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RESUMEN

El sistema inmune de peces muestra caracteristicas similares al de aves y mamiferos,
llevando a cabo tanto respuesta inmune adaptativa como respuesta inmune innata, esta Gltima,
tiene como principales células involucradas, los macrofago/monocitos, granulocitos y células
“patural killer” (NK). Las células NCCs han sido postuladas como la contraparte de las células
NK mamifera. Su funcién es identificar y destruir células tumorales, células infectadas por
parasitos y virus, por medio de mecanismos de citotoxicidad mediado por granzima-perforina o
FasL, como también la secrecion de citoquinas (IFNy, TNFa, IL-12) y quimiocinas. Para este
estudio se eligio el virus ISA como modelo, por las enormes pérdidas en la produccion de S.
salar. Debido a la necesidad de encontrar herramientas, que controlen infecciones, surgié PRL,
que juega un rol importante en la modulacién de la respuesta inmune, en animales y seres
humanos, funcion que esta siendo investigada en peces. El objetivo general es analizar los
mecanismos de activacion de las células NK (perforina, Fas-ligando, TNF-a, IFN-y, granzima B),
mediante gPCR, en cultivo primario de rifion anterior infectado con ISAv, comparado con peces
sanos. Para ello, se estandariz6 partidores, se determiné la capacidad infectiva del ISAv mediante
el método Reed y Miench, se observé el efecto citopatico en la linea celular SHK-1. Cultivos
primarios de rifion anterior se infectaron con dos dosis de virus TCIDsp Y70, Y PRL, luego de 72
horas de infeccidn se evaluo la expresion de distintas citoquinas, mediadores de citotoxicidad, y
actividad de prolactina, mediante RT-qPCR. Por consiguiente, Perforina, FasL, Serglicina, estan
directamente involucrados en modular los mecanismos de citotoxicidad de las células NK de S.
salar desafiadas con ISAv, como también Interleuquinas asociadas a tal mecanismo, como RIL-
12, TNFa, IFNy y por ultimo, prolactina ha resultado como un potencial inmunomodulador de la

respuesta inmune en peces teledsteos, para el control de enfermedades.



ABSTRACT

The inmune system of fish shows similars characteristics to birds and mammals,taking
a cabo adaptative inmune answer as well as natural inmune answer, this last one, has as its main
involved cells the macrofago / monocitos, granulocitos and natural killer cells. the NCCs cells
have been postulated as the contrapart of the mammal NK cells, their function is to identify and
destroy the tumoral cells, infected cells by virus and parasites, through mechanisms of
citotoxixidad, conducted by granzima perforina o fasL ,as well as the secretion of citoquinas, y
quimiocinas.For this study, the virus ISA was choosen as model, due the huge loss in the
production of salmo salar, due to the need of finding tools that could control infection, emerged
PRL, which plays a huge important part in the modulation of the inmune answer ,in animals and
human beigns, function that is been investigated in telosteos. The main objective is to analize the
mechanisms of activation of the NK cells. Perforina, Fas-ligando, TNF-a, IFN-y, granzima B),
through gqPCR, in primal harvest of kiddney infected with ISA, compared with healthy fish. For
that were estandarized partidores and it was determined the infective capacity of isa through the
Reed and Muench method of it was observed the citopatico effect in the SHK-1 cell line. Primal
harvest of front kidnney were infected with two doses of TCIDsg Y70, Y PRL virus, after 72 hours
of infection, it was evaluated the expression of the differents kinds of citoquinas, mediadores de
citotoxicidad,and prolactine activitiy,through gqPCR. Therefore perforina,FasL,Serglicin are
directly involved in the modulating of the mechanisms of citotoxixidad of the NK cells,threated
with isa virus,as wells as interluquinas,related to that mechanism, like RIL-12, TNFa, IFNy,
finally prolactina has resulted as a potential inmunomodulator of inmune answer in telostean

fish.



1.-INTRODUCCION

1.1.-Caracteristicas generales de la inmunidad

La inmunidad es una reaccion frente a sustancias extrafias, como los microorganismos
(virus, bacterias, hongos, protozoos y parésitos multicelulares) y contra macromoléculas
proteinas y polisacéridos (Abbas et al., 2001). El sistema inmune esta formado por una gran
cantidad de células, receptores de membrana que activan cascadas de sefializacién, que se activan
frente al reconocimientos de patégenos y agentes extrafios en cuestion o también llamados
antigenos. Debido a la gran cantidad de antigenos presentes en el medio ambiente en el que
vivimos, es necesario recurrir a mecanismos de la respuesta inmune, para combatir al antigeno.
La respuesta inmunitaria comienza con el reconocimiento del patégeno o del material extrafio y
finaliza con el desarrollo de un mecanismo capaz de eliminarlo (Male & Roitt, 1996). Entre las
respuestas inmunitarias involucradas en el reconocimiento y destruccién del patdgeno se destaca
la respuesta inmune innata (natural o inespecifica) y respuesta adaptativa (adquirida o especifica).
Dentro de la respuesta innata se incluyen las barreras fisicas, diversos tipos celulares. Tales
como, fagocitos, eosinofilos, células citotdxicas naturales (NK) y varias moléculas que circulan
en la sangre como el complemento y proteinas de la fase aguda (Male & Roitt, 1996; Abbas et
al., 2001). Por su parte la respuesta adaptativa, es especifica frente al ataque de cualquier
patdgeno, posee memoria, esta incluye entre otros a los linfocitos B y a sus productos de
secrecion, denominados anticuerpos (Abbas et al., 2001). Se destacan ademas los linfocitos T y

los linfocitos B, que secretan citoquinas.



1.2.-Inmunologia de peces teledsteos

El sistema inmunitario de peces teleGsteos muestra caracteristicas similares al de aves y
mamiferos, presentando tanto respuesta inmune adaptativa como respuesta inmune innata (van
Muiswinkel et al, 1995).

El sistema inmune presenta, como una de las primeras lineas de defensa contra patdgenos lo
constituyen las escamas, las mucosas que recubren las branquias, el sistema gastrointestinal, el
mucus que recubre la piel la cual contiene una variedad de compuestos antimicrobianos y
antiparasitarios como lisozimas y proteasas, entre otros.

Entre los componentes del sistema inmune innato, se encuentra, el sistema del complemento, el
cual esta compuesto por una variada gama de proteinas séricas, las cuales tienen 3 funciones
asociadas: 1) recubrir al patdgeno de estas proteinas sericas para asi permitir un reconocimiento y
destruccion de la célula patogénica, mediante las células fagociticas, 2) iniciar la respuesta
inflamatoria y 3) lisis de los patdgenos (Rubio-Godoy, 2010).

Otro de los constituyentes que forma parte del sistema inmune innato de los teledsteos son los
interferones (IFN), que forman parte de una familia heter6loga de proteinas, que le proporciona a
los peces proteccion contra las infecciones virales (Olabuenaga , 2000).

La relevancia para estudiar el sistema inmune innato de peces teledsteos, se evidencia en dos
puntos importantes; el primero es que al ser organismos poiquilotermos, provoca que cuando los
peces se encuentran a temperaturas muy bajas no son capaces de activar adecuadamente algunas
funciones inmunitarias adaptativas, como la produccién de anticuerpos y dependen sobretodo de
las defensas innatas. ElI segundo punto, es que cuando la inmunidad adquirida no funciona

cabalmente, se incrementa la actividad del complemento y los factores de coagulacion, que



comprende 2 mecanismos defensivos importantes: por un lado la fagocitosis, y por otro la
citotoxicidad no especifica, mecanismos que son llevados a cabo cuando es reconocido el
patdgeno.

El proceso de fagocitosis en teledsteos es muy similar al llevado a cabo en vertebrados; el cual
consiste en los procesos de: reconocimiento, unién, incorporacion destruccion y digestion del
antigeno, para la eliminacién completa del antigeno o agente externo que ingresa al pez (Rubio-
Godoy, 2010).

Los componentes celulares que conforman el sistema inmune innato en peces teledsteos incluye a
las células fagociticas, tales como: los macrofagos/monocitos, las células citotoxicas no
especificas (NCCs) que fueron pensadas para ser la contraparte de las células NK en mamiferos
(Ordas et al., 2011), los granulocitos, que incluyen a los neutrofilos y eosinéfilos (Olabuenaga S
,2000).

Todos los animales no mamiferos, en su mayoria carecen de medula 6sea, siendo este el caso de
los teledsteos. La produccion de células sanguineas, proceso denominado hematopoyesis, se
realiza en el rifidbn, 6rgano en el cual se encuentran localizadas, las células madres
hematopoyéticas y que en reemplazo de ganglios linféticos, los teledsteos tienen una extensa
reticula para atrapar particulas acarreadas en la sangre, principalmente en el rifion y el bazo,
organos donde ese localizan poblaciones de macrofagos y linfocitos capaces de iniciar una

respuesta inmune (Rubio-Godoya, 2010).



1.3.-Las células Natural Killer (NK) en mamiferos

Forman parte de las células involucradas en la respuesta inmune innata, estas células no
solo “matan” a células tumorales, sino que también, juegan un papel importante en la defensa
contra, patdgenos, como parasitos y los virus (Trinchieri, 1989; Biron et al., 1999).

Estas células, forman parte de la tercera poblacion de linfocitos, diferentes a los linfocitos B y
linfocitos T (Sepulveda et al., 2000), no tiene receptores especificos para el antigeno extrafio y su
mision es la defensa innata de los organismos. Su funcién mas importante es identificar y destruir
a la célula diana y también contribuye a la regulacion del sistema inmune en la secrecion de

citoguinas y quimioquinas. Presentan en su citoplasma granulos citotoxicos y ademas de expresar
marcadores proteicos como CD56 y FcYR-1II(CD-16) en la superficie celular (Bryceson et

al.,2011).

Cualquier tipo de célula, ya sea normal o patoldgica, puede ser sensible al ataque de las células
NK, pero para ello necesita del reconocimiento de los receptores de la célula diana, de los cuales,
uno de ellos tiene como ligando una molécula de histocompatibilidad clase I (puede ser del tipo
inhibidor o activador).

La forma en que las células NK destruyen a las células infectadas por virus, células tumorales,
células normales o alogénicas, es debida a la accién citolitica de esta. Tal destruccion puede
Ilevarse a cabo mediante los mecanismos de citotoxicidad a través del proceso de lisis celular, o
bien mediante la citotoxicidad dependientes de anticuerpos ADCC, esta Ultima, gracias a que las
células NK presentan en su superficie celular un marcador denominado CD16, reconocen la
fraccion Fc de los anticuerpos que recubren a la célula diana, permitiendo la lisis de esta

(Sepulveda et al., 2000).



1.3.1.-Etapas de la lisis celular

1.-Fase de reconocimiento y adhesion celular: La célula efectora reconoce una serie de
receptores de superficie de la membrana en la célula diana.
2.-Fase de activacion de la célula efectora: El reconocimiento de los receptores de superficie de
la célula diana con sus ligando, genera la transmision de la sefial hacia dentro de la célula
produciendo tanto, vias de sefializacion, cambios estructurales, entre los que destacan,
reorganizacion del citoesqueleto, polarizacion del aparato de Golgi y la exocitosis de los granulos
de secrecion al espacio intercelular. Esta interaccion también puede generar una secreciéon de
citoquinas como IFN-y y TNF-a..
3.-Fase litica: Las células NK lisan a la célula diana a través de la liberacion de los factores
citotoxicos, tales como, la granzima y la perforina, mediante el proceso de exocitosis de sus
granulo; lo que trae como consecuencia la eliminacion de célula diana por apoptosis, ademas de
la activacion de citotoxicidad mediada por FasL, que finaliza en la destruccion de la células

diana.



