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RESUMEN

El incremento de las enfermedades que afectan a peces en cultivo ha determinado que la industria en
Chile esté expuesta a perder su competitividad internacional. El gran desafio actual de la industria
salmonera es aumentar el conocimiento acerca de la respuesta inmune de los peces, para identificar y
desarrollar moléculas que puedan actuar como moduladores de la respuesta inmunologica.

El uso de inmunoestimulantes es una practica eficaz para aumentar la immunocompetencia y la
resistencia a enfermedades de los peces. Algunos de estos inmunoestimulantes estan siendo utilizados
actualmente en la industria acuicola y se basan en moléculas altamente conservadas en los
microorganismos, denominadas patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), que son
reconocidos por receptores de reconocimiento de patrén (PRRs), como los receptores tipo Toll (TLRs),
presentes tanto en leucocitos como en células epiteliales.

En trucha arcoiris han sido identificadas dos isoformas de TLRS: la de membrana TLR5M y la soluble
TLRS5S, ambas unen flagelina. Ademas, la activacion de TLR5M induce la expresiéon de TLRSS, con lo
cual se amplifica la respuesta celular al PAMP flagelina, permitiendo asi una mayor respuesta
inmunoldgica, que consiste en la expresion de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas.

En el modelo de interaccion entre flagelina de Salmonella typhimurium y TLRS de mamiferos, los
dominios clave de unién y activacion de TLRS han sido establecidos. En base a esta informacion y
utilizando como modelo flagelina del patogeno de peces Vibrio anguillarum, se produjeron diversos
péptidos sintéticos derivados del dominio D1 de flagelina y proteinas recombinantes de la molécula
completa y del extremo amino del dominio D1 de la proteina.

La activacion de células inmunitarias modelo por los péptidos sintéticos y las proteinas recombinantes
fue evaluada a través de la sobreexpresion del TLRS5S en células de higado de trucha arcoiris, ademas de
la sobreexpresion en macréfagos de dorada y trucha arcoiris de genes asociados a la respuesta inmune
innata.

Los resultados generados en esta tesis, demuestran que el péptido 518 asi como las proteinas
recombinantes, son capaces de inducir la sobre-expresion de las citoquinas IL-1p y TNF-a, ademas de
la quimioquina IL-8 in vitro, genes pro-inflamatorios clave en la regulacion de la respuesta inmune innata
de los peces.

Las moléculas generadas en esta tesis, tanto sintéticas como recombinantes, poseen un potencial
inmunomodulador analogo al efecto de PAMPs, sobre leucocitos de peces. Futuros ensayos in vivo
proyectarian su potencial uso y contribucion para la modulaciéon de una inmunidad robusta en peces
cultivados masivamente.
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ABSTRACT

Pathologies fish has increased in the last decades; this has affected to the fish industry in Chile, which is
exposed to competitiveness international loss. The main challenge of the salmon industry is increase
knowledge about the immune response of fish for identify and develop new molecules, which can act as
modulators of the immune response.

Efficiencies and effective use of immunostimulants increase immunocompetence and disease resistance
of fish. Actually, some of these immunostimulants are currently being used in the aquaculture industry
and are based on highly conserved molecules in microorganisms called pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) that are recognized by pattern recognition receptors (PRRs), Toll-like receptors
(TLRs), which are present in leucocytes and epithelial cells.

In rainbow trout have been identified two isoforms of TLRS5: membrane TLR5M and soluble TLRS5S,
both bind flagellin. Furthermore, activation of TLR5M induces TLRSS expression, which is amplified
cellular response to flagellin PAMP, allowing greater immune response, which is the expression os
proinflammatory cytokines and chemokines.

In the model of interaction between Salmonella typhimurium flagellin and TLRS in mammals key
binding domains and activation of TLRS has established. Based on this information and using flagellin
as a model fish pathogen Vibrio anguillarum were produced various synthetic peptides derived from
flagellin domain D1, recombinant proteins of the whole molecule and the amino terminal domain D1 of
the protein.

Activation of immune cells by synthetic peptides model and recombinant proteins was evaluated by
overexpression in liver cells TLR5S rainbow trout as well as in macrophages overexpression seabream
and rainbow trout genes associated with innate immune response.

The results generated in this investigation show that the peptide 518 as well as recombinant proteins are
capable of inducing overexpression of the cytokines IL-1B, TNF-a and the chemokine IL-8 in in vitro,
key pro-inflammatory genes regulator of the innate immune response of fish.

The molecules generated in this thesis, both synthetic and recombinant possess immunomodulatory
potential analogous to the effect of PAMPs on fish leukocytes. Future trials in vivo and its potential use
would project contribution to the modulation of robust immunity in massively farmed fish.
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia Chile es el segundo mayor productor de salménidos a nivel mundial, produciendo mas de
400 mil toneladas anuales y con un nivel de exportacién sobre los US$ 2000 millones (Fuente:
SalmonChile). Sin embargo, el incremento de las enfermedades que afectan a los peces en cultivo ha

determinado que la industria salmonera esté expuesta a perder su competitividad internacional.

El gran desafi6 actual de la industria salmonera es aumentar y mejorar el conocimiento de la respuesta
inmune de los peces, para identificar y desarrollar nuevas moléculas que puedan actuar como

moduladores de la respuesta inmunolégica.

La aplicacién de tratamientos clasicos como antibidticos y vacunas, no ha sido efectiva ante las altas
mortalidades debidas a patogenos, en consecuencia surge la necesidad de emplear otras estrategias que
se basen en la activacion de la respuesta inmune, para reforzar las defensas de los peces en las

situaciones adversas provocadas por la invasion de agentes patogenos (Cabello, 2006).

El uso de inmunoestimulantes en peces es un método eficaz para aumentar la immunocompetencia v la
resistencia a enfermedades, algunos est4n siendo utilizados actualmente en la industria de la
acuicultura. Estos se basan en moléculas altamente conservadas en los microorganismos denominadas
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs), que son reconocidos por distintos tipos de

receptores presentes tanto en leucocitos como en células epiteliales (Rebl e al., 2010).

Las investigaciones se centran en la produccion de moléculas derivadas de los PAMPs naturales o
sintéticas y en dilucidar sus mecanismos de accion. Los mas utilizados son los que activan a los
receptores tipo toll 9y 7, como el oligodeoxinucleotido CpG ligando del TLR9 e imidazoquinolinas
ligando de TLR7 (Kileng et al., 2008; Strandskog et al., 2008).

En trucha arcoiris se han identificado dos isoformas del receptor tipo toll 5 (TLRS) que liga flagelina,
una de membrana TLR5M y otra soluble TLR5S (Tsujita et al., 2004). La estimulacién de TLR5M por
su ligando natural flagelina permite entre otros la expresion de TLRSS, éste amplifica la respuesta
inmune al desplazarse por los liquidos circulantes, y unido a su ligando logra activar una mayor

cantidad de células inmunitarias, originando una respuesta inmunoldgica potente, basada en la



produccién de citoquinas y en la activacién de leucocitos involucrados en la inmunidad adaptativa
(Tsujita et al., 2004; Tsukada et al., 2005; Rebl et al., 2010; Palti, 2011).

Considerando los antecedentes expuestos, postulamos que el uso de moléculas sintéticas o
recombinantes analogas al dominio funcional de flagelina, podrian estimular TLR5 favoreciendo la

expresion de genes pro-inflamatorios, para la generacién de efectos inmunomoduladores.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 La Industria de la Salmonicultura en Chile

Una de las actividades econémicas y pilar en la competitividad de nuestro pais es la industria de la
Salmonicultura, la que ha experimentado un rapido crecimiento en la produccién de salmones y truchas

a partir de la década de los noventa (Fig. 2.1).

700
600

Trucha ®Coho M Salar

Figura 2.1 Produccion histérica de Salménidos en la Industria Chile en toneladas brutas (Fuente: Sernapesca).

La actividad de esta industria se concentra principalmente en el cultivo de tres especies, Salmén del
Atlantico (Salmo salar), Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y Salmoén coho (Oncorhynchus

kitsutch), siendo la mayor la de Salmén del Atlantico.

Hasta hace dos afios atras producia méas de 400 mil toneladas de salmonidos en el pais, ocupando el
segundo lugar en la produccion Mundial de salmén y trucha cultivado (fig. 2.2 A), con un 27 % de la
produccién total, después de Noruega (SalmonChile, 2011), mostrando un crecimiento vigoroso y de
importancia econémica siendo uno de los principales rubros de exportacion en Chile. La X y XI

regiones son las que concentran la produccion acuicola de salmones en Chile.



El principal destino de las exportaciones chilenas de salménidos se centra en Japén con un 44,2 %, en
segundo lugar se ubica Estados Unidos con un 21,8 %, América latina con un 16,8 %, Asia con un
7,5% entre otros con un 9,7 % (Fig. 2.2 B, AquaChile, 2010).

B)
Otros, 9,7%
Asia(sin
Japén), 7,5%
Japdn, 44,2%

® Otros

- Ameérica

i Latina, 16,8%
B Chile
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 21 B9

Figura 2.2 A) Produccion Mundial de Salmon y Trucha en Miles de toneladas brutas y porcentaje del total
(Fuente: SalmonChile). B) Principales destinos de las exportaciones chilenas en el afio 2010 en miles de USD
FOB (Memoria Anual AquaChile 2010).

Sin embargo, afio tras afio la proliferacion de diversos agentes patogenos amenaza la industria
produciendo pérdidas significativas. Dichos patogenos se aprovechan de las limitaciones asociadas a
cultivos confinados tales como el hacinamiento y las escasas medidas sanitarias, mientras que la
importacién de ovas también contribuye a la introduccién de nuevos agentes infecciosos (Asche et al.,
2010).

Entre los patogenos que estan causando mayores problemas en nuestro pais destacan, entre otros, los
virus IPN e ISA; el parasito Caligus rogercressey; y multiples bacterias, tales como las del género
vibrio, Flavobacterium psychrophilum, Aeromonas salmonicida, Renibacterium salmoninarum y
Piscirickettsia salmonis (Bravo y Midtlyng, 2007). Lo que hace necesario tomar medidas que permitan
controlar y neutralizar su potencial impacto en el futuro para disminuir las pérdidas que se generan afio
a afio.



2.2 Respuesta Inmune en peces

La respuesta inmune de todos los vertebrados, incluidos los peces, se organiza en base a dos
estrategias: la respuesta inmune innata, y la respuesta inmune adquirida (Watts er al., 2001:
Magnadottir, 2006; Lovy et al., 2009). Es importante sefialar que el sistema inmune innato constituye
un mecanismo de defensa fundamental en peces a través de sus componentes humorales y celulares

(Magnadéttir, 2006).

Con respecto a los principales 6rganos linfoides en teledsteos, destacan el timo, rifién cefalico (pro y

mesonefros) y el bazo (Patel et al., 2009).

El timo es un oérgano par localizado subcutdneamente en el borde dorsal del opérculo, produce
linfocitos T implicados en la estimulacién de la fagocitosis, y en la produccién de anticuerpos por las
células B (Ellis 1988; Zapata et al., 2006). El fenémeno de involucién timica es mas dependiente de los
ciclos hormonales y de las variaciones estacionales que de la edad. Se compone mayoritariamente de
células linfoides, llamados timocitos, en distintos estadios de maduracion, dispuestos en una red
formada por células epitelio-reticulares. También por células mieloides del tipo macrofagos y
granulocitos eosinofilos (Zapata et al., 2006). En alevines muy jovenes la capsula que lo reviste se
compone de una capa de células que aisla a los timocitos del agua, sin embargo, presenta
fenestraciones o poros que sugieren que puede haber contacto directo entre los antigenos externos y el

organo que desaparece cuando los peces alcanzan la madurez (Zapata et al., 2006).

El rifion, macroscopicamente es un 6rgano homogéneo, que esta dividido en dos segmentos uno
anterior y otro posterior. El rifion anterior estd constituido fundamentalmente por tejido linfo-
hematopoyético, andlogo a la médula 6sea de los mamiferos, en el que se produce la eritropoyesis,
granulopoyesis y linfopoyesis (Razquin ez al., 1990). En el predominan los macréfagos responsables de
la fagocitosis, los centros melanomacrofigicos (CMMs) para la formacion de la memoria
inmunoldgica por el procesamiento de antigenos, porque aqui se separa y concentra el material
fagocitado, las células linfoides en todos sus estadios evolutivos, mayoritariamente células Ig+
(linfocitos B) (Agius y Roberts 2003; Tort et al., 2003; Rauta ef al., 2012). El rifién anterior es un
organo bien inervado que sirve como 6rgano endocrino, homologo a las glandulas suprarrenales en

mamiferos, liberando corticoesteroides y otras hormonas. Asi el rifién anterior es un 6rgano importante



con funciones regulatorias claves y érgano central de las interacciones inmune-neuroendoctinas y el

sitio principal de la produccion de anticuerpos (Rauta ef al., 2012).

El bazo es un 6rgano abdominal que es generalmente tnico, esta recubierto por una capsula fibrosa y
no presenta una clara diferenciacion entre pulpa blanca y pulpa roja, caracteristica que lo diferencia del
bazo de los mamiferos. Estd compuesto por los CMMs vy tejido linfoide (Ferguson, 1989). En los
CMMs hay macréfagos que provienen de los capilares que irrigan el organo donde han participando
activamente en la fagocitosis de antigenos séricos (Press ef al., 1995). El bazo contribuye en la

hematopoyesis, la degradacion de antigenos y el procesamiento de anticuerpos (Rauta et al., 2012).

En cuanto a las células del sistema inmunitario, esta bien establecido que los peces teledsteos poseen
monocitos/macréfagos, células citotoxicas no especificas (NCC), células agresoras naturales (natural
killer, NK), granulocitos, células B y células T (Pettersen er al., 2000; Ronneseth et al., 2007; Randelli
et al., 2008; Moore er al., 2009; @verland et al., 2010). Las principales células del sistema inmune
innato son los macrofagos cuya funcién esencial es la fagocitosis, ademas, producen una variedad de
citoquinas tales como interleuquinas, interferones y factor de necrosis tumoral, que regulan la respuesta
inmune (Mulero et al., 2008). Existen tres tipos de granulocitos identificados en peces, los neutréfilos,
eosinofilos y basofilos (@verland e al., 2010). Estas células son fagocitos no profesionales porque
tienen solo cierta capacidad fagocitica, es decir, un limitado rango de ingesta de particulas, no pueden
producir especies reactivas del oxigeno (ROS) y oxido nitrico (NO) y producen citoquinas diferentes a
las que producen los macréfagos. Los neutréfilos son las primeras células circulantes que son
reclutados para llegar al sitio de infeccion, donde se activan y regulan por citoquinas (Qverland et al.,
2010).

En los peces, las células B, producen predominantemente IgM a diferencia de los mamiferos que
expresan cinco clases de inmunoglobulinas nombradas segiin su isétipo de cadena pesada (IgA, IgD,
IgE, IgM e IgG) (Zwollo et al., 2005). Recientemente, han sido identificadas en peces isotipos de IgM,
nombradas IgD, IgT o IgZ (Randelli er al., 2008). La IgM de teledsteos existe como tetrimero (780
kDa) , la concentracion en suero es menor a Img/ml (Magnadéttir, 1998). El nimero de células B es
alto en rifion, sangre y bazo, en el timo y tejido linfoide asociado a mucosas es bajo, estas células son

consideradas fagocitos no profesionales (Qverland et al., 2010).



Los linfocitos T, son los principales efectores en la defensa inmune adquirida, reconoce y responde a
péptidos antigénicos asociados a las moléculas MHC clase I y II presentes en las células somaticas y en
las células inmunitarias respectivamente (Randelli et al., 2008). Genes codificando MHC clase I y IL,
TCR y sus co-receptores CD8 y CD4 han sido clonados en varias especies de peces y se han
desarrollado anticuerpos para estudiar la expresion proteica en el contexto de su morfologia y
funcionalidad (Fisher er al., 2013).

A pesar de la ausencia de anticuerpos reactivos, varias observaciones ofrecen tentadoras evidencias de
que células homblogas a células dendriticas de mamiferos (mDCs) existen en peces. Esta evidencias
incluyen: 1) la descripcién de una red de células positivas a MHC clase 11 en 4reas ricas en células T
del bazo de Nurse Shark (Rumfelt et al., 2002); 2) cultivos celulares esplénicos de trucha cuya
mantencion en el tiempo origina células no adherentes designadas como células dendriticas DCs
basadas en su morfologia (Ganassin et al., 1996); 3) la identificacién de los granulos de tipo Birbeck
en las células de tejido linfoide y epitelio branquial de salménidos ( Lovy et al., 2008); 4) la
descripcién de una linea celular fagocitica tipo células dendriticas desde Salmén del Atlantico
(Pettersen et al., 2008); y 5) la inmunotincién de células en el bazo y rifién anterior de salmén del
Atlantico y trucha arcoiris con un anticuerpo especifico CD207/langerin (antigeno expresado en la
superficie de celulas dendriticas de mamiferos de la piel, especializadas denominadas células de
langerhans) (Lovy et al., 2009). Adicionalmente, Lugo-Villarino et al., (2010) describieron la
existencia de APCs dendriticas en Zebrafish basados en la morfologia, caracteristicas de tincién y
ensayos funcionales. Mientras estas observaciones indican la existencia de células dendriticas (DCs), la
caracterizacion funcional con respecto a los tipos celulares relevantes, especificamente con respecto a
la presentacion de antigenos, aun es débil. La funcién de las células dendriticas (DCs), células
presentadoras de antigenos (APCs) especializadas es en gran parte un resultado de su capacidad para

expresar altos niveles de moléculas coestimulatorias (Bassity et al., 2012).

Un paso crucial en la iniciacion de los mecanismos de defensa inmune innata, es el reconocimiento de
los patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs), ligandos de los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) (Rebl ef al., 2010). Las células de la inmunidad innata expresan
diversos PRRs, tales como los receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo RIG-1(acido retinoico
inducible del gen 1) y los receptores tipo NOD (dominio de oligomerizacion de unién a nucle6tidos)
(Kumar et al,, 2009) (Fig.2.3). Estos receptores presentes en varios compartimientos celulares,

desencadenan la expresion de citoquinas e interferones tipo I (Rebl et al., 2010).
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Figura 2.3. Localizacion celular de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs).

Las citoquinas son una familia de moléculas secretadas y regulatorias con una actividad tipo hormona y
con una masa molecular que va desde 10 a 50 kDa, las cuales a menudo son glicosiladas (Scapigliati et
al., 2006; Zhu et al., 2013). Su rol en la iniciacién de los eventos inflamatorios en respuesta a la
exposicion bacterial es bien conocido en mamiferos, donde una cascada de citoquinas permite la
atraccion de tipos particulares de leucocitos y la activacién de su via antimicrobiana (Secombes et al.,
2009). Son producidas transitoriamente y localmente, actuando de manera paracrina o autocrina,
pueden inducir una respuesta con tan solo cantidades en el rango de picomolar (Scapigliati et al., 2006;
Zhuet al., 2013).

Dentro de las citoquinas involucradas en la inmunidad innata se encuentran, el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) que es la primera citoquina liberada en esta cascada de sefializacion y que permite
la expresion rio abajo de la interleukina IL-B y quimioquinas como IL-8 (Secombes et al., 2009). Estas
citoquinas han sido identificadas en varias especies de peces, sus funciones y sefializacion han sido

investigadas con grandes progresos (Zhu et al., 2013).



IL-1B y TNF-qo han sido ampliamente usados como marcadores para evaluar una respuesta inflamatoria
general en mamiferos, principalmente en la evaluacion de inmunoestimulantes ya que los niveles de
transcripcion de estas dos citoquinas pueden generar la induccién de la respuesta inflamatoria o no por
el inmunoestimulante (Zhang et al., 2009). Son citoquinas de respuesta temprana en inflamacién y

regulan la produccién de muchas citoquinas (Zhang et al., 2009).

IL-8 fue primero identificada en mamiferos como una nuevo tipo de citoquina activando neutrofilos y
denominada CXCL8 por ser miembro de la sub-familia CXC de quimioquinas, es producida por una
amplia variedad de células en respuesta a muchos tipos de estimulos (Abdelkhalek ef al., 2009). Es una
quimioquina que genera cambios bastante dinamicos en sus niveles de expresion, en tejidos sanos es
apenas detectable pero su expresion puede ser inducida rapidamente de 10 a 100 veces por varios
inductores, los que incluyen TNF-a, IL-1f, bacterias, productos virales o estrés celular (Abdelkhalek ef
al., 2009). La funcién principal es promover la activacion y reclutamiento de neutréfilos a las areas de
inflamacién aguda y su subsecuente adherencia a células endoteliales (Harun et al., 2008; Abdelkhalek
et al., 2009).

