Actinopterygii (del griego aktinos, "rayo"
y pterygion, "aleta", por sus aletas con espinas radiales), estd ampliamente aceptada tanto por datos
morfolégicos como moleculares y se cree que el ancestro de los esturiones poseia un esqueleto éseo

completo que revirtié6 mas tarde en la evolucién®.
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Figura 1.1. El esturion ruso (A. gueldenstaedtii)

El esturién ruso presenta una morfologia con cuerpo alargado, vientre plano, boca en posicién ventral con barbas, esqueleto
mayoritariamente cartilaginoso con cierto nivel de osificacidn, placas éseas a nivel de la piel y una mandibula
morfolégicamente similar a los tiburones. llustracion tomada y adaptada de
http://www.fishbiosystem.ru/ganoigei/Acipenseridae/Acipenser_gueldenstaedtii2.html

Los actinopterigios aparecieron hace unos 375 millones de afios* y dentro de este grupo se
encuentra el clado Teleostei (del griego teleios, "completo" y osteon, "hueso"), que emergid hace unos
275 millones de afios, y un clado mas antiguo denominado Chondrostei (del griego chondros,
"cartilago" y osteon, "hueso") que emergié hace unos 320 millones de afios® (Figura 1.2). El clado
Teleostei contiene casi todas las especies de peces Actinopterygii (~30000 especies) y es el grupo de
peces mas estudiado por la comunidad cientifica (existiendo varios organismos modelo para gendmica
y biologia del desarrollo)*. Por otra parte, el clado Chondrostei contiene a las 25 especies de esturidn
(familia Acipenseridae) y 6 especies de peces espatula (familia Polyodontidae) (Figura 1.2), siendo por



lo tanto notoriamente menos diverso que los teledsteos®. Estas dos familias conforman el orden
Acipenseriformes. Los esturiones se consideran fdsiles vivientes ya que su morfologia se ha mantenido
incambiada a lo largo de su historia evolutiva® y porque presentan una tasa de evolucién molecular
lenta’. Estudios filogenéticos realizados a partir de genes mitocondriales8, nucleares® y el registro
f6sil® sugieren que el linaje de los esturiones aparecié hace unos 140-180 millones de afios, esto los
vuelve uno de los peces 6seos mas antiguos que aun habita la tierra. Se estima que el Ultimo ancestro
comun entre los esturiones y los peces teledsteos existi6 hace unos 320 millones de afios?. A
diferencia de los teledsteos, los esturiones han sido poco estudiados, habiendo escasa informacion a
nivel de secuencia y funcidon de proteinas y practicamente ningln reactivo especifico, por lo cual el

estudio de estos organismos implica un gran desafio experimental©.

POLYPTERIFORMES
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Figura 1.2. Arbol filogenético de la clase Actinopterygii

Arbol filogenético correspondiente a los actinopterigios, obtenido de Sallan 2014° y adaptado con informacién de Near T.
J.2012% La topologia se basa en datos morfolégicos y moleculares. Los nimeros indican la cantidad de especies dentro de
cada familia (Polypteridae, Polyodontidae, Acipenseridae, Amiidae, Lepisosteidae) o infraclase (Teleostei). Los dibujos
representan ejemplos de la diversidad morfoldgica que existe dentro de cada clado.

Los esturiones fueron clasificados en el siglo XIX en cuatro géneros de acuerdo a sus caracteres
morfoldgicos: Pseudoscaphirynchus (3 especies), Scaphirynchus (3 especies), Huso (2 especies) y
Acipenser (17 especies)!. Sin embargo, estudios filogenéticos recientes distinguen 4 clados
monofiléticos que no estan de acuerdo con dicha clasificacidn: éstos son el clado atlantico, el clado
pacifico, el clado de esturiones de mar y un clado conformado por los esturiones del género



Scaphirynchusthe8 1! (Figura 1.3). El esturidn ruso (Acipenser gueldenstaedtii) y el esturién siberiano
(Acipenser baerii), ambos pertenecientes al clado atlantico, divergieron hace unos 25 millones de
afios, mientras que el esturion chino (Acipenser sinensis), el cual integra el clado pacifico, se separd
de las dos especies anteriores hace unos 120 millones de afios8. Este trabajo se centrd en el estudio
del esturion ruso y para su abordaje utilizé informacidn publica sobre el esturion chino y siberiano.
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Figura 1.3. Arbol filogenético del orden Acipenseriformes

Arbol filogenético correspondiente al orden Acipenseriformes (22 especies pertenecientes a familia Acipenseridae y 2
especies pertenecientes a la familia Polyodontidae), generado a partir del gen cytb por Peng 20078 y modificado utilizando
datos reportados por Rajkov 2014'* y Peng 20072. Se indican los clados esturiones de mar (1), Scaphirynchusthe (I1), pacifico
(1) y atlantico (IV). Se muestra la ploidia para cada especie de esturion, los eventos de duplicacién completa del genoma
(barras) y el tiempo estimado de separacion de los nodos 1 y 2. Se sefala la posicidn en el arbol del esturion ruso (A.
gueldenstaedtii), siberiano (A. baerii) y chino (A. sinensis) mediante recuadros.

Los esturiones poseen uno de los genomas mas grandes y complejos de todos los vertebrados,
con entre 116 y 372 cromosomas por especie'213, Esto es producto de varias rondas completas de
duplicacién gendmica ocurridas en los ultimos 150 millones de afios dentro del linaje de los esturiones
(Figura 1.3)'4. Actualmente los esturiones con 112-146 cromosomas se consideran diploides (2n), las
especies con 240-270 cromosomas se consideran tetraploides (4n) y los esturiones con 360-370 se
consideran hexaploides (6n) (Figura 1.3)'. El tamafio, complejidad y ploidia de sus genomas dificulta
realizar estudios gendmicos por lo cual no se conoce el genoma nuclear de ninguna especie de
esturion, esto supone un importante desafio a la hora de estudiar estos organismos. Afortunadamente
en los ultimos afos se han realizado estudios transcriptdmicos a partir de varios érganos y especies
de esturién que constituyen una fuente de informacidon muy valiosa para encarar el estudio de estos
organismos. Varios de estos estudios han sido realizados en larvas y en génadas de adultos con el fin

de desentrafiar los mecanismos de desarrollo y diferenciacién sexual de estos peces'®-23, A su vez,



recientemente se han publicado transcriptomas de otros érganos como bazo, higado y rifidn anterior
que apuntan a entender el funcionamiento del sistema inmune y su respuesta frente a patégenos24
27, Estos y otros trabajos reflejan el interés que existe en comprender la biologia de este pez debido

al importante desarrollo que ha tenido la acuicultura de esturién en los tltimos 30 afios28.

1.2. Acuicultura del esturion

Los esturiones poseen un enorme valor comercial ya que a partir de las huevas sin fertilizar se
produce el caviar. La palabra caviar proviene de la expresion persa mahii-xavi-yar que significa “pez
que contiene huevas”; actualmente el caviar mas raro puede llegar a costar unos 10000 euros el kg2°.
Las pesquerias rusas localizadas en el norte del Mar Caspio fueron entre 1950 y 1980 los mayores
productores de carne de esturidn y caviar?®. Desde entonces la sobrepesca, la pesca ilegal, la
fragmentacidn y la contaminacidn de los rios, hizo colapsar las reservas naturales del esturién (Figura
1.4a). Actualmente, el 92% de las especies de esturion podrian llegar a estar bajo amenaza de
extincion si no se controla estrictamente su comercio y, desde 1998, se las incluye en el Apéndice Il
de la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies amenazadas de Fauna y Flora Silvestre
(CITES, por sus siglas en inglés, ver sitio web https://www.cites.org/esp/prog/sturgeon/history.shtml),

que impone estrictas medidas para la pesca y comercializacion28.
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Figura 1.4. Produccion mundial de esturiones y caviar

(a) El grafico muestra las toneladas de esturiones pescados anualmente (4rea) en Irdn, Estados Unidos, URSS-Rusia y
Kasajistan desde el afio 1950 hasta el 2011. En el mismo grafico se indica la produccién anual de toneladas de esturiones
provenientes de la acuicultura en China (linea roja) y a nivel mundial (linea azul). (b) El gréfico indica las toneladas de caviar
cosechado anualmente entre los afios 1976 y 2012, provenientes de la pesca (azul) o de la acuicultura de esturiones (rojo).
(c) Grafico correspondiente a las toneladas de caviar que se estima se cosecharon en el afio 2016 por los principales paises
dedicados a la cria de esturiones. La flecha naranja marca la posicidn de Uruguay en el ranking mundial.

Todos los gréficos fueron obtenidos y adaptados de Bronzi P 2014°°,



El colapso de las reservas naturales de esturidn, las medidas regulatorias impuestas por CITES,
y la elevada demanda de caviar en el mercado han impulsado en los ultimos 30 afios el desarrollo de
la acuicultura del esturidn, que ha sustituido completamente a la pesca tradicional (Figura 1.4a)%0. De
acuerdo a los datos mas actualizados en el 2012 se produjeron unas 66000 toneladas de esturiones y
mas de 250 toneladas de caviar que provinieron casi completamente de la acuicultura (Figura 1.4a,
Figura 1.4b)%0, Se estima que en los proximos 10 afios esta industria seguira creciendo y alcanzara una
produccién de 500-700 toneladas de caviar al afio393', Actualmente existen unas 640 granjas de
esturiones en el mundo, siendo China el principal productor de caviar a nivel mundial. En Uruguay
existen 2 plantas de acuicultura sobre el Rio Negro dedicadas a la cria del esturién que posicionan a
nuestro pais entre los primeros 15 productores de caviar (Figura 1.4c)3. Estas son: “Esturiones del Rio
Negro” (ERN) localizada en Baygorria (Durazno) y “Estuario del Plata” localizada en San Gregorio de
Polanco (Tacuarembd). La granja de piscicultura ERN ha logrado cultivar de forma exitosa esturiones
rusos principalmente (A. gueldenstaedtii) obteniendo un caviar que ha sido reconocido
internacionalmente por su excelente calidad (http://magazine.wsj.com/gatherer/the-

specialist/caviar-dreams). A pesar del éxito de este emprendimiento, en verano ocurre un incremento

en la mortalidad de los peces debido a una combinacién de factores que incluyen el aumento de la
temperatura del agua, la ocurrencia de infecciones bacterianas oportunistas y un debilitamiento del
sistema inmune de los esturiones, problematica que se discutirda mas adelante. Por esta razoén, al igual
que para la acuicultura de otros peces, entender el funcionamiento del sistema inmune de los
esturiones es indispensable a la hora de abordar alguno de los problemas que aquejan al sector.

1.3. Generalidades sistema inmune en peces

El sistema inmune (SI) de los peces es extremadamente eficaz ya que permite a estos
organismos sobrevivir en un ambiente cargado de patégenos como el agua2. Este sistema Involucra
varios érganos, células y componentes solubles que actian en forma conjunta y coordinada para
reconocer, contener y en Ultima instancia eliminar a los patégenos que ingresan al organismo. Los
peces 0seos y cartilaginosos son los primeros organismos en contar con un Sl completo en donde se
distinguen dos grandes ramas: el sistema inmune innato (Sll) y el sistema inmune adaptativo (SIA)33.
Si bien se ha establecido la presencia de ambos sistemas en estos peces, su funcionamiento preciso,
incluyendo entre otras preguntas como se conectan y regulan estas dos ramas, ain no se ha elucidado.
Por tanto, a continuacion, se presentan primero los conceptos generales sobre el funcionamiento de
ambos sistemas en mamiferos, para luego explicar las similitudes o diferencias descriptas en los peces.

El SlI, evolutivamente antiguo y presente en todo el reino animal, cumple un rol central en las
defensas tempranas, ya que sus componentes son los primeros en activarse ante el encuentro con
patdgenos (virus, bacterias y parasitos)34. Esto ocurre debido a que dicha rama de la inmunidad cuenta
con receptores, que llamaremos PRRs (del inglés, pattern recognition receptors), codificados en la
linea germinal y que han sido evolutivamente seleccionados para reconocer un conjunto finito de
motivos moleculares llamados sefales de peligro. Estas sefales de peligro incluyen motivos
caracteristicos y conservados en los patégenos denominados PAMPs (del inglés, pathogen associated
molecular patterns) y motivos que derivan del dafio celular denominados DAMPs (del inglés, damage
associated molecular patterns) que ocurren usualmente en forma secundaria a una infeccion o frente



a un trauma3®. Los patégenos que ingresan al organismo son rapidamente reconocidos por una gran
diversidad de PRRs presentes en los fluidos (por ejemplo, macromoléculas solubles en plasmay liquido
intersticial) y, principalmente, en las células del Sll (receptores en membranas y en el citosol). Los
receptores solubles mas relevantes forman parte de un sistema enzimatico del plasma conocido como
el sistema de complemento (SC) (ver 1.5). Este sistema puede dafiar patégenos en forma directa
mediante el ensamblaje de complejos liticos en sus membranas celulares y contribuir en forma
indirecta a la eliminacion de estos a través de la activacidén de células innatas y de mecanismos
inflamatorios. Por otra parte, el reconocimiento de los patégenos por PRRs presentes en células
innatas (incluyendo dendriticas, macréfagos, monocitos, granulocitos polimorfonucleares y células
linfoides innatas) conduce a la activacion de cascadas de sefializacidén celular que se asocian a
mecanismos de eliminacién adaptados al tipo de patégeno reconocido3®. Por ejemplo, en el caso de
bacterias extracelulares, las células dendriticas y los macrdfagos residentes en tejidos utilizan varios
PRRs para reconocerlas, activando la fagocitosis y la produccion de moléculas liticas como péptidos
antimicrobianos (defensinas o catelicidinas) y Lisozima (ver 1.4)34. En forma paralela, el
reconocimiento de la bacteria por PRRs activa vias de sefializacion intracelular que dan lugar a la
sintesis de citoquinas, capaces de desencadenar el proceso inflamatorio destinado a restituir
componentes plasmaticos y reclutar células del SI, de la sangre al sitio de infeccion37:38. Este proceso
es muy importante porque repone componentes innatos consumidos y refuerza los mecanismos
efectores con la ayuda de otros tipos celulares, asistiendo al combate de los patdgenos durante los
primeros dias post-infeccion. Ademas de estos efectos locales, la activacidn de células innatas tras el
reconocimiento de PAMPs y/o DAMPs puede conducir a un estado inflamatorio con repercusiones
sistémicas. Esto se debe a que algunas de las citoquinas producidas localmente alcanzan la circulacion
sanguinea, y son reconocidas por receptores en multiples érganos, principalmente el higado. En el
higado, estas citoquinas estimulan la produccién de un grupo de moléculas denominadas proteinas
de fase aguda (PFA), las cuales permean y se acumulan en los sitios inflamatorios, donde colaboran
con los componentes innatos (SC y células) en la eliminacién de los agentes patdgenos (ver 1.6)39.

El SIA, que se origind hace unos 450 millones de afos, es exclusivo de vertebrados
mandibulados y se encuentra presente, con creciente grado de complejidad, desde peces
cartilaginosos hasta mamiferos??. Este sistema se activa cuando las defensas innatas son
sobrepasadas, logrando generar una respuesta que se adapta al patdégeno en cuestién. Esto es posible
gracias a un proceso de generacidén y seleccidon de clonas de linfocitos especificos para motivos
moleculares del patdogeno, usualmente llamados antigenos. El reconocimiento especifico de los
antigenos es mediado por receptores de membrana presentes en los linfocitos B y T, llamados BCR
(delinglés, B cell receptor) y TCR (del inglés, T cell receptor) respectivamente. Los eventos moleculares
asociados al desarrollo de los linfocitos en los drganos inmunes primarios (médula ésea y timo en
mamiferos) aseguran que se genere un enorme repertorio de linfocitos, ampliamente diverso en
término de su especificidad*!. Estos eventos incluyen la recombinacién al azar de segmentos génicos
mediada por recombinasas (RAGs) cuya expresion esta restringida a los linfocitos. Una vez maduros,
los linfocitos exponen sus receptores en la membrana plasmatica y recirculan a través de los érganos
linfoides secundarios (bazo y cadena de ganglios o nédulos linfaticos en mamiferos), patrullando el
organismo con el objeto de detectar la presencia de patdgenos y/o antigenos. Frente al encuentro con
su antigeno especifico, recibiran sefales que, en conjunto con sefiales del SlI, conducen a su activacion
y proliferaciéon. Por tanto, la presencia del patégeno conduce a la seleccidn, sobrevida y proliferacién
de aquellos linfocitos B y T especificos para el patégeno en cuestidn, adaptando el repertorio de los



linfocitos circulantes a los patdgenos con los cuales el organismo tuvo contacto. Por otra parte, la
integracidn de las sefiales del Sll y las sefales derivadas del antigeno es indispensable para que los
linfocitos se activen y generen células efectoras capaces de controlar y, en la mayoria de las
situaciones, eliminar al patégeno. De acuerdo con lo anterior, a diferencia del SlI, la capacidad de
respuesta del SIA cambia a lo largo de la vida, ya que un conjunto de los linfocitos especificos que
fueron activados por el patégeno sobrevive por largos periodos de tiempo en forma de linfocitos de
memoria. Esto permite que el organismo esté protegido contra un futuro encuentro con el mismo
patdgeno siendo esta propiedad del SIA la base del funcionamiento de las vacunas*2.

Como ya se menciong, el S| de los peces tiene similitudes, pero también muestra notorias
diferencias con el SI de vertebrados superiores, particularmente mamiferos. En cuanto al SIA, en los
peces se ha demostrado la presencia de linfocitos B, T, de los segmentos génicos codificantes de los
receptores BCR y TCR, y de las recombinasas RAGs que generan estos receptores. Sin embargo, a nivel
funcional, esta rama de la inmunidad seria menos robusta que en mamiferos#%43. Es posible que las
diferencias en la arquitectura del SIA expliquen, al menos parcialmente, su menor potencial. Por un
lado, los peces carecen de médula dsea, siendo el rifidn anterior el principal drgano responsable de la
hematopoyesis32. Ademas, carecen de ganglios linfaticos, hecho que dificulta comprender cémo
circulan y en qué sitios anatémicos ocurre la activacion de los linfocitos y su eventual interaccidn con
los componentes del Sll. En linea con este argumento, en peces el establecimiento de la respuesta
adaptativa puede demorar varias semanas. Ademas, la ausencia de ganglios, y por tanto de centros
germinales y células dendriticas foliculares, se relaciona con que la respuesta de anticuerpos en peces:
es de baja afinidad (a pesar de que ocurre hipermutacion somatica), muestra una menor diversidad
de isotipos de anticuerpos (es dudoso que exista cambio de clase), y genera una pobre memoria
inmunoldgica (a pesar de que existen células de memoria). Este ultimo hecho explica que la
vacunacién en los peces resulte poco efectiva**#6. En contraste, la eliminacién de la respuesta
adaptativa en pez cebra no es deletérea, pero si lo es en mamiferos. De hecho, una mutacién en las
RAGs que impide los eventos de recombinacion asociados a la generacion del BCR y del TCR, no afecté
la sobrevida de peces mantenidos en condiciones no estériles, pero es mortal para mamiferos#”. Es
llamativo que estos mutantes sobreexpresan en intestino varios genes del Sll, principalmente
componentes del SC y la cascada de la coagulacion, probablemente para compensar la falta de un
SIA*8. A pesar de esta sobreexpresion, se ha observado que los peces rag” infectados por via
intraperitoneal con Mycobacterium marinum presentan mayor mortalidad que los rag***°. En
conjunto, la arquitectura y el funcionamiento del SIA de los teledsteos ha llevado a plantear la
hipétesis de que en estos peces el Sll cumple un rol preponderante en el combate de patdgenos. Esto
se ve apoyado ademas por la existencia de una mayor variedad de receptores innatos en comparacion
con mamiferos (en particular los receptores pertenecientes a la familia Toll conocidos como TLRs, del
inglés Toll like receptors)®®, asi como también por la existencia de varias isoformas de algunas
proteinas del SC y una gran diversidad de péptidos antimicrobianos identificados Unicamente en
peces38:51-53,

A continuacion, se detallaran algunos de los componentes del Sl que seran abordados en el
presente trabajo.



1.4. Lisozima

Las Lisozimas, descubiertas en 1921 por el bacteridlogo Alexander Flemming, son una familia
de enzimas anti-bacterianas que desempenan un papel central en las defensas innatas de los
organismos. Es importante mencionar que una Lisozima fue la primera proteina cuya estructura
tridimensional se resolvid por cristalografia de rayos X, y esta familia de proteinas ha sido sumamente
valiosa como modelo de estudio para abordar preguntas en varias areas de las ciencias incluyendo la
Biologia molecular, Enzimologia e Inmunologia. Ademads, son ampliamente utilizada en la industria
alimenticia por sus propiedades conservantes®*. En el reino animal existen 3 clases de Lisozimas, las
de tipo-c (convencional) y tipo-g (descubierta originalmente en gansos) presentes Unicamente en
vertebrados, y en los invertebrados se identifica una clase adicional de Lisozimas, las de tipo-i. Las
distintas Lisozimas difieren en su secuencia aminoacidica (homologia menor a 20%), propiedades
bioquimicas y enzimaticas, pero todas son proteinas monoméricas pequefias que catalizan la hidrdlisis
del peptidoglicano (PG) bacteriano®*. El PG es un copolimero formado por una secuencia alternante
de N-acetil-glucosamina (NAG) y acido-N-acetil-muramico (NAM) unidos mediante un enlace B-1,4
glicosidico y entrecruzados por péptidos pequenos, esta estructura conforma la pared bacteriana
(Figura 1.5a)%°. Las Lisozimas pueden desencadenar directamente la muerte de bacterias por dos
mecanismos, uno a través de su actividad enzimatica y el otro por su naturaleza catidnica. La actividad
enzimatica de todas las Lisozimas hidroliza las uniones B-1,4 entre los residuos de NAM y NAG del PG
lo cual desestabiliza la pared y conduce a la lisis (Figura 1.5b)%5. Por esta razén, dichas proteinas lisan
eficientemente bacterias gram positivas, cuya gruesa capa de PG esta en contacto con el exterior, pero
son menos eficientes en lisar bacterias gram negativas en donde el PG estd recubierto por una
membrana externa®®. Por otra parte, la naturaleza catidnica de la Lisozima (tipo-c y tipo-g,
principalmente) permite que varias moléculas de esta proteina puedan intercalarse en la membrana
plasmatica de bacterias (cargada negativamente), generando poros macromoleculares que también
conducen a la lisis bacteriana (Figura 1.6¢)°. La importancia de la Lisozima como componente de las
defensas innatas se evidencia en que los patdégenos han desarrollado varias estrategias para
contrarrestar sus funciones efectoras. Estas incluyen: modificar la estructura del PG (mediante N-
deacetilacion de los residuos de NAG, u O-acetilacion y N-glicosilacién de los residuos de NAM)
generando un impedimento estérico para la hidrdlisis de las uniones B-1,4; modificar la composicion
de la cadena aminoacidica del PG o de los lipidos de membranas, para reducir la carga negativa de la
envoltura bacteriana, impidiendo asi la formacién de poros; y sintetizar inhibidores de la Lisozima®®.
Por otra parte, dado que la mayoria de los organismos codifican en sus genomas multiples Lisozimas
de varios tipos, se presume que aquellas que se expresan en el aparato digestivo podrian funcionar
como enzimas digestivas, favoreciendo la obtencidn de nutrientes de la flora intestinal o degradando
algunos glucidos de la dieta®®.

Los peces teledsteos poseen varias Lisozimas, en pez cebra y salmdn atlantico existen un total
de 6 genes, 3 genes codifican Lisozimas de tipo-c y 3 genes codifican Lisozimas de tipo-g (Ensembl
GRCz11, Salmobase®8:57). Estas se expresan en forma ubicua pudiendo encontrarlas en diversos
drganos (higado, rifidén, tracto digestivo, bazo e intestino), en sangre y en forma muy abundante en
mucosas y en el mucus que recubre la piel, lo cual constituye una adaptacién de los peces para
subsistir en un ambiente cargado de patégenos como el agua®8. Mas aun, la infeccidn o estimulacién
con diversos patégenos induce la expresion y sintesis de Lisozima en varios de estos sitios®?:80, A su
vez, las células fagociticas (macrdfagos, neutroéfilos y células dendriticas) de mamiferos y teledsteos
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también pueden secretar Lisozima al medio extracelular o dirigirla a los fagosomas, compartimientos
de la célula especializados en la internalizacién de agentes particulados®®°8. En estos
compartimentos, las bacterias y el PG son digeridos por la actividad enzimatica de la Lisozima. Esta
digestion favoreceria la exposicion de nuevos PAMPs que son reconocidos por varios PRRs
(prinicpalmente TLRs y NLRs (del inglés, NOD like receptors), potenciando la respuesta inflamatoria de
estas células y la eliminacién de los patégenos (Figura 1.5d)%° .

La cuantificacion de la actividad Lisozima mediante ensayos enzimaticos ha contribuido al
estudio de la respuesta de Lisozima en una variedad de peces. En particular, la actividad Lisozima en
suero, puede medirse mediante un ensayo que utiliza bacterias gram positivas (Micrococcus
lysodeikticus) como sustrato®!. En relacién con esto, durante mi trabajo de tesis de grado
correspondiente a la Licenciatura en Bioquimica ajusté una metodologia para cuantificar los niveles

de Lisozima en suero de esturion ruso®2.
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Figura 1.5. Efecto de las Lisozimas sobre la pared bacteriana y las células del sistema inmune

(a) Se representa la estructura del péptidoglicano (PG) bacteriano. Las cadenas del polimero estan formadas por unidades
repetidas del disacarido N-acetil D-glucosamina (NAG, en violeta) y N-acetil murdmico (NAM, en naranja) unidos mediante
un enlace B-1,4 glicosidico y un tetrapéptido (amarillo) que permite entrelazar las cadenas mediante puentes peptidicos.
El polimero se ancla a la membrana plasmdtica mediante la uniéon de NAM a lipidos (gris). Se representa ademas la adicién
de sucesivos mondmeros a las cadenas por la accidn de glicosiltransferaras (en verde) que extienden el polimero de
peptidoglicano. (b) Se representa a la Lisozima (en rojo) hidrolizando el enlace B-1,4 glicosidico entre los residuos NAM de
un monomero y los residuos NAG del mondmero adyacente. Dependiendo de la estructura de la pared bacteriana, la
hidrdlisis de PG mediada por la Lisozima puede conducir a la muerte celular. (c) La Lisozima también puede conducir a la
lisis bacteriana por un mecanismo independiente de su actividad enzimatica y basado en su naturaleza catidnica, que le
permitiria ensamblarse en la membrana plasmatica bacteriana, formando poros (cilindros rojos). (d) Se ilustran mecanismos
asociados a la Lisozima que pueden modular la respuesta inmune. En el sitio de infeccidn la Lisozima extracelular (rojo),
secretada principalmente por el epitelio, puede matar a las bacterias, liberando PAMPs (PG, lipopéptidos, acidos nucleicos,
entre otros). Estos PAMPs generan o amplifican una respuesta inflamatoria que media el reclutamiento de células
fagociticas (neutrdfilos principalmente). Las células residentes (macrofagos) y reclutadas (neutréfilos) también pueden
secretar Lisozima al medio extracelular o dirigirla a los fagosomas que contienen bacterias fagocitadas. En estos
compartimentos la digestion bacteriana mediada por Lisozima libera PAMPs que son reconocidos por diversos PRRs
desencadenando una fuerte respuesta de citoquinas proinflamatorias. El depdsito del complemento (circulos azules) en las
bacterias o en los polimeros insolubles de PG y la liberacidn de anafilotoxinas (amarillo) facilitan la fagocitosis y promueven
la amplificacion de la respuesta inflamatoria, respectivamente. Debido a que las células innatas, incluyendo los fagocitos,
responden pobremente al PG monomérico, generado por la digestion de la pared bacteriana por la Lisozima, a medida que
avanza la respuesta, la generacién de estos mondmeros por la enzima contribuye al apagado de la inflamacidn. Figuras
obtenidas de Ragland S. A. 2017%.



1.5. Sistema del complemento

El SC constituye uno de los principales y mas antiguos componentes de la inmunidad innata.
Este sistema fue descubierto en 1890 como un componente termo sensible del suero capaz de
complementar la actividad bacteriolitica de los anticuerpos, de ahi su nombre®3. En mamiferos el SC
estd compuesto por mas de 40 proteinas solubles y de membrana que incluye PRRs, enzimas,
moléculas anfipaticas y proteinas reguladoras. Su accion conjunta y coordinada permite opsonizar,
ensamblar complejos liticos sobre membranas celulares, desencadenar una respuesta inflamatoria en
el sitio de infeccidn, modular la respuesta adaptativa y contribuir a la homeostasis eliminando células
necréticas y apoptdticas®*8°. Para que se desencadenen estos mecanismos efectores, el SC debe
activarse ya que la mayoria de sus componentes se encuentran inactivos en plasma y tejidos. En
general, la activacion involucra el reconocimiento de estructuras en los patdgenos, seguido de una
serie de reacciones secuenciales que activan proenzimas generando una cascada enzimatica a lo largo
de la cual se activan todos los componentes inactivos del SC®. Existen tres vias de activacién del SC
que difieren en los mecanismos de iniciacion, pero convergen en la formacién de complejos
enzimaticos anclados a la superficie de los patégenos, denominados convertasas. Las convertasas son
enzimas dependientes de Mg?* que median la protedlisis de los componentes inactivos C3 (convertasa
de C3) o C5 (convertasa de C5), cuyos fragmentos activos desencadenan de forma directa o indirecta
todas las funciones efectoras del SC87. La proteina C3 es el componente mds abundante del SC en
suero y cumple un papel central en este sistema. Esta proteina posee un grupo tioéster escondido que
se expone cuando es cortado proteoliticamente por las convertasas de C3 en los fragmentos activos
C3by C3a®8. Este grupo ubicado en el fragmento C3b, es capaz de reaccionar con grupos nucleofilicos
(como aminos e hidroxilos) de la superficie de los patégenos, lo cual conduce a la unién covalente de
C3b a los mismos®9. El depésito de C3b facilita la fagocitosis por parte de macréfagos y neutréfilos
gue poseen receptores para esta molécula. Por otra parte, al aumentar el depdsito de C3b sobre la
superficie del patégeno, se forman nuevos complejos con las convertasas de C3 unidas a una nueva
molécula de C3b, los cuales adquieren la capacidad de cortar al componente inactivo C5 en C5a 'y C5b.
Este ultimo interacciona en forma secuencial con los componentes C6, C7, C8 y con varias moléculas
del componente C9, formando un complejo macromolecular (MAC, del inglés membrane attack
complex) que se ensambla en la membranas externa de los patdgenos, generando poros que
conducen a la lisis celular (Figura 1.6)79. Este mecanismo litico, que puede desencadenarse por
cualquiera de las tres vias, es el resultado de la activacién completa del SC y hace posible la
determinacion de la actividad funcional de toda esta cascada’’. Por otra parte, la accién de estas
convertasas libera los fragmentos mas pequefios C3a y C5a que tienen un potente efecto pro
inflamatorio al actuar directamente sobre los epitelios vasculares y otras células del Sl. La accidon de
estas moléculas da lugar al reclutamiento de mas componentes del SC, anticuerpos y células
fagociticas desde la sangre al sitio de infecciéon’2.

Existen tres vias diferentes que dan inicio a la formacion de convertasas de C3: la via clasica
(VC), la via de las lectinas (VL) y la via alternativa (VA). La VC es activada principalmente por
anticuerpos que reconocen especificamente antigenos en la superficie del patégeno, por lo cual se la
considera una rama adaptativa del SC. La VL es iniciada por PRRs como la lectina tipo-c de unidn a
manosa (MBL, del inglés mannose binding lectin) y las ficolinas que reconocen motivos glucidicos
exclusivos de patégenos’3. La VA, cuya actividad serd evaluada en este trabajo, se inicia sobre
patégenos o células activadoras gracias a la activacion espontdnea de C3 y a la ausencia de
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mecanismos reguladores sobre estas células’®. En solucién el enlace tioéster de C3 es capaz de
hidrolizarse dando lugar a un cambio conformacional en esta proteina. Este cambio conformacional
expone un sitio de unidn para la proenzima factor B, que al unirse es activada proteoliticamente por
el factor D dando Bb”4. Esto genera una convertasa de C3 en la fase fluida, llamada C3(H,0)Bb que,
debido a su corta vida media, produce pequefias cantidades de C3b circulante que actuaran como
iniciadores de la VA (Figura 1.6). Diversos mecanismos reguladores impiden que el C3b depositado
sobre las células propias reaccione en forma secuencial con los factores B y D para generar nuevas
convertasas de C3, que conduzcan a la amplificacion del depdsito de C3b y por ende a la activacion de
la VA. En contraste, en la superficie de los patégenos, los cuales carecen de estos mecanismos
reguladores, el C3b unido covalentemente interaccionard con los factores B y D formando la
convertasa de C3 de la VA, llamada C3bBb. Esta convertasa es estable y genera grandes cantidades de
C3b. Como el C3b producido es parte del complejo enzimatico, sobre la superficie del patégeno
ocurrird una rapida amplificaciéon de la sintesis y depdsito de C3b por la formacion de nuevas
convertasas de la VA (Figura 1.6). Es importante recalcar que la VA es un mecanismo de gran relevancia
dentro de las defensas innatas. Por un lado, esta via cumple un papel esencial cuando no ocurre la
activacion de la VC y VL, ya que desencadena la activacion de todos los componentes del SC vy, por
tanto, permite desplegar todas sus funciones efectoras. En segundo lugar, la VA es un poderoso
circuito de amplificacion de la VC y VL porque el C3b formado por cualquiera de ellas puede ser
utilizado para formar convertasas de C3 y C5 de la VA, estableciendo un ciclo de retroalimentacion
positiva.

B Cc3
Iniciacién
H,0
de la VA 4 Factor

B,D
C3(H,0)—> C3(H,0)Bb —>

—> C3a
Depdsito de C3ben la
superficie activadora y
> S-C3b € C3b
Amplificacién Factor
B,D
v
b———S5-C3bBb (convertasa de C3)
2 Cc3
C33 €
v
S-C3b,Bb (convertasa de C5)
Via Litica c5a «— G5
ol €6,C7,C8,C9
C5b > MAC

Figura 1.6. Esquema de activacion de la Via Alternativa del Sistema Complemento

Se muestra la cascada enzimatica correspondiente a la VA del SC. Los componentes inactivos se indican con letras
mayuscula (salvo la proteasa factor D que circula en forma activa) y cuando éstos son activados, por protedlisis especifica,
los fragmentos activos resultantes se les denomina afiadiendo una letra a o b. En azul se muestran los pasos de la iniciacion
de la via, desencadenada por la activacion espontdnea de C3, que da lugar a la convertasa de C3 de fase fluida, C3(H20)Bb.

Esta convertasa cliva C3 a C3b, que puede depositarse sobre superficies activadoras (S-C3b) (negro). A continuacion, la
proteasa inactiva factor B, se une al S-C3b y es activada por el factor D, generando la convertasa de C3 de la VA que
permanece anclada a la superficie blanco (S-C3bBb). Esta convertasa amplifica la cascada enzimatica (rojo) al generar varias
moléculas de C3b. Esto a su vez, permite que se forme la convertasa de C5 (S-C3szb) que cliva el componente C5 a C5b,

el cual se asocia a C6, C7, C8, y varias moléculas de C9 formando un complejo de ataque a la membrana (MAC) que conduce

a la lisis de la célula blanco (violeta).
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El SC de peces teledsteos es similar al humano ya que estan presentes las tres vias de iniciacion
y se han encontrado homdlogos para casi todos las proteinas de este sistema’®. A su vez, estudios
transcriptémicos en higado y bazo de esturidn indican que estos peces también cuentan con un SC
completo?8:27_ Sin embargo, el SC de teledsteos presenta diferencias respecto al de mamiferos, siendo
la principal y mas llamativa la existencia de multiples isoformas de varios componentes del SC, tales
como C3, C4, C5, C7, MBL y B/C276. Esta diversidad de componentes apoya la idea previamente
mencionada de que el SCy en general el Sll en peces cumple un papel preponderante en la inmunidad.
Por otro lado, al igual que en mamiferos, los hepatocitos del higado son los principales productores
de las proteinas del SC en peces, aunque también se ha detectado expresién en branquias, rifion
anterior, bazo, musculo y piel””. Resulta interesante que algunas isoformas de C3 y C4 (ambas cuentan
con enlace tioester pudiéndose unir covalentemente a superficies activadoras) presentan mayor
afinidad por grupos aminos, y otras por grupos hidroxilos, lo cual se ha postulado como una estrategia
para incrementar el tipo de superficies sobre las cuales podrian anclarse estos componentes del SC de
peces’8. Mds aun, las distintas isoformas de un mismo componente en condiciones basales se
expresan de manera diferente en los distintos tejidos, lo cual podria reflejar una especializacion en el
combate de patégenos’®

Por otra parte, al igual que en mamiferos, en teledsteos la sintesis de los componentes del SC
esta regulada por la inflamacidn. Esto se ha comprobado durante la administracién de PAMPs tales
como poly I:C, lipopolisacaridos (LPS) y B—glucanos, o durante procesos infecciosos tanto de origen
viral como bacteriano’®. En los peces analizados esta regulacidn incluye mayormente el aumento de
la expresion de varios genes del SC, aunque se ha observado en casos puntuales disminucion de algun
componente (incluyendo isoformas de C3). De todas maneras, la modulacién de la expresién de los
componentes del SC en peces es generalmente moderada’®. A modo de ejemplo, en el pez Tor
putitora infectados con Aeromonas hydrophila se observé un aumento en la transcripcion en higado,
bazo y musculo de los genes codificantes de los componentes C3 y C780. A su vez, en trucha arociris
(Oncorhynchus mykiss) infectadas con Aeromonas salmonicida se observé por estudios protéomicos
en higado un incremento en la sintesis de varias proteina del SC (C1q, C3, C4, C5 y FB)®'. De acuerdo
con lo anterior e independientemente de la disminucidon puntual de algin componente del SC, la
actividad funcional de la VA en teledsteos generalmente aumenta durante la infeccién con
patégenos®2-84,

Existen varios métodos para cuantificar la actividad del complemento. La mayoria de ellos
estan basados en la medicidn de la lisis de eritrocitos, como consecuencia de la activacion de toda la
via que lleva al depdsito del MAC en la membrana plasmatica’! Estos métodos han sido aplicados para
el analisis de la funcionalidad del SC tanto humano como de peces8284 De hecho, en base a
protocolos descriptos para el SC humano’?, en el marco de mis estudios de grado fue posible ajustar

una metodologia para cuantificar la actividad funcional de la VA del SC en suero de esturién rusof2.

1.6. Proteinas de fase aguda

La respuesta de fase aguda involucra varios cambios fisioldgicos que ocurren en el organismo
como consecuencia de un proceso inflamatorio, infeccioso o trauma y cuyo objetivo es contribuir a la
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eliminacion de los patégenos vy al retorno del organismo a la homeostasis®®. Esta respuesta fisioldgica
es un componente central de la respuesta inmune innata e involucra la aparicion de fiebre,
alteraciones hormonales y metabdlicas, asi como profundos cambios en los niveles plasmaticos de un

grupo de proteinas denominadas proteinas de fase aguda (PFA)3°.
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Figura 1.7. Esquema del desarrollo de la respuesta inmune innata local y la induccién de la respuesta de fase aguda en el
higado

En el panel de la izquierda se representa la estructura de la piel mostrando la presencia en la dermis de células del Sll de
origen mieloides, incluyendo células dendriticas (DC), macréfagos (Mf) y mastocitos (Ms). Ante el ingreso de un patégeno
al organismo o frente a otro estimulo inflamatorio, estas células residentes reconocen PAMPs y/o DAMPs a través de sus
PRRs induciendo la liberacion de citoquinas proinflamatorias, entre otras IL1B, IL6 y TNFa. Estas citoquinas difunden en el
tejido, pasan a la sangre y son censadas por los hepatocitos del higado (panel de la derecha). El conjunto de las sefiales que
imprimen estas citoquinas en los hepatocitos de mamiferos genera un cambio en la expresidn y sintesis de mas de 200 PFA
que lleva a modificar los niveles plasmaticos de estas proteinas. Dentro de las PFA podemos distinguir dos grupos: PFA
negativas y PFA positivas, que corresponden a componentes cuyos niveles plasmaticos descienden o aumentan durante un
proceso inflamatorio, respectivamente. Una vez sintetizadas y volcadas a la circulacion sistémica las PFA positivas permean
y se acumulan en los sitios inflamatorios en donde reponen el consumo de los componentes innatos locales, asisten en la
eliminacién de patdgenos durante los primeros dias post-infeccién, limitan el dafio que estos generan, facilitan la
reparacion de los tejidos y orquestan el retorno a la homeostasis luego de superada la infeccion. Janeway immunobiology
9th edition

Las PFA son proteinas plasmaticas sintetizadas principalmente por los hepatocitos en
respuesta a la inflamacién®. Como ya se explicé, cuando un patégeno ingresa al organismo, es
reconocido por PRRs presentes en células mieloides, en primera instancia células dendriticas y
macréfagos residentes en los tejidos (Figura 1.7). Este reconocimiento induce la secrecidon de
citoquinas proinflamatorias como IL1B, IL6 y TNFa®8, las cuales difunden en el tejido y pasan a la
sangre, alcanzando entonces multiples drganos. La interaccién de estas citoquinas con sus
correspondientes receptores en los hepatocitos induce un cambio en la expresidn y sintesis de mas
de 200 PFA que lleva a modificar los niveles plasmaticos de estas proteinas®”-88. Dentro de las PFA
podemos distinguir dos grupos: PFA negativas y PFA positivas, que corresponden a componentes
cuyos niveles plasmaticos descienden o aumentan durante un proceso inflamatorio,
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respectivamente3®. En mamiferos la Albumina y la Transferrina constituyen las principales PFA
negativas y su descenso genera disponibilidad de aminodacidos para la sintesis de PFA positivas3?.
Luego de ser sintetizadas y volcadas a la circulacion sistémica, las PFA positivas permean y se acumulan
en los sitios inflamatorios en donde reponen el consumo de los componentes innatos locales, asisten
en el combate a los patégenos durante los primeros dias post-infeccidn, limitan el dafio que estos
generan, facilitan la reparacion de los tejidos y orquestan el retorno a la homeostasis luego de
superada la infeccion.

Las PFA positivas se sub-clasifican en menores, moderadas o mayores en base a si sus niveles
en suero se inducen menos de 2 veces, de 2 a 10 veces, o mas de 10 veces respecto a sus valores
basales8”. Mientras que las proteinas mayores tienden a inducirse rdpidamente alcanzando sus
niveles maximos en suero a las 24-72 hs post infeccidn, las proteinas menores y moderadas
generalmente tardan multiples dias en hacerlo. Para algunas PFA positivas estos aumentos son
particularmente dramaticos ya que su concentracién plasmatica se modifica mds de 1000 veces®°. Por
esta razon, las PFA positivas que presentan notorios aumentos en un determinado organismo como
consecuencia de la presencia de patégenos u otro proceso inflamatorio, constituyen herramientas
utiles para monitorear la salud8°. La resolucién del proceso inflamatorio/infeccioso y por consiguiente
la desaparicion de los estimulos inflamatorios, apaga la sintesis de PFA positivas llevando a una
disminucién en sus niveles seroldgicos. En cambio, los niveles de las PFA se mantendran elevados si la
infeccion o el estimulo inflamatorio persisten, tal como es el caso de infecciones o enfermedades
inflamatorias crénicas®°.

Una caracteristica importante de las PFAs es que estan muy conservadas en vertebrados, lo
cual sugiere que son moléculas centrales del Sll y que desempefian funciones similares en especies
filogenéticamente distantes. Sin embargo, cuales proteinas se comportan como PFA positivas varia
notoriamente entre diferentes clases y familias de vertebrados®’. Por ejemplo en humanos los niveles
seroldgicos de la proteina C reactiva (CRP) aumentan mas de 1000 veces mientras que en ratones
estos aumentos son moderados8”. A su vez, la induccién de estas proteinas depende de otros factores
como la naturaleza quimica, la dosis y la persistencia en el tiempo del estimulo que gatilla su
produccidn, sea un patégeno o un producto inflamatorio generado por un trauma o una enfermedad
autoinmune. Por lo cual, para poder utilizar a las PFA como posibles marcadores de infeccién o
inflamacién es necesario en primer lugar identificar cuales proteinas actian como PFA en un
determinado organismo.

En los teledsteos, que son los peces mas estudiados y cercanos evolutivamente a los
esturiones, se han identificado los genes de varios ortdlogos que se comportan como PFA en
mamiferos y se ha constatado que también se inducen a nivel hepatico frente a estimulos
inflamatorios. Sin embargo, aunque falta recabar mas informacion a nivel de proteinas, resulta claro
que la respuesta de fase aguda en los peces es diferente a la de mamiferos®!. La literatura sugiere que
en teledsteos las principales PFA positivas serian la proteina amiloide A del Suero (SAA), algunas
Pentraxinas, la Hemopexina, la Hepcidina, una Lectina denominada Intelectina, la Transferrina, la
Hemopexina, la Haptoglobina y la Ceruloplasmina. Tomando en cuenta esta informacion, a
continuacién, se describen las funciones de estas proteinas como moléculas de defensa en humano y
ratdn, especies donde han sido mayormente caracterizadas. Ademas, se resume lo que se sabe de
ellas en peces teledsteos, haciendo énfasis en el nimero de genes codificantes y su expresion a nivel
transcripcional y traduccional.

14



1.6.1. SAA

La SAA es una lipoproteina pequefia (en el entorno de 12 kDa) que circula en la sangre unida
a las particulas de HDL, siendo el principal componente proteico de estas particulas durante un
proceso inflamatorio%2. En ratén y en el ser humano los niveles de SAA en suero aumentan mas de
1000 veces durante una infeccién siendo una de las principales PFA positivas®3. Este aumento es
compatible con varios estudios que indicarian que desempefia un papel importante en la respuesta
inmune durante infecciones. En un modelo murino de infeccién por Salmonella typhimurium, se
observé que ratones deficientes en saa presentan mayor carga bacteriana en higado y bazo que sus
contrapartes silvestres?*. Ademas, un modelo de sepsis, donde los hepatocitos fueron incapaces de
sintetizar SAA (deficientes en el receptor de IL6) se asocié con mayor mortalidad, y este efecto se
revirtié al administrar SAA recombinante®®. Este Gltimo y otros estudios basados en el andlisis de los
efectos de la SAA recombinante, sugieren que esta PFA tiene propiedades pro-inflamatorias. Sin
embargo, es importante remarcar que muchos de estos estudios fueron realizados con proteinas
recombinantes expresadas en Escherichia coli y los trabajos no mencionan si se controlé la presencia
de pirégenos (por ejemplo, LPS) que se sabe son contaminantes frecuentes en estas preparaciones.
Actualmente el rol de la SAA como molécula efectora del sistema inmune innato sigue siendo oscuro
y se han postulado diversas funciones para esta PFA. La informacién disponible sugiere que la SAA es
capaz de actuar como molécula quimioatrayente de monocitos y granulocitos de la sangre% e
inductora en neutrdfilos de la produccion de IL1B, TNFa e IL8. Estas actividades contribuirian a reclutar
y activar células innatas a un foco inflamatorio, amplificando la generacidn de IL6 e IL1p y generando
un circuito de retroalimentacidon positiva de su sintesis?3. Por otra parte, la SAA actuaria como
opsonina al unirse a bacterias gram negativas como E. coli, favoreciendo su internalizacién por células
fagociticas®”. Asimismo, favoreceria la eliminacién de los patégenos internalizados porque induce en
macréfagos la producciéon de especies reactivas del nitrégeno®® y aumenta la sobrevida de los
neutrdfilos al inhibir su apoptosis®®. Recientemente se ha observado In vitro que la SAA, a diferencia
de otras lipoproteinas, puede asociarse espontaneamente con fosfolipidos de membrana formando
nanoparticulas de tamano similar a la HDL. Esto ha llevado a postular que la SAA per se podria remover
lipidos de las membranas plasmatica de células muertas en los sitios inflamatorios, contribuyendo de
esta manera a reparar los tejidos dafiados durante el proceso inflamatorio 190,

En humanos existen multiples isoformas de SAA codificadas por 4 genes distintos (Ensembl
GRCh38.p12%%) mientras que en teledsteos el nimero de genes varia entre las distintas especies
observandose un Unico gen en pez cebra y salmén atlantico (Ensembl GRCz11, Salmobase®6:57) y tres
genes en carpa'®l. Al igual que en mamiferos, la saa de teledsteos se expresa mayoritariamente en
higado y ademas se ha observado expresion extrahepatica en otros dérganos de relevancia
inmunoldgica que en los peces incluyen al rifién anterior, bazo, branquias e intestino, tanto en
condiciones basales como inflamatorias'%1:192, Sin embargo, no existe informacién publica sobre los
niveles séricos que la SAA podria alcanzar durante un proceso inflamatorio. Pero multiples estudios a
nivel de expresion génica indican en forma consistente que seria una de las principales PFA positivas
mayores en peces. En salmdnidos infectados con A. salmonicidae, |la saa se induce dramaticamente
en higado llegando a constituir mas del 10% del ARNm total del érgano luego de 120 hs de
infeccion93. Asimismo, en pez cebra (Danio rerio) infectados con la misma bacteria la expresién de

saa aumenta mas de 400 veces en las primeras horas'%4. Por otra parte, en carpas infectadas con A.
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hydrophila la expresién de saa en higado aumenta mas de 10.000 veces y sus niveles de ARNm

permanecen elevados a los 7 dias post-infeccion101.

