UNIVERSIDAD DE MAGALLANES
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS Y RECURSOS NATURALES

CARACTERIZACION CELULAR Y MOLECULAR
DE LA RESPUESTA INMUNE EN EL ERIZO ANTARTICO

(Sterechinus neumayeri)

Fernanda Eliana Ovando Pacheco

Dr. Marcelo Gonzalez Dra. Valeria Latorre

Director de Tesis Co-Directora de Tesis

2009






UNIVERSIDAD DE MAGALLANES
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS Y RECURSOS NATURALES

CARACTERIZACION CELULAR Y MOLECULAR
DE LA RESPUESTA INMUNE EN EL ERIZO ANTARTICO

(Sterechinus neumayeri)

Fernanda Eliana Ovando Pacheco

Dr. Marcelo Gonzalez Dra. Valeria Latorre

Director de Tesis Co-Directora de Tesis

2009



CARACTERIZACION CELULAR Y MOLECULAR
DE LA RESPUESTA INMUNE EN EL ERIZO ANTARTICO

(Sterechinus neumayeri)

Por

Departamento de Ciencias y Recursos Naturales

Fecha :

Aprobado Comision de Calificacion

Decano

Tesis entregada como un requerimiento para obtener el titulo de
Bidlogo Marino en la Facultad de Ciencias.

2009



UNIVERSIDAD DE MAGALLANES
FACULTAD DE CIENCIAS

Departamento de Ciencias y Recursos Naturales

CARACTERIZACION CELULAR Y MOLECULAR
DE LA RESPUESTA INMUNE EN EL ERIZO ANTARTICO

(Sterechinus neumayeri)

Tesis presentada para optar al Titulo de Bidlogo Marino

Fernanda Eliana Ovando Pacheco

Punta Arenas, Noviembre 2009



RESUMEN

La respuesta inmune innata, es la primera linea de defensa contra la infeccion.
Las células del sistema inmune innato reconocen un patron molecular comun y
constante de la superficie de los microorganismos denominado patrén molecular
asociado a patogenos conocidos como PAPMs (Pathogens Asociated Molecular
Pathern), a través de los receptores de reconocimiento de patrones PRR (Pattern

Recognition Receptor).

El proposito de este estudio fue caracterizar la respuesta inmunitaria en
celomocitos en el erizo antartico (Sterechinus neumayeri) a nivel celular y
molecular. Para ello se estimularon veinte erizos con una mezcla de bacterias y
levaduras muertas por calor. Las muestras fueron colectadas desde el fluido

celémico luego de las 24 y 48 horas post estimulacion.

A través de la estimulacion de los erizos, se confirmd la presencia de cuatro
tipos de celomocitos, entre ellos: fagocitos, células esferoidales incoloras, células
esferoidales rojas y células vibratiles. A nivel celular, el sistema inmunitario
responderia positivamente en los erizos estimulados con bacterias, demostrandolo
con un aumento en el numero de celomocitos totales y células esferoidales rojas
luego de las 24 horas post estimulacion, ya que luego de las 48 horas tienden a
una estabilizacion. Contrariamente en los erizos estimulados con levaduras, no se
observo un cambio en el nimero de celomocitos. Este fendmeno fue corroborado
a nivel molecular, en los erizos estimulados con bacterias con el aumento y la
disminucion en la expresion del ARNm de los tres genes en estudio: actina, factor
inflamatorio alogénico tipo 1 y metalotioneina, luego de las 24 y 48 horas
respectivamente, situacion contraria a los erizos estimulados con levaduras donde
no se observd un aumento en la expresion del ARNm. La diferencia en la
respuesta celular, entre las bacterias y levaduras se puede deber a la presencia de
los distintos PAMPs, que generan una respuesta inmunitaria diferente para estos

dos agentes extrafios.



Adicionalmente, el gen factor alogénico tipo 1 (AlIF-1) fue identificado y
clonado desde los celomocitos del erizo antartico. La longitud total del ADNc de
Sn AIF-1 fue de 648 pb y codifica una proteina de 151 aminodacidos, que presenta
en su estructura dos sitios bioldgicamente activos, denominados motivos EF-hand.
La clonacion del Sn AlF-1 muestra un porcentaje de identidad entre un 38 y un
64% deducido desde las secuencias aminoacidicas de AIF-1 publicadas en
invertebrados y vertebrados. La transcripcion del ARNm en celomocitos de Sn
AIF-1 estimulado con bacterias fue examinada por RT-PCR. La expresion del
ARNm de Sn AIF-1 aument6 significativamente luego de las 24 horas post
estimulacion. Considerando que es el primer reporte en este gen, en relacion a la
respuesta inmunitaria en un invertebrado marino. La conservacion de la estructura
a nivel evolutivo y la relacion filogenética con otras proteinas AlF-1, podria ser
considerada como una molécula esencial en la respuesta inmune en el contexto de

la proliferacion de las células.



ABSTRACT

The innate immune response is the first line of defence against the infection. The
innate immune system is capable of recognizing from the micro-organisms surface cell
a common constant molecular pattern, called Pathogen-associated molecular patterns

(PAPMS), by receptors known as Pattern Recognition Receptors (PRRS).

The purpose of this study was to characterize the immune response in coelomocytes
in Antarctic sea urchin (Sterechinus neumayeri) by a cellular and molecular approach.
Twenty sea urchins were stimulated with a heat-treated bacterial and yeast cell
suspension. Samples of caelomic fluid were taken after 24 and 48 hours post

stimulation.

We confirmed the presence of four types of coelomocytes: phagocytes, colorless
spherule cells, red spherulle cells and vibrate cells. The immune system responded
positively in the stimulated sea urchin with bacterium, showing an increase in the total
coelomocytes and red spherulle cells after 24 hours post stimulation, followed by a
stabilization 48 h later. Contrarily, stimulated sea urchin with yeast, did not result in
any changes in coelomocytes number. This phenomenon was corroborated at the
molecular level in the stimulated sea urchin with bacterium by an increase and/or
decrease of the expression of three targeted genes: actin, Allograft inflammatory type-1
(AIF-1) and metallothionein, after 24 and 48 hours respectively. The difference in cell
responses between the bacterium and the yeast could be due to the presence of distinct

PAMPs, which generate a different immune response against the exogenous agents.

Additionally, an allogenic inflammatory factor type-1 (AlF-1) gene was identified
and cloned from coelomocytes of Antarctic sea urchin. The full length cDNA of Sn
AIF-1 consisted of 648 bp and encoding a protein of 151 amino acids, with two
biologically active EF-hand motifs. The cloned Sn AIF-1 showed betwen 38 and 64 %
of identity in the deduced amino acids sequence with AIF sequences of invertebrates
and vertebrates published. The mRNA transcripts in coelomocytes of Sn AlF-1 after

bacterial challenge were examined by RT-PCR. The mRNA expression of Sn AlF-1



was increased at 24 h after bacteria challenge. This is the first report of this gene on the
immune response in a marine invertebrate. Because of the conserved structural pattern,
the close phylogenetic relationship with others AlF-1 family proteins and in the high
evolutionary conservation of this gene it can be considered as an essential molecule in

the immune response in the context of cell proliferation.



AGRADECIMIENTOS

Cuando me propuse la meta de obtener mi titulo universitario y veo dia a dia
que ya se acerca el momento en que uno de de mis suefios mas importantes se
haré realidad, es imposible no recordar a todas esas personas que de una u otra

manera han estado a mi lado durante estos cinco anos.

En primer lugar quiero agradecer al Dr. Marcelo Gonzélez, Jefe Departamento
Cientifico (DECIEN), por haber confiado en mis capacidades y darme la
oportunidad de integrarme a su equipo de trabajo. Al Proyecto INACH 2008-
2010, denominado “Induccién de la respuesta inmune en el erizo antartico
Sterechinus neumayeri por efecto del estrés térmico y patrones moleculares de
patdgenos”, por otorgarme el financiamiento de esta tesis. A todo el grupo de
trabajo que conforma el Laboratorio de Biorrecursos (INACH), integrado por:
Marcelo Gonzalez, Carla Gimpel, Geraldine Asencio y Eva Ogue, por entregarme
los conocimientos técnicos moleculares basicos, por sus consejos y apoyo
incondicional, sobre todo de Carla y Geraldine en momentos de dificultad
profesional y emocional. A todo el personal del Instituto Antartico Chileno
(INACH) por el respeto y acogida en su lugar de trabajo. Ademas quiero
agradecer al Laboratorio de Genética Molecular Marina (CEQUA), integrado por
Carlos Olavaria, Ema NewCombe, César Cardenas y Mauricio Palacios, por su
simpatia y amistad. Sobre todo a Carlos por confiar en mis capacidades, por sus
consejos, por entregarme sus conocimientos y por darme fuerzas y aliento en cada

momento para continuar.

A mis profesores de carrera, por entregarme sus conocimientos y exigencia
durante estos cinco afios y formarme profesionalmente. A todos ello muchas

gracias.

Pero no puedo olvidarme de aquellas personitas mas importantes que
estuvieron conmigo y me apoyaron en toda esta larga trayectoria. MIS MEJORES
AMIGAS: Tania Figueroa y Tamara Valle. A ellas MIL GRACIAS!!! Por su



amistad, simpatia y carisma. Aun recuerdo que no tuvimos “feeling” ja ja ja
cuando nos encontramos por primera vez en este nuevo mundo, pero el tiempo
nos uniod y afiaté cada vez mas esta linda amistad. Son tantos los momentos que
hemos vivido juntas que seria imposible nombrarlos, pero sé que todos ellos
quedardn en nuestros recuerdos y sobre todo en nuestro corazon. Gracias mis
amigas, que muchas veces siento que la palabra es pequefia en comparacion a lo
que siento por ustedes, gracias por estar en mis alegrias y en mis tristezas, en mis
logros y caidas que muchas de ellas las vivimos juntas y supimos celebrar como
también seguir adelante con ese espiritu de esfuerzo y valentia que nos
caracteriza. Las QUIERO DEMASIADO.

A mi pololo Rodrigo Pérez, por su amor, carifio y amistad. Por confiar en mi y
por darme la oportunidad de conocer a esa linda y sensible persona que eres.
Gracias por la alegria que me entregas cada dia y la fuerza que me das para seguir
adelante, gracias por no detener mis suefios y por seguir las locuras que a veces se

me ocurren, gracias por estar conmigo cada vez que lo necesito.

Asi como le agradezco a mis mejores amigas, también quiero agradecer a todos
mis compafieros de carrera por todos los momentos que vivimos juntos, el valor
de continuar en la universidad y por la lucha incondicional por mejorar cada vez

mas nuestra carrera.

A “The Dark Group”, integrado por: José Luis Dias, conocido como “El
Pelao”, Danilo Lobos, Tania Figueroa, Tamara Valle y quien relata, por estar
unidos en este gran desafio y por ayudarnos mutuamente a quitarnos el “stress”:
viendo peliculas y comiendo algo rico, jugando “Wii”, paseando en camioneta
por Punta Arenas y haciendo locuras para reirnos un rato jajaja. Los quiero a

todos y espero que nuestra amistad perdure por mucho tiempo mas.

A mi familia primero a mis padres: Santiago y Mary, por traerme al mundo y
por entregarme su amor incondicional y por haber formado la persona que soy

hoy en dia. A mi hermana mayor Karina, nunca te lo he dicho pero eres mi



segunda mama, gracias por tu amor, por estar siempre conmigo y por apoyarme
en todas las decisiones que he tomado en mi vida y a mi hermano menor Nelson,

por tu amor y carifio.

Gracias a mis abuelos: Manuel y Teresay a mi tia Maria Eliana, por acogerme
en su casa durante estos cinco afios, por darme su amor y preocupacion de que
nada me falte. Ustedes y mis amigas son los que han visto todo lo que he vivido y
lo que me ha costado llegar hasta aqui. Finalmente a todo el resto de la familia
que siempre se ha preocupado por mi todo este tiempo. A mi mama (bis abuela) y
a mi tia Eliana por su amor y preocupacion, por sus sabios consejos y por

ayudarme cuando lo necesité.

Gracias a todos ustedes, porque sin su pequefio granito de confianza y amor, no

estaria logrando este suefio que cumplo hoy.

Fernanda



INDICE GENERAL

1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento

1.2 Antecedentes sobre la especie bioldgica en estudio
1.3 Sistema Inmunitario

1.4 Sistema Inmunitario en Invertebrados

1.5 Sistema Inmunitario en el Erizo

1.5.1 Sistema Inmunitario en el erizo modelo Strongylocentrotus

purpuratus
1.6 Primer genoma secuenciado en equinodermos

2. OBJETIVO E HIPOTESIS DE TRABAJO

3. METODOLOGIA

3.1 Area de muestreo

3.2 Obtencidn de muestras y estimulacion in situ

3.3 Obtencidn y conteo de celomocitos

3.4 Analisis de extraccion de ARN y reaccidn de retrotranscripcion
3.4.1 Extraccion de los ARNS totales

3.4.2 Cuantificacion de los ARNSs totales

3.4.3 Reaccion de la retrotranscripcion (RT)

3.5 Analisis de la expresion de genes

3.5.1 Anélisis de expresion génica mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

11

-

4

17

19

20

20

21

22

22

22

24

25

25

27



3.6 Clonaje y secuenciacion del ADNc del factor alogénico inflamatorio de

tipo 1 (AIF-1) del erizo antértico Sterechinus neumayeri

3.6.1 Estrategia de amplificacion por PCR del gen AIF-1

3.6.2 Clonacion del ADNc de AIF-1 del erizo antartico Sterechinus
neumayeri

3.6.3 Secuenciacion y analisis del ADNc de AIF-1 del erizo antartico

Sterechinus neumayeri
3.7 Andlisis estadisticos

4. RESULTADOS

4.1 Conteo y funcién en el sistema inmunitario de los celomocitos en el

erizo antartico Sterechinus neumayeri
4.2 Expresion de genes en celomocitos de Sterechinus neumayeri

4.2.1 Analisis de expresion génica por PCR en celomocitos de erizos
estimulados con bacterias y levaduras

4.3 Clonacion y secuenciacion del ADNc de AIF-1 del erizo antartico
Sterechinus neumayeri

5. DISCUSION

5.1 Conteo y funcion en el sistema inmunitario de los celomocitos en el
erizo antartico Sterechinus neumayeri

5.2 Expresién de genes en celomocitos de Sterechinus neumayeri

5.2.1 Modificacion de la expresion de genes en celomocitos estimulados
con bacterias y levaduras

5.3 Clonacion y Secuenciacion del ADNc de AlF-1 del erizo antértico
Sterechinus neumayeri

6. CONCLUSION

7. BIBLIOGRAFIA

8.  ANEXOS

8.1 Abreviaturas y Siglas

28

28

31

32

33

34

37

38

42

48

48

53

55

58

61

63

77

77



8.2 Tablas

79



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Sterechinus neumayeri (Erizo Antartico)

Figura 2 Componentes del sistema inmune innato y adaptativo

Figura 3 Reconocimiento del microorganismo a traves de los PAMP,
mediante los PRR(A). Representacion esquematica de la estructura de un
TLR (B)

Figura 4 Tipos de celomocitos en el erizo modelo Strongylocentrotus
purpuratus

Figura 5 Peninsula Antartica

Figura 6 Jaula en la cual fueron colocados los erizos para la realizacion de
la estimulacion in situ (A). Mapa satelital de la Bahia Maxwell (B)

Figura 7 Secuencia original de ADNc de AIF-1 del erizo
modeloStrongylocentrotus purpuratus

Figura 8 Secuencia de ADNc de AIF-1 que deriva de la secuencia original
del ADNc de AIF-1 del erizo modelo Strongylocentrotus purpuratus

Figura 9 Tipos de celomocitos en el erizo antartico Sterechinus neumayeri

Figura 10 Celomocitos totales (A) y celulas esferoidales rojas (B), en
erizos estimulados con bacterias muertas por calor

Figura 11 Celomocitos totales (A) y células esferoidales rojas (B), en
erizos estimulados con levaduras

Figura 12 Expresion de la ACT, AIF-1 y MT en erizos estimulados con
bacterias muertas por calor a 24 (A) y 48 (B) horas

Figura 13 Expresion de la ACT, AIF-1 y MT en erizos estimulados con
levaduras autoclavadas a 24 (A) y a 48 (B) horas

Figura 14 Expresion de la ACT, AIF-1 y MT en erizos estimulados con
bacterias muertas por calor a 24 (A) y 48 (B) horas, representado en
unidades arbitrarias (UA)

Figura 15 Expresion de la ACT, AIF-1 y MT en erizos estimulados con
levaduras autoclavadas a 24 (A)y 48 (B) horas, representado en unidades
arbitrarias (UA)

Figura 16 Expresion del gen AIF-1 para verificar que el producto de PCR

16

20

21

29

30

34

35

36

38

39

40

42

43



corresponde al ADNc del AIF-1 que codifica la secuencia completa del
erizo antartico Sterechinus neumayeri

