Universidad Austral de Chile

Facultad de Ciencias

Profesor Patrocinante
Dr. Jaime Figueroa V.
Instituto de Bioquimica
Facultad de Ciencias

CLONAMIENTO DEL PRECURSOR DE ISOTOCINA
DE Salmo salar Y EVALUACION DE SU EXPRESION EN PECES
SANOS Y ENFRENTADOS A PATOGENOS BACTERIANOS

Tesis de grado presentada como parte
de los requisitos para optar al grado de
Licenciado en Bioguimica y Titulo
Profesional de Bioguimico.

SEBASTIAN ALEJANDRO FUENTES ALBURQUENQUE
VALDIVIA - CHILE

2006



““Los seres humanos no nacen para siempre el dia en que sus madres los alumbran,
sino que la vida los obliga a parirse a si mismos unay otra vez”

Gabriel Garcia Marquez



AGRADECIMIENTOS

Sin duda la familia representa la base de la formacién del individuo (en este caso yo) y por
eso empezaré por ahi. A mis padres, Juan Carlos y Herminia, y a mi hermano Mauricio por su
amor Yy carifio durante este cuarto de siglo que estoy en este planeta. También mencionar a
abuelos, primos y tios por contribuir directa o indirectamente a mi desarrollo. Aunque sin
consanguinidad, Loretto a estas alturas ya es mi familia y es la persona que me ha acompafado
en las buenas y en las malas durante los Gltimos 7 afos; gracias por tu amistad, amor y paciencia.

Quiero expresar mi profunda gratitud hacia la gente del laboratorio de biologia molecular de
peces, especialmente al profesor Jaime Figueroa por su apoyo, conocimientos, buena disposicion
y especialmente su muy buen humor en la vida (una cualidad notable en cualquier persona).
Igualmente a la profesora Gudrun Kausel por su buena disponibilidad para brindar apoyo y por su
alegria. Un super agradecimiento a Alex Romero, quien siempre estaba ahi para apoyarme (y a
todo el que lo necesitara) y lo hacia con una paciencia inquebrantable jGraaaaaande pelao!
También agradezco a Denise y Rodrigo (Yogui) por su apoyo y gratas conversaciones.

Y el dltimo grupo de gente (pero no menos importante) al que agradezco de todo corazon es
al de amigos. Con ellos he pasado excelentes momentos y he compartido un montén de
experiencias, nos hemos alimentado mutuamente para crecer como personas y ser mejores. A
Franco, Jano, Felipe (Macaco), Nacho, Paola, Joaquin, Javier y Gaby por su amistad durante
estos afios de universidad; y a Jorge, Diego y Carlos porque a pesar del paso del tiempo y las
distancias seguimos siendo los mismos desde que salimos del liceo.

Finalmente, a todos lo que pagan impuestos en este pais, porque asi el fisco pudo financiar el

proyecto FONDECYT 1040073, sin el cual esta tesis no hubiese sido posible.



3.1

3.11

3.1.2

3.1.3

3.1.4

3.15

3.1.6

3.1.7

3.1.8

3.2

3.2.1

3211

3.2.1.2

3.2.13

3.2.1.4

3.2.15

INDICE DE CONTENIDOS

RESUMEN
SUMMARY
INTRODUCCION
MATERIALES Y METODOS
MATERIALES
Reactivos
Soluciones
Enzimas
Kits
Anticuerpos
Instrumentos
Softwares
Material biologico
METODOS
Clonamiento del precursor de isotocina de Salmo salar
Disefio de partidores
Preparacion de RNA total
Sintesis de cDNA (transcripcion reversa)
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Pag

13
13
13
15
16
16
17
17
17
17
18
18
18
19
20
21

21



3.2.1.6

3.2.1.7

3.2.1.8

3.2.1.9

3.2.2

3.2.21

3.2.2.2

3.2.2.3

3.2.3

3.2.3.1

3.2.3.2

3.2.33

3.2.3.4

3.2.35

3.2.3.6

3.2.4

3.25

3.2.6

3.2.7

3.2.7.1

Preparacion de células competentes
Ligacion al vector de clonamiento pGEM-Teasy®
Transformacion con el producto de ligacion
y seleccidn de clones
Secuenciacion
PCR semicuantitativo: Precursor de isotocina y B-actina
Partidores
Cinética de amplificacion
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Generacion del DNA competidor MIMICS
Preparacion de DNA plasmidial
Obtencion del fragmento de DNA correspondiente al
precursor de isotocina
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Digestion y religacion
Ligacién al vector de clonamiento pGEM-Teasy®
Transformacién con el producto de ligacion
y seleccidn de clones
Cinética de amplificacion
Ensayos de competencia
Digestion con enzimas de restriccion
Inmunohistoquimica