1.4.-Mecanismos de citotoxicidad
1.4.1 Mecanismo de citotoxicidad mediado por granzima-perforina

Las enzimas granulares, que se encuentran en las células NK y que participan activamente
en la citotoxicidad, son las granzimas, la perforina o proteina formadora de poros (PFP), que se
encuentran especificamente en los grénulos citotoxicos de las células NK, ademéas de
carboxipeptidasas, catepsina, ari-sulfatasa y beta-glucuronidasa.

Perforina, proteina formadora de poros (Voskoboinik et al., 2006; Krzewski et al.,2012). Se
encuentra en los granulos secretorios de las células NK, formando un complejo junto a granzima
B y una proteina de alto peso molecular llamada serglicina (Raja et al., 2003). Perforina tiene la
propiedad de interaccionar con fosfolipidos de la membrana plasmaética de la célula diana, y
como consecuencia de lo anterior se genera la exocitosis de los granulos sobre la membrana de la
célula diana y ademas genera la induccion de la permeabilizacion de la membrana (Sunil et al.,
2002). Una vez endocitado el complejo por la célula diana, conduce a la formacion de una
vacuola endocitica, en donde el complejo queda retenido (Libermann, 2003). El pH &cido de estas
vacuolas inducen la activacion de las perforinas, desestabilizando la membrana endocitica de la
célula diana, lo cual genera poros, que permiten la entrada de granzima B, hacia el citosol de la
célula diana, que posteriormente, activa las vias de las caspasas, llevando a la apoptosis de la
célula diana.

El sistema inmune tiene una variada gama de granzimas, entre las que se encuentra, granzima A,
B, C, D, F, G, H, K que forman parte de la familia de las serinas proteasas y constituyen el
componente de mayor importancia en los granulos citotoxicos de las células NK y linfocitos T
citotoxicos (CTLs). A su vez, las granzimas juegan el rol mas importante en la induccion de la

lisis de la célula diana (Kesavannair et al., 2006) ,y se clasifican en 4 actividades enzimaticas:



Tryptase (granzimas A y K), Asp-ase granzimas B, Met-ase (granzimas M, and chymase (otras
granzimas) (Kam et al., 2000). Las granzimas A y B son muy frecuentes de encontrar en
humanos y en ratones, siendo la granzima B, la que activa la via dependiente de las caspasas,
para el inicio de la apoptosis de la célula diana, y de la misma forma, se encuentra muy expresada
en células NK formando un complejo con perforina, la cual contiene una tercera proteina de alto
peso molecular denominada serglicina que actia como proteina transportadora o carrier (Metkar

et al., 2002; Raja et al., 2003).

1.4.2.-Mecanismo de citotoxicidad mediado por FasL

FasL, es una proteina de transmembrana tipo Il que es expresada en las células NK,
reconoce la porcién Fas expresada en la célula diana, induciendo la apoptosis de la célula blanco.
Este mecanismo de citotoxicidad se desencadena por la interaccion del receptor de membrana
FasL de la célula NK, con el sitio Fas de la célula diana, poniendo en marcha una serie de eventos
de lisis celular. Este mecanismo apoptotico se desarrolla en 3 fases: Fase de iniciacion, se genera
por la unién de Fas a su respectivo ligando; Fase efectora, se activan las enzimas proteoliticas
denominadas caspasas, proceso en el cual la célula esta programada para morir; Fase degradativa,

donde la célula muerta es reconocida y fagocitada por lo macréfagos (Marcel et al., 2002).
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Figura 1: Mecanismos de citotoxicidad celular. (A) Citotoxicidad mediada por Fas-FasL. (B)
Citotoxidad mediada por perforina-granzima. Los dos mecanismos conllevan a la muerte celular,
desencadenada por la activacion de caspasas y/o via Bid, terminando en apoptosis. (Marcel et al.,

2002).
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1.5.-Citoquinas secretadas y estimuladoras de las células NK

Las citoquinas forman parte de un gran grupo de proteinas o glicoproteinas que son
producidas por estimulos exdgenos o enddgenos, que poseen la capacidad de modular la
actividad funcional de las células. Son producidas durante las fases efectoras de la inmunidad
innata y especifica, regulando las respuesta inmunitarias e inflamatorias (Olavarria, 2010).
Debido a las caracteristicas funcionales de las citoquinas y su alto nivel de pleiotropismo, se hace
dificil clasificarlas en una funcién determinada, es razén de ello que se dividen en:1) Citoquinas
implicadas en el desarrollo hematopoyético 2) Citoquinas implicadas en el desarrollo de la
respuesta inmune innata 3) Citoquinas generadas en la respuesta inmune adaptativa. Como
consecuencia de lo anteriormente expuesto, se le otorga mayor énfasis a las citoquinas implicadas
en el desarrollo de la respuesta inmune innata. Estas citoquinas se generan de manera inmediata
al contacto con el agente infeccioso, los monocitos, macrofagos, o algun tipo de linfocito
activado.

Ademas de la funcién citotdxica, estas células presentan una funcién secretora, que consiste en la
liberacion de varias citoquinas, tales como: TNF-a, IFN-vy,IL-10, IL-15, IL-13, GM-CFS y MGSF
(Sepulveda et al., 2000), que se producen como consecuencia de la activacion de la células NK
por el encuentro con la célula diana, y la respuesta a citoquinas exdgenas: IL-12, IL-2, IL-15y
IL-18, que paralelamente son estimuladas por quimioquinas, entre las cuales: MIP-1a, MIP-1B y
RANTES (Bryceson et al.,2011).

Las citoquinas son secretadas al espacio extracelulares, para producir su efecto en la célula diana
o0 cualquier otro agente que cause la activacion de éstas, pudiendo ejercer estimulos autocrinos,

paracrinos, o endocrinos. Los efectos biologicos pueden ser muy amplios y no solamente
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dedicados a la respuesta inmune, sino también enfocados a procesos de embriogénesis, y

desarrollo de 6rganos.

1.5.1.- Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

Es un citoquina proinflamatoria y de defensa al huésped (Varga,2009), con funciones
reguladoras en el sistema inmune. Es producido principalmente por monocitos y macréfagos, en
respuesta a los agentes infecciosos, siendo capaz de activar a las células NK (Leibson, 1997).
Induce la expresion de moléculas de adhesion, lo que constituye la principal causa del efecto

shock séptico asociado a bacterias (Sepulveda et al., 2000).

1.5.2.- RIL-12

Producida por monocitos y macrofagos o también por células dendriticas y linfocitos B, es
el factor estimulador de las células NK. Su produccion es fuertemente estimulada por bacterias,
parésitos intracelulares y virus, que a su vez estimula y aumenta la actividad citotoxica de las
células NK (Sepulveda, 2000; Yadav et al., 2011). Influye en la capacidad de dirigir la

diferenciacion de los linfocitos T hacia los linfocitos Thl (Sepulveda, 2000).

1.5.3.- IFN interferones

Son el producto de las células infectadas por virus, pero con el tiempo se descubrid que
ejercian efectos reguladores sobre la proliferaciéon y diferenciacion de varios tipos celulares,

ademas de la capacidad de modular al sistema inmune. Se clasifican en: IFN tipo I, entre los que
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se incluye IFN-a y IFN-B (antiviral y antiproliferativa) producidos por células infectadas con
virus, y por ultimo el IFN tipo Il, que incluye IFNy (derivado de macrdfagos, linfocitos T y
células NK, en respuesta a células infectadas por virus).(Sepulveda et al., 2000). EI IFNy
incrementa la expresion de MHC-1 y I, activa macréfagos y células NK (Leibson, 1997),
también inhibe la proliferacion de células Th2, permite la capacidad presentadora de antigenos a
los macrofagos y asi facilitar su activacion, ademas de aumentar la defensa contra infecciones
virales y la habilidad tumoricida, generando lisis de la célula tumoral y/o célula infectada por
virus; en la medula dsea genera un aumento hematopoyético, y por ultimo un aumento de la
expresion HLA en las células dendriticas, pero la mas importante accion biolégica de este
receptor, es el aumento en la defensa contra infecciones virales, ademas de la activacion de las

células NK y macrofagos que propician la respuesta inmune frente a patdgenos, como Vviruses.

1.6.-Células NK en teledsteos

Se ha expuesto que las células NCCs o también denominadas células citotoxicas no
especificas, se desarrollaron como la contraparte de las células NK en mamiferos, desde la
descripcidn inicial de la linea celular de catfish (Graves et al.1985;Evans et al.,1988; 1999). La
identificacion en la linea celular de catfhish muestra que son morfoldgica y funcionalmente
similares, también usan similares vias efectoras para la destruccion de células tumorales y células
infectadas por virus, como los mecanismos de citotoxicidad mediada por granzima/perforina y

mecanismo de citotoxicidad mediado por FasL/Fas (Ordas et al.,2011).

Se han detectado NCCs en la sangre periférica, bazo, higado y por ultimo en el rifién de los

peces, forman parte de las células involucradas en el sistema inmune innato de los peces
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Teleosteos, tienen actividad citotoxica, contra virus, protozoarios y parasitos (Rubio-Godoya,
2010).

Por otro lado, las NCCs junto a otros efectores no especificos como los fagocitos, colaboran en
proveer resistencia innata durante un proceso de estrés agudo. Estos procesos de estrés pueden ser
inducidos por diversos estimulos como por ejemplo agentes infecciosos (organismos
oportunistas, patdgenos, parasitos), o por agentes ambientales (cambio en la temperatura del
agua, hacinamiento de cultivo). Ademas se ha descrito que las NCCs de peces son capaces de
reconocer Yy lisar las mismas células diana, que las NK de humanos (Harris et al., 1991).

Se ha detectado un Unico receptor identificado de antigenos de NCC denominado NCCRP-1,
siendo el responsable de la activacion de la citotoxicidad de las células NCCs (Jaso-Friedmann et

al., 19973, 2001).

Activated

Ty} h
Activated DC _ 1y macrophage

\ 4 Activated
T cell — T cell

Figura 2: Esquema resumen de la regulacion del sistema inmune por las células NK. (Vivier et
al., 2008).
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De acuerdo a todo lo previamente mencionado es importante destacar la accion de las células NK
en la defensa contra agentes infecciosos ya que proporcionan al individuo de una variada gama de
receptores involucrados en el reconocimiento y destruccion del patdégeno, entre los cuales
destacan, los mecanismos citotdxicos y citoquinas mencionados en parrafos precedentes.

En los ultimos afios el estudio del sistema inmune de peces teledsteos, ha sido de gran ayuda para
control, de diversas enfermedades, tales como el agente infeccioso que genera la anemia
infecciosa del salmon provocada por el virus ISA, a estudiar en el presente trabajo, virus que ha
producido una enorme repercusion negativa en la economia nacional y mundial, provocando

cerca de un 40% de peérdidas en la produccion Salmo salar.