Figura 17 Visualizacién de los cuatro plasmidos obtenidos a través de la
clonacion del gen AIF-1

Figura 18 Secuencia de ADNc de AIF-1 del erizo antartico Sterechinus
neumayeri

Figura 19 Arbol filogenético construido con la molécula relacionada al
AIF-1 del erizo antartico Sterechinus neumayeri

Figura 20 Alineamiento de secuencias de aminoacidos relacionados con el
gen AlF-1 en cinco invertebrados

43

44

46

47



INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Secuencias de partidores disefiados a partir de regiones
conservadas de genes descritos en el erizo Strongylocentrotus purpuratus

Tabla 2 Secuencias de partidores disefiados a partir del ADNc de AlF-1
del erizo Strongylocentrotus purpuratus, para lograr la amplificacién del
ADNCc de AIF-1 del erizo antartico Sterechinus neumayeri

Tabla 3 Secuencias de partidores disefiados a partir de regiones
conservadas de genes descritos en el erizo Strongylocentrotus purpuratus

Tabla 4 Parametros del AIF-1 en organismos representativos dentro de la
escala evolutiva

Tabla 5 Promedio de celomocitos totales en el erizo antértico
Sterechinus neumayeri estimulados con una mezcla de bacterias muertas
por calor

Tabla 6 Promedio de células esferoidales rojas en el erizo antartico
Sterechinus neumayeri estimulados con una mezcla de bacterias muertas
por calor

Tabla 7 Promedio de celomocitos totales en el erizo antértico
Sterechinus neumayeri estimulados con levaduras

Tabla 8 Promedio de células esferoidales rojas en el erizo antartico
Sterechinus neumayeri estimulados con levaduras

Tabla 9 Expresion del gen de la actina en el erizo antartico Sterechinus
neumayeri estimulados con bacterias

Tabla 10 Expresion del gen factor alogénico tipo 1 en el erizo antartico
Sterechinus neumayeri estimulados con bacterias

Tabla 11 Expresion del gen de la metalotioneina en el erizo antartico
Sterechinus neumayeri estimulados con bacterias

Tabla 12 Expresion del gen de la actina en el erizo antartico Sterechinus
neumayeri estimulados con levaduras

Tabla 13 Expresion del gen factor alogénico tipo 1 en el erizo antértico
Sterechinus neumayeri estimulados con levaduras

Tabla 14 Expresion del gen de la metalotioneina en el erizo antartico
Sterechinus neumayeri estimulados con levaduras

26

31

37

45

80

80

81

81

82

82

82

83

83

83






1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento.

La homeostasis es un conjunto de fenomenos de autorregulacion que conducen
al mantenimiento de la constancia en la composicion y propiedades del medio
interno de un organismo (Real Academia Espafiola, 2001), ella esta asegurada
por un delicado sistema que puede ser perturbado cuando la integridad del

organismo es puesta en peligro.

Los invertebrados son capaces de reconocer diferentes patrones moleculares
de patdgenos asociados con bacterias, hongos, levaduras y virus, asi como
también percibir cambios ambientales y disponer de estos mecanismos para poder
protegerse (Guerrero, 2007). La proteccion de esta integridad necesita la puesta
en marcha de un cierto nimero de reacciones de defensa, tanto a nivel fisioldgico

como comportamental.

Un sistema que ayuda a esta adaptacion es el sistema inmunitario innato que
poseen todos los invertebrados, el cual les permite controlar y protegerse de los
diversos organismos patdogenos y cambios ambientales que les producen un cierto
nivel de estrés, ya sean cambios en su medio interno (lesiones tisulares,

infecciones, etc) o cambios en el medio externo (frio, calor, etc).

El estrés es un concepto amplio que engloba muchas situaciones de diversa
indole. Desde un punto de vista genérico se puede decir que respuesta al estrés es
la respuesta del organismo, desarrollada durante la evolucion, a cualquier
perturbacion de la homeostasis (Carrasco, 2000). La utilizacion de diversos
estimulos o agentes estresantes en diversos organismos, tanto en invertebrados
como en vertebrados, han permitido estudiar la respuesta inmunitaria con la
finalidad de comprender como el organismo se defiende ante una situacion

distinta a lo cotidiana.



Las especies marinas antarticas se consideran mas sensibles que otros grupos
marinos, ya que éstas se han desarrollado en un ambiente que se caracteriza por
una baja temperatura y una elevada estabilidad (Peck, 2005). En el erizo antartico
Sterechinus neumayeri, s6lo se tienen datos de los tipos de celomocitos y su
capacidad fagocitica, estudiada por Shimada y colaboradores (2002), pero no
existe informacion a cerca de la respuesta inmunitaria generada por estos

organismos frente a diversos estimulos a nivel molecular.

Por esta razon se considera importante poseer un grado de comprension
respecto de los mecanismos inmunitarios en invertebrados marinos antarticos, ya
que al tomar en cuenta que estas especies han perdido la capacidad de adaptarse a
cambios bruscos en el ambiente, un pequeiio cambio en €l podria dictar el éxito o

el fracaso en las poblaciones.



1.2 Antecedentes sobre la especie bioldgica en estudio.

El erizo antartico, Sterechinus neumayeri (Fig.1), es el erizo de mar mas
abundante en las aguas antarticas (Brey et al., 1995) se puede encontrar en la
Antartica, Peninsula Antartica e islas subantarticas. Islas Shetland del Sur, Islas
Orcadas del Sur, Islas Sandwich del Sur, Isla Georgia del Sur, Isla Patagonia del
Sur, Isla Principe Edward, Isla Marion, Isla Crozet e Isla Kerguelen a

profundidades desde 5 a 640 metros.

El color de la testa y espinas del Sterechinus neumayeri son variables, desde
verde olivo o verde grisdceo a purpura o violeta oscuro. Su crecimiento es tardio,
alcanzando un didmetro maximo de siete centimetros a los cuarenta anos de edad
(Brey et al.,, 1995). Principalmente son herbivoros, parte de la dieta de
Sterechinus neumayeri son las macroalgas y microalgas, pero ademas se alimenta
de foraminiferos, esponjas, briozos, hidrozoos, poliquetos y anfipodos (Amsler et

al., 1999).

Entre sus depredadores se encuentra la estrella de mar Odontaster validus,
Macroptychaster accrescens y Porania antarctica glabra (McClintock, 1994), y
la anémona Urticinopsis antarcticus (Dayton et al., 1970).

Fig. 1.- Sterechinus neumayeri (Erizo Antartico).
Fuente (http://peterbrueggeman.com/nsf/fguide/echinodermatal.html)



1.3 Sistema Inmunitario.

La palabra inmunidad deriva del latin inmunitas, que hace referencia a una
serie de garantias civiles y legales que tenian los senadores en ejercicio en la
antigua Roma. Desde un punto de vista historico, inmunidad implica proteccion
contra enfermedades, especificamente, patologia infecciosa (Guerrero, 2007).
Actualmente se define inmunidad como una reaccion frente a sustancias exogenas
ya sean vivas o inertes, entre las que se incluyen tanto microorganismos y

macromoléculas como proteinas o lipopolisacaridos (Abbas y Lichtman, 2000).

Inmunidad Innata v Adquirida

Para protegerse los organismos han desarrollado varios mecanismos de defensa
para reconocer y neutralizar patogenos. Estos mecanismos de defensa presentan
diferencias significativas a lo largo de la escala filogenética, tendiendo hacia una
mayor complejidad y potencia de las respuestas de defensa hasta lograr un
reconocimiento especifico de patogenos. Es asi como el sistema inmunitario se
divide en: Sistema inmunitario innato o natural y Sistema inmunitario adquirido o

adaptativo (Levinson, 2004).

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa contra los agentes
patébgenos y microorganismos infecciosos tratindose de un mecanismo
ampliamente distribuido y conservado en todo el reino animal (Hoffmann y

Reichhart, 2002).

El sistema inmune innato se caracteriza por ser de respuesta rapida que ocurre
a las horas del contacto, no es especifica lo que significa que este tipo de
inmunidad no tiene la capacidad de discriminar entre distintos agentes extrafios.
Sin embargo, es capaz de reconocer estructuras patron asociadas a patdgenos
conocidas como Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs)
(Medzhitov y Janeway, 1997) que estan presentes en la superficie de diferentes

microorganismos, siendo caracterizado como un mecanismo de defensa a nivel



humoral. Es asi como segun Hoffmann y Reichhart (2002) indican que la mosca
de fruta posee una respuesta inmunitaria multifacética que involucra la
participacion de reacciones humorales, que culminan con la destrucciéon de los
organismos invasores, a través de péptidos liticos, indicando de acuerdo a los
conocimientos actuales que el reconocimiento de los agentes no propios, resultan
de la interaccion entre los componentes de la pared microbiana y las proteinas
extracelulares de reconocimiento de patrones, demostrando a través de ello cierto
grado de especificidad en la respuesta inmunitaria innata, por medio de los

componentes humorales.

La inmunidad innata estd formada por las defensas que existen antes de la
exposicion al microorganismo (antigeno). Incluye defensas como barreras
naturales ante agentes infecciosos (e.g piel, membranas mucosas, etc),
determinados tipos celulares (e.g neutrofilos, macréfagos, células NK),
determinadas proteinas (e.g cascada del complemento) y ciertos mecanismos

como la fagocitosis y la inflamacion (Levinson, 2004).

El sistema inmune adaptativo se caracteriza por ser mas complejo. A diferencia
del sistema inmune innato, se activa tras el contacto con un determinado agente

extrafio y su respuesta es tardia y se mide en término de dias (Fig. 2).

El sistema inmune adaptativo puede reconocer patdogenos especificos en forma
mas eficiente, gracias a que tiene la capacidad de discriminar entre distintos
agentes extrafios aunque practicamente sean iguales. El poder de especificidad en
el reconocimiento, se debe a que este tipo de inmunidad posee memoria, por lo
tanto, el segundo contacto con el mismo antigeno produce una respuesta mas

fuerte y rapida, entregando una proteccion prolongada.

Este tipo de respuesta especifica, es mediada por los linfocitos. Los linfocitos

son de dos tipos: linfocitos B y linfocitos T.



Los linfocitos T, pueden ser linfocitos T colaboradores (Th), linfocitos T
citotoxicos (Tc) y algunos autores también han propuesto los linfocitos T
supresores/reguladores (Ts). La respuesta inmune especifica, se considera que
puede ser de dos tipos: humoral y celular. Se considera que cuando el elemento
efector final son las inmunoglobulinas formadas por los linfocitos B se trata de
una respuesta tipo humoral, mientras que cuando participan los linfocitos T, tanto
los Th como los Tc, se trata de una respuesta tipo celular. Para que se inicie una u
otra respuesta inmune se requiere el reconocimiento del antigeno y activacion de
los linfocitos. Los linfocitos B reconocen el antigeno mediante inmunoglobulinas
de membrana (Igs) mientras que los linfocitos T lo reconocen mediante una

estructura especializada, conocida como receptor de linfocitos T (TcR), (Ortiz-

Andrellucchi, 2007).

INMUNIDAD INNATA INMUNIDAD ADAPATATIVA
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Fig. 2.- Representacion de los componentes del sistema inmune innato y adaptativo, y
el tiempo de accion que tardan en responder ante una infeccion. Modificado de
(http://www.mednet.cl/medios/atencionprimaria/atencionprimariainfantil/CursoExtPed
HSBAediciones2006/VacunasIDFigl.jpg).




Como se menciond anteriormente los mecanismos que intervienen en la
inmunidad innata estin muy conservados a nivel filogenético, por lo tanto estan
presentes en todos los organismos multicelulares, pero es importante destacar que
las células y moléculas implicadas en la inmunidad adaptativa solamente estan

presente en los vertebrados (Costa, 2008).

1.4 Sistema Inmunitario en Invertebrados.

El conocimiento del sistema inmune es esencial para entender las estrategias de

sobrevivencia y/o relaciones ecologicas entre ellos (Cooper et al., 2002).

Los invertebrados comprenden la parte mas importante del reino animal,
representando aproximadamente el 95% de las especies conocidas, dentro de ellos
los equinodermos representan el 0.5%, un porcentaje menor si se compara con los
moluscos que representan un 10% respecto del total de organismos en el reino

animal (Lecointre y LeGuyader, 2001).

Inmunidad celular y humoral

En general los invertebrados poseen un sistema inmunitario de defensa innato,

el cual estéd constituido por componentes celulares y humorales.

= Mecanismos de defensa a nivel celular

El mecanismo de defensa a nivel celular estd representado por células

fagociticas.

A finales del siglo XIX, Elie Metchnikoff, observo las células que se
encuentran en el celoma periviceral y en el tejido mesenquimal de los

equinodermos. Metchnikoff, fue el primero en demostrar la encapsulacion de un



cuerpo extrafio insertado en un invertebrado, empleando la estrella de mar
Astropecten pentacanthus (Smith et al., 2006). Observo que al introducir una
espina de rosal en la cavidad del cuerpo de la estrella, ésta era atacada por células
moviles que se acercaban a la espina e intentaban defender a la larva mediante la
ingestion del invasor en un proceso de fagocitosis (Beck y Habicht, 1996). De ahi
en adelante Metchnikoff inicio el estudio de la Teoria Fagocitica en inmunologia
celular, definiendo la fagocitosis como un mecanismo por el cual las células
tienen la capacidad de absorber particulas alimenticias (Metchnikoff, 1891).
Posteriormente se demostré que la fagocitosis constituye un mecanismo
fundamental mediante el cual los organismos de todo el reino animal se defienden

contra las infecciones.

Las células con capacidad fagocitica en los invertebrados se conocen como
celomocitos o hemocitos, dependiendo de si el invertebrado posee o no cavidad

celémica o hemocele.

El comportamiento de estas células se caracteriza por el cumplimiento de
diversos procesos, comenzando por el reconocimiento de la particula no propia y
adherencia, a través del encuentro al azar entre la célula fagocitica y la particula
extrala o bien mediante quimiotaxis (respuesta a sefiales quimicas). El
reconocimiento de las particulas o agentes extrafios se puede dar a través de los
celomocitos, hemocitos o diversos PAMPs. Luego de la adherencia, se produce la
ingestion de las particulas extrafias por medio de la formacion de un fagosoma,
finalmente se produce la digestion y destruccion de la particula extrafia mediante

la activacion de hidrolasas lisosomales.

Junto a su capacidad fagocitica, los celomocitos y hemocitos tienen también
una participacion importante en la formacion de ndédulos y en la encapsulacion de
patoégenos cuando la capacidad fagocitica se ve superada, ya sea por la excesiva
cantidad de patdgenos o por su gran tamafio como en el caso de protozoos. En este
caso los fagocitos rodean a las particulas extranas para impedir su diseminacion

constituyendo noédulos o encapsulandolas formando capas y produciendo



compuestos toxicos. Finalmente, se sabe que los invertebrados tienen la capacidad
de diferenciar los componentes propios de los no propios, poniéndose en

manifiesto, por ejemplo, en el rechazo de los tejidos (Kruse et al., 1999).

= Mecanismos de defensa a nivel humoral

Entre los componentes humorales, los invertebrados no poseen elementos
especificos como los anticuerpos de los animales vertebrados, pero presentan
sustancias producidas en su mayoria por los celomocitos o hemocitos como son:
las opsoninas (proteinas con funcién opsonizante), aglutininas (sustancias con
capacidad aglutinante, como las lectinas), sustancias con actividad litica directa
como proteinas formadoras de poros y factores similares a las citocinas (Abbas y

Litchman, 2000).

Ademés de estos mecanismos, los invertebrados son capaces de reconocer
estructuras conservadas asociadas a patdgenos conocidas como Patrones
Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs) (Medzhitov y Janeway, 1997).
Los receptores celulares encargados del reconocimiento de los PAMPs se
denominan Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR), los cuales se han
seleccionado en el transcurso de la evolucién para reconocer estructuras o
productos microbianos y de los que forman parte los receptores Toll (Carrillo-

Esper, 2003) (Fig.3).

A Microorganismo B
PAMPs

TLR

Espacio +—— Motivo LRR
extracelular

+——— Motivo de cisteinas

Dominio TM

Espacio

Dominio TIR
intracelular

Fig. 3.- Representacion de como la célula reconoce al microorganismo a través de
los PAMP, mediante los PRR que se encuentran en la membrana de la célula (A).
Representacion esquematica de la estructura de un receptor tipo Toll (B),
(Obtenido de Costa, 2008).



Los receptores tipo Toll (TLR por Toll-like receptor) son una familia de
proteinas transmembranales que tienen una amplia representacion en todo el reino
animal, formando parte del sistema inmune. Sus funciones principales son el
reconocimiento del patdégeno y la estimulacion de la respuesta inmune
correspondiente (Beutler, 2004). Fueron descubiertos inicialmente en la mosca de
la fruta, estableciéndose que eran parte fundamental de la inmunidad innata de la
mosca para su defensa contra infecciones bacterianas y micoticas (Anderson et

al., 1985; Lemaitre et al., 1996).

