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Resumen

En el presente trabajo nos propusimos obtener anticuerpos especificos anti-
IgM de esturién ruso y utilizarlos como herramienta para evaluar los niveles de
IgM sérica en esturién ruso cultivados en granjas acuicolas de nuestro pais. Las
inmunoglobulinas IgM de esturion se purificaron a partir de suero siguiendo cua-
tro metodologias distintas, siendo la combinacién de precipitaciéon con sulfato de
amonio 33 % seguida por didlisis extensiva contra buffer Tris a baja concentra-
cién iénica del sobrenadante la que brindé mejores resultados. Con el objetivo de
evaluar la purificacion, se efectué un andlisis por electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE) en condiciones reductoras y no reductoras de las fracciones obteni-
das en cada etapa. En la fraccién final de purificacién se obtuvo: a) en condiciones
no reductoras una banda principal de 180 kDa cuyo tamaifio e identificacién co-
rresponden a la inmunoglobulina IgM de esturién b) en condiciones reductoras se
obtuvieron bandas principales de 70 kDa y 25 kDa cuyos tamanos coinciden con
los tamanos para la cadena pesada y liviana de inmunoglobulina IgM de esturién,
respectivamente. Las bandas obtenidas a partir de las fracciones de purificacién se
identificaron mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF-TOF).

La IgM purificada, se utiliz6 en caricter de antigeno en ratones. La inmu-
nizacion se siguié en intervalos aproximados de 20 dias mediante la extraccion
de suero y medicién de titulo de anticuerpos mediante Elisa de anticuerpos. Los
anticuerpos anti-IgM obtenidos a partir del suero de ratones se utilizaron para
comparar por Western Blot la concentraciéon de IgM sérica en muestras de sueros
de esturién cultivados en invierno y verano (condiciones de ausencia o presencia
de estrés crénico por temperatura). Si bien no se alcanzé significancia estadistica,
se observé una tendencia al aumento en los niveles de IgM en los sueros de peces
expuestos a altas temperaturas (grupos de verano) respecto a los expuestos a baja
temperatura (grupos de invierno), atin a pesar de que los niveles de proteinas séri-
cas disminuyeron significativamente durante el verano. De hecho, al normalizar los
niveles de IgM respecto a los niveles de proteinas totales, si se observo un aumen-
to significativo de la IgM sérica en los esturiones expuestos a altas temperaturas.
Los resultados obtenidos en este trabajo profundizan a la comprensién del sistema
inmune adaptativo del esturién ruso, y aportan una herramienta molecular valiosa
para investigar la respuesta inmunitaria en esta especie de peces.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Antecedentes

El esturién ruso (Acipenser gueldenstaedti) se ha cultivado en Uruguay con
éxito durante los ultimos quince anos, siendo la granja de piscicultura Black River
Uruguay (Esturiones del Rio Negro S.A.) la empresa pionera en la regién. Actual-
mente, Uruguay se destaca como el mayor productor de caviar en Sudamérica. 1]
Durante 2018, Uruguay exporté mas de 6,5 toneladas de caviar, el equivalente a
unos 2,5 millones de ddlares, ubicandose entre los 10 productores de caviar mas
importantes del mundo. [2]. Sin embargo, la acuicultura del esturién en nuestro
pais no ha estado ajena a las dificultades que afectan al sector acuicola a nivel
mundial. Por un lado, los cambios emergentes debidos al cambio climatico, por
ejemplo, aumento de la temperatura del agua, aumento del nivel del mar, apari-
cién de floraciones de algas nocivas, cambios en los patrones de lluvia, asi como
el aumento de la contaminacion y frecuencia de algunos eventos extremos en los
recursos hidricos, lo que puede afectar la salud de los peces y su capacidad de
crecimiento. [3,4] Por otro lado, factores humanos como la falta de recursos, regu-
laciones y politicas claras para la acuicultura pueden dificultar la gestion sostenible
de la industria y la rentabilidad de los productores. |5] En Uruguay, la situacién en
las granjas de esturién, no escapa a dicha problematica, registrandose temperatu-
ras maximas del agua entre 28 y 30 °C durante los tltimos veranos. |6] Esto se ha
asociado con un aumento de infecciones bacterianas que aumentan la mortalidad
de los peces y amenazan su acuicultura. |7]

Para abordar esta problematica el grupo de investigacién se enfoco en el estu-
dio del efecto del calor sobre el sistema inmune del esturién ruso. En 2015 Mauricio
Castellano present6 en Facultad de Ciencias, UdelaR, la tesina de grado ‘Estudio
de dos componentes de las defensas innatas del esturién cultivado en un estable-
cimiento de piscicultura en Uruguay”. [§] El trabajo propuso un abordaje a la
problemaética del aumento de la mortalidad de los esturiones durante el verano
conociendo los efectos de la temperatura sobre algunos componentes del sistema
inmune innato del esturién. Mediante el analisis de resultados de ensayos bioquimi-
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cos se evidenciaron diferencias en la funcionalidad de la via alternativa del sistema
complemento (ACP) y las enzimas ceruloplasmina (Cp) y lisozima entre esturiones
criados en condiciones de temperatura diferentes. En este trabajo se encontré que
durante el verano, las defensas del esturion se vieron afectadas de diversas mane-
ras, como una disminucién en el suero de la ACP y Cp, mientras que la actividad
lisozima aumentd. También se observé una disminucién en los niveles de proteina
total y cortisol en el suero, lo que sugiere una respuesta de estrés crénico inducido
en el esturién. [7] En 2018, Marcio Aversa profundizé en la caracterizacién de la
respuesta del esturién frente al estrés térmico y a componentes bacterianos. [9)
Con este objetivo se analizaron las variaciones de las proteinas amiloides A y P
del suero (SAA y SAP) y se encontré que la SAP estaba presente en el suero de
forma constitutiva y se mantuvo contante frente al desafio bacteriano o al estrés
térmico crénico, mientras que la SAA aumentd significativamente frente al desafio
bacteriano pero el aumento no se sostenia cuando la situacién de estrés térmico
persistia. |10] En suma, estos estudios demostraron que temperaturas mayores a
24°C producen varias alteraciones en componentes solubles del sistema inmune
innato, pero hasta ahora no conocemos como se podrian alterar los componentes
solubles del sistema inmune adaptativo, en gran parte debido a la falta de reactivos
comerciales para este andlisis.

Mas adelante, el grupo se enfoco en el estudio de la inflamacién, local y sistémi-
ca desencadenada en el esturién ruso por la infeccién intraperitoneal con la bacteria
Aeromonas hydrophila, en presencia o ausencia de estrés térmico crénico. Este es-
tudio busca comprender de qué manera el estrés térmico crénico afecta la respuesta
inmune de los esturiones, haciéndolos mas vulnerables a las infecciones. Como par-
te de este trabajo se identificaron y caracterizaron funcionalmente las poblaciones
celulares peritoneales residentes y reclutadas por dicha infeccién (Tesis de Docto-
rado de Marcio Aversa, en curso). Desafortunadamente, en este modelo de peces
existe escasa literatura sobre los efectos del estrés térmico cronico en la respuesta
inmune. En particular, poco se ha profundizado sobre las caracteristicas y varia-
ciones de componentes moleculares adaptativos clave en la inmunidad (como es
la IgM) frente a la exposicién crénica a temperaturas y bacterias patégenas. En
este sentido, contar con reactivos que nos permitan evaluar la produccién de IgM
nos seria muy util para profundizar este analisis. Por otro lado, existe una gran
dificultad para identificar y caracterizar distintas poblaciones celulares, ya que no
se conocen marcadores fenotipicos para las células del sistema inmune, ni existen
reactivos comerciales para esturion que faciliten evaluar posibles marcadores. Por
tanto, hasta el momento los estudios realizados por nuestro grupo han clasificado
a las células peritoneales por citometria de flujo de acuerdo a su tamano y comple-
jidad celular, asi como a algunas propiedades funcionales, como ser la capacidad
fagocitica y la produccién de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno. Por
lo anteriormente expuesto, en este trabajo nos propusimos obtener anticuerpos
anti-IgM de esturién, por un lado, para emplearlos en el analisis de las variaciones
de IgM en peces cultivados a distintas temperaturas, y por otro, porque a futuro
podrian permitir la identificacién de los linfocitos B IgM+ peritoneales.

A continuacién, se introducen algunas generalidades del esturion y se profun-
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diza en conceptos del sistema inmune, haciendo foco sobre lo que se conoce sobre
las inmunoglobulinas en estos peces.

1.2. Generalidades del esturidn

El término esturién engloba a un grupo de 27 especies de peces pertenecientes
a la familia Acipenseridae del orden Acipenseriformes y de la subclase Chondros-
tei, cuya evidencia f6sil data del periodo Jurdsico, [11] por lo que se estima han
evolucionado desde hace més de 200 millones de afios. Las caracteristicas ar-
caicas de este antiguo linaje de peces lo colocan en una posicion filogenética clave
en la base de las 30,000 especies de peces teledsteos modernos. Los Acipense-
riformes probablemente evolucionaron a partir de un antepasado paleonisciforme
a través de la reduccién pedomorfica de la osificacién del endoesqueleto. [14]

Desde el punto de vista morfoldgico las distintas especies de esturién son si-
milares (Figura , los esturiones se caracterizan por tener un cuerpo pesado,
alargado y subcilindrico en seccion con aletas radiadas. La cabeza termina en un
hocico duro y extendido; un espirdculo (pequena abertura por encima y detras de
los ojos) cuya boca inferior, protrusible, es precedida por 4 barbillas llamativas.
Las 27 especies de esturién poseen 5 placas dseas distribuidas de la siguiente ma-
nera: una fila de placas ubicadas en la linea media de la espalda, dos filas hacia los
laterales del dorso y 2 a lo largo del margen ventrolateral. La cola se caracteriza
por ser asimétrica y heterocerca, es decir el l16bulo de la aleta superior es mas largo
respecto al 16bulo inferior.
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Figura 1.1: Morfologia del esturién. Adaptado de Morphological Phylogeny of Sturgeons.
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La madurez sexual tardia y la longevidad de muchas especies de esturién con-
duce a un ciclo de produccién mucho més largo en comparacién con la mayoria de
los otros peces cultivados. Debido a que no se han establecido marcadores mole-
culares para la diferencién sexual, sélo es posible estimar que en la mayor parte
de las especies de esturion la diferenciacién sexual no ocurre hasta los dos anos.
Debido a que los esturiones no tienen dimorfismo sexual externo bien expresado,
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es necesario determinar el sexo mediante metodologias como el ultrasonido. En
la acuicultura, los individuos de cada género son seleccionados, siendo la mayoria
los machos sacrificados para obtener carne antes de los cuatro anos, mientras la
mayoria de las hembras se mantienen para la cosecha de caviar. [17] [18]

El sistema inmune adaptativo de los esturiones ha sido poco estudiado hasta
la fecha. Sin embargo, el conocimiento actual sugiere que comparte componentes
béasicos con los mamiferos. [19,20] Aun se necesitan mds estudios para dilucidar
e identificar marcadores celulares, que permitan comprender los mecanismos y las
vias de senalizacion del sistema inmune del esturién. En conjunto, un entendi-
miento mas integral de las defensas del esturién podrian ayudar a garantizar una
producciéon més robusta e incluso recomendaciones sobre posibles tratamientos y
vacunas ante patégenos oportunistas.

1.3.  Acuicultura del esturién

Durante siglos, los esturiones se han explotado por su carne y sus huevas, el
caviar, un producto ampliamente conocido por su alto valor comercial. En las
dltimas décadas, la sobreexplotacién, la contaminacion del agua, la destruccién de
sus habitats naturales y el bloqueo de la migracion del desove han llevado a que las
poblaciones nativas de esturiéon disminuyeran a niveles criticos y multiples especies
se enfrentaran a su extincion. [21}22]

Veintisiete especies de esturién estan en la Lista Roja de la Unién Internacional
para la Conservacién de la Naturaleza (UICN) y el 63 % figura como en ”Peligro
Critico”, la categoria de amenaza mas alta de la Lista. [23] En profundo contraste,
por mas de 20 anos, su acuicultura se ha incrementado considerablemente y en
conjunto con varios programas de restauracién en todo el mundo dan esperanzas
cautelosas que algunas poblaciones puedan recuperarse [24].

La acuicultura es la actividad de produccién animal que més se ha expandido
en las 1ltimas décadas a nivel mundial, superando en ritmo de crecimiento anual
al resto de las producciones animales y supliendo casi el 50 % de los productos
acudticos que se consumen actualmente. [25]

La produccién acuicola es proyectada a seguir creciendo en todos los continen-
tes. En Ameérica Latina se espera que se expanda hasta en un 33 %. La acuicultura
del esturién no escapa a ello, notando un crecimiento exponencial a partir del
cambio de milenio. [18]

La expansién del consumo ha sido impulsada no solo por aumentos en la pro-
duccién, sino también por una combinacién de muchos otros factores. Por ejemplo,
desarrollos tecnoldgicos en el procesamiento, la cadena de frio, envio y distribucién;
el aumento de los ingresos en todo el mundo, que se correlaciona fuertemente con
una mayor demanda de pescado y productos pesqueros, reducciones en pérdidas
y desperdicios; y una mayor conciencia de los beneficios para la salud del pescado
entre los consumidores. [20]

Respecto a la acuicultura del esturion se data que al menos un total de 35
paises, participan en su produccién de carne y caviar. Algunos tienen una larga
tradicién en la agricultura del esturién en varios niveles, mientras que otros se
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convirtieron gradualmente y recientemente se han involucrado en su produccién.
27)

Si bien la mayor parte de las empresas que producen esturién se encuentran
en China, Rusia y Francia, muchos paises del mundo incluyendo a Uruguay estdn
involucrados en esta produccién. Las especies de esturiéon mas utilizadas en la
acuicultura son el esturién siberiano (Acipenser baerii) que es criado actualmente
en 22 paises alcanzando una produccién total de alrededor de 8800 toneladas por
ano, seguido por el esturién ruso (Acipenser gueldensteadtii) cultivado en unos
16 paises, mientras que el esterlete (Acipenser ruthenus) se produce en 15, y el
esturién estrellado (Acipenser stellatus) se cultiva actualmente en 12 paises. |27]

Uruguay es el principal productor de caviar de América del Sur. Como se
observa en la Figura [[.2] produjo un estimado de 10 toneladas de caviar en 2019,
y 94 toneladas de carne esturién. En 2020, Uruguay exporté siete toneladas de
caviar. La mayor parte de las exportaciones de caviar de Uruguay se destiné a
EE. UU. (31%), seguido de Rusia (23%) y la UE (18 %). Hasta 2016, Uruguay
experimenté un crecimiento en sus precios de exportacién, alcanzando un pico de
455 EUR/kg. Desde entonces, los precios han tenido una tendencia a la baja hasta
alcanzar los 284 EUR /kg en 2020.

2020
500 12
450 O(ros%
14
400 10
Japén
350 8 5 05
o 300
= 250 Toneladas
2
w
200
150 4 Australia
9%
100 5
50
0 0 18 % Rusia
2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 23 9

WVolumen e Precio peso promedio

Figura 1.2: Exportacién uruguaya de caviar. Volumen y precio medio ponderado, valores no-
minales. (lado izquierdo). Principales mercados de exportacién en 2020 en porcentajes (lado
derecho). Adaptado de The caviar market, production, trade and consuption in and outside
the EU, EUMOFA.

El aumento masivo de la acuicultura del esturion en las iltimas décadas ha
puesto mayor énfasis en el estudios de la especie, y en particular de su sistema
inmunolégico y la respuesta de defensa contra enfermedades asociadas a la cria
intensiva. Las granjas uruguayas enfrentan como uno de los principales desafios,
el aumento en la mortalidad de peces durante el verano. Cémo se menciona en la
seccion de antedecentes, estudios previos de este grupo de trabajo han demostrado
que este problema estd relacionado con la inducciéon de una respuesta de estrés
crénico que puede ser provocada por varios factores, incluida la temperatura alta
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del agua, que afecta negativamente al sistema inmunitario innato del esturién. [7]
En consecuencia, la produccién del esturién se ve afectada por el aumento de
mortalidad de los peces, debido a infecciones de patdégenos oportunistas como
Aeromonas hydrophila. [25)Esto se suma a la escasez de herramientas de refuerzo
en la produccién, como el monitoreo de la infeccién, y estrategias de seleccion
reproductivas que permitan abordar . Desde un punto de vista practico-académico,
este trabajo pretende contribuir a la producciéon del esturién en Uruguay, buscando
profundizar en el conocimiento del efecto de estrés térmico crénico sobre el sistema
inmune del esturién.