1.6.2. Pentraxinas

Las pentraxinas son una familia de proteinas multiméricas capaces de actuar como PRRs
solubles y como PFA. Dentro de esta familia, se destacan la CRP y a la proteina Amiloide P del suero
(SAP) por su rol en la respuesta de fase aguda’%°. A pesar de que estas proteinas pueden reconocer
ligandos diferentes, ambas estdn estrechamente relacionadas estructural, funcional vy
evolutivamente'%6. Aqui nos enfocaremos en la CRP ya que es una de las principales PFA positivas en
humanos, induciéndose dramaticamente frente a multiples procesos inflamatorios, incluyendo ciertas
enfermedades autoinmunes, trauma estéril o infecciones. En particular, las infecciones pueden
generar un incremento de mas de 1000 veces en la concentracion de CRP en plasma y en el foco
infeccioso, por lo cual es ampliamente utilizada como marcador de inflamacién3®. La CRP puede
encontrarse en dos conformaciones diferentes: como mondémero de 23 kDa (mCRP) o en su forma
nativa como pentdmero de 115 kDa (nCRP)'97. Esta proteina es sintetizada principalmente por el
higado y volcada a la circulacién sistémica como nCRP, pudiendo disociarse irreversiblemente en los
sitios inflamatorios en 5 subunidades de mCRP. Estas dos conformaciones son funcionalmente
diferentes'97. nCRP actta como PRR uniéndose a motivos fosforilcolina presentes en la superficie de
patégenos o de células dafiadas. Esta union tiene al menos dos consecuencias; opsonizar la célula
blanca, favoreciendo su eliminacién por fagocitosis, y activa la via clasica del SC desencadenando por
tanto todos los mecanismos efectores de dicho sistema. Por otra parte, mCRP promueve la
quimiotaxis y reclutamiento de leucocitos desde la sangre a los sitios inflamatorios'97. Estas funciones
vuelven a CRP una PFA importante en el combate de patdégenos, tal como lo evidencia la mayor
sobrevida de ratones infectados que sobreexpresan nCRP o a los que se administré nCRP previo a la
infeccion108.109,

En mamiferos CRP y SAP son funcionalmente distinguibles y estan codificadas por distintos
genes originados por duplicacidn de un gen ancestral hace unos 200 millones de afios. Por otra parte,
los teledsteos poseen multiples genes homdlogos a CRP y a SAP existiendo 7 en pez cebray 5 en
salmén atlantico'10. Estudios filogenéticos indican que las proteinas codificadas por estos genes no se
agrupan ni con la CRP ni con la SAP de mamiferos, sino que forman un clado propio por lo cual se las
denominara en esta tesis CRP/SAP y a sus genes crp/sap, respectivamente''0. En salmén atlantico
todas las crp/sap se expresan constitutivamente en varios drganos siendo algunas isoformas mas
abundantes en higado y otras en bazo, musculo o branquias!'?. Asimismo, la infeccién con A.
salmonicidae no modifica la expresién de ninguno de estos genes en salmén atlantico y tampoco en
pez cebra’%4110 M3s adn, estudios protedmicos constatan una disminucién en los niveles hepaticos
de CRP/SAP en trucha arcoiris infectada con la misma bacteria8'. Sin embargo, en otros teleésteos
crp/sap se induce marginalmente durante la infeccién con patégenos'!':112, En conjunto, la nula o
muy moderada regulacion en la expresion de crp/sap durante infecciones sugiere que en los
teledsteos la CRP/SAP no seria una de las principales PFA.
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1.6.3. Hemopexina y Haptoglobina

La Hemopexina y la Haptoglobina son dos proteinas plasmaticas, también involucradas en el
metabolismo del hierro, responsables de contener el daifio que puede producir la lisis de los eritrocitos
tanto en condiciones fisioldgicas como frente a una infeccién'13. La lisis de los eritrocitos libera
hemoglobina a la sangre y favorece la rapida disociacién del grupo hemo de esta proteina. Al no estar
unido a la hemoglobina, el hemo puede catalizar varias reacciones radicalarias que modifican
macromoléculas y dafian a los tejidos. Ademas de ser tdxico, el hemo libre constituye una fuente de
hierro para patégenos, muchos de los cuales han desarrollado estrategias para lisar glébulos rojos y
obtener dicho mineral''*. Para hacer frente a esto, los vertebrados cuentan con las proteinas
Hemopexina y Haptoglobina, la primera secuestra el hemo libre y la segunda une la hemoglobina (esta
unién impide la disociacidon del hemo), limitando de esta manera tanto el dafio oxidativo como la
disponibilidad de hierro para patégenos''3. En humanos la Haptoglobina es una PFA positiva pero no
la Hemopexina''3. La Haptoglobina en mamiferos y peces teledsteos es codificada por el gen hp. En
mamiferos este gen produce un polipéptido que se procesa proteoliticamente en dos cadenas (alfa'y
beta) las cuales se asocian formando una proteina tetramérica. Sin embargo, en peces teledsteos hp
es mas pequefio y codifica una Unica cadena ortéloga a la cadena beta de mamiferos''®. En peces
teledsteos la expresidon de hp se encuentra restringida mayoritariamente al higado siendo inducida
fuertemente durante la infeccién con patégenos'18:117. A su vez, estudios protedmicos mostraron un
aumento en los niveles de Haptoglobina en higado de truchas arcoiris infectadas con A salmonicida®’.
Por otra parte, la Hemopexina es una glicoproteina monomérica de unos 60 kDa capaz de unir una
molécula de hemo con altisima afinidad. Esta proteina es codificada en mamiferos por el gen hpx. En
peces teledsteos esta proteina es codificada por dos genes ortélogos a hpx denominados wap65-1y
wap65-2, haciendo referencia al tamafio de la proteina (65 Da) y a las siglas de su nombre en inglés
(warm acclimatation protein). Por simplicidad y dada la falta de informacidn sobre estas proteinas en
peces, en este trabajo nos referiremos a la Hemopexina de peces como WAP65/HPX y a los genes que
la codifican como wap65/hpx'18. wap65-1 se expresa en forma constitutiva en multiples tejidos
mientras que la expresidon de wap65-2 estd restringida mayoritariamente al higado, siendo
fuertemente inducida tanto por patégenos como por cambios en la temperatura del agua'19:120, En
conjunto, la literatura sugiere que la Haptoglobina y la WAP65/HPX serian PFA positivas en peces
teledsteos, aunque no existen a la fecha estudios que hayan cuantificado sus niveles en suero.

1.6.4. Hepcidina

La Hepcidina es una PFA positiva mayor en mamiferos inducida durante un proceso
inflamatorio o por aumento en los niveles circulantes de hierro. La Hepcidina madura es un pequefo
péptido de unos 20-25 aminodcidos con un rol dual, actia como regulador maestro del metabolismo
del hierro y como péptido antimicrobiano'?'. La regulacién del metabolismo de este mineral se debe
a que la Hepcidina puede interaccionar con el transportador de hierro Ferroportina responsable de
exportar el hierro desde el interior al exterior celular'?!. La Ferroportina se encuentra en macréfagos
del higado y bazo responsables de reciclar el hierro de los eritrocitos, en los hepatocitos que lo
acumulan como reserva, y en los enterocitos que lo absorben de la dieta'?2. La unién de la Hepcidina
a la Ferroportina induce la degradacion del transportador impidiendo la liberacidn de hierro desde el
interior al exterior celular, regulando asi la biodisponibilidad de este mineral en el organismo y su
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distribucién intra y extracelular'23. Por esta razén, la induccién de la Hepcidina durante una infeccién
inhibe el crecimiento de patégenos ya que restringe los niveles circulantes de hierro, el cual , como se
menciond anteriormente, es un mineral esencial para la sobrevida de los patégenos'24. A su vez, la
Hepcidina presenta actividad microbicida intrinseca al intercalarse en las membranas de
microorganismos lo cual conduce a su lisis'2. La importancia de la Hepcidina en la inmunidad innata
se pone de manifiesto en la menor sobrevida que presentan los ratones genéticamente deficientes en
Hepcidina (hamp-/-) infectados con Vibrio vulnificus, respecto a ratones silvestres!25. Los mamiferos
cuentan con un Unico gen para la Hepcidina (hamp) mientras que los teledsteos presentan dos tipos
de Hepcidinas codificadas por los genes hampl y hamp2128. Estos son funcionalmente diferentes,
hamp1 esta especializado en regular el metabolismo del hierro mientras que hamp2 se comporta
como un péptido antimicrobiano'2?. En peces teledsteos pueden existir multiples copias de hamp 1y
2 que son expresadas en forma constitutiva en diversos tejidos como higado (el mayoritario), bazo y
rifion anterior'27:128_ Frente a la infeccién con diversos patdgenos la expresién en estos érganos
aumenta notoriamente. Asimismo utilizando anticuerpos anti-Hepcidina se observa que la sintesis de
este péptido se induce en rifién anterior e higado durante una infeccion o frente a la administracion
de LPS'29:130  por otra parte la administracién de Hepcidina recombinante a la carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idellus) modula sus niveles de hierro en sangre y aumenta la sobrevida frente a la
infeccién con Flavobacterium columnare'3!. La gran diversidad de Hepcidinas, su induccién
transcripcional y traduccional por patdgenos y su implicancia en el combate de los mismos sugieren
gue esta molécula es una importante PFA positiva en los peces.

1.6.5. Intelectina

La Intelectina humana es una lectina soluble homotetramérica de 120 kDa (mondémero 35
kDa) que une carbohidratos en forma calcio dependiente. Se describe como una lectina tipo-X132, ya
que carece del dominio tipo-C asociado con este tipo de interacciones y presente en otras lectinas
como la MBL. La Intelectina parece estar implicada en las defensas innatas ya que se expresa en sitios
de entrada de patdgenos como intestino y pulmadn, se induce en ratdn por la infeccion con parasitos
intestinales y reconoce una amplia diversidad de glicanos presentes Unicamente en
microorganismos'33. Sin embargo, a diferencia de otras lectinas como la MBL, la Intelectina humana
no activa el SC y su rol como molécula de defensa ain no ha sido claramente establecido. Estudios
protéomicos han detectado a la Intelectina humana en plasma (Genecards'34), pero no se ha
observado expresion o sintesis de Intelectina en higado (Gene Expresién Database'3®, Human Protein
Atlas'36) lo cual sugiere que no seria una PFA en estos organismos. En humanos, la Intelectina es
codificada por los genes itin1 e jtIn2, mientras que algunos teledsteos como pez cebra existen hasta 6
genes ortdlogos. En pez cebra, una de estas 6 isoformas se expresa constitutivamente en higado y se
induce fuertemente frente a la estimulacién con A. salmonicida'3?. Asimismo, una itln es el gen que
mas aumenta en higado de pez gato infectados con E. ictaluri'38. En trucha arcoiris itln se expresa
constitutivamente en higado, rifidn, intestino y, durante la infeccién con diversos patégenos los
niveles de Intelectina aumentan en estos organos, de acuerdo con su deteccidn por
inmunohistoquimica’39:140_ A su vez estudios realizados en trucha arcoiris detectaron Intelectina en

muestras de plasma'39. En conjunto, la literatura sugiere que los ortélogos de la Intelectina humana
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en peces, a diferencia de mamiferos, se expresan en higado en respuesta a estimulos inflamatorios y
también circulan en plasma por lo cual podrian comportarse como PFA positivas.

1.6.6. Transferrina

La Transferrina es una glicoproteina mondmerica del plasma de unos 70-80 kDa con dos
dominios de unién al hierro de alta afinidad'#!. Esta proteina tiene como funcién unir casi la totalidad
del hierro presente en el plasma y transportarlo en forma inerte a diversas células blanco (precursor
de eritrocitos, macrdfagos y hepatocitos), previniendo la formacidon de radicales libres catalizados por
dicho metal'#2. Por endocitosis mediada por receptor la Transferrina cargada con hierro es
internalizada en estas células en donde el cambio de pH endosomal favorece la liberacion del hierro
para su utilizacién'#2. Como se mencioné anteriormente la regulacién de los niveles de hierro es un
mecanismo importante para combatir a los patdgenos lo cual explica que la Transferrina esté
involucrada en la respuesta inmune temprana de los organismos'!4. En humanos la Transferrina ha
sido identificada como una PFA negativa, no resultando claro cdmo en este caso su disminucion seria
benéfica para la el organismo. Este comportamiento contrasta con lo que sabe en peces teledsteos,
donde la Transferrina puede comportarse tanto como PFA positiva o negativa dependiendo de la
especie y del estimulo inflamatorio®'. En pez cebra y salmén atlantico existe un Unico gen para la
Transferrina (tf) (Ensembl GRCz11, Salmobase®:57) mientras que en pez gato americano parecerian
existir al menos dos copias en el genoma'“3. En condiciones basales tf se expresa mayoritariamente
en higado y en menor medida en intestino, timo, rifién anterior y sangre periférica’¥3:144, En tilapia
(Oreochromis niloticus) infectados con A. hydrophila la expresion de tf y la sintesis de Transferrina
aumentan en higado, bazo y rifién anterior'42. En esta misma linea, estudios proteémicos mostraron
un incremento en los niveles séricos de Transferrina en salmones (Salmo salar) con enfermedad
pancreéatica generada por el virus SAV3'46. En contraste, en pez cebra la expresién de tf en higado se
ve poco modificada por la infeccién con A. salmonicidae'®*, mientras que en lubina (Dicentrarchus
labrax) esta expresion disminuye notoriamente durante la infeccion con
Photobacterium damselae'4”. Asimismo, en el lenguado de oliva (Paralichthys olivaceus) |la expresion
de tf y la sintesis de Transferrina en higado disminuyeron durante la infeccion con Edwardsiella
tarda'*8. Por lo tanto, en peces teledsteos no existe una tendencia clara sobre el comportamiento de
la Transferrina, pudiendo actuar tanto como una PFA positiva como negativa.

1.6.7. Ceruloplasmina

La Ceruloplasmina es una glicoproteina plasmatica de estructura monomérica y 120 kDa que
coordina 6 4tomos de cobre en su estructura. 9. De hecho, transporta la mayoria del cobre del
plasma (40-70%), dirigiéndolo a células blanco para su incorporacién como cofactor en multiples
proteinas, por lo cual estd involucrada en variadas funciones del organismo. Ademas, la
Ceruloplasmina actia como enzima catalizando diversas reacciones de 6xido-reduccién dependientes
de cobre®0. Puede actuar como ferroxidasa oxidando el Fe** a Fe** lo cual es necesario para que este
metal sea incorporado a la Transferrina para su transporte. A su vez, la Ceruloplasmina oxida aminas
bioldgicas y se postula que mediante este mecanismo inactiva pequefias hormonas como epinefrina,

norepinefrina y dopamina’®0. Adicionalmente esta proteina cumple un rol central en descomponer
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radicales libres y prevenir la oxidaciéon de macromoléculas propias gracias a su actividad NO-oxidasa,
glutatién-peroxidasa y superéxido dismutasa'®?. En mamiferos la Ceruloplasmina es sintetizada
principalmente en higado y en menor medida por macrdfagos y células mononucleares,
comportandose a su vez como una PFA positiva moderada durante un proceso inflamatorio>":192, En
humanos, pez cebra y salmén atlantico la Ceruloplasmina es codificada por un Unico gen denominado
cp (Ensembl GRCh38.p12, GRCz11 y Salmobase®8:57). En teledsteos, estudios realizado a nivel de
expresion génica y proteina indican que la Ceruloplasmina también seria una PFA positiva en estos
organismos81:138.153 gy actividad aminaoxidasa permite cuantificar los niveles de Ceruloplasmina en
suero utilizando sustratos sintéticos como p-fenilendiamina®®?*, propiedad que nos ha permitido

medir la actividad Ceruloplasmina en suero de esturién ruso2°.

1.7. Antecedentes de la linea de investigacion en esturion ruso en
Uruguay

Como ya se menciond, actualmente en nuestro pais existen dos emprendimientos de
acuicultura dedicados a la cria de esturiones para la produccion y exportacién de caviar. La acuicultura,
como actividad intensiva, presenta problematicas que desafian el desarrollo de este sector tanto en
nuestro pais como en el mundo'®8. En este sentido, y a pesar del éxito de estos emprendimientos,
durante los meses calidos del afo, en la granja con la cual hemos colaborado hasta ahora (ERN), ocurre
un aumento en la mortalidad de los esturiones debido a infecciones con patégenos oportunistas como
A. hydrophila'® y S. aureus (Informacién provista por el Ing. Acuicultor Daniel Conijeski). Como las
hembras de esturién ruso alcanzan la madurez sexual luego de 7-8 afios de cultivo'®8 este aumento
en la mortalidad supone importantes pérdidas econdmicas, debido al tiempo, esfuerzo e inversion
gue conlleva criar a estos animales antes de que pueda ser cosechado el caviar. Por lo tanto, para que
este incipiente sector productivo pueda desarrollarse en nuestro pais es importante entender la
génesis de esta problematica y mas aun contribuir a solucionarla.

Para comenzar a entender esta problematica, durante mi tesis de grado de Licenciatura en
Bioquimica desarrollé técnicas que permiten determinar la actividad funcional de tres componentes
del SIl del esturidn ruso: la VA del SC, la Lisozima y la Ceruloplasmina®2:199, Utilizando estas
metodologias se observd que, en hembras adultas mantenidas en las condiciones de cultivo de la
granja, la actividad de estos componentes del Sll presenta variaciones en verano respecto al invierno,
observandose en verano un descenso significativo en la funcionalidad de la VA y de la Ceruloplasmina,
y un modesto aumento en la actividad Lisozima del suero'°. Como la elevada temperatura del agua
en el verano podria contribuir a las alteraciones observadas, estudiamos en condiciones controladas
de laboratorio como la exposicion de los peces a temperaturas del agua de invierno (18°C) y verano
(24°C) repercute sobre la funcionalidad de estos componentes del Sll. Nuestro estudio mostré que la
exposicidn a 24°C reprodujo los resultados del verano, observandose una reduccion en la actividad de
la VA y de la Ceruloplasmina y un aumento en la actividad Lisozima'®9. A su vez observamos que
durante el verano o frente a la exposicién a 24°C ocurre un marcado descenso en los niveles séricos
de proteinas totales y se afecta el crecimiento de los esturiones, lo cual es consistente con una
respuesta de estrés crénico’%:181, por tanto, estos resultados mostraron que las temperaturas del
verano, que pueden superar los 28°C, repercuten negativamente sobre la fisiologia de los esturiones

rusos (cuya temperatura éptima de crecimiento ronda los 15-22°C'62) generando una situacién de
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estrés cronico que puede explicar la disminucidon en la funcionalidad observada para algunos
componentes centrales del SII'83.164_ Estos y otros factores, como podria ser el aumento de la carga
de patdgenos en el agua, explican el incremento en las infecciones por bacterias (por ejemplo,
Aeromonas y Streptococcus) y la mayor mortalidad registrada en los meses del verano.

Por otro lado, los estudios realizados apoyaron la necesidad de contar con herramientas que
permitan monitorear el estado sanitario de los peces, particularmente mediante la deteccién
temprana de procesos infecciosos. Con el fin de generar este tipo de herramientas, nos propusimos
primero identificar posibles biomarcadores de infeccidn/inflamacién que permitan en una segunda
etapa desarrollar ensayos para su cuantificacion. Estos ensayos ademas de ser sensibles deberan
resultar sencillos de implementar en las granjas de piscicultura. En principio, los componentes del S|
ya estudiados en el esturion ruso, es decir la VA del SC, la Ceruloplasmina y la Lisozima podrian ser
candidatos a comportarse como posibles biomarcadores. Sin embargo, ademas de que la literatura no
sugiere que sean marcadores robustos (por ejemplo, PFA mayores), los ensayos ajustados para su
cuantificacion se basaron en medidas de actividad, que son mas delicadas de realizar, requieren mayor
entrenamiento del personal y una mayor infraestructura de laboratorio, lo cual vuelve poco factible
su transferencia a las granjas. En este escenario resultd necesario expandir nuestra blusqueda a otras
moléculas candidatas a biomarcadores tempranos de infeccidon y que puedan cuantificarse en suero,
ya que ésta es una muestra relativamente facil de obtener de los peces.

Finalmente, corresponde mencionar que para abordar la busqueda de biomarcadores de
infeccidn y/o inflamacién es necesario contar con un modelo de inflamacién en el esturién ruso. Al
inicio de esta tesis, en la literatura disponible, existian muy pocos antecedentes en esturion de este
tipo de modelos. Se conocia que la infeccién por via intraperitoneal con bacterias del género
Aeromonas (en particular A. hydrophila y A. salmonicida) ha sido ampliamente utilizada para
desencadenar respuestas inflamatorias y estudiar la expresién de PFA en teledsteos (como se
menciond en 1.6). A su vez, en esturiones gigantes (H. Huso) infectados via intraperitoneal con A.
hydrophila inactivada se habia observado un aumento en el porcentaje de neutréfilos eosinéfilos y
monocitos en sangre, indicando que las bacterias muertas desencadenaron una respuesta
inflamatoria sistémica'©®.

Por otra parte, recientemente se han publicado 4 trabajos de transcriptémica de higado, bazo
y rifién anterior de esturiones infectados por via intraperitoneal con A. hydrophila o Yersinia ruckeri
gue buscan comprender el funcionamiento de Sl de estos peces y su respuesta frente a patdgenos.
En los esturiones dabry (Acipenser dabryanus) infectados con A. hydrophila se indujo en rifién anterior
la expresion de PRRs (principalmente TLRSs) y las proteinas asociadas a las vias de sefializaciéon de
estos receptores innatos, proteinas del SCy las citoquinas proinflamatorias IL1p e IL824. Asimismo, en
esturiones hibridos (H. dauricus x A. schrenckii) infectados intraperitonealmente con la misma bacteria
se observé en bazo un aumento en la expresion de varios TLRs y diversas citoquinas como IL11, IL12,
IL8, IL6 e IL1B166. En particular la expresidon de IL6 e IL1B, citoquinas claves en la induccién de la
respuesta de fase aguda en mamiferos y teledsteos (como se mencioné en 1.6), aumentaron 59 y 28
veces, respectivamente’®6. Los resultados de estos dos transcriptomas indican que la infeccién via
intraperitoneal con A. hydrophila desencadena una respuesta inflamatoria en los esturiones. Para
ninguno de estos articulos se encuentra disponibles la lista de genes expresados diferencialmente. En
esturion amur (Acipenser schrenckii) infectado via intraperitoneal con Y. ruckeri se observé en el
transcriptoma de bazo aumento en la expresidn del receptor de IL1B, pero no se detectaron cambios

en la expresiéon de PRRs y tampoco de citoquinas proinflamatorias como IL1B e IL626. En el
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transcriptoma de higado de esta misma especie de esturion también infectado con Y. ruckeri aumentd
la expresién de algunos TLRs y de IL8 pero tampoco se observéd expresiéon de IL1B o IL62°. Estos
resultados parecerian indicar que, al menos en el esturién amur (A. schrenckii), la infeccion con Y.
ruckeri desencadena una respuesta inflamatoria menor a la inducida por A. hydrophila. La lista de
todos los genes expresados de forma diferencial esta disponible Unicamente para el transcriptoma de
bazo de esturion amur (A. schrenckii). Globalmente los resultados en la literatura para peces
teledsteos y para esturion indican que la infeccidn via intraperitoneal con A. hyrophila u otras
bacterias es un buen modelo para estudiar la respuesta inflamatoria en estos organismos.

1.8. Hipotesis

Como se menciond anteriormente, el SIl comprende un conjunto de mecanismos altamente
conservados en el reino animal entre los que se incluye a la respuesta de fase aguda. Esta respuesta
modula la expresion génica de los hepatocitos como consecuencia de la interaccion con citoquinas
inflamatorias, principalmente IL6 e IL1B. A pesar de que los productos de esta modulacion, es decir
las PFA, identificadas en mamiferos y peces teledsteos pueden diferir, es sorprendente que en estos
organismos filogenéticamente distantes se han descriptos cambios similares en algunas proteinas
(SAA, Hepcidina, Ceruloplasmina, Haptoglobina). Considerando que tanto los esturiones como los
peces teledsteos integran el clado Actinopterygii de peces dseos, este trabajo plantea como hipodtesis
la existencia en el esturidén de genes homadlogos a las PFA identificadas en teledsteos y que estos genes
se comportarian en forma similar, expresandose en el higado en el marco de una respuesta de fase
aguda. Mas aun, se espera que alguna de las proteinas codificadas por estos genes, aunque no
necesariamente las mismas que en los teledsteos, se comporten como PFA positivas mayores, es decir
gue sus niveles en sangre aumenten mas de 10 veces en respuesta estimulos inflamatorios. Este
ultimo punto se apoya en que a pesar de que la mayoria de la informacidn disponible sobre las PFA,
proviene de estudios de expresidn génica (existiendo muy pocos datos a nivel proteico), generalmente
se observa una correlacion positiva entre la expresion y la traduccion de las PFA. Por lo tanto, aquellas
PFA de esturion que mas se induzcan respecto a los valores basales constituirian posibles
biomarcadores inflamatorios. Por lo tanto, de acuerdo a esta hipodtesis, este trabajo de maestria en
Biotecnologia buscard responder los siguientes tres grandes: ¢ Existen en el esturion genes homadlogos
a las PFA identificados en teledsteos?, éSe induce la expresion de estos genes en higado en respuesta
a estimulos inflamatorios? ¢Los genes que mas se induzcan en higado daran lugar a un aumento en
los niveles de estas PFA en sangre respecto a las condiciones basales?

1.9. Objetivo General.

En el marco de la hipdtesis desarrollada anteriormente, este trabajo de maestria en
Biotecnologia planted6 como objetivo general identificar biomarcadores séricos de infeccién y/o
inflamacién en el esturidn ruso. Esto implicé identificar en el esturidn ruso la secuencia codificante de
homdlogos de PFA de teledsteos, estudiar su expresion hepatica en respuesta a estimulos
inflamatorios o a la infecciéon con bacterias, y desarrollar inmunoensayos para al menos una de las
proteinas mas promisorias, de modo de verificar si sus niveles séricos aumentan durante una
respuesta de fase aguda. Como modelo inflamatorio se utilizd la infeccién o estimulacion con A.
hydophila por via intraperitoneal apoyandose en la literatura existente y en el hecho que se han
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aislado varias cepas de A. hydophila en esturiones rusos criados en ERN, lo cual sugiere que esta

bacteria podria ser uno de los microorganismos responsables de la mortalidad observada en el

verano'%’,

1.10. Objetivos Especificos

A continuacion, se detallan los 3 objetivos especificos de este trabajo de maestria en

Biotecnologia y las aproximaciones realizadas para cumplir cada uno de ellos:

1.10.1. Identificar homdlogos de potenciales PFA en el esturidn ruso y analizar su
expresion en higado frente a la estimulacidn o infeccién con A. hydrophila

Identificar la secuencia codificante de homdlogos de PFA en esturidn utilizando datos de
transcriptémica disponibles.

Amplificar, clonar y secuenciar los homadlogos de las PFA en el esturidn ruso

Estudiar la expresidn en higado de las proteinas candidatas a PFA en esturiones rusos
estimulados o infectados con A. hydrophila y seleccionar una de ellas como potencial
biomarcador.

1.10.2. Obtener antigenos correspondientes a la proteina de esturién ruso
seleccionada como posible PFA positiva para pode generar anticuerpos anti-PFA

Identificar potenciales péptidos inmunogénicos en la PFA de esturidn ruso seleccionada
Expresar en forma recombinante y purificar la PFA de esturidn ruso seleccionada

1.10.3. Desarrollar un ELISA que permita cuantificar la PFA en muestras de suero
Generar y purificar anticuerpos policlonales contra la forma nativa y contra péptidos
potencialmente inmunogénicos de la PFA seleccionada

Optimizar un ELISA que permita cuantificar la PFA en muestras de suero

Determinar en los esturiones rusos estimulados o infectados con A. hydrophila los niveles
séricos de la PFA seleccionada mediante ELISA
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2. RESULTADOS

2.1. Identificacion de potenciales PFA y andlisis de su expresion en
esturiones rusos estimulados o infectados con A. hydrophila

En este capitulo se describen los resultados correspondientes al objetivo especifico 1 que
comprendié la identificacion de la secuencia codificante en esturidén de los homadlogos de potenciales
PFA de teledsteos y el posterior andlisis de su expresion hepatica en esturiones rusos estimulados o
infectados con la bacteria patégena A. hydrophila. Estos estudios permitirian seleccionar en este
modelo al menos un candidato con las caracteristicas correspondientes a una potencial PFA.

2.1.1. Identificacion de la secuencia codificante de homodlogos de PFAs en el
esturion chino y siberiano a partir de datos de transcriptémica

Se busco evaluar si alguna de las proteinas descriptas como PFA en otros peces teledsteos,
incluyendo la SAA, CRP/SAP, WAP65/HPX, Hepcidina, Intelectina, Transferrina y Haptoglobina podrian
comportarse como PFA positivas en el esturion ruso (A. gueldenstaedtii)®1:193.104 para ésto, se planted
analizar su expresién en respuesta a la estimulacidon o infeccion con A. hydrophila, una bacteria
patégena que ha sido aislada del establecimiento de cria de esturiones, ERN en Uruguay. Ademas,
para analizar si hubo desarrollo de una respuesta inflamatoria aguda, se planted analizar la expresion
de los transcriptos de citoquinas proinflamatorias, como la IL1B, IL6 o TNFa, cuyos niveles aumentan
en condiciones de infeccidn y a su vez participan en desencadenar la respuesta de fase aguda en
mamiferos y también lo harian en peces®>167. Debido a que la secuencia codificante de homdlogos de
estas proteinas no ha sido reportada para ninguna especie de esturidn, en primer lugar, fue necesario
identificarlas. Esto representd un desafio ya que no se ha secuenciado el genoma de ninguna especie
de esturidn y a su vez ninguna de las secuencias de estas proteinas ha sido depositadas en bases de
datos publicos que recopilan informacion de secuencias (GenBank, EMBL o DDBJ. Afortunadamente,
al inicio de este trabajo se dispuso de datos del transcriptoma de la larva de esturidn siberiano (A.
baerii)’® y dos transcriptomas de esturién chino (A. sinensis), uno de génada2! y otro de dérganos
inmunes?’, sin embargo la anotacidn de estos transcriptomas no era publica. Utilizando los datos
disponibles, se buscé identificar los homdlogos de interés y disefiar cebadores para amplificar y
secuenciar las potenciales PFA del esturidén ruso, aprovechando la cercania filogenética de las tres
especies de esturion.

Para identificar las proteinas candidatas a PFA en el esturidn, se tradujeron los transcriptomas
y estos se utilizaron para realizar busquedas con el algoritmo Basic Local Alignment Search Tool para
proteinas (BLASTp) utilizando como templado las secuencias aminoacidicas de PFA de pez cebra. La
identidad de los transcriptos traducidos encontrados en estas blsquedas se analizé mediante BLASTp
contra la base de proteinas no redundantes del Gene Bank (nrNCBI), alineamientos con organismos
modelo y busqueda de dominios conservados. Una vez identificadas las secuencias aminoacidicas de
las proteinas homdlogas de interés de esturidon chino y siberiano, se obtuvieron y alinearon los
transcriptos correspondientes para analizar su grado de conservacién y posibilidad de disefar
cebadores especificos.
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Potencial PFA

SAA

CRP/SAP

WAP65/HPX
Hepcidina

Intlectina

Transferrina

Haptoglobina

IL1B

Resultados BLASTp

Base de datos: transcriptoma de
dérganos inmunes de esturion chino

Transcripto
identificado

GETX01015093.1
GETX01022638.1
GETX01029838.1
GETX01013873.1
GETX01025488.1
GETX01015919.1
GETX01012667.1
GETX01010297.1
GETX01026229.1
GETX01030698.1
GETX01023074.1
GETX01015586.1
GETX01025834.1
GETX01013684.1
GETX01031128.1
GETX01017486.1
GETX01022452.1
GETX01024662.1

Identidad

(%)
69
30
36
34
39
49
36
67
56
40
34
49
34
30
31
32
32
35

e-value

1.65E-49
1.07E-22
3.71E-21
9.81E-18
1.14E-17
1.24E-153
5.65E-04
4.40E-128
0
2.84E-154
5.18E-99
7.07E-91
1.95E-37
1.78E-36
1.16E-29
1.90E-29
1.21E-20
6.59E-13

Resultados BLASTp

Base de datos: nrNCBI (primer HIT)

Homologia del
Transcripto

SAA

Anhidrasa carbonica

CRP/SAP
Pentraxina 4
CRP/SAP
WAP65/HPX
Hepcidina
Intelectina

Transferrina

Melano transferrina

Melano transferrina

Haptoglobina
Maspl
Cir
Maps2

Factor X coagulacion

L1
IL1p

Cddigo de acceso

CEG62717.1
XP_015192367.1
XP_021435889.1
XP_006001516.1
XP_015217354.1
XP_015219463.1
XP_006641712.1
XP_015222783.1
XP_015217073.1
XP_014340192.1
XP_014344920.1
XP_006641404.2
XP_015217030.1
XP_006642449.1
XP_015192366.1
XP_018587608.1

CEG62716.1
NP_001117054.1

Identidad
(%)

72
66
52
56
46
57
46
73
59
67
70
51
79
51
66
56
43
38

e-value

4.00E-53
0
1.00E-36

6.00E-21
0
2.00E-13
3.00E-132
0
0
0
5.00E-98

0
0
0
0

5.00E-47
1.00E-19

Tabla 2.1. Identificacion de los homdlogos de potenciales PFA en el transcriptoma de érganos inmunes de esturion chino
(Acipenser sinensis)
Utilizando la secuencia aminoacidica de la SAA, CRP/SAP, WAP65/HPX, Hepcidina, Intelectina, Transferrina, Haptoglobina
e IL1B de pez cebra se realizaron busquedas en el transcriptoma traducido de dérganos inmunes del esturién chino
empleando el algoritmo BLASTp. Se indica el cédigo del o los transcriptos encontrados, su identidad de secuencia y e-value
respecto a la secuencia de pez cebra empleada en la busqueda. Las secuencias de los transcriptos encontrados se tradujeron
y analizaron por BLASTp contra la base de proteinas no redundantes de NCBI (nrNCBI). Se indica el nombre y cédigo de
acceso de la proteina identificada en primer lugar, el porcentaje de identidad de secuencia y el e-value correspondiente.
En negrita se resaltan los transcriptos del esturién chino cuyo andlisis permitié identificarlos como homélogos de las PFA

buscadas.
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Potencial PFA

SAA

CRP/SAP

WAP65/HPX
Hepcidina

Intelectina

Transferrina

Haptoglobina

IL1B

Resultados BLASTp

Base de datos: transcriptoma de larva

del esturion siberiano

Identidad

Transcripto
identificado

comp122687_c0_seql
comp143758_c0_seql
comp143012_cl_seql
comp143962_c0_seql

comp141226_c0_seql

comp137088_c0_seql
comp135710_cl_seqd
comp138318_cl1_seql
comp130481_c0_seql
comp135402_c0_seql
comp137559_c1_seql
comp144343 c0_seq5
comp142376_c0_seq2
comp136507_c0_seq2
comp142376_c0_seq2
comp126431_c0_seql
comp140810_c0_seql
comp144308_c0_seql
comp140273_c0_seq3
compl41711_c0_seq2

(%)
69
35
29
32

35

35
33
50
36
63
57
40
36
34
34
47
35
31
32
30

e-value

5.06E-55
4.69E-36
1.12E-22
3.12E-16

2.07E-14

5.98E-14
1.51E-13
1.44E-156
5.65E-04
5.42E-145
0
6.53E-155
1.28E-86
6.21E-41
8.56E-24
2.36E-87
2.53E-40
4.05E-30
1.07E-29
4.42E-19

Homologia del
Transcripto

SAA
CRP/SAP
Solute carrier family 2
Pentraxina 4

Receptor pentraxina
neuronal

Pentraxina neuronal
Pentraxina neuronal
WAP65/HPX
Hepcidina
Intelectina
Transferrina
Melano Transferrina
Melano Transferrina
Proteina de matriz
Melano Transferrina
Haptoglobina
Maspl
Masp2
Proteasa de Serina 33
IL1B

Resultados BLASTp
Base de datos: nrNCBI (primer HIT)

Cédigo de acceso

CEG62717.1
XP_006631035.1
XP_010739533.2
XP_006001516.1

XP_023670199.1

XP_006635265.1
XP_015215559.1
XP_015219463.1
XP_006641712.1
XP_015222783.1
XP_015217073.1
XP_014340192.1
XP_014344920.1
XP_015216849.1
XP_014344920.1
XP_020344734.1
XP_015217030.1
XP_015192366.1
NP_001090463.1
CEG62716.1

Identidad
(%) e-value
70 6.00E-52
56 1.00E-81
78
56
57 0
85
80
56
46 2.00E-13
63 3.00E-155
59 0
68 3.00E-159
66 0
80 0
66 0
51 6.00E-99
79 0
66 0
54 1.00E-84
42 3.00E-47

Tabla 2.2. Identificacion de los homdlogos de potenciales PFA en el transcriptoma de la larva de esturién siberiano
(Acipenser baeri)
Utilizando la secuencia de SAA, CRP/SAP, WAP65/HPX, Hepcidina, Intelectina, Transferrina, Haptoglobina e IL1B de pez
zebra se realizaron budsquedas en el transcriptoma de larva de esturidn siberiano empleando el algoritmo BLASTp. Se indica
el cédigo del o los transcriptos encontrados, su identidad de secuencia y e-value respecto a la secuencia de pez zebra
empleada en la busqueda. Las secuencias de los transcriptos encontrados se tradujeron y analizaron por BLASTp contra la
base de proteinas no redundantes de NCBI (nrNCBI). Se indica el nombre y cédigo de acceso de la proteina identificada en
primer lugar, el porcentaje de identidad de secuencia y el e-value correspondiente. En negrita se resaltan los transcriptos
del esturién siberiano cuyo analisis permitié identificarlos como homodlogos de las PFA buscadas.
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Resultados BLASTp

Base de datos: transcriptoma de génada LETIECR LR

Base de datos: nrNCBI (primer HIT)

Potencial PFA de esturién chino
Transcripto Identidad e-value Homologia del Codizo de acceso Identidad e-value
identificado (%) Transcripto & (%)
CRP/SAP m.59633 35 7.61E-35 CRP/SAP XP_006631035.1 57 5.00E-83
CRP/SAP m.106626 32 2.56E-26  Anhidrasa carbdénica XP_015192367.1 65 3.00E-80
CRP/SAP m.101536 33 3.76E-18 Pentraxina 4 XP_006001516.1 72 5.00E-115
CRP/SAP m.49188 28 4.69E-14  Pentraxina neuronal XP_006635265.1 87 0

Tabla 2.3. Identificacion del homélogo de la CRP/SAP en el transcriptoma de génada de esturién chino (Acipenser
sinensis)

Utilizando la secuencia de CRP/SAP de pez cebra se realizaron blsquedas en el transcriptoma de drganos inmunes del
esturion chino empleando el algoritmo BLASTp. Se indica el cddigo de los transcriptos encontrados, su identidad de
secuencia y e-value respecto a la CRP/SAP de pez cebra. Las secuencias de los transcriptos encontrados se tradujeron y
analizaron por BLASTp contra la base de proteinas no redundantes de NCBI (nrNCBI). Se indica el nombre y cddigo de acceso
de la proteina identificada en primer lugar, el porcentaje de identidad de secuencia y el e-value correspondiente. En negrita
se resaltan los transcriptos del esturién chino cuyo analisis permitié identificarlos como homadlogos de CRP/SAP

En el caso de la SAA, el andlisis de los transcriptomas traducidos de dérganos inmunes del
esturion chino (Tabla 2.1) y de larva del esturidn siberiano (Tabla 2.2) permitié encontrar una Unica
secuencia en cada uno de ellos con homologia a la SAA de pez cebra. Ambas secuencias mostraron
alrededor de un 70% de identidad respecto a la SAA de teledsteos en el andlisis por BLASTp contra la
base nrNCBI. El alineamiento de las secuencias de esturidn junto a las SAA de peces teledsteos, raton
y humano permitid verificar que las secuencias encontradas estan completas, presentan el péptido
sefial que permite su excrecion al medio extracelular, asi como el dominio Pfam 00277 y la secuencia
huella o firma caracteristica de SAA. Esto confirmd que dichas secuencias del esturion son homédlogos
de SAA (Figura 2.1a). Asimismo, este alineamiento mostrd que la SAA es una proteina muy conservada
en vertebrados y esto se extiende a los esturiones. A continuacidn, se alinearon los transcriptos
correspondientes a las secuencias identificadas en el esturién chino y siberiano (Figura 2.1b),
observandose un porcentaje de identidad mayor al 97.0%, con sélo 13 cambios puntuales en la
secuencia nucleotidica, en un total de 438 pb. Este nivel de conservacién entre ambas especies
permitio disefiar cebadores para amplificar, clonar y secuenciar el homaélogo de la SAA madura del
esturion ruso. Como se observaron 2 cambios puntuales en el extremo 5’ de las secuencias, se
disefiaron 2 cebadores directos para maximizar las chances de amplificacion.

Respecto a la CRP/SAP, empleando la secuencia de pez cebra se encontraron un total de ocho
secuencias que presentaban niveles significativos de homologia en los transcriptomas traducidos de
los organos inmunes y de la gonada del esturién chino (Tablas 2.1 y 2.3, respectivamente). Sin
embargo, el andlisis de estas secuencias por BLASTp contra la base nrNCBI mostré que soélo dos de
estas secuencias podrian corresponder a la CRP/SAP. Las secuencias identificadas en el transcriptoma
de 6rganos inmunes se descartaron porque se dedujo que estos transcriptos fueron incorrectamente
ensamblados y se conservd la secuencia identificada en el transcriptoma de génada. Asimismo, el
analisis a partir del transcriptoma traducido de larva de esturién siberiano permitié encontrar seis
secuencias con homologia a la CRP/SAP de pez cebra, pero sélo una de ellas mostré un nivel
estadisticamente significativo de identidad al realizar el BLASTp contra la base nrNCBI (Tabla 2.2). El
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alineamiento de estas secuencias de esturidn chino y siberiano junto a la CRP/SAP de peces teledsteos
modelo mostré que estas proteinas estan muy conservadas en los peces (Figura 2.2a). Ademas, se
observé que las secuencias de esturidn identificadas estan completas, presentan el péptido sefial y
dos elementos caracteristicos de estas pentraxinas (dominio Pfam 00354 y la secuencia huella) que
contribuyen a apoyar su identificacion como un homadlogo de CRP/SAP. Por otra parte, al alinear las
secuencias nucleotidicas correspondientes a los transcriptos identificados en los dos esturiones
(Figura 2.2b), se observé un alto grado de conservacion (97.4% de identidad), con sélo 21 cambios
puntuales en un total de 822 pb, lo cual permitid disefiar cebadores para amplificar, clonar y
secuenciar el homdlogo de la CRP/SAP del esturién ruso.

Por otra parte, siguiendo la misma estrategia se encontré una Unica secuencia con homologia
a la WAP65/HPX de pez cebra, tanto en el transcriptoma traducido de los érganos inmunes del
esturion chino como en el de la larva del esturidn siberiano (Tablas 2.1 y 2.2, respectivamente); en
ambos casos las secuencias identificadas mostraron homologia respecto a las WAP65/HPX de peces
cuando se realizé un BLASTp contra la base nrNCBI. Del alineamiento de estas secuencias con las
correspondientes a la WAP65/HPX de otros teledsteos se dedujo que esta proteina estd muy
conservada en los peces (Figura 2.3a). Ademas, las secuencias identificadas en los esturiones chino y
siberiano estan completas, poseen un péptido sefal y cuentan con dos dominios Hemopexina
caracteristicos de estas proteinas, lo cual también contribuyé a confirmar su identidad como
homélogo a WAP65/HPX. El alineamiento de los transcriptos de esturién chino y siberiano (Figura
2.3b) mostré que la secuencia del esturion siberiano carece de una regidn de 18 nucledtidos que no
afecta el marco de lectura. Salvo esta diferencia, ambas secuencias estan muy conservadas existiendo
35 cambios puntuales en un total de 1368 pb (secuencia de esturidn siberiano), lo cual corresponde a
una identidad de secuencia mayor al 97.4%. Nuevamente, este nivel de conservacion permitio disefiar
cebadores para amplificar, clonar y secuenciar el homadlogo de la WAP65/HPX del esturion ruso (Figura
2.3b).

En el caso de la Hepcidina se encontré una Unica secuencia con homologia a dicha PFA en
ambos transcriptomas (Tablas 2.1y 2.2). Al alinear ambas secuencias de esturion junto a la Hepcidina
de peces teledsteos, ratdon y humano se observé que las secuencias identificadas en los esturiones
estan completas, tienen un tamafio muy similar a las de otros peces y presentan el mayor nivel de
conservacion en la regidon C-terminal (Ultimos 25 aminodcidos) que corresponde a la proteina madura
(figura 2.4a). Se conoce que las Hepcidinas son sintetizadas como prepropéptido, siendo el péptido
sefial eliminado en el reticulo endoplasmatico y el propéptido una vez que la proteina se encuentra
en circulacién'®, Asi, en las secuencias de esturidén chino y siberiano se identificé la secuencia
correspondiente al péptido de transito (1-21), al propéptido (22-64) y a la proteina madura (65-91).
Ademas, las secuencias de esturion contienen el dominio Pfam 06446 caracteristico de estas
proteinas. En conjunto, estas observaciones confirmaron que dichas secuencias corresponden a un
homadlogo de la Hepcidina. El alineamiento de los transcriptos correspondientes a las secuencias
identificadas en esturién chino y siberiano (Figura 2.4b), mostré que son idénticas en un 98.5%, con
solamente 4 cambios puntuales en un total de 270 pb y que la porcién codificante de la Hepcidina
madura es idéntica en ambas especies. En este escenario fue posible disefiar cebadores para
amplificar, clonar y secuenciar el homdlogo de la Hepcidina madura del esturion ruso.

También se identific6 una secuencia homédloga a la Intelectina de pez cebra en los
transcriptomas traducidos de los érganos inmunes del esturién chino y de la larva del esturidn
siberiano (Tabla 2.1 y 2.2). En este caso, el alineamiento de las secuencias de las Intelectinas de
esturion con la de peces teledsteos modelo (Figura 2.5a) mostrd que dicha proteina del esturion
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siberiano esta completa mientras que a la Intelectina de esturidn chino le faltan 33 aminoacidos en el
extremo N-terminal. De todas maneras, ambas secuencias cuentan con el dominio fibrinégeno tipico
de estas proteinas y estan muy conservadas respecto a las secuencias de otros peces, lo cual sugiere
gue se trata de un homadlogo de la Intelectina. Por otro lado, como se observa en la Figura 2.5b la
secuencia nucleotidica codificante es muy similar en ambos esturiones, existiendo 32 cambios
puntuales en un total de 882 pb (secuencia esturidén chino), lo cual corresponde a una identidad de
secuencia del 96.4%. Debido a que no se pudo determinar la secuencia completa para ambos
esturiones, se disefiaron cebadores para amplificar esta proteina homdloga a partir de su dominio
fibrindgeno.

En el caso de la Transferrina se encontré una Unica secuencia homdloga en ambos
transcriptomas traducidos (Tabla 2.1 y 2.2). Al alinear la Transferrina de esturién chino y siberiano
junto a las Transferrinas de peces teledsteos modelo (Figura 2.6a) se observd que ambas estan
completas y muy conservadas respecto a los demas peces. A su vez, las secuencias identificadas en el
esturion cuentan con los dos dominios tipicos de estas proteinas, poseen los residuos responsables
de unir Fe™ (en donde la identidad de secuencia entre todas las especies es cercana al 100%) y un
péptido de transito para su excrecidon al medio extracelular. Estas observaciones permiten corroborar
qgue efectivamente las secuencias identificadas corresponden a un homélogo de la Transferrina en
esturion. En la Figura 2.6b se observa el alineamiento nucleotidico de la regién codificante de estos
homadlogos para el esturién chino y siberiano. La secuencia de esturion siberiano presenta 2 regiones
ausentes de 3 nucledtidos cada una que no afectan el marco de lectura y 47 cambios puntuales en un
total de 2008 pb (secuencia esturién siberiano) lo cual corresponde a una identidad de 97.7% respecto
a la secuencia del esturidn chino. Esta elevada conservacién permitid el disefio de cebadores para
amplificar, clonar y secuenciar el homodlogo de la Transferrina madura del esturién ruso.

El andlisis para la Haptoglobina permitid identificar una Unica secuencia con homologia a la
Haptoglobina de pez cebra tanto en el transcriptoma traducido de los drganos inmunes del esturién
chino (Tabla 2.1) como en el de la larva de esturidn siberiano (Tabla 2.2). Ambas secuencias cuentan
con el dominio tripsina tipico de estas proteinas, sus secuencias codificantes estan completas (aunque
carecen de 20 aminoacidos en el extremo C-terminal cuando se las compara con las secuencias de
peces teledsteos) y muy conservadas respecto a la Haptoglobina de otros peces teledsteos (Figura
2.7a). Estos resultados permitieron confirmar que dichas secuencias corresponden a homadlogos de
Haptoglobina. Al alinear las secuencias nucleotidicas de la Haptoglobina de ambas especies de
esturion, se observd una identidad de secuencia del 98%, detectandose 18 cambios puntuales en un
total 882 pb (Figura 2.7b). En este caso las secuencias obtenidas se utilizaron para disefiar cebadores
para amplificar regiones conservadas que permitan el andlisis de su expresién en el esturidn ruso.
Corresponde mencionar que el desarrollo del trabajo demostré que ésta era una alternativa razonable
ya que, como se desprende de estos analisis y como se vera mas adelante, la secuencia de las PFA esta
muy conservada entre el esturidn chino, siberiano y ruso.

Por otro lado, se buscaron en los transcriptomas disponibles homadlogos de varias citoquinas
proinflamatorias, incluyendo la IL1B, IL-6 y TNFa con el objetivo de poder cuantificar la generacién de
estos mediadores inflamatorios en el esturién ruso. A partir de los datos de transcriptomica
disponibles se logré identificar Unicamente secuencias homdlogas a la IL1B, en ningln caso se
encontraron homadlogos de IL6 o el TNFa. Respecto a la IL1B, se encontraron dos secuencias en el
transcriptoma traducido de los drganos inmunes del esturidn chino (Tabla 2.1, pero una de estas fue
parcial y se descartd). Por otro lado, al analizar el transcriptoma de larva de esturién siberiano (Tabla
2.2) se encontrd solamente una secuencia con homologia a la IL1 de pez cebra. El alineamiento de
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ambas secuencias de esturidn junto a la IL1p de peces teledsteos modelo mostrd que estan completas,
cuentan con el dominio que caracteriza a las interleuquinas de la familia IL1/IL18 y ademads estan
conservadas respecto a las IL1B de teledsteos (Figura 2.8a), verificando de esta manera la identidad
de las secuencias encontradas. A su vez, en estos homologos se identifico la region correspondiente
al propéptido de la IL1B. Al alinear las secuencias nucleotidicas del esturidon chino y siberiano
homadlogas IL1B (Figura 2.8b) se observé la ausencia de 15 nucledtidos en el esturidon chino que no
afecta el marco de lectura. A su vez se detectaron 37 cambios puntuales en un total de 849 pb
(esturién chino) lo cual corresponde a una identidad de secuencia del 95.6% entre ambas especies.
Dada la identidad de secuencia observada, resultd posible disefiar cebadores para amplificar regiones
conservadas que permitirian analizar la expresién de IL1B en el esturion ruso.

En sintesis, en base a la informacidn publica sobre transcriptomas de los esturiones chino y
siberiano y a la aplicacion de herramientas bioinformaticas se logré identificar la secuencia codificante
completa de varios homélogos de proteinas candidatas a PFA en los esturiones chino y siberiano,
incluyendo la SAA, CRP/SAP, WAP65/HPX, Hepcidina, Transferrina y Haptoglobina (Tabla 2.4).
Ademas, se identificaron dos secuencias, una completa y otra parcial, de homdlogos de la Intelectina
en los esturiones siberiano y chino, respectivamente. El andlisis de todas las proteinas condujo a la
identificacion de un Unico transcripto homélogo por especie, lo cual es esperable ya que las busquedas
en los transcriptomas se realizaron sobre los unigenes y no sobre el total de transcriptos existentes.
Cabe mencionar que los unigenes fueron definidos, en los tres transcriptomas analizados, como el
transcripto mas largo, por lo cual no seria posible encontrar eventuales isoformas de estas proteinas
generadas por corte y empalme (splicing alternativo) o duplicaciones génicas. A pesar de la posible
pérdida de isoformas, resulté muy alentador haber identificado en las dos especies de esturion
analizadas, los transcriptos de varios homologos de proteinas candidatas a PFA y haber podido
constatar que sus secuencias son practicamente idénticas.