23 Receptores tipo toll

Los receptores tipo toll (TLR) son proteinas de transmembrana con una masa molecular en un rango de
89 a 120 kDa en mamiferos (Kirschning ef al., 2001). Con dominios extracelular, transmembrana e
intracelular (Fig.2.4). El dominio N-terminal extracelular tiene aproximadamente 16-28 repeticiones
ricas en leucina (LRRs), cada una de estas repeticiones tiene entre 20-30 aminoacidos con el motivo
“LXXLXLXXN” conservado (Kumar e al, 2009). El dominio C-terminal de sefializacion
citoplasmatico posee un dominio TIR (receptor Toll/IL-1) el que es requerido para la interaccion y
reclutamiento de varias moléculas adaptadoras que activan la via de sefializacion rio abajo (Kirschning
et al, 2001; West el al, 2006; Kumar et al., 2009). Permitiendo la activacion del factor de
transcripcion nuclear kappa B (NF-kB), el cual controla la induccion de citoquinas proinflamatorias y
quimioquinas, asi como la sobre-regulacion de moléculas coestimulatorias en células dendriticas,

esenciales para la activacion de células T naive (Means et al., 2003; Kawai ef al., 2007).
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Figura 2.4. Estructura de un receptor tipo toll (TLR). En el dominio extracelular, LRR, corresponde a una
region rico en leucinas. El TIR corresponde a un dominio citoplasmatico del receptor IL-1 / Toll, TM
corresponde al dominio de transmembrana (Sandor ef al., 2005).

En mamiferos los TLRs han sido descritos en macrofagos, granulocitos, células dendriticas (DCs) y
células B, asi como también en células no inmunes, como fibroblastos, células epiteliales y
queratinocitos (Kawai et al., 2007). La familia de los TLRs en mamiferos est4 compuesta por mas de
11 tipos, cada uno liga en forma especifica distintos PAMPs, derivados de virus, bacterias, protozoos y
hongos (Akira y Sato 2003). En peces se han descrito 17 tipos de TLRs (TLR1, 2, 3, 4, 5, 5S, 7, 8, 9,
13, 14, 18, 19, 20, 21, 22, 23) los que se han identificado en mas de una docena de especies de

teledsteos, con claros ortdlogos de los TLRs de mamiferos (Rebl ez al., 2010).

Los PAMPs incluyen lipopolisacaridos (ligando de TLR4), lipoproteinas (ligando de TLR2), flagelina
(ligando de TLRS), ADN bacterial CpG (ligando de TLR9), RNA de hebra simple (ligando TLR7) y
RNA viral de hebra doble (ligando de TLR3) (Kawai ef al., 2007). Los TLRs tanto en mamiferos
como en peces pueden actuar como monoémeros o dimeros en el reconocimiento del PAMP (Purcell et
al., 2006; Kumar e al., 2009).

El analisis filogenético molecular de varios componentes claves de la cascada de sefializacion de los
TLRs, da como resultado que las moléculas activadas son altamente conservadas entre peces y
mamiferos (Purcell ef al., 2006; Rebl et al., 2010). Leucocitos de Trucha estimulados con diferentes

PAMPs, reconocidos como activadores de TLRs de mamiferos, responden con la expresion de tres
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clases de genes de citoquinas comunes para ambos grupos: a) interferon tipo I, b) citoquinas pro-
inflamatorias (isoforma 1 de interleuquina-1p, interleuquina-8 y la isoforma 1 y 2 del factor de
necrosis tumoral alfa) y c¢) citoquina inmunoregulatoria de transformacién del factor de crecimiento

beta 1 (TGFbeta) (Purcell et al., 2006).

El analisis genomico de diferentes especies de peces, utilizando como modelo pufferfish (Takifugu
rubripes) y zebrafish (Danio rerio), ha permitido el estudio de TLR especificos, aumentando el
conocimiento de la especificidad de patogenos y patrones de expresion de los TLRs y sus adaptadores

en teledsteos (Baoprasertkul er al., 2007).

De los 17 tipos de TLRs identificados en peces, solo se ha encontrado evidencia directa de la
especificidad de su ligando para 5 de estos TLR, los que incluyen: TLR2, TLR3, TLR5M, TLRSs y
TLR22 (Tabla 1).

Tabla 2.1
Ligandos especificos conocidos para algunos TLRs en peces. Adaptado de Palti, 2011.

TLR Especies de peces Ligando
Fugu o
TLR2 Zebrafish i
d Pam,CSk,
Common carp
Fugu .
TLR3 Zebrafish dsRNA, polyl:C
Fugu .
RO Rainbow trout Flagsiing
Fugu :
e Rainbow trout, Flapain
Fugu ,
TLR22 Zebrafish dsRNA, polyl:C

Por lo tanto, el reconocimiento de los PAMPs por los TLR es un paso clave para la induccion de la
respuesta inflamatoria, asi como para la instruccién de la respuesta adaptativa contra patogenos. El

reconocimiento de los PAMPs por los TLRs permite al sistema inmune innato distinguir entre clases de
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patégenos y coordinar respuestas inmunes innata y adaptativa, la que es lograda por la induccion
diferencial de citoquinas y moléculas coestimulatorias dependiendo del tipo de agonista usado, los
tipos celulares estimulados, y el repertorio de TLRs expresados por las diferentes celulas (Kumar et al.,
2009).

2.4 Flagelina

El sistema inmune reconoce PAMPs expresados en la superficie de agentes infecciosos pero no en
células del hospedero. Bacterias Gram negativas méviles expresan en su superficie el flagelo, el cual
les permite desplazarse a través de los tejidos durante la infeccion contribuyendo, ademas, en la

virulencia de bacterias patogénicas (Takeda et al., 2003).

La flagelina es una proteina monomérica de 55 kDa (Akira y Sato, 2003), la cual posee una estructura
altamente compleja, siendo el componente principal del flagelo de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, y el ligando del receptor tipo Toll 5 (TLRS5) (Eaves-Pyles er al., 2001; Hayashi et al., 2001).
La activacion del TLRS en mamiferos, moviliza el factor nuclear NF-kB y estimula la produccion de
citoquinas proinflamatorias (TNF, IL-8), permitiendo de esta manera la activacién de respuestas
inmunes innatas (Hayashi et al., 2001). Los genes de flagelina de una variedad de bacterias Gram
negativas comparten regiones altamente conservadas en su amino y carboxilo terminal, y estas regiones
son responsables para la actividad inmunoestimulatoria de flagelina (Eaves-Pyles er al., 2001; Takeda
etal., 2003).

Flagelina FIiC de Salmonella typhimurium ha sido cristalizada y su estructura molecular caracterizada
(10.2210/pdb1UCU/PDB), posee cuatro dominios conectados linealmente denominados DO, D1, D2y
D3, los cuales estin organizados desde el interior al exterior del filamento (Fig.2.5). El N-terminal de
la cadena se inicia desde el dominio DO, pasando a través del dominio DI, D2 llegando a D3 y a
continuacion vuelve a través de D2 y DI, terminando con el C-terminal de la cadena en DO. Los tres
dominios de conexién estan formados por pares de cadenas antiparalelas cortas, y las que conectan los

dominios DO y D1 son conocidos como region spoke (S) (Yonekura et al., 2003).
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Figura 2.5.- Estructura cristalizada de flagelina de Samonella typhimurium. DO: Dominio DO, D1: Dominio
D1, D2: Dominio D2, D3: Dominio D3, S: region Spoke.

Una gran variedad de bacterias flageladas ha sido rastreada por su capacidad de ser reconocida por el
TLRS, estimulando el TLRS5 de manera dependiente de la activacion NF-kB (Akira y Sato, 2003).
TLRS humano y de ratén reconocen la flagelina bacterial y envian la sefial para activar el factor de
transcripcion NF-kB. TLR5 junto con TLR4 también activan el factor 3 regulatorio del interferon
(IRF-3) en respuesta a flagelina (Tsujita er al., 2006). Sin embargo, algunas bacterias flageladas
(Proteobacterias ¢ y B) que sintetizan flagelinas no son reconocidas por TLRS a pesar de su vigorosa
motilidad (Andersen-Nissen et al., 2005). Flagelina de S. typhimurium sufre N-metilacion de los
residuos de lisina en la superficie expuesta del flagelo (Burnens et al., 1997) y glicosilacién en algunas
bacterias como P. aeruginosa (Arora et al., 2001). Experimentos realizados para producir vacunas
recombinantes a través de la expresion de antigenos foraneos de la superficie del flagelo, han dado
cuenta que la metilacion podria afectar la antigenicidad de estos epitopes, modificando o suprimiendo
la respuesta inmune dirigida contra ellos (Burnens er al., 1997). Sin embargo, en experimentos
utilizando flagelina, FIiC de Salmonella typhimurium expresada y secretada en células CHO (Ovario de
Hamster Chino) se determiné que las modificaciones post-traduccionales de la flagelina no son
requeridas para el reconocimiento de TLRS (Smith ef al., 2003). La flagelina induce la via de
sefializacion de TLRS en una variedad de tipos celulares de mamiferos, como monocitos, células
dendriticas, y células epiteliales positivas a TLRS (Hayashi ef al., 2001; McSorley ef al., 2002; Mizel
et al., 2002). Flagelina, FIiC de S. typhimurium puede estimular células del epitelio intestinal y liberar



mediadores proinflamatorios claves como [L-8 (Gewirtz ef al., 2001), contribuyendo también a la
activacion de células T CD4+ en el intestino (McSorley ef al., 2002). Aumenta la expansion clonal de
células T CD4+ in vivo e induce la produccion de interferon-y (IFN-y) in vitro (McSorley et al., 2002).
Algunas flagelinas también son capaces de inducir la produccion de IL-8 a través de la activacion de
NF-kB dependiente de TLRS5 y a través de la sefializacion de MAPK (Harrison et al., 2008).

Por tanto, la actividad de flagelina como un ligando especifico para TLRS proporciona un puente
potencialmente importante entre la respuesta inmune innata y adaptativa. La comprension de como esta
molécula es capaz de estimular a TLRS se basa en diversos estudios. Se ha demostrado que flagelina,
FliC de L. coli enteroagregativa posee dos regiones en el dominio D1 conservado que son requeridos
para la activacion de TLRS y liberacion de IL-8 (Donnelly ef al., 2002). A través de ensayos
bioquimicos, se ha demostrado que mutantes que carecen de los residuos 386-407 del dominio
extracelular de TLRS son incapaces de interactuar con flagelina, lo que hace referencia a que ésta se
uniria directamente a TLRS a través de estos residuos (Mizel ef al., 2003). Smith et al., (2003) comparo
las secuencias aminoacidicas de flagelinas desde diferentes bacterias, conocidas por tener actividad
estimulatoria de TLRS e identificd los residuos de aminoacidos conservados en estas regiones del
dominio D1 de flagelina que podrian ser esenciales para el reconocimiento del TLR5 en mamiferos
(Fig. 2.6). Realizo experimentos de mutagenesis de alanina (Alanine-scanning mutagenesis) y generd
22 mutantes, de las cuales, 9 no afectaron significativamente el reconocimiento del TLRS, 3 reducen
significativamente el reconocimiento del TLRS en un 50-75 % (N100A, D412A y R431A) y 10
reducen significativamente el reconocimiento del TLRS en un 76-97 % (L88A, Q89A, RO0A, L94A,
Q97A,E114,1411, L415, T420A y L425A).

S. typhimurium?2 79 EEERTE S
S. typhimurium1 79 &

P. aeruginosa 79 €&
L. pneumophila 70 6
E. coli 79 &
S. marcesens 79

B. subtilus 77
L. monocytogenes 77 skfk:

Figura 2.6.- Secuencias proteicas de flagelinas de bacterias que estimulan el TLR5 en mamiferos. Las
secuencias fueron alineadas con ClustalW, las flechas indican los residuos de aminoacidos que fueron mutados a
alanina en flagelina (Smith e/ al., 2003)
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Ademas, en flagelina, FliC de P. aeruginosa cepa PAO1 se ha identificado una secuencia de 10
aminoacidos (LQRIRDLALQ, aminoacidos 88 al 97) en el extremo N-terminal de flagelina, que

participa en la union de esta proteina a su receptor (Verma et al., 2005).

Por lo tanto, flagelina es una proteina bacterial altamente conservada que provoca respuestas
inflamatorias dependientes de TLRS. In siftu juega un rol importante en la patogenicidad bacterial

porque facilita la motilidad y la adhesion a los tejidos del huésped, siendo un potente activador inmune.

Con respecto a peces teledsteos, el primer TLR5 que se identificé en peces 6seos es una forma soluble
sin dominio de transmembrana y sin dominio TIR de trucha arcoiris (Tsujita e al., 2004; Fig. 2.7). Esta
forma soluble de TLRS también se ha identificado en pufferfish (Oshiumi et al., 2003), salmén del
atlantico (Tsoi et al., 2006), catfish (Baoprasertkul e7 al., 2007) y Sparus aurata (Muiioz et al., 2013),
ademas de su forma unida a la membrana (TLR5M, Fig. 2.7). Sin embargo, ninguna forma de TLRS

soluble ha sido identificada en el genoma de mamiferos (Baoprasertkul ez al., 2007).

Figura 2.7.- Representaciéon esquematica de la organizacién de TLR5M y TLRSS de trucha arcoiris. LRRs:
corresponde a las repeticiones ricas en leucinas, LRR-CT: Region C-terminal que se asemela a un dominio LRR,
TM: dominio de transmembrana, TIR: corresponde a un dominio citoplasmatico del receptor de IL-1/Toll
(Tsujita et al., 2004).

Ademas, se ha observado que en trucha TLR5 de membrana es expresado ubicuamente, mientras que
su forma soluble se expresa solo en el higado (Tsujita ef al., 2004). En catfish TLR5S no solo se
expresa en el higado sino también en rifion anterior, bazo, agallas, piel, ovario y cerebro (Rebl ef al.,
2010). Un perfil similar se ha encontrado en pufferfish, el cual presenta una fuerte expresién de

TLRS5S en 6rganos digestivos. Ademds, en catfish la expresion de TLRS es aumentada en todos los
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tejidos después de la infeccion con Edwarsiella ictulari, un patogeno flagelar, observandose que
TLR5M y TLRSS se unen a flagelina in vitro (Bilodeau e al., 2006). Experimentos realizados para
generar una quimera de TLRSS de trucha fusionado al dominio TIR intracelular de TLRS humano,
transfectada en células HeLa humana, fue capaz de activar el promotor de un gen reportero en
respuesta a flagelina (Tsukada er al., 2005). En la linea celular RTH149 de trucha, TLR5S es sobre
regulado dentro de 8 horas después de un desafio con Vibrio anguillarum o flagelina purificada. Estos
resultados, sugieren que en peces TLRSS es una proteina de fase aguda que censa la infeccion bacterial
a través del reconocimiento de una variedad de flagelinas para aumentar la activacion de NF-kappaB, y
puede ser importante para la sobreviviencia de los peces con infeccién bacterial en el agua (Tsukada ef
al., 2005). Se ha desarrollado un mecanismo hipotético para la deteccion de flagelina en trucha arcoiris,
donde, la estimulacion de TLR5M con flagelina causa la induccién de TLRSS en el higado, uniéndose
eficientemente a flagelina circulante, pudiendo activar a TLR5M, lo que provoca la amplificacion de la

seflalizacion en un feedback positivo (Tsujita et al., 2004),

2.5 Inmunomodulacion por Flagelina

La inmunomodulacién puede ser definida como una accion fisiologica ejercida sobre el sistema inmune
para generar una mayor defensa ante agresiones externas, esta puede ser ejercida a través de sustancias
de origen bioldgico o quimico para estimular o suprimir la respuesta inmunoldgica. La mayoria de
estos mmunomoduladores actiian sobre células del sistema inmunitario induciendo la liberacién o
inhibicién de diferentes mediadores. Estan asociados a moléculas altamente conservadas en los
microorganismos denominadas patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP), pudiendo ser
reconocidos por distintos tipos de receptores presentes tanto en leucocitos como en células epiteliales.
Entre estos PAMPs se encuentra la flagelina que es el principal componente del flagelo en bacterias
Gram positivas y Gram negativas y es el ligando que activa especificamente los receptores Toll tipo 5
(TLRS) (Smith et al., 2003).

El rol que tendria flagelina en la inmunidad de los peces es de gran importancia principalmente en la
Trucha arcoiris, al presentar dos isoformas de TLRS, una isoforma de membrana y otra soluble (Tsujita
et al., 2004, Baoprasertkul ef al., 2007). Experimentos realizados en la linea celular de hepatoma de
Trucha arcoiris RTH-149, han dado cuenta que la estimulacién de TLRSM con Vibrio anguillarum o
flagelina permite la regulacion de TLRSS, y que la activacién de NF-kB por flagelina es mas

significativa en la presencia del estimulo o expresion de TLR5S. Flagelina primero induce la activacion
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basal de NF-kB via TLR5M facilitando la producciéon de TLRSS y un minimo de proteinas de fase
aguda en el higado. Luego la expresion de TLR5S inducible captura la flagelina bacterial en la
circulacion y la lleva a TLR5M, el cual actia como un receptor de sefializacion amplificando la
respuesta celular en un feedback positivo (Tsujita ef al., 2004). Por lo tanto, TLR5S en los peces estaria
generando un efecto sistémico amplificando la respuesta inflamatoria generada por TLRS de

membrana, donde las células inmunes aumentan la sensibilidad a flagelina.

Ademas se conocen efectos locales generados por flagelina de Vibrio anguillarum en leucocitos
aislados de rifion cefalico de Trucha arcoiris, donde la estimulacién de los leucocitos con dos diferentes
dosis de flagelina (1 y 10 pg/mL) genera una sobre regulacion de la expresion de citoquinas
proinflamatorias tales como TNF-q, IL1P y la quimioquina IL-8 (Purcell e al., 2006). Los efectos de
flagelina a nivel de la inmunidad innata han sido comprobados en peces, sin embargo, todos los
antecedentes que existen hasta la fecha son a nivel tanscripcional, debido principalmente a la escasez

de herramientas adecuadas para poder medirlo a nivel de fenotipo.

Antecedentes de experimentos realizados en mamiferos dan cuenta que el estimulo de flagelina-TLRS
no solo afectaria la respuesta inmune innata sino también la adaptativa. Flagelina ha sido estudiada
como un modelo de antigeno util, blanco de células T CD4 murino durante la infeccion con Salmonella
Typhimurium. Ademas de ser blanco del sistema inmune adaptativo, flagelina bacterial puede activar
directamente respuestas inmunes innatas en monocitos y células epiteliales, donde la exposicion de
flagelina in vitro a estas células activa NF-kB y secreta citoquinas inflamatorias. Esta capacidad
inmunoestimuladora en mamiferos estaria siendo ejercida por TLR5 expresado en la superficie de

monocitos, células dendriticas inmaduras y células epiteliales (McSorley et al., 2002).

Un estudio reciente comparo la eficacia de la formulacion de una vacuna suplementada con un
adyuvante basado en 4 flagelinas de V. anguillarum (FlaA, FlaB, FlaD y FlaE) utilizando como modelo
lenguado japonés (Japanese Flounder), demostrandose que flagelina, FlaB recombinante de V.
anguillarum posee una fuerte inmunogenicidad e induce una proteccion significativamente alta in vivo,
medida como porcentaje relativo de supervivencia, sugiriendo que podria ser utilizada como vacuna o
inmunoestimulante en el control de las enfermedades en peces asociados con V. anguillarum u otros

patogenos (Jia ef al., 2013).
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2.6 Uso y evaluacion de inmunoestimulantes en peces

Los inmunoestimulantes activan mecanismos celulares no especificos de la inmunidad innata, por lo
que la mayoria de los estudios de evaluacion de los efectos inmunolégicos de éstos como candidatos
para su uso, se basan en la activacién de macrofagos y granulocitos (Fierro-Castro et al., 2012). Son
seguros y efectivos para la proteccion de la salud de los peces cultivados, mejoran la inmunidad innata,

proporcionando proteccion contra una gran variedad de patogenos de peces (Sakai, 1999).

Los mecanismos por los cuales los inmunoestimulantes aumentan la proteccion contra los patogenos es
mediada por el reconocimiento especifico de los patrones moleculares asociados a patogenos
(PAMPs), los que son reconocidos por los PRRs en las células del huesped (Akira ef al., 2004, 2006).
La union de éstos receptores con sus respectivos PAMPs, desencadena las vias de sefializacion
intracelular permitiendo la produccion y liberacién de citoquinas pro-inflamatorias, generando una

respuesta inmune innata (Rebl et al., 2010).

En peces, el desarrollo de los inmunoestimulantes se basa en la utilizacion de PAMPs como, LPS, -
glucanos y RNAs doble hebra, los cuales aumentan la proteccion no especifica por activacion de las
respuestas proinflamatorias y actividad microbicida a través de los PRRs (Sakai, 1999; lliev et al.,
2005; Strandskog e al., 2008; Fierro-Castro et al_, 2012).

Sin embargo, para otros inmunoestimulantes tipo levamisol, los mecanismos por los cuales provocan
respuestas proinflamatoria y microbicida no es del todo claras. Ademas modificaciones en la forma
molecular y procesamiento de purificacion de los PAMPs usados como inmunoestimulantes pueden
dar lugar a diferencias notables en la respuesta inmune como se ha demostrado para el LPS (Iliev ez al.,
2005). No todas las especies de peces cultivados responden de la misma manera a un
inmunoestimulante, ya que existen diferencias genéticas y adaptativas importantes entre ellos que

afectan el sistema inmune de los peces (Bricknell ef al., 2005).