1.4. Sistema inmune

1.4.1. Generalidades

El sistema inmune comprende el conjunto de estructuras y procesos bioldgi-
cos responsables de asegurar la inmunidad y el mantenimiento de la homeostasis
dentro de un organismo. El término incluye a todas las moléculas, células y meca-
nismos involucrados en la defensa frente al dano tisular y los patégenos. [30] y, por
lo tanto, juega un rol clave en mantener la integridad de los tejidos sanos. [31] Un
sistema inmunolégico eficaz es capaz de detectar una amplia variedad de agentes
infecciosos (bacterias, virus, parasitos), y distinguirlos del tejido propio sano, asi
como de interpretar cambios en el ambiente que lo rodea para responder de manera
adecuada, combatiendo a los patdgenos, reparando el dafio a los tejidos propios y
empleando mecanismos reguladores que eviten respuestas exacerbadas. [32]

El sistema inmune tiene dos lineas de defensa fundamentales: la inmunidad
innata y la inmunidad adaptativa. La inmunidad innata es el primer mecanismo
inmunolégico para luchar contra un patégeno invasor, y como la palabra innata lo
indica, involucra a aquellos componentes y mecanismos de reconocimento, que son
heredados y estan listos para actuar rapidamente previo a un dano o infeccién en
los tejidos. La entrada de los patdgenos al medio interno esta limitada por barreras
fisicas, como la piel y las mucosas. Estas barreras son activas y secretan componen-
tes que ayudan a limitar la entrada de los patégenos. Ademas, el sistema inmune
innato cuenta con componentes solubles, como el sistema del complemento, las
enzimas antimicrobianas, las interleucinas, el interferén, y con células que residen
en los tejidos (macréfagos, mastocitos y células dendriticas residentes) y que cir-
culan por la sangre (neutrdéfilos, eosindfilos, baséfilos y células asesinas naturales
(células NK por sus siglas en inglés)). [33] La activacion del sistema inmune innato
comienza cuando receptores solubles o celulares expresados de forma constitutiva
reconocen patrones conservados en diferentes clases de patdégenos o patrones mo-
leculares asociados a dano tisular para desencadenar una respuesta inmune réapida
que limite su invasién y contribuya a mantener la homeostasis. [34]

Los mecanismos de la inmunidad innata proporcionan una defensa inicial eficaz
contra una gran cantidad de infecciones. Sin embargo, muchos patégenos han evo-
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lucionado para resistir la inmunidad innata [35], para su eliminacién se requiere de
los mecanismos més potentes de la inmunidad adaptativa. Dicho esto, la inmunidad
innata es crucial para combatir una infeccién debido a que no sélo es la encargada
de actuar rapido y primero, sino que cumple una funcién fundamental como acti-
vadora de la inmunidad adaptativa. Ademads, algunos mecanismos efectores de la
inmunidad adaptativa potencian los mecanismos efectores de la inmunidad innata,
permitiendo combatir eficazmente a los patégenos.

La inmunidad adaptativa (también conocida como adquirida) son todos los
mecanismos, células y moléculas involucrados en la respuesta tardia del sistema
inmune. A diferencia del sistema inmune innato, el sisteman inmune adaptativo es
mas lento para combatir una infeccién. Pudiendo demorar dias, incluso semanas
en desarrollar su respuesta. [36] Un punto clave que distingue los sistemas inna-
to y adaptativo es la capacidad de reconomiento de sus receptores. Mientras que
los receptores de la inmunidad innata reconocen patrones moleculares conservados
de los patégenos, como por ejemplo los receptores Toll-like (TLR), que detectan
componentes bacterianos como el lipopolisacarido (LPS), los receptores de la in-
munidad adaptativa, reconocen una amplia variedad de antigenos, tanto de origen
microbiano y no microbiano, y por tanto sus respuestas son especializadas y suelen
ser mds abarcativas. |37] [3§]

En el sistema inmune adaptativo, los linfocitos B y T utilizan sus receptores de
superficie celular (BCR y TCR) para reconocer a sus antigenos y al activarse, res-
ponden mediante amplificacién clonal y diferenciacién celular. [39]

El BCR y el TCR, son receptores especificos de antigeno formados por recombi-
nacién somética. [40]. El reordenamiento de genes V (D) y J en diferentes combi-
naciones genera una amplia diversidad de especificidades antigeno-receptor. Dicho
reordenamiento es mediado por las proteinas RAG1 y RAG2, iniciado mediante la
introduccién de rupturas de ADN de doble cadena especificas. Los extremos rotos
del ADN luego se unen mediante la maquinaria celular de reparacion. [41].

En las respuestas adaptativas dependientes de anticuerpos (inmunoglobulinas,
Ig), los linfocitos B se activan para secretar anticuerpos, que son formas solubles de
su receptor de antigeno de superficie. Los anticuerpos circulan en el torrente san-
guineo y penetran en los demas fluidos corporales, donde se unen especificamente
al antigeno que estimulé su produccién. La unién del anticuerpo puede desencade-
nar distintos mecanismos que contribuyen a la defensa del huésped. Esto incluye:
a) la neutralizacién del patégeno y toxinas, bloqueando su capacidad para unir-
se a los receptores celulares, b) la opsonizacién o marcado del patégeno para su
destruccién por células fagociticas, ¢) la activacién de la cascada de complemento
y la activacién de células efectoras d) el marcado de células infectadas para ser
destruidas. Dichas funciones de las inmunoglobulinas contribuyen en la proteccién
contra diversos agentes de riesgo. [36], [42]

En las respuestas mediadas por células, las células T especificas de antigenos
se activan y reaccionan contra un antigeno extrano presentado en la superficie
de otra célula, ya que a diferencia de las células B, las células T solo pueden re-
conocer péptidos presentados por células presentadoras de antigenos a través del
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complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Las células T pueden actuar de
varias maneras. Las células T colaboradoras pueden producir y liberar citocinas
que potencian a otras células del sistema inmune. Las células T también pueden re-
conocer directamente células infectadas o cancerosas por la presencia de antigenos
en su superficie celular. Una vez que se produce el reconocimiento, los linfocitos T
citotoxicos son capaces de inducir la apoptosis de las células infectadas mediante la
liberacion de sustancias citotoxicas, como granzimas y perforinas. La perforina es
capaz de crear poros en la membrana de la célula diana, lo que permite la entrada
de granzima B, una serina proteasa que activa una cascada de senalizacién que
conduce a apoptosis. Ademas, los linfocitos T citotéxicos también pueden indu-
cir la apoptosis de las células infectadas o cancerosas a través de la expresion de
ligandos del receptor de muerte, como el FaslL, que se une al receptor Fas en la
célula objetivo y activa una cascada de senalizacion que conduce a la apoptosis.
Estos mecanismos son clave para reducir la oportunidad de replicacion intracelular
tipica de los virus o para eliminar células malignas. [43]

Una propiedad crucial de la inmunidad adaptativa es la capacidad de generar
memoria inmunolédgica. La memoria inmunolégica permite almacenar informacién
sobre un estimulo y permite que el huésped desarrolle una respuesta inmunitaria
més competente tras la exposicién repetida del mismo antigeno. [44]. Asimismo,
su activacién necesita de una menor cantidad de antigeno y se puede producir
incluso luego de varios anos desde la primera exposicién. En suma, para detectar
y eliminar patdgenos, el huésped utiliza mecanismos tanto innatos como adap-
tativos. Es decir, existe una gran sinergia entre el sistema inmune adaptativo e
innato. Con frecuencia la respuesta inmune adaptativa orquestra y potencia los
mecanismos protectores de la inmunidad innata, haciéndolos capaces de comba-
tir la infeccion de forma mas eficaz. Ambos mecanismos incluyen la discriminacién
propia y no propia. |30] Los defectos en cualquiera de los sistemas pueden provocar
enfermedades, como inflamacién inapropiada, enfermedades autoinmunes, trastor-
nos de inmunodeficiencia y reacciones de hipersensibilidad. [45] Una vez dada la
respuesta inmunolégica y eliminado el patégeno, la mayor parte las células inmu-
nes mueren, pero un pequeno porcentaje de células dan lugar a células de memoria
de larga vida que median una rapida y respuesta inmunitaria protectora frente
a patogenos ya encontrados. La inmunizacién eficaz depende de la combinacién
entre la especificidad antigénica y memoria de la inmunidad adaptativa. [37,/44]

1.4.2. Evolucién

Se estima que desde que la vida comenzé hace unos 3.500 millones de anos,
las células vivas han desarrollado algin tipo de mecanismo de inmunidad propor-
cionando una defensa inicial eficaz contra una gran cantidad de infecciones. [46]
La funcién de defensa se encuentra conservada desde las esponjas a los primates,
donde la presencia de mecanismos de defensa eficaces ha ido de la mano del éxito
evolutivo. [32]

La inmunidad innata fue la primera estrategia de defensa en aparecer en la
historia evolutiva, su origen se estima en los primeros eucariotas. La inmunidad
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innata funcioné perfectamente como estrategia de defensa durante millones de
anos y se la considera la inmunidad mé&s universal (la mayor parte de los seres
sobreviven exclusivamente gracias a los mecanismos innatos. [47] Los sistemas
inmunitarios innatos aparecieron hace alrededor de mil millones de anos en el
proceso evolutivo, mucho antes de la materializaciéon de la inmunidad adaptativa.
[48] Debido a su primer lugar en la historia, se puede decir que la inmunidad innata
ha experimentado un proceso de perfeccionamiento a lo largo de un periodo de
tiempo més extenso en comparacién con la inmunidad adaptativa. [49]

Se puede pensar a la inmunidad innata como la estrategia para discriminar
lo propio de lo ajeno. Cualquier individuo que no pudiera hacer esta distincién
estaria destinado a consumirse y extinguirse. De hecho, se estima que la ameba
podria ser la forma més antigua del macréfago y tal vez dio origen, por un camino
evolutivo desconocido, al macréfago moderno. [36]

Por otro lado, los microorganismos también necesitan sobrevivir evadiendo las
defensas inmunitarias innatas de un individuo. Como resultado muchos micro-
organismos patégenos han evolucionado para resistir la inmunidad innata y su
eliminacién requiere de los mecanismos de la inmundad adaptativa. [50]

La inmunidad adaptativa surgié hace unos 500 millones de anos en peces man-
dibulados. Se considera que dos eventos macroevolutivos contribuyeron al origen
del sistema inmune adaptativo: la aparicion del transposoén del gen activador de
recombinacién (RAG) y dos rondas de duplicacién del genoma completo. Se esti-
ma que dichos eventos ocurrieron en un lapso de tiempo evolutivo de menos de 20
millones de afios. (Figura [50]. Dichos eventos permitieron los primeros reor-
denamientos de genes necesarios para generar una gran diversidad de moléculas
de la superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF). [51]

Los peces funcionan como un vinculo entre la inmunidad innata y la adapta-
tiva. Su sistema inmune representa un punto de transicién entre los mecanismos
de defensa mas primitivos y los més avanzados, como se observa en los mamiferos,
situdndolos en un punto intermedio en la evolucién. Comparaciones entre el siste-
ma inmune de peces con organismos anteriores y vertebrados superiores deberian
eventualmente conducir a una mayor comprensién de los principios generales del
diseno del sistema inmune. Por este motivo es que el estudio del sistema inmune
de los peces resulta de particular interés desde el punto de vista evolutivo [52] Co-
mo ejemplo, nuevas revisiones han demostrado que peces no mandibulados poseen
células similares a los linfocitos, la suma de evidencia acumulada por su funcién
inmunolégica, [46(50] sugiere que la presencia de los linfocitos puede ubicarse filo-
genéticamente anterior a la adquisicién de la mecanismos moleculares de inmuni-
dad adaptativa. La aparicién de los linfocitos antes que la inmunidad adaptativa se
basa en evidencia paleontoldgica y genética. A medida que se han realizado investi-
gaciones en estas areas, se ha encontrado que los linfocitos, como parte del sistema
inmunoldgico innato, estdn presentes en organismos mas primitivos, mientras que
la inmunidad adaptativa, que involucra la produccién de anticuerpos por los linfo-
citos B y la respuesta de los linfocitos T, aparecié més tarde en la evolucién. [53]
La evidencia paleontolégica sugiere que los peces cartilaginosos, como los tiburo-
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Figura 1.3: Origenes y relaciones evolutivas entre los sistemas inmunolégicos innato y adapta-
tivo. Adaptado de Immune system and immune responses in fish and their role in comparative
immunity study: A model for higher organisms. \

nes, ya poseian un sistema inmunolégico innato completo con linfocitos, antes de
que se desarrollara la inmunidad adaptativa en organismos mds avanzados. [54]

Ademsds, en lamprea se han identificado linfocitos tipo B o tipo T que ex-
presan receptores variables que generan diversidad de reconocimiento utilizando
ensamblados de repetidos ricos en leucina, formando un tipo diferente de reorde-
namiento de los inmunorreceptores de células tipo linfocitarias que se encuentra
en vertebrados mandibulados. [55]

No obstante, es importante tener en cuenta que la inmunologia de los peces
no puede considerarse un sistema homogéneo. El namero de especies de peces es
mucho mayor que el nimero de especies de mamiferos y la distancia evolutiva entre
familias diferentes (por ejemplo familias de teledsteos), son considerablemente més
grandes que entre los mamiferos. [506]

1.4.3. Sistema inmune en los peces

En este apartado se introducen los mecanismos de respuesta inmune generales
de los peces, haciendo énfasis en los aspectos que competen a este trabajo.

El sistema inmune en peces comparte caracteristicas, incluso érganos homélo-
gos con otros vertebrados. No obstante, se consideran varias diferencias. La primera
distincién clave del sistema inmune de los peces con los mamiferos es la ausencia
de médula 6sea, cuya funcién como érgano hematopoyético en mamiferos, es des-
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empenada por la region anterior del rinén, donde se encuentran linajes celulares
hematopoyéticos similares a los de médula 6sea de mamiferos. [57]. Otra diferencia
notable entre los mamiferos y los peces es que, en lugar de ganglios linfaticos, los
peces tienen una extensa red para atrapar sustancias transportadas en la sangre,
principalmente en el rinén y el bazo, érganos donde se localizan poblaciones par-
ticulares de macréfagos y linfocitos capaces de iniciar una respuesta inmune. [58]
Otros 6rganos que participan en la respuesta inmune de los peces son el timo, el te-
jido linfoide asociado a las mucosas del tracto intestinal, la piel y las branquias. |9
Por otra parte, en los peces, la inmunidad innata es el mecanismo de defensa fun-
damental. En particular, el sistema complemento de los peces es el mecanismo de
defensa innato mejor estudiado. |7,9] El sistema complemento estd compuesto por
una serie de proteinas séricas que tienen tres mecanismos efectores: a) recubrir
patogenos y particulas ajenas al cuerpo para facilitar su reconocimiento y destruc-
cién por parte de las células fagociticas (opsonizacién); b) iniciar las respuestas
inflamatorias estimulando la contraccién del musculo liso, la vasodilatacion y la
quimioatraccién de leucocitos; y c) lisar patégenos mediante el ensamblado de un
complejo de ataque a membrana. [59] El hecho de que de que los peces viven
libres en su entorno desde la etapa embrionaria temprana hace que durante ese
tiempo dependan principalmente del sistema inmunolégico innato para su super-
vivencia. [60]

En el esturion, se ha demostrado que la respuesta inmune innata se ve afectada
negativamente con el aumento de la temperatura. En particular, el calor afecta
negativamente la barrera de la piel, reflejdndose en la disminucién de la secrecién
de mucus y alteraciones de la microbiota de la mucosa [61].

En cuanto a la inmunidad adaptativa, al igual que en los mamiferos, la respues-
ta en peces es dependiente y especifica de antigeno y se basa en la diversificacion
somatica de los genes del receptor del antigeno para generar un vasto repertorio de
células, cada una de las cuales expresa un receptor de antigeno diferente. [62]. Al
igual que el sistema inmune adaptativo de los mamiferos, el sistema inmune adap-
tativo de los peces se divide en dos componentes principales: respuestas celulares y
respuestas humorales. Se ha descrito que los peces poseen subpoblaciones de célu-
las con caracteristicas similares a los linfocitos By T de otros vertebrados. [63}/64]
La inmunidad humoral en peces también involucra el reconocimiento y unién de
antigenos solubles circulantes a células B que se diferencian a células plasmaéticas
que responden para producir y secretar anticuerpos. Los linfocitos B de los peces
primordialmente presentan inmunoglobulinas de la clase IgM, con una cadena pe-
sada bastante parecida a la cadena p de los mamiferos. |19 [65] También se han
identificado anticuerpos IgD e IgT/Z, mientras que IgG, IgA e IgE estdn ausentes.
Se han encontrado IgM e IgD en todas las especies de peces y, por lo tanto, parecen
ser clases de anticuerpos primordiales. [63] En los peces cartilaginosos también se
ha identificado el receptor de antigeno de inmunoglobulina (IgNAR), constituido
por dimeros unidos por enlaces disulfuro de dos cadenas de proteinas, similar a la
cadena pesada de las IgG de mamiferos. [66]

Al igual que en otros vertebrados, las células T de peces poseen receptores de
antigeno en su superficie que les permiten reconocer y unirse a antigenos especifi-
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cos. Estos receptores de antigeno en las células T de peces tienen una estructura
similar a los receptores de células T de otros vertebrados, aunque pueden presentar
diferencias en su diversidad y organizacién génica. |64] Los principales subtipos de
células T en peces son las células T citotéxicas (CD8+) y las células T colabo-
radoras (CD4+). Las células T citotoxicas, estdn involucradas en la eliminacién
de células infectadas por patdgenos, ayudando a controlar la propagacién de los
patdgenos intracelulares. [67]

Las células T CD4+ ocupan una posicién clave en la coordinacién del siste-
ma inmunitario. A través de la produccién de citoquinas y otros mediadores, estas
células ayudan a activar y estimular a otras células del sistema inmunolégico, como
los macréfagos y las células B. Ademads, las células T colaboradoras también son
importantes en la generacién de respuestas de memoria inmunolégica. En cuanto
a la maduracion de las células T en peces, ocurre principalmente en los érganos
linfoides primarios, como el timo y el rinén. Ademas, la maduracién permite la pro-
duccion de células T reguladoras que son capaces de reconocer antigenos sin atacar
a las propias, lo que es esencial para evitar reacciones autoinmunes. [68] [69] La
respuesta de las células T requiere de la presentaciéon del antigeno, fenémeno que
ya se presenta en peces. Notablemente, los genes que codifican para los productos
del MHC de clase I y MHC de clase II en los peces, se encuentran en cromoso-
mas diferentes. La existencia de dostipos de MHC implica la diferenciacién de dos
poblaciones funcionales de linfocitos T, colaboradores y citotéxicos. [67] Los linfo-
citos T citotéxicos (CD8+) interactiian con el MHC I, mientras que las células T
colaboradoras CD4+ interactiian con el MHC II. Ademas, hay dos tipos de TCR,
un heterodimero de cadenas polipeptidicas a y 8 (TCR «af o de cadenas v y ¢
(TCR ~¢, cada uno con un solo sitio de unién al antigeno. |70] Los cuatro loci
TCR (a-0) estan presentes en también en Acipenseriformes. [71]