1.7.-Virus de la anemia infecciosa del salmén (ISAv)

ISAv es un virus de la familia Orthomyxoviridae, del género Isa virus(Kibenge et al.,
2009), afecta a peces cultivados en agua de mar de la especie Salmo salar, siendo una de las
enfermedades que causo la mayor mortalidad en la produccién en nuestro pais.
Esta enfermedad fue inicialmente detectada en Noruega el afio 1984 y durante 25 afios ha sido
una de las patologias que se ha expandido en el hemisferio norte.
El primer brote en chile del virus ISA se describié en Chile en julio de 2007 (Kibengeet al.,
2009). En la figura 3 se puede observar la distribucion del virus ISA en nuestro pais en el afio
2008, en el cual se muestra el gran impacto que ha causado en la X region y las consecuencias

negativas en la economia, por la mortalidad de la produccion de la especie Salmo salar.
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Figura 3: Distribucion del brote de ISAv en Chile. Se observa la distribucién de los brotes del

virus ISA en Chile, donde se muestra el porcentaje de la enfermedad de acuerdo a las regiones.
Esto fue descrito el 1 de diciembre del 2008 (Kibenge et a.l., 2009).
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1.7.1.-Genoma viral

Las principales caracteristicas del virus ISAv, es que incluyen viriones de 90-140nm,
cuyo genoma es de RNA de cadena simple de 45-140 nm de didametro. Exhibe ocho segmentos de
RNA simple hebra negativa, y utiliza su propia RNA polimerasa, dependiente de RNA para
replicar y transcribir su genoma (Cottetet al.,2011). EI genoma viral codifica al menos 10
proteinas, 9 de las cuales son estructurales, con un tamafio total de aproximadamente 14,3kb

(Kibengeet al., 2004).

1.7.2.-Sintomas

Los peces infectados con virus ISA presentan una coloracion oscura, siendo los efectos
fisicos externos una hemorragia peri-ocular y palidez branquial, y los efectos fisicos internos son
palidez hepatica, enteritis hemorragica, hemorragia de ciegos piléricos y grasa visceral
hemorragica, congestion del higado, inflamacion del bazo, congestidnintestinal, anemia severa

(Cottet et al.,2011).

1.7.3.-Patogénesis

El ISAv para poder infectar las células del salmon lleva a cabo el ciclo litico de
multiplicacién viral, en el cual se unen las proteinas de la envoltura del virus a la membrana de la
célula del salmén para penetrar hacia el interior de la célula. EI ISAv tiene una proteina llamada
hemaglutinina—esterasa(HE), esta proteina interacta con el receptor de &cido sialico permitiendo
la endocitosis del virus y la posterior union entre la membrana viral y endosomal por la proteina

de fusion (Cottet et al.,2011), para que posteriormente se lleve a cabo el proceso de replicacién


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kibenge%20FS%22%5BAuthor%5D
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viral en el citoplasma y la adquisicion de la membrana viral que se lleva a cabo en la superficie

de la membrana plasmatica de la célula diana.

Matriz .

Teaduceidn de -
Froteinas: pg Sintesis de canal %
PRI & 16imco, Fu, HE L~ Y P /

- Iranscripcion y
(i \ Replicacion
A ' % da RNA viral

Micleo

Endosama

membrana e e == I

Citoplasma

Figura 4: Etapas de infeccién del virus ISA. Esquema que muestra las distintas etapas de la
infeccion por ISAv de una célula de salmon, las flechas en negro indican la ruta de endocitosis.
Las flechas rojas muestran la ruta que sigue el genoma viral y las flechas verdes muestran la ruta

que siguen las proteinas virales. (Cottet et al.,2010b)

La transmision de la infeccion en peces se ha dado mayoritariamente por la cohabitacion
de peces enfermos y sanos, también por el contacto con secreciones y excreciones (Cottet et
al.,2011).

Es importante destacar que el sistema inmune de peces teledsteos, depende casi exclusivamente
del sistema inmune innato, siendo importante centrarse en su estudio para el control de

patdgenos, como virus. Para luego utilizarlo como herramienta, para el control de estas
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enfermedades. Es por ello que se ha establecido, que prolactina juega un rol importante en la
modulacion de la respuesta inmune a través de hormonas neuropeptidicas, en animales y seres
humanos (Chikanza, 1999; Dan & Lall, 1998;De Bellis et al., 2005). La prolactina (PRL), ha sido
relacionada con la modulacion inmune-neuroendocrina tanto en experimentos in vitro como in
vivo, y estos han sido bien documentados en mamiferos (Figueroa et al., 1994, 1997). Ahi su
importancia, para el control de enfermedades, especialmente, para abordar el ataque del virus ISA

contra las células de salmén.

1.8.- Prolactina

Prolactina (PRL), es una hormona polipeptidica de 23 kDa, secretada por la glandula
pituitaria, y células inmune (Shelly et al.,2011; De Bellis et al., 2005), siendo influenciado por el
sistema endocrino y mecanismos paracrino/ autocrino. Siendo asociada a una infinidad de
funciones biologicas, entre las que podemos encontrar: relacionada con el crecimiento y
desarrollo, endocrinologia, metabolismo, comportamiento, balance de agua y electrolitos y por
ultimo reproduccion e inmunorregulacién (Bole- Feysot et al., 1998).

Juega un rol importante en la modulacion de la respuesta inmune en animales y humanos, este rol
depende de la union del receptores de prolactina (RPRL) a receptores especificos expresados en
la membrana de células inmunitarias y células hematopoyéticas (De Bellis et al., 2005). Entre los
receptores especificos, secretados por la membrana de células inmunitarias, encontramos a la
super familia de citoquinas, que incluye a los receptores para IL-2, 3, 4, 6, 7, 9, 12 y 15, por
ultimo IFNy (De Bellis et al., 2005).

En el genoma humano, el gen de PRL, se encuentra en el cromosoma 6 (Overbach et al., 1981).

Obtenido un tamario de 10 kpb, esta compuesto de 5 exones y 4 intrones (Truong et al., 1984).
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En peces, PRL fue asilada por primera vez en 1983 desde la glandula pituitaria de salmén chum
(oncorhynchus keta) (Kawauchi et al., 1983). Siendo clasicamente relacionada con procesos de
osmorregulacion, hecho que fue demostrado en peces el afio 1950, por estudios en la kilifish
(Manzon, 2001). Forma parte de la familia de la hormona de crecimiento (GH) y patégeno
placental, como también somatolactina (SL), presente solo en peces (Lopez et al., 2001; Manzon,
2001) y actualmente se ha asociado su efecto estimulador sobre la respuesta inmune, situacion
que se ha vuelto relevante, a la hora de estudiar el sistema inmune innato de peces teledsteos.

En dltima instancia, es de relevancia sefialar, la gran importancia de analizar y evaluar los
mecanismos de citotoxicidad de las células NK en Salmo salar, debido a la escasa informacion
de los mecanismos de citotoxicidad mediada por las células NK en especies como salmoén frente a
la presencia de algun patdgeno, para asi lograr una mayor comprensién de las defensas
inmunoldgicas de los peces frente a viruses. Como también, lograr comprender el verdadero
efecto inmunomodulador sobre la respuesta inmune, de la hormona polipeptidica prolactina
(PRL), en Salmo salar. Por tanto, se puede utilizar esta informacion, como base de futuros
estudios, en mejorar el conocimiento relacionado con los mecanismos de citotoxicidad mediado
por las células NK en peces tele6steos, y encontrar herramientas mas eficientes, que ayuden al

control de enfermedades, relacionadas con patégenos, como virus.
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Hipotesis:
I) En peces infectados con ISAv existe un aumento de la expresion de distintos mediadores
relacionados con la citotoxicidad como perforina, Fas-ligando, TNF-a, IFN-y, y granzima B.

I1) En peces infectados con ISAv, prolactina en un importante estimulador de la actividad

citotoxica de las células NK y de las interleuquinas asociadas a su activacion.

Objetivo general:

Analizar los mecanismos de activacion de las células NK por virus ISA en cultivo primario de

rindn de S. salar.

Objetivos especificos:

e 1.-Analizar la expresion del RNA mensajero de proteinas mediadoras de la citotoxicidad
(perforina, Fas-ligando, TNF-a, IFN-y, granzima B) frente a virus ISA, mediante RT

gPCR.

e 2.- Evaluar si los mecanismos de citotoxicidad se activan frente a virus ISA

e 3.-Analizar el Efecto citopético en la linea celular SHK-1, ocasionado por el virus ISA.

e 4.- Evaluar el efecto inmunomodulador del PRL, comparando células infectadas, y células

tratadas con PRL.
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2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.-Materiales

2.1.1-Peces para experimentacion (Salmo salar)

En los experimentos se utilizaron peces sanos de aproximadamente 45 g, obtenidos de los
estanques de las dependencias dela empresa Aquasan, Valdivia, a los cuales se les diseccioné el
organo rifion anterior para la extraccion de células de rifion cefalico con la finalidad de llevar a
cabo el cultivo primario en las dependencias del laboratorio de Biologia Molecular de Peces de la

Universidad Austral de Chile, Valdivia.

2.1.2.- Equipos e instrumentos

Balanza acculab v-mg.

Balanza: Satorius TE4101.

Camara de electroforesis, Enduro.

Fuente de poder, Enduro Labnet.

Camara de Flujo Laminar: Nuaire NU425-400E.
Transiluminado, Maestrogen.

Incubador, ZSD-1270.

Refrigerador, Consul 260.

vV Vv YV VvV VY V VY V V

Propipeta, Rota-Filler 3000.
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Minicentrifuga, Labnet.

Centrifuga: Sigma 2-16 multigene.
Microcentrifuga: Sigma 1-14.

Microondas: Somela Faney WT1700.
Microscopio confocal: Zeiss (Axiovert 100 M).
Microscopio: Olympus BKX41.

Microscopio invertido: Olympus CKX41.
Microscpio: Axio Zeizz

Espectometro Nanovue

Micropipetas: Axygen, Labnet.

pH metro: InoLab.

Termociclador: Eppendorf Mastercycler personal.
Termociclador en gradiente: Labnet.

Termociclador tiempo real: Roche, Ligth Cycler 1,5.

vV Vv ¥V Vv VY VvV VvV VY Vv VY V V VY V VY

Vortex: Brarnstead International.

2.1.3.- Reactivos

Merck, Alemania | Winkler, Chile Promega,USA Sigma,USA

Isopropanol, -Ac.Borico -Inhibidor de | -Penicilina-

Cloroformo ‘Hidroxido de sodio | RIVAS estreptomicina
-DNA polimerasa -Glucosa
-Nucleotidos -Medio L-15




-Transcriptasa

reversa

-random primer

Lonza,Suiza Invitrogen,USA Arquimed, chile G.E.Heathcare,
USA
Agarosa -Suero bovino fetal Etanol Percoll
-syber safe
Ambion

Reactivo Trizol LS

2.1.4.-Soluciones

-Medio L-15: Suplementado con 10 % y 2 % de suero bovino fetal.

-PBS: NaCl 136.89 mM, KCI 2.68 mM, Na2HPO4 10.14 mM, KH2PO4 1.76 mM, pH 7.4.
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-Solucién de Chomczynski: Tiocianato de Guanidina 4M; citrato de Sodio 25mM; sarkosyl

0,5% p/v; autoclavado y posteriormente se agrega f-mercaptoetanol 0,1M.

-Buffer SB (20x): &cido bdrico, hidroxido de sodio (NaOH), agua destilada, ajustar pH 8.2 con

acido bérico

- Gene ruler DNA,Ladder mix: DNA Ladder, Loadingdy 6X, agua DEPC.



2.1.5.- kit de reactivos

E.Z.N.A. Plasmid Miniprep kit I, Omega Biotek (USA).
LightCycler® FastStart DNA Marter SYBR Green I, Roche (USA).

SV Total RNA Isolation System, Promega (USA).

2.1.6.-Material Biologico

-Linea celular SHK-1 (linea celular de cabeza de rifién de Salmo salar).