Los receptores Toll se caracterizan por poseer un dominio extracelular
caracterizado por repeticiones de leucina (LRR) y un motivo flanqueante de
cisteina, un dominio transmembrana (TM) y un dominio intracelular conocido

como receptor toll/IL-1 (TIR) (Abbas y Lichtman, 2000).

Hasta el momento se han identificado diez miembros de la familia de
receptores similares a toll (TLRI-TLR10) (Moreno y Sanchez-lbarrola, 2003)
donde cada uno de ellos reconoce una determinada estructura patron presente en

los microorganismos.

Otro componente humoral de la respuesta inmune innata es el sistema del
complemento. Este sistema esta formado por un conjunto de proteinas plasmaticas
que se activan tras una estimulacion por parte de microorganismos y promueven
la destruccion de los mismos, asi como los procesos de fagocitosis e inflamacion
(Abbas y Litchman, 2000). La activacion de este sistema se puede dar a través de
tres vias: la via clasica, la via alternativa y la via de las lectinas. La primera de
ellas se activa por medio de los inmunocomplejos formados por la
Inmunoglobulina G o M (IgG o IgM) unidos al antigeno, por lo que s6lo se da en
vertebrados. La via alternativa, descubierta mas tarde, pero mdas primitiva
filogenéticamente (Dodds y Matsushita, 2007), no requiere la presencia de
anticuerpos para activarse, sino que se inicia por medio del reconocimiento de
PAMPs presentes en la superficie de microorganismos y finalmente la mas

reciente, la via de las lectinas no requiere la presencia de anticuerpos para
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activarse, pero si una molécula conocida como lectina de unién a manosa que
reconoce los carbohidratos presentes en la membrana plasmatica de los

microorganismos (Fujita et al., 2004; Endo et al., 2006).

Las tres rutas tienen un punto comun que se centra en la ruptura proteolitica
del C3 en C3a y C3b. El C3a es capaz de activar los procesos inflamatorios y el
C3b se une covalentemente a la superficie del agente extrafio sirviendo como
opsonina para activar la fagocitosis. Posteriormente se genera una cascada de
acontecimientos que terminan con la formacion de un complejo de ataque litico

sobre la membrana del patogeno (Abbas y Litchman, 2000).

Entre los invertebrados, el sistema inmune innato mds ampliamente estudiado
es el de la mosca Drosophila melanogaster, la cual ha sido ampliamente utilizada
como modelo para investigaciones genéticas, seguida por el filum de los
artrépodos y moluscos, con el objetivo de optar a nuevos conocimientos sobre los
mecanismos de defensa que estan presentes en especies relacionadas directamente
con el cultivo, ya que éstas debido al constante manejo, estrés, las altas
densidades, se han descrito como las posibles causas de enfermedades. Ademas de
estas razones, virus, bacterias y parasitos se han descrito como los responsables de

la generacion de varias enfermedades (Bower et al., 1994).

1.5 Sistema Inmunitario en el Erizo.

Los equinodermos, son organismos deusterostomados, son exclusivamente

marinos y bentoénicos. A pesar de su aspecto, desde el punto de vista evolutivo es

el grupo de organismos que se encuentra mas proximo a los vertebrados.

Los equinodermos se clasifican en: Holoturoideos (Pepinos de mar),

Asteroideos y Ofiuroideos (Estrellas de mar) y equinoideos (Erizos de mar).
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Los equinodermos forman parte del grupo de los invertebrados y por lo tanto
sus mecanismos de defensa contra los agentes extrafios son activados a través del

sistema inmunitario innato.

Células involucradas en el sistema inmunitario

Los celomocitos son los mediadores centrales de la respuesta inmune en los
erizos, a través de la fagocitosis y la encapsulacion de particulas extrafas, en
conjunto con la degranulacion de moléculas antimicrobianas (Smith et al., 2006).
Estas células forman parte del fluido celémico de un sistema circulatorio presente

en equinodermos adultos y larvas, estando presentes en la mayoria de los tejidos.

Inmunidad larval en erizos

Las larvas de los equinoideos mantienen la simetria bilateral, pero sus adultos
presentan una simetria radial (pentdmera). Tienen un endoesqueleto calcareo de
origen mesodérmico y puas. Tiene el celoma muy desarrollado. El desarrollo

embrionario es indirecto con una larva pelégica nadadora.

En erizos, la larva pluteus es bilateral, con un esqueleto interno de calcita que
sirve de apoyo a la estructura global de la larva, incluyendo el intestino, los
espacios del blastocele y los brazos se extienden desde el lado oral del organismo.
Los cilios cubren al animal concentrandose en bandas en la interseccion de la
parte oral y aboral del ectodermo. Estas bandas de cilios le permiten a la larva
nadar y permanecer en el plancton cerca de la superficie y atrapar las particulas de
alimento a través de la boca. Las larvas planctoénicas comen una variedad de
organismos, incluso bacterias, células simples y eucariotas multicelulares (Smith
et al., 2006). Ambos, los embriones y las larvas viven en ambientes que cuentan
con un potencial de agentes microbianos incluyendo a aquellos que son

introducidos al intestino, por consiguiente, estos animales deben tener los
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mecanismos para protegerse contra la colonizacién microbiana e invasion en los
dos sitios de mayor potencialidad de entrada de patdégeno: la superficie del

ectodermo y el largo de la superficie interior del intestino (Smith, 2005).

En estadios tempranos del desarrollo embrionario de erizos, se ha logrado
determinar actividad fagocitica sobre levaduras en células embrionarias
mesenquimales (Silva, 2000), también se ha determinado que durante la
gastrulacion precursoras de células pigmentarias y después de diferenciarse son
capaces de sintetizar una molécula denominada Equinocromo A que presenta

actividad antibacteriana (Castellani et al., 2003).

Metamorfosis v celomocitos en erizos adultos

Las larvas de erizo de mar tienen desarrollo indirecto. Se alimentan de
plancton durante semanas a meses en un proceso de desarrollo que sirve para la
dispersién de las larvas a una gran distancia de los parentales en el bentos.
Cuando las larvas han completado su estadia en el plancton, descienden al fondo
marino en busca de un sustrato adecuado para la metamorfosis, este proceso
transforma al animal de una larva bilateral a un juvenil pentameral. La anatomia
del erizo de mar totalmente metamorfoseado es esencialmente igual que el adulto
con la linterna de Aristételes (aparato bucal), intestino y génadas que son los
organos mayores en la cavidad del celoma. En el interior de la cavidad celomica
se encuentra el fluido celdémico que rodea los 6rganos y que es el que contiene los

celomocitos.

Los celomocitos cumplen un rol fundamental en los invertebrados y estdn
presentes en una variedad de clases, formas y colores, dependiendo del organismo
(Edds, 1993). En equinodermos la literatura describe cuatro tipos de celomocitos:
fagocitos (60-70%), células vibratiles (15-20%), células esferoidales rojas (5-
10%) y células esferoidales incoloras (5-10%) (Johnson, 1969a; Bertheussen y
Seljelid, 1978; Isaeva y Korembaum, 1990).
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El nimero de celomocitos varia substancialmente entre especies y también
algunos individuos de acuerdo al tamafio y condiciones fisiologicas (Smith, 1981;
Laughlin, 1989; Isaeva y Korembaum, 1990; Edds, 1993; Chia y Xing, 1996;
Gross et al., 1999). Los fagocitos constituyen la mayor proporcion de celomocitos
que estan involucrados en el rechazo de injertos, quimiotaxis, fagocitosis,
encapsulacion, expresion de genes inmunitarios, aglutinacion y reacciones de
agregacion (Gross et al., 1999; Gross et al., 2000; Clow et al., 2004 y Hillier y
Vacquier, 2003).

1.5.1 Sistema Inmunitario en el erizo modelo Strongylocentrotus purpuratus.

En los ultimos afos, los estudios en equinodermos han aumentado el
conocimiento cientifico en invertebrados e inmunologia comparativa. Dentro de la
clasificacion de los erizos, el género Strongylocentrotus es uno de los mas
comprensivamente estudiados con respecto a la capacidad de defensa

inmunologica particularmente en los adultos (Gross et al., 1999).

En el erizo Strongylocentrotus purpuratus, se han estudiado y diferenciado una
variedad de celomocitos basandose en su estructura. Reconociéndose cuatro tipos
celulares: fagocitos, células vibratiles, células rojas esferoidales y células
incoloras esferoidales. Los fagocitos, a su vez se clasifican en tres sub-categorias:

células discoidales, células poligonales y pequenos fagotitos (Fig.4).

Las células discoidales, se caracterizan por presentar un nucleo denso,
citoplasma formado desprovisto de organelos, con estriaciones de actina, radiando
desde el centro. Su funcién en el sistema inmune es la opsonizacion (Clow et al.,

2004), quimiotaxis y fagocitosis (revisado por Gross et al., 2000).

Las células poligonales, se caracterizan por poseer un nucleo claro
(granulado), organelos en el citoplasma, la actina se encuentra en paralelo a los
bordes rectos de la célula. Su funcién en el sistema inmune es quimiotaxis,

opsonizacion (Clow et al., 2004), actividad antibacteriana debido a lisozimas
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(Gerardi et al.,, 1990), coagulacién, encapsulacion y rechazo de injertos
(Revisado por Edds, 1993).

Los fagocitos pequefios, son mas pequeiios que las células discoidales y

poligonales, citoplasma pequeilo, pero su funcion es desconocida.

Las células esferoidales rojas, son ameboides, con inclusiones esféricas rojas,
contienen el Equinocromo A, pigmento rojo que pertenece al grupo de las
naftoquinonas y que le da el color caracteristico a dichas células. El Equinocromo
A es degranulado en presencia de bacterias (Johnson, 1969b) y tiene
propiedades antimicrobianas contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas
(Service y Wardlaw, 1984; Gerardi et al., 1990; Haug et al., 2002). Las
células esferoidales rojas aumentan alrededor de las lesiones y sitios de infeccion
(Johnson, 1970; Coffaro e Hinegardner, 1977), sugiriendo que estas células y
el Equinocromo A juegan un papel importante en la respuesta inmune en los

erizos de mar adultos.

Las células esferoidales incoloras, son ameboides con inclusiones esféricas.

Su funcion es desconocida a la fecha.

Las células vibratiles son esféricas, poseen un solo flagelo que puede
propulsarlos a través del fluido del celoma. Ellos han sido asociados con las
reacciones de coagulacion en respuesta a una lesion (Bertheussen y Seljelid,

1978).
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Fig. 4.- Tipos de celomocitos en el erizo modelo Strongylocentrotus
purpuratus. Iméagenes de contraste de fases de células vivas, para
un fagocito discoidal (A), fagocito poligonal (C), fagocito pequefio
(E), célula esferoidal roja (F), célula esferoidal incolora (G) y célula
vibratil (H). Imagenes fluorescentes de un tipo de célula discoidal
(B) y un tipo de célula poligonal (D). (Obtenido de Smith et al.,
2006)

A pesar de que los estudios con respecto a los mecanismos inmunitarios
involucrados en invertebrados han aumentado ultimamente, la informacién con
respecto a ello en invertebrados marinos antarticos es limitada. Los escasos
trabajos que existen han sido realizados principalmente en el contexto de la
respuesta inflamatoria y la fagocitosis a bajas temperaturas (Silva et al., 1998,

1999; Silva y Peck, 2000; Silva et al., 2001).

16



Para la especie de erizo Sterechinus neumayeri, organismo central de este
estudio, solo se dispone de datos sobre los tipos de celomocitos y su capacidad
fagocitica, estudiado por Shimada y colaboradores (2002), quienes identificaron
también cuatro tipos de celomocitos en esta especie de erizo estenotermo. Sefialan
ademas que la concentracion de cada tipo de celomocitos varia entre los
individuos y que la proporcion de varios celomocitos de Sterechinus neumayeri,
son similares a los descritos en Strongylocentrotus droebachiensis (Bertheussen
y Seljelid, 1978), Strongylocentrotus purpuratus (Johnson, 1969a) y Litechinus
variegatus (Mangiaterray Silva, 2001).

1.6 Primer genoma secuenciado en equinodermos.

La especie de erizo, Strongylocentrotus purpuratus ha sido uno de los
organismos modelo mas utilizados en biologia, pero a pesar de su largo estudio,
recientemente se cuenta con la secuencia de su genoma (Sea Urchin Genome
Sequencing Consortium, 2006). El erizo marino representa el primer genoma
secuenciado en equinodermos, que hasta donde se tiene conocimiento son los

parientes mas cercanos a los cordados, el grupo que incluye a los vertebrados.

El interés en secuenciar el genoma del erizo de mar, se debid a que este animal
comparte un antepasado comun con el ser humano. Comparando los genes del
erizo de mar con la lista de los genes humanos, se puede apreciar cuéles de los
genes humanos probablemente son innovaciones recientes en la evolucion y
cuales son antiguos. La comparacion también muestra que genes humanos han
cambiado lentamente en nuestro linaje desde el mas reciente ancestro comun de
humanos y deuterostomados, y cudles estan evolucionando con rapidez en

respuesta a la seleccion natural.
Existe un gran interés en el sistema inmune del erizo y en ciertos genes que

estdn involucrados en el reconocimiento de bacterias y patdgenos, debido a que

los erizos tienen un sistema inmune mas sofisticado entre todos los animales
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estudiados hasta ahora, el cual no se basa en anticuerpos, ya que la inmunidad
innata en este caso, se refiere a un conjunto de proteinas que detectan aspectos
unicos de una bacteria e informan a las células del organismo la presencia de
agentes extranos. Ese grupo de proteinas en los erizos podria proporcionar nuevos
instrumentos en la lucha contra muchas enfermedades infecciosas, ademas los
erizos también tienen una enorme capacidad para enfrentar amenazas quimicas en
su ambiente mediante un conjunto de genes que pueden captar y eliminar esas

amenazas (Pearson, 2006).
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Objetivo general:

El objetivo general de esta investigacion es caracterizar a nivel celular y

molecular la respuesta inmunitaria en el erizo antartico Sterechinus neumayeri.

Objetivos especificos:

- Caracterizar la respuesta inmunitaria en el erizo antartico en el numero y tipo de

celomocitos.

- Analizar la expresion de algunos genes como la actina, factor inflamatorio
allogénico tipo 1 (AIF-1) y la metalotioneina (MT) posiblemente implicados en la
respuesta inmune en el erizo antartico, frente a la estimulacion con bacterias
muertas por calor (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella typhi)

y levaduras (Saccharomyces cerevisiae) a 24 y 48 horas.

Hipotesis:

Diversos patrones moleculares de patdogenos pueden gatillar la respuesta
inmunitaria del erizo Sterechinus neumayeri, generando una reaccion de defensa
a nivel celular y molecular demostrandolo con un aumento en la expresion de los
genes relacionados con el sistema inmunitario innato, a pesar de la bajas
temperaturas que existen en el medio marino antartico y que determinan que estos

organismos posean un bajo metabolismo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Area de muestreo.

Como parte de la Expedicion Cientifica Antartica de INACH en los veranos
del 2008 y 2009 se realizaron experimentos de estimulacion in situ de la
respuesta inmunitaria en erizos. Estos se llevaron a cabo en la Bahia Maxwell (62°
157 S, 58° 55" W) que se encuentra localizada en la Isla Rey Jorge y pertenece a

las Islas Shetland del Sur, en la Peninsula Antartica (Fig. 5).

v,
%y, “n &° "y

King George
Island

[ 8

—iry | - .

e
£y
&
PEAS pragruesg

SpUETS] pu
" ':qﬂ\l

Weddell Sea

85y,

705‘\(

[rre=y

Fig. 5.- Peninsula Antartica, a la izquierda costado superior se muestra en el
rectangulo rojo la ubicacion de la Isla Rey Jorge en las Islas Shetland del Sur.
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3.2 Obtencion de muestras y estimulacion in situ.

Los erizos de mar Sterechinus neumayeri fueron colectados en el mes de

febrero por medio de buceo autonomo ente los 6 y 8 metros de profundidad.

Para realizar la estimulacion in situ, se procedio a disponer dos grupos de
erizos uno experimental y otro control constituido por 20 individuos cada uno.
Ambos grupos se dispusieron en dos “jaulas” (Fig.6A) a 6 metros de profundidad

en la Bahia Maxwell (6B).

Fig. 6.- Jaula en la cual fueron colocados los erizos para la realizacion de la
estimulacion in situ (A). Mapa satelital de la Bahia Maxwell (62° 15" S, 58°
55" W), sitio en el que fue llevado a cabo el experimento (B).
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Los erizos fueron estimulados con una mezcla de bacterias muertas por calor
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella typhi) inyectando (200 ul)

) .. ) ., 6
en la cavidad celomica de los erizos a una concentracion de 1x10° cfu/ml.