Un aspecto importante de la respuesta inmunitaria adaptativa de los peces
6seos es la memoria inmunoldgica. Si bien hay evidencia de que dicha memoria es
de corto plazo, [65], es suficiente para conducir a una produccién répida y pro-
nunciada de anticuerpos tras una exposicién secundaria al mismo antigeno. Esto,
por supuesto, es un prerrequisito para la vacunacion efectiva. Si bien en los peces,
la memoria inmunoldgica se basa principalmente en el mecanismo de las células
T y B y sus subpoblaciones celulares [37,/44], también hay evidencia que atribu-
ye participacion en la memoria inmunoldgica a los macrofagos y las células NK,
que estan, como en los mamiferos, asociadas con la inmunidad innata. A este tipo
de inmunidad se la ha descripto como inmunidad entrenada, caracterizandola co-
mo una respuesta intensificada frente una nueva exposiciéon al antigen que puede
ejercerse contra microorganismos tanto homélogos como heterdlogos de manera
independiente de los linfocitos T y B. [72,|73] Si bien a la inmunidad entrenada
se la considera como una respuesta de intensidad menor que una respuesta in-
mune adaptativa aun confiere una mayor resistencia a la reinfeccién del huésped,
posibilitando una mayor respuesta inflamatoria. Este entrenamiento de las células
innatas que mejora la respuesta a un encuentro posterior con el antigeno se asocia
con una reprogramacion epigenética, cuyo proceso esta regulado por una clase de
ARN no codificante (IncRNA) llamados IncRNA de cebado inmunolégico (IPL),
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que estan regulados positivamente por el estimulo inicial. [74] En carpas, y ba-
gres se ha demostrado que efectivamente, los macréfagos y las células NK pueden
responder mejor cuando se vuelven a exponer al mismo antigeno, observandose di-
ferencias significativas en parametros como el porcentaje de fagocitosis, y el indice
de sobreviviencia del organismo. [75] [76]

1.5. Inmunoglobulinas

1.5.1. Caracteristicas generales

Las inmunoglobulinas (Ig) son componentes moleculares criticos del sistema
inmunolégico adaptativo. Las Igs son proteinas glicosiladas expresadas por los
linfocitos B en dos formas: unidas a la membrana, como receptores de linfocitos
B (BCR), o como anticuerpos secretados en el plasma sanguineo por células B
diferenciadas. [36]

Generalmente, las inmunoglobulinas se producen como respuesta a la presencia
de una molécula extrana (antigeno) en un organismo. Las moléculas de Ig estdan
presentes principalmente en la sangre, donde representan la segunda proteina mas
abundante después de la albimina, y también se encuentran en otros fluidos fi-
sioldgicos, como el fluido intersticial y las secreciones mucosas. 77|

La estructura de las Igs se caracteriza por compartir entre si un dominio de
aproximadamente 70-100 residuos de aminoacidos unidos por un enlace disulfuro
central (entre dos residuos conservados de cisteina) que ancla y estabiliza hojas
betas antiparalelas en una estructura tipica globular denominado dominio de la
superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF). |7§]

Aunque se conocen excepciones en tiburones y camélidos [79], todos los monéme-
ros de las Igs estdn formados por dos cadenas pesadas (H) y dos ligeras (L) idénti-
cas. Tanto las cadenas pesadas como las ligeras contienen un dominio variable
N-terminal (VH y VL) y uno o mds dominios constantes C-terminal que forman
la regién constante (CH y CL). Ambos tipos de dominios adoptan el pliegue ca-
racteristico IgSF. Una cadena L tipica tendra una masa de aproximadamente 25
kDa, y una cadena C de tres dominios, tendrd una masa de aproximadamente 55
kDa. La variabilidad en el peso molecular(PM) radica en los aminoécidos que se
encuentran en la superficie externa del dominio IgSF y en los bucles que unen las
hebras.

Los dominios variables participan en el reconocimiento de antigenos, ya que
los mecanismos de recombinacién de distintos segmentos génicos son responsables
de dar lugar a una enorme variabilidad de secuencias, en particular en algunas
regiones hipervariables llamadas CDR (regiones determinantes de complementa-
riedad). Por otro lado, los dominios que comprenden las regiones constantes median
las funciones efectoras de la molécula de las Igs. [80] [39] Ademads, de acuerdo a las
regiones constantes de las cadenas pesadas se pueden distinguir diferentes clases o
isotipos de Igs.

En mamiferos, se han descrito cinco isotipos de Ig distintos que se denominan
IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. [81] Cada uno realiza funciones efectoras distintas en
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ubicaciones anatémicas particulares. Por ejemplo, IgM e IgD son receptores de
antigenos de superficie de células B virgenes y la IgM activa principalmente al
sistema complemento y se encuentra principalmente en la sangre. IgG es el isotipo
mas predominante en la sangre y el liquido extracelular. Las IgGs también activan
al sistema de complemento y opsoniza los patégenos para facilitar su reconoci-
miento por células fagociticas. Ademas, media la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos por parte de las células NK. La IgA juega un papel importante
en la inmunidad de las mucosas y es el principal isotipo secretado en los trac-
tos gastrointestinal y respiratorio. I[gA funciona esencialmente como un anticuerpo
neutralizante en las superficies mucosas. A diferencia de la IgG, en mamiferos hay
muy poca IgE en la sangre o en los fluidos extracelulares, pero la IgE es relativa-
mente pequenia y puede difundirse facilmente fuera de la sangre y penetrar en los
tejidos. Alli, la IgE defiende principalmente contra parasitos helminticos y media
la hipersensibilidad inmediata al recubrir los mastocitos. [80H82]

1.5.2.  Inmunoglobulinas en peces

Como se menciona anteriormente, los linfocitos B de los peces expresan in-
munoglobulinas en su superficie y secretan anticuerpos antigeno -especificos en
respuesta a desafios inmunes, siendo IgM el principal receptor de superficie de las
células B2 convencionales y B1 “mnatas” de la zona marginal. [37]

En contraste a lo que ocurre en mamiferos, en los peces se han encontrado
s6lo tres isotipos de inmunoglobulinas: IgM, IgD/W, IgZ/T. (Ver figura [L.4). La
principal excepcién es que no se ha encontrado IgT en el bagre de canal. [83]
Hasta lo que se conoce, la IgM es la que desempena un papel mas importante en
la respuesta inmune adaptativa en los peces, ademas de ser la inmunoglobulina
mas abdundante en el suero. Las funciones efectoras de IgM incluyen la activacién
del complemento y opsonizacion de patégenos para mediae la fagocitosis. La IgM
se encuentra presente en la superficie celular de los linfocitos B, lo cual permite
usarla como marcador para esta subpoblacién linfoide. [57] [19}/65]

Respecto a la IgD, se ha encontrado en todos los grupos de vertebrados con
mandibula, excepto en las aves, lo que indica que es una clase de anticuerpo pri-
mordial. Al igual que la IgM, la IgD se expresa como un receptor en las células
B, generado como resultado del corte y empalme alternativo de pre-ARNm que
contiene la regién variable (VH) y la regién constante de cadena pesada (CH).

En algunas especies de especies de peces, IgD es ortélogo de IgW, un isotipo
de Ig que se encuentra solo en peces cartilaginosos y peces pulmonados, lo que
demuestra que IgD/W, como IgM, estaba presente en el antepasado de todos los
vertebrados mandibulares vivos. En marcado contraste con IgM, IgD/W es evolu-
tivamente labil, mostrando muchas duplicaciones asi como deleciones de dominios,
la presencia de multiples formas de corte y empalme, existencia como una forma
predominantemente secretora o transmembrana, o pérdida del gen completo de
una manera especifica de especie. [84]

IgT/Z es un tipo de anticuerpos exclusivo de peces dseos. Y si bien ain se ha
investigado muy poco, un aspecto destacado de la IgT es su capacidad para atra-
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Figura 1.4: Isotipos de inmunoglobulinas de peces y sus relaciones propuestas con isotipos de
otros grupos de vertebrados, Adaptado de Fish Immunoglobulins

vesar el epitelio mucosal gracias al receptor inmunoglobulina polimérico (pIgR),
lo cual le confiere un papel crucial en la defensa contra patdgenos en los tejidos
mucosos de los peces. En respuesta a ciertas infecciones parasitarias, en truchas se
ha observado un aumento en la produccién de IgT en las superficies mucosas como
el intestino, las branquias y la piel, mientras que los cambios en la IgM se limitan
a los compartimentos sistémicos. Las células B que producen IgT, se pueden dis-
tinguir como diferentes subconjuntos de células B que aquellas que expresan IgM
e IgD en su superficie. IgT/Z no se deriva del suero, sino que en parte parece ser
sintetizada localmente por células productoras de Ig en las capas subepidérmicas
y mucosas de la piel. También se ha postulado el papel de esta Ig de moco como
receptor especifico de antigeno para las células T. Aunque aun hay mucho por
descubrir en relacién con la funcién precisa de la respuesta inmunitaria adaptati-
va mediada por IgT en los peces, hay evidencia de la existencia de una compleja
interaccion entre diferentes tipos de células B y sus respuestas inmunitarias en la
mucosa de los peces. [86].

En el caso de los peces cartilaginosos, las Igs no se arreglan en el tipico arre-
glo translocén observado en vertebrados superiores, donde multiples segmentos
V, segmentos D y segmentos J estan dispuestos corriente arriba de las regiones
C para todos los diferentes isotipos de Ig. En su lugar, se organizan en clusters,
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donde un solo segmento V, dos o mas segmentos D, un segmento J y las regiones
C para un sdlo isotipo estan presentes en cada cluster, y multiples cluster estan
presentes para cada isotipo. [87] Ademds de IgM e IgW, los peces cartilaginosos
de la familia de los elasmobranquios expresan un tipo de anticuerpos que son ho-
modimeros de las cadenas IgH que no se asocian con cadenas Igl,, denominados
IgNAR (ver figura 1.4) [87] Por otro lado, también existen receptores de la super-
familia de las inmunoglobulinas reguladores de la inmunidad innata que a la fecha
sélo se ha detectado en peces dseos, estos son denominados “noveles receptores
tipo-inmunitario” y los “noveles transcritos semejantes a la inmunoglobulina” (o
NITR y NILT respectivamente por su sigla en inglés) Aunque estructuralmente
son similares a las Ig de los linfocitos B, estos receptores no se re-arreglan como
los anticuerpos. |88] [59]

1.5.3.  Inmunoglobulinas IgM

La IgM es el tnico isotipo conservado funcionalmente en todos los vertebrados
con mandibula, [89] y se la considera la inmunoglobulina méas antigua que comparte
funciones similares en todos los gnatéstomos. [90]

La IgM es el tipo de inmunoglobulina més abundante en el plasma de peces
Oseos y se puede encontrar tanto en forma de receptor de membrana como secre-
tada. La funcion de la IgM es similar en todos los vertebrados mandibulados, que
incluye la opsonizacién, facilitando la fagocitosis, la neutralizacién y la activacién
del sistema complemento. [71,91] Ademads se ha descipto que en algunos peces la
IgM puede mediar la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, por
sus siglas en inglés). [92] El ADCC es un mecanismo mediante el cual los anticuer-
pos se unen a antigenos en la superficie de las células diana y son reconocidos por
las células NK a través de receptores especificos para la regién Fc, lo cual indu-
ce la actiVacion de un mecanismo citotéxico que elimina a las células diana por
apoptosis. En mamiferos este mecanismo es llevado a cabo por algunos subtipos de
IgG [38] Sin embargo, en algunos peces se ha descripto que la IgM puede mediar
este mecanismo, aunque no esta esclarecido que los receptores participan. [93]

El monémero de la molécula de IgM posee una estructura heterodimérica do-
ble, que consta de dos cadenas pesadas (H)(p2) idénticas y dos cadenas k o 7y
livianas idénticas (L2). [94]. Los genes que codifican para la IgM en los organismos
deben generar tanto las formas de receptor como las formas secretoras de esta
inmunoglobulina. Esta necesidad de producir diferentes formas estructurales de
IgM implica que los genes involucrados en el ensamblaje del polimero de IgM se
encuentran en regiones altamente conservadas del genoma.

Como se menciona, la IgM se presenta tanto en forma de monémero en la
superficie de las células B como en forma de polimero secretado en circulacion.
Esto se logra a través de un proceso llamado empalme alternativo, en el cual los
genes de IgM pueden generar diferentes formas de ARN mensajero que codifican
para las distintas formas estructurales.

Los genes que dirigen el ensamblaje del polimero de IgM estan ubicados en
regiones gendémicas conservadas, lo que significa que estos genes tienen una se-
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cuencia similar entre diferentes individuos de la misma especie y entre especies
relacionadas. Esto asegura que los mecanismos moleculares necesarios para el en-
samblaje del polimero de IgM se mantengan estables y funcionales a lo largo de la
evolucién. [95496]

La conservacion de estos genes en dominios altamente conservados del genoma
es esencial para garantizar la produccion adecuada de IgM con sus diferentes for-
mas estructurales y para asegurar la funcién correcta de esta inmunoglobulina en
el sistema inmunolégico. [97] La polivalencia de la IgM permite una alta avidez de
union, que hace particularmente eficiente la unién a antigenos polivalentes, tanto
proteicos y no proteicos, por ejemplo, carbohidratos o lipidos presentes en super-
ficies microbianas que se encuentran altamente repetidos.

La cadena pesada de la IgM se compone de 1 dominio superfamilia Ig corres-
pondiente a la regién VH y 4 dominios en la regién CH. Sin embargo, dentro de
distintas especies, existen diferencias claras en la estructura de las IgM producidas.

Por ejemplo, en peces cartilaginosos, al igual que ocurre en otros vertebrados,
las IgM que se encuentran en la forma transmembrana contienen el mismo nimero
de dominios CH que la forma secretada. Por el contrario, en peces teledsteos la
IgM anclada a la membrana carece del cuarto dominio constante CH. Ademas,
en peces teledsteos la forma predominante de IgM secretada tiene una estructura
mayormente tetramérica, a diferencia de otros vertebrados superiores y peces car-
tilaginosos, en los cuales la IgM secretada es pentamérica. Esta IgM pentamérica
incluye una cadena J que estabiliza el pentdmero. 19,3782, 98]Distintas formas
de IgM en peces y mamiferos se representan en la figura (1.5

o

Figura 1.5: Representacién esquematica de IgM en peces teléosteos y mamiferos. (A) Monéme-
ro IgM en teléosteos. (B) Tetrdmeto IgM en teléosteos. (C) Monémero IgM en mamiferos. (D)
Pentdmero IgM en mamiferos. Cada circulo indica un dominio Ig. Los circulos azul (cadena
pesada) y blanco (cadena ligera) son dominios constantes, mientras que los circulos rojos son
dominios variables. La cadena J presente en la estructura del pentdmero IgM de los mamife-
ros estd ausente en los peces teledsteos que normalmente forman tetrameros IgM. Adaptado
de [99]

Cabe destacar que en los mamiferos, la afinidad de los anticuerpos va au-
mentando durante la respuesta inmune, acompanado de un cambio de clase de
inmunoglobulina (por ejemplo de IgM a IgG). Por esto al comparar las afinidades
de unién al antigeno de las IgM se ha encontrado que son tipicamente méas bajas
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que las de otros isotipos como la IgG. [67] Sin embargo, en los peces no se obser-
va ninguin cambio en el tipo de inmunoglobulina y la afinidad de los anticuerpos
secretado suele ser baja, aunque en algunos casos si se observa un aumento en la
afinidad por el antigeno. [67] [56] En los tiburones se ha descripto que frente a
una inmunizacién inicialmente se produce IgM pentamérica (19S), mientras que
luego se produce IgM monométrica (7S) e [gNAR, aunque esta respuesta deriva de
distintos linajes de linfocitos B y no se debe a un proceso de cambio de clase. [71]

1.5.4. Inmunoglobulinas en el esturién

En el género Acipenser, se han descrito tres clases de inmunoglobulinas: IgM,
IgD [20,100] e IgW /T, un homdlogo putativo de IgD [101], mientras que IgG, IgA,
IgE e IgT/Z estan ausentes [102,/103]. La IgM es el isotipo de inmunoglobulinas
predominante en el suero y se ha demostrado que tiene una estructura tetramérica
[101]

En términos generales, parece que la inmunoglobulina del esturién es fisi-
coquimicamente muy similar a la IgM encontrada en otras especies peces. Los
estudios que se han propuesto purificar, identificar y caracterizar IgM de estu-
rién mediante metodologias moleculares han obtenido caracterizaciones simila-
res. |[1035106] En primer lugar, se ha informado que el PM de la IgM de esturion es
de alrededor de 870-900 kDa, lo que indica su gran tamano. En segundo lugar, se
ha determinado que la IgM se compone de dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas
ligeras (L), de PMs de 70-73 y 27-30 kDa, respectivamente. Estos hallazgos sugie-
ren que la IgM de esturién tiene una estructura tetramérica. A su vez, a partir
de la amplia diversidad de metodologias empleadas para purificar IgM de estu-
rién, (precipitacién por sulfato de amonio, cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia de exclusién molecular, didlisis y concentracion de las fracciones del
suero) se han obtenido purificados que exhiben una alta pureza y homogeneidad.
Este aspecto revela que la IgM de esturién posee una estructura tridimensional
bien definida y estable, de hecho se ha visto que la IgM mantiene su conformacion
al aplicarle distintas estrategias de purificacién. [107]

Cabe destacar que se han observado diferencias en el reconocimiento de la
IgM por antisueros policlonales, producidos tanto en modelos de conejo como de
ratones. En el andlisis de reactividad cruzada del antisuero policlonal anti-IgM de
algunas especies de esturion se ha mostrado reaccién cruzada con IgM de otras
especies de peces, como el pez espatula. Sin embargo, no se obtuvo reactividad
cruzada con IgM de bagre de canal, trucha arcoiris o lubina rayada. [103,[104]