Fijacion de los cortes histologicos

21

22

22

23

24

24

24

25

25

26

26

28

28

29

29

30

31

33

35

35



3.2.7.2 Inmunohistoquimica cromogénica

3.2.7.3 Inmunohistoquimica de fluorescencia
RESULTADOS
4.1 Clonamiento del precursor de isotocina
4.2 Cuantificacion de los niveles de mRNA de isotocina
4.2.1 Cuantificacion del transcrito de isotocina mediante

RT-PCR semicuantitativo
422 Cuantificacion del transcrito de isotocina mediante

RT-PCR competitivo

4.3 Distribucion de copeptin y prolactina en encéfalo de S. salar

4.4 Cuantificacion de copeptin y prolactina en hipofisis de S. salar
DISCUSION

5.1 Clonamiento y caracterizacion molecular del precursor de isotocina

5.2 Copeptin, prolactina e inmunidad innata de S. salar

6 BIBLIOGRAFIA

35

36

38

38

47

49

53

58

63

68

68

71

79



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Tablal

Tabla 2

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

INDICE DE FIGURA Y TABLAS

Secuencias de los nonapéptidos ciclicos de origen hipotalamico
Esquema general de las poliproteinas precursoras de los
péptidos hipotalamicos

Estrategia experimental usada para generar el DNA
competidor MIMIC

Enzimas de restriccion utilizadas a lo largo del presente trabajo
con sus correspondientes temperaturas y tampones
Anticuerpos y sus caracteristicas utilizados en los ensayos

de inmunohistoquimica

Fraccionamiento en gel de agarosa-formaldehido de la muestra
de RNA total de hipotdlamo de S. salar

Fraccionamiento en gel de agarosa al 1% de los productos de

amplificacion por PCR utilizando los partidores SSIT-1f y SSIT-2r
Fraccionamiento de los productos de las digestiones efectuadas con

EcoRI a las preparaciones de DNA plasmidial de los distintos clones

Fraccionamiento por electroforesis en gel de agarosa
de los productos de digestion del clon psIT-1
Secuencia nucleotidica de psIT-1 clonado a partir de cDNA

de hipotalamo de S. salar

Pag

10

27

34

37

39

40

41

43

44



Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Alineamiento multiple de la secuencia nucleotidica del cDNA del
precursor de isotocina de S. salar
Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica deducida del
cDNA del precursor de isotocina de S. salar
Fraccionamiento en gel de agarosa-formaldehido de las muestras
de RNA total de hipotalamo de alevines de S. salar
Cinética de amplificacion para isotocina y p-actina
Comparacion de los niveles de transcrito de isotocina entre
diferentes muestras de S. salar mediante RT-PCR doble
Cinética de amplificacion para isotocina y el competidor
Ensayo de competencia
Niveles de mRNA de isotocina en hipotdlamo de S. salar
bajo diferentes estados patol6gicos
Inmunodetecion de copeptin y prolactina en corte sagital de la region
hipotalamica y pituitaria de S. salar adulto
Inmunodeteccidn de copeptin en corte sagital de la region hipotalamica
y pituitaria de S. salar adulto
Inmunodeteccion de copeptin en Rostral pars distalis de pituitaria de
S. salar adulto
Inmunodeteccién de Cp en hipdfisis de S. salar en distintos estados
patologicos
Inmunodeteccién de Cp en hipofisis de S. salar en distintos estados de

desarrollo

45

46

48

50

51

54

56

57

59

60

62

64

65



Figura 22

Figura 23

Vi

Inmunodeteccion de PRL en hipofisis de S. salar en distintos estados
patologicos 66
Inmunodeteccién de PRL en hipofisis de S. salar en distintos estados de

desarrollo 67



vii

LISTA DE ABREBIATURAS

aa Aminoacido(s)

AVP Arginina-vasopresina

AVT Arginina-vasotosina

Cp Copeptin

C.S.p. Cantidad suficiente para

cDNA Complementary DNA / DNA complementario
DNA Desoxyribonucleic acid / Acido desoxirribonucleico
dNTP Desoxinucleosido trifosfato

GH Growth hormone / Hormona del crecimiento

10D Integrated Optic Density / Densidad dptica integrada
IHQ Inmunohistoquimica

IT Isotocina

MCS Multiple cloning site / Sitio de multiple clonamiento
Np Neurophysin / Neurofisina

NPO Nucleo predptico

NPV Nucleo paraventricular

NSO Nucleo supradptico

oT Ocitocina

pb Pares de bases

PAP Complejo Peroxidasa Anti-Peroxidasa



PCR

PRL

rpm

RNA

RPD

RT - PCR

UFC

Polymerase Chain reaction / Reaccion en cadena de la polimerasa
Prolactina

Revoluciones por minuto

Ribonucleic acid / Acido ribonucleico

Rostral pars distalis

Reverse transcription - PCR / Transcripcion reversa — PCR

Unidades formadoras de colonia

viii



1. RESUMEN

Prolactina (PRL) es considerada la hormona mas versatil de los vertebrados; entre los mas de
300 efectos atribuibles a este péptido de origen hipofisiario se encuentra la modulacion del
sistema inmune, tanto en mamiferos como en peces. Respecto a la liberacion de esta hormona
desde las células lactotropas, se ha postulado que el motivo copeptin (Cp), presente en los
precursores de isotocina/vasotocina y vasopresina, posee una actividad liberadora de PRL.