Potencial PFA  Secuencias identificadas Resultados Blastp NCBI Tamaiio Proteina (kDa)

Chino Siberiano Cobertura e-value Identidad Completa Esturion Pez cebra
SAA X X 100% 4.00E-52 70% Si 13.2 13.6
CRP/SAP X X 86% 2.00E-82 52% Si 26.8 25.0
WAP65/HPX X X 100% 0 57% Si 53.5 51.0
Hepcidina X X 79% 3.00E-14 48% Si 9.9 10.5
Intelectina X X 100%  9.00E-157 70% S| 36.0 36.2
Transferrin X X 98% 0 58% Si 77.3 74.6
Haptoglobina X X 99% 5.00E-98 51% S| 32.7 335
IL1B X X 82% 2.00E-47 43% S| 31.7 31.0

Tabla 2.4. Potenciales PFAs identificadas en los transcriptomas de esturion (Acipenser)

Se indican los homélogos de PFAs que fueron identificados en los transcriptomas del esturion chino y siberiano. Se muestra
el nivel de cobertura, e-value y el porcentaje de identidad para cada homédlogo de esturidn respecto a peces teledsteos,
obtenidos mediante el analisis por BLASTp contra la base de datos de proteinas no redundantes del NCBI. Los resultados
corresponden a la proteina con mayor homologia (primer hit). Se muestra también la masa molecular teérica (kDa) de los
homoélogos identificados en el esturién (calculado en Expasy) y de las proteinas del pez cebra (extraido de Uniprot). En
ambos casos la masa molecular corresponde a las proteinas completas (incluyendo el péptido de transito y/o propéptido).
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Por un lado, este hecho sugiere que las secuencias encontradas fueron correctamente
ensambladas a partir de datos crudos de transcriptémica de novo, los cuales provienen de
experimentos independientes con diferentes especies de esturidn, érgano y estadio de desarrollo.
Ademas, el alto nivel de conservacidon observado entre las dos especies de esturidn, las cuales
divergieron hace 121 millones de afios, hace pensar que estas secuencias también estén conservadas
en el esturidn ruso cuyo ultimo ancestro comun con el esturidn siberiano ocurrié hace unos 24
millones de anos (Figura 1.3). También es importante resaltar la elevada conservacién entre las
secuencias de esturidn y las correspondientes PFA de peces teledsteos, raton y humano. Finalmente,
los resultados obtenidos permitieron disefar cebadores complementarios para amplificar las
candidatas a PFA de esturién ruso evitando la utilizacion de cebadores degenerados.
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(a)

SAA_(A._sinensis) LYLCALV--LCLVLGAQAQWYRYPGQALGGAYDBMGRA HMV DA ARG IGPGGRWAAE VI SF-RGSGHE NGGDPNHYRPAGLP SK¥ 121
SAA_(A._baerii) LYQSALV--LCLVLGAQAQWYKFPGQALGGAYBMGRAYKHM I DA ARG IGPGGRWAAE VI SF-RGSGHE NGGDPNDYRPAGLP SK¥ 121
SAA_(D._rerio) LLLAVILV--MFMVVEAQAQWYRFPGEAAGGAKBMWRAYQHMK EA ARG IGPGGYWAAK VI NGGDPNKYRPKGLP | KN 121
SAA_(S._salar) LLLAGLV--LTLVVGAQAQWYRFPGEAARGAKBMWRAYGDMKDA ARG IGPGGRWAAAVII NGGDPNRYRPNGLPRNY 121
SAA_(O._mykiss) LLLAGLV--LTLVVGAQAQWYRFPGEAAQGAKBMWRAY.GDMKDA ARG IGPGGRWAAT VI NGGDPNR FRPQGLPKNY 121
SAA_(C._carpio) LILAVLVLALVLVVETQAQWHRYPGQA | GGAKBMWRAY R DMR KA ARG IGP GGRWAAK VI NGGNPNRYRPRGLPKKN¥ 123
SAA_(P._formosa) MLLAGIV--LIFIAGSEAHWYNFPGEAAQGAGPBMW SAYIQDMK ES ARG GPGGVWVAEV I SGGDPINRYRPKGLPEKY 121
SAA_(L._oculatus) VCLAVILV-- LCWAVGAQAQWYMFPVEAARGAGDBMW SAY|DDMR EA| ARG IGP GGKWAAE VI DGGDLSKYRP KDLP EKM 122
SAA_(T._nigroviridis) LLLAAIV--LVFLVEANAQWYKFPGQAVRGSHBMYRAYRDMRKA ARG IGP GGRWAAK VI Al NGGNPNVYRPRGLPRRY 121
SAA-A1_(M._musculus) LLTS-LVFCSLLLGVCHGGFFSFVHEAFQGAGBMWRAY TDMK EA ARG IGPGGVWAAEKI A SGKDPNYYRPPGLPDKY 122
SAA-A1_(H._sapiens) LLTG-LVFCSLVLGVSSRSFFSFLGEAFDGARBMWRAYSDMR EA ARG IGPGGVWAAEAI RF-FGHGAE SGKDPINHFRIPAGLP EKN 122

Conservacion

86672 --56677373439749638 63 83 66 25 468 678 6 5 3 8 34 87 45 32-244 26 43 3 3 7 58692 35 26

(b) \ Cebador directo

saa_(A._baerii) 1 g a c t AGET AA| Al 139
saa_(A._baerii) 140 Al cad 278
saa_(A._baerii) 279 G 366

Cebador reverso \

Figura 2.1. Alineamiento de homélogos de SAA

(a) Alineamiento aminoacidico de homélogos de la SAA del esturion chino (Acipenser sinensis), esturiéon

siberiano (Acipenser baerii) y de otras especies: peces teledsteos [pez cebra (Danio rerio, cédigo: Q64219), salmdn atlantico
(Salmo salar, cédigo: BOEPA2), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss, cédigo: NP_001117908.1), carpa (Cyprinus carpio,
codigo: BAA36700.1), molly amazédnica (Poecilia Formosa, cédigo: XP_007577171.1), catan pinto (Lepisosteus oculatus,
codigo: W5MIJ6), pez globo de agua dulce (Tetradon nigroviridis, codigo: Q4SI54)]; y la SAA Al de ratén (Mus musculus,
codigo: P0O5366) y humana (Homo sapiens, cédigo: PODJI8). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega.
Los colores y su intensidad ilustran el grado de identidad de las secuencias. Bajo el alineamiento, los bloques de tonalidad
amarilla esquematizan el grado de conservacidn a lo largo de la secuencia. La barra roja indica el péptido de transito el cual
abarca los aminoacidos 1-18 (predicho con el programa SignalP 4.0), la barra verde el dominio que abarca los aminodacidos
22-121 (caracteristico de la familia SAA, definido como Pfam 00277) y la barra negra el motivo que abarca los aminoacidos
55-71 correspondiente a la secuencias firma de la familia de las SAA (ARGNY-(ED)-AX-(QKR)-RGXGGXWA, definido como
PS00992 en Prosite).

(b) Alineamiento nucleotidico de la secuencia codificante de los homélogos de la saa del esturion chino (Acipenser
sinensis) y del esturidn siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, la
secuencia en minuscula corresponde al péptido de transito, la secuencia en mayuscula corresponde a la proteina madura.
En azul y celeste se marcan los nucleétidos idénticos y diferentes en ambas secuencias, respectivamente. En rojo se indica
la region de hibridacién de los cebadores disefiados para el clonado por RF-cloning.
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(a)

CRP/SAP_(A._sinensis) 1 - ------ MKKLVLLIFALLRGCLGSPED|LQGKVFSFPEDSDTAYVKILTTDKEEP LQAVVELRY ISDLTRALT--LFSLAflPSEDNAFLLFKQKPGLYQPHFGNKVIDLTEVLEEKGLPGWVHVEVTWESSSGMAQ 126
CRP/SAP_(A._baerii) 1 ------- MKKLVFLIALLRGCLGSPEDLQGKVFSFPEDSDTAYVKLTTDKEEP LQAVIVELRY ISDLTRALT--LFSLAMPSEDNAFLLFKQKPGLYQPHVGPKVIDFTEVLEEKGLPGWVHVEVTWESSSGIAQ 126
CRP/SAP_(D._rerio) 1----MLAPVVLFFCLLY-LTPATTEVGLAGKVLLFPYETDFSYVKLTPKKPLGLSAFELEMRVATELQGERQ ! I LFAYREPDF-DELNLWREKDGRVSFYLSGDGAFFN-LPP--LSTFRTHLELSWSSRTGLAA 126
CRP/SAP_(S._salar) 1MESVLKWMEKLLFLLVLTYGCYGEPQDLSGKKF I IPVETSDSFVKLSDNVLKPVIAMEMEQRFFTEVQRDQS--LFSLARPSDSKDINLCLQSKGGYKLNIRGNSVTINGLPE--NRNGWISFEVTWDSKTGLTQ 131
CRP/SAP_(C._carpio) 1---MMLVPVVLFFCLLLSLTAAATEVGLVGKVLLFPTKTNTSFVALTPEKPLSLSAFELEMRVATELQGERET I LFAYREQDY-DELNVWREKDGRLSFYLSGSGAFFN-LPA--LSTFGTHLELTWDSETGLSA 128

CRP/SAP_(L._oculatus) 1 - ------ MEKVVFLLT-LLACGSGEQDLSGKILVFPEESKANYVKLVPKKEAPLRALTACFHYASDIQRGYC--LFSLAWEEQDNAFLIFKNKLGEYEVITNSKSIFFYGVPEQNDLQRWTHLEVTWESDSGLVQ 125

CRP/SAP_(C._harengus) 1 ME-TTIAKNVLILLLVYFTQSSAEHKDLSGQMFTFPVESDTAHVILVPNQSKSLTAVIVELRFFSDLTRALS--LLSFARPAHPNSFILYKQANSVYEINEYDNIALFKGLED--1PNQWNSVEATWNSQTGIAQ 130
CRP/SAP_(E._lucius) 1MDSLIKWMKTVSFLLALIYGCYGRPQDLSGTKF I IPVETSNSFMKILTGNFSKPITAMEMEQRFFTDVQRDQS--LFSLAEPSNAKDINLLLQSSGGYQLSIRGDSVIFRGMPE--NRNAWI SFEFTWDSKTGLNQ 131

Conservacion

7777777 4359488:610366473235 5 65858 3684377 4 645322693 7 7 68668 84444-- 5;4 543-5486965741826452334457385-833--32633647 68 6 48 66
. ] L
CRP/SAP_(A._sinensis) 127 LW I NGKGSVRKGLNRGRSLQGKPSVVL EQDSYGGKFDKTASFVGQ | SDVHM RVLSPCEIC-AA-NEGSYFQP VLNWAALQYTMHCYVLLEKMVPTYNSCNNNNNNNRETTC 241
CRP/SAP_(A._baerii) 127 LW I NGKGSVRKGLNRGRSLQGKPSVVL EQDSYGGKFDKS@SFVGQ ! SDLHM RALSPCEIC-AA-NEGSYFQP VLNWAALQYTMHGYVLLEKMVPTYNSCNNNNNNNRDTTC 241
CRP/SAP_(D._rerio) 127 FWVDGRRSAFQLYKPGHSIRPQGTALL DPDKLLGDFETVRSFAGELTDLNM [YVLTGNQIKALYFNHAQRVPKANVFEWSSIEYEIKGNVMLVTQDD--------------=--— 225
CRP/SAP_(S._salar) 132 MWANGRRSASK | LKPNGPINGKPSI IL NQGSYGGGFVASQSFVGDVTDVHF SVISPCQIK-LY-MQGKNFTP I LNWKALEFTTGGGVFKEISDY---TC---------—-—-~- 231
CRP/SAP_(C._carpio) 129 FWMNGHRSTFQLYRKGHSIRPGGTVLL DPDNYLGAFEVEQSFVGEITDVHM HVLSGSQIMAVYSNQEPYVPK VFDWNT IKYEINGSVLVVQES - - - - - - - 227
CRP/SAP_(L._oculatus) 126 LWVNGKES | KKGGSRSIPISGKPFIVL EQDSYGGSFDKS@CLVGQMSNVHM RVLSPCEIQ-DV-HLGTGFDP ILSWKSMSFEITGYVI LNGMTDKN-KCHTSSLDPTKV-- 237
CRP/SAP_(C._harengus) 131 LW I NGKPSTRKGIRRGSDISGMPS I I L EQDSYGGKFDKT@SFVGMI TDVHM SVLPYPEIA-LYMNRIPQKTD, VINWRSLDFTTKGYVIVEDQELVGVLEPQMKSE- -~~~ - 240
CRP/SAP_(E._lucius) 132 IWANGRRSAWK | LKVNGPILIGKPS I 1L NQGCSYGGGFVAFQSFTGDITDVHE TMISPCQIK-LY-MQGKNFIP SINWQAMEFTAGEKMFEQLSDF---SC-----------~ 231
Conservacion
IV sl Bell,w s o bl o ol et 000 o e e
8 78 82 6377553725+374757 775577 3 442 787 588895 4716468 4-35-43333433 586 4794966343 834243 ------- - mmmmmmm-—

\ Cebador directo
cpr/sap_(A._baerii) 1 t Al Al 136
cpr/sap_(A._baerii) 137 272
crp/sap_(A._sinensis) 273 [@T AAT] Al G| Al Al G [« 408
cpr/sap_(A._baerii) 273 |@G CCG| T AT {q G Al Al 408
cpr/sap_(A._baerii) 409 Ci Al T T Cl 544
crp/sap_(A._sinensis) 545 u 680
cpr/sap_(A._baerii) 545 c| 680
cpr/sap_(A._baerii) 681 c 726

Cebador reverso  \

Figura 2.2. Alineamiento de homélogos de CRP/SAP

(a) Alineamiento aminoacidico de homélogos de la CRP/SAP del esturién chino (Acipenser sinensis), esturién

siberiano (Acipenser baerii) y de otras especies: peces teledsteos [pez cebra (Danio rerio, cédigo: A3KPG7 ), salmdn
atlantico (Salmo salar, cédigo: NP_001134140.1 ), carpa (Cyprinus carpio, codigo: BAB69039.1), catan pinto (Lepisosteus
oculatus, cédigo: XP_006631034.1), arenque del atlantico (Clupea harengus, cédigo: XP_012685260.1) y lucio (Esox lucius,
coédigo: XP_010899529.1)]. Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega. Los colores y su intensidad
ilustran el grado de identidad de las secuencias. Bajo el alineamiento, los bloques de tonalidad amarilla esquematizan el
grado de conservacidn a lo largo de la secuencia. La barra roja indica el péptido de transito que abarca los aminoacidos 1-
16 (predicho con el programa SignalP 4.0), la barra verde indica el dominio que abarca los aminoacidos 24-219 caracteristico
de la familia de las CRP/SAP (definido como Pfam 00354), y la barra negra el motivo que abarca los aminoacidos 113-120
correspondiente a la secuencias firma de las CRP/SAP H-x-C-x-[ST]-W-x-[ST] (definido como PS00289 en Prosite).

(b) Alineamiento nucleotidico de la secuencia codificante de los homélogos de la crp/sap del esturién chino (Acipenser
sinensis) y del esturién siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, la
secuencia en minuscula corresponde al péptido de trénsito, la secuencia en mayuscula corresponde a la proteina madura.
En azul y celeste se marcan los nucleétidos idénticos y diferentes en ambas secuencias, respectivamente. En rojo se indica
la regidn de hibridacion de los cebadores disefiados para el clonado por RF-cloning.
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(a)

WAPGE5/HPX_(A._sinensis)
WAP65/HPX_(A._baerii)
WAPG65/HPX_(D_rerio)
WAPG5/HPX_(S._Salar)
WAP65/HPX_(O._mykiss)

WAPG5/HPX_
WAP65/HPX_(I._punctatus)

Conservacion

WAPG65/HPX_(A._sinensis)
WAP65/HPX_(A._baerii)
WAP65/HPX_(D_rerio)
WAP65/HPX_(S._Salar)
WAP65/HPX_(O._mykiss)
WAP65/HPX_(C._carpio)
WAPGE5/HPX_(E._lucius)
WAPGE5/HPX_(P._formosa)
WAPG65/HPX_(T._rubripes)
WAP65/HPX_(I._punctatus)

Conservacion

WAP65/HPX_(A._sinensis)
WAP65/HPX_(A._baerii)
WAP65/HPX_(D_rerio)
WAP65/HPX_(S._Salar)
WAP65/HPX_(O._mykiss)

WAP65/HPX_(C._carpio)
WAP65/HPX_(E._lucius)
WAP65/HPX_(P._formosa)

WAPG65/HPX_(T._rubripes)
WAP65/HPX_(I._punctatus)

Conservacion

WAPG65/HPX_(A._sinensis)
WAP65/HPX_(A._baerii)
WAP65/HPX_(D_rerio)
WAPG5/HPX_(S._Salar)
WAP65/HPX_(O._mykiss)
WAP65/HPX_(C._carpio)
WAP65/HPX_(E._lucius)
WAPGE5/HPX_(P._formosa)
WAPG65/HPX_(T._rubripes)
WAP65/HPX_(I._punctatus)

Conservacion

(b)

wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._sinensis)
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Figura 2.3. Alineamiento de homélogos de WAP65/HPX

(a) Alineamiento peptidico de homélogos de la WAP65/HPX del esturién chino (Acipenser sinensis), esturion

siberiano (Acipenser baerii) y de otras especies: peces teledsteos [pez cebra (Danio rerio, cddigo: XP_005173505.1 ),
salmon atlantico (Salmo salar, cédigo: XP_014007262.1 ), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss, cédigo: XP_021464322.1
), carpa (Cyprinus carpio, cédigo: BAB60809.1 ), molly amazdnica (Poecilia Formosa, cédigo: XP_007541749.1 ), catan pinto
(Lepisosteus oculatus, codigo: XP_015219463.1), pez globo (Takifugu rubripes, cédigo: NP_001027761.1) y bagre de canal
(Ictalurus punctatus, coédigo: NP_001187178.1)]. Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega. Los
colores y su intensidad ilustran el grado de identidad de las secuencias. Bajo el alineamiento, los bloques de tonalidad
amarilla esquematizan el grado de conservacién a lo largo de la secuencia. La barra roja indica el péptido de transito que
abarca los aminodcidos 1-19 (predicho con el programa SignalP 4.0), la barra verde indica el primer domino de la
superfamilia Hemopexina-like (IPR0O36375, CDD) que abarca los aminoacidos 62-250, y la barra verde claro el segundo
dominio Hemopexina-like que abarca los residuos 266-453.

(b) Alineamiento nucleotidico de la secuencia codificante de los homdélogos de la wap65/hpx del esturiéon chino
(Acipenser sinensis) y del esturidn siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal
Omega, la secuencia en minuscula corresponde al péptido de transito, la secuencia en mayuscula corresponde a la proteina
madura. En azul y celeste se marcan los nucledtidos idénticos y diferentes en ambas secuencias, respectivamente. En rojo
se indica la region de hibridacion de los cebadores disefiados para el clonado por RF-cloning.
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Hepcidina_(A._sinensis) 1 MKL 1SA1--VLIVELSVWTRASNSVPLSETEDQDREQHLSSVNDQQTAVSTEAHGPLSSLLL
Hepcidina_(A._baerii) 1 MKL ISA1--VLIVLLSVWTRASSSVPLSETEDQDRQQHLSSVNDQQTAVS TEAHGPLSSLLL
Hepcidina_(D._rerio) 1 MKLSNVFLAAVVILTCVCVFQITAVPF IQQVQDEHHVESEELQENQHLTEAEHRQTDPLVLF
Hepcidina_(S_salar) 1 MKAFSV--AVVLVIACMF I LESTAVPFSEVR-TEEVGSFDSPVGEHQQPGGES--MHLPEPF
Hepcidina_(O._mykiss) 1 MKAFSVAVAVVVVLACMF I LESTAVPFSEVR-AEEVGS IDSPVGEHQQPGSES--MHLPEHF
Hepcidina_(C._carpio) 1 MKLTRVALAAAVVITCVCFLQTAAVPFTQQTEDEHHVESEAPQENQHLTETSQEQTNPLAFF
Hepcidina_(P._formosa) 1 MKAFS IAVAVTLVLAFVC I VQSSAVPFTGVGELEEAGGNDTPVEAHQE VSMES - -WMMP KHYV|
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Hepcidina_(H._sapiens) 1 MALSSQIWAACLLLLLLLASLTSGSVFPQQTGQL AELQPQ--DRAGARASWMPMFQR|
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hamp_(A._baerii) 1 ] a c 135
hamp_(A._sinensis) 136 a 270
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hamp_(A._sinensis) Cebador reverso
hamp_(A._baerii)

Figura 2.4. Alineamiento de homélogos de Hepcidina

(a) Alineamiento aminoacidico de homdlogos de la Hepcidina del esturion chino (Acipenser sinensis), esturion

siberiano (Acipenser baerii) y de otras especies: peces teledsteos [pez cebra (Danio rerio, cédigo: P61516 ), salmdn
atlantico (Salmo salar, cédigo: Q801Y3 ), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss, cédigo: XP_021416707.1), carpa (Cyprinus
carpio, codigo: AFY23859.1), molly amazénica (Poecilia Formosa, cédigo: AOA0O87XHIQ), catan pinto (Lepisosteus oculatus,
codigo: XP_006641712.1)] y la Hepcidina de ratén (Mus musculus, cédigo: Q9EQ21 ) y humana (Homo sapiens, cédigo:
P81172). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega. Los colores y su intensidad ilustran el grado de
identidad de las secuencias. Bajo el alineamiento, los bloques de tonalidad amarilla esquematizan el grado de conservacion
a lo largo de la secuencia. La barra roja indica el péptido de transito que abarca los aminodcidos 1-21 (predicho con el
programa SignalP 4.0), la barra amarilla indica el propéptido (predicho con el programa Prop 1.0 Server) que abarca los
residuos 22-64, la barra violeta indica la secuencia de la proteina madura que abarca los residuos 22-64 (predicho con el
programa Prop 1.0 Server) y la barra verde el dominio que abarca los aminodacidos 43-89 caracteristico de la familia
Hepcidinas (definido como Pfam 06446).

(b) Alineamiento nucleotidico de la secuencia codificante de los homélogos de hamp del esturién chino (Acipenser
sinensis) y del esturidn siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, la
secuencia en minuscula corresponde al péptido de transito y propéptido, la secuencia en mayuscula corresponde a la
proteina madura. En azul y celeste se marcan los nucleétidos idénticos y diferentes en ambas secuencias, respectivamente.
En rojo se indica la regiéon de hibridacion de los cebadores disefiados para el clonado por RF-cloning.
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Figura 2.5. Alineamiento de homélogos de Intelectina

(a) Alineamiento aminoacidico de homdlogos de la Intelectina del esturion chino (Acipenser sinensis,

secuencia parcial), esturion siberiano (Acipenser baerii) y de otras especies: peces teledsteos [pez cebra (Danio rerio,
codigo: XP_021327597.1), salmdn atlantico (Salmo salar, cédigo: XP_014001611.1), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss,
codigo: XP_021471522.1), carpa (Cyprinus carpio, codigo: XP_018962585.1), catdn pinto (Lepisosteus oculatus, cédigo:
XP_006641047.1 ), lucio (Esox lucius, codigo: XP_012992883.1) y bagre de canal (I/ctalurus punctatus, cédigo:
NP_001187175.1)]. Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega. Los colores y su intensidad ilustran el
grado de identidad de las secuencias. Bajo el alineamiento, los bloques de tonalidad amarilla esquematizan el grado de
conservacion alo largo de la secuencia. La barra roja indica el péptido de transito que abarca los aminodcidos 1-18 (predicho
con el programa SignalP 4.0), la barra verde indica el dominio fibrindgeno que abarca los aminoacidos 49-182 (esturién
siberiano) caracteristico de la familia Intelectina (definido como SM00186 en SMART).

(b) Alineamiento nucleotidico de la secuencia codificante de los homaélogos de itin del esturién chino (Acipenser sinensis)
y del esturidn siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, la secuencia en
mayuscula corresponde al dominio fibrindgeno. En azul y celeste se marcan los nucleétidos idénticos y diferentes en ambas
secuencias, respectivamente. En rojo se indica la regién de hibridacién de los cebadores disefiados para el clonado por RF-
cloning.
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Figura 2.6. Alineamiento de homologos de Transferrina

(a) Alineamiento aminoacidico de homdlogos de la Transferrina del esturion chino (Acipenser sinensis) y siberiano
(Acipenser baerii) y de otras especies: peces teledsteos [pez cebra (Danio rerio, cédigo: AOA2R8RRAG6 ), trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss, cdédigo: XP_021444253.1), salmén atldntico (Salmo salar, cédigo: NP_001117127.1), molly
amazonica (Poecilia formosa, cédigo: XP_007559512.1), catan pinto (Lepisosteus oculatus cédigo: XP_015217073.1),
barramundi (Lates calcarifer, cédigo: XP_018532175.1) y bagre de canal (/ctalurus punctatus, cédigo: XP_017350663.1)].
Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega. Los colores y su intensidad ilustran el grado de identidad
de las secuencias. Bajo el alineamiento, los bloques de tonalidad amarilla esquematizan el grado de conservacion a lo largo
de la secuencia. La barra roja indica el péptido de transito que abarca los aminoacidos 1-19 (predicho con el programa
SignalP 4.0), la barra verde indica el primer domino Transferrina (Pfam 00405) que abarca los aminodcidos 26-334 y la barra
verde claro el segundo dominio Transferrina que abarca los residuos 345-686. Las barras negras y grises indican la

secuencias firmas de union a Fe2+: (Y-x(0,1)-[VAS]-V-[IVAC]-[IVA]-[IVA]-[RKH]-[RKS]-[GDENSA] (PS00205 en Prosite) y ([YI]-
X-G-A-[FLI]-[KRHNQS]-C-L-x(3,4)-G-[DENQ]-V-[GAT]-[FYW], (PS00206 en Prosite), respectivamente.

(b) Alineamiento nucleotidico de la secuencia codificante de los homdlogos de la Transferrina del esturién chino
(Acipenser sinensis) y del esturion siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal
Omega, la secuencia en minuscula corresponde al péptido de transito, la secuencia en mayuscula corresponde a la proteina
madura. En azul y celeste se marcan los nucledtidos idénticos y diferentes en ambas secuencias, respectivamente. En rojo
se indica la regién de hibridacién de los cebadores disefiados para el clonado por RF-cloning.
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Figura 2.7. Alineamiento de homdlogos de Haptoglobina

(a) Alineamiento aminoacidico de homadlogos de la Haptoglobina del esturiéon chino (Acipenser sinensis), esturién
siberiano (Acipenser baerii) y de otras especies: peces teledsteos [pez cebra (Danio rerio, cédigo: NP_001352944.1),
salmén atlantico (Salmo salar, cédigo: AOA1S3NVC7), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss, cédigo: XP_021462825.1),
carpa (Cyprinus carpio, cédigo: XP_018945206.1), molly amazdnica (Poecilia Formosa, cédigo: AOA087XGZ0), lucio (Esox
lucius, cédigo: XP_010903145.1) y bagre de canal (Ictalurus punctatus, cédigo: W5UII5)]. Los alineamientos se realizaron
con el algoritmo Clustal Omega. Los colores y su intensidad ilustran el grado de identidad de las secuencias. Bajo el
alineamiento, los bloques de tonalidad amarilla esquematizan el grado de conservacion a lo largo de la secuencia. La barra
roja indica el péptido de transito que abarca los aminoacidos 1-17 (predicho con el programa SignalP 4.0), la barra verde el
dominio tripsina que abarca los aminoacidos 57-286 caracteristico de la familia Haptoglobina (definido como Pfam 00089)
y la barra violeta indica una region conservada entre las Haptoglobinas de los peces que abarca los aminodcidos 130-159,
en donde se disefiaron cebadores para cuantificar la expresién de hp por qPCR.

(b) Alineamiento nucleotidico de la secuencia codificante de los homdlogos de hp del esturién chino (Acipenser sinensis)
y del esturion siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega. En azul y celeste
se marcan los nucledtidos idénticos y diferentes en ambas secuencias, respectivamente. Las flechas verdes indican los
cebadores disefiados para cuantificar la expresién de hp por qPCR.
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Figura 2.8. Alineamiento de homélogos de IL13

(a) Alineamiento aminoacidico de homélogos de la IL1B del esturion chino (Acipenser sinensis), esturién siberiano
(Acipenser baerii) y de otras especies: peces teledsteos [pez cebra (Danio rerio, cédigo: EOWCW4 ), salmdn atlantico (Salmo
salar, cédigo: R4Y366 ), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss, cédigo: Q9YGD3 ), bagre de canal (Ictalurus punctatus,
codigo: Q28519 ) y pez globo (Takifugu rubripes, cédigo: H2UVE3)]. Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal
Omega. Los colores y su intensidad ilustran el grado de identidad de las secuencias. Bajo el alineamiento, los bloques de
tonalidad amarilla esquematizan el grado de conservaciéon a lo largo de la secuencia. La barra roja indica el domino
correspondiente al propéptido de il1b que abarca los aminoacidos 33-103 (Pfam 02394), la barra verde el dominio que
abarca los aminoacidos 160-283 caracteristico de la familia de interleuquinas 1/18 (Pfam 00340) y la barra violeta una
region conservada entre las IL1 de peces que abarca los aminodcidos 225-283, en donde se disefiaron cebadores para
cuantificar la expresién de il1-b por qPCR.

(b) Alineamiento nucleotidico de la secuencia codificante de los homdélogos de il1-b del esturién chino (Acipenser
sinensis) y del esturion siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega. En
azul y celeste se marcan los nucledtidos idénticos y diferentes en ambas secuencias, respectivamente. Las flechas verdes
indican los cebadores disefiados para cuantificar la expresién de il1-b por gPCR.
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2.1.2. Amplificacidn, clonado y secuenciacién de potenciales PFA del esturidn ruso

Se disefiaron y obtuvieron cebadores para amplificar la secuencia codificante de homdlogos
de la SAA, WAP65/HPX, Hepcidina y Transferrina en esturion ruso. Para estas cuatro proteinas se
decidiéo amplificar la secuencia correspondiente a la proteina madura previendo la necesidad de
expresarlas en forma recombinante de acuerdo al objetivo especifico 2 y 3 del trabajo. En el caso de
la CRP/SAP, si bien se identificé correctamente la secuencia correspondiente al péptido sefal, por
error los cebadores fueron disefiados para amplificar la secuencia codificante completa. En el caso de
la Intelectina se disefiaron cebadores para amplificarla a partir del comienzo del dominio fibrindgeno
ya que la secuencia del esturién chino se encontré incompleta.

Como se menciond anteriormente, las PFA de peces teledsteos se expresan mayoritariamente
en higado en respuesta a estimulos inflamatorios, pero también son expresadas en otros drganos de
relevancia inmunoldgica como el rifidn anterior y el bazo'°1.192, En principio, buscando maximizar la
probabilidad de amplificar los transcriptos de las potenciales PFA, las PCR se realizaron a partir de una
mezcla de ADNc de higado y bazo obtenidos de esturiones rusos a las 72 hs post inoculacion de la
bacteria A. hydrophila muerta. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa; en la Figura 2.9 se muestran los resultados obtenidos. Para la crp/sap, wap65/hpx, tfy hamp
la amplificacién rindié un Unico producto del tamafio esperado de acuerdo con su migracion en el gel
de agarosa. Para itIn y saa (utilizando el cebador directo 2, cuya secuencia fue obtenida a partir del
esturion siberiano) se obtuvieron dos productos de PCR. En ambos casos el producto mayoritario
presenté un tamafio que concuerda con el tamafio esperado (897 y 372 pb para itln y saa,
respectivamente), y el minoritario mostré un tamafio mayor al esperado. Aunque la preparacién del
ARN se realizé en forma cuidadosa, incluyendo un paso de tratamiento con ADNasa | previo a la
sintesis del ADNc, no se puede descartar que estos productos minoritarios sean resultado de la
presencia de trazas de ADN gendmico en dichas preparaciones, las cuales funcionarian como molde
durante la reaccion. Otra posibilidad es que los productos observados sean variantes de splicing
alternativo de mayor tamafio y menor abundancia respecto al transcripto esperado. Sin embargo, esto
es poco probable ya que, como fue comentado anteriormente, los transcriptos identificados
corresponderian (al menos en génada, bazo, higado y rifidn anterior) a la variante de splicing mas larga
de estos dos genes. Alternativamente, estos productos podrian corresponder a eventos de
amplificacion inespecifica durante la reaccion de PCR. Por todas estas razones, estos productos
minoritarios y de mayor tamafio no fueron tenidos en cuenta a la hora de clonar cada uno de los
genes. Finalmente, en todas las PCR se observd una banda menor a 250 pb que corresponderia a los
cebadores o dimeros de cebadores.

Todos los productos de amplificacién obtenidos, correspondientes a las potenciales PFA de
esturion ruso se purificaron y clonaron por el método de RF-cloning'®en el vector pT7170 (Figura 4.1).
Luego se transformaron bacterias de la cepa E. coli DH5a con las construcciones obtenidas y se evalué
por PCR de colonia la presencia de los insertos correspondientes. Se obtuvieron varios clones positivos
conteniendo los transcriptos de esturidén ruso correspondientes a los homdlogos de: wap65/hpx (3
clones), crp/sap (4 clones), saa (4 clones), itln (5 clones), tf (5 clones) y hamp (2 clones) (Figura
Suplementaria 2.51). Estos clones se expandieron, purificaron los plasmidos y enviaron a secuenciar.
Se obtuvieron las secuencias completas de todos los homadlogos de las potenciales PFA clonadas, con
excepcion de tf, que por su gran tamafio fue secuenciada en forma parcial. Los clones correctamente
secuenciados se alinearon junto a las correspondientes secuencias de los esturiones chino y siberiano,
observando que los mismos corresponden efectivamente a homdlogos de las proteinas SAA, CRP/SAP,
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WAP65/HPX, Hepcidina, Intelectina, y Transferrina del esturion ruso (Figuras 2.10-2.15). A partir de
estos alineamientos, se observd que entre los clones de todos los homélogos identificados en el
esturion ruso existen algunas variaciones puntuales que dan lugar tanto a cambios sindnimos como
no sinénimos. Debido a que se utilizé una enzima de alta fidelidad a la hora de amplificar las secuencias
de las posibles PFA del esturidon ruso y a que los perfiles de secuenciacién no indicaron la presencia de
errores, las variaciones nucleotidicas encontradas parecen ser genuinas. En la Tabla 2.5 se muestran
el nimero de variaciones puntuales a nivel nucleotidico y aminoacidico entre los distintos clones de
esturion ruso analizados. Se observé que los clones de todos los homélogos analizados, con excepcion
de la Transferrina, exhibieron menos variaciones a nivel nucleotidico y aminoacidico entre ellas
respecto a las variaciones que existen entre los esturiones chino y siberiano. Esto no es sorprendente
ya que es de esperar que las variaciones acumuladas durante los mas de 120 millones de afios de
evolucidn que separan al esturién chino del siberiano superen ampliamente las posibles variaciones
gue puedan existir para un determinado gen del esturidén ruso. En el caso de la Transferrina, se
encontraron muchos cambios en un clon en particular, por lo cual deberia estudiarse si estas
variaciones son genuinas, ya que por su mayor tamano es posible que se deban, al menos en parte, a
la dificultad de secuenciarla completamente o a artefactos durante la secuenciacion.

(a) (b)

crp/ wap65
M(pb) sap  shpx  Mi(pb) tf itilh  M(pb) hamp saa

Tamaiio
PFA Gen amplicon
(pb)
CRP/SAP crp/sap 778
WAP65/HPX wap65/hpx 1416
Transferrina trf 2130
Intelectina itin 897
Hepcidina hamp 136 ,500
SAA saa 372
250

Figura 2.9. Amplificacién por PCR de las potenciales PFA de esturidn ruso y analisis por electroforesis de los productos
obtenidos

Se amplificaron las secuencias nucleotidicas de los homélogos de potenciales PFA a partir de un pool de ADNc obtenido de
higado y bazo de esturién ruso. En (a) se muestra el tamafio esperado de los productos de PCR y en (b) se muestra el
resultado del analisis por electroforesis en geles de agarosa sefialando con flechas naranjas los productos principales, todos
ellos del tamafio esperado. Los geles y la electroforesis se realizaron como se describe en Materiales y Métodos.
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Respecto al origen de estas variaciones, existen multiples causas que podrian explicarlas.
Como el esturidn ruso es un organismo de origen tetraploide podria existir hasta 4 alelos distintos por
gen' por lo cual las variaciones observadas podrian corresponder a polimorfismos de nucleétido
simple (SNPs, del inglés single nucleotide polymorphisms) de distintas variantes alélicas. Mas aun para
algunas de estas PFAs podria existir varios genes paralogos como se ha observado en peces teledsteos.
Por otra parte, se utilizaron muestras de higado y bazo para la preparacion del ADNc lo cual podria
haber contribuido a esta variabilidad, ya que estos érganos podrian expresar distintas isoformas de
una misma PFA. Para esclarecer el origen de estas variaciones es necesario contar con el genoma del
esturion ruso y un mayor numero de datos transcriptdmicos de diferentes 6rganos como bazo, rifidn
anterior e higado que se sabe estan implicados en la sintesis de proteinas de fase aguda.

En sintesis, el trabajo realizado permitié amplificar, clonar, secuenciar e identificar la
secuencia madura de homélogos de la SAA, WAP65/HPX, Hepcidina y Transferrina, la secuencia
codificante completa del homdlogo de la CRP/SAP y la secuencia parcial del homélogo de la Intelectina
en el esturién ruso. En todos los casos se observd la presencia de variaciones a nivel nucleotidico
(probablemente SNPs), que generan en su mayoria cambios puntuales en la secuencia aminoacidica
de estas proteinas. Por razones de simplicidad, de aqui en mas nos referiremos a las secuencias
identificadas en el esturién ruso por el nombre de la proteina o gen homalogo, sin reiterar en cada
caso que se trata de homologos.

N° de clones Variaciones puntuales

Potencial PFA .
secuenciados

Nucleotidicas Aminoacidicas

SAA 4 3 1
Crp/Sap 4 17 9
Wap65/HPX 3 6
Hepcidina 2 0
Intelectina 5 21 11
Transferrina 5 55 35

Tabla 2.5. Variaciones puntuales en las secuencias de esturion ruso identificadas

Los homdlogos de las potenciales PFA identificados en esturién ruso fueron amplificados por PCR utilizando como molde
ADNCc de esturidn ruso. Los amplicones obtenidos se clonaron y se secuenciaron los clones positivos. La tabla muestra el
numero de clones secuenciados para cada PFA, el nimero de variaciones encontradas en la secuencia nucleotidica y cuantas
de ellas conducen a variaciones aminoacidicas.
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(a)

saa_(A._gueldenstaedtii)_c2
saa_(A._gueldenstaedtii)_c3
saa_(A._gueldenstaedtii)_c4
saa_(A._sinensis)
saa_(A._baerii)

saa_(A._gueldenstaedtii)_c2
saa_(A._gueldenstaedtii)_c3
saa_(A._gueldenstaedtii)_c4
saa_(A._sinensis)
saa_(A._baerii)

saa_(A._gueldenstaedtii)_c2
saa_(A._gueldenstaedtii)_c3
saa_(A._gueldenstaedtii)_c4

saa_(A._sinensis)

( b) saa_(A._baerii)

SAA_(A._gueldenstaedtii_c2 1 P P A P P P 104
SAA_(A._gueldenstaedtii)_c3 1 P P A P P P 104
SAA_(A._gueldenstaedtii_c4 1 P P N P P P ‘104

Figura 2.10. Alineamiento de las secuencias de homdlogos de la saa de diferentes especies de esturion

(a) Alineamiento de las secuencias nucleotidicas (codificante de la SAA madura) correspondientes a los tres clones
secuenciados (c2, c3 y c4) del homdlogo de la saa en el esturiéon ruso (Acipenser gueldenstaedetii), junto a las secuencias de
la saa del esturidn chino (Acipenser sinensis) y siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo
Clustal Omega, el degradé en azul se corresponde con la identidad de secuencia. Las flechas indican las variaciones
puntuales detectadas entre los clones. Los clones 3 y 4 presentan un cambio sinénimo (C por A, flecha negra), en el clon 4
también se observé un cambio no sindnimo que resulta en la sustitucién de una A por N (AA por GC, flecha roja). Las flechas
verdes sefialan los cebadores disefiandos para cuantificar la expresién de la saa por gPCR.

(b) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la SAA madura de las tres clonas secuenciadas de esturién ruso
(Acipenser gueldenstaedtii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, los colores indican el tipo de
aminoacido, en blanco se muestran las variaciones puntuales entre las secuencias. La flecha roja indica la sustitucién
aminoacidica de A por N observada en el clon 4.
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(a)

crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c1
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c2
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c3

1 131
1
1
crp/sap_(A._gueldenstaedtii_c4 1
1
1

131
131
131
crp/sap_(A._sinensis)
crp/sap_(A._baerii) 131
crp/sap_(A._gueldenstaedtii_c1 132
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c2 132
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c3 132
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c4 132
crp/sap_(A._sinensis) 132
crp/sap_(A._baerii) 132

crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c1 263
crp/sap_(A._gueldenstaedtii) c2 263
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c3 263
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c4 263
crp/sap_(A._sinensis) 263
crp/sap_(A._baerii) 263
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c1 394
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c2 394
crp/sap_(A._gueldenstaedtii) c3 394
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c4 394
crp/sap_(A._sinensis) 394
crp/sap_(A._baerii) 394
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c1 525
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c2 525
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c3 525
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c4 525
crp/sap_(A._sinensis) 525
crp/sap_(A._baerii) 525

crp/sap. (A._gueldenstaedtii_c1 656
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c2 656
crp/sap_(A._gueldenstaedtii) c3 656
crp/sap_(A._gueldenstaedtii)_c4 656

crp/sap_(A._sinensis) 656
crp/sap_(A._baerii) 656
CRP/SAP_(A._gueldenstaedtii)_c1 1 P P P P P P |
CRP/SAP_(A._gueldenstaedtii)_c2 1 P P 3 3 P 3 M
CRP/SAP_(A._gueldenstaedtii)_c3 1 4 P P P P P M
CRP/SAP_(A._gueldenstaedtii_c4 1 P P P D) P P P 3 |
CRP/SAP_(A._gueldenstaedtii_c1 131 N| GHEP \4 A 3 v i D| *
CRP/SAP_(A._gueldenstaedtii)_c2 131 N| EKP F v P A P N *
CRP/SAP_(A._gueldenstaedtii)_c3 131 N| EKP F v P A P N *
CRP/SAP_(A._gueldenstaedtii)_c4 131 K| GIRP F \ P Al P N *

Figura 2.11. Alineamiento de las secuencias de los homélogos de la crp/sap de diferentes especies de esturién

(a) Alineamiento de las secuencias nucleotidicas (codificante de la CRP/SAP madura) correspondientes a los cuatro clones
secuenciados del homélogo de la crp/sap de esturidn ruso (Acipenser gueldenstaedtii) junto a las secuencias de la crp/sap
del esturion chino (Acipenser sinensis) y siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal
Omega, el degradé en azul se corresponde con la identidad de secuencia. Las flechas verdes sefialan los cebadores
disefiandos para cuantificar la expresién de la saa por qPCR.

(b) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la CRP/SAP madura de las cuatro clonas secuenciadas de esturidn ruso
(Acipenser gueldenstaedtii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, los colores indican el tipo de
aminoacido, en blanco se muestran las variaciones puntuales entre las secuencias.

45



(a)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A_gueldenstaedtii)_c3
wap65/hpx_(A_gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c3
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c3
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c3
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c3
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c3
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c3
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii_c3
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c3
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A_gueldenstaedtii)_c3
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c2
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c3
wap65/hpx_(A._gueldenstaedtii)_c4
wap65/hpx_(A._sinensis)
wap65/hpx_(A._baerii)

(b)

WAPG65/HPX_(A._gueldenstaedtii)_c2
WAP65/HPX_(A._gueldenstaedtii)_c3
WAP65/HPX_(A._gueldenstaedtii)_c4

WAPG5/HPX_(A._gueldenstaedtii)_c2
WAP65/HPX_(A._gueldenstaeditii)_c3
WAP65/HPX_(A._gueldenstaeditii)_c4

WAP65/HPX_(A._gueldenstaeditii)_c2
WAP65/HPX_(A._gueldenstaedtii)_c3
WAPG65/HPX_(A._gueldenstaedtii)_c4

WAP65/HPX_(A._gueldenstaedtii)_c2
WAPG65/HPX_(A._gueldenstaedtii)_c3
WAPG65/HPX_(A._gueldenstaedtii)_c4

1
1
1

129
129
129

257
257
257

385
385
385

PP
23
PP

109
109
109
184
166

236
236
236
311
293

363
363
363
438
420

490
490
490
565
547

617
617
617
692
674

744
744
744
819
801

871
871
871
946
928

998
998
998
1073
1055

1125
1125
1125
1200
1182

1252
1252
1252
1327
1309

1311
1311
1311
1386
1368

P Q) 3 E 128
P P P K 128
Al 4 P E 128

P P P P B P P 256
P P P P P P P 256
P P P P P P P 256

P
P
P

Q P PEPHN =

Q P P FPHK *

R P PEPHN =

P

P

3 N F sp PLP
D L TP PLP
P D) F sp PLP

Figura 2.12. Alineamiento de las secuencias de los homélogos de la wap65/hpx de diferentes especies de esturién

(a) Alineamiento de las secuencias nucleotidicas (codificante de la WAP65/HPX madura) correspondientes a los tres clones
secuenciados del homélogo de la wap65/hpx de esturidn ruso (Acipenser gueldenstaedtii), junto a las secuencias de la
wap65/hpx del esturion chino (Acipenser sinensis) y siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el
algoritmo Clustal Omega, el degradé en azul se corresponde con la identidad de secuencia. Las flechas verdes sefialan los
cebadores disefiandos para cuantificar la expresion de la wap65/hpx por qPCR.
(b) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la WAP65/HPX madura de las tres clonas secuenciadas de esturion
ruso (Acipenser gueldenstaedtii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, los colores indican el tipo
de aminoacido, en blanco se muestran las variaciones puntuales entre las secuencias.
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(a)

hamp_(A._gueldenstaedtii)_c2
hamp_(A._gueldenstaedtii)_c3
hamp_(A._gueldenstaedtii_c4
hamp_(A._sinensis)
hamp_(A._baerii)

hamp_(A._gueldenstaedtii)_c2
hamp_(A._gueldenstaedtii)_c3
hamp_(A._gueldenstaedtii)_c4
hamp_(A._sinensis)
hamp_(A._baerii)

hamp_(A._gueldenstaedtii)_c2
hamp_(A._gueldenstaedtii)_c3
hamp_(A._gueldenstaedtii)_c4
hamp_(A _sinensis)
hamp_(A._baerii)

(b)

1 ATGAAGCTAATCTCAGCTATCGTTTTAATCGTCCTGCTGTCTGTCTGGACACGAGCAAGCAACAGCGTCCCATTGTCAGAGACAGAAGACCAGGATAGAGAACAACATCTTTCCAGTGTGAATGATCAACA 131
1 ATGAAGCTAATCTCAGCTATCGTTTTAATCGTCCTGCTGTCTGTCTGGACACGAGCAAGCAGCAGCGTCCCATTATCAGAGACAGAAGACCAGGATAGACAACAACATCTTTCCAGTGTGAATGATCAACA 131
————————————————— i —————

132 GACAGCTGTCAGTACAGAGGCGCATGGTCCACTGAGTTCCCTGCTGCTGCGGGAGAAAAGA)
132 GACAGCTGTCAGTACAGAGGCGCATGGTCCCCTGAGTTCCCTGCTGCTGCGGGAGAAAAGA]

Hepcidina_(A._gueldenstaedtii)_c2

idina_(h._. i 1 P 26
idi i 1 P < 26
Hepcidina_(A._gueldenstaedtii_c4 1 P 26

Hepcidina_(A._gueldenstaedtii_c3

Figura 2.13. Alineamiento de las secuencias de los homélogos de hamp de diferentes especies de esturién

(a) Alineamiento de las secuencias nucleotidicas correspondientes a los tres clones secuenciados del homdlogo de la hamp
de esturidén ruso (A. gueldenstaedtii), junto a hamp de esturién chino (Acipenser sinensis) y siberiano (Acipenser baerii). Los
alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, el degradé en azul se corresponde con la identidad de
secuencia. Las flechas verdes sefialan los cebadores disefiandos para cuantificar la expresién de hamp por qPCR.

(b) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la Hepcidina madura de las tres clonas secuenciadas de esturién ruso
(Acipenser gueldenstaedtii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, los colores indican el tipo de
aminoacido.

(a)

itln_(A._gueldenstaedtii_c2 1
itn_(A._gueldenstaedtii)_c4 1
itn_(A_gueldenstaedtii_c5 1
itIn_(A._sinensis) 1
itin_(A._baerii) 5

itin_(A._gueldenstaedtii)_c2
itin_(A._gueldenstaedtii)_c4
itin_(A._gueldenstaedtii)_c5
itin_(A._sinensis)
itln_(A._baerii)

itin_(A._gueldenstaedtii)_c2
itin_(A._gueldenstaedtii)_c4
itin_(A._gueldenstaedtii)_c5
itln_(A._sinensis)
itin_(A._baerii)

itin_(A._gueldenstaedtii)_c2
itin_(A._gueldenstaedtii)_c4
itin_(A._gueldenstaedtii)_c5
itln_(A._sinensis)
itln_(A._baerii)

itin_(A._gueldenstaedtii)_c2
itin_(A._gueldenstaedtii)_c4
itin_(A._gueldenstaedtii)_c5
itln_(A._sinensis)
itIn_(A._baerii)

itin_(A._gueldenstaedtii)_c2
itin_(A._gueldenstaedtii)_c4
itin_(A._gueldenstaedtii)_c5
itIn_(A._sinensis)
itIn_(A._baerii)

itln_(A._gueldenstaedtii)_c2
itin_(A._gueldenstaedtii)_c4
itin_(A._gueldenstaedtii)_c5
itln_(A. _sinensis)
itIn_(A._baerii)

(b)

Intelectina_(A._gueldenstaedtii)_c2
Intelectina_(A._gueldenstaedtii)_c4
Intelectina_(A._gueldenstaedtii)_c5

Intelectina_(A._gueldenstaedtii)_c2
Intelectina_(A._gueldenstaedtii)_c4
Intelectina_(A._gueldenstaedtii)_c5

Intelectina_(A._gueldenstaedtii)_c2
Intelectina_(A._gueldenstaedtii)_c4
Intelectina_(A._gueldenstaedtii)_c5

Figura 2.14.
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Alineamiento de las secuencias de los homadlogos de it/n de diferentes especies de esturion

(a) Alineamiento de las secuencias nucleotidicas correspondientes a los tres clones secuenciados del homélogo de itin de esturidn
ruso (Acipenser gueldenstaedtii), junto a itln de esturion chino (Acipenser sinensis) y siberiano (Acipenser baerii). Los
alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, el degradé en azul se corresponde con la identidad de secuencia. Las
flechas verdes sefialan los cebadores disefiandos para cuantificar la expresién de itin por qPCR.

(b) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la Intelectina madura de las tres clonas secuenciadas de esturion ruso
(Acipenser gueldenstaedtii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, los colores indican el tipo de

aminoacido.



(a)

tf_(A._gueldenstaedtii)_c1

tf (A. gueldensraedtu) c5
tf_(A._sinensis)
tf_(A._baerii)

tf_(A._gueldenstaedtii)_c1
tf_(A._gueldenstaedtii)_c3

o m._sinengis)
tf_(A._baerii)

tf_(A._gueldenstaedtii)_c1
tf_(A._gueldenstaedtii)_c3
tf_(A._gueldenstaedtii)_c5
tf_(A._sinensis)
tf_(A._baerii)

tf_(A._gueldenstaedtii)_c1

tf (A. gueldenstaedtll) c5
tf_(A._sinensis)
tf_(A._baerii)

tf_(A_sinensis)
tf_(A._baerii)

tf_(A._gueldenstaedtii)_c1
tf_(A._gueldenstaedtii)_c3
tf_(A._gueldenstaedtii)_
tf_(A_sinensis)
tf_(A._baerii)

tf_(A._gueldenstaedtii)_c1
tf_(A._gueldenstaedti
tf_(A._gueldenstaedtii)_c5
tf_(A._sinensis)
tf_(A._baerii)

tf_(A._gueldenstaedtii)_c1

tf_(A. gue/denstaedul) c5
tf_(A._sinensis)
tf_(A._baerii)

tf_(A. slnensls)

tf_(A._gueldenstaedtii)_c1
tf_(A._gueldenstaedti

tf_(A._gueldenstaedtii)_t

1 GCACCAGCTGCCGATTCTGTCAGGTGGTGCAACAAG
1 GCACCAGCTGCCGATTCTGTCAGGTGGTGCAACAAG

351

387

480
480
480
516
516

609
609
609
645
645

738
738
738
774
774

4H0-H0

867
867
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Figura 2.15. Alineamiento de las secuencias de los homdlogos de la tf de diferentes especies de esturion

(a) Alineamiento de las secuencias nucleotidicas (codificante de la Transferrina madura) correspondientes a los tres clones
secuenciados del homdlogo de la tf esturidn ruso (Acipenser gueldenstaedtii), junto a las secuencias de la tf del esturidn
chino (Acipenser sinensis) y siberiano (Acipenser baerii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, el
degradé en azul se corresponde con la identidad de secuencia. Las flechas verdes sefialan los cebadores disefiados para
cuantificar la expresién de la tf por gPCR.

(b) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la Transferrina madura de las tres clonas secuenciadas de esturidn
ruso (Acipenser gueldenstaedtii). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, los colores indican el tipo
de aminodcido, en blanco se muestran las variaciones puntuales entre las secuencias.

2.1.3. Estudio de la expresién en higado de las PFA del esturion ruso en respuesta
a la inoculacidén con bacterias A. hydrophila muertas o vivas

Una vez determinada las secuencias que codifican las proteinas de interés del esturion ruso
(completas o parciales) se planted estudiar su expresidn hepatica en respuesta a la estimulacion con
la bacteria A. hydrophila para identificar cual(es) podrian comportarse como PFA positivas mayores y
eventualmente funcionar como biomarcadores de infeccién/inflamacién. Para ésto se realizaron dos
experimentos de estimulacion utilizando bacterias muertas por calor, uno de ellos realizado en las
instalaciones de la granja ERN (experimento 1) y otro realizado en las instalaciones del Instituto de
Investigaciones Pesqueras (lIP) de la Facultad de Veterinaria (experimento 2). Se optd por utilizar un
modelo de estimulacién con bacterias muertas porque al inicio de este trabajo no se contaba con la
infraestructura ni con los antecedentes suficientes para realizar experimentos de infeccién. Mas
recientemente, se realizé un experimento piloto de infeccién con un nimero reducido de peces en las
instalaciones del IIP (experimento 3). Respecto a la bacteria a utilizar en los experimentos, como ya se
comento, se eligié trabajar con A. hydrophila debido a que esta bacteria patdgena es frecuentemente
aislada de peces con sintomas de infeccion (enrojecimiento en zonas de la piel y alrededor del ano)
en la granja ERN.