Un segundo experimento se realizO con levaduras autoclavadas
(Saccharomyces cerevisiae) con el mismo nimero de individuos y en las mismas

.. . . sz 7T
condiciones del experimento anterior a una concentracion de 5x10° células/ml.

El experimento de estimulacion con bacterias, se realizo tres veces cada uno de
forma independiente entre los afios 2008 y 2009, y el experimento de estimulacion

con levaduras, s6lo se realizo en el verano del 2008.

3.3 Obtencion y conteo de celomocitos.

El fluido celémico fue colectado de 20 animales controles y estimulados a 24
y 48 horas post estimulacion. Para ello se atravesé la membrana peristomal con
una jeringa segin el método utilizado por Plytycz y Seljelid (1993).
Posteriormente los celomocitos fueron cuantificados utilizando una camara de

Neubauer, contandose los celomocitos totales y las células esferoidales rojas.

3.4 Andlisis de extraccion de ARN y reaccion de retrotranscripcion.

3.4.1 Extraccion de los ARNSs totales.

El fluido celémico obtenido de cada erizo fue centrifugado a 4000 rpm para
separar el componente celular del plasmatico. Los ARNS totales fueron extraidos
desde los celomocitos utilizando el reactivo TRIZOL y siguiendo las instrucciones
del fabricante (Invitrogen ™). Dicho protocolo consiste en la separacion del
ARN mediante extraccion fenodlica. El principio bésico de la extraccion fendlica

es la desproteinizacion del homogeneizado celular (solucion acuosa que contiene
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los 4cidos nucleicos) y la eliminacién de los componentes no hidrosolubles
mediante una separacion de fases con distinta solubilidad (Hernandez et al.,

1995).

La extraccion de ARN, consisti6 en tres pasos:

1) Separacién

Se afiadié 200 pl de cloroformo a cada tubo que contenia el ARN deseado y se
agitd por 15 minutos en conjunto. Se dejaron a temperatura ambiente por 2 a 3
minutos, para posteriormente llevar los tubos a centrifugaciéon por 15 minutos a
una velocidad de 11441 rpm, a 8°C. Tras esta centrifugacion se obtuvieron dos

fases: una acuosa y superior y una orgénica e inferior.

2) Precipitado

La fase acuosa se transfiridé a un nuevo tubo para precipitar el ARN, para ello se
afiadio 500 pl de alcohol isopropilico. Cada tubo se agitd individualmente. Se
dejaron a temperatura ambiente por 10 minutos y luego se centrifugd en las
mismas condiciones que la centrifugacion anterior, obteniendo como producto

sobrenadante y un “pellet” en el fondo del tubo.

3) Lavado

El sobrenadante se elimino y el precipitado se lavo afiadiendo 1 ml de etanol al
75%. Se agitdé cada tubo y se centrifugaron esta vez por 5 minutos, a una
velocidad de 7500 rpm, a 8°C. Finalmente se elimind el etanol y se agregd 50 ul
de agua ultrapura a cada tubo y se congelé a -20°C para su posterior

cuantificacion.

Para el éxito de la extraccion y eliminar cualquier contaminaciéon con
ritbonucleasas (ARNsas) que degradan el ARN durante y después de la
extraccion, se tomo precaucion y se utilizaron guantes, tubos plasticos estériles y

puntas con filtros.
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3.4.2 Cuantificacion de los ARNs totales.

Una vez extraido el ARN, se cuantifico utilizando un espectrofotometro (UV-
1603; UV-visible spectrophotometer Shimadzu), a través del cual se midid la
cantidad de luz absorbida de la muestra a 260 nm y 280 nm longitud de onda. Se
utilizaron cubetas UV desechables (BRAND, 500 pul), una como control o blanco
en la cual se agrego 100 pl de agua ultra pura y otra(s) que contenian el ARN. En
ella(s) se agregd 90 ul de agua ultra pura y 10 ul de la respectiva muestra de
ARN. Una vez obtenido los valores de absorcion de luz a 260 nm y 280 nm
longitud de onda, se calcul6 el valor de R (Ec. 1), el cual nos indic¢ la calidad del
ARN. Posteriormente se calculd la cantidad de ARN en pg por pl (Ec. 2)
considerando el factor de dilucion, el cual se obtuvo de acuerdo a la cantidad de

agua y ARN que se le agrego a la cubeta (Ec.3).

R= Ao/ Azso (1)

ug / ul = Azox40 x FD 2)

FD = pl de agua + pl muestra ARN 3)
pl muestra ARN

Finalmente se observd la calidad del ARN a través de una cdmara de
electroforesis (Gel XL ultra V-2 Labnet) mediante un gel de agarosa al 1.5%, el
cual fue posteriormente tefiido con una solucion de bromuro de etidio y

visualizado finalmente a través de un transiluminador de UV.
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3.4.3 Reaccion de retrotranscripcion (RT).

Tras la extraccion de los ARNs fue necesario sintetizar el ADN
complementario (ADNc) que sirve como sustrato para la PCR. El ADNc fue

sintetizado a partir de 1 pg de ARN total.

La reaccion de transcripcion reversa (RT) se realizé utilizando 1 pl de los
partidores de oligo-dT (Invitrogen ™) que reconocen la cola de polyA de la
cadena de ARN y que se une a ellas por complementariedad de bases, para lo cual
se afiadio ademas 1 ul de dNTP. Los componentes de dicha reaccion fueron
introducidos en tubos de PCR, que finalmente se ubicaron en el termociclador
(Eppendorf Marter Cycle, capacidad 25 tubos). En €1, la mezcla se calent6 a 65°C
por 5 minutos, posteriormente se enfrié en hielo y se afiadi6 a las muestras 7 pl de
la mezcla de reacciéon (Invitrogen ™)) que contenia 4 pl de tampon 5X, 2 ul de
DTT y 1 pl de agua ultra pura, mas 1 pl de la enzima transcriptasa reversa M-
MLYV. Los tubos se ubicaron nuevamente en el termociclador, continuando con el
programa que consiste en 37°C por 59 minutos, 72°C por 15 minutos, seguida por
una extension final de 72° por 10 minutos. El programa para la reaccion de

transcripcion reversa consistio en 30 ciclos.

3.5 Analisis de la expresidn de genes.

Se disefiaron ocho juegos de partidores: Actina 1 (disefiados para amplificar la
actina del ostion del norte), Actina 2 (disefiados para amplificar la actina del
Halibut del atlantico), Metalotioneina, Trombospondina, Factor inflamatorio
tipol, Lectina (Sp056), TNF alfa y Galectina 9, a partir de regiones conservadas
en genes ya descritos en el erizo Strongylocentrotus purpuratus. Para ello se
ingresoé el codigo del gen especifico perteneciente a una lista de ESTs (Nair et al,
2005), y se  utilizd el servidlor PubMed de la pagina NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nuccore&itool=toolbar) para

recuperar la secuencia de nucleotidos. Posteriormente las secuencias obtenidas se
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tradujeron virtualmente de ADN a proteina, a través de la herramienta de
TRANSLATE del servidor ExXPASy. Las secuencias de aminoacidos se alinearon
con el programa ClustalW (http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html).
Finalmente se utilizd el programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/),

para el disefio de los respectivos partidores, segun el gen de interés (Tabla 1).

Tabla 1: Secuencias de partidores disefiados a partir de regiones conservadas de

genes descritos en el erizo Strongylocentrotus purpuratus.

Genes Sentido Secuencia de Partidores 5’-3’ Tamafo Tm
amplicon (°C)
(bp)

Actina 1 Forward CCTTTACGCCAACACTGTCC 200 56

(Ostién) Reverse CACCGATCCAGACGGAGTAT 56

Actina 2 Forward ATCGTGGGGCGCCCCAGGCACC 550 80

(Halibut) Reverse CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC 64

Metalotioneina Forward GACGTGCTCTAAGCCCAGAC 300 60

Reverse TCACAATGAGACCCACCGTA 61

Trombospondina Forward CACCATGCCTGATGTCAAGT 200 60

Reverse TGTCTGCTTGGAGCATGTTG 60

Factor inflamatorio Forward ACGGAAGTGGAACCATCAAC 200 60

alogénico tipo 1 Reverse CAGATGTGGAGCAGCGTAAA 60
(ALLO)

Lectina (Sp056) Forward GCACAGCCAGCAACCAGCACTACAAT 640 71

Reverse ACGCCGATGGGTTCTACAGTGAAGGT 70

TNF alfa Forward CCCTACCCAGGGGAAAATAA 200 60

Reverse TGTTGGTAGCTTGCTGGTTG 60

Galectina 9 Forward CAGCTTCCATTTGTGCTGAA 200 60

Reverse AGTGCAGGGCTACGTCTGAT 60
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3.5.1 Analisis de expresion génica mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

La PCR conocida asi por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction), es
un método que se utiliza para amplificar de un modo eficiente y rapido
fragmentos de ADN mediante la enzima Tag DNA polimerasa. Sin embargo, la
Taq polimerasa so6lo es capaz de sintetizar ADN a partir de un molde de ADN,
por esta razon fue necesario generar primero una cadena de ADNc (Hernandez et

al., 1995), proceso descrito anteriormente.

Las condiciones para la reaccion de la cadena de polimerasa (PCR), fueron las
siguientes; la mezcla de reaccion (25 ul) contenia: 18,7 ul de agua ultra pura, 2,5
ul tampoén 10X, 0,8 ul MgCI2, 0,5 ul ANTP’S, 0,5 ul de cada partidor, 0,5 ul Taq
ADN polimerasa y 1ul de ADN.

El programa de amplificacion consistié en 10 minutos a 94°C, seguidos por 30
ciclos de 94°C por 1 minuto, 60 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto y finalmente
una etapa de elongacion de 72°C por 7 minutos, para todos los juegos de

partidores.

A partir de las fotos de geles de agarosa obtenidas, tanto de erizos estimulados
con bacterias y/o levaduras a 24 y 48 horas respectivamente, se cuantifico la
expresion de los tres genes en estudio: ACT, AIF-1 y MT, a través del programa
de analisis de imagen denominado como ImagelJ version 1.41, a través del cual se
calculé el promedio de acuerdo a los pixeles de la imagen utilizando una escala
de valores de grises dentro de la seleccion, representados en unidades arbitrarias

(UA). Para ello se realizé un triplicado de cada uno de los genes.

Los datos obtenidos fueron graficados a través del Programa SigmaPlot v 10.0,

tanto para erizos estimulados con bacterias y levaduras a 24 y 48 horas.
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3.6 Clonaje y secuenciacion del ADNc del factor inflamatorio alogénico tipo 1

(AIF-1) del erizo antartico Sterechinus neumayeri.

3.6.1 Estrategia de amplificacion por PCR del gen AIF-1.

Los partidores fueron disefiados a partir de la secuencia ADNc de AIF-1 del
erizo modelo Strongylocentrotus purpuratus disponible en GenBank. En esta base
de datos existen dos secuencias nucleotidicas virtuales que codifican para el gen
del AIF-1 en el erizo (CV652693 y XM 001199136.1). A partir de la primera
secuencia se disefid un juego de partidores, para lograr la amplificacion parcial del
gen respecto de su marco de lectura abierto (Open Read Frame) y de la region 5°
no traductora (UTR): ALLO FW: 5’- ACGGAAGTGGAACCATCAAC-3’ y
ALLO RV: 5’>-CAGATGTGGAGCAGCGTAAA-3, respectivamente. La segunda
secuencia es similar a la anterior, la diferencia es que esta proviene de un analisis
computacional automdtico que deriva de wuna secuencia gendmica
(NWO001338811), para lo cual se utilizO un método de prediccion de genes
GNOMON, apoyada por evidencias de etiquetas de secuencias expresadas
(Expressed Sequence Tags (EST)). A través de esta segunda secuencia se
disefaron tres juegos de partidores para intentar la amplificacion completa de todo
el marco de lectura abierto (ORF) de AIF-1 del erizo antartico Sterechinus
neumayeri (ALLO4 FW: 5>-TGTCAACAAAGAGGGGGAAA-3’; ALLOCONS
FW: 5>-GTGCAAGGTGGCAAGCAA-3’; ALLO3 FW: 5’-GGCAAAACAAAA
GCAAGTGG-3’; ALLO RV: 5’-CAGATGTGGAGCAGCGTAAA-3’) (Tabla 2).

Para observar la respuesta inmunitaria en el erizo antartico Sterechinus

neumayeri, como se menciond anteriormente, se¢ utilizo la secuencia original de

ADNCc de AIF-1 del erizo modelo Strongylocentrotus purpuratus (Fig.7).
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GGGNCGCGCNCCGGCGGATCGACACNAGTTGGTATCCNCCNCNNTTNNGTCACGAGCAAG 60
GCCNGGGNAGTTCAAAATGCCTTCGNTACAACNCCTTTATGGATTCAAACGTGCAAGGTG 120
GCAAGCAATGGGGACAGGCNAAACAAAAGCAAGTGGAAGAGATAGATGACGAAATCGAGA 180
CCATTATCACACAAAACTTTATATCCNGAGGTTGAAGAATTAGAAGAGAAATTAGCAGCA 240
TATAAAGACCAATTTATAACATACGATCTCGATGGCAGTGGAGACCTCGATGACAATGAC 300
GTGAGGGTGATGATGGAGAAGTTGGGTCAACCAAAGAACCAGATAGAGATCAGAAAGATG 360
FWALLO —>»
ATCAAAGAAATTGACCTTAACGGAAGTGGAACCATCAACTACAAAGAGTTTGTACATATG 420
ATGCTGGGCGGCAAGAGCAGCATTATGAGAATGATACTCATGTTCNAGGAGAAGATGAAA 480

GCAAAAGAGATACCCACTGGCCTACCCCCAAAGAAAAGCTTCTCAGATCTTCCTTGAAAC 540

TGATCCACAATTAAATCANTATGCAATTTCATTCTGCTATAATTATTTTATTTTATTTTC 600

<4— RVALLO
TACATIITTTACGCTGCTCCACATCTGTATNAATCACGCANGGGTGTNTATANGGGGTATAT 660

GGAATGTACGGTGCCNCCGAAANTNACTATCNNTGCGTGCTTCTTTTATNNTGCNTGNCT 720
CNATAAATCTANGCCCCCGNCGACCCACCCCACATTTTCTGCNCTGNGNNTNCAATANCG 780

CTCNTNTGNCCNNNCAGGGNCTTTTCCNCT 810

Fig. 7.- Secuencia original de ADNc de AIF-1 del erizo modelo
Strongylocentrotus purpuratus (numero de acceso CV652693), esta secuencia no
es de buena calidad ya que presenta varias N. La localizacion de los partidores se
indica como ALLO (FW) Y ALLO (RV) respectivamente, estos amplifican un
fragmento de 200 pb. Los numeros en la derecha indican la posicion de los
nucleétidos.

Para lograr amplificar la secuencia completa del ADNc de AIF-1 en el erizo
antartico Sterechinus neumayeri, se utiliz6 la secuencia de ADNc de AIF-1 que

deriva de la original del erizo modelo Strongylocentrotus purpuratus (Fig. 8).
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GCTTTGGAGCATATCAGGGCCATCATCATATTCTGTTACACATCCAGGCGGGATAAGAAT 60
ATCGCAAAGTGGTGGTGGCGAGAAAAGAGAGACACACCAAAAAGAAGAAGGACGGATGTC 120
GCCGAAATAGCGCATTGTAATTACACATCGCGTATAAGTGGTGGAAAAGGGGAAGTGCCA 180
GAGTGTATATGCAAACCGAGCACAGTTGTATAGTAGACAGAAACGCACGTGCTGGTGTAC 240
FWALLO4
TGGAGTGTCAACAAAGAGGGCGGAAAACCGGGATTTGGGCGGAGAATCGAGAAATAACTGA 300

GAAAAATTCATTCTGAGTATTGCATTTGAGGAACAAGGAAGCAATTCAAAATGCCTCGTA 360

FW ALLO CONS — FWALLO3

CAACTTTTGATCGTTCGAACGTGCAAGGTGGCAAGCAATGGGGACAGGCAAAACAAAAGC 420
AAGTGGAAGAGATAGATGACGAAATCGAGACCATTATCACACAAAACGTATATCCAGAGG 480
TTGAAGAATTAGAAGAGAAATTAGCAGCATATAAAGACCAATTTATAACATACGATCTCG 540
ATGGCAGTGGAGACCTCGGTAAGATCCTCATGTTCGAGGAGAAGATGAAAGCAAAAGAGA 600

TACCCACTGGCCTACCCCCAAAGAAAAGCTTCTCAGATCTTCCTTGA 660

Fig. 8.- Secuencia de ADNc de AIF-1 que deriva de la secuencia original del
ADNc de AIF-1 del erizo modelo Strongylocentrotus purpuratus (nimero de
acceso XM 001199136.1). La localizacion de los partidores se indica como ALLO
4 (FW); ALLO CONS (FW) y ALLO 3(FW) respectivamente. Los numeros en la
derecha indican la posicion de los nucleotidos.