Desde otro punto de vista, el andlisis filogenético de isotipos de la cadena
liviana de Ig mostré que en Acipensiformes aparecen los subtipos x, A y o. [108]
En A. ruthenus, las transcripciones de s, del timo comprendian el 99% de las
transcripciones de cadena liviana, lo que sugiere que A\ y o desempenan papeles
menores en la inmunidad al esturién. [70,108]. Por otro lado, en esturiones hibridos
(A. ruthenus x H. huso) se han purificado los anticuerpos del suero y se observé
que presentan una mayor capacidad de union a antigenos en comparacion con la
de los teledsteos. Ademas la capacidad de union de estos anticuerpos aumenté con
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la edad. [106] También se encontré que estos esturiones son capaces de producir
inmunoglobulinas naturales, sin la necesidad previa de exposicién al antigeno. [106]

1.5.5. Efecto de la temperatura en la producciéon de inmunoglo-
bulinas en peces

Dado que los peces son poiquilotérmicos, su metabolismo depende directamente
de la temperatura del agua circundante y por eso la influencia de la temperatura
sobre la respuesta inmune en peces ha sido sustancialmente documentada. Es-
ta influencia se observa con mayor frecuencia como la variacién estacional de la
incidencia de enfermedades infecciosas. [109}/110]

Los efectos de la temperatura en la produccion de las inmunoglobulinas se han
examinado en varios teléosteos. Se conoce que una serie de factores influyen en la
produccién de inmunoglobulinas, tales como el estado de inmunocompetencia del
individuo, la ruta de entrada del antigeno, la naturaleza del mismo, la dosis y la
temperatura. [82] En tele6steos se ha documentado que la concentracion sérica de
IgM es significativamente variable en diferentes etapas de la vida, asi como bajo di-
ferentes condiciones fisicoquimicas como edad, peso, sexo, enfermedad, vacunacién,
desafio y condiciones ambientales. [111}/112]

En un estudio realizado en el halibut del Atldntico, se investigd el impacto de
diferentes temperaturas de crecimiento (12 °C y 18 °C) en la produccién de anti-
cuerpos, lo que revelé que las temperaturas mas altas dieron como resultado niveles
maés altos de anticuerpos [113]. De manera similar, un estudio en la lubina examiné
la respuesta de anticuerpos a varias temperaturas (12 °C, 18 °C, 24 °C y 30 °C),
observando respuestas elevadas a las dos temperaturas més altas [114]. Un estudio
sobre lenguado de verano mantenido a temperaturas que oscilaban entre 7,5 °C y
27 °C mostré un retraso en la produccién de anticuerpos a las temperaturas mas
bajas, sin afectar la magnitud o la duracién de la respuesta [115]. Con respecto a
la tilapia del Nilo cultivada a diferentes temperaturas (18 °C, 23 °C, 28 °C y 33
°C), se observé un aumento significativo en los niveles de IgM en plasma con el
aumento de la temperatura, excepto en la temperatura més alta [116]. Un informe
que investigd el bacalao del Atlantico cultivado durante 12 meses a temperaturas
del agua de 1 °C, 7 °C y 14 °C revelé aumentos significativos e interrelacionados en
la concentracién de IgM en plasma a medida que aumentaba la temperatura del
agua [117]. En un estudio inicial sobre la eficacia de la vacuna utilizando salmén del
Atlantico mantenido a temperaturas de 2 °C, 4 °C, 6 °C, 8 °C y 10 °C, se observé
que la proteccién después del desafio era més eficaz a temperaturas mas bajas (
6 °C o menos), a pesar de que no hubo diferencias significativas en los niveles de
anticuerpos especificos entre los grupos. [118] En la carpa, la produccién de anti-
cuerpos se inhibié a 12°C. [119] Por el contrario, un estudio sobre la trucha arcoiris
encontré una regulacién positiva significativa del gen responsable de codificar la
IgM secretada en peces mantenidos a 25 °C, mientras que no se observo ningun
efecto sobre la expresion de IgT/Z. [120] En conjunto, estos resultados sugieren
que las variaciones en la temperatura afectan la respuesta de anticuerpos en los
peces, siendo el efecto dependiente de la temperatura éptima de cada especie.
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La respuesta de anticuerpos se ve afectada por la temperatura a distintos nive-
les. La primera fase de la respuesta, el reconocimiento y procesamiento de antige-
nos, parece ser independiente de la temperatura. Las interacciones celulares subsi-
guientes son los primeros eventos que demuestran la sensibilidad a la temperatura.
La siguiente proliferacion y diferenciacién de células B son independientes de la
temperatura, mientras que la sintesis y liberaciéon de anticuerpos son los segundos
procesos dependientes de la temperatura. Estos eventos se evidencian por un re-
traso en la aparicion de anticuerpos circulantes, aunque la magnitud y duracién
de la respuesta humoral no se ven afectadas [82] [121]

Ademi4s de la dependencia de la especie, los efectos de la temperatura dependen
de la dosis de antigeno, la via de administraciéon y el tiempo de aclimatacién.
[122,/123] El efecto de la temperatura en el retraso temporal en la produccién de
Igs se ha documentado en varias especies de peces, incluyendo trucha arcoiris, [124],
tilapia del nilo |125] y salmén rojo. |126]

La primera estrategia empleada para entender los mecanismos por los cuales la
temperatura afecta la produccién de anticuerpos se basé en estudios con conjuga-
dos haptenos-transportadores. [127] Esta estrategia sugirié que el paso sensible a la
temperatura en la produccion de anticuerpos estaba relacionado con la alteracion
de la funcién de los linfocitos T colaboradores. En estudios posteriores utilizando
conjugados hapteno-carriers dependientes y no dependientes del timo, se evidencid
que las respuestas mediadas por células T eran sensibles a bajas temperaturas, pe-
ro la funcién de memoria T o de las células B no se veian afectadas. [12§] En esta
linea, se vié que bajas temperaturas ejercerian su influencia a nivel de la mem-
brana plasmatica de las células T. Se postuld que las células T del bagre pueden
ser incapaces de desarrollar adaptaciones homeoviscosas para compensar el efecto
rigido de las temperaturas més bajas en las membranas celulares. [129] Otros com-
ponentes de la membrana que participan en diversos procesos de reconocimiento
celular, como las proteinas y los carbohidratos también pueden verse afectados por
la temperatura ambiental. En la carpa, se ha visto que los niveles de acido sidli-
co disminuyen con la reduccién de la temperatura, resultando en una disposicién
diferente de glicanos, que se correlaciona con una modificacién de la estructura y
funcién de la membrana plasmatica. [130] Si bien atin se necesitan més estudios pa-
ra concluir esta hipétesis, se ha establecido que las temperaturas ambientales mas
bajas pueden actuar sobre la respuesta inmune de peces modificando los lipidos y
carbohidratos de la superficie celular de las células T colaboradoras.

En el esturién, no se ha examinado el efecto de la temperatura sobre la sintesis
de Igs, ni en condiciones basales ni en consecuencia de una respuesta inmunolégica.
En este trabajo nos enfocamos en comparar la produccién de inmunoglobulinas de
esturién ruso utilizando anticuerpos anti-IgM en muestras de sueros de esturién
en condiciones de invierno y verano.
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1.6. Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo principal producir anticuerpos poli-
clonales anti-IgM de esturion ruso en ratén, con la finalidad de utilizarlos para
evaluar los niveles de IgM sérica en esturiones cultivados en las granjas acuicolas.

Como objetivos especificos se plantean:

= Purificar anticuerpos IgM de esturién ruso a partir de muestras de suero.

= Inmunizar ratones con la IgM de esturion purificada y evaluar la res- puesta
de anticuerpos producida.

= Evaluar los niveles de anticuerpos IgM en muestras de invierno y verano
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Capitulo 2

Materiales y métodos

En este capitulo se detallan las técnicas, métodos y conceptos estudiados y
empleados en el presente trabajo. En primer lugar, se enumeran los reactivos ge-
nerales y se analizan las distintas técnicas de purificacién de la IgM de esturién
ruso. Luego se explica la metodologia utilizada para la inmunizacién de ratones
con la fraccién de IgM purificada y el seguimiento de la respuesta de anticuerpos en
el tiempo. Por ltimo se realiza una introduccion sobre la técnica de Western-Blot
y su aplicacién a los objetivos de interés especificos. En la Figurg2.1] se representa
en detalle el diagrama de flujo de la metodologia de trabajo empleada.

©) ©) ®

Purificacion de Evaluacion de la Inmunizacion de igM en
inmunoglobulinas IgM de purificacién de igM de modelo de ratones
esturion esturion

Comparacion Obtencién de anticuerpos Seguimiento de la
semicuantiativa de igM policlonales anti-igM de inmunizacién y evaluacién
en muestras de suero de esturion de la avidez
esturién de invierno y
verano

Figura 2.1: Diagrama de flujo general de la estrategia experimental empleada para cumplir los
objetivos del trabajo. Creada en https://biorender.com/
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2.1. Reactivos generales

Los reactivos generales utilizados en esta tesina fueron los siguientes:

= Sales inorgdnicas, solventes y otros reactivos quimicos: Cloruro de sodio
(NaCl), alcohol metilico y alcohol isopropilico adquiridos de Drogueria In-
dustrial Uruguaya; acido acético, acido citrico, y acetato de sodio de Merck
(Alemania); dcido etilendiaminotetraacético (EDTA), acrilamida y dodecil-
sulfato sédico (SDS) de Applichem (Alemania); bisacrilamida, persulfato de
amonio (APS), tetrametiletilendiamina (TEMED) y tris(hidroximetil) ami-
nometano de Sigma-Aldrich (EEUU), fosfato de sodio dibésico (Na2HPO4)
de Carlo Erba, ditiotreitol (DTT) de Bio Basic (Canad4), reactivo MicroTM
BCA Assay kit y solucion de revelado para Western Blot SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate de Thermo Scientific (EEUU).

» Reactivos biolégicos: seroalbimina bovina (BSA) de Applichem; anticuerpo
policlonal de cabra anti- IgG de ratén conjugado a peroxidasa de rabano de
Calbiochem (Alemania) y marcador de peso molecular (MPM) de proteinas
preteniido de rango 10-180 kDa Thermo Scientific. (EEUU).

2.2. Purificacion de inmunoglobulinas IgM de esturién
ruso

El presente trabajo se enfocé en utilizar técnicas de purificacién basadas en
trabajos disponibles en la literatura para la purificaciéon de IgM en otras especies
de esturién. En estos trabajos se utilizaron las técnicas de precipitacién con sulfato
de amonio, en combinacién con una o varias etapas de didlisis.

La precipitacién con sulfato de amonio es considerada hace décadas como un
método cldsico para la purificacién y concentracion de inmunoglobulinas a par-
tir del suero. [131]. La precipitacién con sulfato de amonio fue la metodologia
de purificacién seleccionada debido a que es una metodologia rapida y econdémi-
ca, ampliamente 1util para separar proteinas de muestras complejas de partida y
concentrar volimenes considerables de la proteina de interés. A su vez, dicha me-
todologia fue vastamente empleada para el aislamiento y purificacién de IgM a
partir de diferentes especies de esturién. [104] [132]

El concepto clave de este método consiste en que la solubilidad de las proteinas
es afectada por la concentracién salina (iones). En solucién, las proteinas forman
enlaces de hidrégeno con moléculas de agua a través de sus grupos polares e iénicos
expuestos. [133] A concentraciones de sal elevadas, el sulfato de amonio compite
con las cadenas laterales polares de la proteina por el apareamiento de iones con
las moléculas de agua, por tanto la sal reduce el volumen efectivo de disolvente,
lo que resulta en precipitacién. [134] Si bien la mayor parte de las proteinas re-
quieren al menos una pequeiia concentracion de sal para permanecer plegadas y
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estables, [135] a medida que la concentracién de sal aumenta, la superficie de la
proteina se cargara tanto, de modo que las moléculas de proteina se autoagregan
y precipitan. [136] (ver Figura . Debido a que la precipitacion se debe a una
solubilidad reducida y no a la desnaturalizacién, la proteina que precipita puede
resolubilizarse facilmente usando soluciones amortiguadoras con concentraciones

fisiolégicas de NaCl. [137]
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Figura 2.2: Representacion del proceso de precipitacién de proteinas con sulfato de amonio.
Creada en https://biorender.com/

La cantidad de sulfato de amonio necesaria para precipitar una proteina deter-
minada dependera principalmente de la carga superficial, la distribucién superficial
de las cadenas laterales polares y el tamaifio de la proteina, asi como del pH y la
temperatura de la solucion. [138]

Por otro lado, todas las metodologias de purificacién incluyeron al menos una
etapa de didlisis. La didlisis es una metodologia que permite separar moléculas de
acuerdo con su tamano, mediante el empleo de membranas semipermeables que
contienen poros de dimensiones inferiores a las de la macromolécula de interés.
Estos poros permiten que moléculas pequenas, tales como las de los disolventes,
sales y metabolitos pequenos, difundan a través de la membrana, pero bloqueen el
transito de moléculas mayores. [139)

El procedimiento estandar para una dialisis es introducir una disolucién macro-
molecular en el saco o bolsa de didlisis, que se sumerge en un volumen relativamente
grande de disolvente. Las moléculas pequenas pasan a través de la membrana al
fluido externo hasta que se alcanza el equilibrio, las macromoléculas permanecerian
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en el interior de saco de didlisis. El proceso puede repetirse varias veces a fin de
sustituir completamente un sistema disolvente por otro. (ver figura2.3). [140]
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Membrana
de didlisis
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Figura 2.3: Representacién de la metodologia de dialisis. Adaptada de https://biorender.com/

Las muestras de suero utilizadas para la purificacién de IgM de esturién ruso
estaban conservadas a -80°C en el laboratorio de Inmunologia. Estas muestras
fueron obtenidas de esturiones rusos de 4 anos cultivados en la granja Esturiones
del Rio Negro durante los meses de invierno. La purificacién partié de muestras
individuales de esturién descongeladas a partir de alicuotas de suero almacenadas
-80 °C, que se alicuotaron y preservaron a -20°C durante 11 meses.

A continuacién se describen las 4 metodologias de purificacién utlizadas en este
trabajo:

2.2.1. Metodologia 1 - Precipitacion de la fraccion euglobulina

La primer metodologia de purificacion se basé en la técnica para purificar IgM
de suero de esturién siberiano (Acipenser baerii) descripta por Partula. [104] En
esta técnica, el suero de partida se dializé extensivamente contra buffer Tris-HCI
5 mM a 4°C (buffer de didlisis) utilizando una membrana de tamafio de poro 14
kDa (Sigma-Aldrich, EEUU). El precipitado obtenido tras dicha diélisis se lavé
5 veces con buffer de dialisis y se disolvié en buffer Tris-HCI 0.1 M, 1 M NaCl,
pH 8.6. Posteriormente, la fraccion obtenida se dializé nuevamente utilizando una
membrana de tamano de poro 14 kDa (Sigma-Aldrich, EEUU) contra buffer fosfato
10 mM pH 7.4, conteniendo NaCl 150 mM (PBS). La fraccién final asi obtenida
(fraccién euglobulina) fue almacenada a 4°C hasta su posterior andlisis
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2.2.2. Metodologia 2 - Precipitacién con sulfato de amonio 50 %

La segunda estrategia de purificacion realizada se basé en la técnica utilizada
por Yektaseresht y colaboradores para purificar IgM desuero de esturion Siberiano
y esturién estrellado (Acipenser stellatus) [105]. En esta técnica el suero de partida
se sometié a una precipitaciéon con una solucién de sulfato de amonio saturado al
50 % por 6 horas a 4°C con agitacién suave y luego se centrifugd a 9000 g durante
15 min a 4 °C. El precipitado asi obtenido se lavé 5 veces contra buffer de dialisis
para remover el sulfato de amonio y se resuspendié en PBS. Finalmente, la fraccion
obtenida se dializé contra PBS por 24 h utilizando una membrana de tamafno de
poro 14 kDa (Sigma-Aldrich, EEUU). La fraccién obtenida, fue preservada a 4°C
hasta su posterior andlisis por electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE).

2.2.3. Metodologia 3 - Precipitacién con sulfato de amonio 50 %
seguido de aglutinacién con polietilenglicol

La tercer metodologia realizada se basé en la técnica utilizada por Yasumoto
y colaboradores para purificar IgM de suero de esturién hibrido (Huso huso x
Acipenser ruthenus). [106] En esta técnica el suero de partida se diluyé en una
proporcién de 1:4 con PBS y posteriormente se sometié a una precipitacion con
igual volumen de solucién saturada de sulfato de amonio durante 1 h a 4°C con
agitacion. Los precipitados resultantes se recogieron por centrifugacion a 12.000
rpm a 4 °C durante 10 min. El precipitado se disolvié en PBS y se dializé toda
la noche utilizando una membrana Sigma-Aldrich (EEUU) de tamano de poro 14
kDa contra PBS. Posteriormente, a la fraccion obtenida se le agregé un volumen
igual de polietilenglicol (PEG) 6000 al 24 % durante 2 h a 4 °C con el objetivo
de aglutinar los componentes de alto PM, fraccién en la que se esperaba obtener
las IgM séricas. Los precipitados resultantes se recogieron por centrifugacion a
12.000 rpm a 4 °C durante 10 min y se disolvieron en PBS. Finalmente, la fraccién
obtenida se dializé contra PBS por 24 h utilizando una membrana de tamafo de
poro 14 kDa (Sigma-Aldrich, EEUU). La fraccién obtenida se lavé 5 veces contra
buffer de didlisis y se resuspendié en PBS, fue preservada a 4°C hasta su posterior
anélisis por SDS-PAGE.