2.1.3.1. Puesta a punto de la reaccién de gPCR en tiempo real

Para estudiar la expresion hepatica de las proteinas seleccionadas como potenciales PFA fue
necesario ajustar la metodologia de PCR en tiempo real (qPCR). Esto implic en primer lugar controlar
la calidad del ARN total extraido de higado y bazo (bazo, solo para el experimento 1). A partir de
muestras de higado y bazo de esturiones rusos, colectadas y conservadas en el reactivo comercial
RNAlater, se prepard ARN total y se controld su integridad por electroforesis en geles de agarosa. Este
control mostré que las muestras de ARN total obtenidas de todos los peces (con excepcion de un pez
del experimento 3) contenian 2 bandas intensas correspondientes a la subunidad 18s y 28s del ARN
ribosomal y no presentaron fragmentos, detectables como manchas (smears), indicando que se logré
extraer ARN sin afectar su integridad (Figuras 2.52-2.54). La Unica muestra que mostrd signos de
degradacion (ausencia de las bandas de 18s y 28s, y presencia de smears) se descartd. Como se
observa en la Figura 2.16, el tratamiento con ADNasa | eliminé el ADN gendmico contaminante de las
preparaciones de ARN total de higado y bazo.

En segundo lugar, se disefiaron cebadores para qPCR, se verifico su especificidad y eficiencia
de amplificacidon, y se determind qué genes podrian funcionar como housekeeping (genes
constitutivos de expresion invariable en las condiciones de estimulacién utilizadas, requeridos para la
normalizacién de los datos). Los cebadores se disefiaron a partir de las secuencias nucleotidicas
identificadas en el esturion ruso para saa, crp/sap, wap65/hpx, itln, hamp y tf (Figuras 2.10-2.15),
seleccionando regiones conservadas entre los distintos clones secuenciados. En el caso de la hamp,
para el disefio del cebador reverso se incluyd también la informacién de la secuencia de esturidn chino
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y siberiano determinadas en los transcriptomas (Figura 2.13a). Para disefiar los cebadores que
amplificarian los transcriptos de Haptoglobina e IL1B, como ya se comentd, se utilizaron las secuencias
de esturidn chino y siberiano ya que los transcriptos de estas proteinas no fueron secuenciados en el
esturion ruso. Asi, a partir de los alineamientos peptidicos de la Haptoglobina (Figura 2.7) e IL1B
(Figura 2.8), se determinaron regiones evolutivamente conservadas entre todos los peces. Utilizando
las secuencias de hp e il1-b de esturion chino y siberiano correspondientes a estas regiones
conservadas, se disefiaron cebadores que permitieran amplificar por gPCR dichos transcriptos de
esturion ruso. Por otra parte, se disefiaron cebadores para amplificar posibles genes housekeeping:
beta-actina (actb) y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (gapdh), cuyas secuencias estan
depositadas en GenBank (MG722827.1 y KR906073.1).

(a) (b)

Bazo pT7
ADNasa - + - +

>

Figura 2.16. Presencia de ADN gendmico en las muestras de ARN total y validacion del tratamiento con ADNasa para su
eliminacién

(a) Se analizd por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (tal como se describe en Materiales y Métodos) una muestra
de ARN total de bazo del experimento 1 previamente tratada (+) o no tratada (-) con ADNasa. Como controles positivos el
vector pT7 se sometid al mismo tratamiento. La figura muestra el patrén de bandas obtenido en las muestras, las flechas
naranjas indican la subunidad mayor y menor del ARN ribosomal, la flecha azul indica la contaminacién con ADN gendémico
en las muestras de ARN total.

(b) Para validar que la ADNasa elimina ADN gendmico contaminante, una muestra de ARN total de higado que contenia
restos de ADN gendmico (muestra 3 experimento 2) y que fue representativa de las extracciones se sometié a varios

tratamientos (como se describe en Materiales y Métodos): con ADNasa y retrotranscriptasa (D+RT+, curva roja), sélo con la

. - + 7 + - . . . . -
retrotranscriptasa (D RT, curva azul), sélo con ADNasa (D RT curva amarilla) o con ninguna de las enzimas (D RT, curva
verde). Cada una de estas muestras se cuantificé por gPCR utilizando los cebadores disefiados para la saa, en el grafico se
muestran las curvas de amplificacion obtenidas para cada una de ellas.

Para verificar la especificidad de los cebadores disefiados, éstos se utilizaron para amplificar
los transcriptos correspondientes en muestras de ADNc de higado de esturiones estimulados con
bacterias muertas. Se utilizaron las muestras del experimento 2 ya que en este caso se obtuvo un
mayor nimero de individuos. Luego, se analizé el tamafio y las curvas de desnaturalizacion de los
amplicones obtenidos. Como se muestra en la Figura 2.17, el analisis por electroforesis en geles de
agarosa de los productos obtenidos de la qPCR de cada gen, mostré en todos los casos un Unico
amplicon que coincidid con el tamafio esperado. Ademas, en el perfil de las curvas de
desnaturalizacién de los amplicones correspondientes a la saa, wap65/hpx, hamp, itin, tf, hp, il1-b,
actb y gapdh, se observd un Unico pico con idéntica temperatura de desnaturalizacién en todas las
muestras y, salvo para crp/sap y actb (se discutird mas adelante), no se constaté amplificacion de los
blancos (con el mix de reaccién de qPCR sin el molde de ADNc) (Figura Suplementaria 2.S5). Esto indico
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gue cada par de cebadores amplificd un Unico e idéntico producto de PCR en todas las muestras y que
no se formaron dimeros de cebadores que interferirian con la cuantificacién de los transcriptos. En el
caso de la crp/sap, las curvas de desnaturalizacién obtenidas mostraron valores menores de dF/dT, lo
que coincidié con la menor intensidad de la banda obtenida en la electroforesis (Figura 2.17),
indicando una menor cantidad de producto formado durante la reaccion. A su vez, entre las distintas
curvas se observaron diferencias de hasta 1°C en la Tm de los picos sugiriendo que podrian estar
amplificandose distintas isoformas de este transcripto. Resulta interesante que este comportamiento
se observd solamente en el caso de la crp/sap, que entre los genes estudiados es el que presenta un
mayor numero de copias en el genoma de peces teledsteos (hasta 7), apoyando la posibilidad de que
se hayan amplificado varias isoformas en el esturién ruso. Por otro lado, en el blanco se observé un
pico de pequefia intensidad y con una Tm 1-2°C menor que el resto de las curvas, lo cual podria
corresponder a dimeros de cebadores. Finalmente, es importante destacar que los cebadores
disefiados paraill-by hp a partir de las secuencias de esturién chino y siberiano amplificaron un tnico
producto del tamafo esperado en el esturion ruso (Figura 2.17, Figura Suplementaria 2S.5), lo cual
validd la aproximacion utilizada para su disefio.

(a) (b)
Tamafio

Proteina Gen Amplicon M (pb) actb gapdh saa hamp hp il1-b M (pb) tf itln wap65 crp/sap
(pb)
Actina actb 94
GAPDH gapdh 95
SAA saa 97
Hepcidina hamp 70
Haptoglobina hp 80

IL1-B 11-b 95 100 pb

Transferrina trf 92
Intelectina itln 89
WAP/HPX wap65/hpx 97
CRP/SAA crp/sap 90

Figura 2.17. Analisis de la especificidad de los cebadores disefiados para qPCR: evaluacion del tamafio de los amplicones
(a) Tabla indicando el tamario tedrico (pb) de los amplicones correspondientes a los productos de qPCR que se obtendrian
con los cebadores disefiados para cada uno de los genes indicados.

(b) Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% mostrando los amplicones obtenidos por qPCR a partir de una Unica muestra
de ADNc de higado de esturidn ruso (representativa de todas las muestras estudiadas), utilizando los cebadores disefiados
para los genes actb, gapdh saa, crp/sap, wap65/hpx, hamp, hp, trf, itin e Il11-b descriptos en la Tabla a. La flecha naranja
indica la banda de 100 pb correspondiente al marcador de masa molecular (M, pb). Los geles y |a electroforesis se realizaron
como se describe en Materiales y Métodos.

Posteriormente, se verificd la eficiencia de todos los cebadores, ya que para realizar un
estudio cuantitativo y comparativo es necesario que ésta sea cercana al 100%. Como se muestra en la
Figura 2.18, todos los cebadores disefiados mostraron eficiencias mayores al 90%, por lo cual pueden
ser utilizados para cuantificar la expresion génica en forma relativa con el método de 222™71 3 baja
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expresion de il1-b impidid determinar la eficiencia de los cebadores disefiados para este gen ya que
no fue posible amplificar dicho gen al realizar diluciones seriadas de una muestra de ADNc. En
resumen, teniendo en cuenta la especificidad y eficiencia, los cebadores disefiados permitieron
cuantificar en forma correcta los niveles de expresion de saa, wap65/hpx, hamp, itin, trfy hp, actb y
gapdh, mientras que se consideraran como preliminares los datos que surjan del uso de los cebadores
disefiados para crp/sap e il1-b, ya que en el marco de esta tesis no fue posible disefiar y validar otros
cebadores. Mdas aun la eficiencia de il1-b también deberia haber sido determinada en muestras de
ADNCc de bazo, ya que a priori este seria el principal érgano en donde se induciria dicho gen por una
inflamacién sistémica.

(a) (b)
30 p Potencial PFA Gen Pendiente Eficiencia (%)
SAA saa -3.2 105.3
25 - CRP/SAP crp/sap -3.203 105.2
WAP65/HPX wap65/hpx -3.549 91.3
20 Hepcidina hamp -3.143 108
S " o Intelectina itin -3.482 93.7
® crp/sap
15 4 wap65/hpx Transferrina trf -3.467 94.3
v hamp
¢ f;’“ Haptoglobina hp -3.361 98.4
<«
10 > hp Actina actb -3.362 98.4
® actb
* gapdh GAPDH gapdh -3.455 94.7
5 T T T T T T T T T T
-4 -3 -2 -1 0

log (dilucion ADNc)

Figura 2.18. Analisis de la eficiencia de los cebadores disefiados para qPCR
Se realizd una gPCR utilizando diluciones seriadas de ADNc de higado de esturién ruso (al décimo o al tercio segun el nivel
de expresion del gen de interés) y el par de cebadores en estudio. Para cada dilucién se graficé el CT en funcién del logaritmo

de la dilucion de ADNCc. Los datos obtenidos se ajustaron a una recta y se obtuvo la pendiente. La eficiencia porcentual de
-1

amplificaciéon de los cebadores se calculé como e= 1(Qrendiente — 1 % 100. En (a) se muestran las curvas de eficiencia
obtenidas para todos los cebadores disefiados y en (b) se reportan los valores calculados para la pendiente y para la
eficiencia de amplificacion.

Para determinar la expresion relativa de los genes de interés entre distintas muestras por el

método de 2722¢T

, €5 necesario contar con uno o mas genes housekeeping para poder normalizar los
datos de expresidn del gen de interés por los niveles de ARNm total de las muestra a comparar'72,
Considerando los antecedentes sobre genes que se comportan como housekeeping en higado de
peces teledsteos estimulados o infectados con diversos patdgenos, se eligieron los genes actb y
gapdh'73174 En la Figura 2.19a se observan las curvas de amplificacién obtenidas para estos genes
utilizando las muestras de ADNc de higado de los esturiones rusos estimulados con bacterias o
inyectados con el tampdn control (correspondientes al experimento 2). Se puede apreciar que todas
las muestras amplificaron en un ciclo muy similar; el ciclo de amplificacién promedio y el desvio
estandar estimado para actb y para gadph fueron 12.7 + 0.7 y 14.5 £ 0.5, respectivamente. A su vez,
se observo que las graficas no se agrupan en funcion del tratamiento (PBS en verde o A. hydrophila

muerta en azul) y tampoco por la duracion del mismo (24 o 72 hs), lo cual sugiere que las distintas
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condiciones experimentales no modificaron la expresiéon de estos genes. En el caso de la actina se
observé una pequefa y despreciable amplificacion del blanco que ocurre a mas de 21 ciclos de
distancia de las muestras y corresponderia a dimeros de cebadores de acuerdo a las curvas de
desnaturalizacion (Figura Suplementaria 2.55) Ademas, para validar la utilizacién de actb y gapdh
como genes normalizadores, se estudié la estabilidad de todos los genes con el programa GeNorm
especializado en la identificacion de genes housekeeping'’®. Los resultados de este andlisis se
muestran en la Figura 2.19b, en donde se graficé el indice de estabilidad para cada gen en estudio (M)
calculado a partir de su expresién en muestras de higado de esturiones rusos inoculados con A.
hydrophila muerta o tampdn PBS como control (experimento 2). Mediante este andlisis se observd
que actb y gapdh fueron los genes que mostraron valores menores de M, siendo los mas estables
dentro del conjunto de genes analizados y clasificados como buenos genes housekeeping por este
programa. De acuerdo con estos resultados, actb y gapdh se utilizaron como genes normalizadores
de la expresion hepatica de las PFA en los esturiones estimulados o infectados con A. hydrophila.

En conjunto, los estudios realizados permitieron optimizar una metodologia para cuantificar
la expresidn relativa de los genes codificantes de proteinas candidatas a PFA en muestras de higado
de esturiones rusos.

(b)

1.8

1.6

1.4

1.2

0.8

Estabilidad de expresion media (M)

0.6 T T T T T T T T

Figura 2.19. Validacion de actb y gapdh como genes housekeeping para el analisis por qPCR de la expresién génica en
higado de esturion ruso

(a) Curvas de amplificacién para los genes actb y gapdh obtenidas por qPCR utilizando como molde ADNc de higado de
esturiones rusos estimulados con bacterias A. hydrophila muertas (curvas en azul) o inoculados con PBS estéril como control
(curvas en verde); todas estas muestras corresponden al experimento 2. La curva amarilla indicada con la flecha naranja
corresponde al blanco de reaccidn y la linea roja indica el umbral en la regidn exponencial.

(b) Grafico de la estabilidad de expresién de todos los genes en estudio construido con el programa GeNorm a partir de los
datos de expresion relativa de los mismos. Cuanto menor es el valor del indice M, mas estable es el gen.
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2.1.3.2. Expresion hepatica de las potenciales PFA en respuesta al estimulo con
A. hydrophila (experimento 1y experimento 2)

Como ya se menciond se realizaron dos experimentos para evaluar en el esturidn ruso la
expresion hepatica de las potenciales PFA en respuesta a la estimulacidn con bacterias A. hydrophila
muertas. El primer experimento se realizé en el laboratorio himedo de la empresa ERN; el disefio
general del mismo se muestra en la Figura 2.20a (experimento 1) y se detalla en la seccidn 4.1.4.1 de
Materiales y Métodos. En este ensayo se utilizaron 3 dosis diferentes de bacterias muertas para la
estimulacién y lotes de 20 peces por condicion experimental. Sin embargo, debido a limitaciones de
infraestructura, sélo se pudieron colectar en forma adecuada para estudios de expresion muestras de
higado y bazo de 3 peces estimulados con la mayor dosis de bacterias muertas y 3 peces controles
(inyectados con PBS estéril) a cada tiempo (24 y 72 hs). El segundo experimento se realizé en el
laboratorio del lIP, lo cual permitid trabajar y colectar muestras de higado de un mayor nimero de
individuos; el disefio experimental de este ensayo se esquematiza en la Figura 2.20b (experimento 2)
y se detalla en el punto 4.1.4.2 de Materiales y Métodos. En los dos experimentos se midieron en
suero los niveles de actividad de la VA del SC (ACH50), Ceruloplasmina y Lisozima, como marcadores
que complementaron el analisis del desarrollo de una respuesta inflamatoria con repercusion
sistémica. Ademas, se determind por gPCR la expresidn relativa en higado de las potenciales PFA a las
24y 72 hs post-estimulacidn, normalizando por la expresion de actb y gapdh. También se determiné
la expresion de il1-b en el higado (experimentos 1y 2) y en el bazo (sélo experimento 1). Dada la gran
dispersidon que hemos observado en los niveles basales de los componentes innatos examinados hasta
ahora en esturiones rusos, consideramos muy util para el analisis de los pardmetros en suero
normalizar los niveles medidos al tiempo final (24 o 72 hs) con los valores basales medidos al dia -7
(luego de la aclimatacidon de los peces). Esta estrategia de analisis fue practicable sélo en el
experimento 1, donde los peces se individualizaron mediante la implantacién de chips pero,
desafortunadamente, no fue practicable para el segundo experimento ya que en este caso no se pudo
individualizar a los peces.

Los resultados de los parametros medidos en suero muestran que en el experimento 1 la
estimulacién con las bacterias muertas indujo una respuesta inflamatoria muy modesta. A las 24 hs
post-estimulacidn se observaron leves aumentos (menores de 2 veces) en los niveles séricos de ACH50
(a la dosis 6x108 ufc/kg), Ceruloplasmina (a la dosis 6x10° ufc/kg) y Lisozima (a la dosis 6x107 ufc/kg)
respecto a los peces control inoculados con PBS (Figuras 2.21-2.23). Esta estimulacidon no mostré un
patrén claro de dosis dependencia, ya que la dosis mas alta no coincidié siempre con la mayor
respuesta. A las 72 hs no se observaron cambios en los niveles séricos de ninguno de estos
componentes por la administracidon de las bacterias muertas. Mas aun, a pesar de no haber podido
aplicar un analisis estadistico debido al bajo nimero de muestras, no parecerian existir cambios en la
expresion de il1-b en higado o bazo (Figura 2.24).

En el experimento 2, la administracion de las bacterias muertas no modificé los niveles séricos
de ACHS50, Ceruloplasminay Lisozima (Figura 2.25-2.27) y la expresion hepatica de la il1-b (Figura 2.28)
tampo parece haber sido modificada. En conjunto estos datos sugirieron que el modelo utilizado no
generd una inflamacién local con gran repercusién sistémica. Sin embargo, dado que los componentes
del Complemento y la Ceruloplasmina no se comportan como PFA mayores en vertebrados, inclusive
en peces, siguio siendo posible detectar cambios significativos en otras PFA. Por otro lado, estos
estudios indicaron que la gran dispersidn bioldgica del modelo y las dificultades para individualizar los
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esturiones limitan la potencia en el analisis estadistico, y dificultan en forma importante la evaluacion
de la respuesta.

(a) Piscina 1 Piscina 2 Piscina 3 Piscina 4
r—
n=20
Control Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
Inoculacién: PBS estéril Inoculacién: A. hydrophila Inoculacién: A. hydrophila Inoculacion: A. hydrophila
muerta (6 x 107 ufc/kg) muerta (6 x 108 ufc/kg) muerta (6 x 10° ufc/kg)

| oo | | 2ans |
Aclimatacién a 18-20°C Sangrado inicial Inoculacion T Muestreo
lab. himedo ERN (niveles basales de ) (Vfa Sangre (n=10 por piscina)
Colocacion de chips todos los individuos) intraperitoneal) Higado y Bazo (n=3, piscinas 1y 4)

(b) Piscina 1 Piscina 2 Piscina 3 Piscina 4

Control 24 hs Tratado 24 hs Control 72 hs Tratado 72 hs
Inoculacién: PBS estéril Inoculacién: A. hydrophila Inoculacién: PBS estéril Inoculacién: A. hydrophila
muerta (6 x 10° ufc/kg) muerta (6 x 10° ufc/kg)

I Dia 0 I I 24hs I
Aclimatacion 18-20°C Sangrado inicial Inoculacion Muestreo Muestreo
laboratorio IIP (niveles basales de o v (Piscinas 1y 2) (Piscinas 3y 4)
todos los individuos) intraperitoneal) g, nore e Higado de Sangre e Higado de
todos los individuos todos los individuos

Figura 2.20. Disefo experimental de los ensayos de estimulacién de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas
En (a) se muestra el disefio del experimento 1 realizado en la granja de piscicultura ERN y en (b) el experimento 2 realizado
en las instalaciones del lIP (Facultad de Veterinaria).
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Figura 2.21. Efecto de la estimulacién de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre la actividad de la
VA del Complemento del suero (experimento 1)

Se estimularon esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal, con 6x107 o 6x1080 6x109 ufc/kg de A. hydrophila muerta
(en tonos de azul) o PBS como control (verde). A las 24 y 72 hs post-estimulacion se determind la actividad de la VA del SC
(ACH50, U/ml) del suero. Los graficos muestran los valores obtenidos para cada pez normalizados por los niveles al dia -7.
Los valores medios de cada grupo de peces se expresan como la mediana ya que los mismos no mostraron distribucion
normal. A los efectos del analisis estadistico, estos valores se transformaron para su normalizacidn, lo cual permitié emplear
el test ANOVA y el post-test de Dunnett para comparar con el control (PBS). El asterisco (*) indica las diferencias
significativas obtenidas (p<0.05). Las mediciones de la actividad ACH50 fueron realizadas en este caso por la Dra. Valeria
Silva.
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Figura 2.22. Efecto de la estimulacién de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre la actividad
Ceruloplasmina del suero (experimento 1)

Se estimularon esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal, con 6x107 o 6x1080 6x109 ufc/kg de A. hydrophila muerta
(en tonos de azul) o PBS como control (verde). A las 24 y 72 hs post-estimulacién se determind la actividad Ceruloplasmina
del suero en U/ml. Los graficos muestran los valores obtenidos para cada pez normalizados por los niveles al dia -7 y la
mediana para cada grupo de peces ya que los datos no siguieron una distribucién normal. En este caso no fue posible
normalizar los datos con transformaciones matematicas. El numeral (#) indica las diferencias significativas (p<0.05)
obtenidas en comparacion con el control (PBS), mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Figura 2.23. Efecto de la estimulacion de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre la actividad Lisozima
del suero (experimento 1)

Se estimularon esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal, con 6x107 o 6x1080 6x109 ufc/kg de A. hydrophila muerta
(en tonos de azul) o PBS como control (verde). A las 24 y 72 hs post-estimulacion se determind la actividad Lisozima del
suero en pg/ml. Los graficos muestran los valores obtenidos para cada pez normalizados por los niveles al dia -7 y la mediana
para cada grupo de peces ya que los datos no siguieron una distribucién normal. En este caso no fue posible normalizar los
datos con transformaciones matematicas. El numeral (#) indica las diferencias significativas (p<0.05) obtenidas en
comparacion con el control (PBS), mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

(a) (b)

Expresion il1-b a las 24 hs (acth) Expresién il1-b a las 24 hs (gapdh)

10 101
## ress ## res

8- D 6 % 10% ufc/ke 8 B 6 % 10% ufe/ke

A ACT
-A ACT
2

Bazo Higado Bazo Higado

Figura 2.24. Efecto de la estimulacién de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre la expresion de il1-b
en higado y bazo (experimento 1)

9
Se estimularon esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal con 6x10 ufc/kg de A. hydrophila muerta (en azul) o PBS
como control (verde). A las 24hs post-estimulacién se colectaron muestras de bazo e higado de 3 peces de cada grupo. Se
determind mediante gPCR la expresién de la il1-b en ambos érganos. El grafico muestra la media y el desvio estandar

-AACT
correspondiente al incremento relativo (2 ) en la expresion de il1-b normalizado por la expresidon del grupo control y
utilizando como gen housekeeping actb (a) o gapdh (b). El bajo nUmero de muestras (n=3) no permitié analizar la distribucion
de los datos y aplicar test paramétricos por lo cual no se realizaron analisis estadisticos.
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Figura 2.25. Efecto de la estimulacién de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre la actividad de la
VA del Complemento del suero (experimento 2)

Se estimularon esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal, con 6x109 ufc/kg de A. hydrophila muerta (piscinas 2 y 4,
circulos en tonos de azul) o PBS como control (piscinas 1y 3, circulos en tonos verdes). A las 24 y 72 hs post-estimulacion
se determind la actividad de la VA del SC (ACH50) del suero. Los graficos muestran los valores obtenidos a los dias -7 (nivel
inicial, circulos negros), 1 (24h) y 3 (72h) post-estimulaciéon. En cada grupo la linea horizontal indica la mediana ya que los
datos no mostraron distribucion normal. Los mismos se analizaron con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y comparacion
multiple de Dunn sin observar diferencias estadisticamente significativas. La determinacién de los niveles de ACH50 fue
realizada por el Lic. Marcio Aversa.
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Figura 2.26. Efecto de la estimulacion de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre la actividad
Ceruloplasmina del suero (experimento 2)

Se estimularon esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal, con 6x109 ufc/kg de A. hydrophila muerta (piscinas 2 y 4,
circulos en tonos de azul) o PBS como control (piscinas 1y 3, circulos en tonos de verde). A las 24 y 72 hs post-estimulacion
se determiné la actividad Ceruloplasmina del suero. Los graficos muestran los valores obtenidos a los dias -7 (nivel inicial,
circulos negros), 1 (24h) y 3 (72h) post-estimulaciéon. En cada grupo la linea horizontal indica la mediana ya que los datos
no mostraron distribucién normal. Los mismos se analizaron con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y comparacién
multiple de Dunn sin observar diferencias estadisticamente significativas. La determinaciéon de los niveles de
Ceruloplasmina fue realizada por el Lic. Marcio Aversa.

58



24 hs 72 hs

® o7 [ YA
5 PBS 5 - @ rss
Ah 10%ufc/kg @ Ah10’ufc/ke
~ 47 4 .
£ £ ° ..o
® ® ° o
EY Y eg00 °
2 = ° o,
© 3 ° © 3 o °
E oo 0 . £ ®e® 000 :
; ° ° .. . ‘N o0 —,—
3 g 3 3 LI
27 o . 21 o ° ®
. oo
° o 0
oo
1 T T T T 1 T T T T
-7 1 -7 1 -7 3 -7 3

Figura 2.27. Efecto de la estimulacion de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre la actividad Lisozima
del suero (experimento 2)

Se estimularon esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal, con 6x109 ufc/kg de A. hydrophila muerta (piscinas 2 y 4,
circulos en tonos de azul) o PBS como control (piscinas 1y 1, circulos en tonos de verde). A las 24 y 72 hs post-estimulacion
se determind la actividad Lisozima del suero. Los graficos muestran los valores obtenidos a los dias -7 (nivel inicial, circulos
negros), 1 (24h) y 3 (72h) post-estimulacion. En cada grupo la linea horizontal indica la media ya que los datos se
distribuyeron de forma normal. Los mismos se analizaron con el test paramétrico ANOVA y comparacion multiple de Tukey
sin observar diferencias estadisticamente significativas. La determinacién de los niveles de Lisozima fue realizada por el Lic.
Marcio Aversa.
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Figura 2.28. Efecto de la estimulacion de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre la expresién de il1-
b en higado (experimento 2)

9
Se estimularon esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal, con 6x10 ufc/kg de A. hydrophila muerta (n=11, barras
azules) o PBS como control (barras verdes). A las 24h post-estimulacién se colectaron muestras de higado y se analizé la

expresion de il1-b por qPCR. Se graficd la media y el desvio estdndar correspondiente al incremento relativo (Z_MCT) enla
expresién de dicho gen para cada condicidn (A. hydrofila o PBS) a las 24 hs normalizada por la expresién del grupo control
y utilizando como gen housekeeping actb (a) o gapdh (b). El bajo nUmero de muestras (n=3) no permitié analizar la
distribucion de los datos y aplicar test paramétricos por lo cual no se realizaron analisis estadisticos.
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(a)

En relacion con la expresién hepatica de las potenciales PFA, en ambos experimentos se
observé una gran dispersion en los niveles de expresidn dentro de cada lote de peces (Figuras 2.29, y
2.30), reflejando que los individuos respondieron en forma muy dispar a la estimulacion,
probablemente como resultado de la elevada variabilidad bioldgica que caracteriza a una poblacion
exogamica. A pesar de esta dispersion, los resultados obtenidos en los dos experimentos mostraron
que la estimulacion con bacterias A. hydrophila pareceria inducir un aumento a las 72 hs en la
expresion de saa, cuando se comparé con los niveles de expresion en los peces control. Mas aln, este
aumento no dependio del gen utilizado para la normalizacién (actb o gapdh), indicando que no hubo
un sesgo por el gen elegido como housekeeping. Para el experimento 1 a las 72 hs post-inoculacion
las bacterias muertas parecerian inducir la expresion de la saa 7.5 veces respecto al control de 24 hs
y 4.5 veces respecto al control de 72 hs (se determind el cociente entre las medias del 222" del grupo
tratado respecto al control correspondiente al normalizar con actb o gapdh, los valores reportados
son el promedio de los cocientes obtenidos con cada housekeepings). Sin embargo, el bajo nimero de
muestras (n=3) no permitié analizar la distribucién de los datos y aplicar test estadisticos.
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Figura 2.29. Efecto de la estimulacion de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre la expresion

hepatica de las potenciales PFA (experimento 1)

Se estimularon esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal, con 6x109 ufc/kg de A. hydrophila muerta (barras en
tonos de azul) o PBS como control (barras en tonos de verde). A las 24 y 72hs se determind la expresién génica de las
potenciales PFA en higado (3 peces por condiciéon) mediante gPCR como se describe en Materiales y Métodos. Se graficé la

media y el desvio estandar correspondiente al incremento relativo (Z_MCT) en la expresion de cada gen para cada tiempo y
para cada condicion (A. hydrophila o PBS) normalizada por la expresién en el grupo control a las 24 hs, utilizando como
genes housekeeping actb (a) o gapdh (b). El bajo nimero de muestras (n=3) no permitié analizar la distribucion de los datos
y aplicar test paramétricos por lo cual no se realizaron analisis estadisticos.

A fin de representar correctamente la gran variabilidad biolégica, se graficaron los valores de

expresion individual de la saa normalizando por actb (Figura 2.30c) o gapdh (Figura 2.30d)
correspondientes al experimento 2, en el cual se contd con un mayor nimero de individuos. Esto
permitido comprobar que la variabilidad bioldgica supera los dos 6rdenes de magnitud dentro de un
mismo grupo, y determinar que la distribucién de los datos no es normal. A pesar de esta variabilidad
y de la imposibilidad de utilizar test paramétricos (que tienen mayor potencia a la hora de constatar
diferencias entre grupos) el analisis estadistico mostré que a las 72 hs post-estimulacidon con A.
hydrophila, la expresién de la saa aumentd 9.7 veces respecto al grupo control de las 72 hs (se
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determind el cociente entre las medianas del 22T del grupo tratado respecto al control

correspondiente al normalizar con actb o gapdh, los valores reportados son el promedio de los

cocientes obtenidos con cada housekeepings).
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Figura 2.30. Efecto de la estimulacion de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre la expresion
hepatica de las potenciales PFA (experimento 2)

9
Se estimularon esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal, con 6x10 ufc/kg de A. hydrophila muerta (barras y
circulos en tonos de azul) o PBS como control (barras y circulos en tonos de verde). A las 24 y 72hs se determind la expresion

génica de las potenciales PFA en higado (11 o 12 peces por condiciéon) mediante gPCR como se describe en Materiales y

7 . 7 . ’ 7 . . . >AACT .7
Métodos. Se graficd la media y el desvio estandar correspondiente al incremento relativo (2 ) en la expresién de cada

gen para cada tiempo y para cada condicidn (A. hydrophila o PBS) normalizada por la expresidn en el grupo control a las 24
hs, utilizando como genes housekeeping actb (a) o gapdh (b). Para visualizar la variabilidad bioldgica en (c) y (d) se muestra
la expresidn relativa de la saa de cada pez, para cada tiempo y condicion. En (c) y (d) los datos que se distribuyeron de
forma no normal, se analizaron dentro de cada tiempo con el test no paramétrico Mann-Whitney indicandose el valor p
obtenido.

Por lo tanto, a las 72 hs la administracion de las bacterias muertas indujo la expresion de saa
respecto al control unas 4.5 veces en el experimento 1y unas 9.7 veces en el experimento 2. Se hace
notar que en ambos experimentos se observd en el grupo control leves variaciones (tendencia al
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aumento) en la expresion de este gen a las 72 hs respecto de las 24 hs. En el caso del experimento 2,
en donde fue posible aplicar analisis estadisticos, estas no alcanzaron la significancia. Se presto
atencion a estas variaciones ya que podrian deberse a inflamacidn desencadenada por el pinchazo y/o
por la administracion de liquido en la cavidad peritoneal, factores que deben de cuidarse durante este
tipo de experimentos. De todas maneras, para el experimento 2, la media y desvid estandar en la
expresion de saa a las 72 hs del grupo control (Figuras 2.30a y 2.30b) se deben a un Unico individuo
cuya expresion se aparta 2 ordenes respecto a la mediana del grupo (Figuras 2.30c y 2.30d).

Ninguna de las otras proteinas candidatas a PFA mostré variaciones estadisticamente
significativas en su nivel de expresidon génica. Sin embargo, en ambos experimentos se observaron
algunas tendencias siendo las mas notorias y reproducibles los leves incrementos en los niveles de los
transcritos trf, hamp y hp, sugiriendo que no se puede descartar que la Transferrina, Hepcidina y
Haptoglobina funcionen como modestas PFA en el esturidn ruso. Finalmente, los resultados referidos
a la expresion de crp/sap deben ser tomados con precaucidon ya que, como se discutié anteriormente,
los cebadores no son probablemente dptimos para un analisis cuantitativo. En cualquier caso, estos
genes no mostraron cambios significativos, independientemente del gen elegido como housekeeping
para el analisis.

Es importante mencionar que los resultados obtenidos sobre la expresion de las potenciales
PFAs, confirman que en el experimento 2 las bacterias muertas indujeron una respuesta inflamatoria
con repercusion sistémica ya que se observé una clara induccion de la saa a pesar de no constatarse
cambios significativos en la expresion de il1-b y ningln aumento en los niveles séricos de ACH50 y
Ceruloplasmina y Lisozima.

Por ultimo, los resultados de ambos experimentos sugieren que la SAA podria ser una PFA
positiva en el esturidon. Para verificar esto, se estudié la expresién hepatica de la saa en un
experimento piloto de infeccion con A. hydrophila.

2.1.3.3.Expresidon hepdtica de la saa en respuesta a la infeccién con A. hydrophila
(experimento 3)

Con el objetivo de profundizar en el andlisis sobre la expresién hepatica de saa durante una
respuesta inflamatoria aguda, se realizé un ensayo piloto de infeccidn con A. hydrophila y se estudio
por gPCR la expresion relativa de saa en higado a las 72 hs post-infeccion. El ensayo se considerd
piloto porque se dispuso de un bajo nimero de peces y porque la respuesta frente a la infeccién se
estudio Unicamente a las 72 hs, tiempo en el cual se habia observado la mayor induccion de saa en
los experimentos 1y 2. Estas restricciones se debieron a que el modelo de infeccidn no estaba puesto
a punto por lo cual no resulté posible ni logico trabajar con un gran nimero de peces y varios tiempos
sin la certeza de que la infeccidn no provocara una rdpida y alta mortalidad, anulando el valor del
experimento. En la Figura 2.31 se muestra un esquema del disefio experimental de este ensayo. Como
se observa en las Figuras 2.32a y 2.32b en los esturiones infectados con A. hydrophila la expresion
hepatica de saa a las 72 hs post-infeccidn pareceria aumentar respecto al control (cociente de medias)
unas 5 veces al normalizar con actb y 6.4 veces al normalizar con gapdh, respectivamente. Es
importante acotar que el bajo nUmero de animales empleado en esta experiencia impidi6 analizar la
distribucion de los datos y aplicar test estadisticos paramétricos por lo cual es necesario realizar
nuevos experimentos de infeccion para darle mayor solidez a las conclusiones. De todas maneras,
dado que este resultado concuerda con lo observado en los experimentos de estimulacion realizados
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con la misma bacteria muerta, se considerd razonable continuar los estudios sobre la base de que la
SAA seria una PFA positiva en el esturién ruso y podria eventualmente comportarse como un

bimoarcador de infeccidn/inflamacion.

Piscina 1 Piscina 2

Control 72 hs Tratado 72 hs
Inoculacién: PBS estéril Inoculacién: A. hydrophila
vivas (6 x 10° ufc/kg)

I Dia-15 I I Dia 0 |
Aclimatacién a 21°C Sangrado inicial Inoculacién Muestreo
laboratorio IIP (niveles basales de (via Sangre e higado de

intraperitoneal)

todos los individuos) todos los individuos

Figura 2.31. Esquema del experimento 3 de infeccidn con A. hydrophila realizado en el IIP
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Figura 2.32. Efecto de la infeccion de esturiones rusos con A. hydrophila sobre la expresion de saa en higado

(experimento 3)

Se inyectaron esturiones rusos juveniles, por via intraperitoneal, con 7x107 ufc/kg de A. hydrophila vivas (barras azules) o
PBS como control (barras verdes). A las 24h post-c .timulacidn se colectaron muestras de higado y se analizé la expresion
génica de la saa (n=3 por condicidn) mediante gPCR como se describe en Materiales y Métodos. Se grafica la media y el

-AACT
desvio estandar correspondiente al incremento relativo (2 ) en la expresidn de la saa a las 72 hs post-infeccion
normalizada por la expresion del grupo control (PBS) y por el gen housekeeping actb (a) o gapdh (b). El bajo nimero de
muestras (n=3) no permitié analizar la distribucidon de los datos y aplicar test paramétricos por lo cual no se realizaron

analisis estadisticos.

63



2.1.3.4. Cuantificacidon absoluta de la expresidon de la eSAA en varios érganos

Como parte de la caracterizacidn de la SAA, se planted estudiar en qué drganos se expresa el
gen saa en peces aclimatados en el laboratorio en condiciones dptimas de temperatura y alimentacion
(ver Materiales y Métodos). Como ya se comentd seria posible que dicho gen ademas de expresarse
en el higado lo hiciera en otros tejidos de relevancia inmunoldgica como bazo, rifién anterior,
branquias y cerebro. Asi, se extrajo con éxito ARN total de buena calidad para cada uno de estos
drganos y se verificd que en todos ellos fue posible amplificar el mismo transcripto de saa, ya que las
curvas de melting obtenidas por qPCR presentan picos con idéntica TM (Figura Suplementaria 2.56).
A su vez se ajustd una curva estandar para cuantificar en forma absoluta los niveles de saa por gPCR
(Figura Suplementaria 2.57). Como se observa en la Figura 2.33 la saa también se expresé en bazo,
rifidn anterior, cerebro y branquias de esturiones rusos de 2 afios de edad y mantenidos en las piscinas
del lIP durante 24 dias. Sin embargo, la expresion en higado es mas de mil veces superior a la registrada
en los demas drganos. Esto indica que el higado es el principal érgano responsable de la expresién de
este gen en las condiciones de aclimatacidon y mantenimiento utilizadas y, en base a los estudios
descriptos arriba utilizando modelos de estimulacion o infeccién con A. hidrophila, probablemente
también lo sea en condiciones de inflamacién.
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Figura 2.33. Expresion absoluta de la saa en distintos érganos en condiciones basales

Numero de transcriptos correspondientes al gen saa por pug de ARN total en muestras de Bazo, Rifién anterior,
Branquias, Cerebro, Higado determinados mediante cuantificacion absoluta por gPCR. La expresion del gen saa
en distintos érganos se estudid a partir de 5 esturiones rusos de 2 afios de edad aclimatados durante 24 dias
como se describe en Materiales y Métodos.

2.2. Estudio de la inmunogenicidad y obtencion de la forma
recombinante de la SAA de esturién ruso

Los resultados obtenidos sugirieron que en el esturion ruso la saa se induce en el higado
durante el curso de una respuesta inflamatoria (experimentos 1 y 2) o de una infeccion bacteriana
(experimento 3), por lo cual asumiendo que exista una correlacion entre la transcripcidn y traduccion,
esta proteina se comportaria como una PFA positiva y podria constituir un valioso marcador de
infeccidn y/o inflamacion en dicho pez. Por esta razdn, se propuso generar anticuerpos especificos
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contra la SAA de esturion ruso (eSAA) y con ellos desarrollar un inmunoensayo enzimatico (ELISA, del
inglés enzyme linked immunosorbent assay) que permita detectar y cuantificar sus niveles en suero.
Para obtener los antigenos para la inmunizacién y generacion de los anticuerpos anti-eSAA se
plantearon dos estrategias alternativas y complementarias comprendidas en el objetivo especifico 2.
Por un lado, se buscd identificar posibles péptidos inmunogénicos de la eSAA utilizando herramientas
bioinformaticas, los cuales serian luego empleados para la generacién de anticuerpos en base a su
acoplamiento a proteinas inmunogénicas (carrier) como la hemocianina de caracol (KLH, del inglés
keyhole limpet hemocyanin). Contar con distintos péptidos correspondientes a diferentes regiones de
la eSAA permitiria generar y obtener anticuerpos capaces de reconocer sitios diferentes de esta
proteina, lo cual facilitara el disefio de un ELISA en formato sandwich. Por otro lado, se trabajé en la
expresion y purificacion de la eSAA en forma recombinante en bacterias (eSAAr), a fin de generar
anticuerpos policlonales contra la proteina nativa y poder utilizar dicha proteina recombinante como
estandar del ELISA.

2.2.1. Eleccion de posibles péptidos inmunogénicos de la eSAA

Con el objetivo de seleccionar péptidos potencialmente inmunogénicos de la eSAA se revisd
la informacién disponible sobre la inmunogenicidad de la SAA humana (hSAA)176. El mapeo antigénico
de la hSAA describié la presencia de cuatro péptidos que son epitopes B en conejo y dan lugar a
anticuerpos que reconocen la hSAA nativa, independientemente de si esta proteina estd pura o unida
a lipoproteinas'”6. Esta caracteristica es fundamental para poder detectar la totalidad de eSAA del
suero de esturién, tanto la que se encuentre asociada a otras proteinas y lipoproteinas, especialmente
la HDL, asi como la que se encuentre libre. Como se observd anteriormente, la SAA estd muy
conservada en los vertebrados, desde el esturidn al ser humano (Figura 2.1), por lo cual resulté factible
identificar las secuencias ortdlogas a estos péptidos inmunogénicos en la eSAA. Para esto se alinearon
las secuencias de eSAA y hSAA junto con la de los cuatro péptidos mencionados anteriormente (Figura
2.34a). A partir de estos alineamientos se observd que un péptido se localiza en la regién N-terminal
y los otros tres en los ultimos 50 aminoacidos de la proteina. En la eSAA madura, el péptido 1
corresponde a los aminoacidos 26-43 (p26-eSAA), el péptido 2 abarca los residuos 58-71 (p58-eSAA),
el péptido 3 abarca los residuos 67-83 (p67-eSAA) y el péptido 4 corresponde a los aminodcidos 88-
103 (p88-eSAA). Las secuencias de p26-eSAA, p58-eSAA, p67-eSAA y p88-eSAA son idénticas en un
89%, 57%, 65% y 75% respecto a los péptidos de la hSAA. En forma complementaria, para definir
potenciales epitopes B se analizo la secuencia de la eSAA in silico con el algoritmo de prediccion de
epitopes B lineales Bepipred!””. Se determiné que este algoritmo predice un epitope B en la regién
gue abarca los ultimos 34 aminoacidos de la proteina, tal como se ilustra en la Figura 2.34a. Esta region
solapa con la totalidad de la secuencia de p88-eSAA, con el 90% de p67-eSAA y parte de la secuencia
de p58-eSAA. Este algoritmo también predice otro epitope B de unos 12 aminoacidos que solapa con
parte de p26-eSAA. Por lo tanto, los péptidos de la eSAA identificados por homologia a partir de los
péptidos inmunogénicos descriptos para la hSAA se encuentran en regiones predichas como
inmunogénicas por el algoritmo Bepipred, indicando que serian buenos epitopes B de la eSAA y
permitirian detectarla en su forma nativa.

El nivel de homologia y los estudios de prediccién alentaron a considerar los cuatro péptidos
identificados en la eSAA como posibles epitopes B a utilizar en los ensayos de inmunizacion. No
obstante, se considerd importante analizar su potencial estructura secundaria y ubicacién en la
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estructura terciaria de la eSAA porque variaciones en unos pocos aminoacidos podrian alterar la
estructura y/o grado de exposicion de los péptidos al solvente, afectando su potencial como epitopes
B. A tales efectos, se modeld con el programa SWISS-MODEL'78 |a estructura de la eSAA utilizando
como templado la estructura cristalografica de la isoforma A3 de la SAA de ratén, sugerida como el

(a)

eSAA PGOA A A A A A AA AWOSFIRGSC]
hSAA_A1 A A A A A AA AEA A I

Péptido_1
Péptido_2
Péptido_3
Péptido_4

-

p58-eSAA: SNGREAWQSFRGSG

N4
\6 p88-eSAA: GGDPNDYRPAGLPSKY

Figura 2.34. Estructura primaria y terciaria de la eSAA y hSAA y localizacion de potenciales péptidos inmunogénicos

(a) Alineamiento aminoacidico de la eSAA madura, la hSAA Al y las secuencias de cuatro péptidos inmunogénicos de la
hSAA Al que reconocen la proteina nativa (176). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega, los colores
de la secuencia de las SAA indican el tipo de aminodcidos. Los péptidos 1, 2, 3 y 4 se colorean con magenta, azul, verde y
rojo, respectivamente. Los homadlogos a los péptidos 1, 2, 3y 4 en la eSAA se llamaron p26-eSAA (AA 26-43), p58-eSAA (AA
58-71), p67-eSAA (AA 67-83) y p88-eSAA (AA 88-103), respectivamente. Las barras negras indican epitopes B lineales de la
eSAA predichos in silico con el algoritmo Bepipred Linear Epitope Prediction.

(b) Alineamiento estructural de la hSAA A1 (PDB: 4IP9, gris) junto al modelo de la eSAA (negro) generado en SWISS-MODEL
a partir de la SAA A1 murina (PDB: 4Q5G). El alineamiento se realizé y visualizé con Pymol.

(c) Alineamiento estructural de los péptidos 1, 2, 3y 4 de la hSAA (en gris) con los péptidos p26-eSAA (magenta), p58-eSAA
(azul), p67-eSAA (verde) y p88-eSAA (rojo) de la eSAA, cuyas secuencias se indican en la figura, subrayando los aminoacidos
gue cambian respecto a la hSAA. Las estructuras se visualizaron en Pymol.

(d) Modelo estructural de la eSAA mostrando la localizacidn espacial de los péptidos p26-eSAA (magenta), p58-eSAA (azul),
p67-eSAA (verde) y p88-eSAA (rojo), el resto de la proteina se indica en negro. Se muestra la estructura desde dos posiciones
diferentes para visualizar los diferentes péptidos. La estructura se visualizd en Pymol.

mejor templado por el programa (rSAA, PDB: 4Q5G.1.A). El modelo obtenido se refind con el programa
GalaxyRefine!”® y se obtuvo una estructura con indice gmean de -0.82'80, correspondiente a un
modelo de buena calidad. Al alinear la estructura cristalografica de la hSAA (PDB: 4IP9) junto al modelo
de eSAA, se observd que las estructuras de ambas proteinas son practicamente idénticas (Figura
2.34b). A continuacion, cuando se ubicaron en dichas estructuras los cuatro péptidos identificados en
la hSAA junto a los correspondientes homadlogos en la eSAA, se constatd que los péptidos de ambas
especies adquieren plegamientos muy similares (Figura 2.34c). Por lo tanto, es muy probable que los
péptidos identificados en la eSAA posean una alta homologia estructural respecto a los de hSAA y por
lo tanto también sean epitopes B en conejo. La Figura 2.34d muestra la localizacidn espacial de los 4
posibles péptidos inmunogénicos de la eSAA. Analizando la Figuras 2.34cy 2.34d se observoé que, p26-
eSAA, p58-eSAA y p67-eSAA presentan una estructura rica en alfa hélice y que, p58-eSAA y p67-eSAA
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comparten cinco residuos que corresponden a un bucle. Por otro lado, p88-eSAA cuenta con una
estructura en forma de bucle, muy conservada que cuenta con tres residuos de prolina que
seguramente impiden la formacién de una alfa hélice en esta regidn, tanto en la hSAA como en la
eSAA. En relacion con la definicion de epitopes B, la presencia de estructuras tipo bucle (del inglés,
loops) en los péptidos, como sucede en regiones de p26-eSAA, p58-eSAA y p67-eSAA y para la
totalidad de p88-eSAA, no es un elemento necesariamente negativo ya que son regiones
generalmente expuestas en las proteinas. De hecho, las zonas de mayor contacto con el antigeno en
las inmunoglobulinas generalmente adquieren estructuras de loop'8'. Con respecto a la localizacién
de los péptidos en la proteina, se observd que p26-eSAA forma parte de una hélice central de la eSAA
mientras que p58-eSAA, p67-eSAA y p88-eSAA se localizan en la superficie de la proteina, por lo cual
probablemente estén mas accesibles para su reconocimiento por anticuerpos que p26-eSAA. Por otra
parte, p88-eSAA se encuentra espacialmente distante de p58-eSAA y p67-eSAA, por lo cual los
anticuerpos generados contra estos posibles epitopes permitirian reconocer a la eSAA por dos
regiones diferentes sin que ocurra un impedimento estérico. Esto resulté un elemento muy
importante a tener en cuenta pensando en el desarrollo de un ELISA de tipo sandwich que detecte la
forma monomérica de la eSAA. Por lo tanto, en base a todos estos estudios se eligio generar
anticuerpos contra p58-eSAA, p67-eSAA y p88-eSAA, los cuales se adquirieron de un laboratorio
comercial en forma de conjugados a la proteina KLH.

2.2.2. Expresion de la eSAA en forma recombinante

Como alternativa al uso de péptidos inmunogénicos para la generacion de anticuerpos anti-
eSAA, se planted utilizar como antigeno a la eSAAr expresada en E. coli. Se eligié expresarla en bacteria
por multiples razones. En primer lugar, la eSAA madura es una proteina pequefia (11.5 kDa) con una
estructura globular simple, rica en alfa hélices, segun el andlisis in silico descripto arriba (Figura 2.34b).
Mads aun, de acuerdo a la informacion disponible en UNIPROT para la SAA A1 humana (Cédigo: PODJI8)
es posible que la eSAA no esté estabilizada por puentes disulfuros y que no posea modificaciones post-
traduccionales. A su vez, se ha descripto la expresidon de la SAA de varios origenes (humano, trucha
arcoiris y bacalao de estuario) en E. coli, apoyando la eleccion de este sistema de expresion
procariota'82-184  por otra parte, como el objetivo principal en este caso fue utilizar la eSAAr para
generar anticuerpos especificos en conejos y utilizarla como estandar de un ELISA, no se justificé en
un principio utilizar un modelo de expresion eucariota.

Una vez seleccionado el modelo, se planted la interrogante sobre cudl secuencia de saa elegir
para su expresion recombinante. Como se observa en la Figura 2.10 las secuencias aminoacidicas de
los clones 2 y 3 son idénticas, mientras que el clon 4 posee dos variaciones puntuales consecutivas
que dan lugar a un cambio no sinénimo (%A por ®N en la proteina madura). En esta posicion, la SAA
del esturion chino y siberiano poseen un residuo A, al igual que los clones 2 y 3 correspondientes a la
eSAA. Por otra parte, el clon 3 muestra un Gnico cambio nucleotidico sinédnimo respecto al clon 2 (}*°A
por °C). En funcidn de estas observaciones se eligi6 expresar en forma recombinante el clon 2 de la
eSAA porque en estas posiciones su secuencia es la mas parsimoniosa (tanto a nivel nucleotidico como
aminoacidico) respecto a la SAA de esturidon chino y siberiano. Para aumentar las probabilidades de
éxito, la secuencia codificante de la eSAA se clond en tres vectores distintos que permiten expresarla
proteina fusionada a una cola de histidina (pT7-eSAA) o en forma quimérica, unida ademas a la
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proteina de fusidn tiorredoxina (pT7-TRX-eSAA) o a la proteina de unidn a maltosa (pT7-MBP-eSAA)

(Figura 2.35a).