Esta vez, se utilizaron erizos individuales estimulados con bacterias muertas
por calor. Las condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
fueron las siguientes; la mezcla de reaccion (25 pl) contiene: 18,7 pl de agua ultra
pura, 2,5 pl tampoén 10X, 0,8 ul MgClI2, 0,5 ul ANTP’S, 0,5 pl de cada partidor,
0,5 ul Tag ADN polimerasa y 1ul de ADN.

La amplificacion de la PCR fue realizada con 30 ciclos a 94° por 1 minuto, a

60° por 1 minuto y a 72° por un minuto, seguida por una extension final de 72° por

7 minutos.
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El producto de PCR se visualizo, a través de una camara de electroforesis (Gel
XL ultra V-2 Labnet) mediante un gel de agarosa al 1.5%, el cual fue
posteriormente teflido con una solucion de bromuro de etidio y visualizado

finalmente a través de un transiluminador UV.

De los tres juegos de partidores, solo se logro amplificar uno de ellos,
denominado ALLO4, cuya codificacion corresponderia a la secuencia completa

del ADNc de AIF-1 del erizo antartico Sterechinus neumayeri.

Tabla 2: Secuencias de partidores disefiados a partir del ADNc de AIF-1 del erizo
Strongylocentrotus purpuratus (CV652693.1- XM _001199136.1), para lograr la

amplificacion del ADNc de AIF-1 del erizo antartico Sterechinus neumayeri.

Genes Sentido Secuencia de Partidores 5'-3’ Tamafio amplicon Tm (°C)
(bp)

Factor Forward ACGGAAGTGGAACCATCAAC 200 60
inflamatorio Reverse CAGATGTGGAGCAGCGTAAA 60
alogénico tipo 1

(ALLO)

ALLO4 Forward TGTCAACAAAGAGGGGGAAA 648 60
ALLO Reverse CAGATGTGGAGCAGCGTAAA 60
ALLOCONS Forward GTGCAAGGTGGCAAGCAA 513 62
ALLO Reverse CAGATGTGGAGCAGCGTAAA 60
ALLO3 Forward GGCAAAACAAAAGCAAGTGG 487 61
ALLO Reverse CAGATGTGGAGCAGCGTAAA 60

3.6.2 Clonacién del ADNc de AIF-1 del erizo antartico Sterechinus

neumayeri.

Para obtener dicha secuencia, el producto de PCR (ALLO4) fue clonado dentro
un vector PCR 2.1 TOPO (Invitrogen ™). La mezcla de reaccién (6ul) contuvo
2ul del producto de PCR, 1pul de solucién salina, 2 ul de agua ultra puray 1pul del
vector topo. Se afiadi6 2 pl de la reaccioén de clonacion a las células competentes
(Escherichia coli) y se incubé en hielo por 15 minutos. Posteriormente a las

células competentes se les indujo a un choque de calor a 42°C por 30 segundos.

31



Luego sobre el hielo se les afiadio 250 pl de medio SOC. Finalmente se crecieron
a 37°C por 24 horas, en agitacion, para después sembrar 50 - 100 pl en placas de
kanamicina (50 pg/ul). Después de 24 horas se observd crecimiento de cuatro
colonias en las placas cultivadas con 100 pl, se procedi6 a realizar crecimiento de
las mismas, pero esta vez en medio liquido. Para ello se afiadid en cuatro tubos
falcon de 15 ml, 10 ml de medio LB, 10 ul de kanamicina (50 pg/ul) y parte de la
colonia respectiva (enumeradas del 1-4) y se dejaron crecer a 37°C por 24 horas,

en agitacion.

Para recuperar el plasmido que contenia la secuencia de ADNc de AIF-1, se
realiz6 una MiniPrep siguiendo las instrucciones del fabricante (Fermentas) para
posteriormente ser secuenciado. Para asegurarnos de haber obtenido el ADN
desde la MiniPrep, se cargaron 10 ul de cada muestra (plasmido 1-4) mas 2 pl de
SYBR green y se visualizd posteriormente a través de un gel de agarosa al 1,5%

en un transiluminador.

3.6.3 Secuenciacion y andlisis del ADNc de AIF-1 del erizo antartico

Sterechinus neumayeri.

El analisis de secuenciacion de ADN, consistid en la aplicacion de un kit
(Applied Biosystem) denominado Big Dye terminador version 3.1 (BDT v 3.1),
en un secuenciador automatico de ADN (Applied Biosystems), modelo 3130 XL,
el cual es manejado a través de un software llamado, Sequencing analysis. La
busqueda de homologias de secuencias fue realizada con el algoritmo de BLAST
de la pagina de NCBI (http://www.ncbi.gov./Blast). Las secuencias nucleotidicas
obtenidas fueron traducidas virtualmente por el programa translate del servidor
ExPASy. Finalmente las secuencias aminoacidicas fueron alineadas con ClustalX
(http://www.ch.embnet.org/software/Clustal W.html). Los arboles filogenéticos
fueron construidos en base a los alineamientos de secuencias de aminoacidos

(ClustalX v 2.0) por neighbour-joining desde el programa Mega v 4.1.
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3.7 Andlisis estadisticos

Dentro de los analisis estadisticos se realizo un analisis de varianza ANOVA,
considerandose significativo cuando P < 0,05 y un ensayo de comparaciones
multiples (Duncan), en los analisis de conteo de celomocitos totales y células
esferoidales rojas entre las condiciones de estimulacion y control. Ademas se
realizd6 un ensayo de Student’s, en los andlisis de expresion de genes,
considerandose significativo cuando P < 0,05 entre las condiciones de
estimulacion y control, para cada uno de los genes en estudio. Todo esto se

realizd, a través del Programa Statistica v 7.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Conteo y funcion en el sistema inmunitario de los celomocitos en el erizo

antartico Sterechinus neumayeri.

Tras la extraccion y conteo de los celomocitos en el erizo antartico fue posible
identificar todos los tipos celulares descritos por Shimada et al., 2002: Fagocitos,

células esferoidales incoloras, células esferoidales rojas y células vibratiles

(Fig.9).

Fig .9.- Algunos tipos de celomocitos en el erizo antartico Sterechinus neumayeri
obtenidos desde la cavidad celémica. Fagocito (A), Fagocito (B), Célula esferoidal
incolora (C), Célula esferoidal roja (D).

Los resultados indican que el nimero de celomocitos totales aumentd en los
erizos estimulados con bacterias con respecto a los erizos controles, luego de las
24 horas post estimulacion. Igual fendmeno se observd en un tipo celular
denominada células esferoidales rojas. Después de 48 horas los valores tenderian

a una estabilizacion en el numero de celomocitos (Fig.10).

La concentracion de los celomocitos totales (Fig.10A), aumento
significativamente (P<0.05), entre los erizos controles y en los erizos
estimulados luego de las 24 horas (promedio 3,34 + 0,57 x 10° células/ml,
promedio 7,47 + 1,13 x 10° células/ml, respectivamente). Luego de las 48 horas,

hubo una disminucién no significativa (P>0.05) en la concentracion de
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celomocitos totales, entre los erizos controles y los erizos estimulados (promedio
559 + 0,96 x 10° células/ml, promedio 4,02 + 0,98 x 10° células/ml,
respectivamente), sin embargo se observo una disminucion significativa (P<0.05)

entre los erizos estimulados luego de las 24 y 48 horas post estimulacion (Tabla
5B).

En relacion a la concentracion de células esferoidales rojas (Fig.10B), no hubo
un aumento significativo (P>0.05), entre los erizos controles y los erizos
estimulados luego de las 24 horas (promedio 1,09 + 0,41 x 10° células/ml,
promedio 3,04 + 2,09 x 10° células/ml, respectivamente). De igual forma, luego
de las 48 horas no hubo una disminucion significativa (P>0.05) en la
concentracion de células esferoidales rojas, entre los erizos controles y los erizos
estimulados (promedio 1,72 + 0,12 x 10° células/ml, promedio 1,14+ 0,28 x 10°

células/ml, respectivamente) (Tabla 6B).
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Fig. 10.- Celomocitos totales (A) y células esferoidales rojas (B), en erizos
estimulados con bacterias muertas por calor (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Salmonella typhi). Se realizd un analisis de varianza ANOVA,
considerandose significativo cuando P < 0,05 y un ensayo de comparaciones
multiples (Duncan) entre las condiciones de estimulacion y control, a través del
Programa Statistica v 7.0.

En levaduras no se observd un aumento celular en los erizos estimulados,
respecto de los erizos controles, tanto para celomocitos totales, como para las

células esferoidales rojas (Fig. 11).
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La concentraciéon de los celomocitos totales (Fig.11A), presentd una
disminucién significativa (P<0.05), entre los erizos controles y los erizos
estimulados luego de las 24 horas post estimulacion (promedio 5,35 + 0,56 x 10°
células/ml, promedio 3,95 + 0,59 x 10° células/ml, respectivamente), por el
contrario, luego de las 48 horas no hubo una disminucién significativa (P>0.05),
entre los erizos controles y los erizos estimulados (promedio 3,31 + 0,23 x 10°
células, promedio 2,32 + 0,15 x 10° células/ml, respectivamente), sin embargo si
se observo una disminucion significativa (P<0.05) entre los erizos controles luego
de las 24 horas y entre los erizos controles y estimulados luego de las 48 horas
(Tabla 7B).

La concentracion de células esferoidales rojas (Fig.11B), presentd una
disminucion no significativa (P>0.05), entre los erizos controles y los erizos
estimulados luego de las 24 horas post estimulacion (promedio 3,602 + 0,790 x
10° células/ml, promedio 3,052 + 0,872 x 10° células/ml, respectivamente), por el
contrario, luego de las 48 horas si hubo una disminucién significativa (P<0.05)
entre los erizos controles y los erizos estimulados (promedio 2,81 + 0,72 x 10’
células/ml, promedio 0,47 + 0,06 x 10° células/ml, respectivamente), ademas se
observé una disminucion significativa entre los erizos estimulados luego de las 48

horas y entre los erizos controles y estimulados luego de las 24 horas (Tabla 8B).
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Fig. 11.- Celomocitos totales (A) y células esferoidales rojas (B) en erizos
estimulados con levaduras autoclavadas (Saccharomyces cerevisiae). Se realizé un
analisis de varianza, ANOVA, considerandose significativo cuando P < 0,05 y un
ensayo de comparaciones multiples (Duncan) entre las condiciones de
estimulacién y control, a través del Programa Statistica v 7.0.
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4.2 Expresion de genes en celomocitos de Sterechinus neumayeri.

Se disefiaron seis juegos de secuencias de partidores a partir de regiones
conservadas de genes descritos en el erizo Strongylocentrotus purpuratus (Tabla
3) que estarian implicados en la generacidon de una respuesta inmunitaria en el
erizo. La actina se amplificé utilizando partidores sintetizados para la actina del
ostion del norte (Argopecten purpuratus) y el halibut del atlantico (Hippoglossus

hippoglossus).

Tabla 3: Secuencias de partidores disefiados a partir de regiones conservadas de

genes descritos en el erizo Strongylocentrotus purpuratus.

Genes Sentido Secuencia de Partidores 5'-3’ Tamafio Tm Reaccién
amplicon  (°C) PCR
(bp)
Actina 1 Forward CCTTTACGCCAACACTGTCC 200 56 +/- (Débil)
(Ostién) Reverse CACCGATCCAGACGGAGTAT 56
+ (Fuerte)
Actina 2 Forward ATCGTGGGGCGCCCCAGGCACC 550 80
(Halibut) Reverse CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC 64
Metalotioneina Forward GACGTGCTCTAAGCCCAGAC 300 60 +
Reverse TCACAATGAGACCCACCGTA 61
Trombospondina Forward CACCATGCCTGATGTCAAGT 200 60 -
Reverse TGTCTGCTTGGAGCATGTTG 60
Factor inflamatorio Forward ACGGAAGTGGAACCATCAAC 200 60 +
alogénico tipo 1 Reverse CAGATGTGGAGCAGCGTAAA 60
(ALLO)
Lectina (Sp056) Forward GCACAGCCAGCAACCAGCACTACAAT 640 71 +/-
Reverse ACGCCGATGGGTTCTACAGTGAAGGT 70
TNF alfa Forward CCCTACCCAGGGGAAAATAA 200 60 -
Reverse TGTTGGTAGCTTGCTGGTTG 60
Galectina 9 Forward CAGCTTCCATTTGTGCTGAA 200 60 -
Reverse AGTGCAGGGCTACGTCTGAT 60

Con estos partidores tras ser sometido el ADNc a la reaccion de la polimerasa
en cadena (PCR) se logrd obtener una fuerte amplificacion en tres de estos ocho
genes, ellos son: la Actina 2 (Halibut), Metalotioneina y el factor inflamatorio
alogénico tipo 1. Por esta razon, se decidi6 trabajar con los tres genes

anteriormente nombrados para analizar la respuesta inmunitaria a través de la
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expresion génica mediante PCR en celomocitos de erizos estimulados con

bacterias y levaduras.

4.2.1 Analisis de expresion génica por PCR en celomocitos de erizos

estimulados con bacterias y levaduras.

Se observd a través del analisis semicuantitativo de la PCR tradicional, la
expresion de los tres genes en estudio: Actina, Factor inflamatorio alogénico tipo
1 y Metalotioneina en celomocitos en el erizo antartico Sterechinus neumayeri

sometidos a la estimulacioén con bacterias y levaduras a 24 y 48 horas.

Con respecto a los erizos estimulados con bacterias (Fig.12), luego de las 24
horas post estimulacion, el andlisis muestra claramente una amplificacion
constante en el gen de la actina y una mayor amplificacion en el gen del factor
inflamatorio alogénico tipo 1 y la metalotioneina, entre los erizos que fueron
estimulados con respecto a los erizos controles (Fig.12A). Luego de las 48 horas
post estimulacion, el analisis muestra una disminucion en la amplificacion del gen
de la actina y el factor inflamatorio alogénico tipo 1 y una amplificacion constante
en el gen de la metalotioneina entre los erizos estimulados con respecto a los

erizos controles (Fig.12B).

cortral  estimulada cortrol  estimulado

Fig. 12.- Expresion de la ACT, AIF-1 y MT en erizos estimulados con bacterias
muertas por calor (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella typhi) a 24
(A) y 48 (B) horas.
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Con respecto a los erizos estimulados con levaduras (Fig.13), el analisis
muestra una menor amplificacion en los tres genes entre los organismos que
fueron estimulados en comparacion a la amplificacion de los organismos
controles, tanto luego de las 24 horas post estimulacion (Fig.13A) como luego de

las 48 horas post estimulacion (Fig.13B).

contral - estimulado cortrol  estimulado

Fig. 13.-Expresion de la ACT, AIF-1 y MT en erizos estimulados con levaduras
autoclavadas (Saccharomyces cerevisiae) a 24 (A) y a 48 (B) horas.

A partir de los datos obtenidos a través de la cuantificacion por medio del

programa de analisis de imagen Imagen, se obtuvo el siguiente resultado:

Con respecto al gen de la actina, no hay un aumento significativo (P>0.05) en
el valor promedio de la expresion del gen (Tabla 9), entre los erizos controles y
los erizos estimulados (promedio 94,73 + 4,42 UA y promedio 97,28 £ 1,91UA,
respectivamente) luego de las 24 horas post estimulacion (Fig. 14A), sin embargo
luego de las 48 horas post estimulacion se observo una disminucidn significativa
(P<0.05) del valor promedio de la expresion (Tabla 9) entre los erizos controles y
los erizos estimulados (promedio 54,08 + 3,12 UA y promedio 20,98 + 6,62 UA,
respectivamente) (Fig.14B).
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En cuanto al gen del factor inflamatorio alogénico tipo 1, hay un aumento
significativo (P<0.05) en el valor promedio de la expresion del gen (Tabla 10),
entre los erizos controles y los erizos estimulados (promedio 65,21 + 2,83 UA 'y
promedio 87,40 + 4,60 UA, respectivamente) luego de las 24 horas post
estimulacion (Fig.14A), sin embargo, luego de las 48 horas post estimulacion no
se observd una disminucion significativa (P>0.05) del valor promedio de la
expresion (Tabla 10) entre los erizos controles y los erizos estimulados (promedio

63,82 + 8,83 UA y promedio 42,60 = 5,13 UA, respectivamente) (Fig.14B).

Finalmente en el gen de la metalotioneina, hay un aumento significativo
(P<0.05) en el valor promedio de la expresion del gen (Tabla 11), entre los erizos
controles y los erizos estimulados (promedio 51,39 + 5,78 UA y promedio 94,21 +
6,63 UA, respectivamente) luego de las 24 horas post estimulacion (Fig.14A), sin
embargo luego de las 48 horas post estimulacion, no se observo una disminucion
significativa (P>0.05) del valor promedio de la expresion (Tabla 11), entre los
erizos controles y los erizos estimulados (promedio 69,56 + 3,46 UA y promedio

69,12 + 5,34 UA, respectivamente) (Fig.14B).