2.1.7.- Aislados de ISAv

La alicuota viral fue traida del campus puerto Montt de la Universidad Austral de Chile

25
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2.2.-Métodos

2.2.1.- Propagacion del virus ISA en cultivos celulares

Los virus por ser parasitos intracelulares obligados, deben ser cultivados en células vivas
(Navarro, 2004). Para ello se utilizd una linea celular llamada SHK-1 (cabeza de rifion de
salmén), células que son divididas con una enzima proteolitica Ilamada tripsina, para ser
sembradas en botellas de cultivo celular, las cuales rapidamente se adhieren al plastico y se
multiplican, hasta formar una monocapa confluente.

Cuando la botella de cultivo celular (15mL) sembrada con la linea celular SHK-1 se
encuentra confluente con medio L-15 al 10 % SBF (suero bovino fetal) + antibiotico. La alicuota
del virus ISA de 1 mL ya descongelada, y se agrega sobre la linea celular sin medio, de esta
manera el virus se propaga por la monocapa durante 30 min a 1 hora, luego se agrega el medio L-
15 al 2 % SBF + antibiotico para la mantencion de las células, hasta observar el efecto citopatico
del virus sobre la linea celular SHK-1. En paralelo se mantuvo una botella de cultivo celular (15

mL) sembrada con la linea celular SHK-1 sin infectar, a modo de control.

2.2.1.1.-Concentracién del virus ISA

Para poder concentrar las particulas virales en suspension, luego de la propagacion en la
linea celular SHK-1, se utilizé un centricon de 30 kDa, previamente hidratado con agua destilada
autoclavada o PBS 1X estéril. Se agregaron las alicuotas virales al centricon y se centrifugaron a

3.000xg durante 15 min, una vez transcurrido el tiempo de centrifugacion, se elimind el
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sobrenadante y las particulas virales quedaron adheridas al centricon, para luego agregar 200 uL
de medio L-15 al 2 % SBF, pipeteando suavemente. Las particulas virales concentradas fueron

guardadas a -80 °C, hasta su préxima utilizacion.

2.2.1.2.- Titulacion viral

Para determinar la capacidad infectiva del virus ISA se utilizé el método de Reed y
Mtiench, el cual consiste en una serie de diluciones del virus 1; 1:10; 1:100; 1:1.000; 1:10.000;
1:100.000; 1:1.000.000; 1:100.000.000 en placas de cultivo de 96 pocillos. Donde previamente se
sembraron 2000 células de la linea celular SHK-1 con 100 puL de medio L-15 al 2 % SBF +
antibidtico por c/pocillo, fueron mantenidas por un dia para que se adhieran a la placa de cultivo
celular de 96 pocillos. Una vez adheridas a la placa de cultivo celular se llevé a cabo las
diluciones en tubos Eppendorf de 1,5 mL, tomando 70 pL de la alicuota viral y agregando tal
cantidad en tubos Eppendorf de 1,5 mL con medio L-15 al 2% SBF + antibi6tico. Una vez
realizada la dilucion se toman 50 uL de c/tubo con su respectiva dilucién, para infectar la placa
de cultivo de 96 pocillos, aforandolos con 50 uL de medio L-15 al 2% SBF + antibiotico con sus
respectivos controles pocillos sin infectar y observar el efecto citopatico de la linea celular SHK-
1.

Para calcular del titulo viral TCIDso, se cont6 los pocillos que obtuvieron efecto citopatico y
los que no obtuvieron efecto citopatico, una vez contado, se prosigui6 a calcular la frecuencia
acumulada de pocillos con efecto citopatico y sin efecto citopatico, ya obtenidos los totales. Se
calcula la razén del efecto citopatico y posteriormente % de efecto citopatico para cada una de las

diluciones. Una vez obtenidos tales proporciones, se llevd a cabo el calculo de la distancia
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proporcional (DP) del 50% de efecto citopatico entre dos diluciones, que se obtiene de acuerdo a

la siguiente férmula:

DP= % efecto citopatico>50% - 50 %

% efecto citopatico >50 % - % efecto citopéatico < 50 %

Una vez obtenida la distancia proporcional, se calculé el TCIDso/m L.

2.2.2.- Obtencion del rifién de Salmo salar

Especimenes sanos de salmén, que pesaron 45g aproximadamente, recién obtenidos del
estanque de agua dulce, fueron sacrificados para la obtencion del érgano de estudio. Para ello, se
cercenaron en forma sagital, con el objetivo de ubicar los 6rganos, luego se realizd un corte
longitudinal para dejar expuesto el rifion y extraerlo de la especie en estudio (para la realizacién

del cultivo primario se requiere del 6rgano fresco).

2.2.3.-Soluciones y medios de cultivo

Las soluciones para la composicion de los medios de cultivo fueron preparados bajo una
camara de flujo laminar para mantener las condiciones de esterilidad. Del mismo modo todas las
soluciones y tampones preparados para el medio de cultivo fueron filtrados con filtros de

nitrocelulosa (0.2 um). EI medio de cultivo utilizado fue L-15 suplementado con 10% de suero
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bovino fetal + antibidtico y medio de cultivo L-15 suplementado al 2% suero bovino fetal +

antibidtico y mantenido a 17°C, sin CO..

2.2.4.-Cultivo primario

Para llevar a cabo el cultivo primario de rifion, se cumplieron las siguientes fases; en
primer lugar, seleccionar y aislar el rifion anterior; posteriormente, se procedié a la diseccion del
rifidn anterior de S. salar y su deposito en placa Petri con medio L-15 suplementado con 10 %
suero bovino fetal + antibidtico. Acto seguido, se tamiza el 6rgano con una malla de 70 um
puesta en un tubo de 50 mL, sobre esta malla se colocaron trozos del érgano, para disgregar el
tejido con vastagos de jeringa previamente autoclavados. Una vez disgregado el tejido en su
totalidad, se tomaron 2 mL medio L-15 10 % SBF + antibiotico para lavar y sacar restos de
células de la malla y depositarlos en tubo de 50 mL. Luego el tubo con las células se tapa y se
centrifugo a 600 xg por 10 min a 4°C. Transcurrido el tiempo de centrifugado se elimino el
sobrenadante y se resuspendio suavemente las células en 15 mL medio L-15 al 10 % SBF. Todo

el proceso anteriormente descrito se realizé bajo campana para evitar contaminacion.

2.2.4.1.-Purificacion de células de la linea blanca, del cultivo primario de rifién anterior de

Salmo salar

Para poder distinguir a las células NK de otras células involucradas en la generacion de la
respuesta inmune innata como monocitos, macrofagos y otros, se procedié a preparar un

gradiente continua de Percoll, utilizando 3 mL de Percoll al 60 % en Falcon de 15mL. Para
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purificar las células, se cargaron 1,8 mL de suspension celular sobre el Percoll utilizando pipeta
Pasteur (cuidando de no dafiar el gradiente). Los tubos se centrifugaron a 700 xg por 60 min a
20°C. Luego de la centrifugacion, se procedio a la recuperacion del anillo de células de la linea
blanca aspirando con pipeta Pasteur un volumen aproximado de 1 mL de Percoll/células de la
linea blanca que se mezclé con 5 mL de medio L-15 AL 10 % SBF en tubos de 15 mL.
Posteriormente se centrifugo a 400 xg por 10 min a 4°C. Se desecho el sobrenadante y se repitio
el lavado. Finalmente las células se resuspendieron en 1mL L-15 10% SBF. Las células se

mantuvieron a 4°C por algunos minutos hasta su utilizacion.

2.2.4.2.-Desafio en cultivo primario con virus ISA

Para llevar a cabo la infeccién en cultivo primario de cabeza de rifién de Salmo salar, se
purificaron previamente las células NK mediante gradiente continuo de percoll y se contaron en
camara de Neubauer, para sembrar 1x10°8 de células x pocillos, en placas de cultivo de 6 pocillos,
infectarlas luego con 2 dosis letales TCIDso y TCID5o, cON sus respectivos controles. Los puntos

fueron recolectados a las 24, 48 y 72 h post-infeccién (figura 5A).
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2.2.4.3.- Estandarizacion de Prolactina

La purificacion, estandarizacion, y confirmacion de PRL, se realizada por Soto (2012), con una
concentracion obtenida de 0,47 pg/uL, y la actividad de PRL medida, a 500 ng/mL. Datos vitales
que fueron obtenidos, para posteriores tratamientos con PRL, PRL + ISAv en células de cultivo

primario de rifion anterior de S.salar.

2.2.4.4.- Cultivo primario desafiado con PRL

Las células de rifion de rifion, previamente contadas y sembradas se dejaron asentando por
1 hora con PRL a una concentracion de 0,47 pug/ul con medio L-15 al 2 % SBF + antibiotico, por
ultimo se agregd el volumen ya calculado de virus ISAv, a cada uno de los pocillos, con un
volumen final de 1 mL por pocillo y desde este momento comenzé a correr el tiempo para

recolectar la informacion a graficar (figura 5B).
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A)
Cultivo primario de rifién Cultivo primario de rifién
de Salmo salar INFECTADO con ISAv de Salmo salar NO INFECTADO con [SAv
4 Y - N
24 hrs Post-Infeccién 24 hrs Post-Infeccion
N % N /
4 N 4 N
48 hrs Post-Infeccion
48 hrs Post-Infeccién
N i N\ /
4 N 4 N
72 hrs Post-Infeccién 72 hrs Post-Infeccidn
N Vi N /
O TCIDso O TCID7o O Control
B)
Cultivo primario de rifién Cultivo primario de rifién
de Salmo salar INFECTADO con ISAv de Salmo salar NO INFECTADO
. 24 hrs Post-Infeccion 24 hrs Post-Infeccion
y 48 hrs Post-Infeccién
48 hrs Post-Infeccion
/ 72 hrs Post-Infeccion 72 hrs Post-Infecciéon

Or

. ISAv + PRL

PRL O Control

Fig 5. Modelo de experimentacion. A) Desafio de cultivo primario de rifion anterior de S. salar,
infectado con dos dosis letales TCID 5o (amarillo) y TCID ;, (naranjo) a distintos tiempos, con
sus respectivos controles (color rosado).B) Desafio de cultivo primario de rifion anterior de

Salmo salar, tratado con ISAv + prolactina (color café), prolactina (verde), con sus respectivos
controles(color rosado) a diferentes tiempos.
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2.2.5.- Extraccién de RNA de cultivo primario de rifién de S. salar

Se extrajo de RNA total desde de rifidén anterior, ademés de la extraccion de RNA del
cultivo primario de rifidén infectado con virus ISA, tratados con PRL, y ISAv + PRL y sus
respectivos controles, mediante el método de Chomezynski (Chomczynski & Sacchi, 1987). Para
llevar a efecto la extraccion se procedio a la ejecucion de las siguientes etapas, (1) se homogenizo
el tejido con 1mL de solucién de Chomczynski, (2) se incubd por 5 min a T° ambiente, (3) se
agreg6 0,2 mL de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1, (4) se agitd por inversion, (5) se centrifugo
a 12000 xg por 15 min a 4°C, (6) se transfiri¢ la fase acuosa a un tubo estéril de 1,5 mL a 4°C, (7)
se afladié 0,5 mL de Isopropanol + glicogeno 50ug/mL + acetato de amonio 0,5M, (8) se incubé a
-20°C toda la noche para favorecer la preparacion de RNA, (9) se recuperd el RNA precipitado
por centrifugacion a16600 xg durante 12-13 min a 4°C, (10) se elimind el sobrenadante y se lavd
el precipitado de RNA con 1mL de alcohol etilico 75%, (11) mezclando por inversién y luego se
centrifugd a 16600 xg durante 5 min, (12) se eliminé el sobrenadante y se secé el precipitado al
aire por 10 min, (13) se disolvid el precipitado en 80 pL de agua sin nucleasas. Por Gltimo se

cuantificé el RNA por espectrofotometria a 260/280 y se guardo la preparacién a -80°C.