2.2.4. Metodologia 4 - Precipitacién con sulfato de amonio 33 %
seguida de didlisis contra buffer Tris-HCI 5mM

La cuarta metodologia utilizada se basé en la técnica amablemente proporcio-
nada por la M. Sc. Silvina Rossi (Polo Tecnolégico de Pando, Facultad de Quimica,
UdelaR), anteriormente empleada para la purificacién de IgM de suero de esturién
Siberiano. En esta técnica el suero de esturién de partida se sometié a una pre-
cipitacién con solucién de sulfato de amonio 33 % en reposo durante 2h a 4°C. A
diferencia del resto de las metodologias empleadas, en el primer paso se descarté el
precipitado inicial y se continud trabajando con el sobrenadante. El sobrenadante
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se dializé contra buffer Tris-HCl 5 mM pH 7.4 utilizando una membrana de tamafio
de poro 14 kDa (Sigma-Aldrich, EEUU). El precipitado se lavé 5 veces con buffer
Tris- HCl 5 mM pH 7.4, se disolvié en PBS, y se dializ6 nuevamente contra PBS
por 24 h utilizando una membrana de tamafnio de poro 14 kDa (Sigma-Aldrich,
EEUU). La fraccién asi obtenida fue preservada a 4°C hasta su posterior andlisis
por SDS-PAGE.

2.2.5. Cuantificacién de niveles de proteina total en las fracciones
obtenidas en cada método de purificacion

La concentracién proteica de las fracciones obtenidas para cada método de
purificacién se determiné analizando la absorbancia a 280nm. En el caso de la
purificacién por la metodologia 4, ademads se cuantificé la concentracion de la frac-
cién final por la metodologia de acido bicinconinico utilizando el reactivo comercial
Micro™ BCA Assay kit, siguiendo las recomendaciones del fabricante. El ensayo
se llevd a cabo en placas de 96 pocillos de fondo plano, y se analizaron las mues-
tras y el estdndar (BSA) por duplicado. Brevemente, se sembré 150 pL de una
dilucién 37/100 de IgM purificada (para obtener una concentracién estimada de
10 pg/mL de acuerdo a la Abs280) y de diluciones seriadas del estdndar de BSA
al 1/2 (concentraciones de 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.75 pg/mL) en PBS, con
150 pL del reactivo de trabajo. La placa se cubrié con papel Parafilm y tapa y
se incubé durante 2 h en banio de agua a 37°C. Finalizada la incubacion, se re-
gistré la absorbancia en lector de placas a 560 nm y se construyd una curva de
calibraciéon graficando los valores de absorbancia promedio del estdndar en funcién
de las concentraciones de BSA. Se realizé un ajuste lineal de la curva utilizando
el programa Origin 8.5 (OriginLab Corp, EEUU) y se calculd la concentracién de
proteina total en la fracciéon purificada.

2.3. Evaluacion de la purificacion

Como se mencioné al inicio de este capitulo, la evaluacién de la purificacién se
realizo en dos etapas principales. Primeramente, las fracciones obtenidas aplican-
do las distintas metodologias de purificacién se analizaron mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en
condiciones reductoras y no reductoras. En segundo lugar, se seleccionaron y cor-
taron bandas especificas obtenidas a partir los SDS-PAGE obtenidos mediante la
metodologia 4 de purificacién, y se enviaron al servicio de la Unidad de Bioquimica
y Protedmica Analitica del Instituto Pasteur para su identificacién mediante es-
pectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF). A continuacién, se describen ambas
metodologias.
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2.3.1. Evaluacion de la purificaciéon mediante electroforesis SDS-
PAGE

Para evaluar las etapas de purificacién de cada metodologia se llevé a ca-
bo una electroforesis SDS-PAGE. La electroforesis es un método versatil para la
separacion y caracterizacion fisicoquimica parcial de moléculas aprovechando las
diferencias de tamano, conformacién y carga. |141] Cabe resaltar que esta técnica
permiti6é comparar las distintas estrategias de purificacién (descriptas para la IgM
de otras especies de esturién) mediante la determinacién de (a) el grado de conta-
minacién con otras proteinas séricas y (b) el grado de degradacién/procesamiento
proteolitico en las fracciones de Ig recuperadas. [142] El método de electroforesis se
basa en la diferencia de movilidad de moléculas cargadas tras aplicarle un campo
eléctrico y se utiliza principalmente para el andlisis y purificacion de proteinas o
acidos nucleicos. [143] La electroforesis normalmente se lleva a cabo cargando una
muestra que contiene las moléculas de interés en carril (o pozo) en una matriz
porosa a la que luego se le aplica un voltaje. Moléculas de diferente tamario, forma
y movimiento de carga migran a través de la matriz a diferentes velocidades. Al
final de la separacién, las moléculas se detectan como bandas en diferentes posi-
ciones. La matriz puede estar compuesta por una serie de materiales diferentes,
como ser papel, acetato de celulosa o geles hechos de poliacrilamida, agarosa o
almidén. [144]

Los geles de poliacrilamida son estructuras reticuladas inertes. Los tamanos
de poro en dichos geles son similares al radio molecular de muchas proteinas.
[145] Los geles de poliacrilamida son ideales para aplicaciones electroforéticas por
muchas razones; la poliacrilamida es un medio termoestable, transparente, fuerte y
relativamente inerte quimicamente. Su versatilidad, sin embargo, radica en que se
puede preparar con una amplia gama de tamanos de poro, que es la caracteristica
intrinseca crucial del gel para determinar como migraran las proteinas de diferentes
tamanos. El tamano de poro de un gel se puede variar mediante las concentraciones
de mondémero de acrilamida y bisacrilamida. [143] [145]

Aunque la tecnologia y métodos de separacion de electroforesis han evolucio-
nado durante mas de 100 anos [146], en la mayoria de los sistemas se carga el
gel de poliacrilamida entre dos cdmaras (interna y externa) de tal manera que la
unica conexién eléctrica entre las cdmaras es a través del gel. Al aplicarle el vol-
taje y mediante la combinacién 6ptima de porosidad, densidad del gel, niimero de
pocillos y condiciones de corrida se logra la migracién y separacion satisfactoria
de los distintos componentes moleculares de la muestra. [141] En este trabajo se
utilizaron geles de poliacrilamida dado que es una de las matrices més utilizadas
para la separacién de proteinas por pesos moleculares, util para la separacién de
inmunoglobulinas. Ademés, se utilizé dodecilsulfato de sodio (SDS), un detergen-
te aniénico que enmascara la carga de las proteinas, por lo tanto, los complejos
aniénicos formados tienen una carga negativa neta aproximadamente constante
por unidad de masa lo cual permite descartar la variable carga, haciendo que las
proteinas migren de acuerdo a su tamano. [147]
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2.3.2. Condiciones de trabajo de la evaluacién de la purificacion
por electroforesis SDS-PAGE

En este marco, se optimizaron las condiciones de acuerdo a las propiedades fisi-
coquimicas generales de la I[gM. Asimismo, debido a que es sabido que las moléculas
poliméricas de IgM pueden disociarse parcial o completamente en condiciones re-
ductoras, |148] se incluyé el agregado del agente reductor DTT. La disociacién de
las IgM por DTT se basa en la ruptura de los enlaces disulfuro presentes en las
IgM.

Para evaluar la purificacion, las distintas fracciones de cada metodologia se
sembraron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductoras y no
reductoras. Para esto se utilizaron geles concentradores al 4 % (m/v) y separadores
al 12.5% (m/v) de 1.5 mm de espesor. 2.7 ng de las distintas fracciones de cada
purificacién se llevaron a un volumen final de 24 uL con buffer muestra 6X (Tris-
HC10.35 M, SDS 10 % (m/v), glicerol 30 % (m/v), azul de bromofenol 0.12 mg/mL,
pH 6.8), 40 mM de DTT y cantidad suficiente de PBS y se calentaron a 80-90°C
durante 5 minutos. En paralelo se sembré un MPM Thermo Scientific pretenido
(10-180 kDa). Los geles se corrieron en buffer de corrida Tris 0.25 M, glicina 1.92
M y SDS 1% durante 20 minutos a 80 V y luego durante 50 minutos a 150 V a
temperatura ambiente en un sistema MiniPROTEAN Tetra Cell (BioRad, EEUU).
Una vez finalizada la corrida electroforética los geles se retiraron del equipo, se
fijaron en solucién de dcido acético 10 %, etanol 40 % y se tineron con solucién de
azul de Coomassie coloidal seguido de lavado con agua destilada.

2.4. ldentificacion de IgM de esturion ruso mediante es-
pectrometria de masas.

La espectrometria de masas es una técnica ampliamente utilizada para iden-
tificar y caracterizar proteinas. La digestion enzimdtica de las proteinas en pépti-
dos, que luego se analizan en el espectrometro de masas y se identifican mediante
métodos computacionales utilizando bases de datos especificas para la especie en
cuestién. En este trabajo, las bandas obtenidas del andlisis por SDS-PAGE de
la fraccion obtenida luego de aplicar la metodologia 4 se enviaron a analizar al
servicio de la Unidad de Bioquimica y Proteémica Analitica (UByPA, Instituto
Pasteur). Se eligi6 trabajar con esta fraccién porque fue la metodologia que pro-
dujo mejores resultados, observiandose en el andlisis por SDS-PAGE bandas del
tamano esperado para la IgM y menor presencia de posibles contaminantes. Una
vez que las muestras llegaron al Instituto Pasteur, las proteinas extraidas de ca-
da banda fueron reducidas y alquiladas con iodoacetamida y luego analizadas por
MALDI-TOF/TOF MS (del inglés Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization
y Time of Flight Mass Spectometry). El andlisis completo y la bisqueda de los
péptidos obtenidos fue realizada por Madelén Portela (UByPA), utilizando la base
de datos de " Acipenser ruthenus (Sterlet sturgeon) [7906]c proteome:up000289886
(descargada |149] a la que se le unié una base de datos propia obtenida a partir
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del transcriptoma hepético de esturién ruso ensamblado por nuestro grupo [6]. En
los casos donde no se obtuvieron resultados con estas bases de datos se realizé una
btusqueda en la base de datos Vertebrados EST.

2.5. Obtencion de anticuerpos anti-lgM de esturién ruso
en raton

De acuerdo con el plan de trabajo planteado, una vez que se logré una buena
purificaciéon de las IgMs de esturién ruso se procedié a inmunizar ratones utilizando
dicho antigeno, con el objetivo de obtener anticuerpos policlonales anti-IgM de
esturion ruso. Los aspectos criticos a considerar en un esquema de inmunizacion
incluyen: la cepa de ratén que se va a inmunizar, el tipo y dosis de antigeno, el
uso de adyuvante, la mezcla de antigeno y adyuvante, y la eleccién de la via y el
régimen de inmunizacién. [150]

En esta etapa también se utilizé6 como antigeno la IgM purificada a partir de
la metodologia 4, ya que fue el procedimiento que dio mejores resultados, tanto
a nivel de presencia de contaminantes (resultados de SDS-PAGE), como de iden-
tificacién proteica (resultados de espectrometria de masas). Se utilizaron 3 lotes
de ratones a los que se les administraron dosis distintas de IgM de esturién ru-
so emulsionado con adyuvante completo de Freund (ACF) para la inmunizacién
inicial y adyuvante incompleto de Freund (AIF) para la inmunizacién de refuer-
zo. Se utilizaron estos adyuvantes debido a que son quizas los adyuvantes mas
ampliamente utilizados para estudios en animales y sobre los cuales habia mas ex-
periencia previa en el Laboratorio de Inmunologia. Ambos adyuvantes contienen
aceite mineral como agente emulsionante y en el caso del ACF también contiene
bacterias Mycobacterium muertas por calor. [151] Debido a que las reacciones ad-
versas son generalmente mucho mas extensas con el ACF que con el AIF, el ACF
generalmente solo se usa en la inmunizacién inicial, mientras que el AIF se usa
para las dosis de refuerzo. [152]

Durante la inmunizacién el seguimiento de la respuesta de anticuerpos anti-
IgM se realiz6é mediante la metodologia de ELISA. A continuacién, se describen los
procedimientos realizados para la obtencién de los anticuerpos policlonales anti-
IgM de esturién ruso en ratén.

2.5.1. Inmunizacién de ratones con IgM de esturién ruso

En la Figura2.4] se esquematiza la estrategia completa de inmunizacién utili-
zada en este trabajo. Los ratones se distribuyeron en 3 lotes de 3 individuos cada
uno, los cuales fueron separados en cajas de tamano adecuado y mantenidos en
el bioterio del Laboratorio de Inmunologia, ubicado en el Instituto de Higiene.
El protocolo de experimentaciéon animal se realizé siguiendo los procedimientos
recomendados por la Comisién Honoraria de Experimentacién Animal (UdelaR),
de acuerdo con el protocolo aprobado por la Comisién de Etica de la Facultad de
Medicina (Protocolo N° 1478, “Preparacién de anticuerpos policlonales especificos
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contra proteinas de esturién ruso (Acipenser gueldenstaedtii) en ratén”). Todos los
procedimientos con los animales fueron realizados por la Dra. Ana Maria Ferreira
y la Dra. Valeria Silva con la colaboracién de la Dra. Paula Arbildi para algunas
extracciones de sangre.

Al dfa inicial los 3 lotes de ratones de la cepa CD1 se inmunizaron por via
intraperitoneal con 100 pl. de una mezcla IgM de esturiéon ruso emulsionada con
ACF. Cada lote fue inmunizado con distintas dosis de IgM: 100 pg para el Lote 1,
50 pg para el Lote 2 y 25 pg para el Lote 3. A cada ratén de cada lote se le realizé
un pequeno corte en la oreja con el objetivo de individualizarlo e identificarlo (sin
corte, corte en oreja derecha o corte en oreja izquierda). Con el objetivo de lograr el
seguimiento de la inmunizacidn, los ratones fueron sangrados respetando intervalos
de tiempos segin se indica en la Figura y la respuesta de anticuerpos fue
seguida por ELISA para decidir el momento adecuado de dar la dosis de refuerzo
o booster (momento en el cual la respuesta de anticuerpos comienza a bajar). La
inmunizacion de refuerzo se realizé con una dosis de 50 pg para todos los lotes a los
136 dias post-inmunizacién. El dia final se realiz6 la eutanasia de los ratones para
obtener el maximo volumen posible de suero policlonal anti-IgM de esturién. [153]
El tiempo final del protocolo fue extendido respecto al previsto debido a desafios
e imprevistos temporales, incluyendo aquellos derivados de la pandemia.

‘ Inmunizacion l Booster Safl'_:gl::do
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Figura 2.4: Estrategia experimental empleada para la inmunizacién con igM en Modelo de
Ratones. Creada en https://biorender.com/
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2.5.2.  Seguimiento de la inmunizacién mediante ensayo de ELISA
para la deteccién de anticuerpos

La obtencién de anticuerpos anti-IgM siguiendo el protocolo de inmunizacién
detallado en el apartado anterior se evalué mediante de ensayos de inmunoabsor-
cién ligado a enzimas (ELISA). El ELISA es un inmunoensayo de alta sensibilidad
que se utiliza para detectar y cuantificar distintos tipos de analitos (incluidos los
anticuerpos). La deteccién de estos analitos se logra mediante la formacién de
inmunocomplejos anticuerpo-antigeno. [154]

La técnica general del ELISA se basa en la inmovilizacién de un antigeno o
un anticuerpo en una superficie de fase sélida y en la introduccién de muestras
biolégicas que contienen los anticuerpos o los antigenos especificos que se quieren
detectar, los cuales formaran los inmunocomplejos antigeno-anticuerpo de acuerdo
a la molécula inmovilizada en la fase sélida. Para evaluar la formacién de los
inmunocomplejos usualmente se utilizan anticuerpos acoplados covalentemente a
una enzima, usualmente peroxidasa. [155] La adicién del sustrato a la enzima da
lugar a la reaccién enzimaética y cuyo producto media la generacion de una especie
coloreada. El cambio de color es medible a través de la densidad éptica que luego
se convierte a valores numeéricos. Los ELISAs usualmente se realizan en placas de
poliestireno de 96 pocillos, que favorecen la absorciéon de las macromoléculas a
la fase sélida. Dependiendo de la combinacién antigeno-anticuerpo empleada y al
tipo de analito que se quiera evaluar, el ensayo se denomina ELISA de captura o
sandwich, ELISA competitivo o ELISA de anticuerpos. También puede clasificarse
en ELISA directo o indirecto, dependiendo de si es el anticuerpo primario o el
secundario el que estd unido a la enzima. En este trabajo, el seguimiento de la
respuesta de anticuerpos de los ratones inmunizados con IgM de esturién ruso se
realiz6 mediante ELISA de anticuerpos.