120
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100 4 A * * B 1
B *
L
L &0
80 4
3
60 4 40 4
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ACT lew ALLD lev MT ley ACT lew ALLO lev MT lew
I Control
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[ Estimulada [ Estimulada

Fig. 14.- Promedio de escala de valores de grises de la ACT, AIF-1 y MT en erizos
estimulados con bacterias por calor (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Salmonella typhi) a 24 (A) y 48 (B) horas. Se realizo un ensayo de Student’s,
considerandose significativo cuando * P < 0,05 entre las condiciones de
estimulacion y control, a través del Programa Statistica v 7.0, para cada uno de los
genes.
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Con respecto a los erizos estimulados con levaduras, el valor promedio es
menor en los tres genes en estudio entre los erizos estimulados y los erizos

controles luego de las 24 y 48 horas post estimulacion (Fig. 15).

Con respecto al gen de la actina, hay una disminucion significativa (P<0.05) en
el valor promedio de la expresion del gen (Tabla 12), entre los erizos controles y
los erizos estimulados (promedio 86 + 7,84 UA y promedio 47,13 = 11,16 UA,
respectivamente) luego de las 24 horas post estimulacion (Fig.15A), sin embargo
luego de las 48 horas post estimulacién, no se observd una disminucion
significativa (P>0.05) del valor promedio de la expresion (Tabla 12), entre los
erizos controles y los erizos estimulados (promedio 92,24 + 4,56 UA y promedio

83,03 + 8,83 UA, respectivamente) (Fig.15B).

En cuanto al gen del factor inflamatorio alogénico tipo 1, hay una disminucion
significativa (P<0.05) en el valor promedio de la expresion del gen (Tabla 13),
entre los erizos controles y los erizos estimulados (promedio 90,02 + 3,78 UA y
promedio 48,30 = 0,66 UA, respectivamente) luego de las 24 horas post
estimulacion (Fig.15A) y luego de las 48 horas post estimulacion, también se
observdé una disminucion significativa (P<0.05) en el valor promedio de la
expresion (Tabla 13), entre los erizos controles y los erizos estimulados (promedio

103,14 + 2,85 UA y promedio 85,27 + 3,93 UA, respectivamente) (Fig.15B).

Finalmente en el gen de la metalotioneina, no hay una disminucion
significativa (P>0.05) en el valor promedio de la expresion del gen (Tabla 14),
entre los erizos controles y los erizos estimulados (promedio 100,92 + 3,61 UA y
promedio 99,29 + 2,49 UA, respectivamente) luego de las 24 horas post
estimulacion (Fig.15A), asi como tampoco luego de las 48 horas post
estimulacion (Tabla 14), variando entre (promedio 112,49 + 2,50) UA en los

erizos controles y entre (promedio 114,30 + 2,19) UA los estimulados (Fig.15B).
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Fig. 15.- Expresion de la ACT, AIF-1 y MT en erizos estimulados con levaduras
autoclavadas (Saccharomyces cerevisiae) a 24 (A) y 48 (B) horas, representado
en unidades arbitrarias (UA). Se realiz6 un ensayo de Student’s, considerandose
significativo cuando * P < 0,05 a través del Programa Statistica v 7.0.

4.3 Clonacion y Secuenciacion del ADNc de AIF-1 del erizo antartico

Sterechinus neumayeri.

Tras realizar la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) con los tres
juegos de partidores ALLO4 (FW)- ALLO (RV); ALLOCONST (FW)- ALLO
(RV) y ALLO3 (FW)- ALLO (RV), se logré amplificar solamente la seccion que
codifica entre los partidores ALLO4 (FW)- ALLO (RV).

El juego de partidores ALLO (FW)- ALLO (RV) amplifica un fragmento de
200 pb y el juego de partidores ALLO4 (FW)- ALLO (RV) amplifica un
fragmento de 648 pb. Para verificar que el tamaiio del producto obtenido a través
de la PCR corresponde al esperado para AIF-1 del erizo antartico se observo a

través de un gel de agarosa 1,5% (Fig.16).
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PD Ao ALLO ALLO  ALLO control ( ALLO4  ALLO4 ALLO4  ALLO4 control(y)
1b 2b 1b 2b 1b 2b b 2b
1:10 1:10 1:50 1:50 1:10 1:10 1:50 1:30

Fig. 16.- Expresion del gen AIF-1 para verificar que el producto de PCR
corresponde al ADNc del AIF-1 que codifica la secuencia completa del erizo
antartico Sterechinus neumayeri. En el lado izquierdo se muestra la expresion del
AIF-1 utilizando los partidores ALLO (FW)- ALLO (RV) como control, que
codifican 200 pb y en el lado derecho se muestra la expresion del AIF-1 utilizando
los partidores ALLO4 (FW)- ALLO (RV) que codifica 648 pb. El gel fue tefiido con
SYBR green, para posteriormente visualizarlo a través del transiluminador.

Tras verificar que el juego de partidores ALLO4 (FW)- ALLO (RV) tiene el
tamafio esperado, se procedid a realizar la clonacion descrita anteriormente en los
materiales y métodos, obteniendo como resultado cuatro plasmidos que seran

utilizados para la secuenciacion (Fig. 17).

Plasmido 1 Plasmido 2 Plasmido 3 Plasmido 4

Fig. 17.- Visualizacion de los cuatro plasmidos obtenidos a través de la clonacion del
gen AIF-1 que codifican la secuencia completa del ADNc del AIF-1 del erizo antértico
Sterechinus neumayeri. El producto de PCR fue clonado dentro un vector PCR 2.1
TOPO (Invitrogen ™). El gel fue tefiido con SYBR green, para posteriormente
visualizarlo a través del transiluminador.
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De los cuatro plasmidos s6lo fueron secuenciados dos de ellos: Plasmido 1 y
Plasmido 2. A partir de este procedimiento se obtuvo la secuencia del ADNc del

AIF-1 del erizo antartico Sterechinus neumayeri (Fig.18).

TGTCAACAAAGAGGGGGAAACCGGGATTTGGGCGAAAAATTGAAAATAATCAAGAAAAGG 60

1 GAACAATCATTCTGAGCATCGCATTTGAGGAAGAAGGAAGCAGTTCTAAAATGCCTCGTA 120
M P R
4 CAACTTTCGACCGTTCAAACGTACAGGGTGGCAAGCAATGGGGGCAAGCAAAGCAACGCC 180
T TFDRSNVOQGGIKTUQWGAOQATK QR
24  AAACAGACCAGATAGATGATGAAATAGATAGCATTATCACACAAAACACGTATCCAGAGG 240
Q TDQ11DDETLIDSTIITTOQNTYPE
44 TCGAGGAATTAGACGAGAAACTAGTGACCTACAAAGATCAATTCATAACGTACGATCTCG 300
vV E E L D ENKEEA DO L
64 ATGGCAGTGGAGACCTCGACGACAATGACGTGAGGGTGATGATGGAAAAACTAGGTCAAC 360
BBl S 6 D LDDND
84 CCAAGAACCATATAGAAATCAGGAAGATGATTAAAGAGATTGACCTCAACGGAAGTGGAA 420
D LNGS G
104 CCATCAACTTCAGAGAGTTCGTACAGACGATGCTGGGGGGCAAGACCAGCATTATGAGAA 480
T 1 N F R E FENEONININONCHCININS ' v R
124 TGATACTGATGTTCGAGGAGAAGAATAAAGAAAAGGAGAAACCTGTCGGGCCGCCCCCAA 540
M I LM FETET KNTIKTET KTETKTPVGPPP
144  AGAAAAGCTTCTCTGATCTGCCGTGAAATAAATCCACAGCAAACAAAATATGCAATCCAG 598
K K S F S DL P -
TTGGCTATATCCTATTTTATTTTCTACATTTTACGCTCCTCCACATCT 648

Fig. 18.- Secuencia de ADNc de AIF-1 del erizo antartico Sterechinus neumayeri,
obtenida por clonacion del producto de PCR (en verde se indican los partidores FW
ALLO4 y RV ALLO, respectivamente), correspondiente a la secuencia de ADNc de
AIF-1 que deriva de la secuencia original del ADNc de AIF-1 del erizo modelo
Strongylocentrotus purpuratus (niimero de acceso XM _001199136.1). Los nimeros
en la derecha indican la posicion de los nucledtidos y los niimeros a la izquierda
indican la posiciéon de los aminoacidos. En rojo se destacan los dos motivos que
corresponden a las proteinas de union a calcio, EF-HAND y en celeste los sitios de
unidn a calcio (loop). (http://www.expasy.ch/prosite/).

En el erizo Sterechinus neumayeri, los aminoacidos implicados en los dos
motivos EF-hand van desde el 49-84 y desde el 85-120, y los sitios de unién a

calcio (loop) van desde el aminoacido 62-73 y del 98-109, respectivamente.

Una vez obtenida la secuencia de ADN del AIF-1 (Sn-AIF-1) del Sterechinus
neumayeri, se caracterizé por uso de herramientas de bioinformatica el nimero de
aminoacidos, punto isoeléctrico, el peso molecular y el porcentaje de identidad,
tomando organismos representativos dentro de la escala evolutiva (Tabla 4). De

esta manera la secuencia de Sterechinus neumayeri presentd 151 residuos
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aminoacidicos, con un peso molecular 17,4 kDa y un punto isoeléctrico de 4.92.
Estas caracteristicas serian distintas a las que presenta Strongylocentrotus
purpuratus. Sin embargo Sn-AIF-1 presentaria una mayor identidad con S.
purpuratus. La primera secuencia con codigo GenBank CV652693 codifica para
una proteina de 123 residuos y un peso molecular de 14,1 kDa, mientras que la
segunda XM 001199136.1 codifica para una proteina de 98 residuos y un peso
molecular de 11,1 kDa.

Tabla 4.- Parametros del AIF-1 en organismos representativos dentro de la escala
evolutiva.

Porcentaje de

AlF-1 N° Amino&cidos pl PM (kDa) Identidad

Sterechinus neumayeri 151 4,92 17,4 -

Suberites domuncula 144 52 16,6 48
Uncultured Cnidarian 149 5,48 17,0 45
Strongylocentrotus purpuratus 123 6,13 14,1 64
Haliotis discus hannai 151 4,96 17,1 48
Salmo salar 147 5,29 16,8 38
Cyprinus carpio 148 5,58 16,9 40
Bos taurus 147 5,98 16,8 38
Sus scrofa 147 5,98 16,8 39
Homo sapiens 147 5,97 16,7 40

Los mismos organismos fueron utilizados para crear un arbol filogenético
(Fig.19). Este arbol filogenético nos muestra la relacion de evolucidon que existe
entre varias especies, por lo tanto se construye tomando en cuenta la teoria de la
evolucion que nos indica que todos los organismos son descendientes de un
ancestro comun. En este caso se cre6 un arbol en donde se utilizd una secuencia
suficientemente cercana de un organismo, por ejemplo, la ameba Dictyostelium
discoideum para permitir la inferencia de las otras secuencias y a la vez lo
suficientemente lejana para ser un grupo externo evidente, de esta forma esta
especie quedaria en la raiz de nuestro arbol. Las especies utilizadas se separaron
en dos grupos bastante definidos: el grupo de los invertebrados (cnidario
(Uncultured Cnidarian), la esponja (Suberites domuncula) y los erizos
(Strongylocentrotus purpuratus y Sterechinus neumayeri)) y el grupo de los

vertebrados (el molusco (Haliotis discus discus), los peces (Salmo salar y
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Cyprinus carpio), el bovino (Bos taurus), el cerdo (Sus scrofa) y el humano
(Homo sapiens)). En ambos grupos las especies se ordenaron seguin el orden de
complejidad de las mismas, refiriéndonos en este caso a la distancia evolutiva

entre cada una de ellas.

{ Homo sapiens
01
100 Sus scrofa

56

L Bos taurus

99

Salmo salar

25

Cyprinus carpio

56 Haliotis discus discus

’7 Cnidario
93 I Suberites domuncula

— Strongylocentrotus purpuratus
T Sterechinus neumayeri

Dictyostelium discoideum

Fig. 19.- Arbol filogenético construido con la molécula relacionada al AIF-1 del
erizo antartico Sterechinus neumayeri, Suberites domuncula (Q966YB), Cnidario
(QOH8V2), Strongylocentrotus purpuratus (CV652693), Haliotis discus hannai
(QOMUS3), Salmo salar (B5X824), Cyprinus carpio (093246), Bos taurus
(Q9BDK2), Sus scrofa (Q9GKS83), Homo sapiens (P55008). El analisis fue
realizado a través del método neighbour-joining, descrito en Materiales y Métodos.
Los nimeros en los nodos son un indicador del nivel de confidencia (dado como
un porcentaje) por las ramas, determinados por el analisis bootstrap (1000 réplicas
de bootstrap). La escala indica una distancia de evolucion de 0.1 aminoacidos. La
distancia relacionada de la secuencia de aminoacidos de la ameba Dictyostelium
discoideum, deducida desde el gen cbpB (CbpB DICDI; AF020281) fue usada
como outgroup.

Se eligieron cinco de las diez especies representativas para observar los

motivos correspondientes a las proteinas EF-hand a través de un alineamiento.

Estructura representada por una hélice-loop- hélice (Fig.20).
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5. DISCUSION

5.1 Conteo y funcidn en el sistema inmunitario de los celomocitos en el erizo

antartico Sterechinus neumayeri.

Diversos estudios evaliian que la respuesta inmunitaria en el erizo de mar se
genera a través de células fagociticas que se encuentran en la cavidad celomica de
este organismo. Estas células se denominan celomocitos y segun Shimada y
colaboradores (2002), son los mediadores de la respuesta celular frente a los
cambios inmunitarios a través de diferentes mecanismos como la fagocitosis,

encapsulacion, citoxicidad y produccion de agentes antimicrobiales.

Segiin Smith y Davidson (1994) y Johnson (1969a), los celomocitos son
activados facilmente a través de lesiones o infecciones, respondiendo con un

incremento en su movilidad, secrecion y fagocitosis.

En nuestro estudio se evalud la respuesta inmunitaria en el erizo de mar
antartico Sterechinus neumayeri, por medio de la estimulacion con bacterias y
levaduras muertas por calor. Esta es la primera experiencia que se realiza in sSitu
para evaluar la respuesta inmune a bajas temperaturas. Los organismos son
altamente sensibles a cualquier cambio que se produzca en su medio ambiente, ya
sea a nivel fisico-quimico o biologico, por lo cual los erizos no se trasladaron a
un acuario para no provocarle un estrés adicional y ademds para no afectar los

resultados que se querian obtener.

Varios estudios han reportado la ingestion de diferentes particulas por
celomocitos en diversas especies de equinoideos, incluyendo particulas extraias
(Ito et al., 1992), bacterias (Jonson, 1969a; Plytyez y Seljelid, 1993) y también
levaduras (Silva, 2000; Mangiaterray Silva, 2001).

Morfologicamente existen diversas clases de celomocitos. Es asi como, por

ejemplo, Shimada y colaboradores (2002) encontraron cuatro tipos de

celomocitos en el erizo antartico. Entre ellos: fagocitos ameboides, células
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esferoidales incoloras, células esferoidales rojas y células esferoidales vibratiles.
En el presente estudio se observaron los cuatro tipos de celomocitos descritos por
Shimada y colaboradores (2002) (Fig. 9). Cabe destacar que entre los
celomocitos totales el tipo morfolégico que se observd respecto de una variacion
significativa frente a una estimulacion con bacterias fueron las denominadas

células esferoidales rojas.