En el presente trabajo fue clonado el precursor de isotocina del Salmén del Atlantico, Salmo
salar, a partir de RNA total de hipotdlamo. La bdsqueda in silico de secuencias permitid disefiar
partidores especificos, con los que se logro clonar y secuenciar un fragmento de 510 pb, cuya
secuencia aminoacidica deducida contiene la tipica estructura de un precursor de esta clase:
Peptido sefial — Isotocina — Neurofisina - Copeptin. El analisis de homologias mostro una alta
identidad con precursores de especies salmonideas cercanas.

Por otra parte, se evaluaron posibles diferencias en la expresion de este péptido en peces en
diferente estado patoldgico. Fueron usados para este objetivo alevines controles y desafiados con
los patégenos Vibrio ordalii, Piscirickettsia salmonis y Renibacteruim salmoninarum; en ellos se
evalué el nivel del copeptin a dos niveles: (1) transcripcion, mediante RT-PCR competitivo y (2)
expresion, por inmunohistoquimica. En ambos casos no se observaron diferencias significativas.

Finalmente, por medio de inmunohistoquimica se observo el patrén de distribucion de Cp y
su relacion morfoldgica con las células lactotropas de la pituitaria en cortes sagitales de la region
hipotalamica de salmones adultos.

Por tratarse de una especie de gran valor comercial en nuestro pais, resulta de interés

conocer a fondo los mecanismos que regulan la inmunidad innata del Salmén del Atlantico.



SUMMARY

Prolactin (PRL) is thought to be the most versatile hormone in the vertebrates, this
hypophysial peptide has more than 300 effects including the modulation of the immune system in
mammals and fish. Concerning the release of this hormone from the lactotroph cells, the copeptin
moiety (Cp) of the isotocin/vasotocin and vasopressin precursors has been proposed as a putative
PRL releasing factor.

In the present work, the isotocin precursor of the Atlantic Salmon (Salmo salar) was cloned
from hypothalamus total RNA. Specific primers were designed by in silico sequence search, with
which was possible to clone and sequence a 510 bp fragment. The deduced aminoacid sequence
has the typical structure observed in these precursors: Signal peptide — Isotocin — Neurophysin —
Copeptin. The homology analysis showed high identity with precursors from other salmonid
species.

Control and Vibrio ordalii, Piscirickettsia salmonis and Renibacteruim salmoninarum-
challenged fries were used to evaluate potential differences in the expression of this peptide.
Copeptin levels were assessed by: (1) transcription by competitive RT-PCR and (2) expression by
immunohistochemistry. No significant differences were observed in both cases. Moreover,
immunohistochemical assays in sagittal sections of hypothalamus from adult salmons showed the
pattern of Cp and its morphologic relationship with the lactotroph cells of the pituitary.

This work contributes to the knowledge on the mechanisms that regulate the innate immunity

of the Atlantic Salmon, of high commercial value in our country.



2. INTRODUCCION

La existencia de una interaccion entre el sistema endocrino y el sistema inmune es un hecho
aceptado en la actualidad, fundamentada con abundante informacion que sugiere fuertemente esta
relacion, tanto en mamiferos como en peces. Para poder establecer una comunicacién efectiva
entre ambos sistemas, es necesario que exista un lenguaje quimico comdn, es decir, que el
sistema endocrino produzca mediadores que ejerzan un efecto sobre el sistema inmune, y
viceversa. De esta manera, es posible mantener una comunicacion bidireccional eficiente entre
ambas partes, la que es esencial para la mantencion de la homeostasis. Existe una amplia
documentacién acerca de este tema, la que se ha focalizado principalmente en la mediacion de
citoquinas por parte del sistema inmune hacia el sistema endocrino; y por cortisol, hormona del
crecimiento (GH) y prolactina (PRL) desde el sistema endocrino hacia el sistema inmune (Harris
& Bird, 2000).