Varios estudios en peces, han demostrado que los B-glucanos son un inmunoestimulante potente, el
cual permite mejorar el estado inmunolégico y controlar enfermedades en peces de cultivo (Meena ef

al., 2012). Se ha demostrado que el efecto de los B-glucanos varia con la especie de estudio, y depen-
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de la cantidad incorporada en la dieta, la duracion en la alimentacién y temperatura ambiental. Los B-

glucanos solubles pueden ser absorbidos por el intestino y por tanto ser nutritivos. Se ha demostrado su

efecto en: inmunoestimulacién de peces sanos, inmunoestimulacion en peces inmunocomprometidos,
inmunoestimulacion por inyeccion (asi como su efecto adyuvante), estimulacion de la inmunidad
adaptativa (Lin e al., 2011; Meena et al., 2012).

Se ha demostrado que flagelina, FlaD recombinante de V. anguillarum utilizada con un adyuvante con
el antigeno LPH (hemocianina de polyphemus hemolymph) en un estudio de inmunizacion dosis-
respuesta, estimula el sistema inmune innato del salmon, induciendo efectos proinflamatorios en los
dias 2, 4 y 7 y la expresion de citoquinas importantes como TNFa, IL-6, IL-8 e IL-1p las que fueron
sobre-reguladas significativamente en el bazo (Hynes et al., 2011).

Un estudio reciente comparo la eficacia de la formulacion de una vacuna suplementada con adyuvante
basado en 4 flagelinas, FlaA, FlaB, FlaD y FlaE de V. anguillarum, utilizando como modelo lenguado
japonés (Japanese Flounder), encontrandose que estas flagelinas difieren en sus propiedades
inmunoestimulantes y exhiben niveles variados de inmunoprotectividad y adyuvancia, sugiriendo que
flagelina de V. anguillarum podria ser utilizada como vacuna o inmunoestimulante en el control de las

enfermedades en peces asociados con V. anguillarum u otros patogenos (Jia et al., 2013).

En base a los antecedentes antes mencionados, flagelina de una gran variedad de bacterias presenta un
alto grado de conservacion respecto de su dominio D1 (Anexo 11, figura 1), dominio importante para el
reconocimiento de su receptor y considerando que la estructura de flagelina de S. fyphimurium esta
cristalizada, podemos predecir la estructura de flagelina de V. anguillarum y proponer que flagelina y
péptidos derivados del dominio D1 de esta proteina, al presentar un alto grado de homologia en los
residuos de aminoacido descritos, pueden activar leucocitos de peces induciendo la sobreexpresion de

moléculas claves en la respuesta inmune innata de éstos.
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3.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El dominio NDI1 y péptidos derivados del dominio D1 de flagelina de Vibrio anguillarum producen

efectos inmunoestimuladores de tipo pro-inflamatorio en leucocitos de peces.

OBJETIVO GENERAL

Comprobar el efecto inmunoestimulador del dominio ND1 y péptidos sintéticos derivados del dominio

D1 de flagelina de Vibrio anguillarum en leucocitos de peces teledsteos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar in silico regiones conservadas y residuos de importancia funcional del dominio D1
de flagelina de V. anguillarum.

2. Obtener el dominio ND1 recombinante y los péptidos sintéticos disefiados derivados de
flagelina de V. anguillarum.

3. Demostrar el efecto inmunoestimulador de las moléculas generadas en base a modelos

estandarizados de cultivo celular primario en diferentes peces teleosteos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material Biolégico

4.1.1. Peces

Los peces utilizados en este trabajo fueron dos especies, trucha arcoiris (Onchorynchus mykiss) y
dorada (Sparus aurata). Las truchas fueron de un tamaiio de 50 g y proporcionadas por el animalario
de la Universidad Miguel Hernandez de Elche, Espaiia. Ademas de truchas de 100 — 200 g, que fueron
obtenidas desde el Laboratorio Experimental de Acuicultura de la Universidad Catolica de Valparaiso,
Chile (LEDA). Las doradas utilizadas tenian un peso de 300-500 g y fueron proporcionadas por el
Centro Oceanografico de Murcia, Espaiia.

4.1.2. Ratones

Se utilizaron hembras de 2 semanas de gestacion, cepa CF-1, las que fueron obtenidos del Instituto de
Salud Publica de Chile y trasladados al biotério de la Universidad Catélica de Valparaiso, donde fueron

mantenidos y aclimatados por al menos 2 semanas antes de ser inmunizados.

Todos los animales fueron manipulados de acuerdo a normas internacionales que considera el bienestar

animal.

4.2. Diseiio de secuencias epitopes para TLRS5S de trucha arcoiris y Flagelina de V. anguillarum

Para la generacion de anticuerpos se realizd un analisis in silico de la secuencia primaria de la
moléculas, identificandose epitopes inmunogénicos a través del método de Kolaskar y Tongaonkar
(1990), usado desde el servidor de bioinformatica del grupo de inmunomedicina de la Universidad de
Complutense de Madrid [http://imed. med.ucm.es/Tools/antigenic.pl]. Ademads se analizaron los parametros
de hidrofobicidad, flexibilidad y accesibilidad a través del servidor Expasy (Gasteiger ef al., 2003). Se

realizd la busqueda de las estructuras tridimensionales, PDB, de las moléculas de interés a través del

servidor RCSB Protein Data Bank y se proyecto la estructura para insertar las secuencias candidatas a
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epitopes a través del programa Swiss-PdbViewer 4.0.1., donde las secuencias mas expuestas fueron

seleccionadas como epitopes.

4.3. Diseiio de péptidos derivados del dominio D1 de flagelina de Vibrio anguillarum.

Las regiones de flagelina de Vibrio anguillarum que potencialmente se asocian a TLRS en salmoénidos,
se identificaron a partir de la secuencia de flagelina de Salmonella typhimurium, disponible en base de
datos con su estructura cristalizada (10.2210/pdb1UCU/PDB) (Yonekura et al., 2003). Se realizaron
alineamientos a través de ClustalW (Larkin et al., 2007) para determinar los dominios conservados
entre las distintas secuencias de flagelinas disponibles en base de datos de secuencia proteicas del
servidor UniProtKB. Una vez identificados los dominios responsables de la interaccion de flagelina
con el TLRS, y que son conservados en las distintas flagelinas, se identificaron los residuos de
aminoacidos responsables de la activacion de este receptor de acuerdo a lo sefialado por Smith ef al.,
(2003). Una vez obtenidos, se establecieron como candidatos en la secuencia de flagelina de V.
anguillarm. Posteriormente, utilizando el programa Swiss-PdbViewer 4.0.1, se gener6 la estructura 3D
de flagelina de V. anguillarum a partir del PDB de Flagelina de S. typhimurium, obteniendo los

péptidos candidatos a través de la superposicion de ambas estructuras.

4.4. Sintesis quimica de secuencias epitopes y péptidos derivados de flagelina de Vibrio

anguillarum

Para la sintesis quimica se utilizo la técnica en fase solida mediante la estrategia de bloqueo Fmoc de
los grupos funcionales de los aminoacidos (Houghten, 1985). Los aminodcidos utilizados para la
sintesis de los diferentes péptidos tienen su grupo funcional bloqueado con el grupo 9-
fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc). Para la sintesis de cada uno de los péptidos, la adicion de cada uno de
los aminoacidos se realizé primero con la desproteccion del grupo funcional Fmoc, a través de la
adicion de 20 %(v/v) piperidina en dimetilformamida (DMF). Para comprobar que los grupos aminos
estan desprotegidos y dispuestos para un nuevo acople, se realizé el test de ninhidrina o test de Kaiser
(Kaiser et al., 1970; Narvaez et al., 2010). Luego de la desproteccion se realizd la adicion del
aminoacido protegido con su grupo funcional Fmoc junto con los reactivos de acoplamiento 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) en exceso de tres equivalentes con agitacion ocasional y durante 3 horas,
posteriormente se realizo el test de minhidrina para comprobar la incorporacion del aminoacido. Se

realizo este procedimiento hasta la adicion del altimo aminoacido constituyente del péptido. Finalizada
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la sintesis, fueron clivados de la resina con acido trifluoroacético (TFA). La pureza de los péptidos se
verifico por HPLC y su peso molecular a través de espectroscopia de masas MALDI-TOF. Los
péptidos generados fueron numerados de acuerdo al orden en la peptidoteca del laboratorio de

marcadores inmunoldgicos de organismos acuaticos de la PUCV.

4.5. Generacién de anticuerpos

4.5.1. Inmunizacion

Los ratones fueron inmunizados los dias 0, 7, 14 y 21 mediante una inyeccién intraperitoneal con 60
pg del péptido sintético y el péptido FIS, (1:1), como un activador de células T helper (Narvaez ef al.,
2010), y con adyuvante completo de /reud. El dia 6 se inyect6 una dosis de Pristane (Sigma Aldrich)
para inducir la formaciéon de tumor ascitico (Narvaez et al., 2010). El dia 30, los ratones fueron
anestesiados con pequeiias dosis de cloroformo y se dren6 el liquido ascitico rico en IgG anti-péptido
epitope. El fluido fue centrifugado a 300 xg por 10 minutos y el sobrenadante rico en IgGs se

recolectd, alicuoto y fue congelado a -80°C hasta su utilizacion.

4.5.2. Purificacién de anticuerpos por CN-Br-4B

Para la purificacion de IgGs desde el liquido ascitico, primero se realiz6 la unién del péptido sintético
a la resina CNBr-activated Separopore® (Bio World), para lo cual se utilizo 200 mg de resina, la que
se lavo con 1,5 mL de HCI 1,0 mM por 15 min a t° ambiente en agitador orbital. Se centrifugd a 3000
xg por 5 min a 4 °C y posteriormente se lavd con 1,5 mL de Buffer acoplante (NaHCO; 0,1 M, NaCL
0,5 M, pH 8.4) por 2 min a t° ambiente en orbital y se centrifugd a 3000xg por 5 min a t° ambiente.
Luego, se resuspendi6 1,5 mg de péptido sintético liofilizado en buffer acoplante y se agreg6 1 mL de
éste a la resina, se incub6 por 2 horas a temperatura ambiente en agitador orbital. Transcurridas las 2
horas, se centrifugd a 3000xg por 5 min, se recuperd el sobrenadante como péptido no retenido y se
guardé a -20 °C. Se bloquearon los sitios activos no acoplados de la resina con Tris-HC1 0,1 M, pH 8.0
por 2 horas a t° ambiente en agitador orbital. Se centrifugé a 3000xg por 5 min a 4°C y se lavo la
resina con 500 pL de acetato de sodio 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4.0. Luego la resina fue puesta en una
columna previamente preparada y se lavo con 20 volimenes de resina, alternando entre acetato de
sodio pH 4.0 y Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8.3. Luego se lavo 3-5 veces con buffer acoplante.
Finalmente, se realizé la unién y elucion de la IgG especifica. Para esto, se diluyo 1:10 el liquido
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ascitico con buffer acoplante y se carg6 | mL de la dilucion lentamente en la columna para asegurar la
union de la IgG al péptido. Para eluir las IgGs, se us6 1 mL de glicina 100 mM, pH 2.5. La fraccion se

recupero en un tubo que contenia 120 pL de Tris 1 M, pH 8.0 y se guard6 a -20 para su cuantificacion.

4.5.3. Pruebas inmunolégicas

Las IgGs de raton purificadas se cuantificaron por ELISA directo, utilizando una IgG comercial de
raton como calibrado (Invitrogen). El inmunorreconocimiento positivo de la secuencia epitope de
TLRS5S de trucha arcoiris y flagelina de V. anguillarum se evalué por Dot blot y cuantitativamente por
ELISA indirecto (Narvaez et al., 2010).

4.6. ELISA

Para la implementacion del ensayo de ELISA indirectos, el antigeno (muestra biologica) fue absorbido
a la placa de ELISA (NUNC-immune plate plysorp surface) a una concentraciéon de 30 ng/puL y en un
volumen final de 100 pL de tampén carbonato 0,06 M, pH 9.6, a temperatura ambiente y con agitacion
suave durante toda la noche. El bloqueo de la placa se realizé en un volumen final de 200 pL. de BSA
1 % (p/v), por 2 horas a 37 °C con agitacion suave. Posteriormente, se realizaron 4 lavados con PBST
(PBS 1X + 0,05% v/v Tween-20) luego de la incubacion con el anticuerpo. La incubacion con el
primer anticuerpo (anti-TLRSS, anti-IL-8) se realizo a una concentraciéon de 40 ng/uL en un volumen
final de 100 puL de BSA 1% (p/v) en PBS 1X por 90 minutos a 37 °C y con agitacién suave. El
segundo anticuerpo anti-lgG de raton conjugado a peroxidasa (goat anti-mouse 1gG (Fc) horseradish
peroxidase, #31437, termo Scientific) se prepar6 a una diluciéon de 1: 7000 en un volumen final de 100
pL de BSA 1% en PBS1X por 75 minutos a 37 °C y con agitacién suave. Para revelar se utilizaron
100 pL del reactivo "MBLUE (invitrogen) por pocillo y se dejo incubando por 15 minutos a 37°C y
con agitacion suave. Para detener la reaccion se utilizaron 50 pL de 4cido sulfarico por pocillo. La

lectura se realizo a 450 nm.
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4.7. Clonamiento de rFla y rND1 de Vibrio anguillarum

4.7.1. Clonamiento de flagelina y del extremo amino del Dominio D1 de flagelina de V. anguillarum

Para la amplificacion del gen de flagelina, //aB, se utilizo una cepa de Vibrio anguillarum obtenido en
el laboratorio de Biotecnologia y Patologia Acuatica de la Universidad Austral de Chile (NCIMB:6;
ATCCI19264, Listonella anguillarum). El ADN genomico fue extraido utilizando el kit “E.ZNA
Tissue DNA” (Omega Bio-Teck) segun protocolo descrito por el fabricante. El gen FlaB de flagelina
completa de V. anguillarum se obtuvo por PCR, utilizando el ADN genémico de Vibrio anguillarum.
Se clonaron las regiones codificantes de flagelina completa, conteniendo los aminoacidos del 1-376,
denominada Fla y otra codificando una proteina mas pequeiia del extremo amino del dominio D1 de
flagelina, denominada NDI1, conteniendo los residuos de aminoacidos del 45 — 132. Los
oligonucleotidos utilizados para su amplificacion fueron disefiados a partir de la secuencia de ADN
depositada en GenBank (N° acceso: U52198.1, McGee ef al., 1996) y descritos en el Anexo I (Tabla
Al).

4.7.2. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacién de Fla y ND1 de Vibrio anguillarum se desarroll6 en las siguientes condiciones:
denaturacion inicial de 95 °C durante 5 min y 30 ciclos de: denaturacién a 95 °C por 1 min, union del
partidor a la temperatura de annealin de 60 °C por 1 min y extension a 72 °C por 1,5 min; seguido de
una extension final a 72 °C por 7 min. Cada reaccion contenia 1X tampon de PCR GoTag® Flexi, 6
mM de MgCl, 0,4 mM de dNTPs, 1 pM de cada partidor, 1 U de GoTag® DNA polimerasa
(Promega) y 100 ng ADN.

4.7.3. Ligacidn del producto de PCR al vector pGEMT-easy o pTXBI

Para la ligacion de los productos de PCR al vector pGEMT-easy, se prolongo la extension final de la
reaccion de PCR por 30 minutos, ésto para favorecer la insercion de nucledtidos de adenina en los
extremos del producto de PCR. Se utilizaron 30 pL de producto de PCR purificado, 10 pL de Tampon
5x Colorless Gotag Flexi (Promega), 0,5 uL. de DNA polimerasa GoTaq Flexi (Promega), 2 pL dNTPs
10 mM (Promega), 1 pL. MgCl, (Promega), 6,5 puL de agua libre de nucleasa y se incub6 a 72°C por 30
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minutos. Para la ligaciéon del producto de PCR al vector pGEMT-easy de clonamiento o el vector
pTXBI1 de expresion, se utilizo; 5 pL. de Rapid ligation 2x T4 DNA ligase (Promega), 1 pl.del vector
(50 ng), 3 pL del producto de PCR y 1 pL de T4 DNA ligasa. Se incub6 a 4°C toda la noche o0 a 16°C
en termociclador por un tiempo minimo de 1 hora para posteriormente desarrollar las transformacion
en células competentes, Escherichia coli IM109 (cepa de clonamiento) o en células Escherichia coli

ER2566 (cepa de expresion).

4.7.4. Transformacion de Escherichia coli competentes con ADN plasmidial

Para realizar la incorporacion de ADN plasmidial recombinante en células £. coli competentes, las
células se descongelaron en hielo, y se transfirio 100 pL de estas células bacterianas a tubos de 1,5 ml
pre-enfriados en hielo y se agregé todo el volumen de la mezcla de ligacion (vector/inserto, 10 pL),
incubando 20 minutos en hielo y agitando suavemente cada 5 minutos. Posteriormente, el tubo con la
mezcla se incubd a 42°C durante 45 segundos en un bafio de agua. La mezcla de E. coli y ADN
plasmidial se transfirié a un tubo de 15 mL con 1 mL de medio LB y se incubo en agitador a 200 rpm
por 1 ' horas a 37°C. Posteriormente, se sembraron las células cepa JM109 en placas de LB-agar-
ampicilina (100 pg/mL) que contenian ademas 40 pL de X-gal (20 mg/mL) y 12 pL (200 mg/mL) de
IPTG por placa. Transcurrido el tiempo, las colonias transformadas se aislaron y se cultivaron en
medio LB liquido conteniendo 100 pg/mL de ampicilina por 16 h, para posteriormente extraer el ADN
plasmidial.

4.7.5. Extraccion de ADN plasmidial a pequeiia escala por el “Método Ebullicion”™

Se inoculd una colonia de E. coli recombinante, obtenida en la seccion 4.7.4 en 3 mL de medio LB
fresco suplementado con 100 pg/mL de ampicilina, en un tubo de 15 mL y se incubé durante 16 h a 37
°C y 200 rpm. Las células bacterianas se recolectaron por centrifugacion a maxima velocidad durante
3 min. El sedimento bacteriano se resuspendi6 en 100 pL de solucion STET (sacarosa 8%; Tris-HCI
50 mM, pH 8.0; EDTA 50 mM; Triton X-100 5 %) y en el momento se agregé 10 pL de lisozima (50
mg/mLl). La mezcla se agité con vortex y luego se hirvidé en bafio maria por 1 min. El lisado
bacteriano se centrifugd a 12000xg por 10 min a 4 °C y el ADN plasmidial contenido en el
sobrenadante fue aislado y se precipitd con un volumen de isopropanol. Se centrifugé a 12000xg por
15 min a 4 °C. El ADN precipitado se lavé con 0.5 mL de Etanol 70% frio. Finalmente, el ADN
precipitado se deshidrato a temperatura ambiente y se resuspendié con 30 pl de agua destilada estéril.
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Este ADN plasmidial se usé para digerirlo con enzimas de restriccién y rastrear los plasmidios
conteniendo el inserto del gen Fla y el fragmento ND1. Una vez obtenidos, se realizé la extraccion de
ADN plasmidial utilizando el kit E.Z.N.A. plasmid Mini Kit II (Omega Bio-Teck), siguiendo el

protocolo del fabricante.

4.7.6 Digestiones de ADN plasmidial con enzimas de restriccion

Las digestiones del ADN plasmidial con enzimas de restriccién se realizaron segin las condiciones
sugeridas por el fabricante. Para ello se utilizaron 2 pL de ADN plasmidial, 1 pL de tampén de la
enzima a una concentraciéon de 1X, 0,2 pL de la enzima correspondiente (10 U/uL) en un volumen

final de 10 uL. Luego, se incubo a 37°C por minimo 2 h.

4.7.7. Fraccionamiento de ADN en geles de agarosa

Para separar los fragmentos de ADN y productos de PCR, se utilizaron geles de agarosaal 1 %y 1,5
%( p/v) en tampén TAE 1X pH 8.0. La agarosa se fundi6 a 70 °C aproximadamente y se le agregd 5
uL de GelRed. El fraccionamiento electroforético se realizo a 80 volts constante, durante 50 minutos
en tampon TAE 1X pH 8.0. Una vez finalizada la electroforesis se visualizé el ADN por exposicion a
luz U.V. en transiluminador (Vilber Lourmat TFX-20.M). Para estimar los tamaios de los fragmentos
de ADN, se utilizaron estandares de tamafio molecular conocido (100 pb Biolabs).

4.8. Expresion de proteinas recombinantes (rFla y rND1 de Vibrio anguillarum)

4.8.1 Expresion de las proteinas recombinantes (Fla yNDI)

Para la expresion de las proteinas recombinantes se utilizé el vector pTXB1. Este vector contiene una
inteina del gen gyrd de Mycobacterium xenopi de 198 residuos de aminoacidos, el cual esta
modificado para generar un corte inducido con thiol en el extremo N-terminal. Para expresar la
proteina de interés esta fue fusionada al extremo C-terminal de un tag de inteina de ~28 kDa capaz de
auto cortarse y que contiene un dominio de unién a quitina (CDB, 6kDa), el que permite la

purificacién por afinidad en una columna de quitina.
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Para inducir la expresion de la proteina recombinante en la cepa de E. coli ER2566, primero se inoculd
una colonia de £. coli ER2566 conteniendo el plasmido pTXBI1-Fla y otra conteniendo el plasmido
pTXBI-ND1 en 3 mL de medio LB, suplementado con 100 pg/mL de ampicilina cada uno y se cultivo
a 37°C por 16 h con agitacion a 200 rpm. Posteriormente, se tom6 250 pL de cada cultivo y se
inocularon en 250 mL de medio LB conteniendo 100 pg/mL de ampicilina y se cultivo hasta llegar a
un ODggo = 0.5. Luego, se tomo una alicuota control de cada uno y se indujo con IPTG a una

concentracion final de 0,4 mM, para inducir la expresion de las proteinas.