La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra la infeccion. Los
mecanismos efectores que participan en la respuesta inmune innata constituyen la
respuesta inflamatoria que se desarrolla en el sitio de la infeccion, cuyo objetivo
es destruir al agente causal (Guerrero, 2007). El aumento en el numero de
celomocitos en erizos estimulados con bacterias, tanto para celomocitos totales
como para las células esferoidales rojas, luego de las 24 horas (Fig. 10A), indica
que el sistema inmunitario del organismo responde positivamente activando los
procesos de ploriferacion celular que produce la presencia de algunos patdgenos o
patrones moleculares de éstos. Este proceso de proliferacion tiene por finalidad
proteger la homeostasis del organismo, a través de la eliminacion del los agentes
extrafios que estan causando un cierto nivel de estrés y provocando a la vez un
desequilibrio en el sistema del organismo. Es asi como Holm y colaboradores
(2008), mencionan que ademas del epitelio celémico que se ha propuesto como la
fuente mas probable de celomocitos en equinodermos, el 6rgano axial y el cuerpo
de tiedmann han sido sugeridos como tejidos hematopoyéticos, los cuales frente a
un estrés darian inicio a la ploriferacion de células madres, que luego se
diferenciarian en celomocitos, que actuarian como refuerzo frente a la lesion. Por
lo tanto, el reconocimiento de las bacterias induciria la ploriferacion de las células
del epitelio celomico (celomocitos) y ademés de las células diferenciadas por
parte de los tejidos hematopoyéticos, reflejadas en el aumento en el nimero de

celomocitos.
En relacién a la mayor cantidad de celomocitos de tipo células esferoidales

rojas, se deberia a que estas contienen el Equinocromo A que posee propiedades

antimicrobianas contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas (Service y
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Wardlaw, 1984; Gerardi et al., 1990; Haug et al., 2002), asi mismo las células
esferoidales rojas aumentan alrededor de las lesiones y sitios de infeccion
(Johnson, 1970; Coffaro e Hinegardner, 1977), sugiriendo que estas células y
el Equinocromo A, juegan un papel importante en la respuesta inmunitaria en los
erizos de mar adultos. El aumento en el nimero de células inmunitarias, solo fue
significativo para los celomocitos totales (Tabla 5B), ya que para las células
esferoidales rojas, este aumento no fue significativo (Tabla 6B), lo cual se debe a
la  diferencia y similaridad entre los promedios en la concentracion de
celomocitos totales y células esferoidales rojas entre los tres experimentos
realizados de forma independiente. La disminucién posterior del ntiimero de
celomocitos no fue significativa, tanto para celomocitos totales (Tabla 5B), como
para las células esferoidales rojas (Tabla 6B) luego de las 48 horas (Fig.10B),
debido a la regulacidon que genera el sistema inmunitario para retornar a su estado
basal (homeostasis), ya que una vez que la respuesta inmunitaria ha sido activada,
ésta debe volver a su estado normal (Guerrero, 2007). Un factor que participa en
el retorno del estado basal es la apoptosis, uno de los procesos importantes que
ocurre durante el desarrollo normal y que juega un papel critico en la eliminacion
de células que son anormales o que estan danadas (Jacobson et al., 1997; Hardy,
1999; Meier et al., 2000).

La fagocitosis representa un sistema de defensa poderoso contra los
microorganismos que amenazan la integridad funcional del hospedador
(Splettstoesser y Schuff-Werner, 2002). Es asi como en condiciones metabolicas
normales, existe un balance entre los eventos oxidativos (produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS)) y los sistemas de defensa (antioxidantes y/o
atrapadores de radicales libres) manteniendo la homeostasis celular (Calderon,

2005).

Actualmente se considera que los radicales libres de oxigeno juegan un papel
importante como moléculas regulativas en numerosos procesos fisioldgicos y
patologicos a nivel celular. Los ROS pueden estar presentes en diferentes

momentos, por ejemplo: frente a infecciones, ciclo redox y transporte de
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electrones en la mitocondria. Pero tunicamente se ha demostrado que el
mecanismo de la fagocitosis, actia como una maquina compleja que puede
producir y eliminar activamente, grandes cantidades de sustancias toxicas

(Splettstoesser y Schuff-Werner, 2002).

Segtn lo mencionado anteriormente se puede decir que al producir el estimulo
con bacterias en el erizo antartico, se genera una respuesta inmunitaria demostrada
con el aumento en el numero de celomocitos. La funcion de los celomocitos es ir
al sitio de la infeccion y eliminar a los agentes causales de esta misma. Por lo
tanto al producirse la fagocitosis por los celomocitos hacia los patogenos, la
fagocitosis produce una serie de sustancias toxicas que llevaran a la muerte de los
elementos que estan produciendo un desequilibrio en el sistema del organismo y

asi a través de la apoptdsis volver al estado basal (homeostasis).

En el medio marino antértico, la temperatura de las aguas usualmente se
encuentra en un rango entre -1,9°C y 2°C (Clarke y Leakey, 1996). Donde los
procesos fisioldgicos principalmente son marcadamente lentos bajo estas

condiciones (Peck, 1998).

Shimada y colaboradores (2002), realizaron el primer estudio in vivo e in
vitro en equinoideos antarticos con respecto a la fagocitosis, incluyendo la
capacidad germicida a temperaturas polares, en el erizo antartico Sterechinus
neumayeri. En este estudio, se comparo¢ el tipo y la concentracion de celomocitos,
ademas de la capacidad fagocitica entre erizos de mar antarticos, con erizos de
mar temperado y tropical. A partir de ello, demostraron que los cuatro tipos de
celomocitos son iguales que aquellos descritos en erizos temperados y tropicales,
y que la concentracion de ellos varia de acuerdo a cada individuo. En cuanto a la
capacidad fagocitica, no existe diferencia significativa, sugiriendo una adaptacion

a la fagocitosis en equinoideos de temperaturas antarticas.

Silva y Peck (2000) también compararon la capacidad fagocitica entre el erizo

antartico y la estrella de mar Odontaster validus, obteniendo resultados similares

51



tanto in vivo como in vitro, sugiriendo una eficiencia en la fagocitosis en
temperaturas antarticas, al igual que Shimada y colaboradores (2002). Indicando

ademas que la fagocitosis es un mecanismo importante de resistencia natural.

En el caso de los erizos estimulados con levaduras, no se observo un aumento
en el numero de células inmunitarias, ya sea en los celomocitos totales, como para
las células esferoidales rojas, luego de las 24 (Fig.11A) y 48 (Fig. 11B) horas post
estimulacion. Demostrando que el sistema inmunitario del erizo antartico no
responderia frente a este tipo de particula extrana, mediante la disminucion
significativa entre los celomocitos totales (Tabla 7B) y células esferoidales rojas

(Tabla 8B) luego de las 24 y 48 horas post estimulacion.

La diferencia de la respuesta celular, ante la presencia de bacterias y levaduras
se puede deber a que tanto las bacterias como las levaduras poseen diferentes
PAMPs. De acuerdo a esto se sabe, segun Aderem y Ulevitch (2000) que
patdégenos como la mayoria de las bacterias Gram negativas son reconocidas por
un patron molecular denominado LPS y que muchas de las bacterias Gram
positivas son reconocidas por acidos lipoteicoicos, generando en el momento del
reconocimiento entre el PAMPs y TLR especifico una respuesta inflamatoria, lo
que se ve reflejado en el aumento en el nimero de células inmunitarias, en este
caso los celomocitos. Ademas menciona que patdogenos como las levaduras son
reconocidas por patrones denominados mananos, manoproteinas y zimosan
(presente en la pared celular), que al igual que los otros PAMPs al ser reconocidos
generan una respuesta inflamatoria. A esto se puede agregar que el B- Glucano es
la mayor estructura polisacarida presente en la pared celular en la mayoria de las

levaduras y hongos (Secombes, 1994).

De acuerdo a esto, el erizo antartico podria generar una respuesta inmunitaria
distinta para estos dos agentes extrafios. Sin embargo no se descarta que exista
otra via de reconocimiento molecular frente a las levaduras. Ademas cabe destacar
que la levadura Saccharomyces cerevisiae, es un hongo que ha sido ampliamente

estudiado dada su importancia en la industria panadera y vitivinicola, asi como
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por su capacidad de producir etanol (Folch-Mallol, et al., 2004). Esta levadura se
obtiene a través de la cerveza como su nombre lo indica: Saccharo (azucar),
myces (hongo) y cerevisiae (cerveza) (Hernandez, 1999), por lo tanto no se
encuentra en el ecosistema marino antartico, pero sin embargo si existen otros
tipos de levaduras como: Candida psychrophila (Deegenaars y Watson, 1997),
Cryptococcus sp y Rhodotorula sp (Amato et al., 2009), entre otras. Esta puede
ser la razéon por la cual el organismo en estudio no genera una respuesta
inmunitaria tan relevante como lo hace con las bacterias, ya que quizas no posee
un mecanismo especifico para el reconocimiento de esta levadura, pero quizas si
para aquellas que estdn circulando constantemente en su medio ambiente,
sugiriendo que quizas los celomocitos carecen del TLR especifico que identifica a
las levaduras, denominado TLR2 (Moreno y Sanchez-lbarrola, 2003). Sin
embargo se cree necesario continuar con las investigaciones con respecto a la
respuesta inmunitaria en relacion a la estimulacion con levaduras para obtener una

conclusion mas concreta.

5.2 Expresion de genes en celomocitos de Sterechinus neumayeri.

La fuerte amplificacion del gen de la actina, factor inflamatorio alogénico tipo
1 y la metalotioneina (Tabla 3), implica que estos tres genes de alguna manera
participan cuando el sistema inmunitario del erizo inicia el ataque como la defensa
contra las particulas extrafias que invaden su organismo. Cuando se dice de alguna
manera, se refiere a que los tres genes cumplen funciones distintas en los
organismos y que éstos se expresan de acuerdo al rol especifico de cada uno con
respecto a la situacion de estimulacion con particulas extrafias o cambios en el

ambiente que desencadenan una respuesta del sistema inmunitario a nivel celular.

Como en todo estudio de expresion de genes, se debe utilizar un gen control o
de referencia para poder comparar o normalizar la expresion de los genes a
estudiar. En este caso se eligié la actina, ya que es una proteina altamente

conservada y abundante en las células eucaridticas (Percipalle, 2007) y ademas
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porque debido a su naturaleza y porque se expresa en el citoesqueleto de todas las
células eucarioticas, se utiliza como gen control para determinar la expresion de
genes (Kreuzer et al., 1999). La Actina, es una de las proteinas mas abundantes
entre los eucariotas y se encuentra presente en todo el citoplasma (Maillet, 2002).
Como proteina, posee un peso molecular de 42 kDa (Zamir y Geiger, 2001). La
actina es muy conservada a nivel filogenético, pero sin embargo, es codificada
por una familia multigénica que ha evolucionado a partir de un gen precursor
comun (Guirardo et al., 2002). Sus principales funciones fisiologicas estan
relacionadas con la motilidad celular y los cambios de forma de la célula durante
el ciclo celular. También, participa en la organizacion del citoplasma para generar
fuerzas mecéanicas dentro de la célula en respuesta a diversas sefiales
extracelulares, es esencial para algunas actividades contractiles y controla las
interacciones celulares, la adhesion molecular y el transporte intracelular (Schmit

et al., 1998; Moustakas et al., 1998).

El Factor Inflamatorio Alogénico tipo 1, es un polipéptido hidrofilico que
actia como barrera en las especies y fue identificado por primera vez por Utans y
colaboradores (1995), a través de un aloinjerto cardiaco con rechazo crénico en
una rata, en donde la inflamacion juega un rol importante (Autieri et al., 2002).
Luego se demostrd que la expresion del factor alogénico tipo 1, se correlaciona
con el rechazo cardiaco en el transplante clinico de corazon. La expresion del
AIF-1 también aumenta la produccion de IL-6, 10 y 12 en macréfagos de raton,
demostrando que el AIF-1 juega un rol importante sobre todo en respuesta frente a
estimulos inflamatorios (Watano et al., 2001). Sin embargo, la relacion directa
entre la expresion del factor alogénico tipo 1 y las actividades de macréfagos

frente a una lesion, ain no se entiende totalmente.

La Metalotioneina, es una proteina cuyo nombre deriva del hecho que esta
tiene un gran contenido de metales y es rica en cisteinas (K&gi y Schaffer, 1988).
Originalmente la metalotioneina fue identificada como un proteina de bandeo para
el cadmio, responsable de la acumulacion natural en la corteza renal equina
(Margoshes y Vallee, 1957). Su posterior caracterizacion puso de manifiesto que

se trataba de un polipéptido de bajo peso molecular, con un alto contenido en
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cisteinas y sin aminoacidos aromaticos ni histidina. Estas proteinas contienen
varios atomos metalicos en su molécula que se encuentran coordinados en dos
estructuras en forma de cluster metal-tiolato (Kagi y Vallee, 1960). Las
metalotioneinas son capaces de responder a determinados estimulos. A estos
estimulos les denominamos inductores. Muchos de ellos son capaces de actuar
tanto in vivo como en cultivo. No obstante, algunos genes fallan en su induccion
en cultivo debido a la ausencia de receptores adecuados o por otras causas mas
complejas. Se podria hablar, por tanto, de inductores primarios o secundarios en
funcién de si incrementan directamente la sintesis de de MTs (metalotioneinas) o

no (Carrasco, 2000).

5.2.1 Modificacion de la expresion de genes en celomocitos estimulados con

bacterias y levaduras.

De modo general, el aumento de la expresion de los genes en los erizos
estimulados con bacterias, con respecto a los controles luego de las 24 horas post
estimulacion (Fig.12A), significo que los genes responden positivamente frente al
estimulo o agente estresor desencadenando la activacion del sistema inmunitario
expresandolo a nivel molecular. En cuanto a la disminucion en la expresion, luego
de las 48 horas post estimulacion (Fig.12B), se debe a la regulacion que genera el
sistema inmunitario para retornar a su estado basal (homeostasis) (Guerrero,

2007), demostrandolo también a nivel molecular.

El aumento y la disminucién de la expresion de los genes, luego de las 24 y 48
horas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, se corrobor6 con los datos
obtenidos a través de la cuantificacion por medio del programa de anélisis de

imagen ImageJ (Fig. 14A y 14B).
Con respecto al gen control, se esperaba que su expresion no variara frente a la

estimulacion del erizo antértico, ya sea con bacterias o con levaduras luego de las

24 y 48 horas, ya que este gen por sus caracteristicas particulares ha sido utilizado
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mayoritariamente como gen control en otros estudios (Yang et al., 2005; Smith et
al., 2006) . Sin embargo se observaron cambios en su expresion, al igual que en
los otros dos genes. Cabe destacar que ademas de la actina se han utilizado otros
genes como control, por ejemplo: B- actina (Yang et al., 2005; Watano et al.,
2001) y GAPDH (Nagakawa et al., 2004; Autieri y Chen, 2005).

Como se menciond anteriormente los tres genes en estudio cumplen diferentes
funciones en el organismo y al poner en peligro la integridad de éste, se genera
una cascada de reacciones para su defensa y asi poder mantener su equilibrio
interno, por lo tanto la variacion del gen control, se debe quizas a que la actina
del citoesqueleto cumple una variedad de funciones biologicas; incluyendo la
dinamica intracelular, division y movimiento celular, (Henson, 1999; Jockusch,
2006), adhesion y estabilidad estructural (Jockusch, 2006) y organizacion del
citoplasma para generar fuerzas mecanicas dentro de la célula en respuesta a
diversas sefales extracelulares (Schmit y Hall, 1998; Moustakas et al., 1998).
Por lo tanto las funciones que cumple la actina se relacionarian directamente con
el movimiento y ploriferacion celular, demostrandolo a través de un aumento no
significativo (Tabla 9) en la expresion después de la estimulacion con bacterias
luego de las 24 horas (Fig.14A) y participando ademds en la mantencioén de la
estabilidad del sistema interno, demostrandolo a través de una disminucion

significativa (Tabla 9) en su expresion (Fig.14B).

En relacién a los otros dos genes, se ha demostrado que el factor inflamatorio
alogénico tipo 1, se expresa en el rechazo de aloinjertos (Utans et al., 1996),
tiempo después se encontr6 que el AIF-1 estd involucrado en la respuesta
inflamatoria asociada al rechazo en el transplante cardiaco en humano (Utans et
al., 1996) y se demostré ademas que la expresion del AIF-1 también aumenta la
produccion de IL-6, 10 y 12 en macrofagos de raton, demostrando que el AIF-1
juega un rol importante sobre todo en la respuesta inmune frente a estimulos
inflamatorios (Watano et al., 2001), agregando el estudio de Yang y
colaboradores (2005), en el cual concluyen que la expresion del AIF-1 juega un

rol importante como mediador en la sobrevivencia, migracién y propiedades
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proinflamatorias de macrofagos. Se dice también que la primera fase de la
inflamacion ocurre durante el reconocimiento del injerto (Shiraishi et al., 1997) o
durante la curacion de las heridas (Kheradmand et al., 1998) en mamiferos.
Watano y colaboradores (2001), afirman también que el AIF-1 juega un rol
importante sobre todo en respuesta frente a estimulos inflamatorios, por lo tanto el
AIF-1 puede servir como marcador que responde en el reconocimiento de
patrones propios de los no propios (Kruse et al., 1999), demostrado a través del
aumento significativo en su expresion (Tabla 10) frente al estimulo con bacterias,
luego de las 24 horas post estimulacion (Fig.14A). El AIF-1 demuestra también su
capacidad de inhibicion de la apoptosis, promoviendo la supervivencia de las
células inmunitarias (Yang et al., 2005), reflejado en la disminucion no
significativa en su expresion luego de las 48 horas post estimulacion (Tabla 10)

(Fig.14B).