2.2.5.1.- Extraccion de RNA de virus en suspension con Trizol LS.

Se llevo a cabo la extraccion de RNA, del virus en suspension, mediante el reactivo Trizol
LS, con el cual se homogenizé la muestra (virus ISA en suspension), para luego agregar el
cloroformo, mezclar vigorosamente y centrifugar al maximo durante 15 min. Una vez terminada
la centrifugacion, se retiro la fase acuosa superior y transparente, a un tubo Eppendorf de 1,5 mL

limpio, se agrego el Isopropanol y se dejo toda la noche a -20°C, al siguiente diase centrifugo el
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tubo, para luego el sedimento obtenido ser lavado con etanol al 75%, en ultimo lugar se

resuspendio el RNA en agua tratada con DEPC, para su posterior cuantificacion.

2.2.5.2.- Obtencién de cDNA (RT-PCR)

La transcripcion reversa se realizo en un total de 30 pl de solucion de RNA total, pero dividido
en dos partes. La primera reaccion se efectud en una mezcla conteniendo 1 uM de oligo-dT, 10mM de
cada dNTP; 5 pg de RNA y agua libre de nucleasas. Esta se incubd por 10 minutos a 60°C. Paso
seguido se le adiciond la segunda mezcla comprendida de 100 Unidades de transcriptasa reversa
(Promega), 4 pul del tampon de la transcriptasa reversa 5X, 2 Unidades de inhibidor de RNAsa. Como
ultimo paso, los 40 puL de mezcla final se incubaron por 50 minutos a 42°C seguido de 10 minutos a
70°C.

Por consiguiente se procedio a realizar un PCR convencional para R-actina, para comprobar la

calidad del cDNA y que esté libre de DNA gendémico

2.2.6.-PCR convencional

La reaccion de PCR se realizé en un volumen total de 25 pL, conteniendo 0.5 unidades de Taq DNA
polimerasa; 5 pL de tampon de Taq DNA polimerasa 10X; 2 mM de MgCl2; 10 mM de cada dNTP;
25 uM de cada partidor, 1 pL de cDNA y agua DEPC. 25 pL. La mezcla fue incubada en el

termociclador.
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2.2.6.1.- PCR Convencional, confirmatorio para ISAv

Se utiliz6 5 puL buffer, 1ul dNTPs 10 mM, 2 pL MgCl,25 mM se toman, cDNA de SHK-1
infectado y sin infectar, agua libre de DNAse y RNAse, Tag polimerasa 0,2 uL, y por ultimo los

partidores para ISAv (Snow. et al., 2006) e IPN (CITAR).

2.2.6.2.- Electroforesis de los productos de PCR en geles de agarosa

Los geles se prepararon fundiendo la agarosa necesaria en buffer SB 1X y agregando 4 uL
de Syb safe 10.000x., se cargaron las muestras en los pocillos tomando 10 pL del producto de
PCR, agregando de esta manera un ladder mix, para poder visualizar el tamafio de las bandas, por
ultimo se llevo a cabo la corrida electroforética, la cual se realizo a 100 Volt en buffer SB1X.
Una vez finalizada la electroforesis, el gel fue expuesto a luz UV en el transiluminador para

visualizar los productos de PCR y capturar la imagen digital.

2.2.7.-Partidores

Se disefiaron cuatro juegos de partidores con el fin de amplificar parte del mensajero, los
cuales se obtuvieron del banco de datos del NCBI .
Granzima B, se encontrd en el banco de datos EST usando como sonda una secuencia de
granzima de tilapia (secuencia genomica de la Granzyme B-tilapia TLGR-1). Los partidores
especificos para PCR son:
Forward primer 5'- TGGGCCTCGGGAAAGCTGTCA -3’

Reverse primer 5'- GCAGCAAGGCACTTTGTGTCGG -3’
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Receptor de IL-12, fue obtenida de un clon de S. salar: ssal-rgf-503-048 receptor de
Interleuquina-12 beta-2 chain precursor putative mRNA, complete cDNA.
Forward primer 5'- ATTGTGCAGCCCTTGCCCCC -3’

Reverse primer 5'- CCTGGTCCCTGGGCGGTTCT -3’

Serglicina, fue obtenida deS. salar Serglicina (srgn), mMRNA.
Forward primer: 5- CGGACATGGGGCTCCAGCAA -3’

Reverse primer: 5'- AGCCAGCCTCTTCCGGCACT -3’

FasL, se encontro en el banco de datos EST (NCBI) usando como sonda, FasL de D. rerio, y la
secuencia que se encontro gracias a una sonda, S. salarTumor necrosis factor ligand superfamily,
donde se generaron los siguien partidores especificos para PCR.

Forward primer 5'- AGGTCCACAGCCGTCGGTCC -3’

Reverse primer 5'- CTCCAGGAGCCAAGCCCCCT -3’

Virus ISA, partidores de deteccion para ISAv (Snow. et al., 2006)
Forward primer 5'- CTACAGAGCAGGACGCAGATGT-3’

Reverse primer 5'- CAGGAGGCCGGAACTCGAT-3’

Virus IPN,partidores de deteccion para IPN
Forward primer 5"AAA GCC ATAGCC GCC CATGAAC 3

Reverse primer 5" TCT CAT CAG CTG GCC CAG GTAC 3
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2.2.7.1.-Estandarizacion de partidores mediante RT-q PCR

Para realizar el PCR en tiempo real, se utilizé un kit Promega, el cual esta compuesto de
un mix de PCR, que contiene Taq polimerasa, dNTPs, fluorofororo FAM y cloruro de magnesio.
Para luego afiadir el cDNA de tejido de cabeza de rifion (1 uL), partidor reverse y forward de
acuerdo a cada reaccion y por ultimo H0 libre de nucleasas, el contenido total para cada reaccién
de PCR tiempo real es de 25 uL. Esto se realiz0 bajo una camara de flujo laminar para lograr una
méaxima esterilidad del PCR, vy asi evitar que pueda medir la expresion de cualquier agente no
deseado, antes de la realizacion del analisis. Los implementos a utilizar son esterilizados con luz

UV durante 15-20 min.

2.2.8.-Analisis de expresion de mecanismos de citotoxicidad y citoquinas involucradas,

mediante RT-gPCR

Una vez estandarizados cada uno de los partidores con sus respectivas Tm, se prosigue al
analisis de expresion de los mecanismos de citotoxicidad de las NK por RT-q PCR con el kit
Promega, el cual estd compuesto de un mix de PCR, que contiene Taq polimerasa, dNTPs,
fluorofororo FAM y cloruro de magnesio. Para luego afiadir el cDNA de cultivo primario de
cabeza de rifion de S. salar infectado y sin infectar (control) tomando 1 pL, partidores para INF-
v, TNF-a, FasL, Serglicina, RIL-12, Granzima B, Perforina, por ultimo H,0 libre de nucleasas, el

contenido total para cada reaccion de PCR tiempo real es de 25 pL.
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3.-RESULTADOS

3.1.-Propagacion del virus ISA en la linea celular SHK-1.

La inoculacion viral se aplicd en la monocapa confluente de la linea celular SHK-1, lo cual
permitio la observacion de la manifestacion de la replicacion viral del ISAv (figura 6), generando
un efecto citopatico de la linea celular. Se comenzé a observar placas de lisis al dia 18 post-
infeccion, tiempo en el cual el virus comienza a manifestar sus efectos citopatico sobre las

células, terminando con la lisis celular total de la linea celular SHK-1 al dia 25 post-infeccion.
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Control SHK-1 Infectada

5 Dias Post-Infeccion

10 Dias Post-Infeccion

18 Dias Post-Infeccidon

23 Dias Post-Infeccion

25 Dias Post-Infeccion

Figura 6: Proceso de infectividad del virus ISA, comparando tanto a la linea celular SHK-1no
infectada (control)como linea celular SHK-1 infectada (ISAv),desde el dia 5 post-infeccion a 25

post-infeccion, para la observacion del efecto citopatico (Magnificacion 10x).
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3.2.- Determinacion de la carga viral de ISAv

El titulo viral del virus ISA, se realizé6 mediante el método de Reed y Miench, (Navarro,
2004), en el cual se cuantifica la dilucién viral en la que el 50 % de la placa celular de 96 pocillos
inoculada presenta efecto citopatico. TCIDse es una medida que representa la dosis letal en la
cual el 50% de la placa celular de 96 pocillos inoculada con el virus ISA presenta efecto
citopatico (figura 7A, B, C), el célculo se llevo a cabo mediante una ecuacion llamada distancia
proporcional.
Entonces la dilucién que produce la mortalidad en el 50% de las placas inoculadas es 10%°¢° y el
titulo viral TCIDso= 10°1%° /0,1 mL. Esto significa que se debe diluir 4897788,2 veces la
suspension viral e inocular 0,1 mL para producir la muerte del 50 % de las placas inoculadas
(figura 7D).
La cantidad de particulas virales de cada virus dependen Unica y exclusivamente, de las
caracteristicas intrinsecas de cada virus, es por ello que cada alicuota viral que fue entregada,

para llevar a cabo esta tesis, tuvo que ser sometida al calculo del TCIDso, para la determinacion

de su carga viral. Es por ello que cada alicuota viral posee una carga viral diferente.
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C)
Dilucion Razon de efecto % Efecto
citopatico citopatico
107! 58:58 100%
1072 48:49 98%
103 39:42 93%
104 31:36 86%
1073 23:29 79%
10-¢ 24:23 60%
1077 7:19 37%
D)
DP=79-50 =29 =0,69
79 - 37 42

(6+0,69)(-1)= -6,69

TCIDso = 106'69

1055 TCIDso / 0,1 m L.

4.897.788,194 = X

0. 1mL 1 mlL

Figura 7: Etapas de titulacién viral. A) placa de cultivo sembrada con 2000 células de la linea
celular SHK-1 por ¢/ pocillo en placa de cultivo de 96 pocillos e inoculada con el virus ISA, para
observar el efecto citopatico en cada uno de los pocillos, (O) células sin efecto citopatico y (X)
células que presentan efecto citopatico .B) tabla que representa la frecuencia acumulada, para
cuantificar los pocillos con efecto citopatico y los que no presentan efecto citopatico. C)

representa la razon del efecto citopatico para cada una de las diluciones. D) ecuacién de la

distancia proporcional.

= 48.977.881,94 Particulas virales / mL
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3.3.- Andlisis de la calidad del cDNA de células NK de salmdn

Para llevar a cabo la estandarizacion de los partidores en PCR convencional, se tuvo que
verificar la calidad del cDNA obtenido. Para ello, se realizd, un PCR convencional para -actina
cuyo producto de PCR tiene un tamafio de 467 pb, el cual se encuentra libre de DNA genomico.
En el caso de tener DNA genomico contaminante en la muestra se obtiene un producto de tamafio
mayor al del cDNA (aproximadamente 1600 pb). Este método permite verificar que el cDNA de
cabeza de rifidn de S. salar (figura 8), esta libre de DNA gendmico y esta en 6ptimas condiciones
para la posterior estandarizacion de partidores, tanto en PCR convencional como PCR de tiempo

real.