Para inducir la expresion de flagelina recombinante, la bacteria se cultivo a 18°C por 4 h. Para el caso
de NDI, la cepa se cultivo a 37°C por 4 h. Posteriormente las células fueron sedimentadas por

centrifugacion a 4500xg por 15 minutos a 4°C, y se guardaron a -20°C hasta su utilizacién.

4.8.2. Extraccion de proteinas totales

Para extraer las proteinas totales de la cepa £. coli ER2566, el sedimento obtenido en la seccién 4.7.8
se resuspendié en 5 mL de tampén de lisis [S00 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 8.5; 1 mM EDTA,
1:20 cocktel inhibidor de proteasas (Sigma)]. Posteriormente, las bacterias fueron lisadas por
sonicacion mediante 5 pulsos de 15 segundos, separados por descansos de 45 segundos para evitar el
sobrecalentamiento de la muestra, la amplitud utilizada fue de 25 % y el ciclo se repitié cada 0,7
segundos. El homogenizado se centrifugé a 10000xg por 10 minutos a 4 °C, para eliminar los restos
celulares. Las proteinas solubles contenidas en el sobrenadante, se guardaron a -20°C para

posteriormente realizar la purificacion de la proteina recombinante.

4.8.3. Cuantificacién de proteinas

La determinacién de la concentracion de las proteinas recombinantes y de las proteinas totales de los
cultivos de células, se realizé utilizando el método del acido Bicinconinico (BCA) por kit (Pierce),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizé una curva de calibracién de albimina de 0-1
ug/uL. El volumen de muestra fue de 25 pL al que se le agreg6 200 pL de reactivo (mezcla de los
reactivos del kit A y B en proporcién 1:50) y se incubo a 37°C por 30 minutos, se determiné su
absorbancia a 562 nm (Smith er al., 1985). Este método se basa en la reduccion del Cu®" a Cu'* en
medio alcalino dependiente de la concentracion de las proteinas. E1 Cu'* forma un complejo altamente

especifico con el acido bicinconinico que tiene una absorbancia maxima a 562 nm.
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4.8.4. Purificacion de las proteinas recombinantes

La purificacion de las proteinas recombinantes, se realizo utilizando el sistema IMPACT (Intein
Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag) (NEB) el que permite la purificacion de la
proteina recombinante, a través de la actividad de corte de los elementos de splicing de la proteina,
(denominados inteinas) para separar la proteina blanco del “tag” de afinidad (inteina). Cada rag de
inteina posee un dominio de union a quitina, lo que permite su purificacion a través de una resina de
quitina (NEB # SS66518S). Por lo tanto, se equilibré 1 mL de resina de quitina con 10 volamenes de
tampon de columna (20 mM Tris-HCI, pH 8.5; 500 mM NaCl: 1 mM EDTA) y se cargaron las
proteinas solubles, obtenidas en la seccién 4.7.9., con un flujo de 0.5-1 mL/min. Posteriormente se
lavé la columna con 20 volimenes de tampén de columna con un flujo de 2 mL/min. Luego se lavo
rapidamente con 3 volumenes de tampén de corte (20 mM Tris-HCI, pH 8.5; 500 mM NaCl; 50 mM
DTT; 1 mM NaCl) y se detuvo el flujo para incubar un tiempo de minimo 40 h a 23 °C. Para eluir la
proteina de la columna se usé tampén de columna. La proteina en solucién fue dializada y concentrada
por centricon (Amicon). Para la proteina Fla se us6 un centricon de 30 kDa y para NDI1 uno de 10
kDa. Las proteinas se cuantificaron por el método del 4cido Bicinconinico y se guardaron a -80°C con
10% glicerol.

4.8.5. Electroforesis en geles de poliacrilamina en condiciones denaturantes

Se prepararon geles con el sistema de tampon discontinuo en condiciones denaturantes descrito
originalmente por Laemmli (1970). Las dimensiones de los geles fueron las siguientes 95 x 100 x 0,75
mm y 16 x 20 x 0,5 cm respectivamente, organizados entre dos placas de vidrio y espaciadores de
teflon. El gel separador se prepar6 con acrilamida-bisacrilamida 30% (p/v) 0,8% (piv)
respectivamente, a una concentracion final de 12 %y 15 %, tamponado con Tris-HCI 1,5M,pH88y
SDS 0.4 %. El gel espaciador se prepar a una concentracién final de 4 % (p/v) tamponado con Tris-
HC1 0,5 My SDS 0,4 %. Ambos geles fueron polimerizados con persulfato de amonio 0,05 % (p/v) y
TEMED 0,15 % (p/v) de concentracion final. Las muestras con tampén de muestra fueron denaturadas
calentandolas por 5 minutos a 95 °C en termociclador, para posteriormente ser cargadas
cuidadosamente en los surcos del gel. Una vez que el sistema fue montado e inmerso en tampon de
corrida, se le aplico una corriente de 150 volts hasta que el indicador del frente i6nico llegd al borde
inferior del gel. Finalizada la electroforesis, el gel se fij6 con solucién de fijacion (Metanol 50 %:

acido acético 12 %) por 30 minutos y luego se dejé tifiendo toda la noche en solucién de tefiido (Azul
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de coomasie R-250 0,3 %, metanol 50 %, acido acético 10 %). Finalmente el gel se destifi6 mediante
repetidos lavados con solucion de desteiiido (30 % Metanol, 7 % Acido acético) hasta que el gel
quedara completamente claro y solo se apreciaran las bandas tefiidas. Todas estas etapas se realizaron

con agitacion suave y constante en una plataforma rotatoria.

4.8.6. Western blot

Luego de realizada la electroforesis, se realizo la transferencia a una membrana de nitrocelulosa a 150
volts por 90 minutos en camara de hielo. Se bloquearon los sitios inespecificos con BSA al 3 % (p/v)
por 90 min a 37 °C, posteriormente se realizaron 4 lavados con PBST (NaCL136,89 Mm, 2,68 mM
KCL, Na;,HPO, 10 mM, pH 7.4, Tween-20 0,2 % (v/v) ) y se incubd con el primer anticuerpo anti-
Flagelina (519) a una concentracion de 200 ng/pL en BSA 1 % por 90 minutos a 37 °C con agitacion
suave, se realizaron 4 lavados con PBST 0,2 % y se incub6 con el anticuerpo secundario anti-IgG de
raton conjugado a peroxidasa 1:1000 por 2 h a 37 °C con agitacion suave. Se realizaron 4 lavados con
PBST 0,2 % y se realizo el revelado para lo que se incubd con 1 mL de DAB (10 mg/mL) y 15 pL de
H,0, en 20 mL de PBS1X. La reaccién se detuvo sumergiendo la membrana en agua y realizando

varios lavados.

4.8.7. Inmunofluorescencia

El analisis de inmunofluorescencia se realizé en células SHK-1 inducidas con rFla y rfNDI1 por 3 h.
Luego de realizados los estimulos, las células se fijaron en paraformaldehido 4 % en PBS 1X por 10
minutos y luego se lavaron con PBS 1X. Posteriormente las células se bloquearon con BSA 5 % (p/v),
triton X-100 0,3 % (v/v) en PBS 1X por 30 minutos a temperatura ambiente. Para la incubacion con el
anticuerpo primario se utilizé una dilucién 1:50 (anti- IL-8) y se incubd toda la noche a 4 °C.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBST 0,1 % por 15 minutos y luego se incubo con el
anticuerpo secundario, anti-mouse Alexa 488 (invitrogen) a una dilucion de 1:200 en BSA 1 % en
PBS 1X por 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente se incubé con BSA 1 %
conteniendo Hoechst en una dilucién 1:1000 por 15 minutos para teiiir los niicleos. Posterior mente se
lavo 2 veces con PBST 0,1 % por 15 minutos cada uno y se montaron las células sembradas sobre
portaobjetos redondos de 12 mm utilizando medio de montaje Dako Fluorecent Mounting Medium, se

dejo secar y se observaron al microscopio de fluorescencia (Olympus BX-51) y microscopio Confocal
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FluoView 1000, de la escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencia de la Universidad Austral de
Chile

4.9. Ensayos de inmunomodulacion

4.9.1. Cultivo Celular primario

Para el desarrollo de los ensayos funcionales se utilizaron dos especies de peces, trucha arcoiris y
dorada. En trucha arcoiris se realiz6 extraccion de macrofagos de rifién anterior y extraccién de células
de higado, respectivamente. Los macrofagos de rifién anterior de trucha se obtuvieron por gradiente de
percoll al 34 %/51 %, segin protocolo descrito (Secombes, 1993; Bethke ef al., 2012). Para la
obtencién de las células totales de higado, él 6rgano fue depositado en medio L15 suplementado con
glutamina y 2 % (v/v) de ampicilina, el 6rgano fue macerados en malla de nylon de 100 pm, y las
celulas fueron lavadas 3 veces con 10 mL de medio L15 con 2 % ampicilina, en cada lavado estas
células se centrifugaron a 800xg por 5 min. Finalmente, los macréfagos como las células totales se
resuspendieron en 1 mL de medio L15 conteniendo 5 % (v/v) suero fetal bovino y 2 % de ampicilina.
Se determin6 la concentracion celular y la viabilidad celular con azul de tripan en camara de

Neubauer.

En dorada, la suspension celular de rifion anterior se desarrollo segiin protocolo descrito (Sepulcre et
al., 2002) para lo cual, las células totales (40x10°) fueron incubadas toda la noche a 23°C en frascos de
25 ¢cm” en medio SRPMI (medio de cultivo RPMI-1640 con 0,35 % NaCl) libre de suero.

4.9.2. Ensayo de activacién de TLR5

Las células totales de higado obtenidas en la seccion 4.9.1, se sembraron en placas de 12 o 24 pocillos
tratadas previamente con 0,1% de polilisina y ajustadas a una concentracién de 1x10°- 1,5x10° células
de higado en 500 uL de medio L15, conteniendo S5 % (v/v) suero fetal bovino y 2 % de ampicilina. Las
células fueron estabilizadas a 18 °C por toda la noche. Se realizaron los estimulos con los péptidos
sintéticos, rTFLA y rNDI a una concentraciéon de 2,41 pM equivalente a la concentracion de flagelina
de 0,1 pg/mL y a una concentraciéon 24, 1 pM para los péptidos y rND1 para la determinacién del

transcrito de TLRSS a las 6h post estimulo y para la determinacién de la proteina a las 24h post
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estimulo. La determinacion de la proteina se realizé a través de un ensayo de ELISA y el transcrito fue

determinado por PCR cuantitativo.

4.9.3. Ensayo de inmunoestimulacion

Para la determinacion de las citoquinas pro-inflamatorias en trucha los macrofagos de rifion anterior se
sembraron en placas de 48 pocillos y a una concentracion de 5x10° células en 500 pL de medio L15,
conteniendo 5 % (v/v) suero fetal bovino y 2 % de ampicilina. Las células fueron estabilizadas a 18 °C
por toda la noche. Los macréfagos de dorada obtenidos en la secion 4.9.1 en monocapa fueron lavados
2 veces para eliminar las células no adherentes con buffer fosfato salino (PBS, pH 7.2-7.4) e incubadas
en medio sRPMI suplementado con 100 UI/mL de penicilina y 100 pg/mL estreptomicina (Biochrom)
y 0.1 % suero. Se realizaron los estimulos por 3h con los péptidos sintéticos, tfFLA y rND1 a una
concentracion de 2,41 puM equivalente a la concentracion de flagelina de 0,1 pg/mL y a una
concentracion 24, 1 uM para los péptidos y rND1 en macrofagos de rifion anterior, tanto para trucha
como para dorada. Adicionalmente se realizo un tiempo de 6h para los macrofagos de trucha arcoiris.
Las células en cada experimento, después del estimulo, fueron recogidas con buffer de lisis o trizol y

guardadas a -80°C para su posterior utilizacion.

Para realizar la curva dosis-respuesta del péptido 518, los macrofagos de rifion anterior de trucha
arcoiris fueron sembrados en placa de 12 pocillos y a una concentracién de 1.5x10° celulas en 1 mL de
medio L15, conteniendo 5 % (v/v) suero fetal bovino y 2 % de ampicilina. Las células fueron
estabilizadas a 18 °C por toda la noche. Se realizon los estimulos con 0,01 pg/mL, 0,1 pg/mL y 1
pg/mL con el péptido 518 por 3h. La determinacién de la citoquina fue realizada a través de ELISA

indirecto segiin seccion 4.6.

Los estimulos con rFla y rND1 también fueron realizados en la linea celular derivada de rifién anterior

de salmo6n (SHK-1) por 3 h para el desarrollo de inmunofluorescencia.

En todos los casos se uso como control negativo, células estimuladas solo con PBS1X.



4.9.4. Extraccion de ARN desde cultivo de células

La extraccion de ARN desde las células obtenidas en la seccion 4.9.1 se realizo por kit. Para las células
de rifién e higado de trucha arcoiris, se utilizo el kit RNAquos Micro (AM1931-Ambion). Este kit
permite obtener RNA total desde cultivos con < 500.000 células. Para la obtencién de ARN total de los
macrofagos obtenidos de rifion anterior de dorada se utilizo el kit “PureLink™ RNA Mini Kit”
(Ambion). Todos los procedimientos se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

EI RNA fue cuantificado por NanoDrop (Thermo scientific) y almacenado a -80°C hasta su uso

4.9.5. Sintesis de ADN complementario

La reaccion de transcripcion reversa fue realizada usando dos protocolos, el primero, con 1pg de ARN
(8 pL) el que fue tratado con 1 uL de DNAsa (1 U/pL, fermentas) y 1 uL de tampén 10X con MgCl..
Esta mezcla fue incubada 10 minutos a 37 °C, y se agregé 1 uL. de EDTA 25 mM vy se incubé a 65 °C.
Posteriormente se agregé 1 plL. de oligodT (50 pM), 1 puL de dNTP’s 10 mM y se incubo a 65 °C por 5
minutos, se dejo en hielo y se agregd 4 pL de tampén 4X de la SuperScriptll, 1 pL de DTT 0,1 M, 1
uL de RNAsa OUT (40 U/puL, invitrogen) y 1 pL de la enzima SuperScriptIII (200 U/pL, invitrogen).
Se incub6 a 50 °C por 50 minutos y luego a 70 °C por 15 minutos en termociclador. Posteriormente se
agregd 80 pl. de agua de biologia molecular (Sigma). E1 cDNA se guard6 a -20°C, hasta su uso. El
segundo protocolo se desarrollé utilizando 5 pL de ARN, 1 pL de dNTPs 10 mM, 1,6 pL de oligodTs
125 pg/mL y 7.4 pL de agua libre de nucleasas y se incubo a 60 °C por 10 minutos, se dejo en hielo y
se agrego6 0,5 uL de RNAsin (10 U/uL, promega) y 0,5 pL de la enzima transcriptasa reversa (M-MLV,
200 U/pL, promega) y se incubo a 42 °C por 60 minutos, posteriormente se incubo a 72 °C por 10
minutos. En ambos casos, el cDNA sintetizado se guardé a -20 °C para su posterior cuantificacion por

PCR tiempo real (qQPCR).

4.9.6. Cuantificacién de cDNA mediante PCR cuantitativo (qPCR)

Cada reaccion de amplificacion para la determinacién de IL-1B, IL-8, TNFa en macréfagos de trucha
arcoiris y dorada, y TLRSS en células de higado de trucha arcoiris, se realizo empleando como
templado 5 L de cDNA, previamente diluido 1:5 y obtenido segiin seccién 4.9.5., 0,3 uL de partidores
especificos (5 pM) (descritos en el anexo I, tabla A.2.) y 10 pL de mezcla de amplificacion “Power



SYBR®Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems). La reaccién se llevd a cabo en un
termociclador 7500 Fast (Applied Biosystms).

Para el calculo de la expresion relativa mediante la técnica de gqPCR se realizaron las reacciones de
amplificacion del cDNA del gen endégeno (EF-1, para trucha y rps18 para dorada) en cada muestra y
de los genes (IL-1B, TNFa, IL-8, TLR5S) a determinar en las diferentes células estimuladas con
péptidos sintéticos, rFLA y rNDI respectivamente. El calculo se realizé a través del método
comparativo CT (Delta CT). Para lo cual se realizaron los siguientes pasos de normalizacién con

respecto al gen endogeno y con respecto al calibrador, en este caso control sin estimulo.

Paso 1: Normalizacion respecto del gen endogeno

Ctgen blanco — Ctgcn enddgeno =ACt

Paso 2: Normalizacion respecto del calibrador

ACtmuestra = ACfcalibmdur = AACt

Paso 3: Formula

~AAC
2&1

4.9.7. Analisis estadistico

Todos los datos fueron mostrados como las medias + error estandar de muestras por triplicado. Las
diferencias estadisticas fueron analizadas con Student’s t-test y las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas si el valor de p <0.05. Se utilizo el software GradPad Prism 5 para crear

todos los graficos y hacer los analisis estadisticos.
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5.  RESULTADOS

Esta tesis generé péptidos sintéticos y proteinas recombinantes del dominio D1 de flagelina de V.
anguillarum con efectos inmunoestimulantes, capaces de inducir la expresion de moléculas pro-

inflamatorios en leucocitos de dos especies de peces.

Los resultados obtenidos en esta tesis seran presentados en 5 parte.

Parte I: Disefio in silico y sintesis quimica de péptidos derivados del dominio D1 de flagelina de V.

anguillarum.

Parte II: Generacion de anticuerpos policlonales monoespecificos contra epitopes especificos

Parte I1I: Generacién del dominio ND1 recombinante y flagelina recombinante de V. anguillarum

Parte IV: Analisis de la funcion biologica de los péptidos sintéticos y de las proteinas recombinantes
en funcion de la expresion de TLRSS en células totales de higado a nivel transcripcional y de

proteinas,

Parte V: Analisis del efecto de los péptidos sintéticos y de las proteinas recombinantes sobre la

expresion génica de citoquinas expresadas en cultivo de leucocitos de diferentes especies de peces.
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5.1. PARTE 1

Diseiio in silico y sintesis quimica de péptidos derivados del dominio D1 de

flagelina de Vibrio anguillarum.

Se realizaro el alineamiento a través de Clustal W del EBI (http://www.ebi.ac.uk/tools/msa/clustalw2/)
de flagelina de S. typhimurum (N° acceso UniProtK B/Swiss-Prot: P06179.4) con la de V. anguillarum
(N°acceso UniProtKB/Swiss-Prot: Q56572.3) (Figura 5.1). Se identificé el dominio D1, destacado en
rojo (Fig. 5.1) y dentro de esta secuencia se buscaron los residuos de aminoacidos que son
responsables de la activacion del receptor (achurado en amarillo, Fig.5.1) segun lo sefialado por Smith
et al., (2003). Si bien, no hay una gran homologia de secuencia, al comparar so6lo los residuos de
aminoacidos responsables de la activacién del receptor y del dominio D1, éstos estan conservados en

un 100 % en ambas especies.

Por tanto, de los datos obtenidos del alineamiento de las secuencias de flagelina se logré identificar en
la secuencia de flagelina de V. anguillarum los residuos de aminoacidos importantes para la activacion
del TLRS, y a partir de estos residuos de aminoécidos se disefiaron los péptidos que fueron utilizados
para los ensayos posteriores. Los residuos de aminoacidos que activan el receptor se encuentran en el
dominio D1 de flagelina, el cual no esta en una secuencia lineal, por tanto, para poder incluir todos los
residuos de aminoacidos que activan el receptor, se disefiaron 4 péptidos de flagelina de V.
anguillarum, de los cuales, dos poseen una bisagra de prolina (péptido 517 de 20 aminoacidos y
peptido 518 de 50 aminoécidos), ademés de un péptido de 27 aminoacidos que incluye solo el extremo
amino del dominio D1 (péptido 515) y otro de 21 aminoécidos del extremo carboxilo del dominio D1
de flagelina (péptido 519) (Figura 5.2).
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Figura 5.1. Seleccion de los aminodcidos responsables de la activacion de TLR5. La figura muestra el
alineamiento multiple de flagelina de Salmonella typhimurium vy Vibrio anguillarum. En rojo se destaca el
Dominio D1, en amarillo los amino4cidos responsables de la activacion del receptor toll 5. Los asteriscos (*)
indican un 100% de conservacion en los residuos de aminoacidos importantes para la activacion de TLR5
marcados en amarillo.
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N°  Péptido
515 LORMRDISLOSANGSNSSSERQAIQEE
517 LORMRDLSLO-PP-VALIDGAL
518 LORMRDLSLOSANGSNSSSERQAIQEE-PP-IDGALKAVDSQRASLGAFQNR

519 IDGALKAVDSQRASL.GAFQNR

Figura 5.2. Secuencia de péptidos anilogos al dominio D1 de flagelina de V.anguillarum. En rojo se
ejemplifican los residuos de aminoacidos que son responsables de la activacion del receptor tipo toll 5, en azul se
muestra la bisagra de prolina.