Los integrantes del sistema inmune se comunican entre si por medio de una familia de
moléculas de origen peptidico denominadas citoquinas. De igual modo, el sistema endocrino
integra sus distintos 6rganos y ejerce un efecto a nivel sistémico a través de su propio idioma: las
hormonas, mediante las cuales, un organismo es capaz de adaptarse a los cambios que ocurren en
el entorno y a los diferentes estadios de su desarrollo. Dentro de éstas, existe un grupo que ha
sido estudiado por su posible participacion en la regulacion del sistema inmune. Aqui
encontramos especialmente a las hormonas reproductivas y las pertenecientes al eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) (Weyts et al., 1999; Harris & Bird, 2000).

En una diversidad de peces se han descrito variados efectos de diferentes hormonas sobre

componentes del sistema inmune. Se ha descrito, por ejemplo, que la infiltracion leucocitaria



hacia el timo, glandula adrenal y agallas se ve incrementada luego de la administracién in vivo de
cortisol (Maule & Schreck,1990; Peters et al., 1991; Balm & Pottinger, 1993; Iger et al., 1995);
ademas la adicion in vitro de esta hormona tiene como resultado una inhibicion en la
proliferacion de linfocitos (Grimm, 1985; Tripp et al., 1987; Pulsford et al., 1995; Espelid et al.,
1996; Weyts et al., 1997) y una produccion reducida de anticuerpos (Tripp et al., 1987).

Las hormonas reproductivas también han mostrado ejercer un efecto sobre el sistema
inmune. Se han observado variados ejemplos de esto en algunos salmonideos como trucha arco
iris (Oncorhynchus mykiss) en donde la proliferacion de linfocitos se ve estimulada por estradiol
e inhibida por 11-cetotestosterona (Cook, 1994). Ademas, en otra especie de la misma familia, el
salmon chinook (Oncorhynchus tshawytscha) se ha visto que testosterona reduce el nimero de
células productoras de anticuerpos (Slater & Schreck, 1993).

La pituitaria es sin duda uno de los puntos de regulacion mas importantes en la mantencién
de la homeostasis. Ella produce y secreta una gran variedad de péptidos y hormonas esenciales
para el correcto desarrollo y funcionamiento del organismo. Entre estas Ultimas podemos destacar
a dos de ellas por haber evidenciado algin tipo de efecto sobre el sistema inmune: hormona del
crecimiento (GH) y prolactina (PRL) (Harris & Bird, 2000).

La hormona del crecimiento es una hormona de naturaleza peptidica sintetizada en la
adenohipofisis que se encuentra ampliamente distribuida en los vertebrados y cuya funcion
principal en el organismo es la regulacion del crecimiento somatico post-natal, sin embargo en
peces también tiene influencia sobre la osmorregulacién y estimula la sintesis de esteroides
gonadales (Sakai et al., 1996b). Adicionalmente, se ha observado que GH también esta implicada
en la regulacion del sistema inmune en peces; ella ha mostrado estar involucrada en la

estimulacion de la linfopoyesis y fagocitosis en besugo marino de cabeza dorada (Sparus aurata)



y en besugo marino plateado, Sparus sarba (Calduch-Giner et al., 1995 y 1997; Narnaware et al.,
1997) y ademas en estimular la mitogénesis leucocitaria en salmon chum, Oncorhynchus keta
(Sakai et al., 1996Db). Igualmente, en trucha arco iris (O. mykiss) se ha descrito que la fagocitosis,
actividad “Natural Killer”, produccién de anticuerpos y actividad hemolitica del suero se ve
aumentada por efecto de esta hormona (Kajita et al., 1992; Sakai et al., 1995 y 1996a; Yada et
al.,1999).

Prolactina, descrita por primera vez en 1928 como un factor hipofisiario capaz de estimular
la secrecion de leche en conejos, es considerada la hormona mas versétil en los vertebrados. Se
han descrito mas de 300 efectos atribuibles a ella, los que han sido clasificados dentro de seis
areas: (1) balance de electrolitos y agua, (2) crecimiento y desarrollo, (3) endocrinologia y
metabolismo, (4) cerebro y comportamiento, (5) reproduccion e (6) inmunorregulacion y
proteccion (Bole-Feysot et al., 1998). Esta hormona es producida principalmente en la pituitaria;
las encargadas de la sintesis y secrecion de PRL son las células lactotropas, caracteristicas de la
Rostral pars distalis (RPD) en la mayoria de las pituitarias de los teledsteos. Sin embargo, se ha
demostrado la existencia de expresion del gen de PRL en sitios extrahipofisiarios, como higado,
intestino, rifién, gonadas, bazo, musculo, agalla y cerebro. Estructuralmente, PRL es un
mondmero de entre 185 y 188 aminoacidos en los teledsteos, con dos puentes disulfuro
estabilizando su estructura tridimensional (Manzon, 2002).