(a) WS TEV

pT7-TRX-eSAA

[Hi8eSAAr 13.8 kDa

‘SAAr 25.9 kDa

Figura 2.35. Expresion recombinante en E. coli BL21 DE3 Star de la His-eSAA, His-TRX-eSAA y His-MBP-eSAA
(a) Esquema de los tres vectores utilizados. El promotor fuerte T7 (T7) se muestra en naranja, la cola de histidina N-terminal
se muestra en verde (His), las proteinas de fusién TRX o MBP se muestran en violeta, la secuencia de reconocimiento y
corte de la proteasa TEV se muestra en rojo, la secuencia de la eSAA madura en naranja claro y el gen de resistencia a
ampicilina en celeste.
(b) Electroforesis (Tris-Tricina-SDS-PAGE) en condiciones reductoras de las muestras obtenidas. Se observan la fraccion sin
inducir (-), y las distintas fracciones obtenidas luego de inducido el cultivo: total (T), soluble (S) e insoluble (). Se indica el
marcador de peso molecular (M) y el tamaiio esperado para la His-eSAAr, His-TRX-eSAAr y His-MBP-eSAAr. Las flechas
sefialan las bandas compatibles con la expresion de la His-TRX-eSAAr y His-MBP-eSAAr.

pT7-MBP-eSAA )
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T
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Las tres construcciones se expresaron en la cepa E. coli DE3 Star en medio LB, durante 4 hs y
a una temperatura de 30°C. Previo a la induccion (con IPTG 0.5 mM) se guardd una alicuota del cultivo
de bacterias sin inducir como control. Finalizado el tiempo de cultivo, las suspensiones de bacterias se
lisaron y se separaron los lisados totales, asi como también sus fracciones insoluble y soluble para su
analisis por electroforesis (Figura 2.35b). Cuando se utilizd la construccion pT7-eSAA no se observé la
presencia de una banda diferencial respecto al control, que resultara compatible con la eSAA (PM
tedrico de la eSAAr 13.8 kDa), ni en el lisado total de las bacterias en las que se indujo la expresion ni
en sus fracciones soluble e insoluble, indicando que no hubo expresion en estas condiciones. Cuando
se utilizo el vector donde la eSAA se fusiond a la TRX (pT7-TRX-eSAA) se observo una banda de mas de
24 kDa en el lisado total y en su fraccion soluble, que no se encontré presente en la fraccidn sin inducir
ni en la fraccion insoluble. Esta banda concuerda con el tamafio molecular esperado para la proteina
de fusion His-TRX-eSAAr (PM tedrico 25.9 kDa). Finalmente, cuando se indujo la expresion de la eSAA
fusionada a MBP (His-MBP-eSAAr) se observé una banda de aproximadamente 55 kDa, que fue muy
abundante en el lisado total y en su fraccidn soluble, y no se detectd en la fraccidn sin inducir ni en la
fraccion insoluble. Esta banda es compatible con la presencia de la proteina de fusion His-MBP-eSAA
gue posee un PM tedrico de 54.5 kDa. Por lo tanto, se logrd expresar la eSAAr en forma soluble
Unicamente fusionada a la TRX o a la MBP. Esto representd un logro importante y vuelve a la eSAA
una de las primeras proteinas de esturidn en ser producidas en forma recombinante.

Existen varias razones que podrian explicar por qué la eSAA se expresé en bacterias solamente
al estar unida a una proteina de fusion. En este sentido, la presencia de proteinas de fusion puede
favorecer que la proteina recombinante se pliegue correctamente, que su solubilidad aumente e
impida que se agregue, degrade o resulte téxica para las bacterias'®:186, Cabe mencionar que no se
optimizo el uso de codones para la secuencia codificante de la eSAA y esto pudo afectar en mayor
medida el inicio de su traduccién'8”. Esto podria explicar que la fusion a las proteinas bacterianas TRX
o MBP (fusionadas en posicion upstreem respecto a la eSAA) haya contribuido a mejorar la expresion
de la eSAA al ser ambas proteinas propias de E. coli con sus codones optimizados para su correcta
traduccidn. La dependencia de la presencia de una proteina de fusidn para la expresion de la eSAA
contrasta con resultados descriptos por otros autores que lograron expresar la SAA A1l humana
(clonada en el vector pet30a(+)) en ausencia de proteinas de fusidn, utilizando la misma cepa
bacteriana y similar temperatura de expresion de 25°C o0 30°C'82. En el presente trabajo de tesis no se
exploré la utilizacion de otros medios de cultivos y otras temperaturas de expresion que podrian haber
favorecido la expresidon de la eSAA sin proteina de fusion.

En base al mayor nivel de expresidn que se obtuvo para la eSAA fusionada a la MBP (notar en
la Figura 2.35 que la His-MBP-eSAAr se expresé en mayor nivel que la His-TRX-eSAAr), se decidio
purificar la His-MBP-eSAAr apostando a lograr un mayor rendimiento de la proteina recombinante.

2.2.3. Purificacion de la eSAAr

Para obtener la eSAAr fue necesario realizar varios pasos de purificacion que se esquematizan
en la Figura 2.36a. En primer lugar, la fraccion soluble conteniendo la His-MBP-eSAAr se purificd por
cromatografia de afinidad por metales (IMAC, del inglés immobilized metal affinity chromatography)
aprovechando que dicha proteina quimérica cuenta también con una cola de histidina. Las fracciones
obtenidas en esta primera cromatografia se analizaron por electroforesis. Como se observé en gel de
Tris-Tricina-SDS-PAGE de la Figura 2.36b, la banda correspondiente a la His-MBP-eSAAr no esta
presente en el percolado (FT) ni en los lavados sin imidazol (L1-L6), mientras que apareci6 al lavar con
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bajas concentraciones de imidazol (L1- L6 y L1~ L6""). Esto sugiere que la His-MBP-eSAAr se unio
mayormente a la matriz (IMAC 1), lo que se comprobd al observar una banda enriquecida en His-MBP-
eSAAr en las eluciones con 300 mM de imidazol (E1-E6). Para obtener la eSAAr sin el tag, el pool de
estas eluciones se digirié con la proteasa His-TEV.h (del inglés, Tabacco Etch Virus endopeptidase) y los
productos obtenidos de la digestidn se fraccionaron nuevamente por IMAC (IMAC2). Esta segunda
IMAC permitiria teéricamente obtener en el percolado a la eSAAr (sin tag) y separarla del resto de las
proteinas, las cuales quedarian retenidas en la matriz por contar con cola de histidina (la proteasa His-
TEVsh, la His-MBP, y la His-MBP-eSAAr no digerida). En la Figura 2.36¢ se muestra el analisis por Tris-
Tricina-SDS-PAGE de las fracciones obtenidas luego de la didlisis y digestion (DyD) y de esta segunda
IMAC (IMAC2). El pool obtenido luego de la primera etapa de purificacién (IMAC1) mostré contener
principalmente un componente de PM aparente en el entorno de los 55 kDa, correspondiente a la His-
MBP-eSAAr. En contraste, la muestra obtenida luego del tratamiento con la His-TEVs, mostré la
presencia de tres bandas muy intensas de PM aparente entre 35y 55 kDa, alrededor de 35 kDa y entre
15 kDa y 10 kDa, las cuales serian compatibles con la His-MBP, la proteasa His-TEVsh y la eSAAr de
acuerdo con sus PM tedricos de 43.1 kDa, 35 kDa y 11.5 kDa, respectivamente. Dado que luego de la
digestion con la His-TEVs, practicamente no se observd al componente de 55 kDa correspondiente a
la His-MBP-eSAAr, se concluyd que en las condiciones experimentales la proteasa logré digerir el tag
de la proteina quimérica casi por completo. Por otro lado, como resultado de la IMAC2 se logré unir
la His-MBP, la His-MBP-eSAAr sin digerir y la His-TEVsh a la columna ya que estas proteinas no se
observaron en el percolado (carril FT). Sin embargo, la eSAAr no se recuperd en el percolado como era
de esperar. Teniendo en cuenta que durante todas las etapas de purificacidn se utilizé un tampdn de
alta concentracidn salina (NaCl 0.5 M) no es probable que la eSAAr haya sido retenida sobre la matriz
por interacciones idnicas. A su vez, el agregado del detergente SDS 0.1% (m/v) tampoco liberd la
eSAAr, sugiriendo que ésta tampoco habria sido retenida por interacciones hidrofébicas. En este
escenario resulté evidente que la eSAAr estaria interactuando en forma directa con la matriz. Esta
interaccion esta probablemente mediada por residuos de His ya que el analisis in silico de su estructura
mostré la presencia de cuatro His expuestas al solvente, siendo dos de ellas consecutivas en su
secuencia, lo cual facilitaria la coordinacién del cobre y su unién a la matriz (Figura Suplementaria
2.58). Por esto, se busco despegar en forma diferencial a la eSAAr utilizando bajas concentraciones de
imidazol (30 y 50mM). Si bien se logré eluir a la eSAAr, justo a esta coeluyeron otros productos de
digestion, principalmente la His-MBP. Entonces, para eliminar la His-MBP y obtener una fraccion
enriquecida en la eSAAr pura, los eluidos obtenidos se pasaron por dos columnas sucesivas de una
matriz comercial de amilosa que posee afinidad por la His-MBP18, Como se observa en la Figura 2.36d
esta ultima etapa de purificacidn fue exitosa y permitio eliminar la His-MBP y obtener a la eSAAr con
un alto grado de pureza. Globalmente, el procedimiento de purificacion rindié 1.8 mg de eSAAr por
gramo de masa hiumeda de bacterias.

A fin de verificar la identidad de la proteina expresada y purificada, ésta se analizd por
espectrometria de masas observandose un pico mayoritario de 11440 Da que coincidié con el peso
molecular tedrico de 11447.4 Da predicho para la eSAAr (Figura Suplementaria 2.59a). A su vez, se
observd un pico minoritario de mayor tamafio (11673 Da) que corresponderia a la eSAAr unida a
pequefios fragmentos de la matriz del espectrémetro de masa. También se observaron otros dos picos
de menor tamafio, uno de 7971.8 Da y otro de 5719.8 Da, que coinciden con el peso molecular tedrico
de 7975.8 y 5714.3 Da, correspondientes a los péptidos que abarcan los aminoacidos 1a72y1a52
de la eSAAr, respectivamente. Estos resultados sugieren que hubo degradacion de la eSAAr durante
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Figura 2.36. Purificacion de la eSAAr a partir de la His-MBP-eSAAr
(a) Esquema de las diferentes etapas de purificacion.

(b) Electroforesis (Tris-Tricina-SDS-PAGE) en condiciones reductoras correspondiente a las fracciones analizadas durante la
IMAC 1: Fraccion soluble (S), percolado (FT), lavados sin imidazol (L1 y L6), con imidazol 10 mM (L1’ y L6’), con imidazol 20
mM (L1” y L6”'), eluciones con imidazol 300 mM (E1-E6). La M indica el marcador de masa molecular. La flecha naranja

indica la banda de tamafo compatible con la His-MBP-eSAAr.

(c) Electroforesis (Tris-Tricina-SDS-PAGE) en condiciones reductoras del pool de las eluciones 1-6 de la IMAC1, del producto
su dialisis y digestion con la proteasa His-TEV,, (DyD), y de las fracciones obtenidas luego de realizar la IMAC2 utilizando la

muestra DyD: percolado (FT), elucién con imidazol 30 mM (E1) y eluciones con imidazol 50 mM (E1-E3).

(d) Electroforesis (Tris-Tricina-SDS-PAGE) en condiciones reductoras correspondiente al pool de las Eluciones E1-E3
obtenidas en la IMAC2, y de las fracciones obtenidas luego de pasar dicho pool por dos columnas sucesivas de amilosa:
percolado (FT), lavado con buffer de lisis sin imidazol (L). En (c) y (d) se indica con flechas naranjas las bandas compatibles

con la His-MBP-eSAAr, His-MBP, His-TEVSh y eSAAr.
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su expresion y/o purificacidn, la cual involucré cortes proteoliticos entre los residuos 72S y’3G o entre
52G y K. Por otro lado, no se observaron los picos correspondientes a los otros productos que se
generarian por el corte (un solo corte por molécula) de la eSAAr en estos sitios (masas de 3489.6 Day
de 5751.0 Da). El fragmento de 3489.6 Da no fue detectado posiblemente porque el rango de m/z
analizado fue de 5000 a 25000 Da aproximadamente; en el caso del fragmento de 5751.0 Da, se puede
especular que este no se haya ionizado correctamente impidiendo su deteccion en el espectrémetro.
Paralelamente la eSAAr se digirid con tripsina y las masas de los péptidos resultantes determinada por
espectrometria de masas se utilizaron para realizar busquedas con el programa Mascot (Matrix
Science) empleando como base de datos los transcriptomas traducidos de esturion chino y siberiano
(Figura Suplementaria 2.59b). A partir de estas busquedas se logré confirmar que los péptidos
digeridos corresponden inequivocamente a la SAA de esturién ruso.

La degradacion de la eSAAr observada luego de su purificacion ocurrié a pesar de haber
utilizado una cepa de E. coli deficiente en la proteasa de membrana OmpT (su ausencia reduce la
degradacion de proteinas heterdlogas) y multiples inhibidores de proteasas durante las etapas de
purificaciéon. Para solucionar esto, se podria haber expresado a la eSAAr con un tag de purificacion
adicional en su extremo C-terminal. El vector pT7 permite incorporar un Strep-tag (péptido sintético
de 8 aminodcido) en dicha posicidn, el cual interacciona fuertemente con la estreptavidina’®. En este
escenario, mediante una primer IMAC se purificaria a la His-MBP-eSAAr-strep del resto de las
proteinas de E.coliy luego de la didlisis y la digestidn, utilizando una matriz conteniendo estreptavidina
se purificaria Unicamente a la eSAAr que no haya sufrido degradacién, ya que de lo contrario el Strep-
tag se pierde. Mas aln esta estrategia vuelve innecesaria utilizar la matriz de amilosa.

En suma, fue posible expresar la eSAAr fusionada a MBP, eliminar el tag de purificacion y
obtener una fraccion con la eSAAr con alto grado de pureza, luego de varias etapas de purificacion.
Posteriormente se logré confirmar mediante espectrometria de masas que la proteina producida y
purificada corresponde efectivamente a la SAA de esturidn ruso recombinante.

2.2.4. Analisis de la eSAAr por cromatografia de exclusion molecular

Una vez purificada la eSAAr, se estudio su estado de oligomerizacién por cromatografia de
exclusion molecular analitica utilizando una columna Superdex 75 10/300. En la Figura 2.37a se
presenta el cromatograma obtenido donde se observd un pico mayoritario que, de acuerdo a la
calibracion de la columna, corresponde a un componente de PM aparente de 8.7 kDa (fraccion f1). Al
precipitar esta fraccidn y analizarla por electroforesis, se observé una banda de entre 10 y 15 kDa
compatible con el tamafio esperado para la eSAAr (Figura 2.37b). Por lo tanto, de acuerdo a estos
resultados se puede concluir que en las preparaciones obtenidas la eSAAr se encuentra
mayoritariamente como un mondémero. De todas maneras, es importante remarcar que en el
cromatograma se observan otros picos pequefios que corresponderian a proteinas de mayor tamarnio,
pero minoritarias respecto a la eSAAr monomeérica. Esos picos podrian corresponder a restos de His-
MBP observados en el perfil de SDS-PAGE de la muestra inyectada en la columna (Figura 2.37b) u
oligdmeros de la eSAAr ya que se ha visto que la SAAr de otros organismos tiende a formar tetrameros
y hexameros'®, La baja intensidad de estos picos impidié analizarlos por electroforesis. Para
esclarecer esto seria necesario realizar estudios mas exhaustivos con mayor cantidad de eSAAr. Sin
embargo, es claro que en las condiciones analizadas la eSAAr se encuentra mayoritariamente en forma
monomeérica. La naturaleza monomérica de la eSAAr vuelve imprescindible contar con al menos dos
anticuerpos que reconozcan epitopes distintos en dicha proteina recombinante, a fin de poder
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utilizarla como estandar de un ELISA en formato sdndwich que permita cuantificar la eSAA en suero
de esturidn.
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Figura 2.37. Analisis por cromatografia de exclusion molecular de la eSAAr
(a) Cromatograma correspondiente a la exclusion molecular de la eSAAr. Se sembraron 153 pg de eSAAr (100 pl) en una
columna Superdex 75 10/300 equilibrada en Tris-HCl 20mM pH 7.2, NaCl 150 mM, Tween, 0.05% (m/v). La cromatografia

se realizé a un flujo continuo 0.4 mL/min durante 130 min registrando la absorbancia a 280 nm. Se colecté la fraccion f1
correspondiente al pico predominante eluido a los 14.9 ml. El grafico inserto corresponde a la curva de calibracién de la
columna utilizada, obtenida mediante el analisis cromatografico de los marcadores moleculares (aprotinina, ribonucleasa
A, anhidrasa carbdnica ovoalbumina y seroalbumina bovina) en las mismas condiciones que las utilizadas para fraccionar la
eSAAr. Se grafica el log PM en funcién del Kav para cada uno de los estandares. En el grafico principal, se indica el pico
correspondiente a la f1, que contiene la eSAAr monomérica con un tamafio aparente de 8.7 kDa determinado a partir de la
curva de calibracion.

(b) Analisis por Tris-Tricina-SDS-PAGE correspondiente a la muestra inyectada en la columna (eSAAr) y del pico mayoritario
obtenido en la cromatografia de exclusién molecular (f1) precipitado con TCA en presencia (+) o ausencia (-) de BSA 62.5
pg/ml como proteina carrier. La flecha indica la banda correspondiente a la eSAAr.

2.3. Optimizacién y aplicacion de un ELISA para cuantificar la eSAA en
suero de esturidn ruso en respuesta a la estimulacion o infeccién con
A. hydrophila

En este capitulo se describen los resultados correspondientes al objetivo especificos 3 que
comprendieron la generacidn y purificacion de los anticuerpos anti-eSAA y el desarrollo y optimizacion
de un ELISA en formato sandwich para detectar la eSAA en las muestras de suero de los esturiones
obtenidas en los experimentos de estimulacién e infeccion con A.hydrophila.
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2.3.1. Purificacidn de los anticuerpos anti-eSAA por cromatografia de afinidad

A fin de generar anticuerpos policlonales anti-eSAA se inmunizaron 3 conejos con p58-eSAA,
p67-eSAA y p88-eSAA conjugados a KLH y un cuarto conejo con la eSAAr. A lo largo de la inmunizacion
se determinaron mediante ELISA el titulo y la avidez media (medida como la concentracién de KSCN
gue disocia la mitad de los complejos formados entre el antigeno y los anticuerpos) de los antisueros
(Figura Suplementaria 2.510) para decidir el momento del sangrado final que permitiera obtener la
mayor cantidad posible de anticuerpos de alta avidez (ensayos realizados por la Dra. Valeria Silva,
Catedra de Inmunologia, Facultad de Quimica). Para el conejo inmunizado con p58-eSAA-KLH, se
obtuvo a los 200 dias suero inmune capaz de reconocer la eSAAr con elevado titulo (409600) y avidez
media (5.6 M) (Figura Suplementaria 2.510a). El conejo inmunizado con p88-eSAA-KLH presento al dia
87 un elevado titulo (102400) y buena avidez media (3.1 M) (Figura Suplementaria 2.510b). Como es
habitual, se pensd en realizar una segunda inmunizacién para mejorar el titulo y la avidez, para lo cual
fue necesario esperar a que tanto el titulo de los anticuerpos anti-p88-eSAA como el titulo de los
anticuerpos generados contra KLH (datos no mostrados) descendieran. Desafortunadamente esto
tardd mas de lo previsto y por problemas sanitarios en el bioterio tuvimos que sacrificar al animal al
dia 280 obteniéndose un suero inmune con un titulo de 5400 y una mejor avidez media de 4.6 M,
notoriamente menor al registrado a tiempos mas tempranos. El conejo inoculado con p67-eSAA-KLH
presentd al dia 280 una respuesta pobre en término de titulo (5400) y avidez media (1.35 M) (Figura
Suplementaria 2.510c) mientras que el conejo inoculado con eSAAr fallecié durante el transcurso de
la respuesta (Figura Suplementaria 2.510d). De acuerdo con estos resultados, se eligieron para
continuar el trabajo los antisueros anti-p58-eSAA y anti-p88-eSAA

Los anticuerpos anti-p58-eSAA y anti-p88-eSAA se purificaron a partir del suero inmune por
cromatografia de afinidad utilizando la eSAAr inmovilizada a una matriz de Sefarosa. Para evaluar el
éxito de la purificacidn se analizé por Western Blot la reactividad de las distintas fracciones obtenidas
frente a la eSAAr, estas fueron: el suero inmune previo al pasaje por la matriz, la fraccion del suero
inmune que no se unid a la columna (percolado) y los anticuerpos eluidos. En la Figura 2.38a se
muestran los resultados correspondientes a la purificacidn de los anticuerpos anti-p58-eSAA. En este
caso, el suero inmune a una dilucién 1/1000 reconoce una banda intensa de entre 10 y 15 kDa y una
banda mas tenue de unos 10 kDa que corresponderian a la eSAAr y a un producto de degradacién de
esta proteina, respectivamente. En contraste, el percolado no mostré reaccién con la eSAAr, aun a
una dilucidn 10 veces mas concentrada que el antisuero original, indicando que la mayoria de los
anticuerpos especificos anti-eSAA se unieron a la matriz. Por ultimo, tal como se esperaba, los
anticuerpos anti-p58-eSAA eluidos de la columna reconocieron fuertemente a la eSAAr de esturion
incluso cuando se utilizaron a una dilucidn 10 veces mayor que la del antisuero de partida, indicando
que la cromatografia de afinidad permitié obtenerlos puros y a mayor concentracion. Similares
resultados se obtuvieron en la purificacién de los anticuerpos anti-p88-eSAA (Figura 2.38b). El suero
inmune conteniendo estos anticuerpos reconoce la eSAAr ya que se observo en el Western Blot la
misma banda de entre 10 y 15 kDa que coincide con el tamafio molecular de dicha proteina, aunque
en este caso no se observd reactividad con el componente de menor tamafio. El percolado
correspondiente a dicha purificacion utilizado a una dilucién 1/1000 no reacciond con la eSAAr pero
si cuando se empled a una dilucién 1/100, lo cual sugiere que algunos anticuerpos anti-p88-eSAA no
se unieron a la matriz, indicando que en las condiciones utilizadas, la matriz se saturd. Por otro lado,
los anticuerpos eluidos reaccionaron fuertemente con la eSAAr a una dilucién 1/1000 (en este caso
no se ensayaron diluciones mayores).
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Figura 2.38. Estudio por Western Blot de la purificacion de los anticuerpos anti-p58-eSAA y anti-p88-eSAA y su capacidad
para detectar la eSAAr y la eSAA del suero de esturion

En la figura (a) y (b) se indican los resultados obtenidas para la purificacion de los anticuerpos anti-p58-eSAA y anti-p88-
eSAA, respectivamente. Se analizd por Western Blot la reactividad frente a la eSAAr de los sueros inmunes obtenidos en
conejo (SI) conteniendo los anticuerpos anti-p58-eSAA y anti-p88-eSAA y de las fracciones obtenidas al purificar los
anticuerpos por cromatografia de afinidad (utilizando una matriz de eSAAr-NHS-sefarosa). Para ésto se separaron
aproximadamente 4 pg de eSAAr por SDS-PAGE (400 ng por tirilla), se transfirié la proteina recombinante a una membrana
de PVDF, se cortd la membrana en tirillas y se las incubd con distintas diluciones de los sueros inmunes (Sl), el percolado
(FT) y las eluciones de los anticuerpos (Ac) anti-p58-SAA o anti-p88-SAA obtenidos luego de la purificacion. La interaccion
se reveld utilizando un anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa. Se indica el marcador de peso molecular (M)
y las bandas reconocidas por los anticuerpos con las flechas naranjas.

(c) Se analizd por Western Blot |a reactividad de los anticuerpos anti-p58-eSAA y anti-p88-eSAA purificados contra la eSAA
del suero de esturidn ruso. Para ésto se separd por SDS-PAGE 2 pl de suero de esturion ruso infectado con A. hydrophila,
se transfirieron las proteina a una membrana de PVDF, se incubd la membrana con los anticuerpos anti-p58-eSAA o anti-
p88-eSAA vy la interaccidn se reveld utilizando un anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa. Se indica el
marcador de peso molecular (M) y la banda reconocidas por los anticuerpos con una flecha naranja.

Teniendo en cuenta los resultados del analisis por espectrometria de masas de la eSAAr, se
dedujo que el fragmento con un peso aparente de 10 kDa detectado con el anticuerpo anti-p58-eSAA
corresponderia al producto de degradacién de 7971.8 Da observado en el analisis de espectrometria
de masas, ya que dicho fragmento contendria los aminoacidos 1 al 72 de la eSAAr que incluyen casi la
totalidad de la secuencia del péptido p58-eSAA (aminoacidos 58 al 71 de la eSAA). Este fragmento no
fue detectado con el anticuerpo anti-p88-eSAA porque éste reconoce los Ultimos 16 aminoacidos de
la eSAA, que no estan presentes en dicho fragmento. El fragmento de 5719.8 Da (probablemente
aminodcidos 1 al 50 de la eSAA) detectado por espectrometria de masas de la eSAAr no fue observado
con ninguno de los dos anticuerpos debido a que no contiene la secuencia de los péptidos utilizados.
Por otro lado, no se detectaron los fragmentos de 5751.0 Da (aminoacidos 51 al 103 de la eSAA) y
3489.6 Da (aminoacidos 71 al 103 de la eSAA) que también se habrian generado por degradacion de
la proteina, y que a priori podrian ser detectados por el anticuerpo anti-p58-eSAA y anti-p88-eSAA,
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respectivamente; esto podria deberse a la baja concentracion en la muestra. Finalmente, se estudio
por Western Blot |a reactividad de los dos anticuerpos contra el suero de esturién. Como se observa
en la Figura 2.38c se verificd que ambos anticuerpos purificados reconocen una banda en el suero de
un esturién infectado con A. hydrophila que coincide con el tamafio esperado para la eSAA
monomérica.

En suma, la caracterizacion inicial de los antisueros por ELISA, y la purificacidon y
caracterizacién de los anticuerpos especificos anti-eSAA por Western Blot indicaron que se generaron
y purificaron anticuerpos contra p58-eSAA y p88-eSAA y que estos reconocen en forma especifica
tanto a la eSAAr (en la columna de afinidad y en el Western Blot) como a la eSAA presente en el suero
(Western Blot), por lo cual son utiles para el disefio de un ELISA.

2.3.2. Desarrollo de un ELISA para cuantificar la eSAA en suero

2.3.2.1. Estabilidad de la eSAA del suero

Como otros autores han observado que la hSAA en el suero puede degradarse por accién de
las proteasas dificultando su cuantificacion'®, antes de ajustar el ELISA especifico para la deteccién
de eSAA, se estudio su estabilidad en el suero. En base a estos antecedentes, se incubd un pool de
suero de esturion durante 2 hs o 24 hs a temperatura ambiente o en hielo, y paralelamente se evalué
el efecto de agregar o no varios inhibidores de proteasas. Como inhibidores de proteasas de serina se
utiliz6 PMSF y benzamidina y como inhibidores de metalo-proteasas se utilizé EDTA. Finalizada la
incubacién se analizé la integridad de la eSAA por Western Blot utilizando al anticuerpos anti-p58-
eSAA para la deteccidn, y como control de la cantidad de muestra analizada, la membrana se tifié con
rojo Ponceau (Figura 2.39a). Se utilizd el anticuerpo anti-p58-eSAA ya que éste permite detectar al
menos un fragmento resultante de la protedlisis de la eSAAr (Figura 2.39a) y se especuld que dicho
fragmento también podria generarse por acciéon de las proteasas del suero sobre la eSAA. Los
resultados mostraron que la incubacion del suero por 2 0 24 hs a temperatura ambiente no generé
fragmentos que sean reconocidos por el anti-p58-eSAA. Ademas, teniendo en cuenta el control de
carga, no se observaron diferencias en la intensidad de las bandas reconocidas por el anti-p58-eSAA
en el suero incubado con o sin los inhibidores, asi como tampoco se observan diferencias al incubar
las muestras en hielo o a temperatura ambiente durante 2 o 24 hs. En conjunto, estos resultados
indican que en las condiciones ensayadas la eSAA no sufrié degradacion proteolitica en el suero. A
continuacién, se evalud el efecto que el congelado y descongelado del suero podria tener en la
estabilidad de la eSAA, ya que varias muestras de la seroteca que hemos construido desde el afio 2014,
en las cuales es relevante analizar los niveles de eSAA, han sido previamente descongeladas para el
andlisis de la funcionalidad de otros componentes del SI. La exposicion a ciclos de
congelado/descongelado se analizd en presencia o ausencia de inhibidores de proteasas previendo
gue la accién de estas contribuyera a la degradacién de la eSAA. Como se muestra en la Figura 2.39b
el congelado y descongelado del suero no facilitd una posible degradacion de la eSAA, por lo cual
tampoco se observaron diferencias en presencia o ausencia de inhibidores de proteasas.

Globalmente estos resultados indican que la eSAA, en las condiciones de almacenamiento y
manipulacion utilizadas, es un componente estable, lo cual constituye una caracteristica favorable
para ser considerada un biomarcador sérico.
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Figura 2.39. Estudio por Western Blot de la estabilidad de la eSAA frente a las proteasas del suero y a ciclos de congelado
y descongelado

En (a) se indican las muestras correspondientes a pooles de suero: normal (P) o suplementado con PMSF 5 mM,
Benzamidina 10 mM, EDTA 25 mM (PBE) e incubados durante 2 o 24 hs (ensayo representativo de ambos experimentos)
en hielo (azul) o a temperatura ambiente (rojo). En (b) se indican las muestras correspondientes a pooles de suero: normal
(P) o suplementado con PMSF 5 mM, Benzamidina 10 mM, EDTA 25 mM (PBE) sometidas a 4 ciclos de congelado y
descongelado (verde) o mantenidas en hielo (azul). Las muestras (1.6 pl) se separaron por SDS-PAGE vy se transfirieron a
una membrana de PVDF que fue revelada con rojo ponceau como control de carga. Las flechas negras en la parte superior
de la membrana indican dos bandas correspondientes al control de carga detectadas con rojo ponceau. A continuacion, la
membrana se incubd con el anticuerpo anti-p58-eSAA y la interaccion se revelé utilizando un anticuerpo anti-IgG de conejo
conjugado a peroxidasa. Como control positivo se corrié en forma paralela 200 ng de eSAAr. Las flechas naranjas en la parte
inferior de la membrana indican las bandas reconocidas por el anticuerpo anti-p58-eSAA. En ambas figuras se muestra el
marcador de peso molecular (M).

2.3.2.2. Optimizacién del ELISA para la cuantificacion de la eSAA en suero

Como se menciond anteriormente se purificaron los anticuerpos anti-p58-eSAA y anti-p88-
eSAA y se corrobord que estos reconocen de forma especifica tanto a la eSAAr como a la eSAA del
suero y a su vez, que la eSAA es estable en dichas muestras. Estos resultados plantearon desarrollar
un inmunoensayo que permitiera cuantificar los niveles de eSAA, para luego poder determinar si esta
proteina se comporta o no como un biomarcador. Para esto se disefié un ELISA en formato sdndwich
que utiliza el anticuerpo anti-p58-eSAA para capturar a la eSAA del suero, al anticuerpo anti-p88-eSAA
biotinilado para detectar la formacién del inmunocomplejo y a la eSAAr como estandar para estimar
la concentracion de eSAA en las muestras problema. El empleo del anticuerpo anti-p88-eSAA
biotinilado permite revelar su unién utilizando estreptavidina conjugada a la enzima peroxidasa
(estrepavidina-PO).

La eleccidn del anticuerpo anti-p58-eSAA para la captura se baso en la elevada avidez media
gue presentd el antisuero de partida lo cual resulta determinante para la sensibilidad del ELISA, ya
gue permitiria reconocer y capturar a la eSAA aln en bajas concentraciones en una muestra tan
compleja como el suero. Como primer paso de la puesta a punto del ELISA se ensayaron diferentes
cantidades de anti-p58-eSAA (0.1 0 0.25 o 1 ug por pozo) para la captura de la eSAAr en un rango de
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concentraciones en las que podria encontrarse la eSAA en el suero (entre 1000 y 5 ng/ml, estimado
de acuerdo con los datos obtenidos de la deteccidén de la eSAA por Western Blot en suero de peces
sanos y considerando que sus niveles aumentaran notoriamente en condiciones inflamatorias). En
este ensayo se utilizd el anticuerpo secundario y la estreptavidina-PO a una concentracidon que se
estimo en exceso. Cabe mencionar que como se disponia de una cantidad limitada de anticuerpo anti-
p58-eSAA, se ensayé un numero de concentraciones de anti-p58-eSAA y eSAAr reducidas en
comparacion con las posibilidades que teéricamente se podrian plantear. Como se observa en la
Figura 2.40a, el ELISA desarrollado permitié detectar la eSAAr. A su vez, sensibilizando la placa con la
menor cantidad de anticuerpo anti-p58-eSAA por pozo (0.1 pg) fue posible detectar como minimo
entre 5y 50 ng/mly se observd saturacidn a concentraciones mayores a 500 ng/ml del estandar. Como
se observa en el grafico, utilizando 0.25 o 1 ug de anticuerpo se podrian detectar concentraciones de
eSAAr alin menores. Sin embargo, estimamos que la sensibilidad obtenida con 0.1 pg de anticuerpo
seria suficiente para cuantificar la eSAA ya que, a pesar de que no conociamos con exactitud los niveles
de esta proteina en el suero de los esturiones y a que no existen datos sobre los niveles de SAA en
suero de otros peces, en humanos, los individuos sanos presentan valores medios de SAA de 3.6 pg/ml
y estos pueden superar los 2200 pg/ml durante la fase aguda’®’. Por otra parte, sensibilizar con 0.1
ug de anti-p58-eSAA permite que el reactivo rinda entre 2.5 y 10 veces mas. Por estas razones para
detectar a la eSAA todos los ELISAs utilizaron 0.1 pg de anti-p58-eSAA por pozo y un rango de
concentraciones del estandar entre 0.69 y 500 ng/ml.

Debido a que el estudio anterior se baso en el uso de una solucidon de eSAAr en PBS que no
constituye el tipo de muestra problema a testear, nos planteamos ensayar el efecto matriz del suero,
es decir como y cuanto se ve afectada la deteccidn de la eSAAr por la presencia de otros componentes
del suero. Para evaluar el efecto matriz del suero se compard la capacidad del ensayo disefiado en
detectar la eSAAr solubilizada en PBS o en diluciones de un suero de esturién sin niveles detectables
de eSAA (por Western Blot, utilizando el anticuerpo anti-p58-eSAA). Como se observa en la Figura
2.40b el suero de esturién a una dilucion 1/5 y 1/20 provocd una notoria reduccién en la sensibilidad
del ensayo, mientras que al utilizar diluciones mayores del suero (1/100, 1/200 o 1/500) este efecto
matriz disminuyd. En funcion de estos resultados se resolvio utilizar diluciones del suero mayores o
iguales a 1/200 para asegurarnos que la cuantificacién de la eSAA no resulte afectada por la
interferencia de otros componentes del suero.

Finalmente, con el fin de optimizar el inmunonesayo, se ensayaron diferentes
concentraciones del anticuerpo de revelado anti-p88-eSAA biotinilado (1/2500 y 1/5000) y tiempos
de reaccion de la peroxidasa (10 o 15 min). Como se observa en la Figura 2.40c al utilizar una dilucion
1/2500 del anticuerpo de revelado y dejar transcurrir la reaccién de color durante 15 min aumenté la
sefial del ensayo, pero no el ruido.

Una vez optimizado el ELISA (cantidad de anti-p58-eSAA, concentraciones de eSAAr en el
estandar, efecto matriz del suero, dilucion del anti-p88-eSAA biotinilado y tiempo de reaccion de la
peroxidasa), se buscé determind el limite de deteccidn para la eSAAr y eSAA. Para determinar el limite
de deteccion de la eSAAr se cuantificd el estandar en 5 ensayos independientes, cada uno de ellos
realizado por duplicado. Como se observa en la Figura 2.40d la cuantificacion de la eSAAr fue muy
reproducible entre los 5 ensayos. A continuacion, se interpold en cada una de estas 5 graficas el valor
de absorbancia a 450 nm correspondiente al promedio del blanco mas 3 desvios estandares. Los 5
valores interpolados se promediaron, se calculé el desvid estandar y se determind el limite deteccion
para la eSAAr en 2.2 + 0.9 ng/ml. Para calcular el limite de deteccion de la eSAA en las muestras de
suero, nos basamos en que una diluciéon 1/200 de un suero de esturion ruso, sin niveles detectables
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de eSAA por Western Blot, permitié cuantificar adecuadamente todo el rango de concentracién del
estandar de eSAAr (0.69 y 500 ng/ml) sin interferencias de los componentes del suero. Por lo tanto,
como todas las muestras de suero se analizaron a partir de una dilucién 1/200, el limite de deteccién
del ensayo para la eSAA en suero fue 0.44 + 1.8 ug /ml. Como se menciond anteriormente, a pesar de
gue no se conocen los niveles de SAA en su suero de teledsteos, en humanos se ha visto que los
individuos sanos presentan valores medios de SAA de 3.6 pug/ml y estos pueden superar los 2200 pg/ml
durante la fase aguda'®'. Por lo tanto, la sensibilidad obtenida se considero adecuada y como se vera
mas adelante, esta fue suficiente para detectar la eSAA en muestras de suero

Por ultimo, es relevante mencionar que el estandar de eSAAr utilizado en el ensayo presenta
un producto de degradacién que es reconocido por el anticuerpo de captura anti-p58-eSAA, pero no
por el anticuerpo de revelado anti-p88-eSAA (Figura 2.40). Esto implica que durante el ELISA dicho
fragmento podra unirse al anticuerpo de captura, pero su interaccion no sera revelada por el
anticuerpo secundario, por lo cual competira con la eSAAr entera del estandar llevando a subestimar
la concentracién de eSAA en las muestras de suero. Mediante densitometria de la eSAAr separada por
SDS-PAGE y detectada por Western Blot con el anti-p58-eSAA se determind que la eSAAr entera y el
fragmento de 7071.8 Da constituyen el 85% y 15% de la muestra, respectivamente (Figura
Suplementaria 2S.11). Por lo tanto, asumiendo que este es el fragmento de degradacién mayoritario
como lo indican el espectro de masa (Figura Suplementaria 2.59) y los resultados obtenidos durante
la purificacién de los anticuerpos (Figura 2.38), utilizando dicho estandar se subestimaria en un 15%
la concentracién de eSAA en las muestras de suero. Como este serd un error sistematico presente en
todas las muestras a analizar, no fue corregido.
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Figura 2.40. Optimizacién de un ensayo de ELISA en formato sandwich para la deteccion de eSAA en suero

Para detectar la eSAA en suero se disefié un ELISA en formato sandwich que utiliza el anticuerpo anti-p58-eSAA para
capturar a la eSAA, el anticuerpo anti-p88-eSAA biotinilado para detectar la formacion del inmunocomplejo y a la eSAAr
como estandar para estimar la concentracion de eSAA en las muestras problema. La unién del anticuerpo anti-p88-eSAA
biotinilado se reveld utilizando estreptavidina conjugada a la enzima peroxidasa (estrepavidina-PO). En (a) se muestra la
Absorbancia a 450 nm registrada para el estdndar (1000 o 500 o 50 o 5 ng/ml) al sensibilizar con 0.1 0 0.25 0 1 pg de
anticuerpo anti-p58-eSAA. En (b) se grafica (por duplicado para cada curva) la Absorbancia a 450 nm vs la concentracidn
del estandar de eSAAr (7 diluciones seriadas al tercio en el rango 0.69-500 ng/ml) preparado en PBS o en suero normal de
esturion (sin niveles detectables de SAA por Western Blot) previamente diluido 1/5, 1/20, 1/100, 1/200, 1/500 en dicho
tampon. En (c) se grafica (por duplicado para cada curva) la Absorbancia a 450 nm vs la concentracidn del estdndar de
eSAAr (7 diluciones seriadas al tercio en el rango 0.69-500 ng/ml) en PBS y utilizando una dilucién 1/2500 o 1/5000 del
anticuerpo anti-p88-eSAA biotiniliado y un tiempo de reaccién de la peroxidasa de 10 o 15 min para el revelado. En (d) se
grafica (por duplicado para cada curva) la Absorbancia a 450 nm vs la concentracién de 7 diluciones seriadas al tercio del
estandar de eSAAr (0.69-500 ng/ml) en PBS correspondiente a 5 ensayos independientes. Para cada uno de estos 5 ensayos
se determind el promedio y desvio estandar del blanco y se interpold en cada una de las curvas el valor de absorbancia a
450 nm correspondiente a la media + 3 desvids estandares. A partir de los 5 valores de concentracién de eSAAr obtenidos,
se determind el limite de deteccidn (lineas bunteadas) para la eSAAr en 2.2 + 0.9 ng/ml (Media v Desvio estandar).
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2.3.2.3. Determinacién por ELISA de los niveles de eSAA en suero de esturiones en
respuesta a la estimulacidn o infeccion con A. hydrophila (experimento 1, 2 y 3)

Utilizando el ELISA disefiado anteriormente, se estudiaron los niveles de eSAA en el suero de
esturiones estimulados o infectados con la bacteria A. hydrophila con el objetivo de determinar si esta
proteina se comporta como una PFA positiva en esta especie y si tiene o no utilidad como
biomarcador. A tales efectos se analizaron las muestras de suero de los experimentos 1,2y 3 en los
cuales se habia cuantificado la expresion hepatica de saa.

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos para el experimento 1. En la Figura 2.41a
se muestran los niveles de eSAA en suero a los dias -7, 1 (24 hs) y 3 (72 hs) post-estimulacion con tres
dosis distintas de A. hydrophila muerta o PBS como control. Para complementar este analisis y facilitar
la comparacién entre los diferentes estimulos, se graficd en la Figura 2.41b y en la Figura 2.41c la
variacion del nivel de eSAA individual para cada condicién, es decir los niveles de eSAA a las 24y 72
hs normalizados por su respectivo valor al dia -7, ya que como se menciond anteriormente en este
ensayo fue posible individualizar a los peces. En primer lugar, se observé que la eSAA se detecto en el
suero de los esturiones en un amplio rango de concentraciones (mediana: 30.8 pg/ml, rango: 1.4-
794.9 pg/ml) previo a la administracion de cualquier estimulo (todos los valores al dia -7). Esto refleja
gue la eSAA se expresa en ausencia de un proceso inflamatorio, al menos detectable clinicamente, y
gue como para el resto de los parametros innatos analizados existe una gran variabilidad en la
concentracidn sérica entre los individuos. Del analisis del grupo control se observé que la inoculacion
produjo per se un aumento significativo en los niveles de eSAA a las 24 pero no a las 72hs,
probablemente debido a la generacion de DAMPs por el pinchazo (Figura 2.41a). Este aumento
también se registro en todos los grupos estimulados con las bacterias muertas. Sin embargo, a las 72
hs sélo los esturiones estimulados con A. hydrophila a dosis de 6 x 108 0 6 x 10° ufc/kg mostraron
incrementos significativos en los niveles de eSAA respecto al dia -7 (Figura 2.41a), sugiriendo que el
estimulo bacteriano indujo una respuesta inflamatoria que se asocié con aumento de los niveles
séricos de eSAA.

A las 24hs, se observo para los niveles de eSAA normalizados (Figura 2.41b) un incremento
que fue dependiente de la dosis bacteriana administrada (eSAA en el grupo 6 x 10° ufc/kg se indujo
1.6 vece mas respecto al grupo 6 x 108 ufc/kg). A su vez, en los esturiones rusos inoculados con la
mayor dosis de bacterias, la eSAA se indujo 3.35 veces (comparacién entre medianas) respecto al
control (Figura 2.41b). Por otro lado, a las 72hs se observé un aumento de 6.8 veces en los niveles de
eSAA en los peces estimulados con 6 x 108 ufc/kg respecto al control (Figura 2.41c). En suma, los
resultados de este experimento mostraron que la administracidn de bacterias de A. hydrophila muerta
indujo un aumento significativo en los niveles de eSAA a las 24 y 72hs post-estimulacion.

Con respecto al experimento 2, en la Figura 2.42 se muestran los niveles de eSAA séricos
obtenidos del analisis a los dias -7 y 1 (24hs) y 3 (72hs) post-estimulacién con A. hydrophila, a una
Unica dosis de 6x10° ufc/kg o PBS como control. Los esturiones mantenidos en condiciones basales
(dia -7) presentaron menores niveles detectables de eSAA a los observados en el experimento 1
(mediana: 5.8 ug/ml, rango: 0.45-92.4 pg/ml) (Figura Suplementaria 2.512). En los esturiones
inoculados con PBS no se observaron diferencias significativas en los niveles de eSAA a las 24 (Figura
2.42a) y 72 hs (Figura 2.42b) respecto al dia -7, a pesar que dicha proteina pareceria aumentar
levemente. En los peces estimulados con las bacterias se observé una tendencia a mayores niveles de
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Figura 2.41. Efecto de la estimulacién de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre los niveles de eSAA
en suero (experimento 1)
Se analizaron los niveles de eSAA (ug/ml) en el suero de esturiones estimulados (via intraperitoneal) con A. hydrophila

muerta a una concentracion de 6x10° ufc/kg (circulos celestes), 6x10° ufc/kg (circulos azules), 6x10° ufc/kg (circulos azul
oscuro) o PBS estéril (circulos verdes) como control de vehiculo. Se utilizaron 20 peces mantenidos en 4 piscinas diferentes
para cada una de las 4 condiciones, tal como se indica en Materiales y Métodos o Figura 2.20. Se cuantificaron por ELISA
los niveles de eSAA al dia -7 (nivel basal post-aclimatacidén, n=20) y a las 24 hs y 72 hs post estimulacidn (a cada tiempo, 10
individuos de cada grupo de peces estimulados con bacterias). Los esturiones de cada grupo fueron individualizados con
chip. En (a) se muestra la evolucién en los niveles de eSAA (ug/ml) correspondiente a los esturiones de cada grupo y cada
tiempo. Las lineas indican los valores pareados. Los datos cuya distribucion no fue normal, se analizaron con el test no
paramétrico de Wilcoxon. Las diferencias significativas en cada grupo respecto al dia -7 se indican con * o ** cuando p<0.05
y p<0.005, respectivamente. En (b) y (c) se grafica la variacién del nivel de eSAA individual a las 24 hs o 72 hs calculado al
normalizar los niveles de eSAA por su correspondiente valor del dia -7. Los datos no mostraron distribucion normal, por lo
cual se indica la mediana de cada grupo con una linea horizontal. Los niveles de eSAA de cada grupo se compararon
globalmente con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y la comparacion multiple de Dunn. Las diferencias significativas
entre los grupos se indican con * o ** cuando p<0.05 y p<0.005, respectivamente.

eSAA a las 24 hs (Figura 2.42a) respecto al correspondiente dia -7. Por otra parte, a las 72 hs (Figura
2.42b) los niveles de eSAA aumentaron 3.0 veces respecto al dia -7. Como en este experimento no fue
posible individualizar a los peces y por tanto no se pudieron determinar los valores de eSAA
normalizados por el dia -7, consideramos importante las comparaciones de los datos a diferentes
tiempos dentro de cada grupo mantenido en una piscina, porque esto disminuye el efecto de la
dispersion bioldgica. Por lo tanto, los resultados de este experimento mostraron que la eSAA en suero
se induce por la administracidon de bacterias A. hydrophila muertas a una dosis de 6x10° ufc/kg.
Ademas, tomados en conjunto, los resultados de los experimentos 1 y 2 son comparables e indican
gue esta proteina aumenta en suero debido a la administracion de A. hydrophila muerta. A su vez,
globalmente estos resultados concuerdan con los resultados de expresion de la saa en higado
observada en ambos experimentos para la dosis de 6x10° ufc/kg.

Finalmente, en la Figura 2.43a se muestran los niveles de eSAA del experimento piloto de
infeccidn con A. hydrophila. Los resultados de este experimento sugieren que los niveles de eSAA a
las 72 hs son mayores que los niveles basales y los del grupo control inoculado con PBS. Al normalizar
los datos respecto a los correspondientes valores basales (dia -14), se observé que los esturiones
infectados con A. hydrophila presentan niveles de eSAA 35 veces mayores a los del grupo control. Sin
embargo, el bajo nimero de peces impidié analizar la distribucion de los datos y emplear test
paramétricos. De todas maneras, los resultados sugieren que los niveles séricos de la eSAA
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aumentarian en respuesta a la infecciéon con A. hydrophila lo cual también concuerda con el posible
aumento observado en la expresion hepatica de saa para este experimento.

24 hs 72 hs
® oia7 ® iy
PBS @® rss
1000 1000 3
Ah 10°ufc/kg ° * @ Ah10°ufc/kg
°
.

100 1007 . °e0
- . .
= °
£ ° E ® ° 2
5 B I B s
2 10 ° —— ° = 1094 S ll'o-l LS
< -y ,° < MM e .
b o [ “ ) ®eo
[ [ ] o o®

1 14

0.44Frrwrrrrrre e L R Q.44 Frrrrrmrr e

0.1 T T T T 0.1 T T T T

Dia 7 1 -7 1 Dia -7 3 -7 3

Figura 2.42. Efecto de la estimulacién de esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas sobre los niveles de eSAA
en suero (experimento 2)
Se analizaron los niveles de eSAA (ug/ml) en suero de esturiones estimulados (via intraperitoneal) con A. hydrophila muerta

a una concentracion de 6x109ufc/kg (circulos azules) o PBS estéril (circulos verdes) como control de vehiculo. Los peces se
distribuyeron y aclimataron en 4 piscinas tal como se ilustra en el Figura 2.20, pero en este caso no fue posible
individualizarlos. Se cuantificaron por ELISA los niveles de eSAA (ug/ml) al dia -7 previo a la estimulacion con las bacterias
(circulos negros) y a las 24 hs y 72 hs post estimulacién. Los datos no mostraron una distribucién normal indicdndose con
una barra la mediana en cada grupo. La linea punteada indica el limite de deteccion de eSAA por ELISA. Las comparaciones
entre todos los grupos de un tiempo de analisis se realizaron con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del test
multiple de Dunn. Las diferencias significativas entre los grupos se indican con * cuando p<0.05.
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Figura 2.43. Niveles de eSAA en esturiones infectados con Aeromonas hydrophila (experimento 3)

Se analizaron los niveles en suero de eSAA (ug/ml) en esturiones aclimatados infectados (via intraperitoneal) con 7x107
ufc/kg de A. hydrophila viva o PBS como control de vehiculo. Se utilizaron 3 peces por grupo que fue posible individualizar
tal como se describe en Materiales y Métodos. En (a) se muestran los niveles de eSAA (ug/ml) en el suero de los esturiones
al dia -14 previo a la inoculacién de las bacterias (negro) y a las 72 hs post infeccién con A. hydrophila (azul) o PBS (verde).
Se grafica el valor medio y el desvio estandar para cada uno de los grupos. En (b) se grafica la media y el desvio estandar
de la variacién del nivel de eSAA individual a las 72 hs calculado al normalizar los niveles de eSAA por su correspondiente
valor del dia-7. El bajo nimero de muestras (n=3) no permitié analizar la distribucién de los datos y aplicar test paramétricos
por lo cual no se realizaron analisis estadisticos.

Tomados en conjunto los resultados de los experimentos 1, 2 y 3 mostraron que el ELISA en
formato sandwich disefiado y optimizado en este trabajo permitié detectar la eSAA en el suero de
esturiones rusos. Ademas, utilizando este inmunoensayo se observé que dicha proteina circula en la
sangre en niveles altamente variables en la poblacién de esturiones rusos aun en ausencia de
estimulos inflamatorios. A su vez, como se muestra en la Figura Suplementaria 2.512, los niveles
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basales de eSAA en el experimento 1 (mediana: 30.8 pg/ml, rango: 1.4-794.9 pg/ml) fueron mayores
que los del experimento 2 (mediana: 5.8 pg/ml, rango: 0.45-92.4 ug/ml), esto puede deberse a
diferencias en las condiciones de manipulacién (diferente densidad de cultivo, horario luz oscuridad,
calidad del agua, etc). A su vez, cuando se estimularon los esturiones con A. hydrophila muerta los
niveles de eSAA en suero aumentaron (experimento 1y 2) y este aumento parece depender de la
dosis bacteriana utilizada (experimento 1). También, en el marco de un ensayo piloto, se observé que
la eSAA pareceria aumentar debido a la infeccion con A. hydrophila, apoyando la observacion de que
la eSAA es una PFA positiva en el esturion ruso. Es importante remarcar que la gran variacion en los
niveles basales de eSAA en suero y en la magnitud con la que esta proteina se induce frente a estimulos
inflamatorios varia notoriamente de pez a pez, lo cual debe ser considerado para su eventual
utilizacion como biomarcador de inflamacidon/infeccién.