Una vez disefiados los péptidos in silico, los cuales incluyen los residuos de aminodcidos responsables
de la activacion del receptor, se proyecto su estructura 3D in silico, para esto se utilizo la estructura
cristalizada de S. typhimurum (PDB: 1UCU). Primero se superpuso la secuencia de flagelina de V.
anguillarum sobre el modelo tridimensional de la proteina cristalizada para obtener una proyeccion de
la estructura 3D de flagelina de V. anguillarum. Una vez obtenido este modelo teérico se proyectaron
los péptidos, obteniéndose la prediccion de estructura 3D de los mismos, lo cual se realizo, utilizando

el programa Swiss.PdbViewer 4.0.1. (Fig. 5.3).

519

Figura 5.3. Estructura 3D de los péptidos disefiados. Mediante el programa SwissPdbViewer 4.0.1 se realizo
la proyeccion 3D de los péptidos disefiados a partir de la estructura de flagelina de V.anguillarum. En rosado la
proyeccion de cada péptido y en Calipso los residuos de aminoacidos importantes en la activacion del TLRS.
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Una vez disefiados y proyectada su estructura, los péptidos fueron sintetizados quimicamente,
utilizando la técnica en fase sélida Fmoc, descrita en la seccién 4.4 de materiales y métodos.
Posteriormente, a los péptidos ya sintetizados se les realizo HPLC para verificar su pureza (Figura
541 A, 542 A, 543 A). Los resultados obtenidos para los tres péptidos, muestran un perfil
correspondiente para un extracto crudo de cada uno de los péptidos. Los resultados de la masa
molecular de cada uno de los péptidos fue confirmada por espectroscopia de masa, Maldi-Tof (figura
54.1B,54.2B,543B).

Péptido 517: LQRMRDLSLQPPVALIDGAL
PM:2206.70 Da
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Figura 5.4.1. Confirmacién de la pureza y masa molecular del péptido 517. En el panel A, se muestra el
HPLC del extracto crudo del péptido sintético 517 y en el panel B su espectro de masa por MALDI TOF. El
peptido 517 corresponde al péptido de 20 aminoacidos y que posee una bisagra de prolina.
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Péptido 518:
LQRMRDLSLQSANGSNSSSERQAIQEEPPIDGALKAVDSQRASLGAFQNR

PM: 5428.90 Da
A) Auto-Scaled Chrom atogram
0. 40+ %
Lol
0,301 |
2 020 3
] wl ||
27
0,10 % ‘
| o
e/ |
(L] L)
AR s [ } n
0,00
D e ———— T T Y Y ey —
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 800 6.00 7.00 8.00
Minutes
B) 4700 Linear Spec #1[BP = 5495.6, 4834]
5496.4897
100, 48340
w.
80-
70+
e
2
£ 5381 7153
* 40l 5409.37+7
30..
204 4695 6011
10+ 5
adg9.0 48046 5110.2 5415.8 5721.4 6027.0
Mass (m/z)

Figura 5.4.2. Confirmacién de la pureza y masa molecular del péptido 518. En el panel A, se muestra el
HPLC del extracto crudo del péptido sintético 518 y en el panel B su espectro de masa por MALDI TOF. El
péptido 518 corresponde al péptido de 50 aminoacidos y que posee una bisagra de prolina.
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Péptido 519: IDGALKAVDSQRASLGAFQNR
PM: 2217.60

A) Auto-Scaled Chrom atogram

0.80

0.60

|
[\

AU

0.20

—

a e

0.00

L S e AU S i S v S S A e et o A e et Ao e e e e e e i s e e R
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Minutes

B) 4700 Reflector Spec #1[BP = 2216.7, 352]

3s2.2

2215.7639

1618.5338

% Intensity

2102,7224
2282 7949

2237.7625

1987.7250

1748.6051
1850.6672

1930.7079

3
1589.5418

0+ - - - -
1499.0 1801.6 2104.2 2406.8 2709.4 3012.0
Mass (m/z)

Figura 5.4.3. Confirmacién de la pureza y masa molecular del péptido 519. En el panel A, se muestra el
HPLC del extracto crudo del péptido sintético 519 y en el panel B su espectro de masa por MALDI TOF. El
péptido 519 corresponde al péptido de 21 aminoacidos.
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5.2. PARTE 11

Generacion de anticuerpos policlonales monoespecificos contra epitopes

especificos

Se desarrollaron 2 anticuerpos policlonales monoespecificos para las siguientes moléculas: TLRSS y
flagelina de V. anguillarum, necesarias para el alcance de objetivos especificos. Estas moléculas se

generaron de acuerdo a como se detallo en las secciones 4.4 y 4.5 de Materiales y Métodos.

TLRSS [Oncorhynchus mykiss] (773)

Como se ha mencionado anteriormente, TLRSS es un receptor soluble, que se expresa en el higado de
trucha arcoiris. Su secuencia primaria consta de 664 aminoacidos (N°acceso NBCI:
NP_001117680.1), y de esta secuencia el péptido candidato posee 18 residuos
(EDKLLGKHFRLLKLNS) (Fig. 5.5 A y B) el cual fue sintetizado y utilizado para generar el
anticuerpo policlonal contra TLR5S, el que fue denominado 773 deacuerdo al orden asignado en la
peptidoteca del laboratorio.

Los resultados obtenidos por herramientas bioinformaticas, muestran que el péptido candidato, posee
una baja hidrofobicidad y propiedades de flexibilidad descritas para anticuerpos generados por
epitopes (Anexo II, grafico 1y 2) (Tainer er al., 1984; Hoop et al., 1985). En la figura 5.5 B, se
muestra la estructura 3D del receptor, realizada utilizando la estructura cristalizada del receptor Toll 3
de raton (DOI:10.2210/pdb3cig/pdb) (Liu et al., 2008). En la figura 5.5 B, se indica en rosado la
region del epitope el cual estd expuesto al reconocimiento por el anticuerpo generado. El péptido fue
sintetizado usando la estrategia Fmoc, su pureza fue confirmada por RP-HPLC (fig. 5.5 C) y su masa
molecular (2090,48 Da) por espectroscopia de masa (MALDI-TOF MS) (fig. 5.5 D).

El inmunoreconocimiento del anti-epitope de TLRSS fue demostrado por dot blot, usando las IgGs de
los tumores asciticos como anticuerpo primario (fig.5.5 D). El reconocimiento del péptido sintético fue
confirmado por ELISA indirecto (Fig.5.5 E), en donde la regresion lineal (R*= 0.9907), indica que no

tiene reaccion cruzada con otra secuencia epitope.
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A) B)
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Figura 5.5. Generacién de un anticuerpo anti-TLRS5S a partir de una secuencia epitope. A) Secuencia
primaria de TLRSS de trucha arcoiris (NP_001117680.1), en rojo se muestra la secuencia epitope de TLRSS. B)
Estructura secundaria de TLRSS para trucha arcoiris, generada a partir del PDB de TLR3 de raton (PDB: 3CIG),
en rosado se muestra el epitope de TLR5S. C) HPLC del péptido sintético. D) Espectro de masa del péptido. E)
Correlacion entre el anticuerpo y el péptido sintético por ELISA y F) Deteccion por Dot blot del péptido
sintético con 3 pg/ul de anti-péptido epitope de TLRSS de raton. C (+): corresponde a 0,5 uL de liquido
ascitico, 1: corresponde a lug de péptido sintético, 2: corresponde a 2 pg de péptido sintético.
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Flagelina [Vibrio anguillarum) (519)

Como se ha mencionado anteriormente flagelina es el ligando natural que activa el TLRS, la
importancia de generar un anticuerpo contra esta molécula se basa en poder corroborar que la proteina

recombinante generada corresponde a flagelina.

La secuencia primaria de flagelina de V. anguillarum se obtuvo desde la base de datos
UiProtKB/Swiss-Prot: Q56572.3, la que posee 376 aminoacidos. A partir de esta secuencia se disefié
un péptido de 21 residuos (IDGALKAVDSQRASLGAFQNR) (Fig. 5.6 A y B). Esta secuencia
peptidica fue sintetizada y usada para generar el anticuerpo policlonal contra Flagelina, el péptido

sintético fue denominado 519 de acuerdo al orden asignado en la peptidoteca del laboratorio.

Los resultados obtenidos por herramientas bioinformaticas, muestran que el péptido candidato, posee
una baja hidrofobicidad y propiedades de flexibilidad descritas para anticuerpos generados por epitopes
(Anexo II, grafico 3 y 4) (Tainer et al., 1984; Hoop et al., 1985). En la figura 5.6 B, se muestra el
modelo de su posible estructura 3D, proyectada desde la estructura cristalizada se S. typhimurium
(PDB:1UCU) a través del programa Swiss.PdbViewer 4.0.1., en rosado se indica la region epitope que

esta expuesta al reconocimiento por el anticuerpo generado.

El péptido fue sintetizado usando la estrategia Fmoc, su pureza confirmada por RP-HPLC (fig. 56 C) y
su masa molecular correspondiente a 2216,70 Da por espectroscopia de masa (MALDI-TOF MS) (fig.
5.6 D).

El inmunoreconocimiento del anti-epitope de Flagelina fue demostrado por dot blot, usando las IgGs
de los tumores asciticos como anticuerpos primarios (fig.5.6 F). El reconocimiento del péptido
sintético fue confirmado por ELISA (Fig.5.6 E), en donde la regresion lineal (R*= 0.9967), indica que

no tiene reaccion cruzada con otra secuencia epitope.

44



A)

MAINVSTNVSAMTAQRYLNNAADGTQKSMERLSSGYKINSARD

DAAGLQISNRLTSQSRGLDMAVRNANDGISIAQTAEGAMNETTNI
LQRMRDLSLQSANGSNSSSERQAIQEEVSALNDELNRIAETISFG

GNKLLNGSFGNKSFQIGADSGEAVMLSMSDMRSDTKAMGGKSY
VAINGKAPDWSVINATDLTLSY TDKQGEAREVTINAKAGDDLEE
VATYINGQNGDIKASVGDEGKLQLFAANQK VSSDVTIGGGLGTEI
GFAAGKDVIVKDINVTTVGGSQEAVALIDGALK AVDSQRASLGA
FONRFGHAISNLDNINENVNASRSRIKDTD YARETTQMIKSQILQ
QASTSVLAQAKQSPSAALSLLG

IDGALKAVDSQRASLGAFQNR -NH2 PM: 2216.70

Auto-Scaled Chromatogram
] é
] -
8
L
o 3
< | :
bt x &
| A
1 ﬂ >
| H
o2 d| |
{ ] |
:g}: — W e _
n 0 20 m 1) L (1] b ] b
Mo

4700 Reflector Spec #1[BP = 2216.7, 352]

-

352,

% hitonsity

27094 Jo12.0

Mass (mi)

R*=0,9967

A4B0 nm

¥=0,0532x 40,1672

2 1

cH

1,5 2 25 3

Péptido epitope (ng/pL)

35

Figura 5.6. Generacién de un anticuerpo anti-Flagelina a partir de una secuencia epitope. A) Secuencia

primaria de Flagelina de Vibrio anguillarum (Q56572.3),

en rojo se muestra la secuencia epitope. B) Modelo de

la estructurasecundaria de flagelina de V. anguillarum, obtenida a partir del PDB de flagelina de salmonella
typhimurium (PDB:1UCU) utilizando el programa Swiss PdbViewer 4.0.1., en rosado se muestra el epitope. C)
HPLC del péptido sintético, D) espectro de masa del péptido, E) Correlacion entre el anticuerpo y el péptido
sintético por ELISA y F) Deteccion por Dot blot del péptido sintético con 3 ug/uL de anti-péptido epitope de
Flagelina de raton, C (+): corresponde a 0,5 pL de liquido ascitico, 1: corresponde a 1pg de péptido sintético, 2:

corresponde a 2 pg de péptido sintético.
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5.3. PARTE III

Generacion del dominio ND1 recombinante y flagelina recombinante de

Vibrio anguillarum.

Para corroborar si los péptidos disefiados obtenidos en el objetivo 1 son funcionales, se generd
flagelina recombinante de V. anguillarum, la que fue utilizada como control positivo en los ensayos
funcionales. Al mismo tiempo se desarrollé una proteina truncada de flagelina de V. anguillarum
correspondiente al extremo amino del dominio D1 de flagelina, region conservada en las moléculas de

flagelina, para comprobar el rol de este dominio en la activacion de TLRS.

Recientes reportes indican que el genoma de V. anguillarum consta de 5 genes, flaA, flaB, flaC, flaD y
flaE respectivamente que codifican las distintas flagelinas (Naka et al., 2011). En esta tesis se genero

la proteina recombinante del isotipo flagelina FlaB.

El gen de flagelina, FlaB, consta de 1128 nucledtidos que codifican una proteina de 376 aminoacidos,
esta proteina consta de 4 dominios, DO, D1, D2 y D3 (Fig. 5.7 A y B), de los cuales esta bien descrito
que el dominio D1 de esta proteina, dominio conservado, es el responsable de la activaciéon del TLRS

(Takeda et al., 2003; Eaves-Pyles et al., 2001).

Se desarrollaron partidores para la amplificacion del gen FlaB completo de 1128 pares de bases y para
la region amino del dominio D1 del gen FlaB de V. anguillarum de 396 pares de bases, denominada a
ésta proteina truncada de flagelina, ND1 (Fig. 5.7 A y B). Para obtener la estructura 3D de la proteina
truncada NDI1, ésta se superpuso con la estructura de V. anguillarum, obtenida a partir de la estructura
cristalizada de flagelina de S. typhimurium (PDB:1UCU) (Fig. 5.7 C, proteina truncada destacada en

rosado).

Una vez desarrollados los andlisis de secuencia y de estructura del gen FlaB, se realizo la extraccion
de ADN genomico de V. anguillarum desde una cepa Nacional (NCIMB:6; ATCC19264, Listonella
anguillarum) (Fig. 5.8 A). A partir de este ADN genomico se realizo un PCR en gradiente utilizando
los partidores descritos en el anexo I (Table A.1), lograndose amplificar la region correspondiente a
flagelina completa de 1128 pb, la que denominaremos Fla y la region correspondiente al extremo

amino del dominio D1 de flagelina de 396 pb, la que denominamos ND1 (Fig. 5.8 B).

46



El producto de PCR obtenido fue purificado e inserté en el vector de clonamiento pGEMT-easy en la
cepa [.coli IM109. Como se describio en materiales y métodos, el producto de PCR fue amplificado
utilizando partidores con los sitios de restricciéon Ndel. La existencia de cada inserto en el vector fue
detectada por la digestion con la enzima Ndel (Fig. 5.8 C) la que genera los productos de digestion
esperados para ambos clones (Fig. 5.8 D). Estos productos de digestion fueron secuenciados,

presentando un 100% de identidad de secuencia nucleotidica (dato no mostrado).
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Figura 5.7. Representacioén esquemitica de flagelina de V.anguillarum. A) Organizacion estructural de los
dominios que conforman el gen FlaB, las flechas indican la posicion de los partidores utilizados para clonar el
gen FlaB de 1128 pb y el dominio N-D1 de 396 pb. B) Secuencia nucleotidica y aminoacidica de flagelina de
V.anguillarum. C) Estructura secundaria de flagelina de V.anguillarum generada a partir del PDB de Salmonella
typhimurium (1UCU), en rosado se indica la parte amino del dominio D1,
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Comprobada su identidad de secuencia para cada inserto, y utilizando los productos de digestion
generados anteriormente (Fig. 5.8 C y D) se desarroll6 el clonamiento de estos insertos en el vector de

expresion pTXB1 en la cepa £. coli IM109 para aumentar el niimero de copias de cada constructo.
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Figura 5.8. Clonamiento de flagelina y el dominio N-D1 de flagelina V. anguillarum en el vector pGEM-T-
easy, células E.coli IM109. A) Electroforesis de ADN genémico de V. anguillarum, en gel de agarosa al 1,5%.
B) Productos del PCR en gradiente para flagelina (FlaB) y la parte amino del dominio D1 de flagelina (ND1) con
los sitios de restriccion Ndel. C) Gel de agarosa al 1,5% del ADN plasmidial de los clones obtenidos para FlaB y
NDI, (2) ADN plasmidial sin digerir, (3) Corresponde al ADN plasmidial del constructo pGEMT-easy-FlaB-
Ndel digerido con Ndel, (4) Corresponde al ADN plasmidial del constructo pGEMT-easy-ND1-Ndel digerido
con Ndel. D) Gel de agarosa al 1,5% de los productos de digestion, insertos preparados con los sitios de

restriccion para ser clonados en el vector pTXB1. Para todos los casos (1) corresponde al estandar de 100 pares
de bases (axygen).

La verificacion del inserto, correspondiente a flagelina completa en el vector de expresion pTXBI fue
detectada por la digestion con Ndel, enzima de restriccion que genera un fragmento de 1128 pb, la

orientacion se verifico con la enzima Psil, la que gener6 los fragmentos esperados, uno de 925 pb y
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otro de 303 pb (Fig. 5.9). Para NDI se realizo la digestién con Ndel, obteniéndose el fragmento de
digestion esperado de 396 pb (dato no mostrado).

Comprobado el clonamiento de ambos insertos en el vector de expresion, se desarrollé la
transformacién de cada uno de estos constructos, pTXB1-Fla-Ndel y pTXB1-ND1-Ndel, en la cepa de
expresion E.coli ER2566.
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Figura 5.9. Ensayo de restriccion del ADN plasmidial del clonamiento de flagelina de V.anguillarum en el
vector de expresion pTXB1 en E.coli JM109. (1) corresponde al estandar de 1000 pares de bases (axygen), (2)
corresponde al ADN plasmidial de E.coi JM109 llevando el constructo con el vector de expresion, pTXB1-Fla-
Ndel sin digerir, (3) corresponde al ADN plasmidial del constructo digerido con Ndel, (4) corresponde al ADN
plasmidial del constructo digerido con Psil. Las flechas indican los tamafios de los fragmentos obtenidos con las
enzimas de restriccion.
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Una vez transformada la cepa de E. coli ER2566 con cada uno de los constructos, pTXB1-Fla-Ndel y
pTXB1-ND1-Ndel independientemente, se realizé la induccion de la expresion de cada proteina con
IPTG. Para la expresion de Fla se usé 0,4 mM de IPTG y se incubd por 6h a 18°C, obteniéndose la
expresion del constructo con un peso aparente por SDS-PAGE de ~110 kDa con respecto al control sin
IPTG (Fig. 5.10 A, lineas 2, 3 y 4).

Obtenida la expresion de la proteina soluble (Fig. 5.10 A, linea 4) se realizo la purificaciéon de Fla a
través de una columna de quitina (chitin beads NEB#S6651). Esta permite la unién de la proteina
carrier (inteina), proteina que posee un dominio de unién a quitina y por tanto facilita su unién a la
columna para su posterior escision de la proteina de interés por medio de un agente reductor (DTT) y

asi obtener la proteina recombinante pura (Fig. 5.10 A, linea 8).

En la figura 5.10 A, linea 8, se observa la proteina purificada a través de SDS-PAGE, con un peso
molecular aparente de ~ 40 kDa, obteniéndose ademas, agregados de la proteina los que podrian
corresponder a dimeros de la misma. Para corroborar este resultado se realizé un ensayo de western
blot utilizando el anticuerpo generado (anti-flagelina, 519), observandose que la proteina
efectivamente forma agregados (Fig. 5.10 B). El peso molecular de la proteina de 41.900,65 Da fue
establecido por ESI-MS-TOF.
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Figura 5.10. Expresion y purificacion de rFla de V. anguillarum desde E. coli ER2566, usando el vector
pTXBI. A) SDS-PAGE al 12% del perfil de expresion y purificacion de flagelina recombinante. (1) Estandar de
peso molecular (invitrogen, #10748-010), (2) Extracto de proteinas totales de £. coli sin inducir, (3) Extracto de
proteinas totales de E. coli inducidas a 18°C por 6h con 0,4 mM de IPTG, (4) Extracto de proteinas totales
solubles de E.coli inducidas a 18°C por 6h con 0,4 mM de IPTG, (5) Flujo a través de la columna de quitina
(V0), (6) Flujo del lavado de la columna de quitina, (7) Flujo a través de la columna con DTT, (8) Eluido de la
proteina recombinante. B) Western blot para rFla, utilizando 2 pL de la proteina purificada en condiciones
reductoras y denaturantes. El anticuerpo utilizado fue anti-Flagelina (519) a una concentracién de 200 ng/pL.
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Con respecto a la proteina truncada (ND1), se logr6 expresar el constructo pTXBI-NDI1-Ndel en la
cepa de E.coli ER2566 inducida con IPTG a 37°C por 4h con respecto a la cepa sin ser inducida con
IPTG, observada por SDS-PAGE (Fig. 5.11, lineas 2 y 3).