Respecto al rol que jugaria PRL como moduladora de la inmunidad en peces, numerosos son
los reportes que describen efectos en componentes del sistema inmune atribuibles a esta
hormona. La estimulacién de la linfopoyesis y fagocitosis en especies como el besugo marino
plateado (S. sarba) y el aumento de la mitogénesis leucocitaria en salmén chum; aumento en la

fagocitosis, actividad “Natural Killer”, produccion de anticuerpos y actividad serohemolitica en



trucha e incremento del titulo plasmatico de IgM son algunos ejemplos que han sido revisados en
mas de una oportunidad (Weyts et al., 1999; Harris & Bird, 2000).

En el salmonido trucha arco iris (O. mykiss) se ha mostrado que PRL participa activamente
en la regulacion de los niveles plasmaticos de inmunoglobulinas M (IgM), el principal
componente del sistema inmune humoral en teledsteos, siendo necesaria para la mantencion de
los niveles circulantes de dichas inmunoglobulinas (Yada et al., 1999). También ha sido
reportado que PRL presenta un efecto estimulante sobre la actividad de células fagociticas de esta
misma especie (Sakai et al., 1996c¢).

Como se menciond anteriormente, a PRL le han sido atribuidas multiples funciones, por lo
que la amplia distribucién de su receptor no hace mas que avalar la versatilidad de esta hormona.
En diferentes especies, el receptor de prolactina (rPRL) ha sido identificado en una diversidad de
6rganos como corazon, timo, higado, pancreas, rifidn, pituitaria, pulmon, bazo, pancreas, musculo
esquelético y piel (Freeman et al., 2000). Ademas, ha sido reportada la presencia de estos
receptores en células de tejido hematopoyético de rata (Gagnerault et al., 1993) y carpa, Cyprinus
carpio (San Martin et al., 2004).

Respecto a la liberacion de prolactina desde la hipdfisis, clasicamente se acepta que las
células lactotropas poseen una alta actividad secretoria en forma constitutiva. Sin embargo, la
secrecion de prolactina desde pituitaria se encuentra bajo un control inhibitorio constante de
origen hipotaldamico efectuado por dopamina, siendo este neurotransmisor el principal factor
inhibidor de la sintesis y liberacion de PRL (Freeman et al., 2000). Por el contrario, la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) y la hormona liberadora de tirotropina (TRH) han mostrado

actuar como factores liberadores de PRL en peces.



Se ha identificado un péptido con actividad secretora de PRL a partir de hipotdlamo bovino
(Hinuma et al., 1998), el cual pertenece a la familia de péptidos denominados arginil-fenilalanil-
amida o simplemente RFa (Fujimoto et al., 1998) debido a que contienen este motivo en su
region C-terminal. En peces, un péptido analogo fue descrito casi simultaneamente en carpa
cruciana, Carassius auratus langsdorfii (Fujimoto et al., 1998) y posteriormente se report6 su
presencia en salmén chum, el cual tiene la capacidad de inducir la liberacién de PRL in vivo e in
vitro en trucha arco iris (Moriyama et al., 2002). Ademéas de los mencionados factores con
actividad liberadora de PRL, se ha postulado que el motivo C-terminal del precursor de
vasopresina en mamiferos, copeptin, también estimularia la liberacion de PRL desde las células
lactotropas (Nagy et al., 1988).

Los nonapéptidos ciclicos de origen hipotaldmico arginina-vasopresina (AVP) y ocitocina
(OT) en mamiferos tienen sus correspondientes analogos en peces, arginina-vasotocina (AVT) e
isotocina (IT) (Figura 1). En mamiferos, AVP (también llamada hormona antidiurética 0 ADH)
principalmente estimula la reabsorcion de agua en los rifiones, manteniendo asi la osmolaridad
sanguinea en los niveles normales; OT en tanto, juega un papel fundamental en la reproduccion,
estimulando la contraccion uterina durante el parto y la secrecion de leche durante la lactancia
(Gainer & Wray, 1994). En peces estos péptidos han sido involucrados en la osmorregulacion y
funcion vascular, stress y reproduccion (Duarte et al., 2002); aunque es muy probable que sus
funciones no terminen ahi, puesto que se ha reportado la presencia de receptores de IT en una
variedad de 6rganos como vejiga, bazo, cerebro, agalla, intestino, higado, corazon, rifion y
6rganos reproductivos femeninos (Hausmann et al., 1995). Ademas, esta familia de péptidos
juega un importante rol en el comportamiento social y reproductivo en varias especies (Goodson

& Bass, 2000; Goodson et al., 2003; Bielsky & Young, 2004; Thompson & Walton, 2004).