2.3.3. Correlacién entre la expresion de saa en higado y los niveles de eSAA en
suero

Para corroborar que la eSAA es efectivamente una PFA en el esturidn ruso se estudid si existe
0 no una correlacidon entre los niveles de ARNm en higado y los niveles de proteina en suero
desencadenados tanto por la estimulacion con bacterias muertas (experimento 1 y 2) como por la
infeccidn con A. hydrophila (experimento 3) (Figura 2.44). En el experimento 1 se analizaron los niveles
de eSAA en suero de todos los peces, pero la expresion de este gen fue estudiada en unos pocos
individuos, por lo cual se contd con pocos datos para el andlisis de correlacion. A pesar de esto se
observé una tendencia (p=0.078) de correlacion positiva entre los niveles de ARNm y proteina
correspondientes a la eSAA. Para el experimento 2, en el cual se determinaron los niveles ARNm y
proteina para todos los peces, se observd una clara y muy significativa correlacién entre ambos
parametros (p<0.0001). Finamente en el estudio piloto de infeccidn con A. hydrophila, también se
observé correlacion significativa (p=0.0167) entre los niveles de ARNm y proteina de la eSAA. Estos
resultados demuestran que el aumento de la eSAA en suero debido a la estimulacién o infeccidn con
A. hydrophila se asocia con un incremento de la expresion y traduccion en el higado del gen saa
identificado. Esto permite concluir que en este modelo de estudio la eSAA es una PFA positiva.

2.3.4. Correlacion entre los niveles de eSAA en suero y la actividad de la VA del SC,
Ceruloplasmina y LIsozima del suero (experimento 1y 2)

Una vez comprobado que la eSAA es una PFA positiva en el esturion ruso, se estudié si los
niveles de esta proteina correlacionan con la actividad de otros componentes del Sll como la VA el SC
(ACH50), la Ceruloplasminay la Lisozima, a fin de integrar todos los pardmetros humorales estudiados
en este trabajo. Para esto se utilizaron los datos obtenidos para los experimentos de estimulacion con
A. hydrophila muerta (experimentos 1y 2) ya que en éstos fue posible analizar los niveles de los 4
componentes. Como se observa en la Figura 2.45 y 2.46, en ambos experimentos se observd una
fuerte y significativa correlacion positiva entre los niveles de eSAA vy la actividad de la VA del SCy de
la Ceruloplasmina (p <0.0001 en ambos experimentos). Este resultado concuerda con el hecho de que
la eSAA, las proteinas del SCy la Ceruloplasmina son sintetizados mayoritariamente a nivel del higado
en respuesta a sefiales compartidas (IL1B, IL6, TNF), por lo cual es logico que los niveles de estos
componentes en cada pez correlacionen. En relacién con la Lisozima, también se observé una
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correlacion positiva entre este componente y la eSAA en el experimento 1, pero no en el experimento
2 (Figura 2.46b y 2.46c). Es posible que este resultado dispar en el caso de la Lisozima, se relacione
con el hecho que la actividad Lisozima del suero no esta probablemente asociada a la sintesis hepatica
(sino a la sintesis mediada por células fagociticas, principalmente macréfagos, neutréfilos®8), por lo
cual la correlacién observada seria consecuencia de la respuesta inflamatoria global, la cual podria
haber afectado en magnitudes diferentes a distintos érganos/tejidos del esturion ruso.

Finalmente, resultd interesante observar en todos los graficos de correlacién del experimento
1 (Figura 2.41) que los datos correspondientes a los esturiones inoculados con PBS se agruparon por
separado de los correspondientes a los peces estimulados con las distintas dosis de A. hydrophila,
localizdndose hacia la porcidn inferior izquierda y superior derecha del gréfico, respectivamente. Esto
esta de acuerdo con que la administracion de las bacterias muertas indujo claramente la sintesis de
estos cuatro componentes y que la magnitud de la respuesta individual de eSAA guardd relacion
(mucha o poca sintesis) con la del resto de los pardmetros analizados, a pesar de la elevada
variabilidad bioldgica que existe en la respuesta entre diferentes esturiones. Este agrupamiento de los
datos no es tan claro en los graficos correspondientes al experimento 2, pero esto podria estar
afectado por el hecho de que en este caso no se logré normalizar los datos.
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Figura 2.44. Correlacidn entre la expresion de saa en higado y los niveles séricos de eSAA
Los graficos muestran la correlacidn entre los niveles de eSAA (ug/ml) en suero determinados por ELISA y los niveles de

, . . . -ACT -
ARNm de la saa en higado determinados por gPCR y normalizados con actina (2 ). El gréfico (a) corresponde al
experimento 1 y muestra los datos correspondientes a 12 peces para los cuales se determind la expresién de saa y los

niveles de eSAA a las 24 y 72 hs post inoculacion con 6x10° ufc/kg de A. hydrophila muerta (circulos azules) o PBS como
control de vehiculo (circulos verdes). El grafico (b) corresponde al experimento 2 y muestra los datos de todos los peces
para los cuales se determind la expresion de saa y los niveles de eSAA en suero a las 24 hs y 72 hs post-inoculacién con

6x10° ufc/kg de A. hydrophila muerta (circulos azules) o PBS como control de vehiculo (circulos verdes). El gréfico (c)
corresponde al experimento 3 y muestra los datos de 6 peces en los cuales se determind la expresién de saa y niveles de
eSAA a las 72 hs pos-infeccién con 7x107 ufc/kg de A. hydrophila (circulos azules) o PBS como control de vehiculo (circulos
verdes). Todas las graficas se analizaron con el test de correlacién no paramétrica Spearman r. Se indica el valor p valor
obtenido para cada caso.
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Figura 2.45. Correlacion entre los niveles séricos de eSAA vs la VA del SC o la Ceruloplasmina o la Lisozima (experimento
1)

Se muestra en (a) la correlacidn entre los niveles séricos de eSAA (ug/ml) determinados por ELISA y normalizados por su
correspondiente valor al dia -7 vs la actividad funcional en suero de la VA del SC (ACH50) normalizado por sus respectivo
valor al dia -7; en (b) la correlacion entre los niveles séricos de eSAA normalizados por su correspondiente valor al dia -7 vs
la actividad Ceruloplasmina (U/ml) del suero normalizada por sus respectivo valor al dia -7, y en (c) la correlacién entre los
niveles séricos de eSAA normalizados por su correspondiente valor al dia -7 vs la concentracién de Lisozima (ug/ml) en
suero normalizada por sus respectivo valor al dia -7, correspondientes al experimento 1 realizado en la granja ERN. En todos
los graficos se representan los valores correspondientes a los dos tiempos de analisis (24 hs y 72 hs post-inoculacién, no
diferenciados) y se utilizan circulos en verde para el control (inyeccidn de PBS) o en celeste, azul o azul oscuro para indicar
la dosis de las bacterias muertas utilizada, segun se indica en el grafico. Todas las gréficas se analizaron con el test de

correlacion no paramétrica Spearman r. Se indica el valor p valor obtenido para cada caso.
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Figura 2.46. Correlacion entre los niveles séricos de eSAA vs la VA del SC o la Ceruloplasmina o la Lisozima (experimento
2)

Se muestra en (a) la correlacion entre los niveles séricos de eSAA (ug/ml) determinados por ELISA vs la actividad funcional
en suero de la VA del SC (ACH50), en (b) la correlacion entre los niveles séricos de eSAA vs la actividad Ceruloplasmina del
suero (U/ml), en (c) la correlacion entre los niveles séricos de eSAA vs la concentracidn de Lisozima en suero (ug/ml)
correspondientes al experimento 2. En todos los graficos se representan con circulos negros los valores basales (dia -7
previo a la estimulacion), con circulos verdes los valores correspondientes a los controles inyectados con PBS a las 24hs
(tono claro) o 72hs (tono oscuro) post-inoculacién, y con circulos en azul los valores correspondientes a la estimulacién con

9 , s
6x10" ufc/kg de A. hydrophila muerta a las 24 hs (tono claro) o 72 hs (tono oscuro) post-inoculacion. Todas las graficas se
analizaron con el test de correlacidon no paramétrica Spearman r. Se indica el valor p valor obtenido para cada caso.
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3. DISCUSION Y PERSPECTIVAS

3.1. Discusion

La hipodtesis planteada en este trabajo fue que en el esturién existen proteinas homélogas a
las PFA identificadas en teledsteos y que éstas se comportan en forma similar, expresandose en el
higado en el marco de una respuesta de fase aguda. Mas aln, se espera que algunas de las proteinas
codificadas por estos genes, aungue no necesariamente las mismas que en los teledsteos, fueran PFA
positivas mayores, es decir que sus niveles en sangre aumentaran mas de 10 veces en respuesta a
estimulos inflamatorios. Estas PFA mayores podrian ser Utiles como biomarcadores inflamatorios y
contribuir por tanto al monitoreo del estado sanitario de esturiones criados en granjas de acuicultura.
De esta manera, la hipdtesis planteada introduce las siguientes 3 interrogantes: ¢ Existen en el esturién
los genes codificantes de homdlogos de las PFA identificadas en teledsteos?, éSe induce la expresion
de estos genes en higado en respuesta a estimulos inflamatorios? éLos genes que mas se induzcan en
higado daran lugar a un aumento en los niveles de estas PFA en sangre respecto a las condiciones
basales? A continuacion, se discuten los resultados de esta tesis en el marco de cada una las preguntas
planteadas.

3.1.1. Identificacion en el esturion de genes codificantes de homoélogos de PFA de
teledsteos

Con respecto a la primera interrogante, se planted que en el esturién deberian existir genes
codificantes homodlogos a PFAs de teledsteos ya que estas proteinas se encuentran ampliamente
conservadas en la evolucion y se han identificado en teledsteos, los cuales junto a los esturiones
integran el clado Actinopterigyii (Figura 1.2). Al comienzo de este trabajo y en la actualidad, no se ha
reportado ninguna secuencia en el esturion con homologia a PFA en las bases de datos publicas que
recopilan informacién de secuencias (GenBank, EMBL o DDBJ), y tampoco existen trabajos en donde
estas proteinas hayan sido el foco de estudio. Por lo tanto, para abordar esta primera interrogante se
analizaron 3 transcriptomas, 2 de esturion chino y 1 de esturién siberiano con el objetivo de identificar
posibles genes homdlogos a las PFA de peces teledsteos'9:21:27.192 Esto fue posible gracias a que en
los dltimos afos se han secuenciado transcriptomas de multiples drganos en varias especies de
esturion y algunos de estos datos son publicos. Estos andlisis permitieron encontrar transcriptos de 7
posibles homdlogos de PFA en ambas especies de esturién (SAA, CRP/SAP WAP65/HPX, Hepcidina,
Intelectina, Transferrina y Haptoglobina), los cuales han sido reportados como PFA positivas o
negativas en peces teledsteos. Al alinear las secuencias de las posibles PFA de esturiones y teledsteos
(en algunos casos se incluyeron las secuencias de humano y ratdn) se constatdé que estas proteinas
estan muy conservadas en todos los peces, incluido el esturion. Ademas, en dichas secuencias se
identificaron dominios proteicos que caracterizan a cada una de las PFA. Todo esto permitio verificar
la identidad de las secuencias encontradas en los transcriptomas y corroborar que los esturiones
efectivamente poseen genes homdlogos a varias PFA de teledsteos. Es importante mencionar que se
identificé un Unico transcripto por PFA tanto para el esturion chino como para el siberiano debido a
gue los datos de transcriptémica analizados contienen Unicamente el transcripto mas largo de cada
gen y no incluyen variantes de splicing alternativo de menor tamafo o isoformas de genes paralogos.
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Sin embargo, se sabe que algunas PFA de teledsteos presentan multiples copias en el genoma, lo cual
también es factible que ocurra en el esturidon. Por otra parte, resulté interesante que a pesar de que
los esturiones chino y siberiano divergieron hace 121 millones de afios (Figura 1.3), las secuencias
identificadas fueron practicamente idénticas en ambas especies (95-97% de identidad de secuencia a
nivel nucleotidico), probablemente porque estas proteinas estdn muy conservadas en la evolucion
(desde mamiferos hasta la lamprea) y debido a que los esturiones presentan una tasa de evolucion
molecular lenta’. Como el tltimo ancestro comun entre el esturidn siberiano y el esturién ruso, foco
de estudio de esta tesis, ocurrio hace 24 millones de afios (Figura 1.3), nos planteamos que las
secuencias identificadas anteriormente también deberian existir en esta especie de esturion. La
elevada identidad de secuencia entre el esturién chino y siberiano facilité disefiar cebadores que
permitieron obtener la secuencia de 6 potenciales PFA de esturion ruso: SAA, CRP/SAP WAP65/HPX,
Hepcidina, Intelectina y Transferrina (Figuras 2.10-2.15)

3.1.2. Estudio de la expresion hepatica de genes candidatos a PFA en respuesta a
estimulos inflamatorios o a la infeccion con bacterias

Como segunda interrogante se planteod si alguno de los genes de estas potenciales PFA de
esturion ruso se podria inducir en higado en respuesta a estimulos inflamatorios. Para abordar esta
segunda pregunta, se ajusté una metodologia de gPCR que permitié estudiar la expresidn hepatica de
las posibles PFA del esturidn ruso, utilizando como modelo de infeccidn o inflamacién la inoculacion
via intraperitoneal de bacterias A. hydrophila vivas o muertas, respectivamente. Se eligié trabajar con
este modelo por dos grandes razones. En primer lugar, se han aislado varias cepas patégenas de A.
hydrophila en esturiones rusos criados en ERN, lo cual sugiere que esta bacteria podria ser uno de los
microorganismos responsables de la mortalidad observada en la granja durante el verano. En segundo
lugar, la administracién por via intraperitoneal de A. hydrophila muerta o viva ha sido utilizada con
éxito como modelo de infeccion/inflamacién en muchisimos peces teledsteos y en 3 especies de
esturion y un hibrido de esturién (punto 1.7). A tales efectos, se realizaron 2 experimentos
independientes, uno en la granja ERN (experimento 1) y otro en las instalaciones del IIP (experimento
2) enlos cuales se estudid la expresion hepatica de las posibles PFA a las 24 hsy 72 hs post-inoculacion.
En el experimento 1 (Figura 2.29) la administracion de las bacterias muertas pareceria inducir a las 72
hs un aumento de 4.5 veces en la expresion de la saa respecto al control. Sin embargo, la imposibilidad
de realizar andlisis estadisticos (n=3) llevd a realizar un segundo experimento (Figura 2.30) con un
mayor nimero de peces (n=11) en donde se constatd que la administracion de las baceterias muertas
induce un aumento de 9.7 veces en la expresidon hepatica de la saa respecto al grupo control. El resto
de los genes estudiados practicamente no modificd su expresion por la administracion de las
bacterias. Para apoyar los resultados obtenidos anteriormente, se realizé un experimento piloto de
infeccidn en las instalaciones del IIP (experimento 3). Se infectaron via intraperitoneal un nimero
reducido de esturiones rusos (n=3) con A. hydrophila y a las 72 hs post-infeccidn se observé que la saa
se pareceria inducirse unas 5.7 veces respecto al control (el bajo nimero de peces impidio realizar
analisis estadisticos). Por lo tanto, los resultados de los experimentos 1, 2 y 3 sugieren que, al menos
en las condiciones experimentales estudiadas en este trabajo, la expresién de saa en higado se induce
por la estimulacién o infeccion intraperitoneal con la bacteria A. hydrophila. Estos resultados indicaron
que la SAA probablemente podria comportarse como una PFA positiva en el esturion ruso. Esta
informacidn es novedosa porque no existen en la literatura datos disponibles sobre la expresion
hepatica de saa en condiciones de infeccidon o inflamacion en ninguna especie de esturion. En el
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transcriptoma de higado de esturién amur (A. schrenckii) infectado con Y. ruckeri (dosis 1x10® ufc/kg
de pez) los investigadores no reportan expresion diferencial de la saa. En este trabajo los autores
observaron 1112 genes expresados de manera diferencial (468 aumentaron y 644 disminuyeron su
expresion), pero sélo muestran datos de 63 genes. Por lo tanto, la saa podria ser uno de los restantes
405 genes inducidos (la lista de genes expresados diferencialmente no es publica). Respecto a la
expresion de saa en otros 6rganos, observamos que, en condiciones basales la saa del esturién ruso
se expresa en rifidn anterior, bazo, cerebro y branquias, siendo la expresién en estos drganos unas
1000 veces menor a la observada en higado. En esta linea, en el transcriptoma de bazo de esturién
amur (A. schrenckii) infectado con Y. ruckeri, la expresion de saa disminuyd 500 veces respecto al
control (datos suplementarios de este articulo)?6. Esta respuesta en bazo no se contrapone con el
aumento de la expresion hepdatica de saa observada en este trabajo ya que se trata de especies y
organos diferentes. Mas aun la disminucién en la expresién de saa en bazo probablemente no
repercuta en los niveles circulantes de eSAA ya que de acuerdo con los resultados obtenidos en esta
tesis (Figura 2.33) el higado es el principal 6rgano donde este gen se expresa en el esturidn ruso (en
condiciones basales y probablemente también frente a estimulos inflamatorios). Existen otras dos
publicaciones que analizan la expresion diferencial en un modelo de infeccidn con A. hydrophila en
bazo en el esturién hibrido (H. huso x A. schrenkii) y en rifidn anterior en el esturién dabry (A.
dabryanus), pero la lista de genes modulados no esta disponible.

Los resultados de esta tesis apuntan a que, de los genes estudiados, la saa es el mejor
reportero del estado inflamatorio en el esturiéon ruso. Sin embargo, nos llama la atenciéon que el nivel
de induccion observado fue sensiblemente menor (4.5 - 9.7 veces) al reportado para otros peces
teledsteos (1000-10000 veces). Ademas, este gen fue el Unico cuya expresién mostré un cambio
significativo en respuesta a la estimulacién con bacterias muertas, lo cual sugeriria que los otros genes
candidatos estudiados no se comportan como PFA positivas en el esturién ruso. Sin embargo, estos
resultados deben de ser interpretados con cuidado. Por un lado, es relevante comentar que la
cuantificacion de la expresion génica dejé afuera posibles variantes de splicing o genes paralogos que
podrian existir para las posibles PFA del esturidn ruso analizadas en este trabajo. Esto se debe a que
en los transcriptomas se identificd un Unico transcripto para cada homadlogo de PFA. Por tanto, y dado
gue en el genoma de teledsteos los genes de algunas PFA existen en multiples copias, no se puede
descartar que existan variantes no evaluadas en este estudio cuya expresion se induzca frente a
estimulos inflamatorios. Por otra parte, existieron varias limitaciones con los modelos de estimulacion
e infeccion utilizados. Por un lado, la gran variabilidad bioldgica observada en los modelos influyd en
la potencia de los andlisis estadisticos, volviendo necesario trabajar con un elevado nimero de peces
por grupo de analisis para obtener resultados concluyentes. Por otro lado, la respuesta inflamatoria
en los ensayos de estimulacion podria no haber sido suficientemente robusta. Esta afirmacion se basa
en que no se detectaron cambios significativos en los niveles de expresién de il1-b en higado y bazo,
que fueron los érganos que pudimos colectar y analizar. Considerando que la IL1PB seria sintetizada
por células innatas del sitio inflamatorio y/o en aquellos érganos linfoides a los que pudieran llegar las
bacterias inoculadas, hubiera sido importante colectar y cuantificar la expresidn de estas citoquinas
en células del peritoneo y en el rifidn anterior. Lamentablemente, al tiempo en que se realizaron estos
ensayos no habiamos ajustado la técnica de lavado peritoneal y tuvimos dificultades para reconocer
el rifidn anterior. Corresponde también mencionar que en los transcriptomas que fue posible analizar
al comienzo de este trabajo no se logré identificar los genes de la IL6 y el TNFa. Sin embargo, estudios
mas recientes han identificado IL6 en esturidn hibrido (H. dauricus x A. schrenckii)'®6. Como esta
citoquina esta fuertemente involucrada en el disparo de la respuesta de fase aguda seria importante
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profundizar en el analisis de su expresién en los modelos de inflamacién/infeccién (punto 1.6). Por
otro lado, el andlisis de las actividades de la VA del SC, la Ceruloplasmina y la Lisozima en suero (Unicos
marcadores que podiamos medir en el suero de esturion) no reflejaron el desencadenamiento de una
respuesta inflamatoria intensa ya que estos aumentaron marginalmente (experimento 1, Figura 2.21-
2.23) o no lo hicieron (experimento 2, Figura 2.25-2.27)

Como ya se comentd en la Introduccidn, varios componentes del SC y la Ceruloplasmina son
PFA positivas en teledsteos, aunque modestas, por lo cual resultd ldgico esperar que una inflamacién
robusta hubiera generado aumentos significativos, aunque de baja intensidad, en algunos de estos
marcadores. Respecto a la actividad Lisozima, también se hubiera esperado un aumento ya que ésta
se induce en teledsteos infectados con A. hydrophila (puntos 1.5, 1.6)

De acuerdo con lo anterior, es légico cuestionarnos por qué los estimulos usados en nuestros
modelos no ocasionaron respuestas mas intensas. Esto implica analizar qué bacteria, dosis y via de
inoculacidon fueron utilizadas. En los ensayos de estimulacién utilizamos varias dosis de A. hydrophila,
cubriendo un rango de 3 érdenes de magnitud (experimento 1) y llegando a valores que son 2 érdenes
de magnitud superiores a los utilizados en la infeccidn (experimento 3), pero no se observé un claro
efecto dosis respuesta en los marcadores séricos que se evaluaron. A su vez, a la mayor dosis el andlisis
de la expresidon hepatica de las candidatas a PFA sdlo mostré resultados positivos en el caso del gen
saa (experimentos 1 y 2). Respecto al uso de bacterias autoclavadas como estimulo, podemos
cuestionarnos si el método de muerte de las bacterias afectd fuertemente la integridad estructural de
sus componentes. Se eligié matar a las bacterias mediante un autoclavado corto (10 minutos), que de
acuerdo a la bibliografia es un tiempo que no deberia provocar una degradacion importante de los
componentes de la pared bacteriana’®3. De esta manera se estimé que gran parte de los PAMPs se
habrian conservado durante el proceso de autoclavado. Respecto al uso de A. hydrophila, varios
trabajos en otras especies de esturidon han utilizado esta bacteria logrando detectar respuestas
inflamatorias significativas en modelos de infeccidn. La infeccion intraperitoneal con A. hidrophila
(dosis 2x10° ufc/kg por pez) en esturiones dabry (A. dabryanus) indujo un aumento de 4.6 veces en la
expresion de il1-b en rifidn anterior y en esturiones hibridos (H. dauricus x A. schrenckii) un aumento
de 28 y 59 veces en la expresion de il1-b e il6 en bazo?*166_ A su vez, en ambos articulos se observé
un fuerte aumento en la expresion de los genes de varios PRRs (principalmente TLRs),
lamentablemente en ninguno de estos trabajos estd disponible la lista completa de los genes
expresados diferencialmente. Por otra parte, el uso de otras bacterias para infectar esturiones no ha
logrado inducir respuestas inflamatorias mas potentes, al menos si comparamos los resultados
anteriores con los reportados en la infeccidn del esturién amur (A. schrenckii) con Y. ruckeri. En estos
trabajos, estudios transcriptomicos enfocados al analisis de la expresion diferencial en bazo e higado,
no observaron cambios en la expresidn de il1-b e il6 en ninguno de estos érganos®®. Légicamente, es
posible que el uso de otras especies bacterianas mas virulentas pueda ser util para lograr una
estimulacién o infeccidon de mayor intensidad.

A pesar de que no se puede descartar que la intensidad de la respuesta observada se deba a
que los esturiones rusos tienen un comportamiento diferente a peces teledsteos y mamiferos, los
resultados de este trabajo (bajo induccién hepdtica de saa, nula induccidn de il1-b en higado y bazo,
marginal o nulo aumento en la actividad funcional de la VA del SC, Ceruloplasmina y Lisozima en suero)
sugieren que el modelo utilizado no desencadend una respuesta inflamatoria robusta. Por lo tanto, es
necesario mejorar el modelo, lo cual a su vez plantea las siguientes interrogantes: ées posible que
algunos de los demas genes estudiados en este trabajo, cuya expresion no se vio modificada por la
administraciéon de las bacterias, se comporten como PFA positiva?, épodria ocurrir que la saa se
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induzca alin mas de lo que se observd en este trabajo? Esto Ultimo aumentaria el potencial de saa
como biomarcador de inflamatorio.

3.1.3. Evaluacion de los niveles séricos de eSAA en respuesta a estimulos
inflamatorios o a la infeccion con bacterias

La tercera pregunta que nos planteamos fue si el aumento de expresion de saa en higado se
traduciria en un aumento de esta proteina en sangre y a su vez si estd podria ser un eventual
biomarcador de infeccion/inflamacién. Para abordar esta pregunta se buscé desarrollar un
inmunoensayo de tipo ELISA en formato sandwich que permitiera cuantificar los niveles de eSAA en
suero. Se disefid un ELISA que utilizé anticuerpos policlonales que reconocen epitopes diferentes de
la eSAA para la captura de la proteina del suero (anti-p58-eSAA) y su posterior deteccion (anti-p88-
eSAA biotinilado). Ademas, se expreso y purificod la eSAAr, la cual fue utilizada como estandar para
estimar la concentracidn de eSAA en las muestras problema. En el marco de esta tesis nos propusimos
que el ELISA disefiado deberia contar con una sensibilidad adecuada que permitiera evaluar posibles
diferencias en los niveles de eSAA entre esturiones rusos estimulados o infectados con bacterias y los
correspondientes peces control. Pudimos verificar que el ensayo disenado tiene muy buena
sensibilidad, permitiendo detectar 2.2 ng/ml de eSAAr en una solucidn salina. Sin embargo, dado que
no contabamos con sueros de esturiones rusos carentes de eSAA, no se logré determinar con
exactitud la minima concentracion de eSAA que se podria detectar en dichas muestras con este ELISA.
Como se explicd en resultados, en las condiciones ensayadas, donde las muestras de suero se
analizaron a una dilucién 1/200, fue posible estimar el limite de detecciéon en 0.44 pg/ml. Esta
sensibilidad fue adecuada para cuantificar la eSAA en los experimentos de estimulacion e infeccion
con bacterias. Con el objetivo de establecer con mayor exactitud el limite de deteccion del ELISA para
la eSAA, es necesario ensayar sueros carentes de eSAA y suplementados con concentraciones
conocidas de eSAAr. Para obtener un suero de esturion ruso depletado de eSAA, se podria realizar
una cromatografia de inmunoafinidad utilizando una matriz acoplada a anticuerpos policlonales anti-
eSAAr. También corresponde mencionar que disponer de un suero depletado de eSAA permitira
revisar la dilucidn de uso del suero en el ensayo, ya que el efecto matriz determinado podria en parte
deberse a la presencia de trazas de eSAA que no fueron detectadas en el suero por Western Blot. Mas
aun, contar con un suero depletado en eSAA permitiria realizar la curva estandar del ensayo en suero,
en vez de en solucion salina.

Utilizando este inmunoensayo se analizaron las muestras de suero de los esturiones rusos
estimulados (experimento 1y 2) o infectados (experimento 3) con A. hydrophila observando que la
administracioén de las bacterias indujo un aumento en los niveles de eSAA con una gran variacion entre
individuos (Figuras 2.41-2.43). Cabe destacar que en el caso de la infeccidn este aumento pareceria
ser del orden de 35 veces respecto al grupo control. A su vez, en los experimentos realizados en este
trabajo se observé que existe una correlacién positiva entre la expresidn hepatica de saa y los niveles
de eSAA en suero. Teniendo en cuenta que, en el esturidn ruso, el higado es el 6rgano en donde se
encontré mayor expresion de saa, la correlacion observada indicaria que, al igual que en mamiferos,
el aumento en los niveles de eSAA circulante en plasma durante una fase aguda se debe a un
incremento en la sintesis hepatica de esta proteina.

El notorio aumento en los niveles séricos de eSAA por la infeccidn indica que esta proteina se
comporta como una PFA positiva mayor y podria ser un potencial marcador de inflamacion/infeccién
en los esturiones rusos. Resulta importante resaltar que este resultado no sélo es novedoso, sino que
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se deduce de la correlacion positiva entre los dos parametros analizados: la expresidn hepatica de saa
y los niveles en suero de SAA (Figura 2.44). No existen en la literatura sobre actinopterigios ninguin
estudio que examine esta correlacién. Mas aun, la mayoria de la informacién disponible sobre SAA en
peces teledsteos refiere a estudios a nivel de expresidon hepatica (punto 1.6) Ademas, los pocos
trabajos que analizan a nivel proteico la presencia de SAA en higado o plasma en modelos de infeccion
han reportado resultados contradictorios. Por un lado, mediante el analisis del proteoma de higado
del lenguado oliva (P. Olivaceus) no se encontré induccidon de SAA a las 24 hs post-infeccion con E.
tarda (dosis 3.6x107 ufc/kg por pez, via intraperitoneal)’8. Asimismo, utilizando métodos
protedmicos, tampoco se observd aumento en los niveles de SAA en higado de truchas arcoiris (O.
makiss) infectadas con A. salmonicida (dosis 5x10° ufc/kg por pez, via intraperitoneal) a las 48 hs post-
infeccién (datos suplementarios del articulo)®':194, En el mismo sentido, usando métodos
protedmicos'?® o Western Blot'%8 no se detectd la SAA en el plasma de trucha arcoiris estimuladas
con LPS o infectadas con Flavobacterium psychrophilum. En contraste, otros trabajos han detectado
mediante inmunohistoquimica la presencia de niveles aumentados de SAA en el higado de trucha
arcoiris infectada con Y. ruckeri'®3, estimuladas con LPS'96 o infectadas con F. psychrophilum'98. Estos
ultimos trabajos concuerdan con el hecho que la infeccién en este mismo pez con A. salmonicida (via
intramuscular dosis 2.5x10* ufc/kg por pez) induce la expresién hepatica de saa a las 48 hs post-
infeccién y luego de 120 hs los transcriptos de saa llegan a constituir el 10% del ARN mensajero total
del higado'93. En este escenario, es posible que los resultados negativos observados por métodos
protedmicos y por Western Blot se deban a limitaciones técnicas. En el caso de los estudios
protedmicos, el procesamiento de muestras complejas (extractos de tejido o plasma) implica
generalmente pasos de fraccionamiento de la muestra previos al andlisis con el fin de separar
proteinas abundantes que normalmente impiden la detecciéon de otras menos representadas. Por
tanto, no puede descartarse que en dichos estudios se hayan perdido la SAA durante los pasos de
preparacion de la muestra, ya que el objetivo de estos trabajos fue realizar una caracterizacién general
del proteoma y no se optimizd la técnica buscando detectar PFA, en particular la SAA. En cuanto a la
deteccion de la SAA del plasma por Western Blot, el resultado negativo observado en truchas podria
deberse a un impedimento de la reaccion del anticuerpo provocado por la interaccion de la SAA con
lipidos de la HDL; en este sentido se reporté que la delipidacién de la SAA recombinante mejora su
deteccidn por Western Blot'83. De todas formas, este resultado negativo (que no es mostrado por los
autores del articulo) no es facil de explicar ya que en nuestro trabajo se obtuvieron dos anticuerpos
policlonales, contra los péptidos p58-eSAA y p88-eSAA, que reconocieron en forma especifica tanto a
la eSAAr como a la eSAA del suero de esturiones rusos, y no fue necesario delipidar las muestras. Mas
aun, utilizando ambos anticuerpos, fue posible ajustar un ELISA que permite cuantificar la eSAAr y la
eSAA del suero, lo cual comprueba que ambos anticuerpos reconocen efectivamente a la misma
proteina. Por lo tanto, en este trabajo se logrd detectar y cuantificar la eSAA en el suero de esturiones
rusos y constatar que los niveles circulantes de esta proteina aumentan por estimulos inflamatorios,
de esta manera se demuestra por primera vez que la SAA es una PFA positiva en peces actinopterigios.

Respecto al uso de la eSAA como un marcador inflamatorio, se debe tener en cuenta que se
observd una gran variabilidad en los niveles basales de eSAA y también en la induccidn frente a
estimulos inflamatorios. En cuanto a los niveles basales, se observé que los esturiones aclimatados en
el laboratorio de ERN presentaron niveles de eSAA significativamente mayores que los esturiones
aclimatados en el laboratorio del IIP (ERN: mediana=34.1 rango=2.3-794.9 pug/ml; IIP: mediana=6.4
rango=2.3-92.4 ug/ml, respectivamente). Estas diferencias podrian deberse a condiciones disimiles de
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cultivo que hayan generado una respuesta de estrés en los peces. El estrés es una respuesta fisioldgica
adaptativa de los organismos, que se desencadena para hacer frente a cambios del ambiente (agente
estresor) que alteran la homeostasis de los mismos'9?. En la acuicultura los peces estdn sometidos a
multiples agentes estresores como la temperatura del agua, la densidad de cultivo, la presencia de
compuestos téxicos, bajas densidades de oxigeno disuelto en agua, entre otros'98. A pesar de que la
respuesta de estrés es generalmente beneficiosa y en el corto plazo puede potenciar la respuesta
inmune, cuando el agente estresor persiste en el tiempo, los cambios fisioldgicos que estos gatillan
en el organismo pueden volverse perjudiciales para los peces produciendo alteraciones metabdlicas,
cambios en la regulacién osmatica, supresion del sistema inmune, mayor susceptibilidad a patégenos
y alteraciones en el comportamiento, crecimiento y desarrollo de los mismos'63:199, por lo tanto, las
diferencias observadas en los valores basales pueden deberse a que se utilizaron diferentes
densidades de cultivo (33.3 kg/m3vs 7.8 kg/m? en el experimento 1y 2, respectivamente) en ambos
experimentos. El efecto de la densidad de cultivo sobre el funcionamiento del sistema inmune de los
peces y su capacidad de responder ante patdgenos dependerd de cuan elevada sea esta, del tiempo y
de la especie en cuestidn, entre otras'63. En carpa mantenidas a una densidad cercana a 30 kg/m? los
niveles basales de varios componentes del Sl innato disminuyeron luego de 30 dias2%0. Sin embargo,
en otros peces mantenidos a similares de densidad de cultivo durante dos semanas se indujo la
expresion hepdtica de varios componentes del complemento?9. Por lo tanto, se podria plantear que
la densidad de cultivo del experimento 1 podria inducir en el esturién ruso la expresion y sintesis de
eSAA. Esta hipdtesis encuentra apoyo en observaciones realizadas en teledsteos, donde se constatd
que algunos factores de estrés inducen la expresidon hepética de este gen?%2. No obstante, existen
muchos reportes que muestran que la administracion de cortisol (uno de los principales mediadores
generados rapidamente en respuesta al estrés) inhibieron la expresion de citoquinas y PFA, incluyendo
la SAA293 |0 cual se contrapone a la hipdtesis planteada. Mas aln, estudios realizados en el marco de
la tesis de grado de Licenciatura en Bioquimica del Lic Marcio Aversa sugieren que el estrés crdnico
inducido por calor provocaria un descenso en los niveles séricos de eSAA294, Por |o tanto, es necesario
profundizar en el andlisis de los niveles basales de SAA en esturiones sanos y como se ven afectados
por variaciones en factores ambientales o introducidos por las condiciones de cria.

Por otro parte, en cuanto a la magnitud de la respuesta observada frente a la estimulacion o
infeccidn con A. hydrophila, ésta vario entre 2.8-35 veces respecto al control, cubriendo un rango de
concentraciones entre 2 y 3700 pg/ml, que indudablemente refleja una enorme variacién individual.
La variacion individual observada tanto en los niveles basales como en la respuesta a la estimulacién
podria dificultar el establecimiento de niveles de SAA (rangos) correspondientes a esturiones sanos y
enfermos, limitando su utilizacion como biomarcador inflamatorio. En funcién de lo anterior, resultara
importante en el futuro realizar un andlisis a partir de un gran nimero de muestras de individuos
sanos e infectados que permitan establecer con mayor confianza los niveles de eSAA en condiciones
de salud e infeccion. Mas aun estos niveles seran validos solamente en las condiciones de aclimatacién
estudiadas, y podrian variar con factores ambientales como la temperatura o la densidad de cultivo.

3.2. Perspectivas

La cria de esturiones es un incipiente sector de gran potencial para la matriz productiva de
nuestro pais. Sin embargo, la acuicultura como actividad intensiva, presenta problematicas que
desafian su desarrollo tanto en nuestro pais como en el mundo. En este sentido, en la principal granja
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de cria de esturiones del Uruguay (ERN), durante los meses calidos del afio ocurre un aumento en las
infecciones y en la mortalidad de los peces debido, en parte, a que las altas temperaturas del agua
afectan el crecimiento y deterioran el sistema inmune innato de los esturiones. Con el fin de contribuir
a solucionar esta problematica, en esta tesis de maestria en Biotecnologia se buscé identificar posibles
marcadores de infeccién que contribuyan a evaluar la salud de los esturiones. Con este objetivo en
mente, y gracias al desarrollo de un ELISA, se identificé que los niveles en suero de la eSAA aumentan
en los esturiones estimulados o infectados con bacterias. De esta manera la eSAA es un posible
marcador de infeccién que puede ser cuantificado en el suero por inmunoensayos vy, por lo tanto, en
caso de ser validado, tendra gran utilidad para el monitoreo de la salud de los peces y la deteccién en
forma temprana de procesos infecciosos. En este marco, este trabajo de maestria en biotecnologia
plantea las siguientes perspectivas:

3.2.1. Validar la eSAA como biomarcador de infeccion para su utilizacion en el
monitoreo sanitario de los esturiones criados en granjas de piscicultura

Para validar la utilidad de la eSAA como biomarcador en primer lugar se deberd ajustar un
buen modelo de infeccidn ya que esto fue una limitante del trabajo y nos llevé a utilizar un modelo de
estimulacién con bacterias A. hydrophila muertas. Esto se debid a que careciamos de la infraestructura
necesaria para realizar este tipo de ensayo y no se contaba con experiencia previa sobre modelos de
infeccion. Afortunadamente en los Ultimos afios gracias a fondos del grupo y a la colaboracién con el
Dr. Vet. Alejandro Perretta acondicionamos un laboratorio de experimentacién en el IIP de
Montevideo que permite realizar este tipo de experimentos. A fin de ajustar el modelo de infeccién
se ensayaran distintas dosis de A. hydrophila (por via intraperitoneal, 10°, 107, 10% y 10° ufc/kg) y se
determinara la dosis dptima de bacterias estudiando la respuesta inmune local y sistémica
desencadenada por la infeccidn a varios tiempos (24, 48, 72 y 96 hs). Se aspira a utilizar la dosis mas
alta que no produzca una alta mortalidad en las 96hs post-infeccion.

Para evaluar la respuesta inmune local desencadenada por la infeccién se podria estudiar si
ocurre reclutamiento de células del Sl a la cavidad peritoneal. En ensayos preliminares del grupo, se
lograron realizar con éxito lavados peritoneales y analizar las poblaciones celulares en peritoneo por
citometria de flujo en términos de tamafio y granularidad celular. Ademas, se podria complementar
la caracterizacién histoldgica de las poblaciones peritoneales con la colaboracién con el Dr. Perreta,
quién cuenta con experiencia en histologia y citologia de esturion. No existen aun anticuerpos
comerciales de deteccion de marcadores fenotipicos que permitan distinguir las células del Sll de
esturion, y los anticuerpos desarrollados para teledsteos generalmente son incompatibles entre
diferentes especies de peces (comentario de la Dra. Mdnica Imarai, departamento de Biologia de la
USACH). Para distinguir poblaciones celulares por sus marcadores fenotipicos, se podria utilizar la
metodologia de fluorescencia por hibridizacién de sondas acoplado a citometria de flujo (FISH-flow
cytomtry, por sus siglas en inglés) que permite cuantificar los ARNm que expresa una determinada
célula mediante el uso de sondas fluorescentes complementarias a estos2%%. Por otra parte, mediante
gPCR se podria cuantificar las citoquinas pro-inflamatorias il1-b e il6 (recientemente identificada en
un esturién hibrido'88) expresadas por las células reclutadas en la cavidad peritoneal.

Para evaluar la respuesta inmune sistémica desencadenada por la infeccion utilizaria las
metodologias desarrolladas por nuestro grupo de investigacion, evaluando en higado la expresion
hepatica de los homdlogos a PFA (en particular saa) y en suero los niveles de eSAA, actividad de la VA
del SC y la actividad Ceruloplasmina y Lisozima. También se podria analizar si la infeccion genera

94



cambios en las poblaciones de leucocitos circulantes observando al microscopio frotis de una muestra
de sangre206. Ademas analizaria a los esturiones en busqueda de sintomas tipicos de infeccidn
(hemorragia ocular, aletas y ano enrojecidos, hemorragias internas o externas)2°? y buscaria aislar A.
hydrophila de la sangre y diferentes drganos para evidenciar la diseminacién de las bacterias por el
organismo lo que indica que la infeccién se volvié sistémica0”.

Por otro lado, en un futuro seria interesante contar con un modelo de infeccion de A.
hydrophila por inmersidn, en el cual los peces son sumergidos en agua previamente inoculada con la
bacteria. Este modelo reflejaria de forma mas fidedigna la ruta por la cual las bacterias ingresan a los
esturiones en su habitat natural o en las granjas de piscicultura. También seria interesante ampliar los
modelos de infeccion a otras bacterias patdgenas aisladas en la granja como S. aureus, comparando
las respuestas inflamatorias con las observadas al infectar con A. hydrophila.

Una vez optimizado el/los modelos de infeccidn sera posible abordar la validacidn de la eSAA
como biomarcador de infeccidon. Para ello, inicialmente bajo condiciones controladas en el laboratorio,
realizaria nuevos experimentos de infeccion (con A. hydrophila o S. aureus via intraperitoneal y/o por
inmersién) utilizando un gran nimero de esturiones por grupo (n=20 como minimo). Empleando el
ELISA desarrollado en este trabajo cuantificaria los niveles en suero de eSAA, determinando el nivel
basal en esturiones sanos, cuanto aumenta durante la infeccién aguda y cuanto tiempo permanece
elevado respecto a la condicidn control. Ademas de analizar los niveles de eSAA a las 24 y 72 hs post
infeccion, como fue estudiado en este trabajo, determinaria también los niveles a tiempos mas
prolongados (4, 7 y 10 dias) a fin de establecer el curso temporal de la respuesta de esta PFA. Estos
estudios permitirdn determinar valores de corte entre esturiones sanos y enfermos que seran utiles
para la eventual implementacién de la eSAA como biomarcador de infeccidn/inflamacion en la granja.

Por otra parte, sera necesario estudiar el efecto que factores de estrés, como la temperatura
del agua y la densidad de cultivo tienen sobre los niveles basales de eSAA y su repuesta frente a
estimulos inflamatorios. En particular para la temperatura, nuestro grupo observé que esturiones
rusos cultivados en los meses de verano o mantenidos en el laboratorio durante 37 dias a una
temperatura similar a la del verano (24°C) presentan un deterioro en la funcionalidad de la VA del SC
y Ceruloplasmina. Como la eSAA, al igual que los componentes del SC y la Ceruloplasmina, es
sintetizada en el higado, el estrés por temperatura podria disminuir los niveles basales circulantes de
de esta proteina y/o afectar cuanto se induce durante una infeccién. Esto se ve respaldado por
estudios protedmicos que demuestran que en salmén atlantico (S. salar) el estrés crénico por alta
temperatura 21°C) inhibe la sintesis proteica respecto a salmones mantenidos a baja temperatura
(15°C)208,

Una vez finalizados los estudios en condiciones controladas de laboratorio y en caso de que
estos sean promisorios, se debera evaluar si la eSAA también se comporta como un biomarcador en
los esturiones adultos cultivados en la granja de Uruguay durante diferentes situaciones de cria (época
del afio, alimentacion, etc). Por razones de infraestructura, los esturiones que se utilizaron y utilizaran
en los experimentos de laboratorio fueron y seran peces pequefios (200-300g, de alrededor de 1,5
afios de edad e inmaduros sexualmente). En cambio, la poblacién de esturiones de la granja incluye
hembras adultas, de diferente tamano, edad (hasta los 8 afios) y grado de maduracién sexual. Por lo
tanto, podria ocurrir que en las hembras los niveles basales de eSAA y su induccion por estimulos
inflamatorios fuera diferente al de los esturiones juveniles, siendo modulados por ejemplo por
hormonas sexuales y el estadio de desarrollo gonadal del pez2%°. Ademas, serd importante determinar
si los valores basales de eSAA en el verano se deprimen respecto a los de invierno, y si a pesar de esto,
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igual es posible determinar valores de corte entre esturiones sanos y enfermos que permitan
determinar si un pez esta cursando una infeccion en cualquier época del afio. Por otro lado, seria
relevante, contar con muestras de ambas granjas de Uruguay, lo que nos permitiria comparar los
resultados y niveles de eSAA en dos especies diferentes de esturion (ruso y siberiano), criadas en
condiciones que no son exactamente equivalentes. Ademas, seria interesante evaluar si los resultados
y los reactivos generados para el estudio en esturidn son trasladables a otros peces teledsteos. Esto
es viable ya que el grupo cuenta con contactos en Chile y Argentina, que trabajan en el laboratorio
con peces como salmén, pacu y pejerrey.

3.2.2. Desarrollar un inmunoensayo, simple de realizar y transferible a las granjas
de piscicultura, que permita detectar y cuantificar la eSAA del suero

En caso de verificar la utilidad de la eSAA como biomarcador de infecciéon planteo como
perspectiva desarrollar inmunoensayos de flujo lateral (LFA, del inglés lateral flow assays), mas
conocidos como tiras reactivas (tipo test de embarazo). Es necesario que el ensayo sea sensible, simple
de realizar, no requiera infraestructura de laboratorio, ni personal altamente capacitado para su
realizacién y lectura?'0. Se espera que un ensayo LFA sea facilmente transferido a las granjas de
piscicultura, en donde podrd aplicarse para monitorear la salud de los esturiones, siendo una
herramienta adicional a la hora de tomar decisiones importantes como administrar antibidticos o
cambiar las condiciones de cultivo de los peces. Para desarrollar un test LFAs es necesario contar con
grandes cantidades de anticuerpos anti-eSAA. Como los anticuerpos generados en este trabajo son un
reactivo finito (obtenidos a partir del suero de un conejo inmunizado que fue sangrado a término), se
debera emplear otra estrategia que permita obtener dichas moléculas de manera sencilla e ilimitada.
Para esto propongo generar en forma recombinante anticuerpos monoclonales y mono-dominio anti-
eSAA derivados de anticuerpos de cadena pesada. Este tipo de anticuerpos, que se encuentra en
camélidos y tiburones, estd compuesto Unicamente por un homodimero de cadenas pesadas,
careciendo de las cadenas livianas que caracterizan a los anticuerpos convencionales2!! (Figura 3.1a).
A pesar de esto, los anticuerpos de cadena pesada retienen las propiedades fisicoquimicas que
permiten unir de forma especifica y con muy alta afinidad a los antigenos2'2. Mientras que en los
anticuerpos convencionales, la regién de unién al antigeno esta determinada por dos dominios
variables (uno en la cadena pesada y otro en la liviana), en los anticuerpos de cadena pesada esta
regiéon depende de un Unico dominio variable (el de la cadena pesada)?'2 (Figura 3.1a). Este domino
se conoce como VHH (del inglés, variable domain of heavy chain antibodies) o nanobody. Los VHHs
son herramientas biotecnologias muy atractivas porque: son moléculas pequenas (10 veces mas
chicos que los anticuerpos convencionales), reconocen antigenos de manera especifica y con elevada
afinidad, son solubles y fisicoquimicamente estables, y gracias a estas caracteristicas, es posible
expresarlos en forma recombinante en sistemas procariotas como E. coli?'2. Para obtener VHHs anti-
eSAA es posible utilizar la tecnologia conocida como phage display, la cual ha sido puesta a punto en
nuestro laboratorio por el grupo del Dr. Gualberto Gonzales, para la obtencion de este tipo de
moléculas?'3. A grandes rasgos, esta metodologia consiste en inmunizar llamas con el antigeno de
interés (eSAAr, p58-eSAA-KLH, p88-eSAA-KLH), un vez ocurrida la respuesta de anticuerpos, se
purifican las células mononucleadas de la sangre (Linfocitos B y T), se extrae el ARN total y por RT-PCR
se amplifica la regién codificante correspondiente al dominio variable de todo el repertorio de
anticuerpos de cadena pesada que expresa la llama (esto incluye los anticuerpos anti-antigeno de
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interés y anticuerpos anti-antigenos irrelevantes)2'4 (Figura 3.1b). A continuacién, se construye una
libreria mediante el clonado de todos estos productos de PCR en vectores fagémidos. Estos vectores
(cada uno contiene la secuencia de un VHH determinado) se introducen en E. coli para generar de
forma recombinante cientos de miles de fagos que empaquetan la secuencia de un VHH determinado
y lo expresan en su superficie. Utilizando el antigeno de interés es posible realizar multiples rondas de
seleccion (mediante ELISA o citometria de flujo) para seleccionar aquellos fagos que expresen VHHs
anti-eSAA de buena afinidad (Figura 3.1b). Luego de seleccionados dichos fagos y obtenidas las
secuencias que codifican los VHHs de interés, estas se clonan en un vector de expresion y se
incorporan en E. coli para expresar los VHHs en forma recombinante. De esta manera cada vez que
sea necesario contar con mas cantidad de VHHs anti-eSAA, simplemente los clones seleccionados se
vuelven a expresar en E. coli?!®. Por Ultimo, los VHHs anti-eSAA podran utilizarse para desarrollar LFA

que permitan determinar los niveles de eSAA en muestras de sangre de esturion215:216,
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Figura 3.1. VHH y su obtencion por phage display

(a) Se muestra la estructura de la inmunoglobulina IgG humana compuesta por dos cadenas pesadas y dos cadenas livianas
la cual reconoce al antigeno a travez de dos dominios variables VH y VL de la cadena pesada y livaina, respectivamente. Se
muestra la estructura de las inmunoglobulinas de cadena pesada de los camélidos la cual reconoce al antigeno a travez de
de un Unico dominio variable que se denomina VHH y el cual puede expresarse en forma recombinante como anticuerpo
monodomino. Adaptado de https://www.hybribody.com/contenu/synthetic-vhh-library-menu/take-advantage-of-vhh-

antibody-properties

(b) Se muestra un esquema de la tecnologia phage display para la generacidn, obtencién y seleccién de anticuerpos tipo
VHH monoclonales. Adaptado de Front Microbiol. 2017 Jun 14;8:1059

3.2.3. Ampliar la busqueda a nuevos marcadores de infeccion para su utilizacion en
el monitoreo sanitario de los esturiones criados en granjas de piscicultura

Para contar con mds y mejores herramientas para el diagndstico del estado sanitario de los

esturiones seria interesante ampliar la busqueda de marcadores mas alla de las PFA a fin de identificar
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nuevos indicadores de infeccidén. Debido a que los marcadores podrian a priori ser acidos nucleicos,
proteinas o pequefios metabolitos realizaria multiples aproximaciones dmicas para determinar si
alguno de estos se modula en la sangre o suero por una infeccién. Eligiria estudiar posibles marcadores
en sangre o suero ya que, al igual que la eSAA, esto permitira posteriormente desarrollar herramientas
para su facil deteccidn (sin sacrificar a los peces) y cuantificacion. En la sangre, la mayoria de los ARNs
corresponden a células del sistema inmune. Debido que la infeccidon con patdégenos aumenta el
numero de leucocitos circulantes, y también modula los genes que estos expresan, propongo estudiar
el transcriptoma de las células de la sangre para identificar transcriptos con potencial de marcador
inflamatorio. Pensando en que el marcador sea de naturaleza proteico, estudiaria el proteoma del
suero de esturiones infectados, al fin de identificar proteinas que se induzcan por el estimulo
inflamatorio. Para la correcta identificacion y cuantificacidn de las proteinas, es necesario contar con
el genoma del organismo o un buen transcriptoma en el cual se expresen los transcriptos de las
proteinas que se busca identificar. En este caso particular serd necesario contar con el transcriptoma
de higado de esturién ya que la mayoria de las proteinas del suero son sintetizadas en este érgano. A
pesar de que existen transcriptomas de higado de otras especies de esturidn que podrian ser utilizados
como base de datos (estos permitieron detectar la eSAAr), secuenciaria el transcriptoma de este
drgano en el esturion ruso permitira tener una base de datos propia de la misma especie y realizar
estudios correlativos entre la transcripciéon hepatica y los niveles de proteina en sangre.
Alternativamente y para tener una base de datos buena secuenciaria y anotaria el genoma del esturion
ruso empleando algunas de las metodologias de tercera generacion que permiten determinar la
secuencia de moléculas enteras (Pacbio, Oxford nanopore) sin que el ensamblado o las regiones
repetidas del genoma resulten un inconveniente en este organismo poliploide2!”. Mas aln, contar
con el genoma del esturion ruso podria mejorar el analisis de los datos transcriptomicos que se
obtengan de las células de la sangre o de higado. Por ultimo, realizaria estudios metabolémicos a partir
del suero de esturidn ruso con el fin de identificar metabolitos cuyos niveles aumenten durante una
infeccidn. En el marco de un proyecto ANIl (Fondo Maria Vifias) dirigido por la Dra Valeria Silva y un
proyecto CSIC dirigido por la Dra. Ana Maria Ferreira, nuestro grupo de trabajo planea realizar estudios
protedmicos del suero y ha comenzado a realizar estudios transcriptémicos en higado para la
identificacion de nuevos marcadores de infeccion, entre otros.