467pb

Figura 8: Analisis electroforético de PCR para verificar la calidad del cDNA, de cabeza de
rifidn de Salmo salar usando R-actina como gen blanco, con un producto esperado de 467pb, con

una temperatura de annealing de 58°C.
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3.4.-PCR convencional para estandarizar partidores

Anélisis de PCR en gradiente para la estandarizacion de partidores. Se realizaron distintas
reacciones de PCR para cada uno de los genes estandarizados con cDNA de rifion anterior. Tal
como se muestra en la Tabla 1, el listado de cada uno de los partidores utilizados en la presente
tesis, con sus respectivas secuencias y los tamafios esperados (medidos como pares de bases),
para cada uno de ellos.

El primer marcador que se analizd fue FasL, involucrado en el mecanismo de citotoxicidad via
FasL para la destruccion de la célula diana (figura 9A). Tal como se muestra en la figura, se
obtuvo una producto de PCR esperado de 120 pb a una temperatura de apareamiento de
partidores (annealing) de 64°C.Se utiliz6 un control negativo (templado de agua tratada con
DEPC) en todos los casos (figura 9A, B,C,D), para descartar cualquier tipo de contaminacion en
la reaccion de PCR.

El segundo marcador que se estandarizé fue Granzima B, involucrado en el mecanismo de
citotoxicidad via dependiente granzima-perforina para la destruccién de la célula diana, muestra
una banda de 193 pb, al igual que producto especifico de variados tamafios, mostrado en la
(figura 9 B), con una temperatura de annealing escogida de 67°C.

El siguiente marcador que se estandarizé fue RIL-12, que con el juego de partidores disefiados,
origina un producto Unico de 128 pb, a una temperatura de annealing de 64°C, mostrado en la
(figura 9C).

Para el caso de la estandarizacion del marcador serglicina, que funciona como transportador o
carrier para perforina y granzima, origina un producto de PCR esperado de 167pb, con una

temperatura de apareamiento de los partidores de 64°C, mostrado en la (figura 9D).
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El resto de los marcadores, tales como TNF-a, IFN-y, Perforina, fueron previamente
estandarizados, en la tesis de doctorado de Haussman, (2011). Por Gltimo los marcadores para

ISAv, fueron estandarizados en el paper (Snow et al,2006).

Tamarfio
Nombre Secuencias Primer Producto
(pb)
Granzima B Forward 5' - TGGGCCTCGGGAAAGCTGTCA - 3' 193
Reverse 5' - GCAGCAAGGCACTTTGTGTCGG - 3
Fas-L Forward 5' - AGGTCCACAGCCGTCGGTCC - 3' 120
Reverse 5' - CTCCAGGAGCCAAGCCCCCT -3
RIL-12 Forward 5' - ATTGTGCAGCCCTTGCCCCC - 3' 128
Reverse 5' - CCTGGTCCTGGGCGGTTCT - 3
Serglicina Forward 5' - CGGACATGGGGCTCCAGCAA -3' 167
Reverse 5' - AGCCAGCCTCTTCCGGCACT - 3'
Perforina Forward 5' - CTGCCCACCACCAACCCAGC - 3' 240
Reverse 5' - TCCCCACAGGTTGGCCCCTC - 3
TNF- o Forward 5' - TGGCCCGGGCGAGAATACCA - 3' 246
Reverse 5' - CCCTGCTCTGGCTCCACGTT - 3
IFN -y Forward 5' - GTTACCGTACACCGATTGAG - 3' 108
Reverse 5' - TCACTGTCCTCAAACGTGTC - 3'
ISAv Forward 5' - CTACAGAGCAGGACGCAGATGT - 3' 104
Reverse 5' - CAGGAGGCCGGAACTCGAT - 3
IPN Forward 5' - AAAGCCATAGCCGCCCATGAA -3 174
Reverse 5' - TCTCATCAGCTGGCCCAGGTA - 3'

Tabla 1: lista de partidores para el analisis de expresion de los mecanismos de citotoxicidad
de las células NK. En la tabla se detalla la secuencia y el tamafio molecular esperado.
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55.0 56.6 60.8 64.0 67.6 70.0 ©)

120 pb

Figura 9A: Optimizacién de la temperatura de apareamiento de los partidores para FasL.
Se observaron los productos de PCR obtenidos para FasL, utilizando distintas temperaturas de

apareamiento detalladas en el gel. Se destaca el producto 120 pb generado y la temperatura de

apareamiento elegida.

55.0 56.6 608 64.0 676 700 (-)

193 pb

———

Figura 9B: Optimizacion de la temperatura de apareamiento de los partidores para
Granzima B, Se observaron los productos de PCR obtenidos para Granzima B, utilizando

distintas temperaturas de apareamiento detalladas en el gel. Se destaca el producto 193 pb

generado y la temperatura de apareamiento elegida.
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55.0 56.6 60.8 64.0 67.6 70.0 (-)

Figura 9C: Optimizacién de la temperatura de apareamiento de los partidores contra RIL-
12, Se observaron los productos de PCR obtenidos para RIL-12, utilizando distintas temperaturas

de apareamiento detalladas en el gel. Se destaca el producto de 128 pb generado y la temperatura

de apareamiento elegida.

56.0 56.6 60.8 64.0 676 70.0 (-)

Figura 9D: Optimizacion de la temperatura de apareamiento de los partidores para
Serglicina, Se observaron los productos de PCR obtenidos para Serglicina, utilizando distintas

temperaturas de apareamiento detalladas en el gel. Se destaca el producto 167 pb esperado y la

temperatura de apareamiento elegida.
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3.4.1.-Evaluacion de partidores para qPCR

La evaluacion de expresion de los genes INF-y, TNF-a, Perforina, FasL, RIL-12,
Serglicina, se llevo a cabo mediante PCR tiempo real. Para su analisis se disefiaron diversos
partidores , tales para genes blanco como INF-y, TNF-a, Perforina, FasL, RIL-12,Serglicina(ver
materiales y métodos), los cuales fueron estandarizados por RT-gPCR, obteniéndose un producto
unico para cada uno ellos y la ausencia de dimerizacion de los partidores (figura 10 A, B, C, D,
E, F), en el caso del gen Granzima B no fue analizado por PCR tiempo real, debido a la presencia
de producto inespecifico al momento de hacer la estandarizacién por PCR convencional (figura
9B).

En la figura 10 A, B, C, D, E, F, se observa solo una curva de disociacion para cada uno de los
partidores antes mencionados, mostrando un unico peack de amplificacion y su respectiva
temperatura de melting. El control negativo no muestra peack de fluorescencia lo cual indica que
no existe dimerizacion de los partidores. La temperatura de melting correspondiente para cada
uno de los partidores es la siguiente: Serglicina con una temperatura de melting de 64°C,
mostrado en la (figura 10A), FasL de 64°C mostrado en la (figura 10B), RIL-12 de 64°C
mostrado en la (figura 10C), INF-y de 56°C mostrado en la (figura 10 D), Perforina de 68°C
mostrado en la (figura 10E), y por ultimo TNF-a de 63°C mostrado en la (figura 10E), cada uno

de los genes con sus respectivas temperaturas de melting correspondientes.
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Figura 10: Curva de disociacién para cada uno de los partidores por gPCR. En azul se

muestra el pick para cada una de las amplificaciones y en rojo el control negativo, con excepcion

de la figura F, que en rojo muestra el Peack de fluorescencia y en azul el control negativo. A)

Expresion de Serglicina, B) Expresion de FasL. C) Expresion de RIL-12, D) Expresién de IFNy.

E) Expresion de Perforina. F) Expresion de TNF-a.
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3.5.- PCR confirmatorio de ISAv

Para corroborar que realmente la alicuota entregada de virus tenia efectivamente ISAv, y
no existia contaminacion cruzada con otro virus como IPN, se llevo tal verificacion mediante un
PCR convencional, para confirmar la presencia del virus en las muestras de cDNA de la linea
celular SHK-1 en la cual el virus fue propagado. Paralelamente, se hizo un PCR confirmatorio
directamente a partir de las particulas virales en suspension, de la alicuota viral original.

Se analizd el gen de ISAv, para corroborar la presencia del ISAv en las muestras de
cDNA de SHK-1(figura 11), se obtuvo un producto Gnico de 104 pb a una temperatura de
annealing de 60°C. Se utilizd6 como control positivo (templado plasmidial de ISAv) y como
control negativo (templado de agua tratada con DEPC). El resultado fue favorable (negativo), ya
que al momento de llevar a cabo el PCR, este no amplifico para la muestras de cONA de SHK-1
infectado con ISAv.

El mismo procedimiento se llevo a cabo para la muestra de cDNAa partir de particulas
virales en suspension, resultado que dio positivo para ISAv ya que hubo amplificacion del
producto esperado, para los partidores de ISAv. Con respecto al virus IPN no hubo amplificacion
del producto esperado en la muestra de cDNA de particulas virales en suspension (figura 12),
esto indicaria que cada uno de los experimentos que se llevaron a cabo en el presente trabajo,

fueron realizador con el virus ISA.
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Ladder +) ( cDNA SHK-1 )
inf. ISAv)

104 pb

174 pb

Figura 11: PCR convencional confirmatorio para ISAv en células SHK-1 infectadas con
ISAv. Se observo el producto de PCR obtenido para ISAv, utilizando una temperatura de
apareamiento de 60°C. Se destaca un producto esperado del04 pb, y para IPNv solo amplifica el
control (+), para las muestra de cDNA de SHK-1 infectada con ISAv.

Ladder (+) cDNA )
Particulas
virales ISA
200
ISAv

200

174 pb
IPN 100 P

Figura 12: PCR convencional confirmatorio para particulas virales en suspension de ISAv.
Se observo el producto de PCR obtenido para ISAv, utilizando una temperatura de apareamiento
de 60°C. Se destaca un producto esperado de 104 pb, y para IPN solo amplifica el control (+),

para las muestra de cDNA de particulas virales en suspension.
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3.6.- Estandarizacion de Prolactina

La purificacion, estandarizacion, y confirmacion de PRL, se realizd en la tesis de Soto
(2012), con una concentracion obtenida de 0,47 pg/ul, y la actividad de PRL medida a 500
ng/mL. Datos vitales que fueron obtenidos, para posteriores desafios con PRL, para medir su
capacidad inmunomoduladora mediante qPCR en células de cultivo primario de cabeza de rifion

de S.salar infectadas con ISAv, y desafiadas con PRL.

3.7.- Evaluacion cuantitativa de la expresion genes involucrados en citotoxicidad de

las células NK de salmon, sanas e infectadas con ISAv, mediante RT-gPCR

La expresion de los genes de Serglicina, TNFa, IFNy, Perforina, RIL-12 y FasL, se llevo a
cabo mediante una cinética a 24, 48 y 72 h post-Infeccion, en células NK obtenidas a partir del
cultivo primario de rifion anterior de S. salar sanas e infectadas con ISAv. Al mismo tiempo se
evalu6 mediante qPCR la expresion relativa de estos genes en cultivos tratados con prolactina, en
células infectadas con ISAv + PRL, células tratadas con PRL, y los respectivos controles, los

cuales se evaluaron mediante la formula:

2Act (ct muestra-ct normalizador)

De esta manera se pudo calcular la relacion entre la expresion relativa al normalizador -actina,
para cada una de las muestras de cDNA de cultivo primario, en células sanas e infectadas con
ISAv, al igual que las muestras incubadas con PRL y asi observar si aumenta o disminuye la
expresion, comparando las condiciones—células incubadas con ISAv, PRL, ISAv + PRL, y células

sin infectar, esto se aplicé para cada uno de los genes en estudio.
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Una vez obtenidos los resultados de la formula, se graficd la expresion relativa al normalizador
en la ordenada y en la abscisa los tiempos post-infeccion con sus respectivas condiciones. Este
calculo se llevé a cabo con un n=3muestras de cDNA por cada gen. Los desafios con ISAv se
efectuaron, con 2 dosis letales, la primera a 10°" ® TCIDso/mL y la segunda dosis fue de 10°" °°
TCID7o/mL.