Comprobada la expresion de la proteina soluble (Fig. 5.11, linea 3) se realizd su purificacion
utilizando una columna de quitina, obteniéndose una proteina con un peso aparente de ~ 15 kDa (Fig.
5.11, linea 8). El peso molecular de la proteina de 16.044,29 Da fue establecido por ESI-MS-Trap.
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Figura 5.11. Expresion y purificacién de rND1 de V. anguillarum desde E. coli ER2566, usando el vector
pTXBI. SDS-PAGE al 15% del perfil de expresion y purifacién del dominio ND1 recombinante. (1) Estandar de
peso molecular (invitrogen, #10748-010), (2) Extracto de proteinas totales de £. coli sin inducir, (3) Extracto de
proteinas totales de E. coli inducidas a 37°C por 4h con 0,4 mM de IPTG, (4) Extracto de proteinas totales
solubles de E.coli inducidas a 37°C por 4h con 0,4 mM de IPTG, (5) Flujo a través de la columna de quitina
(V0), (6) Flujo del lavado de la columna de quitina, (7) Flujo a través de la columna con DTT, (8) Eluido de la
proteina recombinante.
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5.4. PARTE IV

Anilisis de la funcién biolégica de péptidos sintéticos y de las proteinas
recombinantes en funcion de la expresion de TLRSS en células totales de

higado a nivel transcripcional y de proteinas.

De acuerdo a lo descrito en la literatura, el mRNA de TLRSS es inducido significativamente en la
linea celular de hepatoma de trucha (RTH-149) en respuesta a 10 unidades formadoras de colonias de
V. anguillarum. De igual forma, se observo el mismo efecto utilizando 1 pg/mL de una flagelina
recombinante de V.anguillarum (FlaA). En ambos casos, éste efecto se observé a las 4 horas post
estimulo y su nivel mdximo de expresién fue a las 6 horas, disminuyendo gradualmente, no
observandose expresion del mRNA a las 48 horas post estimulo (Tsujita et al., 2004). Considerando
éste antecedente, se realizO un ensayo similar utilizando células aisladas a partir de un tamizado de
higado de trucha arcoiris, éstas células fueron estimuladas con 1 pg/mL de los péptidos 517 (20
aminodcidos con bisagra de prolina), 518 (péptido de 50 aminoacidos con bisagra de prolina), 519
(péptido de 21 aminoécidos) y con las proteinas recombinantes. En el caso de la induccién con rFla se
utilizo una concentracion de 0,1 pg/mL y para IND1 0,1 pg/mL y 1 pg/mL, respectivamente. Todos
los estimulos fueron realizados por 6 horas de acuerdo a los resultados obtenidos por Tsujita en el
2004,

La expresion génica de TLRSS se determiné por gPCR, observandose que 0,1 pg/mL de rFla aumenta
de forma significativa la expresion de TLR5S, a las 6 h post estimulo, con un aumento de 8,8 veces
respecto del control de células sin estimulo (Fig. 5.12). Para los estimulos con rND1 se utilizaron dos
concentraciones de 0,1 y 1 pg/mL, observandose que al usar 0,1 pg/mL de rNDI se induce 1,6 veces
la expresion del transcrito, y al utilizar 1 pg/mL se logra una induccién de 2,2 veces la expresion de

TLRSS respecto del control, siendo en ambos casos estadisticamente significativa.

Estos resultados muestran que las proteinas recombinantes generadas son capaces de activar el
TLR5M, lo que origina una sefializacion intracelular que desemboca en la induccién del mRNA de
TLRSS y su subsecuente sobreexpresion (Tsujita ef al., 2004; Tsukada e al., 2005; Hynes et al.,
2011).
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Con respecto a los péptidos generados, tanto el 517, 518 y 519 activan este receptor, utilizando una
concentracion de 1 pg/ml como estimulo por 6h. Los resultados generados, dan cuenta de que el
péptido 517 es capaz de inducir el mRNA de TLR5S en estas células y genera una sobreexpresion de
1,8 veces respecto al control. El péptido 518 es capaz de estimular el mRNA de TLRSS en 1,5 veces
respecto al control y que ambos péptidos generan una diferencia significativa. Ahora bien, con
respecto al péptido 519 éste también fue capaz de generar una sobreexpresion del mRNA de TLRS5S
de 1,1 veces sobre el control, que se traduce en un aumento del 10 % en la cantidad relativa del RNA
mensajero para TLRSS bajo las condiciones de ensayo, sin embargo la diferencia no es significativa
(Fig. 5.12).

TLRSS/EF-1 (Veces de cambio)

Figura 5.12. Seleccion del mejor péptido en funcion de la expresion de TLRSS en células aisladas de higado
de trucha arcoiris. A) Determinacién de TLR5S a las 6 hrs post estimulo por qPCR, utilizando como gen
endogeno el factor de elongacion 1 (EF-1) en células aisladas de un homogenizado de higadode trucha arcoiris.
Control: corresponde al control sin estimulo, rFla: flagelina recombinante de V.anguillarum, rND1: proteina
recombinante del dominio D1 de flagelina de V.anguillarum, 517: péptido de 20 aminoacidos, 518: péptido de 50
aminoécidos, 519: péptido de 21 aminoacidos. Los resultados muestran las medias + error estandar de muestras
por triplicado. Los (*) indican diferencias significativas con respecto al control sin estimulo, analizados por t-
student, p<0,05.

Dada la capacidad de los distintos péptidos sintéticos derivados de flagelina de V. anguillarum de
inducir la expresion de TLRSS, se realiz6 la determinacion de la proteina sintetizada mediante ELISA
en el sobrenadante del cultivo de las células, utilizando el anticuerpo anti-TLRSS previamente

generado en la parte II. Para éste ensayo, las células aisladas de higado de trucha arcoiris, fueron
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estimuladas con una concentracion de 1 pg/mL de rND1 y del péptido 518. Como control positivo se
uso 0,1 pg/mL de rFla, la proteina fue medida a las 24 h post estimulo (Fig. 5.13).

Los resultados representan las veces de cambio en la concentracion de la proteina respecto al control
sin estimulo, obteniéndose que tanto las proteinas recombinantes, como el péptido disefiado activarian
el TLR5M, a las 24h post estimulo, produciendo la expresion y sintesis de TLRS5S y su posterior
secrecion. Se observo en todos los tratamientos un incremento de la proteina de a lo menos 1,1 veces
respecto al control sin estimulo, es decir 10 % sobre los niveles basales; sin embargo, no se obtuvieron
diferencias significativas en ninguno de los casos en funcion del método y tiempo empleado (Fig.
313

24h

Veces de cambio

0.1 pg/mL 1 ug/mL

Figura 5.13. Determinacion de TLR5S en células aisladas de higado de trucha arcoiris a las 24h post
estimulo por ELISA, utilizando un anticuerpo anti-TLRSS de trucha arcoeiris. Control: corresponde  al
control sin estimulo, rFla: flagelina recombinante de V.anguillarum, tND1: proteina recombinante del dominio
D1 de flagelina de V.anguillarum, 518: péptido de 50 aminoacidos. Los resultados muestran las medias + error
estandar de muestras por triplicado.

Los resultados, obtenidos tanto a nivel de transcrito como de la proteina nos dan cuenta que las
proteinas recombinantes y los péptidos son capaces de generar la estimulacion de las células aisladas
de higado, pudiendo activar su receptor de membrana, generando la sobreexpresion del mensajero para
TLRSS de 1,1 a 8,8 veces respecto al control sin estimulo. Sin embargo, los datos obtenidos a nivel de
transcrito no permiten determinar cuél de los péptidos es el mas efectivo, principalmente porque los

tres péptidos estudiados generaron la induccion de la expresion del TLRSS de una manera similar.
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5.5. PARTE V

Analisis del efecto de los péptidos sintéticos y de las proteinas
recombinantes sobre la expresion génica de citoquinas expresadas en

cultivo de leucocitos de diferentes especies de peces

Los ensayos funcionales para medir las propiedades inmunomoduladoras de los peptidos sintéticos y
de las proteinas recombinantes se desarrollaron en dos modelos de peces; Trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykis) y Dorada (Sparus aurata), utilizando macrofagos aislados de rifién anterior, los
cultivos de las células se obtuvieron segin protocolo descrito en la seccién 4.8.2 de materiales y

métodos.

Como se ha mencionado anteriormente flagelina se une al TLRS de membrana y al TLRS soluble. En
el caso de TLR5M, su activacion permite que la proteina adaptadora MyD88 inicie una cascada de
sefializacion activando factores de transcripcién y kinasas lo que resulta en la sobre-regulacién de

varias citoquinas inflamatorias para producir efectos proinflamatorios (Kawai et al 2007).

La funcionalidad de las proteinas recombinantes y de los péptidos sintéticos generados, se determind
por qPCR a través de la expresién de genes relevantes en la respuesta inmune innata como son las
citoquinas proinflamatorias IL-1p, TNF-a y la quimioquina IL-8. Los partidores utilizados en cada

caso se especifican en el anexo | (complementos de materiales y métodos, Tabla A.2).

Primero, se determiné la dosis de rFla y tNDI necesaria para producir la expresién de IL-1B en
macrofagos de dorada, esta citoquina fue utilizada en consideracion que su expresion es estimulada
por diferentes PAMPs (Sepulcre et al., 2007), entre ellos flagelina a las 3h post estimulo. Para rFla se
utilizaron dos concentraciones 0.01 y 0.1 pg/ml y para tND1 se utiliz6 0.01, 0.1 y 1 pg/ml de estimulo
(Fig. 5.14).

Los resultados de gPCR muestran que rFla es capaz de incrementar en mas de 300 veces la expresion
de la citoquina IL-1B a las dos concentraciones utilizadas 0.01 y 0.1 pg/mL y con diferencias

significativas con respecto al control sin estimulo. Ahora bien, con respecto a rNDI, las tres
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concentraciones de estimulo utilizadas generan una induccién en la expresion de IL-1p, obteniéndose
que con 0,01 pg/mL se incrementa 3 veces la expresion de esta citoquina, al utilizar una concentracion
de 0.1 pg/mL el incremento es de 9 veces y al utilizar 1 pg/mL hay un aumento de 50 veces con

respecto al control sin estimulo (Fig.5.14).

Estos resultados nos indican que tanto rFla como rND1 aumentan la expresion de IL-1P a las 3h post
estimulo en macréfagos de dorada y que la respuesta es dosis-dependiente. En base a este resultado se

determin6 que la mejor dosis a usar en los ensayos posteriores pararFlay rND1 es 0.1 pg/mL.
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Figura 5.14. Dosis-respuesta de macréfagos de Dorada (Sparus aurata) estimulados por 3h con las
proteinas recombinantes, rFla y rND1de V.anguillarum, respectivamente. El incremento del mRNA de IL-1p
fue medido a través de la normalizacion con el mRNA S18 de dorada (rps18) y son presentados respecto al
control sin estimulo. Los resultados son presentados como las medias + error estandar de muestras por triplicado.
Los (*) indican diferencias significativas con respecto al control sin estimulo, analizados por t-student, p<0,05.

Determinada la concentracion necesaria para estimular los macrofagos de dorada se realizo la
determinacion de IL-1f utilizando como estimulo los peptidos 517, 518, 519 y las proteinas
recombinantes a una concentracién de 0.1 pg/mL equivalente a 2,41 uM; sin embargo, para los
peptidos se utilizd esta misma concentracién y una diez veces mas alta. Se realizé la conversidn a
molaridad para tener las mismas condiciones con todos los estimulos utilizados. Ademas se utilizd
como control flagelina de Bacillus subtilis (InvivoGen) para validar nuestra flagelina recombinante y

asi poder utilizarla como control positivo en los ensayos siguiente.
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Los andlisis de expresion del transcrito por qPCR muestran que rFla genera una expresion de IL-1f de
mas de 900 veces con respecto al control sin estimulo y de mas de 50 veces con respecto a flagelina
comercial. Con respecto a NDI, se obtiene un aumento de la expresion de IL-1B de 6 veces mas
respecto al control (Fig. 5.15) y los tres péptidos sintéticos generan un aumento de la expresion de al
menos 2,5 veces mds respecto al control sin estimulo cuando se utiliza una concentracién de 0,1
png/mL. Cuando la concentracién de los péptidos se aumenta a 1 pg/mL el péptido 517 aumenta de 2,5
a 4,3 veces mis respecto del control sin estimulo, el péptido 518 aumenta de 5 a 240 veces respecto
del control sin estimulo y el péptido 519 se mantiene constante a ambas concentraciones utilizadas

(Fig. 5.15). Cabe destacar que todas las diferencias son significativas respecto del control sin estimulo.

IL-1B/rps18 (Veces de cambio)

0,1pg/mL 1 pg/mL

Figura 5.15. Determinacién de IL-1b por qPCR en macrofagos de Dorada, usando 0,1 pg/ml y 1 pg/ml de
estimulo por 3h. C: control sin estimulo, rFla: flagelina recombinante de V.anguillarum, rND1: proteina
recombinante del dominio rND1 de flagelina de V.anguillarum, C(+): Flagelina comercial (invivogen), 517:
péptido de 20 aminoacidos, 518: péptido de 50 aminoacidos, 519 péptido de 21 aminoacidos. Los resultados
muestran las medias + error estandar de muestras por triplicado. Los (*) indican diferencias significativas con
respecto al control sin estimulo, analizados por t-student, p<0,05.

Con estos resultados se determiné que la concentracién necesaria para obtener una buena respuesta de

los péptidos en los macréfagos de dorada era de 1 pg/mL, 10 veces mas de lo que se utiliz6 de rFla.
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Una vez obtenidos los resultados para IL-1f se determiné la expresion de TNF-a e IL-8 en macréfagos
de dorada. La concentracion de estimulo fue de 0.1 pg/mL de rFla, sin embargo, para estudiar el efecto
de los distintos péptidos se utilizo una concentracién de 1 pug/mL, tal como se menciono
anteriormente. En la figura 5.16 A se puede observar que rFla genera un aumento en la expresion de
TNF-a de 7 veces, respecto al control sin estimulo y de 4 veces respecto al control positivo, siendo
estas diferencias significativas. Con respecto a IND1 vy los péptidos 517, 518, 519, todos generan un
aumento en la expresion de TNF-a de a lo menos 1,3 veces sobre los niveles basales del control sin
estimulo (Fig. 5.16 A). Ahora con respecto a IL-8, los analisis de qPCR muestran que los macréfagos
de dorada responden a todos los estimulos analizados, obteniéndose que rFla estimula la expresion de
este gen en 900 veces con respecto al control sin estimulo y en 500 veces con respecto al control
positivo, con diferencias significativas. Cabe sefialar, que de los tres péptidos utilizados para
estimular las células, el péptido 518 fue el que gener6 la mayor expresion de IL-8 en éstas células,
produciendo una expresién de 100 veces, respecto al control sin estimulo, y el inico de mayor

induccién entre las diferentes citoquinas ensayadas (Fig. 5.16 B).

A) B)

IL-8/rps18 (Veces de cambio)

TNFa/rps18 (Veces de cambio)

S
o§6°§§{?€§h‘:b

& Eaes ] L Jd

0,1 pg/mL | pg/ml.

Figura 5.16. Determinacion de TNFa en macréfagos de Dorada, estimulo utilizado de 0,1 pg/ml y 1 pg/ml
por 3h. C: control sin estimulo, rFla: flagelina recombinante de V.anguillarum, tND1: proteina recombinante del
dominio D1 de flagelina de V.anguillarum, C(+): Flagelina comercial (invivogen), 517: péptido de 20
aminoacidos, 518: péptido de 50 aminoécidos, 519: péptido de 21 aminoé4cidos. Los resultados muestran las
medias + error estandar de muestras por triplicado. Los (*) indican diferencias significativas con respecto al
control sin estimulo, analizados por t-student, p<0,05.
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Basandonos en los resultados de gPCR obtenidos para las citoquinas IL-1B, TNFa y la quimioquina
IL-8 en los macrofagos aislados de dorada y considerando que en la parte I1I de esta tesis no se obtuvo
resultados concluyentes respecto del péptido mas efectivo en funcion al método aplicado asociado a la
expresion de TLRSS en las células aisladas de higado, tanto a nivel transcripcional como de proteinas,
se optd por el péptido 518 para estimular los macrofagos de trucha arcoiris y evaluar la induccion del
los mRNA de IL-1f, TNF-a y la quimioquina IL-8, dado que en macrofagos de dorada, éste presentd

los mejores resultados.

Como se contaba con un anticuerpo policlonal monoespecifico anti-IL-8 de trucha arcoiris (Santana et
al., 2012) y basandonos en los resultados obtenidos a nivel transcripcional para este gen en dorada, se
desarroll6 una curva dosis-respuesta del péptido sintético 518 en macréfagos de trucha arcoiris a las 3
h post estimulo. Los resultados determinados por ELISA muestran un incremento de 1,09 veces en la
liberacién de la proteina cuando se utiliza 0.1 ug/mL del péptido, y de 1,23 veces cuando se utiliza una
concentracion de 1 pg/mL respecto del control sin estimulo, traduciéndose en un aumento del 9% y

23% sobre el basal, respectivamente, y que ambas diferencias son significativas estadisticamente a las
3h (Fig. 5.17).
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Figura 5.17. Dosis-respuesta de macrofagos de trucha arcoiris estimuladas por 3h con el péptido sintético.
El incremento de la quimioquina IL-8 fue medido por ELISA y expresado como las veces de cambio respecto al
control sin estimulo. Los resultados son presentados como las medias + error estindar de tres peces por

duplicado. Los (*) indican diferencias significativas con respecto al control sin estimulo, analizados por t-
student, p<0,05.
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Para los ensayos de qPCR los macréfagos fueron estimulados con 0.1 ug/mL de rFla; sin embargo, se
utiliz6 una dosis de 1 pg/mL para IND1 y para el péptido 518. Basandonos en los resultados obtenidos
previamente en dorada se determin6 por qPCR la expresion de IL-1B, TNF-a e IL-8 a las 3 y 6 h post
estimulo.

Los resultados obtenidos muestran que rFla es capaz de estimular los macrofagos de trucha arcoiris,
obteniéndose un incremento de 19 veces en la expresion de IL-1P a las 3h de estimulo. El incremento
de la expresion de TNF-o fue de 1,3 veces respecto al control sin estimulo y de 40 veces en la
expresion de IL-8, todos con diferencias significativas respecto al control sin estimulo, lo que
demuestra que esta proteina recombinante es funcional tanto en dorada como en trucha arcoiris (Fig.
518 A,By Q).

Con respecto a tND1 y el péptido 518, ambos son capaces de estimular los macréfagos de trucha
arcoiris a las 3h de incubaci6n, incrementando la expresion de los tres genes evaluados con respecto al
control y que las diferencias son significativas. Los resultados muestran un incremento de IL-1B en 2,1
veces utilizando rND1 y 1,4 veces con el péptido 518 (Fig.5.18 A). Para TNF-a, el incremento fue de
1,8 veces para IND1 y 1,2 veces para el péptido con respecto al control (Fig. 5.18 B). Con respecto a
[L-8, se obtiene un incremento del transcrito en 3,1 veces para INDI1 y de 2,5 veces para el péptido
518 (Fig. 5.18 C).
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Figura 5.18. Anailisis de expresién por qPCR de genes involucrados en Ia respuesta inmune innata en
macrofagos de trucha arcoiris posterior a 3h de estimulacién. Control: control sin estimulo, rFla: flagelina
recombinante de V.anguillarum, fND1: proteina recombinante del dominio D1 de flagelina de V.anguillarum,
518: péptido de 50 aminoacidos (El *10, indica la cantidad de estimulo por 10). Los resultados son presentados
como las medias + error estindar de muestras por triplicado. Los (*) indican diferencias significativas con
respecto al control sin estimulo, analizados por t-student, p<0,05.

Paralelamente, se realizé el mismo experimento con 6h de estimulo, los resultados del gPCR muestran
que rFlay IND1 incrementan la expresion de los tres genes estudiados, respecto al control sin estimulo
(Fig. 5.19 A, By C) y las diferencias son significativas. Sin embargo, los niveles de expresion son
menores, principalmente en la induccion del mRNA de IL-8, la que disminuye mas del 50 % con
respecto a lo obtenido a las 3h de induccién (Fig. 5.18 A, B y C). Con respecto al péptido 518, la

induccion de los genes estudiados disminuye considerablemente con respecto al control sin estimulo.
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Figura 5.19. Anilisis de expresion por qPCR de genes involucrados en la respuesta inmune innata en
macréfagos de trucha arcoiris después de ser estimulados por 6h. Control: control sin estimulo, rFla:
flagelina recombinante de V.amguillarum, *™NDI1: proteina recombinante del dominio D1 de flagelina de
V.anguillarum, 518: péptido de 50 aminoacidos (El *10, indica la cantidad de estimulo por 10). Los resultados
son presentados como las medias + error estindar de muestras por triplicado. Los (*) indican diferencias
significativas con respecto al control sin estimulo, analizados por t-student, p<0,05.

De acuerdo a los resultados obtenidos a nivel transcripcional, se puede afirmar que las proteinas
recombinantes generadas en esta tesis, asi como el péptido sintético 518 disefiado a partir de la
secuencia primaria de flagelina de V. anguillarum, son capaces de estimular la actividad
transcripcional de macrofagos aislados de dos especies de peces teledsteos, trucha arcoiris y dorada,
determinandose un incremento en la expresion de genes involucrados en la respuesta inmune de estos

peces.
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Para verificar la sintesis de las distintas citoquinas por efecto de la induccién generada con los
peptidos y proteinas recombinantes, se desarrollaron ensayos de inmunofluorescencia en la linea
celular derivada de rifion anterior de salmén (SHK-1). Se realizé la determinacion de la quimioquina
IL-8, la cual en los resultados anteriores a nivel transcripcional incrementd sustancialmente sus niveles
de mensajero cuando las células son estimuladas con las proteinas recombinantes. Para este ensayo se
utilizé una concentracion de 0,1 pg/mL de rFla y 1 pg/mL de rNDI y se determin la expresion y
localizacién por inmunofluorescencia de IL-8 a las 3h post estimulo, y como control negativo del

experimento se utilizé PBS 1X.