Una vez identificado el o los mejores marcadores en sangre o suero desarrollaria
metodologias para cuantificarlos. En caso que el mejor marcador sea un ARNm optimizaria una
metodologia de gPCR para su determinacion. Sin embargo, estas metodologias son dificiles de
transferir a las granjas debido a que requieren equipamiento sofisticado para su determinacion. En
caso que el marcador sea una nueva proteina o un metabolito, al igual que para la eSAA, propongo
generar anticuerpos monoclonales recombinante tipo VHH y ajustaria ensayos LFA facilmente
transferibles y aplicables.

3.2.4. Desarrollar herramientas para detectar microorganismos patégenos en
granjas de piscicultura

Ademas de contar con herramientas para determinar si los esturiones estan cursando un
proceso infeccioso (deteccién de marcadores inflamatorios en particular transcriptos, proteinas o
metabolitos de la sangre), seria util desarrollar herramientas para determinar cuales patdgenos
circulan en las granjas en un determinado momento. El uso de ambas herramientas permitira realizar
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un monitoreo fino de la salud de los peces ya que se estudiara en forma paralela la salud de los peces
y la ocurrencia de infeccién por patégenos del ambiente.

Hoy en dia la granja ERN utiliza técnicas microbioldgicas clasica basados en el aislamiento y
cultivo de microorganismos conocidos para determinar la presencia de algunos patégenos como A.
hydrophila y S. aurus en esturiones enfermos. Debido a que se estima que solo el 0.1-1% de los
microorganismos de un ambiente son cultivables2'8, es probable que otros microorganismos, que no
es posible crecer en el laboratorio, estén implicados o sean los principales causantes de las patologias
observadas en la granja. Actualmente es posible determinar el perfil taxonémico de una comunidad
bacteriana en base a la secuenciacion del gen de la subunidad 16s del ARN ribosomal (rADN) o por
estudios metagendmicos2'8. Estos Ultimos implican secuenciar todo el ADN de la comunidad
mediante shotgun sequencing, ensamblar los fragmentos secuenciados para obtener, en el mejor de
los casos, el genoma completo de los microorganismos de la comunidad?'®. Mas aun ambas
metodologias permiten realizar estudios cuantitativos entre distintas muestras o condiciones
experimentales?19,

Por lo tanto, utilizando aproximaciones metagendmicas o de secuenciacion del rADN planteo
como perspectiva a futuro caracterizar la comunidad microbiana en el agua de las instalaciones de
ERN y del embalse de Baygorria en distintas épocas del afio. Paralelamente también evaluaria
muestras (sangre, bazo y rifion anterior) de esturiones con sintomas de infecciones. Estos estudios
permitiran identificar nuevos microorganismos patégenos, estudiar su abundancia relativa durante
los distintos meses del afo y correlacionar estos datos con el desarrollo de infecciones en los
esturiones. Una vez identificados los nuevos patégenos, desarrollaria herramientas de tipo POC (del
inglés, point of care) para el diagndstico temprano de infecciones por los mismos. En particular
propongo optimizar un ensayo basado en la tecnologia LAMP (del inglés, loop mediated isothermal
amplification of DNA)?20. Esta metodologia permite amplificar moléculas de ADN a temperatura
ambiente y con elevada especificidad y sensibilidad22!. A su vez, esta no requiere equipamiento de
laboratorio (termocilcadores) y es posible de adaptar a un formato LFA lo cual vuelve su transferencia
y aplicabilidad factible222:223,
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Primera Seccion

En esta seccidn se describe la metodologia utilizada para abordar el objetivo especifico 1 que
implico obtener las secuencias de potenciales PFA del esturidn ruso y analizar su expresion diferencial
en muestras de higado de esturiones estimulados o infectados con A. hydrophila

4.1.1. Identificacion de la secuencia codificante de homdlogos de proteinas
candidatas a PFA en el esturion chino y siberiano a partir de datos de transcriptomica

Entre las posibles PFA nos planteamos identificar las secuencias codificantes de homadlogos
de la SAA, CRP/SAP, WAP65/HPX, Hepcidina, Intelectina, Transferrina y Haptoglobina de esturion. No
se buscd la secuencia de la Cerulolpasmina ya que se cuenta con un ensayo enzimatico para cuantificar
sus niveles en suero. Para esto, se analizd un transcriptoma de larva del esturién siberiano'® y dos
transcriptomas de esturién chino, uno de génadas?! y otro de érganos inmunes?’, empleando
multiples herramientas bioinformaticas disponibles en la plataforma online GALAXY?24. Ademas, se
realizo la busqueda de la secuencia codificante de varias citoquinas asociadas a la inflamacién aguda
en mamiferos y peces incluyendo la IL1B, IL6 y TNFa. Si bien los transcriptomas mencionados se
encuentran ensamblados y son de acceso publico, la identidad de las secuencias no se encuentra
anotada ni reportada en las bases de datos GenBank, EMBL o DDBJ. Por esta razon, se empled la
siguiente estrategia para identificar los transcriptos de interés. En primer lugar, se tradujeron ambos
transcriptomas utilizando el programa getorf de EMBOSS22® y se buscaron los posibles marcos
abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) de cada transcripto y se extrajeron todos los ORFs
mayores a 100 aminodacidos flanqueados por un coddn de inicio y de finalizacion. Por otro lado, a partir
de la base de datos refseq de GenBank, Uniprot o Ensembl se obtuvo la secuencia aminoacidica de la
SAA (Q642J9), CRP/SAP (NP_001039325.1), WAP65/HPX (XP_005173505.1), Hepcidina (P61516),
Intelectina (XP_021327597.1), Transferrina (AOA2R8RRA6), Haptoglobina (NP_001352944.1), IL1B
(EOWCW4), IL6 (NP_001248378.1) y TNFa (Q1L8A5) de pez cebra. Utilizando estas secuencias se
empled el algoritmo BLASTp?2® para realizar busquedas de secuencias homdlogas en los
transcriptomas de esturién traducidos. Se reportaron aquellas secuencias con e-value menor a 10°
salvo para la Hepcidina que se utilizé un evalue de 103, Para confirmar la identidad de los transcriptos
encontrados se realizé BLASTp contra la base de datos de proteinas no redundantes de GenBank.
Posteriormente, se seleccionaron como homdlogos de PFA e IL1B de esturién a aquellas secuencias
completas que presentaron mayor porcentaje de identidad, cobertura y menor e-value respecto a las
correspondientes secuencias presentes en peces teledsteos. Para confirmar la identidad de las
secuencias de los homdlogos encontrados en esturion, se buscaron dominios proteicos conservados
utilizando los programas InterProScan?2’ y SMART228, Ademas, se calculé el peso molecular tedrico
(Expasy) de cada proteina y se analizé la presencia de péptido sefial con los programas signalP 4.0%29,
Para el homdlogo de la Hepcidina se buscé ademéas el propéptido con Prop 1.0 Server230,
Posteriormente, a partir de los transcriptos identificados se obtuvieron las secuencias codificantes
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completas y peptidicas de esturidon utilizando el programa SnapGene (GSL Biotech; available
at snapgene.com) o la herramienta translate tool (Expasy). Con fines comparativos las secuencias
peptidicas de las proteinas homadlogas candidatas a PFA, asi como la citoquina IL1B de esturién chino
y siberiano se alinearon con las correspondientes secuencias de peces teledsteos. Cuando el grado de
homologia lo permitié se incluyd la secuencia humana y de ratén en estos alineamientos. Las
secuencias utilizadas fueron descargadas de la base de datos refseq de GenBank, Uniprot o Ensembl.
Finalmente, se alinearon las secuencias nucleotidicas de las PFA e IL1B homdlogas de esturion chino y
siberiano. Todos los alineamientos se realizaron con el algoritmo Clustal Omega23! empleando el

programa JalView?232,

4.1.2. Amplificacion, clonado y secuenciacion de homdlogos de potenciales PFA
del esturidn ruso

4.1.2.1. Diseiio de cebadores para la amplificacién por PCR y el clonado por RF-
cloning de los homodlogos de potenciales PFA del esturidon ruso

Teniendo en cuenta la elevada conservacidn que existe entre las secuencias nucleotidicas de
las potenciales PFA del esturidn chino y siberiano, fue posible disefiar cebadores directos para
amplificar los homdlogos de saa, crp/sap, wap65/hpx, hamp, itin y tf del esturion ruso. Los cebadores

se disefiaron utilizando el programa (http://rf-cloning.org)?33 para poder clonar los genes en el vector

pT7170 con la metodologia de RF-cloning'®°. En dicho programa se cargé la secuencia del vector pT7
(Esquema de vector, Figura 4.1) junto a la secuencia de la PFA de interés de esturion chino o siberiano.
El mismo genera cebadores que incluye una secuencia complementaria al gen de interés y otra al
vector destino. Los cebadores para amplificar los homdlogos de saa, wap65/hpx, hamp y tf se
disefiaron para amplificar Unicamente la proteina madura (sin péptido sefal o propéptido). Los
cebadores para el homélogo de crp/sap se disefiaron para amplificar la proteina completa, y los
cebadores del homologo de jtin se disefiaron para amplificar la secuencia en donde comienza el
dominio fibrindgeno. Para los homdlogos de saa, se observaron varios cambios de nucléotidos
puntuales en el sitio de union del cebador directo, por lo cual se disefiaron cebadores para ambas
especies con el fin de aumentar las probabilidades de amplificar el transcripto del esturion ruso
(denominados SAA directo 1y SAA directo 2). Los cebadores elegidos se analizaron con el programa
Oligo Analyzer234 verificando que no formaran horquillas, homodimeros ni heterodimeros que
pudieran dificultar la amplificacion y clonado. Todos los cebadores se adquirieron en Macrogen. En la
Tabla 4.1 se detallan los cebadores disefiados para cada PFA en donde se representa la secuencia que
hibrida al vector pT7 y al gen de interés en itdlica y subrayado, respectivamente. En el caso de la sap
y wapb5 de esturidn siberiano, antes de identificar estas secuencias en el transcriptoma, se contd con
secuencias gentilmente cedida por la Dr. Denise Vizziano que facilitaron el disefio de los cebadores
gue permitieron amplificar estos genes en el esturion ruso.
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Figura 4.1 Familia de vectores utilizada para el clonado de PFA y expresion de la eSAAr

(a) Esquema de las modificaciones del pET32a (+) que dan lugar a los vector pT7 o pT7-MBP y pT7-TRX. Se muestran las
modificaciones realizadas por Correa y colaboradores en la region de clonado del vector comercial pET-32a (+) de manera
que en la proteina recombinante de interés exista la posibilidad de contar en la regién N-terminal con un His-tag, una
proteina de fusién (MBP o TRX), seguido de una secuencia de corte de la proteasa TEV (permite eliminar el His-tag y la
eventual proteina de fusion). Ademas, la regidon C-terminal, codifica un tag adicional (StrepTagll) que puede o no ser
utilizado durante la expresién recombinante (adaptado de Correa 2014) (170)).

(b) Esquema del vector pET-32a (+) que dio lugar a la familia de vectores pT7 utilizados en esta tesis. Se representa el
gen de resistencia a la ampicilina (AmpR), el origen de replicacidn bacteriano (ori), el gen del represor lac (lacl). El recuadro
azul indica la regién de clonado bajo el control del promotor T7 y regulacidn del operador lac en donde se localiza el sitio
multiple de clonado (MCS), el gen de la proteina de fusion (la tiorredoxina o TrxA en este esquema) y varios tags de
purificacién. (Realizado con SnapGene (GSL Biotech; available at snapgene.com)). Esa regién fue modificada como se indica
en la parta (a) de la figura
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Tabla 4.1. Cebadores disefiados para la amplificacion y clonado por RF-cloning de los
homadlogos de las potenciales PFA de esturidn ruso

Gen Cebador directo Cebador reverso
5'GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCCAAT
GGTATAGGTACCCAGGCC3’ (directo 1) 5’GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCC
saa 5'GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCC TCAGTATTTCGAAGGGAGGCC3’
CAATGGTATAAGTTCCCAGGCC3’ (directo 2)
crp/ 5'GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCC 5'GGTGGCTCCAGCTGCCGGATCC
sap ATGAAGAAGCTTGTACTCTTGATAG3’ TCAACACGTCGTCTCTCTG3’
wapb5s 5'GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCC 5'GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCCC
/hpx GCACCACCGCACCACAAA3’ TAATTATCACAGCCAAGTAGCTCC3’
hamp 5'GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCC 5’GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCC
CAAAGCCACTTCCCGATCTGC3’ CTAAGTCCGACAGCAGTAGCCA3’
. 5'GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCC 5’GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCC
TACCTTTCCAGGAGCTGCA3’ TCATCGGTAGAACATCAGCATC3’
. 5'GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCC 5'GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCCTT
GCACCAGCTGCCGATTCT 3’ AAGCTTGCTGGCACTTGT3’

4.1.2.2. Amplificacion de los homodlogos de potenciales PFA del esturién ruso por PCR

Las secuencias de los homodlogos de saa, crp/sap, wap65/hpx, hamp, itin y tf de esturidn ruso
se amplificaron mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain
reaction) a partir de ADN copia (ADNc) de higado y bazo de esturién ruso obtenido como se detalla en
el punto 4.4.5. Todas las PCR se realizaron con la ADN polimerasa Phusion de alta fidelidad
(ThermoScientific, #F530S) en un volumen final de 50 pl, conteniendo 10 pl de tampdn High fidelity
5X, 1 pl de solucién de dNTPs (10 mM cada uno) (ThermoScientific #R0181), 2.5 ul de cada cebador
(10 uM), 25 ng de ADNc de higado y 25 ng de ADNc de bazo, 0.5ul de ADN polimerasa (0.02U/ul) y
cantidad suficiente de agua ultrapura (Synergy). Las reacciones de PCR se realizaron en un
termociclador (Mastercycler, Eppendorf) empleando programas especificos para cada PFA. En primer
lugar, se desnaturalizdé el ADNc a 98°C durante 30 s. Posteriormente se realizaron 35 ciclos que
consistieron en una etapa inicial de desnaturalizacion del ADN a 98°C durante 8 s, seguidos de una
segunda etapa de hibridacion de los cebadores y una ultima etapa de extension por la polimerasa. Los
pardmetros para estas dos ultimas etapas se definieron de acuerdo a las recomendaciones del
programa Rf-cloning, las especificaciones de la polimerasa utilizada y la temperatura de
desnaturalizacion (TM) de los cebadores (porcidn que hibrida con el gen) asi como el tamafio de la
secuencia a amplificar. Luego de finalizados los 35 ciclos, se realizé una extension final a 72°C durante
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5 min para terminar de elongar aquellos amplicones que hubiesen quedado rezagados. En la Tabla 4.2
se indican los programas de PCR utilizados para la amplificacion de cada uno de los genes.

Tabla 4.2. Programas de PCR utilizados para la amplificacion de las potenciales PFA de esturion

ruso
Gen potencial Desnaturalizacion Ciclos de amplificacién o
L. Extension final
PFA inicial Desnaturalizacién Hibridacion Extensién
saa 58°C 20s 72°C 21s
crp/sap 58°C 20s 72°C 21s
wap65/hpx 58°C 20s 72°C 45s
98°C30s 98°C8s 72°C5 min
hamp 58°C 20s 72°C 21s
itln 57°C 20s 72°C 30s
tf 59°C 20s 72°C 60s

Los productos obtenidos de la reaccidon de PCR se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa como se detalla en el punto 4.4.3. Cuando en el gel se observd Unicamente la banda de
tamafio correspondiente al amplicdn esperado, se la purificod directamente de la mezcla de reaccién
utilizando el kit GenelET Gel Extraction (ThermoScientific, #K0692). Cuando se observaron bandas
adicionales a la esperada se realizé una segunda electroforesis sembrando la totalidad del producto
de la reaccion de PCR, se visualizd el gel en un transiluminador con luz led azul (FastGene GelPic LED,
NIPPON Genetics) para no inducir mutaciones, se corto la banda conteniendo el amplicdn del tamafio
esperado y se lo purificd utilizando el mismo kit. Finalmente, se determiné la concentracién y pureza
de los amplicones obtenidos determinado la absorbancia (Abs) a 280 nm y el indice Abszeonm/AbS280nm
en un equipo NanoDroplLite (ThermoScientific). A estos amplicones se les llama “megacebadores”.

4.1.2.3.Clonado de los homélogos de potenciales PFA del esturién ruso por RF-
cloning

Los amplicones obtenidos correspondientes a las potenciales PFA de esturidon ruso se
incorporaron al vector de expresién pT7'7? mediante la técnica de RF-cloning'®®. Esta consiste en
realizar una PCR que utiliza como megacebador las secuencias amplificadas en el punto 4.1.2.2 y como
molde al vector destino, en este caso pT7. Esto es posible ya que los megacebadores obtenidos
cuentan con extremos que hibridan al vector. Todas las reacciones de PCR se realizaron con la ADN
polimerasa Phusion de alta fidelidad en un volumen final de 50 pl conteniendo 10 ul de tampdn High
fidelity 5X, 1 pl de solucién de dNTPs (10 mM cada uno) (ThermoScientific, #R0181), 120-200 ng de
megacebador, 30 ng de vector pT7, 0.5 pl de ADN polimerasa (0.02 U/ul) y cantidad suficiente de agua
ultrapura. Todas las PCRs se realizaron utilizando el siguiente protocolo. En primer lugar, se
desnaturalizé el ADN a 98°C durante 30 s. Posteriormente se realizaron 30 ciclos de desnaturalizacidn
del ADN a 98°C durante 10 s, seguidos de una etapa de hibridacién de los megacebadores al vector
pT7 a 60°C durante 60 s y una extensién a 72°C durante 5 min. Terminado el ciclo anterior, se realizo
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una extension final de 7 min a 72°C. El producto de la PCR se incubd con 20 unidades de enzima Dpnl
10 U/ul (ThermoScientific, #ER1701) durante 2 hs a 37°C para degradar en forma selectiva el vector
parental metilado. Posteriormente, con dicho producto se transformaron las bacterias E. coli DH5a
como se detalla en el punto 4.4.2. Las colonias crecidas se analizaron como se describe a continuacion,
a fin de evaluar la presencia de las secuencias de las potenciales PFA del esturién ruso.

4.1.2.4.Seleccidn de colonias transformantes, expansién del plasmido y
secuenciacion de los homélogos de potenciales PFA del esturidn ruso

Para confirmar que las colonias crecidas contenian el plasmido con los correspondientes
insertos, se seleccionaron 3-4 colonias y se analizaron por PCR de colonia2®® utilizando los mismos
cebadores descriptos en el punto 4.1.2.1 Todas las PCR de colonia se realizaron con la Taq polimerasa
(ThermoScientific, #£P0402) en un volumen final de 50 pl conteniendo la colonia seleccionada, 5 pl de
tampon Taq 10X, 1 pl de solucidén de dNTPs (10 mM cada uno) (ThermoScientific, #R0181), 2.5 ul de
cada cebador (10 puM), 4 ul de MgCl, (25 mM), 0.25 pl de Taq Polimerasa (5 U/ul) y cantidad suficiente
de agua ultrapura (Synergy). Las reacciones de PCR se realizaron en termociclador (Mastercycler,
Eppendorf) empleando condiciones especificas para cada gen de acuerdo al tamafio del mismo, Tm
de los cebadores (considerando para el célculo de la Tm tanto la porcién que hibrida con el gen como
la que hibrida con el vector) y las especificaciones de la polimerasa utilizada. En primer lugar, se
desnaturalizé el ADNc a 95°C durante 2 min. Posteriormente se realizaron 30 ciclos que consistieron
en una etapa inicial de desnaturalizacion del ADN a 95°C durante 30 s, seguidos de una etapa de
hibridacion de los cebadores de 30 s a 68°C, y una ultima etapa de extensidn a 72°C que vario con el
tamanfio de la secuencia: 30 s para saa y hamp; 90 s para crp/sap y wap65/hpx; 130 s para itln y tf.
Finalizados los 30 ciclos, se realizo la etapa de extensidn final (72°C, 7 min). Los productos de las PCR
de colonia se analizaron por electroforesis en gel de agarosa como se describe en el punto 4.4.3. Las
colonias en las que se confirmé la presencia del inserto se cultivaron toda la noche en 3 mL de medio
LB con ampicilina (100 pg/mL) a 37°C y bajo 200 rpm de agitacion. Los plasmidos se extrajeron y
purificaron con el kit GenelJET Plasmid Miniprep (ThermoScientific, #0503), se controld su pureza y
se determind su concentracién tal como se describié anteriormente para los amplicones. Los
plasmidos se enviaron a secuenciar (Macrogen) para identificar las secuencias codificantes de las
potenciales PFA del esturidon ruso. A continuacion, se analizo el cromatograma correspondiente a la
secuenciacién de cada clon utilizando el programa SnapGene software (from GSL Biotech; available
at snapgene.com) para identificar los clones correctamente secuenciados. Las secuencias
seleccionadas de esturidn ruso se alinearon junto a las correspondientes secuencias del esturidn chino
y siberiano utilizando el algoritmo Clustal Omega23! y se visualizaron utilizando el programa
JalView?32,

4.1.3. Analisis de la expresion por qPCR en tiempo real de las potenciales PFA del
esturion ruso

4.1.3.1. Diseio de cebadores para cuantificar por qPCR la expresién de potenciales
PFA del esturion ruso
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A partir de las secuencias homologas a saa, crp/sap, wap65/hpx, hamp, itin y tf identificadas
en esturion ruso, se disefiaron cebadores para gPCR teniendo en cuenta que los mismos hibridizaran
en regiones libres de cambios puntuales entre los distintos clones secuenciados. Para poder
cuantificar los homologos de il1-b y hp cuyas secuencias no fueron identificadas en el esturién ruso,
se disefiaron cebadores complementarios a la secuencia nucleotidica del esturidn chino y siberiano
en regiones donde las mismas fuesen idénticas, y a su vez que comprendieran dominios
evolutivamente conservados de IL1B y Haptoglobina. Ademas, se disefiaron cebadores para los
homadlogos de gapdh y actb de esturidn ruso a partir de las secuencias MG722827.1 y KR906073.1
depositadas en la base de datos GenBank, respectivamente. Todos los cebadores de gPCR se
disefiaron con el programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems). Se chequed que los mismos no
formaran horquillas ni homo o heterodimeros (IDT), que amplificaran amplicones pequefios de entre
70-100 pb, y que tuviesen similar temperatura de desnaturalizacion y porcentaje GC. Los cebadores
se adquirieron en Macrogen y sus secuencias se muestran en la Tabla 4.3

Tabla 4.3. Cebadores para estudiar la expresion diferencial de las potenciales PFA de esturidn ruso

Gen Cebador directo Cebador reverso
saa 5’- ATCGGTGCAGACAAGTACTTTCAC-3’ 5’- GGCCGTCACTGATCACTTCAG-3’
crp/sap 5’-AAAGAGGAGCCACTCCAAGCT-3’ 5 -TGGTGTGGCGAGAGAAAAGA-3’
wap65/hpx 5’-GGTGCACATCATTCAAGGAAAA-3’ 5’-CACATGATCAAAGGGCAATGG-3’
hamp 5’-CTGCGGGAGAAAAGACAAAGC-3’ 5’-AGCCCTTGTTCTTACAGCAGTTG-3’
itin 5’-GGTGAGATACAAGGGAGGTGTGT-3’ 5’-TGCTGGTGGATTCCTTATTTCC-3’
tf 5-TGCCGTCTCCAGGTTCTTTT-3’ 5’-GGGCACAGTTGGCACACA-3’
il1-b 5’-CGACCCGGTTCCTGTTTTACA-3’ 5’-GTTCCTGGCGGTGCTGATAA-3
hp 5’-CCGTTTCCAGAACAGCTCAGA-3’ 5’-CATTTTGGCCCAAGGACACTT-3’
gapdh 5’-GCCTACACAGCCACACAGAAGA-3’ 5’-GGTGCTGGCTGGAATGATGT-3’
actb 5’-ACACCCCAGCCATGTACGTT-3’ 5’-ACACCATCACCAGAGTCCATCA-3’

Para verificar la especificidad de los cebadores disefiados se realizé una gPCR utilizando como
molde muestras de ADNc de higado de esturidn ruso (ARN obtenido de 4.1.4.1y 4.1.4.2) siguiendo el
protocolo descripto en el punto 4.1.3. En estos ensayos, se analizd el perfil de las curvas de
desnaturalizacion y los amplicones obtenidos se separaron por electroforesis en geles de agarosa tal
como se describe en el punto 4.4.3 para determinar si poseian el tamafio esperado.

4.1.3.2. Estudio de la expresion de las potenciales PFA del esturién ruso por gPCR

Para estudiar la expresion de las PFA e il1-b del esturidn ruso se realizaron reacciones de qPCR
en un volumen final de 10 pl mezclando los siguientes reactivos: 2 pl de ADNc (obtenido como se
descrbe en el punto 4.4.5), 0.9 ul de los cebadores directo y reverso (10 uM) y 5 ul del reactivo 2x
QuantiNova SYBR Green RT-PCR Master Mix (Qiagen, #208054). Las reacciones de qPCR se realizaron
en el termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, #R1012168) utilizando el mismo programa para todos los
genes, lo cual permitid analizarlos de forma simultanea. El programa consistié en un primer paso de
activacion de la Taq polimerasa a 95°C durante 15 min. Posteriormente se realizaron 40 ciclos de
amplificacidon que consistieron en una etapa inicial de desnaturalizacién del ADN a 95°C durante 15 s,

106



seguidos de una segunda etapa de hibridacion de los cebadores y extensién de la polimerasa a 60°C
durante 60 s. En cada ciclo, luego de finalizada la extensidon por la polimerasa, se adquirié la
fluorescencia en el canal verde correspondiente a la emision del SYBR. Concluidos los 40 ciclos, se
realizd una rampa de desnaturalizacidn, para verificar la obtencién de productos uUnicos, calentando
las muestras progresivamente de 72°C a 90°C en intervalos de 1°C y registrando la fluorescencia en el
canal verde. Las curvas de amplificacién se analizaron con el software Rotor gene Q series (version
2.3.1) y en la region exponencial de las mismas se determiné manualmente el umbral que separa la
sefial del ruido. A continuacidn, para cada muestra se determiné el ciclo de corte de dicho umbral (CT)
para cada uno de los genes de interés y para actb y gapdh (genes housekeepings), cuya expresion no
fue alterada por las condiciones experimentales. Los datos de CT se exportaron y analizaron en el
programa Origin 8.5 (OriginLab, Northampton, MA). El incremento relativo en la expresion de un gen
entre la condicién problema y control se determind con el método 2227, siendo AACT= (ACTmuestra -
ACTeontrol), ACTmuestra=(CTgen-CThousekeeping)muestra Y ACTcontrol €] promedio del (CTgen-CThousekeeping) de los
controles correspondientes a las 24hs72:236_ | 3 determinacidn de la expresion relativa de un gen por
el método anteriormente descripto es valida sdlo si la eficiencia de los cebadores disefiados es cercana
al 100%237. Para verificar esto, se realizaron reacciones de qPCR para cada par de cebadores utilizando
como molde 5 diluciones seriadas (al décimo o al tercio) de una muestra representativa de ADNc de
higado de esturién ruso (obtenida segln se describe en 4.4.5 con muestras de esturiones colectadas
en el experimento 2). Se determind el CT de cada dilucidn y se construyé el grafico CT en funcion del
logaritmo de la dilucion de ADNc. Los datos se ajustaron a una recta utilizando el programa Origin 8.5

(OriginLab, Northampton, MA) y se obtuvo la pendiente. La eficiencia porcentual de los cebadores se
-1
calculé como e= 1(Qpendiente — 1 x 100. Por otro lado, la validez de actb y gapdh como genes

houskeepings para nuestros experimentos se constaté determinando el valor CT promedio y desvio
para estos genes entre todas las muestras obtenidas en el experimento descripto en 3.2. Asu vez la
utilizacién de estos genes como housekeepings se validé con el programa GeNorm'73, utilizando los
datos de expresion relativa de todos los genes analizados en los experimentos detallados en 4.1.4.

4.1.4. Experimentos de estimulacion e infeccion de esturiones rusos con A.
hydrophila.

A continuacion se describen los experimentos de estimulacién e infeccidn de esturiones rusos
con A. hydrophila (cepa H2, GenBank MF629003'57) realizados para analizar la expresién diferencial
en higado de las potenciales PFA, correspondientes al Objetivo especifico Ill. En estos experimentos
participaron varios miembros del grupo de investigacion en Inmunidad Innata de esturiones y de la
granja ERN (Grupo de Inmunidad Innata de esturiones: Mauricio Castellano, Valeria Silva-Alvarez,
Marcio Aversa, Ignacio Quartiani, Alejandro Perreta, Andrea Villarino y Ana Maria Ferreira. ERN: Elena
Fernandez-Lépez, Daniel Conijieski). La manipulacion de los peces se realizé siguiendo las guias de
buena practica establecidas por la Comisién Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA, Universidad
de la Republica) y protocolos aprobados por dicha comisidon (expediente, 240011-001213-16 y
protocolo #775).

4.1.4.1. 1ler experimento de estimulaciéon

Se realizd un experimento de estimulacién con distintas concentraciones de A. hydrophila en
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el laboratorio hiumedo de experimentaciéon de la granja ERN, localizada en Baygorria (Durazno,
Uruguay). En la figura 2.31a se muestra el esquema correspondiente a este experimento. Se utilizaron
80 esturiones rusos de aproximadamente 2 afios de edad (entre 400 y 500 g) que fueron distribuidos
en 4 tanques (lotes de n=20) suministrados con agua de pozo de excelente calidad en términos de
concentracién de amonio (< 0.5 mg/L), nitritos (0.83 + 0.05 mg/L) y pH (7.0 £ 0.1). Los esturiones se
individualizaron con chip (Datamars) y aclimataron durante tres semanas en las siguientes
condiciones: flujo continuo del agua de 3 L/min, densidad de cultivo promedio de 33.3 kg/m3,
temperatura de 18-20°Cy O, disuelto en el agua 7.1 + 0.9 mg/L. Los peces se alimentaron 2 veces por
dia (mafiana y tarde) con racién de mantenimiento preparada por ERN (47% proteinas, 12.5% lipidos
y 3% de fibras peso seco) utilizando cantidades equivalentes al 2% del peso vivo del pez. Finalizada la
alimentacién se limpiaron los tanques para remover los restos de comida. Una semana previa al
comienzo del experimento se colectd sangre de todos los peces (dia -7), mediante puncién de la vena
caudal. Para la estimulacidn (dia 0), los esturiones se encontraban en ayuno de 24 hs. La estimulacion
se realizd inoculando cada lote de peces, por via intraperitoneal, con una suspension de A. hydrophila
muerta por calor (autoclavada 10 min, 120°C) en PBS estéril (Na,HPO4, 10mM, KH,PO, 2mM, KCl 2.7
mM, NaCl 138 mM). Se utilizaron dosis de 6x107, 6x10% o 6x10° ufc/kg de pez. Como control del
vehiculo los esturiones del lote remanente se inocularon con PBS estéril. A las 24 y 72 hs post-
estimulacién se sacrificaron 10 peces de cada lote utilizando una dosis letal de eugenol?38 y se colectd
una muestra de sangre de cada pez y una muestra de higado y de bazo de 3 esturiones del grupo
control y 3 esturiones del grupo inoculado con 6x10° ufc/kg de A. hydrophila. La recoleccién de las
muestras de sangre y obtencidn de suero, asi como la recoleccién de muestras de higado y bazo se
realizd como se describe en el punto 4.1.4.4. Vale la pena aclarar que la infraestructura de los
laboratorios de la granja ERN no permitio realizar muestreo de 6rganos de un mayor nimero de peces
ni de todos los lotes experimentales.

4.1.4.2.2do experimento de estimulacion

Este segundo experimento de estimulacion se realizé en el laboratorio himedo del Instituto
de Investigaciones Pesqueras (IIP, Facultad de Veterinaria, UdelaR), que consiste de una sala a
temperatura controlada (18°C) donde se dispone de 5 piscinas de 500 L, alimentadas con agua de red
a un flujo continuo de 0.94 L/min. El sistema de alimentacion de agua incluye pasos de filtracién a
través de un filtro de particulas (20 x 2,5”, 0.5 y, Siam Cast Nylon Co. Ltd, Tailandia) y otro de carbdn
activado (20 x 2,5”, Siam Cast Nylon Co., Ltd) que permiten remover particulas y fundamentalmente
elementos que pueden estar en niveles toxicos para los peces como el cloro. En la figura 2.31b se
observa el esquema correspondiente a este experimento. En este experimento se utilizaron 45
esturiones rusos de 2 afos de edad (entre 200 y 400 g), que fueron generosamente donados por la
granja ERN. Los peces se transportaron desde Baygorria hasta el laboratorio himedo del IIP donde se
distribuyeron en 4 tanques (3 lotes de n=11 y un lote n=12) a una densidad de cultivo de entre 7.1y
7.8 kg/m3. Los peces se aclimataron durante tres semanas a una temperatura de 18-20°C y se
alimentaron 2 veces por dia tal como se describié para el experimento 1. Finalizada la alimentacion se
limpiaron los tanques para remover los restos de comida. En este caso no se pudo individualizar a los
peces ya que los chips se pierden en un lapso de dos a tres semanas debido al pequeiio tamafio de los
esturiones. A su vez, se intentd individualizarlos utilizando un precinto plastico en la aleta caudal pero
no fue posible ya que se observd que a la semana muchos peces mostraban heridas en la piel. Una
semana previa al comienzo del experimento se sangraron los esturiones de todos los lotes (dia -7).
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Para la estimulacidn (dia 0), los esturiones se encontraban en ayuno de 24 hs. Se inocularon los peces
de dos lotes por via intraperitoneal con A. hydrophila inactivada por calor a una dosis de 6x10° ufc/kg
de pez en PBS estéril y los dos lotes restantes con PBS estéril como control. A las 24 y 72 hs se
sacrificaron todos los peces de un lote tratado y uno control, y se extrajo una muestra de higado de
cada pez. Previo al sacrificio se colecté una muestra de sangre de la vena caudal. La recoleccién de las
muestras de sangre y posterior obtencién de suero, asi como la recoleccién de las muestras de higado
se realizd como se describe en el punto 4.1.4.4.

4.1.4.3. Experimento de Infeccién con A. hydrophila

Se realizé un experimento piloto de infeccidn en las instalaciones del laboratorio himedo del
IIP (Facultad de Veterinaria, UdelaR), con un numero reducido de peces de acuerdo con la
disponibilidad de esturiones rusos. En la figura 2.32 se observa el esquema correspondiente a este
experimento. Se utilizaron esturiones rusos de 2 afios de edad (entre 200 y 400 g) que fueron
generosamente donados por la granja ERN. Los peces se distribuyeron en 2 tanques con 3 peces cada
uno y se aclimataron durante 4 semanas a un flujo continuo de 0.94 L/min y temperatura de 21°C. Los
peces se alimentaron dos veces al dia como se describié en el experimento 1. Dos semanas previo al
comienzo del experimento se sangraron todos los esturiones de los 2 lotes. Para la estimulacién (dia
0), los esturiones se encontraban en ayuno de 24 hs. Los peces se inocularon via intraperitoneal con
una suspension de A. hydrophila a 7x107 ufc/kg en PBS estéril (Piscina 2) o PBS estéril como control de
vehiculo (Piscina 1). A las 72 hs se sacrificaron todos los peces y se recolecté una muestra de sangre e
higado de cada pez como se describe en el punto 4.1.4.4

4.1.4.4. Toma de muestras de suero y drganos

Los esturiones se sangraron de la vena caudal por personal especializado de la granja ERN o
por el Dr. Vet. Alejandro Perreta. Para la coleccion de muestras de sangre, los peces se mantuvieron
en ayuno por 24 hs. La extraccién de sangre se realizd en menos de 3 min para cada pez. La sangre se
dejé coagular en hielo durante 3 a 4 hs y posteriormente se separd el suero por centrifugacién a 2800
g durante 20 min y 4°C. El suero de esturidn se alicuotd y conservé a -80°C hasta su posterior
utilizacion. Inmediatamente después de sacrificados, se realizd la diseccidn de los peces (a cargo del
personal especializado de ERN o por el Dr. Vet. Alejandro Perreta). La diseccidon de cada pez y la
obtencidn y procesamiento de los érganos se realizé en pocos minutos y en condiciones de maxima
limpieza que minimizaran la presencia de ARNasas. Para esto el instrumental de diseccidn se tratd
previamente con solucidn descontaminante de ARNasas (RNase Away, ThermoScientific, #10328011)
y se usé material de plastico libre de ARNasas y ADNasas. El material de diseccion se limpid
exhaustivamente entre el procesamiento de cada érgano y cada pez, para impedir la contaminacion
cruzada entre las muestras. Se realizaron varios cortes en el vientre del esturion para exponer los
6rganos de la cavidad peritoneal. Se tomaron muestras de aproximadamente 3 mm?3, las cuales se
sumergieron rapidamente en una solucidén que protege la integridad del ARN (RNAlater, Qiagen,
codigo 76106). Las muestras de drgano embebidas en RNAlater se incubaron durante 24 hs en la
heladera para permitir la penetracion de la solucién protectora al tejido y luego se conservaron a -
80°C.
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4.1.4.5. Analisis realizados sobre las muestras

A partir de las muestras de drganos se extrajo el ARN total (punto 4.4.4), se sintetizé el ADNc
(punto 4.4.5) y se determind en las muestras de higado la expresidén génica de las potenciales PFA, a
su vez en las muestras de higado y bazo se cuantificd la expresion de la citoquina il1-b siguiendo los
protocolos descriptos en el punto 4.1.3.2. En las muestras de suero se determinaron los niveles de
eSAA por ELISA (punto 4.3.3.2) y la actividad de la via alternativa del complemento (VAH50), Lisozima
y Ceruloplasmina siguiendo protocolos ajustados durante mi tesis de grado de la Lic en Bioquimica®°.
Para las muestras en las que se determind la expresion hepatica de saa por gqPCR y los niveles de eSAA
en suero por ELISA se construyeron graficos de correlacién entre ambos parametros.

4.1.4.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico de todos los experimentos se realizd con el programa Graphad Prism
versién 6.01 (GraphPad Software, La Jolla California USA). En los experimentos en los que se contd
con un numero de datos pequefio por lote experimental (n=3) que imposibilité analizar su
distribucidn, no se realizaron andlisis estadisticos. En los experimentos con 10 o mas individuos por
lote, se analizd la distribucidn de los datos con el test D’ Agostino & Pearson. Si los datos presentaron
distribucidon normal y varianzas homogéneas se aplicaron test paramétricos. En caso de existir dos
condiciones experimentales los datos se compararon de a pares con un t-test y cuando existieron 3 o
mas condiciones experimentales estas se analizaron con un ANOVA de una via y comparacion multiple
de Tukey. Por otra parte, cuando los datos se distribuyeron de forma no normal, se probaron varias
transformaciones buscando alcanzar la normalidad y homogeneidad de varianza entre todos los
grupos. Cuando esto resultd, se realizd el analisis descripto anteriormente. Los datos que no
presentaron normalidad y/o homogeneidad de varianza fueron analizados con test no paramétricos.
Cuando se contd con dos condiciones experimentales, los grupos se compararon de a pares con el test
Mann-Whitney. Cuando existieron 3 o mas condiciones experimentales, los grupos se compararon
todos contra todos con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y comparacion multiple de Dunn. En
el caso de que los datos estuvieran pareados los grupos se compararon de a pares con el test no
paramétrico de datos pareados, Wilcoxon. Por ultimo, los analisis de correlacion entre distintos
parametros fueron analizados con el test no paramétrico Spearmanr.

4.1.4.7. Cuantificacidn absoluta de la expresidn de saa de esturidn ruso en varios
érganos

La expresion de la saa en distintos érganos se estudid a partir de 5 esturiones rusos de 2 afios
de edad (entre 200 y 400 g), mantenidos en las instalaciones del IIP. Los esturiones se aclimataron
durante 24 dias como fue descrito en los puntos 4.1.4.1 y 4.1.4.2. Finalizada la aclimatacion se
sacrificaron los peces y se obtuvieron muestras de higado, bazo, rifidn anterior, branquias y cerebro,
tal como se detalla en el punto 4.1.4.4. Se extrajo el ARN total (punto 4.4.4) y se sintetizd el ADNc
(punto 4.4.5). Se determinaron los niveles absolutos de transcriptos de saa en las muestras por qPCR.
Para esto se prepard un estandar amplificando por PCR el transcripto de saa previamente clonado en
el vector pT7-SAA (punto 4.1.2). El amplicdn se analizé por electroforesis en gel de agarosa (ver 4.4.3),
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se purificd con el kit GenelET Gel Extraction (ThermoScientific, #{0692) y cuantificé por Abs,so
utilizando el equipo Nanodrop (ThermoScientific). Se cuantifico el nivel de expresidn de la saa en las
muestras y en diluciones seriadas del estandar siguiendo el protocolo de qPCR descripto en el punto
4.1.3.2. Finalizado el ensayo, es determiné el ciclo de amplificacidn (CT) de la saa para las 5 muestras
de ADNCc correspondientes a cada érgano y para las diluciones seriadas del estandar de saa. A partir
de los valores obtenidos para el estandar se construyd el grafico CT en funcién del nimero de
moléculas de SAA y los datos se ajustaron a una recta (mediante el programa Origin 8.5 (OriginLab,
Northampton, MA). A partir de esta recta y de los valores de CT obtenidos para cada una de las
muestras, se determind el nimero de moléculas de SAA por ug de ARN total en cada 6rgano. A su vez
se analizaron las curvas de desnaturalizacion obtenidas para cada muestra y cada érgano.

4.2. Segunda Seccidn

En esta seccidn se describe la metodologia realizada para abordar el objetivo especifico 2 que
comprendié la identificacidon de péptidos potencialmente inmunogénicos en el homdlogo de la SAA
del esturidn ruso, asi como la expresidn, purificacidon y caracterizacion de esta proteina en forma
recombinante (eSAAr). De aqui en adelante, para simplificar, nos referiremos al homdlogo de la SAA
del esturion ruso simplemente como eSAA.

4.2.1. Elecciéon de posibles péptidos inmunogénicos de la eSAA

Para identificar posibles péptidos inmunogénicos en la eSAA se llevd a cabo la siguiente
estrategia. En primer lugar, se realizd un estudio de homologia para lo cual se alined la secuencia
peptidica de la eSAA madura junto a la SAA A1 humana y los péptidos ANYIGSDKYFHARGNYDA,
SDARENIQRFFGHG, FFGHGAEDSLADQAANE y GKDPNHFRPAGLPEKY que abarcan los aminoacidos 27—
44, 59-72, 68—84 y 89—104 de la SAA A1 humana madura. Estos péptidos fueron identificados como
epitopes B, habiéndose observado a su vez que los anticuerpos generados en conejo contra éstos
permiten reconocer a la SAA A1 humana en condiciones nativas'’®. A partir de estos alineamientos se
infirié la secuencia homdloga de estos péptidos en la eSAA. Los alineamientos se realizaron con el
algoritmo Clustal Omega23! y el programa Jalview?32. Paralelamente se identificaron posibles
epitopes B lineales en la eSAA utilizando el algoritmo Bepipred Linear Epitope Prediction verison
1.0'77. A continuacién, se modeld la estructura de la eSAA para determinar la estructura y localizacién
espacial de los péptidos identificados por los estudios de homologia. Para la construccién del modelo,
se buscéd el mejor templado con el algoritmo HHblits23? y se modeld su estructura a partir de la
estructura cristalografica de la SAA A3 de raton (PDB: 4qg5g.1.A) utilizando el programa Swiss
Model'78. La estructura monomérica de la eSAA se refind con el programa GalaxyRefine obteniendo
5 nuevas estructuras'’9. Estas estructuras se evaluaron con el algoritmo gmean a fin de determinar el
mejor modelo'80. E modelo de la eSAA se alined con la estructura cristalografica de la SAA A1 humana
(PDB: 41P9) A fin de validar el modelo. A continuacion, se alinearon las estructuras de los cuatro
péptidos identificados en la hSAA junto a los correspondientes homadlogos identificados en la eSAA a
fin de observar la estructura que estos adquieren en ambas proteinas. Posteriormente se determind
la localizacion espacial los posibles péptidos inmunogénicos identificados por homologia en la eSAA.
Esto permitid seleccionar 3 péptidos candidatos para generar anticuerpos que en el esturién abarcan
los aminodcidos 58-71, 67-83 y 88-103 por lo cual se los denomind p58-SAA, p67-SAA y p88-SAA
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respectivamente. Para los alineamientos y la visualizacion de las estructuras se utilizé el programa
PyMOL Molecular Graphics System Version 2.0 (Schrédinger, LLC).

4.2.2. Expresion y purificacidon de la eSAA en forma recombinante

4.2.2.1. Subclonado de la saa en vectores de expresion

La secuencia codificante de la eSAA previamente clonada en el vector de expresién pT7
(Esquema de vector, Figura 4.1) se amplificé por PCR como se describié en el punto 4.1.2.2. A
continuacién, dicha secuencia se subcloné mediante RF-cloning en los vectores de expresidon pT7-MBP
y pT7-TRX, utilizando el mismo protocolo descripto en el punto 4.1.2.3. Estos tres vectores permiten
expresar la eSAA sola (pT7) o en forma quimérica unida a la proteina de fusion tiorredoxina (pT7-TRX)
o0 a la proteina de unién a maltosa (pT7-MBP)'70. A su vez, los tres vectores codifican una cola de
histidina en el extremo N-terminal de la proteina para facilitar su purificacion y un sitio de
reconocimiento para la proteasa TEV:, que permite eliminar la proteina de fusidn y el tag de histidina.
En la figura 4.1y 2.35a se observan esquemas de los vectores utilizados. Los vectores se introdujeron
en bacterias E. coli DH5a para su expansion y se verificd por PCR de colonia la presencia de inserto de
la SAA siguiendo el protocolo detallado en 4.1.2.4. Posteriormente, los plasmidos se expandieron,
purificaron y secuenciaron como se detallé6 en el punto 4.1.2.4. A continuacidn, los vectores se
introdujeron en la cepa E. coli BL21 (DE3) Star, utilizada para la expresiéon de proteinas
recombinantes?*, tal como se describe en el punto 4.4.2. Se seleccionaron las colonias
transformantes y se realizé un precultivo en medio LB con ampicilina 100 pg/mL que se incubd toda
la noche (16 hs) a 37°C bajo 200 rpm de agitacion. Al otro dia se prepararon las suspensiones stock de
E. coli BL21 (DE3) Star transformada con cada uno de los vectores por adicién de 500 ul de cada
precultivo a una solucidon de 500 ul de glicerol 50% v/v. Los stocks se conservaron a -80°C y
denominaron pT7-eSAA, pT7-TRX-eSAA, pT7-MBP-eSAA.

4.2.2.2.Expresion de la eSAAr en E. coli

A partir de cada stock glicerol de E. coli BL21 (DE3) Star conteniendo los vectores pT7-eSAA,
pT7-TRX-eSAA, pT7-MBP-eSAA se realizaron 3 precultivos en medio LB con ampicilina 100 pg/mL.
Estos se incubaron durante toda la noche (16 hs) a 37°C y 200 rpm de agitacién. Al dia siguiente se
inocularon 500 ul de cada precultivo en matraces de 250 mL con 50 mL de medio LB fresco con
ampicilina 100 pg/mL. Los tres cultivos se incubaron a 37°Cy 200 rpm de agitacion hasta registrar una
turbidez 0.6 a los 600nm (Espectrofotémetro UV-160a, Shimadzu). En esta etapa se guardd una
alicuota del cultivo que se rotulé como “fraccion sin inducir”. Luego, se continuaron los cultivos a 30°C
y se indujo la expresidén con IPTG (Duchefa, 11401) 0.5 mM. Alcanzadas las 4 hs, se colectaron las
bacterias por centrifugacién durante 15 min a 4°C y 6000 rpm. Las mismas se resuspendieron en
tampon de lisis frio (Tris-HCl 20mM pH 7.2, NaCl 0.5M, glicerol 10% m/v), conteniendo Tritdn X-100 al
0.1% m/v, utilizando una relacién de 10 mL de tampdn por gramo de peso himedo de bacterias. Se
agregaron inhibidores de proteasas benzamidina 1mM, PMSF 1mM, inhibidor de tripsina de la soja
(SBTI, por sus siglas en inglés) o cocktail de inhibidores de proteasa (Sigma, #58830) y se lisaron las
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bacterias mediante sonicacién en frio, realizando 4 ciclos de 5 min (Power output 50 y Pulser de 40%,
Omni International Ultrasonic Homogenizer, Sonic Ruptor 250), con intervalos de 10 min de descanso
entre cada ciclo. El lisado se incubd con ADNasa | (AppliChem, #A3778) a una concentracién final de 5
pg/mL durante 1 hr manteniendo el lisado en hielo y suplementandolo con MgCl, 10 mM.
Inmediatamente después se guardo una alicuota que se rotulé como fraccidn total. Luego, se procedid
a centrifugar el lisado durante 1 hr a 4°C y 13000 rpm y el sobrenadante se filtré por 0.22 um vy se
rotulé como “fraccion soluble”. El precipitado se resuspendié con tampdn de lisis conteniendo urea 2
M en el mismo volumen que la fraccién soluble y se rotulé como “fraccion insoluble”. Las fracciones
sin inducir, total, soluble e insoluble se analizaron por Tris-Tricina-SDS-PAGE como se describe en el
punto 4.4.6. Posteriormente, cuando fue necesario obtener mayores cantidades de las proteinas
recombinantes, se siguid el mismo procedimiento a partir de cultivos de 500 mL.

4.2.2.3. Purificacidon de la eSAAr

La purificacion de la eSAAr implicé varios pasos. En primer lugar, se purific la His-MBP-eSAAr
a partir de la fraccion soluble obtenida en 2.2.2 por IMAC y posteriormente se realizé un paso de
digestion enzimatica de la His-MBP-eSAAr con la proteasa His-TEV: que escinde la proteina de fusion
liberando la eSAAr. Finalmente, la obtencién de la eSAAr pura requirié una segunda IMAC y un ultimo
paso de cromatografia sobre una matriz de amilosa para eliminar totalmente la His-MBP
contaminante. A continuacidn, se describen cada uno de estos pasos.

La fraccidn soluble correspondiente a la expresion de la His-MBP-eSAAr se fracciond por IMAC
en batch. Se utilizaron 3 mL de la matriz Chelating Sepharose Fast Flow (GE, #28-4047-39) en la cual
se inmovilizaron iones Cu** de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Posteriormente la matriz
se equilibré en tampadn de lisis suplementado con imidazol 5 mM vy se incubd con la fraccién soluble
conteniendo la His-MBP-eSAAr (20 mL, 270 mg de proteina total) durante 1 hr, a temperatura
ambiente. Finalizada la incubacidn se colecté el percolado conteniendo las proteinas no unidas. Luego,
se realizaron lavados sucesivos, con 7 mL de tampdn de lisis sin imidazol, conteniendo Tween,, 0.05%
m/v, tampan de lisis conteniendo imidazol 10 mM y Tweenyo 0.05% (m/v) y finalmente tampdn de lisis
conteniendo imidazol 20 mM y Tweeny 0.05% (m/v); cada etapa de lavado con estos tampones se
repiti6 5 veces a fin de despegar las proteinas débilmente unidas a la matriz. Las proteinas
inmovilizadas se eluyeron con tampodn de lisis conteniendo imidazol 300 mM y Tweenyo 0.05% (m/v).
Se colectaron fracciones de 1.5 mL hasta no detectar mas proteina por el método de Bradford (punto
4.4.9) La columna se conservo en etanol 20% (v/v) hasta su regeneracion siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las fracciones eluidas se analizaron por Tris-Tricina-SDS-PAGE como se indica en el
punto 4.4.6 y se prepard un pool con aquellas eluciones en donde se detectd la mayor cantidad de
His-MBP-eSAAr, el pool se cuantificd por el método de Bradford (punto 4.4.9) y se almacené a 4°C
hasta su didlisis.