El proceso comienza con la sensibilizacién de una placa, en la cual se recubre
la placa con el antigeno de interés. Este antigeno debe ser la proteina o molécula
que provocd la respuesta especifica de anticuerpos que se pretende medir en los
animales inmunizados, en nuestro caso la IgM de esturién ruso. Luego, se agrega
la muestra biolégica, en nuestro caso diluciones de los sueros de ratén correspon-
dienes a las diferentes extracciones realizadas. Si los sueros contienen anticuerpos
especificos anti IgM, estos se uniran a la IgM que recubre la placa. A continuacion,
se anade un anticuerpo secundario anti IgG de ratén conjugado con la enzima pe-
roxidasa. Este anticuerpo secundario se une a los anticuerpos primarios presentes
en la muestra, formando un complejo antigeno-anticuerpo-anticuerpo secundario.
Después, se agrega un sustrato que es convertido por la enzima unida al anticuer-
po secundario. Esta reacciéon produce un producto coloreado cuya intensidad del
color se mide utilizando un lector de placas. La absorbancia esta directamente re-
lacionada con la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra, asi como con su
afinidad. Por lo tanto para poder comparar las distintas extracciones de los distin-
tos ratones es necesario calcular el titulo de anticuerpos. [156], [157] [155] El titulo
de anticuerpos se determina al identificar la mayor dilucién de la muestra que pre-
senta una respuesta positiva significativa, generalmente por encima de un umbral
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Figura 2.5: Representacién esquematica del ensayo de ELISA indirecto de anticuerpos utilizado
para el seguimiento de inmunizacién de igM de esturién en ratones. https://biorender.com/

establecido. Por ejemplo si una muestra muestra una absorbanciaa por encima del
valor de corte en una dilucién de 1:100, el titulo de anticuerpos se informaria como
100. El ensayo de ELISA concretado con el fin de realizar el seguimiento de la
respuesta de inmunizacién se esquematiza en la Figura

Para este ensayo se utilizaron placas de ELISA de 96 pocillos (Greiner Bio One,
High Binding) que se sensibilizaron con 100 puL. de una concentracién 5 pg/mL de
IgM de esturién ruso en buffer PBS. La sensibilizacién se realizé a 4° toda la
noche en camara himeda y posteriormente se realizé el bloqueo con PBS-Leche
descremada al 2% durante 1 h a temperatura ambiente. Luego se sembraron 100
nL/pozo de diluciones seriadas al 1/3 de los sueros de ratén inmunizados en cada
lote (partiendo de una dilucién inicial 1/300) y se incubé toda la noche a 4°C
en camara hiimeda. Para la detecciéon de los inmunocomplejos se agregaron 100
nL/pocillo de una solucién de anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado a peroxi-
dasa (CalbioChem 401371, a una dilucién 1/14000), se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacién. Todos los lavados entre los distintos pasos
del ELISA se realizaron con PBS 0.05% Tween20. Finalmente se anadieron 100
nL/pozo de sustrato TMB 10 mg/mL (3, 3’, 5, 5'-tetrametilbenzidina) y H20,,
0.006 % v/v y se incubé la placa 10 minutos con agitacién y protegida de la luz. La
reaccién se detuvo agregando 50 pL./pozo de solucién de H2SO4 2N. La Densidad
Optica se midié a 450nm en un lector de placa de 96 pocillos (Labsystems Mul-
tiskan MS). Para este andlisis se utilizé el software GraphPad Prism 5 (GraphPad
software, EEUU). |15§]
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2.6. Efecto de la temperatura en los niveles séricos de
lgM de esturion mediante Western Blot semicuan-
tativo.

Con el objetivo de estudiar el efecto de la temperatura sobre los niveles de
IgM en el esturién ruso, en este trabajo se analizaron los niveles séricos de IgM en
suero de esturiones cultivados durante invierno y verano en la granja Esturiones
del Rio Negro mediante Western blot (WB) utilizando los anticuerpos anti-IgM de
esturién ruso obtenidos.

La metodologia de WB se utiliza ampliamente para separar e identificar pro-
tefnas. Desde su primera descripcién en 1979, se ha convertido en uno de los mas
utilizados métodos de investigacién en ciencias de la vida. [159]

La base de esta técnica es la formacion de un inmunocomplejo anticuerpo-
proteina que puede detectarse una vez inmovilizado en una membrana. En un pro-
cedimiento estandar de WB primeramente se disocia una mezcla de proteinas en
funcién del "PM mediante electroforesis en gel. Luego, se transfieren las proteinas a
una membrana, una vez realizada la transferencia se visualizan las proteinas para
verificar el éxito del procedimiento, utilizando un colorante como el rojo Pun-
ceau. |160] |161]Luego, los sitios de adsorcién de la membrana no ocupados por
proteinas son bloqueados con una proteina no especifica para prevenir la posterior
adsorcién no especifica de los anticuerpos. A continuacién, la membrana se incuba
con anticuerpos especificos que marcan la proteina de interés y la membrana es
revelada y visualizada (Ver Figur. Finalmente, para el revelado de los com-
plejos antigeno-anticuerpo formados se usa comunmente la quimioluminiscencia.
Se basa en el uso de anticuerpos secundarios conjugados a la enzima peroxidasa.
Cuando se agrega un reactivo a base de perdxido, la enzima cataliza la oxidacién
de luminol, y esta reaccién emite luz la cual es facilmente detectable mediante sis-
temas de camaras. [162]// A continuacién, se describe el anélisis por WB realizado
para evaluar los niveles de IgM sérica en esturiones cultivados durante distintos
momentos del ano.

Se utilizaron muestras de sueros de esturiones de 4 anos expuestos a tempera-
turas altas (verano) y temperaturas bajas (invierno), extraidos en 2018 de peces
mantenidos en la granja Esturiones del Rio Negro. Debido a que se contaban con
entre 18 y 20 muestras para cada condicién, y dado que no era posible analizar-
las de forma individual mediante WB, se realizaron 4 pooles de suero para cada
condicién, mezclando 30 pL. de 4 o 5 muestras de suero individuales para cada
pool.

Las muestras de suero se sembraron en geles de poliacrilamida desnaturalizante
(SDS-PAGE) y la electroforesis se realiz6 en condiciones no reductoras. Para ello
se emplearon geles concentradores al 4% (m/v) y separadores al 12.5% (m/v) de
1.5 mm de espesor. Previo a la electroforesis 10 nL. de una solucion 1/10 de cada
muestra de suero se llevé a un volumen final de 24 pL. con tampén muestra 6X
(Tris-HC1 0.35 M, SDS 10% (m/v), glicerol 30 % (m/v), azul de bromofenol 0.12
mg/mL, pH 6.8), y cantidad suficiente de PBS y se calentaron a 80-90°C durante 5

35



Capitulo 2. Materiales y métodos

1 2

— Separacion " Transferencia ——

]— Papel de filtro
= Ve Gel
- — Membrana

}— Papel de
filtro

Revelado Visualizacion
Sustrato Sefial
° IE
Enzima
Anticuerpo
ANti cuerpo 4 4 Secundario
primario (Anti-igM) H
Antigene—@)’
(lgM)
\

Figura 2.6: Representaciéon general de la técnica de Western Blot. Creada en
https://biorender.com/

minutos. En paralelo, también se sembré un marcador de peso molecular (MPM).
Los geles se corrieron en tampén de corrida Tris 0.25 M, glicina 1.92 M y SDS
1% durante 15 minutos a 80 V y luego durante 55 minutos a 150 V a tempera-
tura ambiente en un sistema MiniPROTEAN Tetra Cell (BioRad, EEUU). Una
vez culminada la corrida electroforética, los geles se transfirieron a membranas
de fluoruro de polivinilideno (PVDF, Thermo Scientific) mediante transferencia
himeda. Para ello las membranas fueron pre-hidratadas con metanol durante 10
minutos y luego las membranas y los geles a transferir se equilibraron en buffer de
transferencia (Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20 % (v/v)) y se dispusieron
en un casette de transferencia entre esponjas y papeles de filtro embebidos en la
misma solucién (en orden dnodo/esponja/papel de filtro/gel/membrana/papel de
filtro/esponja/catodo). Los casettes se montaron en un sistema MiniPROTEAN
Trans-Blot (BioRad) y se transfirieron O/V a 56V y 4°C. Finalizada la transferen-
cia, las membranas se tifieron con una solucién de rojo Ponceau (Ponceau S 0. %
(m/v), acido acético 5% (v/v)) para corroborar que las proteinas de las muestras
se hayan transferido correctamente. Las membranas se lavaron con PBS-Tween20
0.05% (v/v), se bloquearon con una solucién PBS conteniendo leche descremada
5% (m/v) y Tween20 0.05% (v/v) durante 1h a temperatura ambiente. Luego, las
membranas se incubaron con anticuerpos anti-IgM de esturién ruso (pool obtenido
mezclando todos los sueros de ratones con alto titulo a una dilucién final 1/4000)
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en PBS, BSA 0.2%, Tween20 0.05% durante toda la noche a 4°C con agitacién.
Posteriormente las membranas se lavaron con PBS-Tween20 0.05% y se incubd
con un anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado a peroxidasa (dilucién 1/2000) en
PBS, BSA 0.2%, Tween20 0.05% durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitacién. Al cabo de ese tiempo las membranas se lavaron con PBS-Tween20
0.05% y se revelaron mediante agregado del sustrato quimioluminiscente para la
enzima peroxidasa en un equipo G:BOX (Syngene, India) utilizando el progra-
ma SnapGene. Las variaciones en los niveles de IgM en los distintos grupos de
temperatura se analizaron mediante densitometria utilizando el programa ImageJ
(National Institutes of Health, EEUU). Con el objetivo de comparar los niveles
de IgM en el suero de esturiones expuestos a diferentes condiciones, se repitié el
andlisis tres veces (réplicas analiticas) y los datos obtenidos de la densitometria
fueron analizados.
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Capitulo 3

Resultados

En el presente capitulo se desarrollan los resultados obtenidos en este trabajo.
Como se comentd en la seccién 1.6, el objetivo general del mismo fue producir
anticuerpos policlonales anti-IgM de esturién ruso en ratén con la finalidad de
utilizarlos para evaluar los niveles de IgM sérica en esturiones cultivados en las
granjas acuicolas durante invierno y verano.

3.1. Purificacion de inmunoglobulinas IgM de esturién
ruso

Para la purificacion de IgM se partié de sueros individuales de esturiones rusos
de 4 anos mantenidos en la granja Esturiones del Rio Negro obtenidos durante
invierno. Al evaluar la fraccién final obtenida empleando cada uno de los cua-
tro métodos de purificaciéon descriptos en la seccién 2.2 se observaron diferencias
sustanciales entre las distintas metodologias. En particular, se observaron claras
diferencias de tamano de los precipitados obtenidos, asi como en las bandas ob-
servadas en el anélisis por SDS-PAGE. A continuacién, se describen los resultados
obtenidos para las cuatro metodologias de purificacién empleadas en este trabajo.

3.1.1. Resultados obtenidos para la Metodologia 1.

Este método se basd en la didlisis extensiva del suero de esturién ruso em-
pleando un buffer de baja fuerza iénica (Tris-HC1 5 mM) para obtener la fraccién
llamada eugobulina [104]. Al inducir la precipitacién se pudo observar la obtencién
de un precipitado no homogéneo: una parte de precipitado presenté aspecto parti-
culado y otra parte consistencia viscosa. Tras el posterior lavado de este precipitado
con el buffer de didlisis, se redujo la cantidad de precipitado en aproximadamente
un 40 %, obteniéndose un precipitado mds homogéneo de aspecto particulado y
color amarillo (eliminando la fraccién més viscosa). Este precipitado no present6
dificultades para ser resuspendido en PBS. Las distintas fracciones de la purifi-
cacién se evaluaron mediante SDS-PAGE con y sin agentes reductores seguida de
tincién con azul de Coomassie con el objetivo de determinar la presencia de bandas
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concordantes con el PM esperado para la IgM de esturién y evaluar la presencia de
otros contaminantes proteicos. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
donde se observa que el precipitado final obtenido muestra el mismo perfil de
bandas proteicas que el suero de partida.
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Figura 3.1: Evaluacién de la purificacién mediante la metodologia 1 por SDS-PAGE
teiiido con azul de Coomassie Coloidal. Las fracciones de los distintos pasos de purifi-
cacion empleando la metodologia 1 se analizaron mediante SDS-PAGE 12.5% (m/v)
bajo condiciones reductoras. En la imagen se muestran las fracciones obtenidas empleando
el suero de esturién ruso de partida, sembradas de la siguiente manera: (1) MPM (se indican
los tamafios de las bandas del MPM en kDa), (2) suero de esturién, (3) sobrenadante post
didlisis con Buffer Tris a baja concentracién i6nica, (4,5,6) lavados del precipitado post dialisis
con Buffer Tris a baja concentracién iénica (7) precipitado post didlisis con Tris, (8) fraccién
final obtenida post diélisis contra PBS

3.1.2. Resultados obtenidos para la Metodologia 2

Este método se basé en la precipitacién del suero de esturién ruso emplean-
do una solucién de sulfato de amonio al 50 % [105]. En este caso, se obtuvo un
precipitado abundante de color amarillo homogéneo. El precipitado no presentd
dificultades para ser resuspendido en PBS 1X. Como se muestra en la Figura [3.2
en la fraccion final purificada se observaron varias bandas a pesos moleculares que
difieren de los obtenidos para la cadena pesada y liviana de IgM de esturion, in-
dicando que la purificacién no fue suficiente para separar la inmunoglobulina IgM
de esturion de otros componentes séricos.

3.1.3. Resultados obtenidos para la Metodologia 3

Este método se basé en la precipitacién del suero de esturién ruso (diluido al
1 con PBS) empleando una solucién de sulfato de amonio al 50 % seguida de un
paso de precipitacién con PEG 12 % [106]. En este caso, el precipitado obtenido
con sulfato de amonio fue de color blancuzco, y presenté dificultades para ser
resuspendido en PBS, lo cual se logré tras el agregado de un volumen de 3 mL de
PBS y agitaciéon de 5 minutos. Luego de la precipitacién con PEG no se observaron
cambios macroscopicos en el precipitado obtenido. Como se observa en la Figura

40



3.1. Purificacién de inmunoglobulinas IgM de esturién ruso

180
130

70

8 LRI

55
40

35

i

25

15

10

ey
e
1

3 a4 5

2

Figura 3.2: Evaluacién de la purificacion mediante la metodologia 2 por SDS-PAGE
tefiido con azul de Coomassie Coloidal. Las fracciones de los distintos pasos de purifi-
cacion empleando la metodologia 2 se analizaron mediante SDS-PAGE 12.5 % (m/v)
bajo condiciones reductoras. En la imagen se muestran las fracciones obtenidas empleando
el suero de esturién ruso de partida, sembradas de la siguiente manera: (1) suero de esturién,
(2) sobrenadante post-precipitacién con sulfato de amonio, (3) precipitado post precipitacién
con sulfato de amonio, (4) fraccién final (5) MPM (se indican los tamafios de las bandas del
MPM en kDa),

B.3] el andlisis mediante SDS-PAGE mostr6 que tanto en el precipitado con sulfato
de amonio, como en la fraccién final obtenida tras la aglutinaciéon con PEG se
observé presencia de muchas bandas, concluyendo que la purificacién de IgM de
esturion ruso a partir del suero no fue efectiva empleando este método.

3.1.4. Resultados obtenidos para la Metodologia 4.

Este método se basé en la precipitacion del suero de esturiéon ruso empleando
una solucién de sulfato de amonio al 33 % seguida de una diélisis del sobrenadante
con un buffer Tris de baja fuerza idnica, siguiendo un protocolo puesto a punto
por investigadores del Polo Tecnoldgico de Pando para purificar IgM de esturion
siberiano (MSc. Silvina Rossi, comunicacién personal). En este caso, se emplearon
dos sueros de esturién ruso distintos, uno con coloracién amarilla caracteristica de
estos sueros (suero n°19) y otro sin esta coloracién (suero n°17). Esto se realizé
debido a que, por experiencia previa del grupo los sueros amarillos poseen una
proteina muy abundante (de tamafio aproximado entre 35-40 kDa en SDS-PAGE),
que no estd presente en los sueros sin esta coloracién. La evaluacién macroscopica
de los precipitados obtenidos mostroé diferencias con las metodologias previamente
descriptas. En el primer paso de precipitacién con sulfato de amonio al 33 % se
observé un precipitado abundante de color blanco para el suero n°17 y amarillo
para el suero n°19 (Ver figura [3.4]).

Luego de la diélisis del sobrenadante contra el buffer Tris-HCI 5 mM se obtuvo
un precipitado particulado de coloracién blancuzca para ambas muestras de suero.
En ambas muestras los precipitados finales no presentaron dificultades para ser
resuspendidoas en PBS 1X. Como se muestra en la Figura [3.5 el andlisis por
SDS-PAGE mostré que en la fraccién final obtenida mediante esta metodologia

41



Capitulo 3. Resultados

Figura 3.3: Evaluacién de la purificacion mediante la metodologia 3 por SDS-PAGE
teiiido con azul de Coomassie Coloidal Las fracciones de los distintos pasos de purificacion
empleando la metodologia 3 se analizaron mediante SDS-PAGE 12.5 % (m/v) bajo condiciones
reductoras. En la imagen se muestran las fracciones obtenidas empleando el suero de esturién
ruso de partida n°19 (suero amarillo), sembradas de la siguiente manera: (1) Suero de esturidn,
(2) sobrenadante post-precipitacién con sulfato de amonio, (3) resuspensién del precipitado
post-precipitacién con sulfato de amonio, (4) sobrenadante post-aglutinacién con PEG, (5)
fraccién final post-aglutinacién con PEG, (6) fraccién final post-aglutinacién con PEG en
condiciones no reductoras , (7) MPM (se indican los tamafios de las bandas del MPM en kDa)

Muestra 17 Muestra 19

Figura 3.4: Resultados macroscépicos obtenidos en la precipitacion de suero de esturién
empleando sulfato de amonio 33 % de acuerdo con el protocolo de la metodologia 4.
A la izquierda se muestra resultado de precipitaciéon derivado de muestra de suero de esturién
n°17 (suero de partida de color blancuzco), a la derecha resultado de precipitacién derivado
de muestras de suero de esturién n°19 (suero de partida de coloracién amarilla).

se observaron bandas de PM aparente de 25 kDa y 70 kDa que coinciden con
los pesos registrados en literatura para la cadena liviana y la cadena pesada de
IgM de esturién. Respecto a la cantidad de IgM purificada, durante este trabajo
se realizaron 3 purificaciones diferentes usando distintos sueros individuales de
partida (56 £+ 20 mg/mL), en los que se estimé una concentracién de 3.4 £ 1.3
mg de IgM por mL suero, lo que respresentarfa un 6.1 + 0.7 % de las proteinas
totales séricas.
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Figura 3.5: Evaluacién de la purificacion mediante la metodologia 4 por SDS-PAGE
tenido con azul Coomasie Coloidal. Las fracciones de los distintos pasos de purificacion
empleando la metodologia 4 se analizaron mediante SDS-PAGE 12.5% (m/v) bajo
condiciones reductoras. En A se muestra el andlisis de las fracciones obtenidas empleando
el suero de esturién ruso de partida n°19 (suero amarillo), mientras que en B se muestra
el anélisis empleando el suero de partida n°17. Las distintas fracciones se sembraron de la
siguiente manera: (1) Suero de esturién, (2) precipitado post-precipitacion con sulfato de
amonio, (3) sobrenadante post-precipitacién con sulfato de amonio, (4) sobrenadante post-
didlisis con TrissHClI 5 mM, (5, 6 y 7) lavados con buffer Tris-HCI 5 mM, (8) fraccién final
obtenida , (9) fraccién final obtenida bajo condiciones no reductoras (10) MPM (se indican
los tamafios de las bandas del MPM en kDa)

En suma, en las fracciones finales obtenidas empleando las metodologias 1, 2
y 3 se observd alta presencia de contaminantes. Si bien en los geles SDS-PAGE
se pudieron ver ligeras diferencias en la intensidad y nitidez de las bandas corres-
pondientes a las cadenas de IgM, en todos los casos fue claro que la purificacion
no fue efectiva. Por el contrario, en el andlisis por SDS-PAGE de la fraccién final
obtenida empleando la metodologia 4, se observaron bandas correspondientes a los
pesos moleculares esperados para IgM de esturiéon en condiciones tanto reductoras,
como no reductoras. Estos resultados sugirieron que empleando la metodologia 4
se logré una buena purificacién de la IgM de esturién ruso. Para confirmar estos
resultados, se procedio a la identificacién de las bandas observadas en SDS-PAGE
mediante espectrometria de masas.