Cys — Tyr — Ile — Ser — Asn — Cys — Pro — lle — Gly — NH» IT
Cys — Tyr — Ile — GIn — Asn — Cys — Pro — Arg — Gly — NH» AVT

Cys — Tyr — lle — GIn — Asn — Cys — Pro — Leu — Gly — NH; oT
Cys — Tyr — Phe — GIn — Asn — Cys — Pro — Arg — Gly — NHy AVP

Cys — Tyr — Ile — GIn — Asn — Cys — Pro — Ile — Gly — NH» MT

Figura 1: Secuencias de los nonapéptidos ciclicos de origen hipotalamico. Los residuos
de cisteina 1 y 6 (asteriscos) forman un puente disulfuro que mantiene la estructura
tridimensional. Se muestra también mesotocina (MT), el anadlogo de IT en reptiles, aves y
anfibios. AVP y AVT se caracterizan por la presencia de un residuo aminoacidico basico
en la posicion 8, mientras que OT, IT y MT poseen un residuo hidrofobico en esa
posicion. Los componentes de esta familia poseen un grupo amida en el residuo de glicina

al extremo carboxilo terminal.




Estos péptidos son producidos principalmente en neuronas magnocelulares organizadas en
nucleos o cumulos discretos en la region hipotalamica. En mamiferos, los somas neuronales
productores de OT y AVP se encuentran en el nucleo paraventricular (NPV) y ndcleo supra-
optico (NSO), cuyas prolongaciones axonales liberan su contenido a la sangre en la pituitaria
posterior (Bielsky & Young, 2004). En peces, estas neuronas se encuentran en grupos ubicados
en el nacleo predptico (NPO) y sus axones se extienden hasta la neurohipdfisis, lugar en el cual
se acumula el producto de sintesis a la espera del estimulo indicado para ser liberado al torrente
sanguineo (Van den Dungen et al., 1982).

Los péptidos pertenecientes a esta familia son sintetizados como parte de una poliproteina de
aproximadamente 150 residuos aminoacidicos. Todas presentan una organizacién caracteristica
similar, encontrdndose un péptido sefial en el extremo amino terminal, seguido del nonapéptido
propiamente tal, neurofisina (Np) y una region rica en residuos de leucina llamada copeptin (Cp)
hacia el extremo carboxilo terminal (Figura 2). Todas ellas presentan la sefial de corte proteolitico
Gly-Lys-Arg entre el nonapéptido y Np, indicando que en algun punto, probablemente durante su
transporte axonal, ambos componentes son escindidos.

La mayor diferencia entre los precursores de mamiferos y peces se encuentra en el motivo
carboxilo terminal o copeptin. En mamiferos sélo el precursor de AVP contiene este fragmento,
mientras que el de OT carece de €l; ademas este posee una sefial de N-glicosilacion (por lo que a
menudo es también conocido como glicopéptido) y se puede encontrar liberado de Np por
hallarse un sitio de corte entre ellos, representado por un residuo de arginina. En peces ambos
precursores poseen el motivo Cp, el cual carece de la sefial de glicosilacién, y posiblemente
permanece unido a neurofisina debido a que no se observa el mencionado residuo de arginina

entre ambos.
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* * T

Figura 2: Esquema general de las poliproteinas precursoras de los péptidos hipotalamicos.
Los asteriscos (*) indican sefiales de corte proteolitico responsables de la escision del
nonapéptido, las que se encuentran presentes en todos los precursores y en todas las
especies conocidas. Un tercer sitio de corte (1) se encuentra en los precursores de AVP en

mamiferos.
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En peces, los precursores de AVT e IT han sido clonados en varias especies (Heierhorst et
al., 1989; Figueroa et al., 1989; Hyodo et al., 1991; Flores, 2001), compartiendo todos ellos
caracteres en comun. En las secuencias aminoacidicas deducidas a partir de las secuencias de sus
cDNASs se puede observar que siguen el mismo patrén anteriormente mencionado.

Mientras que a neurofisina se le ha atribuido una funcion de transporte, el papel que jugaria
copeptin aun permanece poco claro, siendo su rol como posible factor liberador de prolactina una
posibilidad. Sobre este Gltimo punto, aunque ensayos funcionales realizados en mamiferos han
originado reportes contradictorios (Nagy et al., 1988; Schally et al., 1991), resultados
estructurales obtenidos mediante inmunohistoquimica (IHQ) en pituitaria de carpa, C. carpio, han
revelado la existencia de una relacion morfoldgica entre Cp y las células lactotropas productoras
de PRL (Flores, 2001), por lo que es esperable que tal nexo se encuentre presente en otras
especies de peces.

El salmén del Atlantico (Salmo salar) es un teledsteo de gran trascendencia en la industria
acuicola nacional, siendo nuestro pais el segundo productor a nivel mundial. De ahi la
importancia de enriquecer el conocimiento sobre los mecanismos que regulan el sistema
inmunoldgico de esta especie, ya que cualquier esfuerzo por comprender y mejorar este aspecto
va en directo beneficio de esta actividad. En la actualidad se han desarrollado variadas vacunas
con el fin de proteger los cultivos ante determinadas enfermedades, pero no se han realizado
exhaustivas investigaciones apuntadas a la posible utilizacién del propio sistema inmune innato
del pez como un medio viable de proteccidn.