Los resultados de esta inmunofluorescencia dan cuenta que existe un aumento en la disponibilidad de
esta quimioquina, observandose aparentemente una mayor sefial en las células tratadas, ya sea con rFla
o bien con rNDI respecto al control sin estimulo y su localizacion es perinuclear (Fig. 5.20 C, Dy B,

respectivamente).
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Control 20 um

10 pm

Figura 5.20. Determinacion de IL-8 en células SHK-1 estimuladas con rFla y rND1 por 3h a través de
miscroscopia confocal. A) corresponde al control sin primer anticuerpo. B) Control del experimento, sin
estimulo. C) corresponden a células SHK-1 estimuladas con rFla. D) corresponden a las células SHK-1
estimuladas con rND1. El anticuerpo primario utilizado es anti-IL-8 de trucha arcoiris 1:50 y el anticuerpo
secundario es anti-IgG de ratén conjugado a Alexa Fluor 488, 1:200. Los niicleos fueron tefiidos con Hoechst.
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6. DISCUSION

La flagelina es la subunidad monomérica del flagelo, un importante factor de virulencia asociado a la
motilidad en bacterias Gram positivas y Gram negativas, y ademas es el ligando que se une y activa el
receptor tipo Toll 5 (TLRS5) (Eaves-Pyles et al., 2001; Hayashi et al., 2001; Akira y Sato, 2003; Smith
et al., 2003). La activacion de este receptor permite la transduccion de sefiales a través de la via
MyD88, en células del sistema inmunologico y epitelios, lo que genera la activacion del factor de
transcripcion NF-kB, la expresion de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas e interferones
(Gewirtz et al., 2001; Means et al., 2003; Rebl et al., 2010). Los genes de flagelina de una gran
variedad de bacterias comparten regiones altamente conservadas en su extremo amino y carboxilo
terminal del dominio D1, y estas regiones son las responsables de la actividad inmunoestimulatoria de
flagelina (Eaves-Pyles ef al., 2001; Takeda et al., 2003).

En trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y otras especies de teledsteos se ha identificado una forma
soluble de TLRS, el cual no esta presente en mamiferos (Oshiumi er al., 2003; Tsujita et al., 2004,
Tsoi et al., 2006; Baoprasertkul ef al., 2007, Hwang et al., 2010). Este receptor soluble carece del
dominio de sefializacion citoplasmatico y sélo posee un dominio extracelular rico en repeticiones de
leucina (LRR), el cual se genera a partir de un gen especifico (Tsoi ef al., 2006). Interesantemente,
ambas isoformas del receptor son capaces de reconocer flagelina en su forma monomérica, lo cual
sugiere la generacion de una respuesta inmune robusta, mediada por estos receptores (Tsujita et al.,
2004). En base a éste antecedente, en esta tesis se desarrollaron por primera vez péptidos sintéticos y
proteinas recombinantes derivados del dominio D1 de flagelina de Vibrio anguillarum, y se determind
in vitro su efecto inmunomodulador a través de la expresion de citoquinas pro-inflamatorias en células

inmunitarias de peces teledsteos.

Para el desarrollo de los péptidos de flagelina de Vibrio anguillarum, nos basamos en los experimentos
realizados por Smith et al., (2003), el cual a través de ensayos de mutagenesis con alanina (A/anine-
scanning mutagenesis), identifico 13 residuos de aminoécidos en el dominio D1 de flagelina FliC de
Salmonella typhimurium que son importantes para el reconocimiento del receptor Toll 5 en mamiferos.
Por tanto, la secuencia primaria de flagelina de S. typhimurium se aline6 con la secuencia primaria de
flagelina de V. anguillarum (Fig. 5.1). Se identifico en ambas secuencias el dominio D1, dominio

conservado en estas proteinas y responsable de la activacion del TLRS. Asi mismo, el analisis in silico
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mostroé que los aminodcidos responsables de la activacion del receptor en este dominio también se

encuentran conservados en ambas secuencias.

Ademis Jacchieri y sus colaboradores realizaron una basqueda in silico para predecir la regién comiin
de flagelinas de Salmonella entérica serovar Typhimurium (Gillen et al., 1991), Listeria
monocytogenes (Sanchez-Campillo et al., 1995), and P. aeruginosa (Totten et al., 1990) que
interactuara con el TLRS5. Esta busqueda confirmé que el dominio DI esta involucrado en el
reconocimiento del TLRS5 en Salmonella (Jacchieri er al., 2003; Smith er al., 2003; Murthy ez al.,
2004). Ademas se ha demostrado que flagelina de € y « Proteobacterias no son reconocidas por TLRS,
ya que éstos organismos poseen cambios especificos en el dominio DI, que previene el
reconocimiento de flagelina por TLR5 (Andersen-Nissen et al., 2005). Asi mismo en P. aeruginosa
cepa PAOI se ha identificado una secuencia de 10 aminoacidos (LQRIRDLALQ, aminoacidos 88 al
97) en el extremo N-terminal de flagelina, la cual participa en la unién de esta proteina a su receptor
(Verma et al., 2005). Mas especificamente, para esta proteina de P. aeruginosa fue predicho que la
interaccion flagelina-TLRS involucra los residuos E552 (TLRS5) / Q89 (flagelina), D555 (TLRS) /R92
(flagelina), y R558(TLRS) /D93. Se ha demostrado en la linea celular Caco-2 (células epiteliales de
adenocarcinoma colorectal humano) que flagelina de E. coli enteroagregativa posee dos regiones en el
dominio D1 conservado que son requeridos para la activacion del TLRS y la expresion y liberacion de
IL-8 (Donnelly e al., 2002). Finalmente, considerando la distribucion del dominio D1 a lo largo de la
secuencia aminodacidica de flagelina y los estudios de mutagénesis de la proteina de S. typhimurium, S.
entérica, S. muenchen y P. aeruginosa han indicado que ciertos residuos del dominio D1 de flagelina
son importantes para la activacion del TLRS (Smith er al., 2003; Murthy e al., 2004; Verma et al.,
2005).

A partir de los estudios de la estructura 3D de la forma cristalizada de flagelina FliC de S
typhimurium (PDB: 1UCU) se ha determinado que existen 4 dominios conectados linealmente
denominados DO, DI, D2 y D3. El N-terminal de la cadena polipeptidica se inicia desde el dominio
DO, pasando a través del dominio D1, D2 llegando a D3 y a continuacién vuelve a través de D2 y D1,
terminando con el C-terminal de la cadena en DO (Fig.2.5). Los tres dominios D1, D2 y D3 estan
formados por pares de cadenas antiparalelas cortas y las que conectan los dominios DO y D1 son
conocidos como region spoke (Yonekura er al., 2003). Este antecedente nos permitio realizar el

modelamiento tridimensional de flagelina de V. anguillarum y de cada uno de los péptidos disefiados,
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y asi a partir de la secuencia de flagelina de Salmonella typhimurium obtener la estructura de cada uno

de los péptidos (Fig. 5.3).

A la luz de éstos antecedentes, se disefiaron 4 péptidos andlogos al dominio D1 de flagelina de V.
anguillarum (Fig. 5.2) que incluyeran los residuos del dominio D1, péptido 515 ubicado hacia el
extremo amino y péptido 519 ubicado hacia el extremo carboxilo de la flagelina. Ademas, se diseiié
otro péptido que incluyera todos los residuos de aminoacidos responsables de la activacion del
receptor y unidos por una bisagra de prolina (péptido 518) y un péptido que incluya solo los residuos
de amino4cidos que forman el nicleo central, unidos por una bisagra de prolina (péptido 517) (fig.
5.3). El disefio de los péptidos 517 y 518 se baso en estudios estructurales y funcionales que han
demostrado que los residuos R90, L94 y Q97, los cuales estan contenidos en estos dos péptidos,
forman un nicleo central en la estructura de flagelina, el cual es esencial para el reconocimiento del
receptor (Smith ez al., 2003).

De los péptidos disefiados fueron sintetizados el 517 que posee 20 aminoacidos, el 518 de 50
aminodcidos y el 519 de 21 aminoécidos, a través de la técnica en fase solida F-moc de los grupos
funcionales de los aminoacidos (Houghten, 1985). La pureza de cada uno de los péptidos sintéticos, fue
verificada a través de HPLC, utilizando un extracto crudo de cada uno de los péptidos, (Fig. 5.4.1A,
3.4.2A, 5.5.3A) y determinéndose el peso molecular de cada péptido por espectroscopia de masas (Fig.
5.4.1B, 5.4.2B, 5.5.3B).

Se generé flagelina, FlaB recombinante completa de V. anguillarum, la cual se aplicé como control
positivo en cada uno de los ensayos destinados a validar la actividad biologica de los péptidos
generados y una proteina recombinante correspondiente al extremo amino del dominio D1 de flagelina
de V. anguillarum (ND1). Finalmente se gener6 un anticuerpo contra flagelina de V. anguillarum y
contra el TLR5S.

El anticuerpo generado para la deteccion de flagelina recombinante fue capaz de reconocer la proteina
completa (40 kDa) y los agregados que ésta genera, analizado por western blot (Fig. 5,10B). Estos
agregados también han sido descritos por otros autores al generar la proteina recombinante flagelina,
FlaB de S. thyphimurium, demostrando la autoagregacion de la proteina en diferentes condiciones de

fuerza i6nica, lo cual fue verificado a través de microscopia electronica (Saijo-Hamano ez al., 2004).
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Una vez obtenidas todas estas herramientas biotecnologicas, se analizé la funcién bioldgica de los
péptidos sintéticos y de las proteinas recombinantes rFla y tNDI, analizando su efecto sobre la
expresion del TLRS5S en células totales de higado de trucha. A partir de éstos analisis se pudo observar
que tanto las proteinas recombinantes, como los péptidos sintéticos generados, son capaces de producir
una respuesta a través del receptor Toll 5 de membrana, obteniéndose que con 0,1 pg/mL de rFLA se
logra obtener un aumento de la expresion de TLRSS a las 6h post estimulo, correspondiente a 8,8 veces
respecto del control sin estimulo y que ademas a la misma concentracion para la proteina truncada,
rNDI se genera un aumento en la expresion del transcrito de TLRSS de a lo menos 1,6 veces en estas
células. Los péptidos generados del dominio D1 de flagelina de V. anguillarum (517, 518) también
fueron capaces de activar el TLR5M a las 6h post estimulo, al utilizar una concentracién de 1 pg/mL,
generando una expresion del transcrito de TLR5S de a lo menos 1,5 veces respecto al control sin

estimulo, siendo en todos los casos una diferencia significativa (fig. 5.12).

Estos resultados son comparables con los obtenidos por Tsujita et al., (2004) quienes demostraron que

el TLR5S es inducido significativamente en la linea celular de hepatoma de trucha (RTH-149) en
respuesta a 10 unidades formadoras de colonia de V. anguillarum atenuado, obteniendo un nivel
maximo de expresion a las 6 horas post estimuloEstos resultados también fueron observados cuando se
estimulo esta linea celular RTH-149 con 1 pg/mL de flagelina FlaA recombinante de V. anguillarum
(rFlaA). Estos resultados también fueron observados por Tsukada et al., (2005), quien evalué en las
mismas células la expresion de la citoquina de fase aguda, IL-1pB, encontrando una sobre expresion de
esta citoquina dentro de 1h y con un maximo a las 3h post estimulo con V. anguillarum, lo cual sugiere
que TLRSS es otra proteina de fase aguda respondiendo a la infeccion bacterial. Ademas, utilizando las
mismas condiciones experimentales, evaluaron el efecto de Flagelina A recombinante obtenida con
GST-tag desde E. coli, la que fue adicionada a las células RTH-149, confirmando los resultados
obtenidos utilizando V. anguillarum, observandose el aumento de la expresion de TLRSS a las 6h post
estimulo. Por lo tanto y deacuerdo a nuestro resultado TLR5S es diferencialmente sobre-regulado en
células de higado para responder positivamente a la respuesta inflamatoria generada por flagelina
bacterial y mediada por el TLR5 de membrana. Flagelina bacterial puede ser capturada en los fluido
corporales por la forma soluble de TLR5 (Tsukada et al., 2005). Por lo tanto, al parecer el sistema de
reconocimiento para flagelina es comparable al sistema de reconocimiento de LPS por el TLR4, donde
la proteina LBP soluble y CD14 facilita el reconocimiento del LPS por TLR4 sobre la superficie de
células inmune (Akashi ef al., 2003; Miyake et al., 2004).
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Tsujita ef al., (2006), desarrollé un ensayo para comprobar la capacidad de TLRSS para unir flagelina
en células HeLa. Para esto, se generd una quimera para TLRSM, correspondiente al TLRSS fusionado
al dominio de transmembrana y dominio TIR del TLRS humano, el cual fue expresado en estas células.
Ellos observaron que la fraccion soluble de TLRS de trucha tiene la capacidad de reconocer flagelina,
ya que este receptor quimérico fue capaz de activarse y sefializar la presencia de flagelina A y C de V.
anguillarum a través de su ectodominio, lo cual implica la activaciéon del dominio TIR humano del
receptor provocando finalmente la activacion del factor de transcripcion NF-kB, evaluado a través de
un ensayo de lucifersa en las células HeLa. Adicionalmente se comprobo que la co-expresion de
Flagelina interactia con el TLR5S a través de su dominio rico en repeticiones de leucina, presente en el
ectodominio. Se comprob6é ademas que la co-expression de TLRS humano con TLRS5 soluble en
células HeLa aumenta la respuesta de flagelina, reflejado en un aumento de la activacion de NF-kB
medida por TLRS humano. Lo anterior sugiere que TLRS5S forma un complejo con flagelina, lo cual
amplificaria la sefial generada por la activaciéon de TLR5SM. De esta manera y a la luz de los resultados
obtenidos en esta tesis, se puede postular que flagelina no solo es ligando de la forma de membrana y
soluble de trucha arcoiris (Tsujita ef al.,2006) sino que ademas unida a su receptor induce la expresion
de la forma soluble del receptor permitiendo una respuesta celular robusta dirigida a patégenos que

presentan esta proteina.

Hynes et al., (2011) gener6 dos formas diferentes de la flagelina D de V. anguillarum, una
correspondiente a flagelina D completa de 377 aminoacidos, con un peso molecular aparente de 40,3
kDa (FDL) y una forma truncada de la proteina conteniendo los aminoacidos del 45 — 336 con un peso
molecular aparente de 31,4 kDa (FDS). Para comprobar la capacidad de estas proteinas recombinantes
de activar el factor de transcripcion NF-kB, se desarrollo un ensayo de luciferasa en células COS-7,
comprobandose que la forma completa de la proteina (FDL) aparentemente activa mas efectivamente la
via del TLRS que la forma truncada (FDS), indicando que los residuos del N- terminal (1 — 44) y del
C- terminal (337-377) podrian jugar un rol clave en la unién de flagelina a su receptor. Sin embargo,
se plantea que el aumento en la activacion de NF-kB por la proteina completa con respecto a la
proteina truncada podria deberse a que se han descrito dos receptores tipo-NOD presentes en humanos
y ratones, el Naip5 y NLRC4, que son capaces de unir flagelina citosolica y contribuir a la activacion
del inflamasoma, generando una respuesta inflamatoria, incluyendo la activacién de la caspasa 1 y NF-
kB (Franchi et al., 2009).
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De acuerdo a los antecedentes, rFLa, INDI y los péptidos disefiados son capaces de activar el TLR5M,
lo que origina una sefializacion intracelular que genera la induccion del mRNA de TLRSS y su

subsecuente sobreexpresion en células de higado de trucha arcoiris.

Purcell et al., (2006), demostré que leucocitos del rifion anterior de trucha arcoiris son capaces de
responder in vitro a muchos de los agonistas de los TLRs en mamiferos. Demostrando que diferentes
tipos de ligandos, estimulan distintos patrones de expresion de citoquinas, donde los genes evaluados

para medir la induccion de la respuesta pro-inflamatoria son IL-f, IL8, y TNF-a.

Por lo tanto, para evaluar los efectos de los péptidos sintéticos y las proteinas recombinantes en la
inmunidad de los peces, se desarroll6 el analisis de expresion de citoquinas relevantes en la inmunidad
innata de los peces como son IL-1B, TNF-a y la quimioquina IL-8 en macréfagos de rifién anterior de

dos modelos de peces teledsteos, Dorada y Trucha arcoiris.

La evaluacion de la dosis efectiva a utilizar de cada una de las proteinas recombinantes se evalud
midiendo la citoquina proinflamatoria IL-1pB, citoquina que aumenta su expresion en cultivo de
macrofagos de dorada al ser estimulados con diferente PAMPs independientemente (Sepulcre er al.,
2007).

Si bien la mayoria de los ensayos en que se evalta la expresion de citoquinas generadas luego de
estimular células con flagelina, utilizan 1-10 pg/mL de la proteina recombinante (Tsujita ef al., 2004;
Tsukada et al., 2005; Purcell et al., 2006, Tsujita et al., 2006; Sepulcre et al., 2007; Hynes et al., 2011)
en esta tesis se desarrollo una curva de dosis/respuesta de 0,01 — 0,1 pg/mL pararFlay de 0,01; 0,1 y 1
ug/mL para rND1, obteniéndose que ha concentraciones menores que las reportadas en bibliografia,
nuestra proteina recombinante rFLA es capaz de incrementar en mas de 300 veces la expresion de la
citoquina IL-1B en dorada y con diferencias significativas a las dos concentraciones utilizadas. De esta
manera se eligio la concentracion de 0,1 pg/mL de la proteina para ser utilizado en ensayos posteriores
(fig. 5.15). Ahora bien, con respecto a la proteina truncada rND1, se evaluaron 3 concentraciones y
todas generaron la induccion en la expresion de IL-1B en los macrofagos de dorada de a lo menos 3

veces con respecto al control sin estimulo (Fig. 5.15).

Analizando todos los resultados obtenidos en los ensayos funcionales en macréfagos de Dorada y

Trucha arcoiris, podemos observar que flagelina, FlaB, recombinante de V. anguillarum (1Fla) es capaz
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de generar una sobre-expresion in vitro de los genes involucrados en la respuesta inmune innata de los
peces, citoquinas pro-inflamatorias, como son IL-1B, TNF-o y la quimioquina IL-8. Ademads este
efecto de flagelina de V. anguillarum es semejante e incluso mayor a los generados por Flagelina de
Bacillus subtilis, proteina comercial (InvivoGen), utilizada como control positivo en los ensayos en
dorada. Los resultados antes descritos son comparables a los obtenidos por Purcell et al., (2006), donde
el evalué el efecto de dos diferentes dosis de flagelina purificada desde V. anguillarum y Edwardsiella,
(1y 10 pg/mL) sobre la expresion de genes involucrados en la respuesta pro-inflamatoria en leucocitos
de trucha arcoiris. Para ambas flagelinas se observo que a las 6h post estimulacion se genera una sobre-

regulacion en la expresion génica de los genes de las citoquinas proinflamatorias.

Sepulcre et al., (2007), caracterizo la capacidad de macrofagos de dorada de reconocer y responder a
diferentes PAMPs, entre éstos flagelina de B. subtilis (invivoGen). Utilizando una dosis de 1 pg/mL de
esta proteina, se observo una sobre-regulacion de IL-1p, TNF-a, COX-2 (Ciclooxigenasa-2) a las 1.5
horas post estimulo, sugiriendo que estas células son capaces de responder a flagelina y generar una

respuesta inflamatoria a través de la produccion de citoquinas y la induccion de COX-2.

Ahora con respecto a la proteina recombinante truncada de flagelina, FlaB de V. anguillarum (rND1)
correspondiente al extremo amino del dominio D1 de esta proteina (fig. 5.7), también gener6 un
aumento en la expresion de cada una de las citoquinas evaluadas in vitro, sugiriendo que esta proteina
también fue capaz de activar el TLRS e inducir su sefializacion intracelular. Verma ef al., (2005) a
través de ensayos de mutagenesis identifico 10 residuos de aminoacidos en el extremo N-terminal de
flagelina de P. aeruginosa cepa PAOI los cuales eran importantes para la activacion del TLRS. Los
cuales estan contenidos dentro de la proteina recombinante truncada generada en esta tesis. Si bien
Smith e al., (2001) identifico 13 residuos de aminoacidos presentes en el extremo N- terminal (L88,
Q89, R90, L94, Q97, N100, E114) y C-terminal (1411, D412, L415, T420, L425, R431) del dominio
D1 de flagelina, FliC de S. typhimurium que son requeridos para la activacién del TLRS; Mas aun,
Andersen-Niessen ef al., (2005) identific6 mas especificamente la existencia de 3 aminoacidos
ubicados en el extremo N-terminal del dominio D1 de flagelina, FliC de S. typhimurium (L89, Q90,
1.94), que serian esenciales para la activacion del receptor, y que estos residuos son 100% conservados
entre las diversas flagelinas bacterianas, lo cual indica que corresponden a residuos especificos y
esenciales para la activan de TLRS, los cuales ademas estan presente en nuestra proteina truncada de V.

anguillarum.
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Considerando los antecedentes antes descritos, los 3 péptidos generados a partir del dominio D1 de
flagelina FlaB de V. anguillarum, contienen parte o la totalidad de estos residuos esenciales
relacionados con la interaccion de la proteina con su receptor TLRS. De esta manera se evalu6 el efecto
de éstos péptidos en macréfagos de Dorada, donde todos fueron capaces de activar el TLRS y generar
la sefializacion intracelular para la induccion de los genes involucrados en la respuesta inmune innata.
Interesantemente el péptido 518 genero una mayor induccion de los niveles de expresion en los genes
de citoquinas evaluados. Este péptido contiene los 13 residuos de aminoécidos descritos por Smith et

al., (2003), confirmando nuevamente la participacion de estos residuos en la activacion del TLRS.