3.1.5. Evaluacién de la purificacion mediante espectrometria de
masas MALDI TOF TOF

Como se coment6 antes, debido a los resultados obtenidos aplicando la meto-
dologia 4, se procedié a analizar las bandas de SDS-PAGE obtenidas por espec-
trometria de masas. Para esto se realizé un nuevo SDS-PAGE maximizando los
cuidados para evitar contaminaciones, en el que se observaron bandas con pesos
moleculares cercanos a 25 kDa y 70 kDa para las condiciones reductores y bandas
de 180 kDa y 25 kDa para las condiciones no reductoras (Ver figura A). Las
bandas principales obtenidas se cortaron cuidadosamente y se enviaron al servicio
de la Unidad de Bioquimica y Proteémica Analiticas del Instituto Pasteur de Mon-
tevideo para su andlisis por MALDI TOF/TOF MS. Las buisquedas de los péptidos
obtenidos se realizaron empleando una base de datos que contiene la informacién
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del genoma de Acipenser ruthenus a la que se le unié una base de datos de
nuestro grupo obtenida a partir del transcriptoma hepético de A. gueldenstaed-
tit @ Usando esta base de datos las bandas 1, 3 y 5 se identificaron como cadena
pesada p de IgM de A. ruthenus (ver Figura ) Debido a que para las bandas
2 y 4 no se logré identificacion con las bases de datos local, la busqueda se realizé
en la base de datos de Vertebrados- EST. En este caso ambas bandas se identifi-
caron como secuencias de A. transmontanus que se alinearon con el precursor de
la cadena liviana de anticuerpos y con la cadena liviana kappa de A. ruthenus,
respectivamente (ver Figura[3.6(B). Estos resultados indican que las bandas obte-
nidas en el SDS-PAGE corresponden a las secuencias de IgM de cadena liviana y
pesada, que son los principales componentes de los anticuerpos IgM de esturion.
Estos resultados confirmaron que la purificacién empleando la metodologia 4 fue
adecuada para purificar los anticuerpos IgM de esturién ruso.

A B
Banda Proteina Identificada en Analisis de resultados
base de datos mediante Blast
1 “lg mu chain C region

OS=Acipenser ruthenus”

“DR976254.1 “immunoglobulin light
Spleen-01_HO3_pDNR-LIB- [ chain precursor [Acipenser
2 SFI1A A. transmo:rltanus ruthenus]” (Accession

spleen express library AAD22263.1)
Acipenser transmontanus

cDNA, mRNA sequence.”

“lg mu chain C region
0OS=Acipenser ruthenus”
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Figura 3.6: Analisis de la fraccién obtenida aplicando la metodologia 4 mediante espectrometria
de masas.(A) La fraccién obtenida tras la purificacién mediante la metodolog “1a 4 fue analizada
mediante SDS-PAGE al 12,5% (m/v) en condiciones reductoras (0.07 ug/mL, 0.02 ug/mL y
0.01 pg de muestra en carriles 1, 3 y 5, respectivamente) y no reductoras (0.01 pg de muestra
en carril 7). Las bandas tefiidas con Coomassie Coloidal se cortaron del gel y se enviaron para
analisis mediante MALDI-TOF/TOF MS. (B) Tabla de identificacién de bandas de proteinas
obtenidas en (A), En la columna 1 se muestra la numeracién de las bandas, en la columna
2 se muestra la proteina identificada en cada banda mediante la bldsqueda en bases de datos
correspondientes y en la columna 3 se muestra el andlisis de resultados mediante Blast para
aquellos componentes identificados con la base de datos Vertebrados EST
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3.2. Obtencion de anticuerpos anti-lgM de esturién ruso
en ratones

Como siguiente etapa de este trabajo se procedié a inmunizar ratones con la
fraccién de IgM purificada mediante la metodologia 4. Se buscé obtener antisueros
de raton conteniendo un alto titulo de anticuerpos anti-IgM de esturién ruso.

En este caso se utilizaron ratones debido a su rapida reproduccién y disponi-
bilidad en el laboratorio. Se utilizaron 3 lotes de ratones que se inmunizaron con
distintas cantidades de IgM de esturién (100, 50 y 25 ng). El seguimiento de la
inmunizacion se realizé mediante ELISA de anticuerpos, cuantificando el titulo
de los antisueros contra IgM de esturién purificada. En la figura se muestran
los graficos correspondientes a la titulacién del nivel de anticuerpos anti-IgM de
esturion de sueros de los ratones inmunizados. En la figura [3.8| se muestran los
graficos obtenidos de la evolucion del titulo de anticuerpos anti-IgM de esturién
a lo largo del tiempo de la inmunizacién. En primer lugar se puede observar que
desde el primer punto de extraccién (dia 16) se obtiene una densidad 6ptica mayor
que en el tiempo 0, indicando que en los 3 grupos de ratones hubo una respuesta
primaria de anticuerpos. El pico de respuesta primaria se obtuvo entre los 16 y
32 dias de exposicion al antigeno, esto ocurre en los 3 grupos de ratones, inde-
pendientemente de la cantidad inicial inoculada. Respecto a la variabilidad entre
individuos, es notable la variabilidad en: a) el tiempo en el que se produce el pico
de respuesta primaria, b) el propio valor de titulo de anticuerpos; reflejando las
diferencias bioldgicas tipicas entre individuos en respuesta a un antigeno, indepen-
dientemente de la dosis de antigeno empleada. A partir del dia 56, se observa una
tendencia a la baja en el titulo en los 3 grupos, siendo el punto de extraccién 5
(dia 134) el punto de menor valor. Tras la administracién de la dosis de refuerzo
(dia 156) se observaron las respuestas de anticuerpo mas altas en todos los grupos
de ratones, obteniendo titulos mayores en varios érdenes de magnitud respecto a
la respuesta inicial. Esto evidencia una respuesta secundaria mas fuerte, tipica de
una respuesta inmunitaria de generacién de anticuerpos IgG. (Ver figura

3.3. Efecto de la temperatura en los niveles séricos de
lgM de esturion mediante Western Blot semicuan-
tativo

Con el objetivo de poder comparar los niveles de I[gM de esturién en suero de
muestras de invierno y verano, es necesario contar con una metodologia robusta,
repetible y reproducible que permita cuantificar los niveles de inmunoglobulina
IgM de esturién. La eleccion de este trabajo fue la técnica de Western Blot se-
micuantitativo. Dicha metodologia, si bien presenta varias ventajas a la hora de
detectar la presencia o ausencia de anticuerpos en muestras bioldgicas, implica
varios desafios a la hora de cuantificar, y para ello se necesita de la puesta a punto
de las condiciones éptimas de trabajo, tal como se describe a continuacién.
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Figura 3.7: Analisis para la determinacién del titulo de anticuerpos anti-lgM de esturién
ruso en ratones inmunizados mediante ELISA. Los grificos muestran la Densidad 6ptica
a 450 nm vs Log del inverso de la dilucién para cada extraccién de suero. Cada fila representa
un lote de ratones. Los lotes 1,2 y 3 se inmunizaron con 100, 50 y 25 de IgM de esturién
respectivamente. Las siglas SC, VI, VD corresponden a las marcas de ratones: SC: sin corte,
VI: corte izquierdo, VD: corte derecho. El tiulo de anticuerpos especificos se definié como el
area debajo de cada curva y se calculé empleando el programa GraphPad. Nota: el ratéon SC
del Lote 3 no llegé al punto final, por eso no se cuenta con datos para el dia 163.

3.3.1. Puesta a punto de la metodologia para la determinacién
semicuantitativa de IgM de esturién en suero por Western

Blot

Para la puesta a punto de la metodologia, fue necesario determinar: a) la
concentracién de trabajo del anticuerpo primario y b) la carga de fraccién de IgM
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mediante Western Blot semicuantativo

Lote 1 I Lote 2 Lote 3 I
"% _ v V)
e b ) b
4405 ? e B0 4:40% *
210 ] ) 4 b 2:40%
i i 1510 - 50 - i
E A0S ] f g gror g axdo® {
o I - / h 4 [
310 i < ok / 310" f
2210 - / 240 | {
0 - 4 4x10% /'\.._ — - ,.\7 /
‘t‘t 2=A0% A ] 140 -.'f.-"-""’ _‘—*_ = J
0 . . " Ly e .
0 50 100 150 200 o 50 100 180 200 0 50 100 150 200
Dias Dias

Figura 3.8: Analisis de niveles de anticuerpos anti IgM de esturién en ratones inmuni-
zados por ELISA a lo largo del tiempo. Se grafica el titulo de anticuerpos definido como
aréa de la curva de los graficos de la figura 3.7 post inmunizacién. Cada grafico muestra los
resultados obtenidos para un lote de ratones. Las siglas SC, VI, VD corresponden a las marcas
de ratones: SC: sin corte, VI: corte izquierdo, VD: corte derecho

Y

y sueros de esturion, para obtener una intensidad adecuada para la cuantificacion
por densitometria, lo que implica que la densidad sea detectable y no se observe
saturacién. Para la determinacién de la concentracién de trabajo de anticuerpo
primario se efectuaron incubaciones con un pool de sueros de ratones inmunizados
en los que se obtuvo mayor titulo, utilizando dos diluciones: 1/4000 y 1/1000.
Para (b), por otra parte, se hicieron pruebas de carga de IgM donde se sembraron
diluciones seriadas al décimo de la fraccién de IgM purificada obtenida. Se partié
de una carga aproximada de 27 pg de IgM hasta llegar a una carga de 0.027 ug
de IgM por carril. Los resultados mostraron que una incubacién con el pool de
sueros de ratones inmunizados 1/4000 y una carga de 27 ug de la fraccién de IgM
purificada son las condiciones que representan una banda de intensidad y nitidez
adecuada, ver figura (3.10| siendo estas las concentraciones éptimas de trabajo
en los futuros andlisis. En el caso de los sueros de esturién, se observé que los
anticuerpos anti-IgM obtenidos reconocen mayoritariamente la banda de IgM en
condiciones no reductoras. Por esta razén se decidié trabajar en estas condiciones
y emplear una dilucién 1/10 de suero para obtener una banda mejor definida que
permita una mejor cuantificacién de los Westerns Blots siguientes.
Adicionalmente, se procedié a la determinacién de reactividad cruzada del an-
ticuerpo secundario. La reactividad cruzada entre antigenos se produce cuando
un anticuerpo generado contra un antigeno especifico tiene capacidad de recono-
cer un antigeno diferente, por lo que el anticuerpo puede reconocer una proteina
que es diferente a la de interés. |163] En nuestro caso de estudio, se considera
la posibilidad de reaccién cruzada entre el anticuerpo secundario y alguno de los
componentes del suero de esturiéon. Para examinar la reactividad cruzada del anti-
cuerpo secundario, se realizé un ensayo Western Blot, sembrando pooles de suero
de esturién tal cual se describe en la seccién 2.5. pero sin el agregado de anticuerpo
secundario (anti-IgM de esturién). En la Figura se muestran los resultados del
Western Blot obtenido. Se constaté de que tanto en presencia de agente reductor
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Figura 3.9: Prueba de control de reaccion cruzada de anticuerpo secundario. Se muestra
el revelado por Western Blot de muestras de suero de esturién tras eliminar la presencia
de anticuerpo primario. (1) MPM (2,4) Sueros de esturién revelado con Rojo Punceau en
condiciones no reductoras y reductoras respectivamente, (3,5) revelado de muestras de suero
de esturién por WB

como en ausencia de agente reductor no hubo evidencia de reaccién cruzada entre
el anticuerpo secundario y alguno de los componentes del suero utilizados en la
siembra.

3.4. Efecto de la temperatura en la expresion de niveles
séricos de lgM de esturidn

La cuantificacion de los niveles séricos de IgM por densitometria permite eva-
luar si las condiciones de invierno - verano se asocian con variaciones significativas
en la concentracién sérica de estas proteinas.

Para ello se partié del muestreo de 4 pooles del suero de los peces, para cada
condicién. Las variaciones en los niveles de IgM en grupos de esturién a distintas
condiciones se analizaron mediante densitometria utilizando el programa ImagelJ.
Para realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos mediante densitometria
cada ensayo de Western blot fue repetido tres veces. En la figura [3.11| se muestran
los resultados respresentativos de las membranas reveladas con sustrato quimiolu-
miniscente.

Se puede observar una tendencia al aumento de concentracién de IgM sérica
en el grupo de verano. Dicha tendencia es contraria a la diferencia observada en
la cuantificacién de proteinas totales en el suero obtenida en la determinacién por
BSA, donde se observa una disminucion en el verano respecto al inviernof3.11
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Figura 3.10: Puesta a punto de condiciones 6ptimas de trabajo para la metodologia de
Western Blot. En A se muestra un Western Blot representativo donde se incub6 con sueros
de ratones inmunizados en una dilucién de 1/4000. Se parte de SDS-PAGE 12.5% (m/v)
bajo condiciones reductoras. Se sembraron 4 diluciones seriadas de la fraccién final de IgM
purificada (carriles 1 a 4: 27 pug, 2.7 ug, 0.27 ug, 0.027 pg), carril 5 pool de suero de esturién
en condiciones reductoras, carril 6 pool de sueros de esturion, carril 7 MPM. En B se muestra
un Western Blot representativo donde se incubé con sueros de ratones inmunizados en una
dilucién de 1/1000. Se sembraron 4 diluciones seriadas de la fraccién final de IgM purificada
(carriles 1 a 4), carril 5 MPM, carril 6 pool de sueros de esturidn, carril 7 pool de sueros de
esturién en condiciones reductoras

Interesantemente, al normalizar por la concentracién de proteinas totales, se ob-
serva un aumento significativo de IgM. [3.1ID. Por otro lado, se observa una alta
variabilidad entre los pooles analizados, por lo que no se descarta que la tendencia
observada esté relacionada con la forma en que el sistema inmunolégico respon-
de a la infeccién de diferentes individuos, algunos individuos podrian tener una
respuesta mas rapida que otros. En cualquier caso aunque los resultados no son
significativamente diferentes entre los grupos, la tendencia observada podria apor-
tar informacion valiosa para futuros estudios sobre la respuesta inmunoldgica y la
salud de los esturiones, lo que podria ser de gran importancia para la proteccién,
produccién y conservacion de esta especie.
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Figura 3.11: Analisis de la variabilidad de los niveles séricos de IgM de esturiéon durante
invierno y verano. En A se muestra un Western Blot representativo donde se sembraron
4 pooles de suero del grupo de invierno (carriles 1 a 4) y 4 del grupo verano (carriles 5
a 8). En el carril 9 se muestra la fraccién de IgM purificada analizada en paralelo y en el
carril 10 el MPM. En B se grafican los niveles de IgM cuantificados empleando el programa
ImageJ a partir de tres imagenes de Western blot independientes. Los niveles de IgM estéan
expresados como valores porcentuales relativos a la banda de IgM purificada sembrada en
cada Western Blot. En C se grafica la concentracién de proteinas totales de los pooles de
invierno y verano, cuantificados mediante el metédo de BCA. En D se grafican los niveles
de IgM cuantificados mediante Western Blot normalizados por el nivel de proteinas totales
correspondiente a cada pool de invierno y verano. Los asteriscos (*) indican las diferencias
estadisticamente significativas obtenidas mediante el anélisis de Mann-Whitney.
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Discusion de resultados

4.1. Purificacion de inmunoglobulinas IgM de esturidn

La purificacién de inmunoglobulinas IgM en esturién es un proceso desafiante
debido a la concentracién de estas proteinas en la sangre y las matrices biolégicas
en la que se encuentran. Y, a pesar de que la literatura de experimentos previos
que se hayan planteado este objetivo en Acipenser es limitada, en este trabajo se
han obtenido resultados que siguen la linea de caracterizaciones obtenidas en dicha
literatura. En el SDS-PAGE en condiciones reductoras, los tamanos obtenidos para
las cadenas H (70 kDa) y L (25 kDa) de IgM de esturién ruso corresponden a los
obtenidos en estudios que han purificado IgM a partir de suero de esturién siberiano
(Acipenser baerii) |104], esturién estrellado (Acipenser stellatus) |105], esturion
blanco Acipenser transmontanus [103] y esturién hibrido (Huso huso x Acipenser
ruthenus) [106]. Comparando estos resultados con otras especies de peces, se ha
observado que el PM aparente de la cadena H y L para peces éseos varia en un
rango de 60-77 kDa y 23-26 kDa, respectivamente. [164]

Adicionalmente, en los andlisis por SDS-PAGE se observa una banda de 130
kDa diferente a las cadenas H y L, cuya identificacién mediante espectrometria de
masas MALDI TOF TOF (ver figura 3.6) coincide con la cadena H de esturién.
(Ver figura Es posible que esta banda sea el resultado de una disociacién
incompleta de las subunidades H-L o a su reasociacién después de la disociacion. De
forma anéloga, se podria explicar la banda observada en condiciones no reductoras
donde ademds de la presencia de una banda principal de 180 kDa, se observa
una banda de aproximadamente 22 kDa cuya identificacion por MALDI TOF
TOF coincide con la identificacién de la cadena liviana s de Acipenser ruthenus.
La diferencia en la migracién en el gel de electroforesis entre esta banda y la
correspondiente a la cadena L de la IgM, no puede atribuirse a diferente tamano
molecular. El tratamiento con agentes reductores modifica la conformacion de las
proteinas al romper no solo enlaces disulfuro entre cadenas polipeptidicas sino
también intracatenarios. Por tanto no es comparable cémo migra una proteina en
condiciones reducidas vs no reducidas.