Los antecedentes anteriormente expuestos sugieren que copeptin se encuentra formando
parte de los precursores de AVT e IT en S. salar, y que posiblemente existe una relacion entre

este y la liberacidn de prolactina.
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Bajo la hipdtesis de que copeptin posee una actividad ligada a la liberacion de prolactina en
esta especie, actividad que se ve aumentada en peces que estan en contacto con bacterias
patdgenas; el presente trabajo se aboca a dilucidar este punto mediante dos principales objetivos:
(1) obtener informacion sobre la forma y funcion de copeptin mediante el analisis de secuencia de
su cDNA, y (2) estudiar la relacién entre la presencia de copeptin y la produccion y/o secrecion
de prolactina en S. salar, tanto en peces sanos como en peces que se encuentran en contacto con
patdgenos bacterianos cominmente encontrados en centros de cultivo de la region.

Resumiendo, en el presente trabajo se pretende establecer una evidencia de la relacién
copeptin / liberacién de prolactina / modulacion del sistema inmune aplicado al modelo de Salmo

salar.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Reactivos
e Acetato de sodio, USBiological.
e Acido acético, Merck.
e Acido clorhidrico, HCI, Merck.
e Acido etilendiamino tetracético, EDTA, Riedel-de Haén.
e Acido 3-(N-2-morfolino) propano sulfénico, MOPS, Sigma.
e Acido picrico, Merck.
e Agarosa, Winkler.
e Albumina de suero bovino, BSA, Winkler.
e Alcohol etilico, Riedel-de Haén.
e Alcohol isoamilico, Sigma.
e Alcohol isopropilico, Baker Chemical Co.
e Ampicilina, Sigma.
e Azul de bromofenol, Sigma.
e Bacto-agar, Winkler.
e Bacto-triptona, USBiological.
e Balsamo de Canadé, Scharlau.
e 5-Bromo-3-indolil-p galactosido, X-Gal, Invitrogen.

e Bromuro de etidio, Promega.
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Citrato de sodio, Winkler.

Cloroformo, Winkler.

Cloruro de calcio, CaCl,, Merck.

Cloruro de magnesio, MgCl,, Merck.

Cloruro de potasio, KCI, Merck.

Cloruro de sodio, NaCl, Scharlau.
Diaminobenzidina, DAB,

Dimetilformamida, Merck.

Dithiothreitol 0,1M; dTT, Invitrogen.
Desoxinuclosidos trifosfato, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Invitrogen.
Dodecil sulfato de sodio, SDS, Winkler.

Extracto de levadura, GribcoBRL.

Formaldehido 37%, Merck.

Formalina, Merck.

Formamida, Merck.

Glicerol, Promega.

Glucosa, Merck.

Histosec, Merck.

Isopropil B-tiogalactopiranosido, IPTG, Invitrogen.
Medio de montaje acuoso para fluorescencia, DakoCytomation.
N-Lauril-sarcosina, Sigma.

Perhidrol 30%, H,0O,, Merck.
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Tiocianato de guanidina, Merck
Tris base, Invitrogen.

Triton X-100, Merck.

Xilen cianol, Sigma.

Xilol, Arquimed.

3.1.2 Soluciones

Bouin acuoso: Cada 100 ml contiene 75 ml de acido picrico saturado en agua, 25 ml
de formalina 40% y 5 ml de acido acético.

Tampon carga para muestra de DNA y RNA 6X: glicerol 50%; EDTA 1 mM pH 8,0;
azul de bromofenol 0,25%; xilen cianol 0,25%.

Medio LB: Bacto-triptona 10 g/l, Extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l
Autoclavado.

Medio LB-agar: medio LB, Bacto-agar 15 g/l. Autoclavado.

Medio SOB: bacto-tiptona 20 g/l; extracto de levadura 5 g/l; NaCl 0,5 g/l; KCI 2,5
mM. Autoclavado.

Medio SOC: medio SOB, MgCl, 10 mM, Glucosa 20 mM.

MOPS 5X (tampdn corrida RNA): MOPS 0,1 M pH 7,0; acetato de sodio 40 mM,;
EDTA 5 mM pH 8,0.

PBS: NaCl 8 g/I; KCI 0,2 g/l; Na,HPO, 1,44 g/l; KH,PO,4 0,24 g/l. pH 7,4.