Los andlisis de expresion indican que existe una expresion superior en las muestras desafiadas
con la segunda dosis letal, mostrados en las figura 13A, 14A, 15A, 16A, 17A, 18A, 19A. Por
consiguiente los analisis de expresion relativa, se realizaron, en base a los desafios con ISAv con
una dosis letal TCID5o, debido a la mayor expresion obtenida con tal dosis.

Para el caso de la cuantificacion de la expresion relativa de Perforina, se observd que hay
amplificacion del producto esperado en todos los casos analizados. Especificamente, es notorio el
mayor nivel de transcritos para Perforina en el caso de la dosis TCID a las 24 h post-infeccion
(figura 13A), lo que da cuenta de un aumento de la expresion a las 24 h de infeccion. Por su
parte, a los otros tiempos, no se alcanzo similares niveles de transcrito, pero tanto a las 48 como a
las 72 h, se alcanz6 siempre un mayor nivel con la dosis TCID7 por sobre la TCIDsp.

Respecto a la medicion de los niveles de transcritos en cultivo primario tratados solo con PRL,
PRL + ISAv a los diferentes tiempos post-infeccion, la figura 13B muestra claramente que PRL
tiene un claro efecto estimulador para el gen de Perforina en la infeccion experimental con virus
ISA que comienza a manifestarse a las 24 h y alcanza su maximo a las 48 h. Posteriormente a las
72 h, el efecto sinérgico de PRL e ISAv decae drasticamente en comparacion con el control de

células tratadas solo con PRL.
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En relacion al caso de la cuantificacion de la expresion relativa de Serglicina, se observé
amplificacion de los productos esperados en todos los casos analizados. Especificamente, es
notorio el mayor nivel de transcritos para Serglicina en el caso de la dosis TCID7o a las 24 y 48 h
post-infeccion (figura 14A). Por su parte, el altimo tiempo, no se alcanzd similares niveles de
transcrito, pero a las 72 h, se alcanz6 siempre un mayor nivel con la dosis TCID7, por sobre la
TCIDsy (figura 14A).

En referencia a la medicion de los niveles de transcritos en cultivo primario tratados solo con
PRL y PRL + ISAv a los diferentes tiempos post-infeccion, la figura 14B muestra claramente que
PRL tiene un claro efecto estimulador para el gen de Serglicina en la infeccion experimental con
virus ISA que tiene su maximo de expresion a las 24 h. Posteriormente a las 48 y 72 h, el efecto
sinérgico de PRL e ISAv decae drasticamente comparativamente con el control de células
tratadas solo con PRL.

En cuanto a la cuantificacion de la expresion relativa de FasL, se observo que hay amplificacion
del producto esperado en todos los casos analizados. Especificamente, es notorio el mayor nivel
de transcritos para FasL en el caso de la dosis TCIDy a las 48 h post-infeccion (figura 15A). Por
su parte, a los otros tiempos, no se alcanzo6 similares niveles de transcrito, pero tanto a las 24
como a las 72 h, se alcanz6 siempre un mayor nivel con la dosis TCID7o por sobre la TCIDsg
(figura 15A).

En lo que respecta a la medicion de los niveles de transcritos en cultivo primario tratados solo
con PRL, PRL + ISAv a los diferentes tiempos post-infeccion, la figura 15B muestra claramente
que PRL tiene un claro efecto estimulador para el gen de FasL a las 24 y 72 h tratadas con PRL,

para el caso de las células de cultivo tratadas con PRL y con virus ISA, existe una baja expresion
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del transcrito, desde las 24 a las 72 h de la infeccién comparativamente con el control de células
tratadas solo con PRL (figura 15B).

En lo relativo a la cuantificacion de la expresion de IFNy, se observo que hay amplificacion del
producto esperado en todos los casos analizados. Especificamente, es notorio el mayor nivel de
transcritos para IFNy en el caso de la dosis TCID7 a las 48 h post-infeccion (figura 16A). Por su
parte, a los otros tiempos, no se alcanzo similares niveles de transcrito, pero tanto a las 24 como a
las 72 h, se alcanz6 siempre un mayor nivel con la dosis TCID7, por sobre la TCIDs, (figura
16A).

Por consiguiente a la medicion de los niveles de transcritos en cultivo primario tratados solo con
PRL, PRL + ISAV a los diferentes tiempos post-infeccion, la figura 16B muestra claramente que
PRL tiene un claro efecto estimulador para el gen de IFNy en la infeccién experimental con virus
ISA que alcanza su maximo a las 24 h. Posteriormente a las 48 y 72 h, el efecto sinérgico de PRL
e ISAv decae drasticamente en comparacion con el control de células tratadas solo con PRL.

De este modo, la cuantificacion de la expresion relativa de RIL-2, se observd que hay
amplificacion del producto esperado en todos los casos analizados. Especificamente, es notorio el
mayor nivel de transcritos para RIL-2 en el caso de la dosis TCID7g a las 48 y 72 h post-infeccién
(figura 17A). Por su parte, a las 24 h, no se alcanzo similares niveles de transcrito, pero tanto a
las 24 h, se alcanz6 siempre un mayor nivel con la dosis TCID7o por sobre la TCIDs, (figura
17A).

Respecto a la medicion de los niveles de transcritos en cultivo primario tratados solo con PRL,
PRL + ISAv a los diferentes tiempos post-infeccion, la figura 17B muestra claramente que PRL
tiene un claro efecto estimulador para el gen de RIL-2 en la infeccion experimental con virus ISA

que comienza a manifestarse a las 24 h y alcanza su maximo a las 48 h. Posteriormente a las 72 h,
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el efecto sinérgico de PRL e ISAv decae drasticamente comparativamente con el control de
ceélulas tratadas solo con PRL.

Por ultimo, para el caso de la cuantificacion de la expresion relativa de TNFa, se observo que hay
amplificacion del producto esperado en todos los casos analizados. Especificamente, es notorio el
mayor nivel de transcritos para TNFa en el caso de la dosis TCID7o a las 48 h post-infeccion
(figura 18A). Por su parte, a los otros tiempos, no se alcanzo similares niveles de transcrito, pero
tanto a las 24 como a las 72 h, se alcanz6 siempre un mayor nivel con la dosis TCID7, por sobre
la TCIDs (figura 18A).

En referencia a la medicion de los niveles de transcritos en cultivo primario tratados solo con
PRL, PRL + ISAV a los diferentes tiempos post-infeccion, la figura 18B muestra claramente que
PRL tiene un claro efecto estimulador para el gen de TNFa en la infeccion experimental con
virus ISA que comienza a manifestarse a las 24 h y alcanza su maximo a las 48 h. Posteriormente
a las 72 h, el efecto sinérgico de PRL e ISAv decae drasticamente comparativamente con el

control de células tratadas solo con PRL.
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Figura 13: Cinética de expresion relativa de perforina. A) En negro se observa la expresion de
las células infectadas con ISAv a dos dosis letales diferentes, con sus respectivos controles en
color plomo, a 3 diferentes tiempo post-infeccion. B) En café se observa la expresion de células

tratadas con PRL, ISAv +PRL, y sus respectivos controles, a 3 tiempos post-infeccion.
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Figura 14: Cinética de expresion relativa de Serglicina. A) El cambio de color de las barras,
indica la expresion diferencial para células sanas e infectadas con ISAv, a distintos tiempos. B)
Las barras de color café indican la expresion diferencial de las células desafiadas con ISAv +
PRL, plomo oscuro células incubadas con PRL, y sus respectivos controles, a diferentes tiempos.
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Figura 15: Cinética de expresion relativa de FasL. A) La ausencia de las barras indica falta de
expresion, y la barra de color negro indica las células incubadas con ISAv, a 3 diferentes tiempos
post-Infeccion. B) Expresion de FasL tratadas con PRL, ISAv +PRL, y sus respectivos controles,

a diferentes tiempos post-Infeccién.



A)16

14 -

12

10

Expresion relativa de IFNy

. _
A S .

Control

[ [

L T

C TCIDsg TCID7zs C  TCIDsp TCID7 C

24 hrs Post-infec.

48 hrs Post-infec.

TCIDso TCID7o
72 hrs Post-infec

B) 3,0
Control
[
25 1 -CnntroIPRL
-ISAv+I'RL
3
o 20 4
[}
o
2
5 1.5 1
e
c
o
§ 1.0 1
[+
x
L
0,5 1

C ISAv  CPRL ISAv+PRL C ISAv CPRL ISAvIPRL C

24 hrs Post-infec.

48 hrs Post-infec.

ISAv CPRL ISAv+PRL
72 hrs Post-infec

60

Figura 16: Cinética de expresion relativa de IFN-y. A)El cambio de color de las barras, indica

la expresion diferencial para células sanas (plomo) e infectadas con ISAv (negro), a distintos

tiempos, B)Las barras de color café indican la expresion diferencial de las células desafiadas con

ISAV+PRL, plomo oscuro células desafiadas con PRL, y sus respectivos controles, a diferentes

tiempos.
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Figura 17: Cinética de expresion relativa de RIL-12.A)El cambio de color de las barras, indica

la expresion diferencial para células sanas (barras color plomo) e infectadas con ISAv(barras en

negro), a distintos tiempos. B) Las barras de color café indican la expresién diferencial de las

celulas incubadas con ISAv + PRL, en plomo células tratadas con PRL, y sus respectivos

controles, a diferentes tiempos.



62

A) 700

Control

600 -| -
500 -|
400 -

300 -

200 -

Expresion relativa de TNFa

100 -

0 .

T T T

C TCIDso TCID79 C TCIDse TCID79 C TCIDsg TCIDo
24 hrs Post-infec. 48 hrs Post-infec. 72 hrs Post-infec

g) 700

Control

-

- Control PRL
-ISAv+ PRL

600

L

[

o

o
I

400

300 ~

200 -

Expresion relativa de TNFq

1

100

04 ! T l?l T E— T

C ISAv  CPRL ISAv+PRL C ISAv  CPRL ISAv+PRL C ISAv CPRL ISAv+PRL
24 hrs Post-infec. 48 hirs Post-infec. 72 hrs Post-infec

Figura 18: Cinética de expresion relativa de TNF-a. A) El cambio de color de las barras,
indica la expresion diferencial para células sanas (barras en plomo) e infectadas con ISAv (barras
en negro), a distintos tiempos. B) Las barras de color café indican la expresién diferencial de las
ceélulas incubadas con ISAv + PRL, plomo oscuro células incubadas con PRL y sus respectivos

controles, a diferentes tiempos.
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4.-DISCUSION

El sistema inmune innato en peces ha sido estudiado recientemente, en comparacion al
sistema inmune de los mamiferos. Debido a ello, se han suscitado una infinidad de interrogantes,
sin embargo, en los ultimos afios el estudio del sistema inmune de peces ha cobrado gran
importancia, debido al interés econémico que ha surgido, a raiz de las empresas salmoneras a lo
largo de chile y el mundo.