Para obtener la eSAAr se digirié la His-MBP-eSAAr con la Proteasa His-TEVsy recombinante?4
(preparada en la Seccién Bioquimica, Facultad de Ciencias) utilizando una relacion de 1 mg de His-
TEVsy cada 20 mg de His-MBP-SAA (a una concentracion < 2.5 mg proteina/mL para evitar su
precipitacién). La digestion se realizé durante una didlisis en la cual se removié el imidazol de forma
secuencial; inicialmente se utilizd el tampdn de lisis suplementado con imidazol 150 mM, Tweenxo
0.05% (m/v) y DTT 1 mM, y se fueron haciendo diluciones seriadas al medio con el mismo tampén,
pero sin imidazol, a fin de ir eliminandolo gradualmente. Los primeros dos pasos de la secuencia se
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realizaron el mismo dia durante 2 hs a 18°C, luego se continud dializando toda la noche a 4°C, y se
finalizo la dialisis al llegar a una concentracidn final de imidazol 37.5 mM.

El producto de la didlisis y digestion se centrifugd a 10000 g durante 10 miny 4°C para eliminar
cualquier precipitado. A continuacion, se fracciond nuevamente por IMAC para separar la His-MBP, la
His-TEVsy y la proteina de fusién His-MBP-SAA no digerida a fin de obtener la eSAAr en forma pura. La
muestra se incubd en batch, utilizando una relacion de 1 mL de matriz por 20 mg de proteina, durante
20 min a temperatura ambiente. Finalizada la incubacidn se recuperd el percolado que contendria la
eSAAr. Sin embargo, la SAAr interacciond con la matriz (punto 2.2.3), por lo cual fue necesario eluirla
con tampdn de lisis suplementado con una baja concentracion de imidazol (50 mM) y Tweenzo 0.05%
(m/v). Se colectaron 6-7 fracciones de 500 pl hasta no detectar mas proteina por el método de
Bradford (punto 4.4.9). Todas las fracciones se analizaron por Tris-Tricina-SDS-PAGE como se describe
en el punto 4.4.6. Se prepard un pool con aquellas fracciones donde se eluyd la mayor cantidad de
eSAAr y se determind su concentracion proteica por el método de Bradford (punto 4.4.9). Este pool
mostré ademas la presencia de His-MBP. Para eliminar la His-MBP, el pool se fracciond sobre una
matriz de amilosa que presenta afinidad por la MBP'88, utilizando dos columnas en linea (1 mL, NEB,
#E8021S), previamente equilibradas en tampdn de lisis suplementado con imidazol 50 mM y Tweeny
0.05% (m/v). Se recuperd el percolado y se lavo la matriz con el mismo tampdn. Los percolados y los
lavados se analizaron por Tris-Tricina-SDS-PAGE (punto 4.4.6). Se mezclaron los lavados y percolados
conteniendo a la eSAAr y se determind la concentracion por el método de Bradford (punto 4.4.9). El
rendimiento de la purificacidn fue entre 1-3.5 mg de SAAr por gramo de masa humeda de células. La
eSAAr se almacend a -20°C a una concentracion de 0.5 mg/mL para evitar su precipitacion. El peso
molecular de la eSAAr y su secuencia se determind por espectrometria de masa con el equipo 4800
MALDI TOF/TOF (Abi Sciex, Servicio del Instituto Pasteur Montevideo) utilizando la eSAAr purificada o
la eSAAr purificada y digerida con tripsina, respectivamente. Para confirmar la identidad de la eSAAr,
se realizaron busquedas a partir de las masas correspondientes a los péptidos digeridos con tripsina
utilizando el programa Mascot (Matrix Science) y como base de datos los transcriptomas traducidos
de esturidn chino y siberiano.

4.2.3. Analisis de la eSAAr por cromatografia de exclusion molecular

Se analizd la eSAAr por cromatografia de exclusion molecular utilizando una columna
Superdex 75 10/300 GL (GE, #17-5174-01). La columna se equilibré en tampdn SEC (Tris-HCl 20mM pH
7.2, NaCl 150 mM, Tweenyo 0.05%) y se inyectaron 100 pl de la muestra (1.53 mg/mL). La exclusidn
molecular se realizé a temperatura ambiente utilizando un equipo AKTA prime plus (GE Healthcare) a
un flujo constante de 0.4 mL/min durante 130 min. Se monitored la Abs;sonm Yy Se colectaron las
fracciones correspondientes a los picos detectados. Para la calibracién de la columna se utilizé una
mezcla de estandares conteniendo aprotinina (6.5 kDa), ribonucleasa A (13.2 kDa), anhidrasa
carbdnica (29.0 kDa), ovoalbumina (42.7 kDa) y seroalbumina bovina (66.5 kDa) (GE, #28-4038-41). El
volumen muerto se determind utilizando el colorante azul de dextrano (GE, #28-4038-41). La exclusion
molecular de los estandares y del azul de dextrano se realizé en las mismas condiciones que las
detalladas para el andlisis de la SAAr. Se determind el cociente de reparto para cada estandar Kav

Ve—Vo ., .
vivo’ donde Ve, Vo y Vt representan el volumen de elucién de cada estandar, el

volumen muerto y el volumen total de la columna respectivamente. Se grafico el log PM en funcidn

como: Kav =

del Kav para cada estandar y se ajustaron los datos a una recta utilizando el programa Origin 8.5
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(OriginLab, Northampton, MA). A partir de este grafico se estimé el PM aparente del componente
eluido en la fraccion mayoritaria. Ademas, esta fraccidon se concentrd por precipitacion con acido
tricloro acético (TCA) y se analizo por Tris-Tricina-SDS-PAGE (punto 4.4.6). Para la precipitacién de la
muestra, se agregé 1 volumen de solucién TCA 100% (m/v) cada 4 volimenes de muestra y se incubé
en hielo durante 10 min. A los efectos de favorecer la precipitacién, a una alicuota se le adiciond BSA
(62.5 pg/mL). El precipitado se separé del sobrenadante por centrifugacién a 14000 g durante 5 min
a 4°C. El pellet se lavd dos veces con acetona, se dejo secar y se resuspendié en tampon de muestra
para su analisis por Tris-Tricina-SDS-PAGE (punto 4.4.6).

4.3. Tercera seccion

En esta seccidn se describe la metodologia utilizada para abordar el objetivo especifico 3 que
comprendié la generacidon y purificacién de anticuerpos de conejo policlonales anti-eSAA y el
desarrollo de un ELISA para detectar dicha proteina en muestras de suero.

4.3.1. Generacidon de anticuerpos policlonales anti-eSAA en conejo

Se prepararon en conejo anticuerpos policlonales anti-p58-eSAA, anti-p67-eSAA y anti-p88-
eSAA utilizando como inmundgenos los correspondientes péptidos conjugados a la proteina
inmunogénica hemocianina de caracol (KLH, por sus siglas en inglés, GenScript). A su vez se generaron
anticuerpos anti-eSAAr. La manipulacidn de los conejos (inoculaciones y sangrado) fue realizada por
el personal del campo experimental del Instituto de Higiene (lugar fisico donde se mantuvieron a los
animales) siguiendo las recomendaciones de la CHEA y los protocolos avalados por dicha Comision
(Expediente No 101900-000054-16). Brevemente, se inocularon los conejos con 400 pug del conjugado
péptido-KLH o la eSAAr emulsionado con adyuvante completo de Freund (Sigma, #F5881), y se colectd
sangre en forma periddica (cada 2 o 3 semanas) durante varios meses. El titulo y la avidez de los
anticuerpos del suero se monitoreé por ELISA siguiendo protocolos convencionales242:243 para decidir
el momento del sangrado final que permitiera obtener la mayor cantidad posible de anticuerpos de
alta avidez (Ensayos realizados por la Dra. Valeria Silva, Catedra de Inmunologia, Facultad de Quimica).

4.3.2. Obtencion de anticuerpos anti-eSAA

4.3.2.1. Acoplamiento de la eSAAr a la matriz de NHS-sefarosa

Para purificar los anticuerpos anti-péptido-eSAA por cromatografia de afinidad primero se
inmovilizé la eSAAr de esturidn ruso a una matriz. Para esto se utilizé agarosa activada (General
Electric #71-500-14 AD), que contiene grupos N-hidroxisuccinimida (NHS) capaces de generar uniones
covalentes con grupos amino libres en péptidos o proteinas. La eSAAr obtenida se dializé toda la noche
a 4°C contra el tampdn de unién (PBS 100 mM pH 7.2, NaCl 0.5 M, glicerol 10% m/v, Tweenyo 0.05%
m/v) para eliminar el Tris ya que éste reacciona con los grupos NHS. Finalizada la didlisis se centrifugd
la muestra durante 10 min a 10000 g y 4°C para eliminar cualquier precipitado que se hubiese
formado. La unién a la matriz se realizé siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se
activd la matriz con 10 voliumenes de HCI 1 mM frio. Se equilibraron 0.5 mL de la matriz en el tampdn
de unidn e inmediatamente se adiciond la solucién de eSAAr (4.16 mg totales a una concentracion
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final de 0.6 mg/mL en el tampdn de unidn). La reaccion se llevé a cabo en batch con agitacion orbital
a temperatura ambiente durante 2 hs. Finalizada la reaccidn se separdé el sobrenadante por
decantacion y se bloquearon los grupos reactivos libres de la matriz por incubacidon con tampdn Tris-
HCI 100mM pH 8.5 durante 2 hs a temperatura ambiente y con agitacion orbital. Finalizado este
bloqueo se realizaron 6 lavados alternando tampdn Tris-HCl 100 mM, pH 8.5 con tampdn acetato 100
mM pH 8.5, NaCl 500 mM. Se cuantificaron las proteinas de la didlisis y del percolado por el método
de Bradford (punto 4.4.9) y se determind el porcentaje de acoplamiento de la eSAAr a la matriz. La
matriz obtenida, eSAAr-NHS-Sefarosa (conteniendo 3.75 mg de eSAAr inmovilizada), se conservé a 4°C
en etanol 20% (v/v).

4.3.2.2. Purificacién de los anticuerpos anti-eSAA por cromatografia de afinidad

Los anticuerpos de conejo anti-p58-eSAA y anti-p88-eSAA se purificaron mediante
cromatografia de afinidad, utilizando la matriz eSAAr-NHS-Sefarosa obtenida en el punto 4.3.2.1. A
tales efectos, cada antisuero conteniendo anti-p58-eSAA (5 mL, titulo 410000, avidez media 5.6) o
anti-p88-eSAA (65 mL, titulo 5400, avidez media 4.6 M) se diluyé 1:1 en tampdn TBS (Tris-HCI 20 mM
pH 7.4, NaCl 150 mM) y centrifugd a 5000 g durante 20 min a 4°C. El sobrenadante limpido se aplico
en la columna eSAAr-NHS-Sefarosa (0.5 mL) previamente equilibrada en TBS. Se guardd el percolado
y se realizaron lavados sucesivos de la matriz con 5 mL de TBS, 10 mL de Tris-HCI 20 mM pH 7.4, NaCl
500 mM conteniendo Tweenyo 0.2% (m/v) y 5 mL de TBS. Los anticuerpos unidos a la matriz se
eluyeron por cambio de pH realizando varias eluciones cada una con 500 pul de tampdn glicina (Glicina-
HCI 200 mM pH 2.0, NaCl 150 mM). En los eluidos se se neutralizé rapidamente el pH acido con 50 pl
de tampdn neutralizacion (Tris-HCI 2 M pH 8.5, NaCl 150 mM). La matriz de eSAAr-NHS-Sefarosa se
lavé con TBS hasta alcanzar un pH 7.4, luego con agua ultrapura y finalmente se equilibré en etanol
20% (v/v) y conservd a 4°C. La concentracidn proteica en las fracciones eluidas se cuantificé midiendo
la Abszsonm €n un equipo Nanodrop (ThermoScientific) y se prepard un pool con las fracciones que
mostraron Abs,sonm mayor a 0.005 U/Abs. El pool obtenido se dializé contra PBS toda la noche a 4°Cy
se concentrg utilizando centricones de corte 10 kDa (Pall, MCP010C41). Se cuantificd la proteina total
utilizando el kit Micro BCA (ThermoScientific, #23235) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Posteriormente, se afiadié seroalbumina bovina (BSA) para alcanzar una concentracidn final de
1mg/mL proteina total con el fin de contribuir a la estabilidad de los anticuerpos. Finalmente, los
anticuerpos purificados se congelaron a -20°C en alicuotas de 600ul conteniendo 430 pg/ml de
anticuerpo anti-p58-eSAA o 380 pg/ml de anticuerpo anti-p88-eSAA.

Para controlar la reactividad de los anticuerpos anti-eSAA purificados se utilizé la técnica de
Western Blot descrita en el punto 4.4.8, con pequefias modificaciones. Brevemente, se sembraron 2ug
de eSAAr en un carril del ancho del gel de poliacrilamida y se separd por SDS-PAGE tal como se describe
en 4.4.7. Finalizada la electroforesis, las proteinas del gel se transfirieron a una membrana de PVDF
(ThermoScientific, 88518). A continuacidén, la membrana de PVDF se corté en tiras de
aproximadamente 5 mm de ancho, que se incubaron con las siguientes fracciones obtenidas de la
cromatografia de cada uno de los antisueros: suero inmune (diluido 1/1000 o (1/100), percolado
(diluido 1/100y 1/1000) y las fracciones eluidas con glicina (diluidas 1/1000 o 1/10000). Los siguientes
pasos del Western Blot se realizaron como se describe en el punto 4.4.8.
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4.3.2.3. Conjugacion del anticuerpo anti-p88-eSAA a biotina

Se prepard un conjugado anti-p88-eSAA a biotina para su empleo como anticuerpo de
deteccion en inmunoensayos. Se utilizd el reactivo EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (ThermoScientific,
#21335) y la conjugacidn se realizé siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se realizd
un nuevo cambio del tampdn a la solucidn de anticuerpos obtenida para eliminar posibles restos de
Tris (punto 4.3.2.2) utilizando centricones de corte 10 kDa (Pall, #MCP010C41). A continuacion, se
adiciond 10.5 pl de una soluciéon 10 mM de EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin a 0.228 mg de dicho anticuerpo
en un volumen final de 600 pl (correspondiente a un exceso molar de 70 veces de biotina respecto al
anticuerpo). La reaccidn se dejo transcurrir 2 hs en hielo. El anticuerpo anti-p88-eSAA biotinilado se
alicuoto a 380 pg/mL, se suplementd con BSA hasta alcanzar una concentracion total de proteinas de
1 mg/mly se congeld a-20 °C.

4.3.3. Puesta a punto y aplicacion de un ELISA para la deteccion de la eSAA en
muestras de suero.

4.3.3.1. Estabilidad de la eSAA del suero

Se estudid la estabilidad de la eSAA del suero de esturion ruso para validar la utilizacién de la
seroteca construida desde el afio 2014 y conservada a -80 °C. Se evalué si la eSAA se degrada por los
ciclos de congelado y descongelado de las muestras o por permanecer varias hs en hielo durante el
transcurso de los experimentos. A tales efectos, se preparé un pool de suero a partir de 4 individuos
infectados con A. hydrophila, a una alicuotas de este pool se le agregaron los siguientes inhibidores
de proteasas PMSF 5mM, benzamidina 10 mM, EDTA 25mM (PBE) y a otra alicuota no se le agregaron
inhibidores (control sin tratamiento, P). Ademas, cada alicuota se subdividié en dos, una incubada por
2 hs a temperatura ambiente (aproximadamente 20°C) o en hielo (0 - 4 °C). Por otro lado, una alicuota
de Py otra de PBE se sometieron a 4 ciclos de congelado y descongelado. Este experimento se repitio
con un tiempo de incubacién de 24 hs. Todas las muestras se analizaron por SDS-PAGE y Western Blot
como se describio en los puntos 4.4.7 y 4.4.8, respectivamente.

4.3.3.2.Condiciones generales del ELISA para la cuantificacion de la eSAA en suero

Para detectar la eSAA en muestras de suero de esturién ruso mediante ELISA de formato
sandwich, se sensibilizaron placas de microtitulacién de 96 pocillos y con alta capacidad de adsorcion
de proteinas (Nuck Maxisorp, ThermoScientific #44-2404-21) con 0.1 ug por pozo del anticuerpo de
captura anti-p58-eSAA diluido en tampdn carbonato 100 mM, pH 9.6. Las placas se incubaron en
camara humeda toda la noche a 4°C para permitir la unidn del anticuerpo al plastico. Posteriormente,
se bloquearon los sitios libres de la placa con 300 pl por pozo de solucién de bloqueo (PBS conteniendo
BSA 0.5% (m/v)). A continuacidn, las placas se lavaron 4 veces con soluciéon de lavado (PBS
conteniendo Tweeny 0.05% (v/v)) y secaron en papel absorbente para eliminar las proteinas no
unidas. Luego se sembraron 100 pl de las muestras de suero de esturidn previamente diluidas 1/200,
1/800 o 1/2400 en tampodn de dilucion (PBS conteniendo BSA al 0.05%, Tweenyo al 0.05%). Para
construir la curva estandar, se prepard una soluciéon de eSAAr 500 ng/mL a partir de la cual se
obtuvieron 7 diluciones seriadas al tercio utilizando el tampén dilucién (rango 0.69-500 ng/mL). Se
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sembraron por duplicado 100 pl por pozo de cada dilucion del estandar y del tampdn de dilucion
(blanco). Se incubaron las muestras y el estandar durante 1 hr a 37°C, manteniendo la placa en una
camara humeda, para permitir la union de la eSAA y la eSAAr al anticuerpo de captura. A continuacion,
se realizaron lavados tal como se describié anteriormente y se sembraron 100 ul por pozo del
anticuerpo secundario anti-p88-eSAA biotinilado diluido 1/2500 en tampdn dilucién y se incubd en
camara humeda durante 1 hr a 37°C. Se realizd una nueva etapa de lavados. Para detectar la union
del anticuerpo secundario se adicionaron 100 ul por pozo de streptavidina conjugada a peroxidasa
1mg/mL (Sigma, S-5512) diluida 1/10000 en tampdn de dilucidn y se incubd en cdmara himeda
durante 45 min a 37°C. Se realizé una nueva etapa de lavados y se revel6 el ensayo agregando 100 pl
por pozo de solucién de revelado (acido citirico 49 mM, Na,HPO, 103 mM, tetrametilbenzamidina 100
pg/mL (AppliChem, A3840), H,0, 0.006% v/v (Sigma, H1009)) y se incubaron las placas 15 min en
oscuridad y a temperatura ambiente. Se detuvo la reaccion agregando 50 pl por pozo de una solucion
de H,SO; 0.3 M y se registrd la Absssonm €n un espectrofotometro para placas (Multiskan Ms,
Labsystems). Se construyd una curva de calibracion graficando los valores de Absssonm Obtenidos para
el estandar en funcion de la concentracion de eSAAr. Los datos se analizaron con el programa Origin
8.5 (OriginLab, Northampton, MA), se ajustaron a una curva sigmoidea tipo Hill
(Abs=A*[SAAr]"/(k"+[SAAr]", en donde A, n y k son constantes determinadas por el ajuste) y se
interpolaron los valores de Absisonm de las muestras de suero problema para determinar la
concentracién de SAA en las mismas. En la Figura 4.2 se muestra un esquema del ELISA desarrollado.

TMB
oxidado

Figura 4.2. Esquema del ELISA para la deteccion y cuantificacion de la eSAA y eSAAr

Se esquematiza el pozo de reaccidn correspondiente al inmunoensayo ELISA en formato sdndwich donde se utiliza el
anticuerpo anti-p58-eSAA (azul) para capturar la eSAA o eSAAr por la regidn conteniendo el péptido p58-eSAA (azul); el
anticuerpo anti-p88-eSAA (rojo) biotinilado (B) y conjugado a la streptavidina - peroxidasa (STR, PER), el cual une la regidén
de la eSAAr o eSAA conteniendo el péptido p88-eSAA (rojo) y permite revelar la interaccién con dichas proteinas gracias a
la oxidacion del sustrato TMB por la peroxidasa (PER)

4.3.3.3. Puesta a punto del ELISA para la cuantificacién de la eSAA en suero

La puesta a punto del ELISA en formato sandwich implicd determinar la cantidad éptima de
anticuerpo de captura anti-p58-eSAA a utilizar por pozo para reconocer tanto la eSAAr como la eSAA
con buena sensibilidad, estudiar el efecto matriz de las muestras de suero de esturién para poder
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cuantificar la eSAA sin interferencias de otros componentes del mismo, determinar la concentracion
Optima del anticuerpo secundario anti-p88-eSAA biotinilado, determinar el tiempo éptimo de
revelado del ensayo por la reaccion de la peroxidasa y como ultimo paso, luego de optimizados el
ELISA, se determind el limite deteccidn para el reconocimiento de la eSAAr y la eSAA.

Como primer paso de la optimizacién del ELISA se evalué la capacidad de este inmunoensayo
en reconocer un amplio rango de concentraciones de eSAAr (5 ng/mL, 50 ng/mL, 500 ng/mL y 1000
ng/mL) al sensibilizar las placas de microtitulacién con 1 pg, 0.25 pug o 0.1 pg de anticuerpo anti-p58-
eSAA a fin de decidir cuanto anticuerpo por pozo era necesario para capturar al antigeno con
suficiente sensibilidad. El ensayo se realizd como se describe en punto 4.3.3.2 pero en este caso se
utilizé el anticuerpo de revelado (anti-p88-eSAA) a una dilucién 1/5000 y la reaccién de revelado con
el sustrato durd 8 min. A continuacidn, se estudio el efecto matriz de las muestras de suero, para esto
se preparo un pool de sueros de esturion ruso (SEp) utilizando sueros sin niveles detectables de eSAA
por Western Blot. Luego, se prepararon las diluciones de trabajo de eSAAr (empleadas para la
construcciéon de la curva estandar en 4.3.3.2), utilizando como diluyente el tampdn de dilucion o el
SEp previamente diluido 1/5, 1/20, 1/100, 1/200, 1/500 en dicho tampdn. El ensayo se realizé6 como
se describe en punto 4.3.3.2 pero en este caso la incubacion con el sustrato durd 8 min. Por otro lado,
se ajustd la concentracidn del anticuerpo de captura y el tiempo de reaccién con la peroxidasa que
definié las condiciones descriptas en 3.3.2. Tomando en cuenta datos previos sobre la concentracion
de anticuerpo utilizada en ensayos de Western Blot se ensayaron diluciones 1/2500 o 1/5000 del
anticuerpo anti-p88-eSAA biotinilado y se analizaron tiempos de revelado de 10 o 15 min.

Para determinar el limite de deteccion de la eSAAr se cuantificé el estandar en 5 ensayos
independientes, cada uno de ellos realizado por duplicado. A continuacidn, se interpolé en cada una
de estas 5 gréficas el valor de absorbancia a 450 nm correspondiente al promedio del blanco mas 3
desvios estandares. Los 5 valores interpolados se promediaron, se calculd el desvié estandar y se
determind y a partir de estos se determind el limite deteccidn. Para estimar el limite de deteccién de
la eSAA en las muestras de suero, se utilizé una dilucion de un suero de esturion ruso, sin niveles
detectables de eSAA por Western Blot y suplementado con concentraciones conocidas de eSAAr (0.69
y 500 ng/ml).

4.4. Cuarta Seccion

En esta seccion se describen las técnicas generales de biologia molecular y bioquimica
empleadas para llevar adelante los estudios.

4.4.1. Preparacion y obtencion de células de E. coli quimio-competentes

Se prepararon células E.coli DH5a y células E coli BL21 (DE3) Star quimiocompetentes
utilizando el método de CaCl,2**. Se inoculé un tubo de 3 mL de medio LB (Triptona 1% m/v, extracto
de levadura 0.5% m/v, NaCl 1% m/v) con una colonia fresca de la cepa E.coli DH5a o E coli BL21 (DE3)
Star. Se dejo crecer toda la noche a 37°Cy 200 rpm de agitacién. Al dia siguiente se inocularon 250 mL
de LB en un matrazde 1L, con 2.5 mL (1/100) del precultivo. Se crecio el cultivo a 37°C hasta alcanzar
una turbidez a 600nm igual a 0.3. Se centrifugd a 3500 rpm, durante 10 min a 4°C. A partir de ese
momento las células y reactivos se mantuvieron en hielo. Se descartd el sobrenadante, se lavé el pellet
con 100 mL de CaCl, 0.1 M estéril, agregando de a poco hasta resuspender el pellet. Posteriormente
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se centrifugd a 3500 rpm, durante 10 min a 4°C. Se descarté el sobrenadante y se resuspendio el pellet
en 100 mL de CaCl,0.1 M. Se incubd 1 hr a 4°C en la solucién de CaCl, 0.1 M. Se centrifugd a 3500 rpm
durante 10 min a 4°C y se resuspendid el pellet en 3 mL de CaCl, con glicerol estéril 20% (m/v).
Finalmente, se prepararon alicuotas (50 pL) de la suspensién de bacterias quimiocompetentes en
tubos eppendorf pre-enfriados en hielo, se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido vy
almacenaron a -80°C hasta su posterior utilizacion.

4.4.2. Transformacion quimica de E. coli con los vectores de interés

Se transformaron bacterias E.coli quimiocompetentes de la cepa DH5a o de la cepa BL21 (DE3)
Star con los distintos vectores de interés, por shock térmico®°. A tales efectos se descongelé en hielo
una alicuota de E. Coli DH5a o BL21 (DE3) Star quimiocompetentes, se agrego el vector de interés (5
ul del producto de clonado digerido con la enzima Dpnl o 1 pl de los correspondientes plasmidos
purificados conteniendo del orden de 30-100 ng/ul de ADN) y se incubaron las células durante 30 min
en hielo. A continuacion, se realizé un shock térmico a 42°C en bafo de agua durante 90 s. Finalizada
esta incubacion, las bacterias se enfriaron en hielo durante 2 min. Inmediatamente después se
agregaron 500 pl de medio de cultivo liquido LB y se recuperd a las bacterias incubandolas a 37°C
durante 1 hr y bajo 200 rpm de agitacion. Pasado este tiempo, se sembraron 150 pl de la suspension
bacteriana en placas de LB agar (medio LB + agar 1.5% m/v) conteniendo ampicilina 100 pg/mL. Las
placas se incubaron 24 hs en estufa a 37°C y posteriormente se evalué el crecimiento de las colonias
transformantes.

4.4.3. Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa se realizé de acuerdo a242. Los geles se prepararon con
agarosa al 1 0 1.5% en tampdn TAE 1X (Tris-Base 40 mM, acido acético glacial 20 mM, EDTA 1 mM).
La electroforesis se realizd a un voltaje constante de 45 Volts durante 45 min y a temperatura
ambiente utilizando un sistema horizontal (Bio-Rad, 1704405). Los productos correspondientes a la
PCR, PCR cuantitativa o a las extracciones de ARN total se disolvieron en solucién amortiguadora de
muestra 6X (Tris-HCl 10mM, pH 7.6, azul de bromofenol 0.030%; xilene cianol FF 0.030%; glicerol 60%
y EDTA 60mM). Cuando fue pertinente, las muestras analizadas se corrieron junto al patrén de tamafio
molecular GeneRuler 1kb (ThermoScientific #SM0311) o Hyperladder Il (Bioline BIO-33039). Los geles
se tifieron con el agente intercalante GoodView (Sbs HGV-2) y se visualizaron en UV con la cdmara
fotografica gbox (Syngene) o, cuando se quiso extraer y purificar una banda del gel, con luz led azul
en un transiluminador (FastGene GelPic LED, NIPPON Genetics). Alternativamente, los geles se tifieron
con bromuro de etidio (ThermoScientific, 15585011) y se visualizaron al UV en un transiluminador
(BioRad). Los geles se fotografiaron con camara de celular (modelo iPhone 6)

4.4.4, Extraccion y purificacidon de ARN total

La extraccion y purificacion de ARN total de higado, bazo, rifién anterior, cerebro y branquias
de esturidn ruso se realizd utilizando el reactivo comercial RNeasy mini kit (Qiagen, #74106), que
provee todos los tampones y las microcolumnas de silica necesarias para la purificacion siguiendo las
instrucciones del proveedor. Brevemente, los tejidos congelados en RNAlater a -80°C (punto 4.1.4.4)
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se descongelaron, cortaron en pequenos trozos y pesaron en balanza analitica hasta alcanzar unos 15-
30 mg de tejido por muestra. A continuacidn, se agregaron 700 pl del tampdn de lisis y los tejidos se
disgregaron y homogenizaron utilizando un homogenizador eléctrico (Qiagen, 9002755).
Posteriormente, el ARN total se purificd por adsorcién sobre microcolumnas de silica. La muestra
obtenida se analizd por electroforesis en geles de agarosa (punto 4.4.3) para verificar la integridad y
pureza del ARN total en base a la presencia de las bandas correspondientes a las subunidades 18s y
28s del ARN ribosomal y a la ausencia de manchas (en inglés descriptas como smears) compatibles
con productos de degradacion. Ademas, se verificd que no hubiese contaminacidn significativa con
ADN gendmico. En aquellos casos en que el analisis electroforético mostré una significativa
contaminacion con ADN gendmico, las muestras se adsorbieron a microcolumnas de silica y trataron
con ADNasa | (Qiagen, #79254) durante 15 minutos. Luego del tratamiento se realizaron varios pasos
de lavado y se eluyd el ARN total con agua ultrapura. En todos los casos el ARN total obtenido se
cuantifico en el equipo Nanodrop (ThermoScientific) y se determind el grado de contaminacién de
proteinas y moléculas organicas pequefias mediante los cocientes Absyeonm/AbSazonm Y
Absaeonm/Absy30nm, respectivamente.

4.4.5. Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNc se realizé a partir de las muestras de ARN total obtenidas en el punto
anterior. Para ésta y todas las reacciones que incluyeron ARN o ADNCc se utilizé agua ultrapura libre de
ADNasas y ARNasas (Gibco). Para eliminar cualquier resto de ADN gendmico de las muestras, se tratd
1 pg de ARN total con 0.4 pl de ADNasa | 1U/ul (ThermoScientific, #£EN0521) en el tampdn de reaccion
de la ADNasa suministrado por el reactivo comercial. La enzima se dejé actuar durante 15 min a
temperatura ambiente y se finalizé la reaccidén agregando 1 ul de EDTA 50 mM e inactivando la enzima
a 65°C durante 10 min en un termociclador (Bioer, LifeECO). A continuacion, para sintetizar ADNc de
hebra simple, las muestras de ARN total tratadas con ADNasa | se retrotranscribieron con la
retrotranscriptasa M-MLV (Invitrogen, #28025-021). A tales efectos, a la mezcla de reaccidn anterior
se le agregaron los siguientes reactivos: 1 pl de dNTPs 10 uM (SBS, EN-2), 1 ul de cebadores aleatorios
hexaméricos 100 uM (Macrogen), 4 ul de tampdn primera hebra 5X, 2 pl de DTT 0.1 M, 1 pl de
inhibidor recombinante de ribonucleasas 40 U/ul (Invitrogen, #10777-019) y 1 ul de Ia
retrotranscriptasa M-MLV 200U/pl. La sintesis de ADNc se realizé en el mismo termociclador con el
siguiente programa: 10 min a 25°C para permitir la unidn de los cebadores, luego 50 min a 37°C para
permitir la sintesis de la primera hebra de ADNc y un Ultimo paso de 15 min a 70°C para inactivar la
retrotranscriptasa. Finalizada la sintesis de ADNc, las muestras se llevaron a un volumen final de 100
pl con agua ultrapura. Para controlar si el tratamiento con ADNasa | fue efectivo en eliminar posibles
contaminantes de ADN gendmico, una muestra representativa de ARN total (punto 4.4.4) se sometio
a los siguientes tratamientos: Tratada con ADNasa | y retrotrasncriptasa (A+RT+), sdlo con
retrotranscriptasa (A-RT+), sdlo con ADNasa (A+RT-), ni con ADNasa ni con retrotranscriptasa (A-RT-).
En cada una de estas 4 reacciones, se analizo la expresion del gen saa para el cual se determiné que
los cebadores disefiados permiten, en caso que lo hubiera, amplificar ADN gendmico.

4.4.6. Electroforesis utilizando el sistema Tris-Tricina-SDS-PAGE
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La electroforesis en geles de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes, con SDS y
Tricina (Tris-Tricina-SDS-PAGE) se realizdé de acuerdo a2*®. Brevemente, se emplearon geles
concentradores y separadores de acrilamida de 1 mm de espesor al 4% (m/v) y 16% (m/v),
respectivamente. La electroforesis se realizé a temperatura ambiente en el sistema Mini Protean Tetra
Cell (Bio-Rad), aplicando voltajes constantes de 35 y 200 Volts para el gel concentrador y separador,
respectivamente. Para la corrida electroforética se empled amortiguador catodo (Tris-HCl 100 mM,
Tricina 100 mM, pH 8.25, SDS 0.1% m/v) y amortiguador dnodo (Tris-HCl 100 mM, HCl 22.5 mM pH
8.9) los cuales se depositaron en la cdmara pequefia (contiene al gel) y grande de la cuba de
electroforesis, respectivamente. Las muestras se disolvieron directamente en el tampdn muestra
utilizando un stock 4x (Tris-HCl 150 mM pH 7.0, SDS 12%, DTT 50 mM, glicerol 30% m/v, Coomassie
blue G-250 0.05%), se calentaron a 95°C durante 5 min y se dejaron enfriar hasta ser sembradas en el
gel junto a un patrén de peso molecular (Sigma, #58445 o ThermoScientific, #26619). Finalizada la
electroforesis se fijaron las proteinas en soluciéon de fijacidn (acido acético 10% v/v, etanol 40% v/v),
durante 30 min a temperatura ambiente. Las proteinas se tifieron en solucién de Coomassie coloidal
(sulfato de amonio 8%, acido fosforico 0.8%, azul de Coomassie G-250 0.08%, etanol 20%) durante 24-
72 hs. Finalizada la incubacién se removieron los restos de colorante utilizando lavados sucesivos con
agua destilada y se fotografio el gel con la camara fotografica del celular (modelo iPhone 6).

4.4.7. Electroforesis utilizando el sistema Laemmli SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes, con SDS (SDS-
PAGE) se realizd como fue descripto en?4’. Brevemente, se emplearon geles de acrilamida
concentradores y separadores de 1.5 mm de espesor al 4% (m/v) y 15% (m/v), respectivamente. La
electroforesis se realizé a temperatura ambiente en el sistema Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad),
aplicando un voltaje constante de 60 y 180 Volts para el gel concentrador y separador,
respectivamente. Para la corrida electroforética se empled el tampdn de electroforesis (Tris-Base
25mM pH 8.3, glicina 192mM, SDS 0.1%) en ambas camaras del sistema. Las muestras se disolvieron
en tampon de muestra utilizando tapon de muestra stock 6X (Tris-HCI 200 mM pH 8, urea 8 M, SDS al
0.2 %, DTT 50 mM, conteniendo azul de bromofenol), se calentaron a 85°C durante 7 min y se corrieron
junto a un marcador de peso molecular (ThermoScientific, #26616). Los geles de SDS-PAGE se
utilizaron para el andlisis por Western Blot tal como se describe a continuacidn.

4.4.8. Western Blots

Las muestras a analizar por Western Blot se separaron por SDS-PAGE segun se describié arriba,
al finalizar la electroforesis, las proteinas se transfirieron del gel a membranas de PVDF (Millipore,
#IPVHO0010). Para esto, primero se incubaron las membranas de PVDF con metanol absoluto durante
10 min. Luego el gel de poliacrilamida obtenido y las membranas de PVDF se equilibraron con solucién
de transferencia (Tris base 48 mM, glicina 39 mM y metanol al 20% v/v) y se dispusieron en el cassette
de transferencia entre papeles de filtro embebidos en la misma solucién. Las transferencias se
realizaron utilizando el equipo Mini Protean Tetra Cell and Blot Module (Bio-Rad) a razén de 56 Volts
constantes durante toda la noche y a 4°C. Una vez finalizado el proceso, se incubaron las membranas
en solucion de bloqueo (PBS conteniendo Tweenyo al 0.05% m/v y BSA al 0.2% m/v) durante 1 hr a
temperatura ambiente. A continuacion, las membranas bloqueadas se lavaron 4 veces con 50 mL de
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solucién de lavado (PBS conteniendo Tweeny al 0.05% m/v) durante 5 min con agitacion. Luego, se
incubaron con 2 mL del anticuerpo primario anti-p58-eSAA (1/5000 en solucion de bloqueo) o anti-
p88-eSAA (1/2500 en solucidon de bloqueo) o anti-p88-eSAA biotinilado (1/3000 en solucién de
bloqueo), durante 1 hr a temperatura ambiente y con agitacidon. Posteriormente, se lavaron las
membranas 4 veces con solucion de lavado. Para detectar la unidn del anticuerpo primario anti-p58-
eSAA y anti-p88-eSAA o anti-p88-eSAA biotina, las membranas se incubaron con 2 mL de anticuerpo
anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Calbiochem, #401393, 1/2000 en solucién de bloqueo) o
streptavidina conjugada a peroxidasa (Sigma, #S-5512, 0.2 pg/mL en solucién de bloqueo),
respectivamente. En ambos casos la incubacidn se realizdo durante 1 hr a temperatura ambiente,
siempre con agitacién. Luego se realizaron 4 lavados en condiciones iguales a las anteriores y se reveld
mediante el agregado de sustrato quimioluminiscente (ECL Supersignal West Pico Chemiluminescent
substrate, ThermoScientific Pierce, #34078). Los Western Blot se visualizaron y fotografiaron en un
equipo Gbox (Syngene) registrando la sefial de luz proveniente del sustrato cada 30 s durante 5 min.
Cuando correspondid las bandas de interés se cuantificaron por densitometria utilizando el programa
Image)2248,

4.4.9. Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

La concentracién de proteinas se determiné por el método de Bradford?4? adaptado a placas
de microtitulacion de 96 pocillos. Las muestras problema y las diluciones del estandar de BSA (rango
de 50 pg/mL a 1000 pg/mL) se analizaron por triplicado. A 10 plL de cada muestra se le agregaron 200
pL del reactivo de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250 10% m/v disuelto en una mezcla de etanol
95%, acido fosforico 85% y agua miliQ a una relacidn 5:10:85, respectivamente). Se dejé reaccionar 5
min y se registrd la Abssesnm utilizando un lector para placas de microtitulacion (ThermoScientific,
VariosKan). Se graficaron los valores de Abssesnm de las muestras del estandar de BSA en funcion de la
concentracién de BSA respectiva y se ajustd la curva a una ecuacién cuadrdtica de
Abs=a[BSA]?*+b[BSA]+c (siendo a, b y ¢ constantes) utilizando el programa Origin 8.5 (OriginlLab,
Northampton, MA)250 A partir del ajuste anterior se determinéd la concentracion de proteinas en las
muestras problema.
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Figura Suplementaria 2.5S1. Amplificacion por PCR de las PFA de esturion ruso clonadas en el vector pT7

Se amplificaron por PCR de colonia las secuencias de esturidn ruso correspondientes a los homdlogos de PFA, clonados en
el vector pT7. En la tabla (a) se muestra el tamario esperado de los productos de PCR correspondientes a dichos amplicones.
En (b), (c), (d) y (e) se muestra el andlisis por electroforesis en geles de agarosa correspondiente a la PCR de varias colonias
de E. coli (se indica el nimero de la colonia seleccionada) transformadas con los vectores pT7-saa y pT7-hamp, pT4-gigp/sap,
pT7-wap65/hpx, pT7-itin y pT7-tf, respectivamente. Las flechas naranjas indican los productos principales de tamafio
esperado. Los geles y la electroforesis se realizaron como se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 2.52. Control de la calidad del ARN total extraido del higado de esturiones rusos (experimento 1)

Se prepard el ARN total a partir del higado (a) o bazo (b) de los peces y se analizé por electroforesis en gel de agarosa al
1.5% tal como se describe en Materiales y Métodos. La figura muestra el patrén de bandas obtenidos para las muestras de
ARN total de los esturiones inoculados con 109ufc/ml de A. hydrophila o PBS estéril como control, obtenidas a las 24 hs y
72 hs post-inoculacidn. Las flechas naranjas indican la subunidad mayor y menor del ARN ribosomal. Todas las muestras de
bazo fueron tratadas con ADNasa | para eliminar la contaminaciédn con ADN gendmico previo al analisis por electroforesis.
A su vez, las muestras de higado como las de bazo fueron tratadas con ADNasa | previo a la sintesis de ADNCc.
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Figura 2.53. Control de la calidad del ARN total extraido del higado de esturiones rusos (experimento 2)

Se preparo el ARN total a partir del higado de los peces y se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tal como
se describe en Materiales y Métodos. La figura muestra el patrén de bandas obtenidos para las muestras de ARN total de
los individuos 1-11 (inoculados con PBS y sacrificados a las 24 hs), 12-22 (inoculados con A. hydrophila y sacrificados a las
24 hs), 23-33 (inoculado con PBS estéril y sacrificados a las 72 hs), 34-45 (inoculado con A. hydrophila y sacrificados a las 72
hs). Las flechas naranjas indican la subunidad mayor y menor del ARN ribosomal. En las muestras de higado generalmente
se observo una banda tenue de mayor tamafio que se interpreté como contaminacién con ADN gendmico (flecha azul). Por
lo tanto, para asegurar una correcta cuantificacion de los transcriptos de interés todas las muestras de ARN total se trataron
con ADNasa | previo a la sintesis de ADNc.
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Figura 2.54. Control de la calidad del ARN total extraido del higado de esturiones rusos (experimento 3)

Se preparo el ARN total a partir del higado de los peces y se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tal como
se describe en Materiales y Métodos. La figura muestra el patrén de bandas obtenidos para las muestras de ARN total de
los esturiones infectados con A. hydrophila (1) o inoculados con PBS como control (C), colectadas a las 72 hs de Ila
inoculacioén. Las flechas naranjas indican las subunidades mayor y menor del ARN ribosomal. En las muestras de higado
generalmente se observé una banda tenue de mayor tamafio que se interpreté como contaminacién con ADN gendmico
(flecha azul). Por lo tanto, para asegurar una correcta cuantificacién de los transcriptos de interés todas las muestras de
ARN total se trataron con ADNasa | previo a la sintesis de ADNc.
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Figura 2.S5. Analisis de la especificidad de los cebadores disefiados para qPCR: curvas de desnaturalizacion de los
amplicones

Se muestran las curvas de desnaturalizacion (dF/dT vs T) de los amplicones correspondientes a la amplificacién de saaq,
crp/sap, wap65/hpx, hamp, itin, tf, hp, il1-b, actb y gapdh por gPCR utilizando como molde ADNc de higado de esturiones
rusos estimulados con bacterias muertas o con PBS como control de vehiculo (experimento 2), segin se dqf&rébe en
Materiales y Métodos. La flecha naranja sefiala el blanco del experimento (reaccién de gPCR sin molde).
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Figura 2.56. Extraccion de ARN total de bazo, rifidn, branquias, cerebro e higado de esturién ruso para el estudio de la
expresion tejido especifica de la saa

(a) Se preparé el ARN total a partir de 5 muestras de bazo, rifidn, branquias, cerebro e higado de los peces y se analizé por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tal como se describe en Materiales y Métodos. Se indica el niumero de cada
individuo, el érgano del cual se extrajo el ARN total y si se realizd o no tratamiento con ADNasa durante la extraccién del
mismo. Las flechas naranjas indican la subunidad mayor y menor del ARN ribosomal y la flecha negra ADN gendmico
contaminante.

(b) Curva de desnaturalizacidn (dF/dT vs T) del amplicon de la saa para las muestras de bazo (rojo), rifidn anterior (violeta),
branquias (azul), cerebro (verde) e higado (negro) y el blanco de la reaccién (amarillo).
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Figura 2.57. Cuantificacion absoluta de la expresion de saa por gPCR

(a) Se amplificé por qPCR el transcripto de la saa a partir de vector pT7-SAA, se lo purificd, cuantificé (70 ng/ul) y se analizé
por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tal como se describe en Materiales y Métodos. Las flechas naranjas indican el
tamafio de las bandas de 400 pb y 300 pb del marcador de peso molecular.

(b) Curvas de amplificacion por gPCR para 7 diluciones seriadas al décimo del una solucién del amplicén puro
correspondiente al ARNm de saa (70 ng/ul). Se indica el factor de cada dilucién.

(c) Curva estéandar CT en funcidn de logaritmo del nimero de moléculas de saa en la reaccidn para cada una de las diluciones
realizada anteriormente. Los datos se ajustaron a una recta y que permitio interpolar los valores de CT obtenidos para la
expresién de la saa en distintos érganos y determinar la expresion absoluta de la saa en cada érgano.
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Figura 2.58. Localizacidn espacial de las histidinas en la eSAA

(a) Modelo estructural de la eSAA mostrando la localizacién superficial de las 4 histidinas. Las flechas negras indican dos
histidinas consecutivas que podrian participar en la coordinacién de un atomo de cu” del grupo iminodiacético de la matriz
de afinidad IMAC.

(b) Esquema mostrando la interaccidn entre dos histidinas de una proteina con el grupo iminodiacético de la resina o matriz
comercial IMAC cargada con iones cobre (Chelating Sepharosa fast flow, Sigma) utilizada.

143



(a)
100 114440 s

797138

% ity
g

11637.0

e ) |2 S —— / s
a0 20232 130884 170736 210888 251240

§e

Mass im iz}

GSQWYKFPGQALGGAYDMGRAYKHMIDANYIGADKYFHARGNYEAAQRGPGGKWAAEVISNGREAWQSFRGSGHEDTAADQAANHHGRNGGDPNDYRPAGLPSKY 11447.4 Da

5714.3 Da
7975.8 Da
B S 751.0 D2

N 34 20.6 Da

(b)
2
-]
g Wateh to: SRA Meilosa MawricioCastellam Score: 1 Expect: 4.9e-041
1 1.8E+4
Koutnal mass [N,}: 11449 Calculated yI value: 8,20
NCBI BLAST search of SAA Awtloss MauricioCasel
90 Unformatted seque: for pasting into
Yariable nodifs stion ()
" Cleavage by Teyp s C-ters side of ¥R
Sequence Covecas
70 ~
2 1 CSTVOTPOD ALEGRANTR TONDIDATY TCIRIGR GIEAMAGT
3 VIS NEERNSTR CSRHEDTAD QARSI GOPNDYRDAG
&
]
L Start - Emd  Observed  Nr(expt) Bricalc)  Delta Miss Sequence
¢ WEIAT WM LI AN 0
z - 20 2165.922 2UAN.06Y ISR OLED 00008 1
E 5 B0 265,016 22040070 22040108 408 1 - o)
{ 20 139668 1036615 MB.6EE3 003 0 K A (I
2 7.0 1433.663T 1474, 6564 1.0841 0 ¥.PPOARLE 2.3 Cxidatiem (M) aar
W 20841621 2391,2548 01 2 R AYORIDARYIGINAAN. G (Ho xatch)
40 = n-4 M08 1633 2399, 2560 23! t.n ? TERDKFR
5 26 - 35 1MT.6NI 16,6166 13 102
g 2 2 - 40 20719637 2020, 9568 20 . 1
g & 2 - 40 NI 2006950 20 Lo 1
30 3] i1 -1 sob.4183 997,410 -4.u3
- o LU 1102.5594  1101,5525 LR
S - 234310 42 L
2 § -0 33 1829.9260 4029
= 89 - 104 A6ST.TENE 1656.7755 1656.765€  -4.0101
" 89 - 105 18208381 1319.8428 18198485  -9.9461
b3
£ 88% 7 2 =
&80 15624 24258 32692 41526 5016.0

Figura 2.59. Analisis de la eSAAr por espectrometria de masas

(a) Espectro de masa (m/z) correspondiente a la eSAAr purificada adquirido en un equipo 4800 MALDI TOF/TOF (Abi Sciex).
Se observan picos correspondientes a una masa de 11637 Da, 11440 Da, 7971.8 Da y 5719.8 Da. Se Muestra la secuencia
aminoacidica de la eSAAr cuyo peso tedrico de (11447.4 Da) coincide con el pico mayoritario de 11444 Da observado en
(a), los residuos subrayados corresponden a la SAA madura de esturidn, la S y G restantes fueron agregadas debido al
clonado y corte de la proteasa TEV, respectivamente. Los aminoacidos marcados en rojo y las flechas naranjas indican los
sitios de corte que darian lugar (al ocurrir un solo corte por molécula de eSAAr) a los fragmentos que abarcan los
aminodcidos 1 al 52, 1 al 72 (barras verdes), 53 al 105 y 73 al 105 (barras negras) cuyos pesos moleculares tedricos
corresponden a 5714.3 Da, 7975.8 Da, 5751.0 Da y 3489.6 Da, respectivamente. Las barras verdes corresponden a los
fragmentos resultantes de la protedlisis anteriormente mencionados que fueron identificados en el espectro mientras que
las barras negras corresponde a los que no lo fueron. El pico de 11637 Da corresponderia a eSAAr unida a fragmentos de la
matriz del MALDI

(b) Espectro de masa (m/z) de la eSAAr digerida con tripsina adquirido en un equipo 4800 MALDI TOF/TOF (Abi Sciex). Para
confirmar la identidad de la eSAAr, se realizaron busquedas a partir de las masas correspondientes a los péptidos digeridos

empleando el programa Mascot y utilizando como base de datos para la busqueda a los transcriptomas traducidos de
esturion chino y siberiano.
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Figura 2.510. Analisis de la respuesta inmune de los conejos inoculados con los péptidos acoplados a KLH o la eSAAr
Titulo y avidez de los anticuerpos en los antisueros de los conejos inmunizados con (a) p58-eSAA-KLH, (b) p88-eSAA-KLH,
(c) p67-eSAA-KLH, y (d) la eSAAr. El titulo y la avidez se determiné por ELISA utilizando a la eSAAr como antigeno tal como
se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 2.511. Densitometria de la eSAAr

Se separaron 200 ng de eSAAr por SDS-PAGE y se detectd la proteina por Western Blot con el anticuerpo anti-p58-eSAA
como se describe en Materiales y Métodos. La banda correspondiente a la eSAAr entera (flecha naranja) y al producto de
degradacién de 7971.8 Da (flecha azul) se cuantificaron por densitometria utilizando el software ImageJ obteniéndose dos

picos de area 29483 y 5136, respectivamente. Esto permitié estimar que un 85% de la muestra corresponde a eSAAr entera
y un 15% al fragmento de degradacién de 7971.8 Da.
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Niveles basales de eSAA (dia -7)
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Figura 2.512. Niveles basales de eSAA (dia -7) en el suero de los esturiones rusos del experimento 1 y del experimento 2
previo a la estimulacidn con bacterias A. hydrophila muertas

Se muestran los niveles basales de eSAA (ug/ml) correspondientes al dia -7 del experimento 1y del experimento 2, previo
a la estimulacion de los esturiones rusos con bacterias A. hydrophila muertas. Para el experimento 1 realizado en ERN se
muestran 80 valores de eSAA al dia -7 que corresponden a la totalidad de los peces distribuidos en 4 piscinas diferentes (20
peces por piscina) tal como se indica en Materiales y Métodos o en la Figura 2.20a. Para el experimento 2 realizado en el
IIP se muestran 45 valores de eSAA al dia -7 que corresponden a la totalidad de los peces distribuidos en 4 piscinas
diferentes (11 o 12 peces por piscina) tal como se indica en Materiales y Métodos o en la Figura 2.20b. Los datos no
mostraron distribucién normal, por lo cual se indica la mediana de cada grupo con una linea horizontal. Los niveles de eSAA
de los dos grupos se compararon con el test no paramétrico Mann-Whitney, indicandose con **** |as diferencias
significativas con p<0.0001. La linea punteada indica el limite de deteccién de eSAA por ELISA, los puntos negros y rojos
corresponden a los valores de eSAA por encima o por debajo del limite de deteccion del ensayo, respectivamente.
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