Por otro lado, es notable que la aplicacién de las metodologias detalladas en
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los trabajos previamente observados en otras especies de esturién, estrechamente
relacionadas, no sea adecuada para la purificacion de IgM de esturion ruso. En este
caso, se considera un punto clave de la purificacion, la conservacién del sobrena-
dante en la precipitacion inicial con sulfato de amonio. Este paso de precipitacién
lograria separar componentes de mayor tamano que precipitarian con sulfato de
amonio y no se arrastrarian para el paso de dialisis a baja fuerza iénica. Esto sugie-
re posibles diferencias en la composicién del suero entre especies de esturiones, que
tienen como consecuencia la necesidad de adaptar las metodologias de purificacién
de inmunoglobulinas IgM de acuerdo a la especie. En suma, los resultados del pre-
sente trabajo indican que la precipitacién con sulfato de amonio 33 % combinada
con dialisis contra buffer Tris a baja fuerza iénica del sobrenadante es una meto-
dologia simple y de alto rendimiento para purificar las IgMs del suero de esturién
ruso. Ademds, en este trabajo se estimé que la IgM representa un 6.1 % de las
proteinas totales en los sueros de esturién ruso empleados para las purificaciones,
siendo de un orden similar a lo estimado en algunos peces teledsteos. [165-167]

4.2. Efecto de la temperatura en los niveles IgM séricos
de esturion

Debido a su naturaleza poiquilotérmica, los peces requieren una consideracién
especial ante los desafios térmicos. Los cambios de temperatura tanto agudos co-
mo crénicos afectan negativamente las funciones inmunitarias de los peces y la
capacidad de luchar contra agentes patégenos. [168] Si bien existe un vacio de
conocimiento respecto a cémo la temperatura afecta la capacidad de respuesta
inmune de los esturiones, la literatura que aborda dicha problematica apunta a
que la temperatura desempena un papel critico en el desarrollo de las respuestas
inmunitarias. La acuicultura del esturién ruso en Uruguay implica someterlo a tem-
peraturas de agua mas altas que su rango fisiolégico 6ptimo donde la exposicion
cronica a estas temperaturas tiene un efecto negativo en el sistema inmune innato
de los peces, aumentando la mortalidad causada por infecciones. [7] Por lo tanto,
comprender mejor el efecto de la temperatura en la relacién entre el esturién ruso
y su sistema inmune, es esencial para lograr un cultivo exitoso y la conservacién
de esta especie.

En este trabajo quisimos analizar la relacién entre la temperatura y los niveles
séricos de IgM en el esturién ruso, esta relacién depende probablemente de varios
factores, como ser las condiciones ambientales, la densidad de poblacién en el
cultivo, cudl es su temperatura fisiologica éptima, la presencia de patdgenos, asi
como la ocurrencia en paralelo de otros procesos bioldgicos como el desarrollo y la
produccion gonadal. Interesantemente, los antecedentes en otros peces muestran
que la produccion de IgM puede disminuir o aumentar dependiendo de estos y
otros multiples factores. [168,169|

Variaciones en los niveles de IgM provocadas por la temperatura se han obser-
vado en teléosteos. En el pez dorado, los niveles séricos de IgM muestran cambios
significativos, bajo la exposicién cronica y aguda de temperaturas sub6ptimas, in-
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dependientemente del sexo. Se encontré que un aumento artificial tanto crénico
como agudo de la temperatura (de 15 a 25 grados), provocé un aumento agudo y
sostenido de la IgM plasmadtica. [170] Sin embargo, la expresién de hormonas pro-
pias de la estacion reproductiva opacé la influencia en la produccién de IgM de la
propia temperatura. Esto lo indican cambios en los niveles de IgM tras el aumento
de esteroides durante la temporada de desove del pez dorado, que disminuyen con
el cese del desove en verano, mientras que la temperatura del agua aumenta. [170]

En otro orden, se han reportado tanto aumentos como disminuciones de la
produccion de IgM en peces frente a un estimulo sostenido de temperatura mayor
a la Optima fisiolégica. En un estudio, se investigd el impacto de diferentes fac-
tores ambientales en las concentraciones séricas de IgM en la tilapia del Nilo, los
resultados mostraron que los peces expuestos a 33 °C presentaron una disminucién
significativa de las concentraciones de IgM en comparacién con aquellos criados a
temperaturas de 18.4 °C, 23 °C y 28 °C. [116] De forma similar, se reporté que la
crianza a altas temperaturas (30 °C) suprimié la produccién de IgM en la mucosa
del bagre de canal inmunizado con antigenos DNP-KLH. [171] Un ejemplo donde
la concentracién de IgM aumenta proporcionalmente a la temperatura es en la
trucha arcoiris, una especie de peces cuyo rango 6ptimo de rendimiento fisiolégico
de 5 °C a menos de 20 °. Se encontré una regulacién positiva del gen responsable
de codificar la IgM secretada en peces cuando son expuestos a 25 °C. [120] Tam-
bién en la trucha trucha arcoiris, se obtuvo un hallazgo similar cuando se utilizo
una vacuna de ADN contra el VHSV. Se observé que a 15 °C, habia un titulo
de anticuerpos séricos més elevado en comparacion con 10 °C, mientras que no se
detectaron anticuerpos a 5 °C. Esto sugiere que la respuesta inmunoldgica gene-
rada es mas efectiva a temperaturas més altas, y su eficacia puede disminuir en
temperaturas mas bajas, lo que fue representado en el porcentaje de supervivencia
de la poblacién tras la exposicién posterior al virus. [120] En contraste, al estudiar
la produccién de anticuerpos especificos en la trucha arcoiris contra Aeromonas
salmonicida inactivada, se observaron resultados diferentes. En este caso, la pro-
duccién de anticuerpos parecio retrasarse a la temperatura normal de 15 °C en
comparacién con los 12 °C, pero ambas temperaturas alcanzaron niveles simila-
res a los 90 dias posteriores a la estimulacion, lo que indica que los efectos de la
temperatura en la produccién de IgM no son universalmente similares. [172] Estos
hallazgos resaltan la complejidad de cémo las temperaturas afectan la respuesta
inmunoldgica adaptativa en diferentes contextos y especies.

En el esturién, a la fecha no hay estudios que hayan abordado especificamente
el nexo entre la temperatura y las producciéon de IgM. Sin embargo, como se
detalla en la seccién 1.5.5 varios estudios han indicado fluctuaciones en los niveles
de produccién de IgM en peces estresados por calor y, como tal, su produccién en
peces depende de la temperatura.

En el género Acipenser, se han encontrado relaciones entre exposicién a con-
diciones de temperaturas elevadas y la enfermedad. Un grupo de investigacion de
la Universidad de Manitoba, Canadé ha encontrado varios hallazgos en el esturién
del lago (Acipenser fulvescens). Por ejemplo, demostraron que la exposicién a tem-
peraturas crénicas mas altas durante el desarrollo tiene consecuencias fisioldgicas
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para las poblaciones de esturién del lago, con alteracién de la tasa metabdlica, la
tolerancia térmica, el tamano corporal, HSI, y actividad de la glutation peroxidasa
hepética (GPx) una enzima que desintoxica los peréxidos oxidativamente daninos
formados como resultado del estrés térmico. |173] A su vez, al estudiar el impacto
de la exposicién de 22 dias de lipopolisacaridos bacterianos a diferentes tempe-
raturas, se encontré que los peces aclimatados a 16 °C mostraron una respuesta
inmunolégica mas robusta y persistente frente al estimulo bacteriano en compara-
cién con aquellos aclimatados a 20 °C. Ademads, se registré mayor mortalidad en
los peces aclimitados en las temperaturas mas altas, lo que sugiere una capacidad
inmunoldgica comprometida a 20 °C en esta especie de esturién. [174] Finalmente,
caben destacar los resultados de un estudio reciente donde se analizdé exhausti-
vamente la respuesta transcripcional por mRNAseq de dos grupos de esturiones
del lago en exposicion de 30 dias a distintas temperaturas de forma creciente, el
grupo sur denominado como los individuos expuestos a 20-23°C , y el grupo norte
en el rango de 16 - 20 °C. Se observé que el grupo expuesto a mayores tempe-
raturas obtuvo un mayor nimero de transcripciones expresadas diferencialmente
en comparacion con la del norte. Es notable que la diferencia de transcriptos se
apreci6 en ambos grupos a medida que las temperaturas aumentaban, concluyen-
do que a una mayor temperatura ocurre una mayor plasticidad transcripcional.
Ambos grupos respondieron a temperaturas de aclimatacién elevadas mediante la
regulacién negativa de la transcripcion de genes involucrados en la sintesis de pro-
teinas y la produccién de energia. [175] Por otro lado, en el esturién ruso, estudios
transcriptémicos, desarrollados por nuestro grupo también van en esa linea, ya que
se encontrd que varios genes que participan en la sintesis proteica disminuyen su
expresion hepdtica en esturiones rusos mantenidos a temperaturas de 30 °C du-
rante 5 semanas. [176|Este resultado le da apoyo a la diferencia observada en la
determinacion de la concentracién de proteinas totales en el suero obtenidos del
presente trabajo. En suma, la respuesta frente al estrés cronico por temperatura
en el esturién parece abarcar una amplia variedad de procesos de relacionados a
la maquinaria celular involucrada en la regulacion transcripcional y traduccional,
funcién mitocondrial, dano oxidativo e inmunocompetencia. |175] Adicionalmente
otros estudios acompanan el impacto de la temperatura en la infectividad y pro-
pagacién de V. botryosa en el esturién blanco (Acipenser tramontanous). En este
caso, se encontré que los peces mantenidos a 18 °C durante 40 dias experimentaron
una mayor mortalidad y una infecciéon mas severa en comparaciéon con los peces
a 13 °C. Ademas, se observaron lesiones musculares y una diseminacién sistémica
mas intensa a temperaturas mas elevadas, sugiriendo que la temperatura influye
en el desarrollo de la infeccién sistémica. [177]

En lo que refiere a los resultados de los experimentos realizados en este trabajo,
si bien no se observaron diferencias significativas en los niveles de IgM séricas en
relacién a la temperatura, es posible observar una tendencia hacia el aumento de
los niveles séricos de IgM durante el verano, en contraste con el resultado observado
para los niveles de proteinas totales. Considerando que factores que influyen en la
producciéon de IgM como la etapa de desarrollo y las condiciones de hacinamiento se
mantuvieron constantes en los peces analizados, es posible que la exposicion a altas
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4.2. Efecto de la temperatura en los niveles IgM séricos de esturién

temperaturas en el verano juegue un rol en la tendencia observada. Una hipdtesis
respecto a estos resultados es senalar la debilitacion de las barreras primarias
del sistema inmune del esturién. Datan registros de que el estrés por calor causa
efectos adversos en la piel lo que refleja en la disminucién de la secrecién del
moco y el desorden de la microbiota de la mucosa, lo que puede contribuir a las
infecciones. [178]. Ademds, en el esturién ruso se ha observado un aumento en
las infecciones por patdgenos oportunistas durante el verano. Por lo tanto, seria
razonable suponer la posibilidad de una mayor permeabilidad de la piel de los
esturiones en verano, que acompana con una mayor probabilidad o frecuencia a
las infecciones bacterianas, lo que resulte en la necesidad de activacién del sistema
inmune adaptativo, haciendo que aumenten los niveles de IgM sérica. Para poder
ampliar este estudio seria interesante realizar un analisis similar empleando sueros
de esturiones obtenidos de distintos inviernos y veranos para poder evaluar si se
observa un resultado similar.
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Capitulo 5

Conclusiones

En este trabajo se lograron purificar las IgM de esturién ruso a partir del suero
lo cual permitié obtener anticuerpos anti-IgM de esturion ruso. Estos anticuerpos
contribuirdn a estudiar y comprender el sistema inmunoldgico frente a distintos
patégenos, por ejemplo A.hydrophila. Adema&s, podrian tener implicaciones signi-
ficativas en el desarrollo de métodos inmunodiagndsticos basados en la medicién
de anticuerpos especificos, utilizados para detectar infecciones bacterianas en la
acuicultura del esturién ruso.

Por otro lado, los resultados del estudio comparativo de niveles séricos de IgM
en diferentes estaciones del ano proporcionan una nueva evidencia sobre cémo el
cambio estacional, y posiblemente la temperatura influyen en la inmunidad del
esturion ruso. Considerando datos de nuestro grupo y otros estudios similares, el
estrés térmico por encima de las condiciones fisiologicas Optimas afecta negativa-
mente la sintesis de proteinas y ciertos componentes de la respuesta inmune innata,
aunque no parece disminuir la produccion de inmunoglobulinas IgM. De hecho, se
observa una tendencia al aumento de estas inmunoglobulinas en respuesta al estrés
térmico, cuyo aumento es significativo al normalizar frente a la cantidad de pro-
teinas totales, posiblemente debido a un aumento en las infecciones por patogenos
oportunistas en esta época del ano.

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio contribuyen a profundizar
en la comprension del efecto del estrés térmico créonico sobre la respuesta inmu-
nolégica adaptativa de los esturiones rusos y aportan una herramienta molecular
valiosa para investigar la respuesta inmunitaria general en esta especie de peces.
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Capitulo 6

Perspectivas

Aunque los resultados de este trabajo proporcionan valiosa informacién acerca
del impacto de la temperatura en la produccién de anticuerpos en el esturién ruso,
es necesario llevar a cabo un analisis més profundo para obtener una comprensiéon
completa de la interaccion entre la temperatura y el sistema inmune adaptativo
de estos peces.

En perspectiva, serfa interesante analizar la especificidad de las I[gM produci-
das, por ejemplo para discernir si durante el verano aparecen IgM dirigidas hacia
patdgenos especificos como A. hydrophila. También seria interesante emplear los
anticuerpos anti-IgM obtenidos para estudiar la poblacién de linfocitos B del estu-
rién ruso, existe evidencia de que la IgM se expresa en la superficie de los linfocitos
B de peces [19,20], y que los linfocitos IgM+ son la poblacién dominante en san-
gre y en tejidos linfoides sistémicos en peces teléosteos y cartilaginosos [1024/179];
son esta clase de inmunoglobulinas las principales candidatas como marcadores de
linfocitos B en el esturién ruso. El estudio de esta poblacién celular es particular-
mente interesante, ya que un descubrimiento reciente muestra que los linfocitos B
IgM de los peces tienen una potente capacidad fagocitica [180] y se ha sugerido
que poseen una estrecha relacién evolutiva con los linfocitos B-1 de los mamife-
ros [181]. Por esa razén seria importante analizar el efecto del estrés inducido por
calor en la capacidad fagocitica, realizando experimentos con esturiones en simila-
res condiciones de cultivo. Los anticuerpos anti-IgM generados, podrian a futuro
ser empleados para identificar linfocitos B durante infecciones bacterianas, asi co-
mo para observar la actividad fagocitica de estos linfocitos B. Seria tutil emplear
el modelo de infeccién para examinar cémo la temperatura influye en la activa-
cién, reclutamiento y/o migracién de los linfocitos B, asi como en la sintesis de
anticuerpos de otros tipos.
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metodologia de Western Blot. En A se muestra un Western Blot

representativo donde se incubo con sueros de ratones inmunizados

en una dilucién de 1/4000. Se parte de SDS-PAGE 12.5% (m/v)

bajo condiciones reductoras. Se sembraron 4 diluciones seriadas de

la fraccién final de IgM purificada (carriles 1 a 4: 27 ug, 2.7 ug,

0.27 pg, 0.027 pg), carril 5 pool de suero de esturion en condiciones

reductoras, carril 6 pool de sueros de esturion, carril 7 MPM. En B se

muestra un Western Blot representativo donde se incubo con sueros

de ratones inmunizados en una dilucién de 1/1000. Se sembraron 4

diluciones seriadas de la fraccion final de IgM purificada (carriles 1

a 4), carril 5 MPM, carril 6 pool de sueros de esturion, carril 7 pool

BIL

Analisis de la variabilidad de los niveles séricos de IgM de

esturion durante invierno y verano. En A se muestra un Wes-

tern Blot representativo donde se sembraron 4 pooles de suero del

grupo de invierno (carriles 1 a 4) y 4 del grupo verano (carriles 5 a

8). En el carril 9 se muestra la fraccién de IgM purificada analizada

en paralelo y en el carril 10 el MPM. En B se grafican los niveles de

IgM cuantificados empleando el programa ImageJ a partir de tres

imagenes de Western blot independientes. Los niveles de IgM estan

expresados como valores porcentuales relativos a la banda de IgM

purificada sembrada en cada Western Blot. En C se grafica la con-

centracion de proteinas totales de los pooles de invierno y verano,

cuantificados mediante el metodo de BCA. En D se grafican los ni-

veles de IgM cuantificados mediante Western Blot normalizados por

el nivel de proteinas totales correspondiente a cada pool de invierno

y verano. Los asteriscos (*) indican las diferencias estadisticamente

significativas obtenidas mediante el analisis de Mann-Whitney. | . .
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