Las células natural killer de mamiferos, se conocen desde la década de los 70, se identificé la
primera poblacién de células con actividad citotoxica (Kiessling et al., 1975). Hoy en dia se
conocen las células NK, y se han estudiado por su gran relevancia en el sistema inmune innato.
En peces, recién en el afio 1984, el grupo de Evans y colaboradores descubrié una poblacion de
células con actividad citotoxica, denominada NCCs (células citotoxicas no especificas),
contraparte de las células NK de mamiferos (Evans et al.,1984). Las células NK de mamiferos
tiene la funcion de reconocer y destruir células tumorales, células infectadas por virus, y parasitos
(Trinchieri, 1989; Biron et al., 1999). Para ello requiere de una gran cantidad de receptores
involucrados con mecanismo citotdxicos y expresion de citoquinas, para provocar la destruccion

de la célula diana (Bryceson et al., 2011).

4.1.- Expresion de mediadores de citotoxicidad en peces sanos y desafiados con ISAv

4.1.1.-Granzima y perforina, como ya es sabido estas proteinas, se encuentran en los granulos
secretorios de las células NK. Forman un complejo entre perforina, granzima B y una proteina de

alto peso molecular llamada serglicina (Raja et al., 2003), las que son liberadas al espacio
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extracelular cuando las células NK reconocen a la célula diana. Una vez que estas proteinas son
liberadas, son endocitadas por la célula diana, formando una vacuola endocitica (Libermann,
2003). Debido al pH acido de estas vacuolas, perforina desestabiliza la membrana endocitica,
formando un poro, permitiendo el ingreso de granzima B, y Serglicina, hacia el citosol. Una vez
dentro, se activa la via dependiente de la caspasas, y posterior apoptosis de la célula diana
(Libermann, 2003).

Estas células fueron evaluadas por su mecanismo de citotoxicidad, en cultivo primario de rifion
de Salmo salar, infectadas con el virus ISA, y sus respectivos controles. El resultado de ella, fue
positivos para perforina, serglicina y negativas para granzima B. Una explicacion del resultado
negativo de granzima B, es debida a que la secuencia de los partidores, encontrados en banco de
datos EST, al momento de llevar a cabo el PCR convencional, para determinar las Tm de los
partidores, mostraron producto inespecifico.

Para el caso, de Perforina, se observa un aumento significativo de su expresion en 11 veces, en
células de cabeza de rifidn infectadas con ISAv, de forma significativa, a las primeras 24 h post-
infeccion, con respecto a los controles, con el paso del tiempo, esta expresion disminuye 12
veces. En segundo lugar, Serglicina, muestra un aumento de la expresion en 18 veces, en células
de cabeza de rifion infectadas con ISAv, de forma significativa, a las 24 y 48 h post-infeccion,
con respecto a los controles, para luego disminuir de forma significativa. Esto se relaciona, con
los mecanismos de citotoxicidad mediado por perforina, debido a que serglicina actia como un
transportador o carrier de perforina, cuando las células NK, reconocen a la célula diana, este
complejo es liberado hacia el espacio extracelular, y asi generar su efecto citoxico sobre la célula
diana. Esto se vincularia, con la expresion de forma significativa a las 24 h post-infeccion de

Perforina, para luego disminuir de forma considerable. Algo similar ocurrido con el resultado
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positivo de Serglicina, de la misma manera que perforina, tiene un aumento significativo de 11
veces a las primeras horas post-infeccion, para luego seguir actuando con el paso de las horas,
esto hace sentido, ya que perforina, al hacer un poro, en la membrana de la vacuola endocitica,
Serglicina, también logra ingresar hacia el citosol, para luego disminuir su expresion de forma
significativa. Como también, en estudios de expresion de estos genes en ratones indican
claramente que la via de perforina esta involucrada intimamente en la defensa contra patdégenos
virales y células transformadas (Trapani et al., 2002), esto se relaciona considerablemente, con

los resultados positivos obtenidos de perforina.

4.1.2.- FasL, se expresa en la membrana de la célula NK, y reconoce el receptor Fas expresado
en la célula diana, induciendo la trimerizacion de Fas por FasL, resultando en la activacion de la
caspasa 8, trayendo como consecuencia la apoptosis de la célula diana (Waring & Miilllbacher,
1999). Esto se relaciona, con el resultado positivo a las 48 h post-infeccion, donde existe una
expresion, mayormente significativa de 600 veces, en comparacion al resto de los tratamientos y
tiempos post-infeccion, para células de cultivo primario de cabeza de rifion de Salmo salar

desafiadas con ISAv.

4.1.3.- Interleuquinas, las citoquinas forman parte de un gran grupo de proteinas o
glicoproteinas que son producidas por estimulos exdgenos 0 enddgenos, que poseen la capacidad
de modular la actividad funcional de las células (Sepulveda, 2000).

Es importante destacar, que las citoquinas, ayudan a los mecanismos de citotoxicidad de las
células NK, activandolas, y mediando su actividad, mediante la secrecion citoquinas, tales como

IFNy (producida en respuesta a células infectadas por virus), TNFo —citoquina pro-inflamatoria,
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producida por macréfagos en respuesta a agentes infecciosos y RIL-12 secretada por macrofagos
y monocitos en respuesta al reconocimiento de agentes infecciosos. Todas estas citoquinas, estan
intrinsecamente relacionadas, con la activacion y proliferacion de las células NK, para que, una
vez activadas, puedan ejercer sus mecanismos citotoxicos, y lisar a la célula diana (Bryceson et
al.,2011).

La expresion de IFNy, TNFa, RIL-12 resulto positiva, para células del cultivo primario de cabeza
de rifion de S. salar infectadas con ISAv, y negativo para células de cultivo primario de cabeza de
rifion no infectadas. Para el caso de IFNy, se obtuvo expresion, a las 24, 48, y 72 h post-infeccion
y de forma significativa a las 48 h post-infeccion, esto hace sentido, debido a que IFNy es el
producto de las células infectadas por virus y que activa la produccion de las células NK
(Sepulveda, 2000)

Para el caso de TNFa, se observo la expresion de forma significativa a las 48 h post-infeccion en
células de cultivo primario de cabeza de rifio desafiadas con ISAv. Esto hace sentido ya que,
TNFa, es una proteina pro-inflamatoria, es producido principalmente por monocitos y
macrofagos, en respuesta a los agentes infecciosos, siendo capaz de activar a las células NK
(Leibson, 1997).

Y por altimo, para RIL-12, se observé la expresion de forma significativa las 48 y 72 h post-
infeccion en células de cultivo primario de cabeza de rifio desafiadas con ISAv, esto hace sentido,
debido a que, el RIL-12 producida por macrofagos y monocitos en respuesta a agentes
infecciosos, y de la misma manera aumenta la actividad citotoxica de las células NK (Yadav et

al., 2011).
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4.2.- Prolactina

Prolactina (PRL), es una hormona polipeptidica secretada por la glandula pituitaria, y
células inmune (Shelly et al.,2011), conocida por modular las respuesta inmune en mamiferos
(De Bellis et al., 2005), siendo esta funcion, muy poco conocida en peces teledsteos, y muy
importante a la hora, de utilizarla como herramienta, para el control de patdgenos, como viruses.
La relacion entre la regulacion neuroendocrina y el sistema inmune, ha sido sujeto a intensa
investigacion (Berczi & Nagy, 1987, Kelley, 1989, Gala, 1991). Por ello, se ha descrito que PRL,
afecta a las células inmunocompetentes como macrofagos, linfocitos y células NK (Berczi &
Nagy, 1987). Se sabe en mamiferos, que prolactina activa a las células NK, incrementando su
actividad citotdxica y por ende aumenta la expresion de receptores propios de las células NK
(Mavoungou et al., 2004). También se sabe que prolactina estimula la secrecion de citoquinas
proinflamatorias como TNFa, IFNy, IL-1A, IL-12 en macrdfagos humanos (Olavarria., 2010).
Siendo importante PRL en la produccién de anion superoxido en macrofagos (Saiki et al., 1996).
Como también la relacion de, TNFa y IFNy, en la estimulacion de anion superdxido en
macrofagos (Almeida et al.,2005).

El efecto estimulador de prolactina sobre los genes involucrados en los mecanismos de
citotoxicidad y la activacion de las citoquinas relacionada con estos mecanismos , en la infeccion
experimental con ISAv, son resultados inéditos, y observados por primera vez en el presente
trabajo.

Los resultados obtenidos de la estimulacion de prolactina en células de cultivo primario
de cabeza de rifion desafiadas con ISAv + prolactina, células tratadas con PRL y sus respectivos

controles, dieron positivos, para los mecanismos de citotoxicidad mediado por perforina,
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Serglicina y FasL. Como también, dieron positivas las citoquinas involucradas en la activacion de
las células NK, tales como, RIL-12, TNFa y IFNy.

Para el caso de, Perforina se vio aumentada la expresion de forma significativa en 26 veces, en
células tratadas con ISAv + PRL, en comparacion a sus respectivos controles, al igual que
Serglicina, que muestra un aumento significativo en 4 veces, en células tratadas con ISAv + PRL.
De la misma manera, tomando en cuenta, FasL, existe mayor expresion, para el caso de células
tratadas con PRL, en comparacion a células tratadas con ISAv + PRL. Con respecto a las
citoguinas involucradas en la activacion de las células NK, resultaron positivas para PRL, y para
celulas tratadas con ISAv + PRL.

Para el caso de IFNy, que resulto positiva para PRL, se vio, que existe expresion significativa en
1 ves, a las primeras horas del desafio, en células tratadas con ISAv + PRL, para luego disminuir,
con el transcurso del tiempo. Para el caso de TNFa, en células tratadas con PRL, se vio, que
existe, mayor expresion en células de cultivo primario de cabeza de rifion solo tratadas con PRL,
aungue de la misma manera, resultan positivas para ISAv + PRL. Por ultimo para RIL-12, que
resulto positivo para PRL, se vio, una mayor expresion en células del cultivo primario de cabeza
de rifién, tratadas con ISAv + PRL, con respecto a sus controles.

De esta manera prolactina, seria un buen inmunomodulador, no solo aumentando la expresion de
Interleuquinas asociadas a la activacion de las células NK, sino que también aumentando la
expresion de los mediadores de la citotoxicidad de las células NK, frente a células de cultivo
primario de cabeza de rifion de Salmo salar desafiadas con ISAv + PRL como la produccion de

anion superdxido en macrofagos.
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5.-CONCLUSION

Este trabajo ha contribuido significativamente, al conocimiento del sistema inmune de

Salmo salar, principalmente por lo que se concluye a continuacion:

Se determiné el tiempo en generar efecto citopatico del virus ISA, en la linea celular
SHK-1, como también la carga viral de ISAv.

Se evaluo la expresion del mensajero de los mecanismos de citotoxicidad de las células
NK, mediado por perforina, FasL, y serglicina, como también las citoquinas involucradas
directamente con este mecanismo, como son RIL-12, INF-y, TNFa, que se encuentran
sobre-expresadas en células de cultivé primario de rifion infectadas con ISAv, en
comparacion a células sanas, indicando que estos receptores modulan la actividad
citotdxica de las celulas NK, frente a células infectadas por viruses.

Prolactina como un potencial inmunomodulador de la respuesta inmune en peces
teledsteos, aumentando la expresion de los mediadores de la citotoxicidad de las células
NK, como también las interleuquinas asociadas en aumentar la actividad de las células

NK, en células de cultivo primario de cabeza de rifion desafiadas con ISAv + PRL.

Estos resultados, van en directa ayuda, para comprender de mejor manera, como el sistema

inmune innato de teledsteos, se defiende contra organismos, tan complejos de atacar, como son

los viruses, y de esta manera contribuir a encontrar una mejor alternativa de cura, contra

infecciones virales, como el ISAv, en Salmo salar.
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