Finalmente la Metalotioneina es capaz de responder a determinados estimulos.
Entre ellos encontramos los metales pesados (e.g. Cd, Zn, Cu, Hg), agentes
inflamatorios y citoquinas (e.g. LPS), Hormonas y factores de crecimiento (e.g.
insulina), agentes citotoxicos (e.g. Hidrocarburos, Etanol, Cloroformo),
condiciones estresantes como inflamacion, irradiacion (Carrasco, 2000), la
metalotioneina ademas cumple un importante rol en la homeostasis (Takano et
al., 2004), sugiriendo que estas proteinas forman parte de la respuesta al estrés,
demostrandolo a través de un aumento significativo en su expresion (Tabla 11)
luego de las 24 horas post estimulacion con bacterias (Fig.14A). Este aumento de
la expresion estaria asociado a la produccion de especies reactivas de oxigeno que
se producen continuamente en los tejidos o en células inmunitarias que tiene una
alta capacidad fagocitica. Este es el caso de leucocitos y macréfagos que
presentan una gran actividad del sistema de transporte de electrones en la
mitocondria y de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa.
Por esto es necesaria que las células tengan sistemas de defensa antioxidantes que
previenen el dafio a los tejidos por los radicales de oxigeno. Recientemente se ha
enfocado la atencion a la metalotioneina como un radical depurador debido a la

constante velocidad de reaccion con radicales hidroxilos in vitro la cual es muy
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alta (Thornalley y Vasak, 1985), frente a esto también se sabe que durante la
fagocitosis se producen ROS y segun Kagi y Schaffer (1988), la metalotioneina
estd presente en una gran cantidad de eucariotas funcionando como antioxidante,

jugando un papel protector frente a los radicales hidroxilos.

Contrariamente, no se observd un aumento en la expresion de los genes en los
erizos estimulados con levaduras, luego de las 24 (Fig. 13A) y 48 horas (Fig. 13B)
post estimulacion con respecto a los erizos controles. Al igual que en el
experimento anterior, este resultado se corrobord con los datos obtenidos a través
de la cuantificacion por medio del programa de analisis de imagen Image] (Fig.
15A y 15B). Sin embargo igual se obtuvieron diferencias en la expresion de los
tres genes tanto luego de las 24, como luego de las 48 horas post estimulacion, en
el gen de la actina (Tabla 12), factor inflamatorio alogénico tipo 1 (Tabla 13) y
metalotioneina (Tabla 14). Como se menciond anteriormente esto se puede deber,
a que tanto las bacterias como las levaduras poseen diferentes PAMPs y por lo
tanto el erizo podria generar una respuesta inmunitaria distinta ante el

reconocimiento de las levaduras.

5.3 Clonacion y secuenciacion del ADNc de AIF-1 del erizo antartico

Sterechinus neumayeri.

Este es el primer reporte de AIF-1 descrito para celomocitos de invertebrados
en cuanto a su participacion en la respuesta inmunitaria, ya que las
investigaciones que existen en base los AIF-1 que se expresan en mamiferos y
esponjas y que estan relacionadas con el objetivo de obtener informacion a cerca
de la funcién que cumple éste, principalmente en base al rechazo de aloinjertos
(Utans et al., 1996; Kruse et al., 1999) y la respuesta inflamatoria asociada al
rechazo en el transplante cardiaco en humano (Utans et al., 1996), esta ultima
también demostrada en la produccion de IL-6, 10 y 12 en macrofagos de raton
(Watano et al., 2001), estas y otra investigaciones, con la finalidad de entender

las funciones biologicas y ademas para el desarrollo de nuevos tratamientos que
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mejoren los transplantes alogénicos, todo esto para aportar nuevos conocimientos

al campo de la medicina.

A través de la clonacion y secuenciacion del AIF-1 en el erizo antértico
Sterechinus neumayeri, se pudo inferir que esta secuencia presenta en su
estructura aminoacidica dos sitios biologicamente activos, denominados motivos
EF-hand (Fig. 18). Las proteinas EF-hand se caracterizan por presentar una
estructura, que consiste en una primera hélice a, una vuelta donde se encuentra el
i6n calcio y una segunda hélice a (Nakayama y Kretsinger, 1994). Kretsinger
(1975) sugirio que todas las proteinas que se unen calcio son miembros de la
familia EF-hand, es asi como se conocen 31 subfamilias de las proteinas EF-hand

(Nakayama y Kretsinger, 1994).

La proteinas EF-hand estdn implicadas en un amplio rango de procesos
celulares como: resistencia a drogas o medicamentos, transporte de iones y
nutrientes, modificacion de 4acidos nucleicos y metabolismo, regulacion
transcripcional, respuesta al estrés, quimiotaxis, reacciones redox, modificacion y
degradacion de la pared celular (Yubin et al., 2006). El calcio es el cation mas
versatil en la biologia de la célula, por lo tanto, la regulacion del trafico de calcio
y el nivel de calcio intracelular representa uno de los sistemas mas importantes en
la transduccion de sefiales en organismos eucariotas (Masullo et al., 2006). De
hecho la fina sincronizaciéon en la regulacion del Ca’" en los leucocitos es
requerida para la iniciacién de una respuesta inmunitaria, es asi como ademas
Masullo y colaboradores (2006), indican que la sefializacién del Ca® produce la
activacion de procesos muy importantes en los leucocitos, incluyendo: Ia
ploriferacion, activacion del receptor inducido, secrecion, fagocitosis, quimiotaxis

y muerte celular.

A lo anterior se puede agregar ademas que el nivel de calcio intracelular es bajo
y que cuando el nivel de calcio aumenta, las proteinas que forman parte de la
familia EF-hand se unen al calcio para ejercer una respuesta relacionada con algin

proceso biologico en particular (Yubin et al., 2006).
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En otro contexto, el AIF-1 fue primeramente identificado por Utans y
colaboradores (1995) y ha sido clonado en una amplia gama de organismos, por
ejemplo, en invertebrados como las esponjas (Kruse et al., 1999) y en vertebrados
como en peces 6seos como la carpa (Fujiki et al., 1999), en mamiferos como la
rata (Utans et al., 1995), el cerdo (Chen et al., 1997) y el humano (Utans et al.,
1996). A partir de ello, diversos informes indican que el AIF-1 es altamente
conservado a nivel de evolucidon, demostrandolo a través de la confeccion de un

arbol filogenético (Fig.19).

Finalmente, se eligieron cinco de las diez especies representativas para
observar los motivos correspondientes a las proteinas EF-hand a través de un
alineamiento, todos ellos invertebrados (Fig.20) donde es posible apreciar que los
motivos de EF-hand al igual que la secuencia en la cual estan implicados, en este

caso el AIF-1, se conservan también a lo largo del tiempo.
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6. CONCLUSIONES

El aumento en el numero de celomocitos totales y células esferoidales rojas
luego de las 24 horas en los erizos estimulados con bacterias indica que el sistema
inmunitario del organismo actuaria positivamente, activando los procesos de
ploriferacion celular, desde las células del epitelio celomico y ademas de las
células diferenciadas por parte de los tejidos hematopoyéticos que produce la
presencia de algunos patdgenos o patrones moleculares de éstos, adicionando que
tras las mismas condiciones los tres genes en estudio: actina, AIF-1 y
metalotioneina demostraron tener una mayor amplificacion con respecto a los
organismos controles. Situacion similar ocurrié luego de las 48 horas cuando se
observd una disminuciéon en el nimero de celomocitos totales y células
esferoidales rojas debido al retorno del estado basal (homeostasis) del organismo,
demostrandolo también en la disminucion de la expresion de los tres genes en

relacion a los controles.

La diferencia en la respuesta celular, ante la presencia de bacterias y levaduras
se puede deber a que tanto las bacterias como las levaduras poseen diferentes
PAMPs y de acuerdo a esto el erizo antartico podria generar una respuesta
inmunitaria distinta para estos dos agentes extrafios, pero no se descarta que exista
otra via de reconocimiento molecular frente a las levaduras. Este acontecimiento
también se observo a nivel molecular, ya que la expresion de los tres genes en los
organismos estimulados fue menor en relacién a los organismos controles, tanto

luego de 24 como luego de las 48 horas.

Por lo tanto se puede concluir que la respuesta molecular, representada por los
tres genes en estudio: actina, AIF-1 y metalotioneina, se ve reflejada en la
respuesta celular que genera el organismo frente a un estimulo, ya sea con

bacterias o levaduras, independiente de la funcion que cumpla cada uno de ellos.

En relaciéon al AIF-1, este gen podria estar implicado en procesos de

proliferacion de los celomocitos. Futuros estudios deberian apuntar a confirmar el

61



rol de este gen en los procesos de proliferacion asociados al reconocimiento de lo
no propio. Finalmente, a través de los parametros fisico-quimicos de la proteina y
analisis filogenéticos del gen AIF-1 de diversos organismos dentro de la escala
evolutiva, es posible afirmar que el AIF-1 es una molécula altamente conservada
entre diferentes especies y con un alto grado de similaridad, considerandose como

una molécula esencial en la respuesta inmunitaria.
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8. ANEXOS

8.1 Abreviaturas y Siglas:

ACT: Actina

ADN: Acido desoxirribunucleico

ADNCc: ADN complementario

ARN: Acido Ribonucleico

ARNsas: Riibonucleasas

ARNmM: ARN mensajero

AIF-1: Factor inflamatorio alogénico tipo 1

BLAST: Siglas en inglés de Basic Local Aligment and Search Tool =
Alineamiento local bésico y biisqueda de herramientas

°C: Grado centigrado
MgCl;: Cloruro de magnesio
D: dalton

DDT: ditiotreitol

dNTP’s: Siglas en inglés de Deoxynucleotide thriphosphates = Desoxinucle6tidos
trifosfatos

Ec: Ecuacion
e.g: Ejemplo

EST: Siglas en inglés de Expressed Sequence Tag = Etiquetas de secuencia
expresadas.

ExPASy: Siglas en inglés de Expert Protein Analisys System = Sistema de
analisis experto en proteinas

FD: Factor de dilucion

Fig: Figura
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GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

1g9: Inmunoglobulina

LPS: Lipopolisacarido

LRR: Siglas en inglés de Leucine-Rich Repeat = Repeticiones ricas en Leucina
MT: Metalotioneina

MTSs: Metalotioneinas

NCBI: Siglas en inglés de National Center for Biotechnology Information =
Centro nacional de informacion sobre biotecnologia

ORF: Siglas en ingés de Open Read Frame = Marco abierto de lectura

PAMP’s: Siglas en inglés de Pathogens-Asociated Molecular Pathern = Patrones
moleculares asociados a patogenos

PCR: Siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction = Reaccion en cadena de la
Polimerasa

PRR: Siglas en inglés de Pattern Recognition Receptor = Receptores de
reconocimiento de patrones

ROS: Especies reactivas de oxigeno

rpm: Revoluciones por minuto

RT: Siglas en inglés de Reverse Transcription = Transcripcion Reversa

Tc: Linfocitos T citotoxicos

TcR: Receptor de Linfocitos T

Th: Linfocitos T colaboradores

TLR: Siglas en inglés de Toll Like Receptor = Receptor con homologia a Toll
TNF: Siglas en inglés de Tumor Necrosis Factor = Factor de necrosis tumor
Ts: Linfocitos T supresores/reguladores

Mg: Microgramo

pl: Microlitro
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UTR: Siglas en inglés de unstranlated region = Region no traducida

UV: Ultravioleta
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8.2 Tablas

Tabla 5 Promedio de celomocitos totales en el erizo antartico Sterechinus

neumayeri estimulados con una mezcla de bacterias muertas por calor (A). Ensayo

de comparaciones multiples (Duncan) (B).

controles estimulados
A Horas 24 h 48 h 24 h 48 h
Promedio (x10°) 3,34 5,59 7,48 4,02
SD 0,58 0,97 1,13 0,98

Tratamiento / hora control 24 control 48 estimulado 24 estimulado 48

control 24 0,142175 0,019112 0,620505
B control 48 0,142175 0,192842 0,27121
estimulado 24 0,019112 0,192842 0,037001
estimulado 48 0,620505 0,27121 0,037001

Tabla 6 Promedio de células esferoidales rojas en el erizo antartico Sterechinus

neumayeri estimulados con una mezcla de bacterias muertas por calor (A). Ensayo

de comparaciones multiples (Duncan) (B).

controles estimulados
Horas 24 h 48 h 24 h 48 h
A
Promedio (x10°) 1,09 1,73 3,04 1,15
SD 0,419 0,121 2,097 0,284
Tratamiento/hora control 24 control 48 estimulado 24 estimulado 48
control 24 0,702166 0,264791 0,9725
B control 48 0,702166 0,414832 0,715868
estimulado 24 0,264791 0,414832 0,269203
estimulado 48 0,9725  0,715868 0,269203
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Tabla 7 Promedio de celomocitos totales en el erizo antartico Sterechinus

neumayeri estimulados con levaduras (A). Ensayo de comparaciones multiples

Duncan (B).
controles estimulados
Horas 24 h 48 h 24 h 48 h
A
Promedio (x10°) 5,35 3,31 3,95 2,32
SD 0,56 0,23 0,59 0,15

Tratamiento / hora

control 24 control 48 estimulado 24

estimulado 48

control 24

B control 48
estimulado 24
estimulado 48

0,004939 0,031972
0,004939 0,30344
0,031972 0,30344
0,000275 0,116234 0,019525

0,000275
0,116234
0,019525

Tabla 8 Promedio de células esferoidales rojas en el erizo antartico Sterechinus

neumayeri estimulados con levaduras (A). Ensayo de comparaciones multiples

Duncan (B).
controles estimulados

A Horas 24 h 48 h 24 h 48 h

Promedio (x10°) 3,6 2,81 3,05 0,47

SD 0,79 0,72 0,87 0,06

estimulado

Tratamiento / hora control 24 control 48 estimulado 24 48
control 24 0,489134 0,607704 0,014686
B control 48 0,489134 0,82612 0,042351
estimulado 24 0,607704 0,82612 0,034044

estimulado 48 0,014686 0,042351 0,034044
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Tabla 9 Expresion del gen de la actina en el erizo antartico Sterechinus
neumayeri estimulados con bacterias. El valor de P, se obtuvo a partir de un
ensayo de Student’s, entre los erizos controles y los erizos estimulados,

considerandose significativo cuando P < 0,05.

control estimulado control estimulado
Horas 24 h 24 h 48 h 48 h
Promedio 94,73 97,28 54,08 20,98
SD 442 1,91 3,12 6,62
P=0,62 P=0,01

Tabla 10 Expresion del gen factor alogénico tipo 1 en el erizo antartico
Sterechinus neumayeri estimulados con bacterias. El valor de P, se obtuvo a partir

de un ensayo de Student’s, entre los erizos controles y los erizos estimulados,

control estimulado control estimulado
Horas 24 h 24 h 48 h 48 h
Promedio 65,21 87,40 63,82 42,60
SD 2,83 4,60 8,83 5,13
P=0,01 P=0,11

considerandose significativo cuando P < 0,05.

Tabla 11 Expresion del gen de la metalotioneina en el erizo antartico Sterechinus

neumayeri estimulados con bacterias. El valor de P, se obtuvo a partir de un
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ensayo de Student’s, entre los erizos controles y los erizos estimulados,

considerandose significativo cuando P < 0,05.

control estimulado control estimulado
Horas 24 h 24 h 48 h 48 h
Tabla  promedio 86,00 47,13 92,24 83.03 12
SD 7,84 11,16 4,56 8,83
P= 0,04 P=0,41

Expresion del gen de la actina en el erizo antartico Sterechinus neumayeri
estimulados con levaduras. El valor de P, se obtuvo a partir de un ensayo de
Student’s, entre los erizos controles y los erizos estimulados, considerandose

significativo cuando P < 0,05.

Tabla 13 Expresion del gen factor alogénico tipo 1 en el erizo antartico
Sterechinus neumayeri estimulados con levaduras. El valor de P, se obtuvo a
partir de un ensayo de Student’s, entre los erizos controles y los erizos

estimulados, considerandose significativo cuando P < 0,05.

control estimulado control estimulado
Horas 24 h 24 h 48 h 48 h
control estimulado control estimulado
Horas 24 h 24 h 48 h 48 h
Promedio 51,39 94,21 69,56 69,12
SD 5,78 6,63 3,46 5,34
P=0,01 P=0,94
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Promedio 90,02 48,30 103,14 85,27
SD 3,78 0,66 2,85 3,93
P= 0,001 P=0,02

Tabla 14 Expresion del gen de la metalotioneina en el erizo antartico Sterechinus
neumayeri estimulados con levaduras. El valor de P, se obtuvo a partir de un
ensayo de Student’s, entre los erizos controles y los erizos estimulados,

considerandose significativo cuando P < 0,05.

control estimulado control estimulado
Horas 24 h 24 h 48 h 48 h
Promedio 100,92 99,29 112,49 114,30
SD 3,61 2,49 2,50 2,19
P=0,73 P=0,62
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