Como se ha mencionado anteriormente estimulacion de TLRSM y TLR5S con flagelina, produce la
expresion de citoquinas inflamatoria, provocando una serie de efectos proinflamatorios y

quimiotacticos para desencadenar la respuesta inmune innata y adaptativa (Hynes et al., 2010).

Dentro de las citoquinas evaluadas, TNF-a es un importante factor de activacion de macrofagos (MAF)
producido por los leucocitos y se ha demostrado que induce una respuesta tipica de macrofagos
activados, evidenciada por un aumento de la especies reactivas del oxigeno, del nitrogeno, fagocitosis y
produccion de acido nitrico en varias especies de peces (Hardie er al., 1994; Mulero et al., 1998:
Tafalla et al., 2001; Garcia-Castillo e al., 2004). TNF-a recombinante de trucha se ha demostrado que
aumenta la fagocitosis y la quimiotaxis de leucocitos de rifién anterior de trucha arcoiris e induce la
expresion de un gran nimero de genes involucrados en la respuesta inmune como son IL-1B, IL-8 v
COX-2 (Whyte, 2007). En base a estos antecedentes, sugieren que los niveles aumentados de IL-1B e
IL-8, podrian ser una consecuencia del aumento en la expresion generada por TNF-a en los macréfagos
de Dorada y trucha arcoiris luego de realizar los estimulos con las diferentes proteinas concentraciones

de rFla, IND1 y péptidos derivados del dominio D1 de flagelina de V. anguillarum.

Durante etapas tempranas de la infeccion, 1L-8 juega un rol fundamental en la iniciacién y mediacion
de la respuesta inmune innata a través del reclutamiento de neutréfilos, linfocitos y eosinéfilos al sitio
de infeccion (Larsen et al., 1989; Huber et al., 1991). IL-8 es producida por varios tipos celulares los
que incluyen monocitos, macréfagos, neutrofilos, células endoteliales y células epiteliales (Hoffmann
et al., 2002). Algunos reportes muestran que los PAMPs son sensados a través de sus respectivos PRRs
en las células del hospedero pudiendo inducir la fosforilacion y la activacion de proteinas MAP kinasas
generando la subsecuente activacion de factores de transcripcion como NF-kB, AP-1, e NF-IL6,

permitiendo la transcripcion del gen de IL-8 (D’Angio et al, 2004). Flagelina de E. coli
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enteroagregativa posee dos regiones en el dominio DI conservado que son requeridos para la
activacion del TLRS y liberacion de IL-8 (Donnelly e al., 2002). Ademas Flagelina puede estimular
células del epitelio intestinal para liberar mediadores inflamatorios claves como IL-8 (Gewirtz et al.,
2001; McSorley et al., 2002). Hecho que también ha sido mostrado en células epiteliales de pulmon
(Lopez-Boado er al., 2005), sin embargo los mecanismos por los cuales flagelina induce la expresion

de IL-8 no han sido bien caracterizados en estas células.

Los resultados obtenidos al estimular tanto los macréfagos de dorada como de trucha arcoiris con las
proteinas recombinantes y con el péptido 518 muestran que hay un aumento en la expresion del
transcrito de IL-8 comparado al control sin estimulo. Con respecto a la evaluacion de la generacién de
la proteina en macrofagos de trucha arcoiris estimulados con diferentes dosis del péptido 518 (fig.
5.17) se observa que existe un aumento de esta proteina a nivel intracelular, lo cual es menor al
compararlo con los cambios de expresion obtenidos a nivel de transcrito. Lo anterior puede ser
explicado ya que IL-8 al ser una proteina de exportacion, se sintetiza y se libera al medio extracelular,

lo cual dificultaria poder determinar la actividad tranduccional generada por el aumento del transcrito.

Lo mas adecuado era determinar la proteina en el sobrenadante del cultivo celular, esto no se pudo
realizar ya que la proteina se degrada facilmente y se enmascara con la proteina en abundancia del

suero fetal bovino presente en el medio de cultivo.

Para verificar la sintesis de las distintas citoquinas por efecto de la induccién generada con las
proteinas recombinantes, se desarrollaron ensayos de inmunofluorescencia en la linea celular derivada
de rifion anterior de salmén (SHK-1). Se realizo la determinacion de la quimioquina IL-8, la cual en
los resultados anteriores a nivel transcripcional incrementé sustancialmente sus niveles de mensajero
cuando las células son estimuladas con las proteinas recombinantes generadas. Para este ensayo se
utiliz6 una concentracion de 0,1 pg/mL de tFlay 1 pg/mL de rNDI y se determiné la expresion y
localizacion por inmunofluorescencia de IL-8 a las 3h post estimulo, como control negativo del
experimento se utilizo PBS 1X. Los resultados de esta inmunofluorescencia dan cuenta que existe un
aumento en la sintesis de esta quimioquina, observandose aparentemente una mayor sefial en las
células tratadas, ya sea con rFla o bien con rNDI respecto al control sin estimulo, con una localizacion
perinuclear (Fig. 5.20 C, D y B, respectivamente). Aunque este resultado se correlaciona con los
obtenidos anteriormente a nivel trancripcional en trucha y dorada, no son comparables considerando

que es una linea celular de salmoén del atlantico (SHK-1).
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En peces, el desarrollo de los inmunoestimulantes se basa en la utilizacion de PAMPs como, LPS, -
glucanos y RNAs doble hebra, los cuales aumentan la proteccion no especifica por activacion de las
respuestas proinflamatorias y actividad microbicida a través de los PRRs (Sakai, 1999; Iliev et al.,
2005). No todas las especies de peces cultivados responden de la misma manera a un
inmunoestimulante, ya que existen diferencias genéticas y adaptativas importantes entre ellos que
afectan el sistema inmune de los peces (Bricknell et al., 2005). Tales problemas, junto con la alta
variabilidad de la respuesta de los peces, dependiendo de la especie, condiciones ambientales y el
mantenimiento, dificultan la seleccion preliminar y la prueba in vivo de drogas como candidatos a
nuevos inmunoestimulantes, donde un método alternativo epara la evaluacion de la actividad biologica
de estas moléculas es el uso de cultivos celulares y ensayos in vitro, los cuales como estrategia
prospectiva para el uso de inmunoestimulantes pueden dar resultados mas repetitivos y mas
representativos, reduciendo la variabilidad in vivo y el costo de los ensayos de screening (Villena ez al.,
2003; Fierro-Castro et al., 2012).

Tomados juntos todos los resultados de esta tesis se puede concluir que tanto rFLA, tND1 y el péptido
518 son capaces de generar una respuesta en los macréfagos de dos especies de peces, generando la

estimulacién in vitro de genes que son de importancia en la respuesta inmune innata de estos peces.

Flagelina como adyuvante en vacunas de humanos ha sido reportado por varios grupos de
investigacion, aumentado la respuesta inmune innata a través de la via de sefializacion del TLRS,
promoviendo la inmunidad adaptativa inducida por el antigeno y permitiendo aumentar la proteccion
contra desafios bacterianos y virales (Applequist ef al., 2005; Honko ef al., 2006; Huleatt ef al., 2007;
McDonald et al., 2007). Estudios realizados en modelos murinos han demostrado que flagelina es un
inmunogeno por si misma y es capaz de inducir respuestas Thl y Th2 (Cunningham et al., 2004;
Strindelius et al., 2004).

La vacunacién con antigenos conteniendo liposomas insertos con péptidos es una poderosa estrategia
para estimular el sistema inmune innato y adaptativo para el desarrollo de potenciales vacunas. En este
sentido péptidos conteniendo una secuencia del dominio N-terminal conservado de flagelina F1iC de S.
typhimurium (aminoacidos del 85-111) conteniendo un tag de histidina insertos en liposomas
promueven fuertemente su unién a células dendriticas derivada de medula osea murina y a esplenocitos

CDl1l¢"y launion a la célula se correlaciona con la expresién de TLRS (Faham y Altin, 2010).

74



El genoma de V. anguillarum consta de 5 genes, flad, flaB, flaC, flaD y flaE respectivamente que
codifican las distintas flagelinas (Naka et al., 2011). Un estudio reciente comparo la eficacia de la
formulacion de una vacuna suplementada con adyuvante basado en 4 de estas flagelinas (FlaA, FlaB,
FlaD y FlaE) utilizando como modelo lenguado japonés (Japanese Flounder), encontrandose que estas
flagelinas difieren en sus propiedades inmunoestimulantes y exhiben niveles variados de
inmunoprotectividad y adyuvancia. El estudio demostré que flagelina, FlaB recombinante de V.
anguillarum posee una fuerte inmunogenicidad e induce una proteccion significativamente alta in vivo,
sugiriendo que flagelina de V. anguillarum podria ser utilizada como vacuna o inmunoestimulante en
el control de las enfermedades en peces asociados con V. anguillarum u otros patégenos (Jia e al.,

2013).

Hynes et al., (2011), gener6 flagelina, FlaD recombinante de V. anguillarum en dos formas, una de la
forma total (FDL) y otra truncada (FDS) con porciones en el N- y C-terminal removidas para evitar la
polimerizacién. Ambas formas de flagelina fueron utilizadas con un adyuvante con el antigeno LPH
(hemocianina de polyphemus hemolymph) en un estudio de inmunizacién dosis-respuesta. FDS y FDL,
estimulan el sistema inmune innato del salmén induciendo efectos proinflamatorios en los dias 2, 4 y 7
y la expresion de citoquinas importantes como TNFa, IL-6, IL-8 e IL-1B que fueron sobre-reguladas

significativamente en el bazo.

Tomados juntos todos los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten postular a rFla, IND1 y el
péptido 518 derivado del dominio D1 de flagelina FlaB de V. anguillarum como moléculas
inmunoestimuladoras de peces de importancia en la industria salmonera nacional, pudiendo ser
utilizados como inmunoestimulantes en peces cultivados, considerando que estas proteinas y péptido

presentaron efectos inmunomoduladores in vitro en trucha arcoiris.
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CONCLUSIONES FINALES

El péptido sintético 518, generado a partir del dominio DI de flagelina FlaB de V.
anguillarum, generan la sobre-expresion de los genes de citoquinas pro-inflamatorias del tipo

IL-1B, IL-8 y TNF-a en células de rifion anterior de dorada y trucha arcoiris.

Se logré generar flagelina, FlaB recombinante de V. anguillarum (1Fla) y una proteina truncada
de flagelina (rND1), demostrandose in vitro que ambas proteinas son funcionales, y generan la
sobre-expresion de genes relacionados con la inmunidad innata de los peces, como son las
citoquinas pro-inflamatorias del tipo IL-1p, IL-8 y TNF-a en células de rifion anterior de

dorada y trucha arcoiris .
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8. PROYECCIONES FUTURAS

La generacion de péptidos sintéticos basados en la estructura del sitio de union de flagelina a TLRS y
la producciéon de dos proteinas recombinantes que resultaron ser funcionales en ensayos in vitro,
aumentando los niveles transcripcionales de IL-1B, TNF-a e IL-8, genes que son de importancia en la
inmunidad innata de los peces, respaldan el efecto inmunomodulador de flagelina y pétidos derivados
de flagelina, sugiriendo que pueden ser buenos inmunoestimulantes en peces de cultivo, no solo para el
control y prevencion de la vibriosis, sino que también con un efecto transversal a otras enfermedades,
pudiendo ser administrada como inmunoestimulante en dieta o inyectable en combinacion con vacunas
monovalentes y multivalentes. En futuros estudios se podra evaluar la actividad biologica de estas
proteinas in vivo y corroborar los efectos en el sistema inmune en el organismo completo y determinar

sus efectos protectivo en desafios con patogenos bacterianos.
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9. NOMENCLATURA

ADN: Acido desoxirribonucleico.

APCs: Célula presentadora de antigenos (Antigen Presenting Cell)

ARN: Acido ribonucleico

BCA: Acido Bicinconinico

BSA: Albimina de suero bovino

CHO: Ovario de Hamster Chino

c¢DNA: ADN complemantario (complementary DNA)

CDB: Dominio de union a quitina (chitin binding domain)

ClustalW: Programa para alineamiento miiltiple de secuencias

CMMs: Centros melanomacrofagicos

DAB: 3,3'-Diaminobenzidina

DC: Célula dendritica

DMEF: dimetilformamida

DTT: Dithiothreitol

dNTPs: Desoxirribonucledtidos trifosfato

EBI: Instituto de Bioinformética Europeo (European Bioinformatics Institute)
EDTA: etanolamina tetra-acétato

EF: Factor de elongacion

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
Fla: Flagelina

Fmoc: 9-fluorenilmetoxicarbonil

HPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento (High-performance liquid chromatography)
HOB: 1-hidroxibenzotriazol

Ig: Inmunoglobulina

IL: Interleuquina

IPN: Necrosis pancredtica infecciosa causada por virus (Infectious Pancreatic Necrosis).
IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido

[RF-3: factor 3 regulatorio del interferén

ISA: Anemia infecciosa del salmon causada por virus (Infectious Salmon Anemia).
LPS: lipopolysaccharide (LPS)

LB: Medio Luria-Bertani
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MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)
mRNA: ARN mensajero

NCC: células citotoxicas no especificas

ND1: Extemo amino del dominio D1

NEF-kB: factor de transcripcion nuclear kappa B

NK: células agresoras naturales (natural kille)

NO: Oxido nitrico

NOD: dominio de oligomerizacion de unién a nucledtidos

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patogenos (pathogen-associated molecular patterns)
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)
PDB: Base de datos proteica (Protein Data Base)

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones

qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativo

RIG-1: 4cido retinoico inducible del gen 1

ROS: Especies reactivas del oxigeno

rps18: Proteina ribosomal S18

SDS: Dodecil-sulfato de sodio

SHK-1: Células de rifién anterior de salmén

TAE: Buffer Tris-Acetato-EDTA.

TCR: Receptor de células T (7 Cell Receptor).

TEMED: N,N,N' N'-tetrametiletilenodiamina

TFA: acido trifluoroacético

TLRs: receptor tipo Toll (toll-like receptor)

TNF: Factor de necrosis tumoral

TRIS: tris-(hidroximetil)-aminometano
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ANEXO1

Complemento a Materiales y Métodos

Tabla A.1.

Caracteristicas de los partidores disefiados para amplificar Fla y ND1 de Vibrio anguillarum por PCR (N°Acceso
GenBank U52198.1)

Gen Partidor Secuencia Tm Tamano
Producto
Fla-F C AGATCAATATGGC
FlaB ETAAGG e 60 1205 pb
Fis-R. ACCTCATAGGTTGGCAGTGA
Fla-Ndel-F CATATGGCAATTAATGTAAGCACTAA
FlaB scfibdiard: 60 1128
Fla-Ndel-R
> CATATGACCCAATAGACTAAGAGCTG
NDI-NdeLF CATATGGCAGCGGGTCTACAAATCT
FlaB 60 39
NDI-Ndel-R CATATGATAGCTCTTACCGCCCATC
Tabla A.2.
Caracteristicas de los partidores utilizados para PCR tiempo real.
NPacceso
Especie gen partidores
GenBank
Trucha F- GGAGAGGTTAAAGGGTGGCGA
. IL-1B | R TGCCGACTCCAACTCCAACA NM_001124347.1
Trocha F- GGATGTCAGCCAGCCTTGTC
. -3 R- TCCAGACAAATCTCCTGACCG AX160081.1
Trucha F- AGCATGGAAGACCGTCAACGAT
arcoiris TNFo | g ACCCTCTAAATGGATGGCTGCTT PRL DLHISES]
Trucha F- ACCCTCCTCTTGGTCGTTTC
— EP-1 R- TGATGACACCAACAGCAACA PR, gotlanna ]
Trucha Tirss | F-TGCTTCAAGTTATCTGCGAGGGGA
abciiia R- TGGGGTGCATTTCACCACTTGC NM 001124208, 1
F- GGGCTGAACAACAGCACTCTC
Dorada 0.-1p R- TTAACACTCTCCACCCTCCA AlirTIee2
F- GCCACTCTGAAGAGGACAGG
Dorada IL-8 R- TTTGGTTGTCTTTGGTCGAA AM765841
Dorada F- TCGTTCAGAGTCTCCTGCAG
TNFo | B TCGCGCTACTCAGAGTCCATG AJ413189
Dorada F- AGGGTGTTGGCAGACGTTAC
PS8 | R CTTCTGCCTGTTGAGGAACC AMATO06]
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ANEXO IT

Complemento a Resultados

ProtScale output for user sequence
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S.typhimurium AAGQATANRFTANIKGLTQASRNANDGI S TAQT TEGALNE INNNLQRVRELAVQSANS-~ 58
E.coli AAGQATANRFTSNIKGLTQAARNANDGISVAQTTEGALSEINNNLQRVRELTVOATTG-- 58
B.subtilis AAGLAISEP@&RGQIRGLEMASWSQDGISLIQI‘AEGALTETHAILQRV‘RELWQAGN'I’GT 60
P.aeruginosa ARGLQISNRLSNQISGLNVATRNANDGIS LAQTAEGALQQSTNI LORIRDLALOSANG-- 58
V.anguillarum AAGLQISNRLTSQSRGLDMAVRNANDGI S IAQTAEGAMNETTNILQRMRDLSLQOSANG-- 58
E.tarda AAGOATISNRFTANINGLTQASRNANDGISLAQT TEGALNEVNNNLONIRRLSVQAQNG-- 58
A.salmonicida AAGLQISN’RLTSQINGLDQGNR\IANDGISVAQTAEGPMJEVTSMLQMTLRQQSANG—— 58
P.salmonis AAGYAIITRMTTRLKGYDTAVRNASDAVS LVQIAGGAVGQQVNMLQRVRTLALQSAND-- 58
ko * 2 . * . :*:'*_:*: * 2 *i: z **‘:* * *:
S.typhimurium TNSQSDLDSIQAE ITQRLNEIDRVSGQTQFNGVKVLA-QODNTLTIQVGANDGETIDIDLK 117
E.coli 'I'NSESDLSSIQDEIKSRLDEIERVSGQ‘I‘QFNGVNVLA*KNGSMKIQVGAND}QTITIDLK il
B.subtilis QODKATDLQS IQDEISALTDEIDSISNR’I'EFNG(KLLD—GTYKVDTA’I‘PANQ~}{NLVFQIG 118
P.aeruginosa SNSDAH{AALQKEVAPQQAELTRISDTI‘TFGGRKLLEI;SFGTI’SFQVGSNAYETIDISLQ 118
V.anguillarum swsssmmmvsmmnsrmsrmm:msmmms 118
E. tarda SNSSSDLOSICDEITCRLGEIDRISQQTDENGVKVLS-KDQKLTIQVGANDGETIDIDLK 117
A.salmonicida SNNTDDRTALQQEYDQLMTEIDRVAGDT TFGGONLLNGGYEG-TFQVGADAGQTITFRMT 117
P.salmonis 118

S.typhimurium
E.coli
B.subtilis
P.aeruginosa
V.anguillarum
E.tarda
A.salmonicida
P.salmonis

TNNTTDRANLNLEVQEI IEEFGFVAERTKFNGVRLLDGS LANOQMFQIGVEVIDTLS LTFG
- - * . - % - - - -

3 : D W o ks £

PLOKIDAALAQVDTLRSDLGAVONRFNSATI TNLGNTVNNLTSARSRI 454
PLKALDDATASVDKFRSSLGAVQNRLDSAVTNLNNTTTNLSEAQSRI 456
QLKVVDEAINQVSSQRAKLGAVONRLEHT INNLSASGENLTAAESRI 263
ATAVVDNALAAIDAQRADLGAVONRFKNTIDNLTNISENATNARSRI 447
AVALIDGALKAVDSQRASLGAFONRFGHAISNLDNINENVNASRSRI 335
PLATLDKALSQVDQLRSGLGAVQNRFDSVINNLNSTVNNLSASRSRI 335
AMANLDYMIKVVDSKRAELGAVQNRFDS TIRNQANISENVNAARSRI 265
TVEIVDAALDTLTTIGAELGAKQNRLDVTIASIENQELNLTSARGRI 489
- . . - - *

* : a s * ko tii’: I

Figura 1. Alineamiento multiple de la secuencia proteica del dominio D1 de flagelina de diversas bacterias.
El alineamiento fue creado con ClustalW, obteniéndose un promedio ~ 50% de identidad entre todas las
secuencias.
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