Solucion de blogueo: PBS; BSA 1%; Triton X-100 0,3% Yy leche descremada 5%.
Solucién de Chomczynski: tiocianato de guanidina 4 M; citrato de sodio 25 mM; N-

lauril sarcosina 0,5% p/v. Fue autoclavado y se agreg6 B-mercaptoetanol 0,1 M.
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e Solucion de revelado: 40 ml PBS; 30 ul H,0, 30%; 2 ml DAB 10 mg/ml.

e STETL: Tris/HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0; NaCl 0,1 M; triton X-100
5%; lisozima 0,5 g/l agregada antes de usar.

e TAE 50X (tampon corrida DNA): Tris base 2 M; acido acético glacial 5,71% vl/v;

EDTA 0,05 M. Autoclavado.

3.1.3 Enzimas
e DNAsa RQ1 RNAse-free, Promega.
e ECoRI, Invitrogen.
¢ Inhibidor de RNAsas, RNAseOUT, Invitrogen.
e Lisozima, Promega.
e Ncol, Invitrogen.
e Ncil, New England Biolabs
e Smal, Invitrogen.
e Taq DNA polimerasa, Invitrogen.
e T4 DNA Ligasa, Gribco BRL.

e Transcriptasa reversa, Invitrogen.

3.1.4 Kits
e E.Z.N.A.Plasmid Miniprep kit I, Omega Bio-tek.
e E.Z.N.A. Gel extraction kit, Omega Bio-tek.

e pGEM-T easy, Promega.
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3.1.5 Anticuerpos.
e Anti Copeptin de carpa (Cyprinus carpio) hecho en conejo, LabBMP.
e Anti Prolactina de tilapia (Oreochromis mossambicus) hecho en conejo. Donado por
el Dr. Marc Muller, Universidad de Liege, Bélgica
e Anti IgG de conejo hecho en cabra.
e Anti Prolactina de tilapia (Oreochromis mossambicus) hecho en raton, LabBMP.
e Complejo peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) hecho en conejo, Rockland.
e Anti IgG de conejo hecho en cabra conjugado a Alexa®488, Molecular Probes.

e Anti IgG de ratén hecho en cabra conjugado a Alexa®568, Molecular Probes.

3.1.6 Instrumentos
e Termociclador Thermo Px2.
e Centrifugas Boeco M-240R y Sorvall RC5B

e Espectrofotometro Spectronic Genesys 2

3.1.7 Softwares
e Un Scan It, Silk scientific Inc.

e Image Pro Plus, Media Cybernetics.

3.1.8 Material biologico
e Las muestras de hipdfisis e hipotalamos, tanto para RT-PCR como para

inmunohistoquimica, fueron obtenidas de alevines de Salmo salar en etapa de agua
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dulce de 20 a 30 gramos desde el centro de experimentacion perteneciente a Novartis,
Puerto Varas, Chile.

e Las muestras de encéfalos fueron obtenidas a partir de individuos adultos de Salmo
salar que se consiguieron en el centro de faenacion de la empresa salmonera Marine
Harvest (ex StoltSeafarm), Puerto Montt, Chile.

e Células Escherichia coli IM109, Promega.

3.2 Métodos

3.2.1 Clonamiento del precursor de isotocina de Salmo salar
3.2.1.1 Disefo de partidores

Se llevo a cabo un rastreo in silico de secuencias nucleotidicas de isotocina de los distintos
salmonideos presentes en la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias de cDNAs de isotocina encontradas fueron las de
salmén chum (Oncorhynchus keta), salmén sockeye o rojo (Oncorhynchus nerka) y salmén masu
(Oncorhynchus masou). Sobre la base de estas secuencias se disefié un juego de partidores que
amplifican un fragmento de 510 pb correspondiente a la regién codificante del transcrito de

isotocina de Salmo salar:

SSIT-1f : 5" -CAAAGCCTCAACCTCAACAC-3 Forward

SSIT-2r : 5 -AGAGGCTGT TTT ATT GGT GG -3’ Reverse
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3.2.1.2 Preparacion de RNA total

-Extraccion de RNA total desde hipotalamo de S. salar

Se homogeneizaron las muestras de tejido (50 mg) en 500 ul de solucién de Chomczynski
(Chomczynski & Sacchi, 1987) utilizando un Ultraturrax. Luego se agregaron 50 pl de acetato de
sodio 2 M pH 4,0 y 500 ul de fenol saturado en agua pH 5,0, mezclando bien luego de afadir
cada solucion. En frio se adicionaron 400 ul de cloroformo:alcohol isoamilo 24:1 y se centrifugd
a 13000 g a 4°C por 10 minutos. En seguida se trasladd la capa superior acuosa (conteniendo el
RNA) a un tubo nuevo y se le agregaron 500 ul de isopropanol frio y se dejo precipitando toda la
noche a -20°C.

Al dia siguiente se sedimentd la muestra centrifugandola a 13000 g por 30 minutos a 4°C,
para luego eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 200 pl de Tris/HCI 10 mM
pH 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0; SDS 0,5% y posteriormente afiadir 400 ul de cloroformo:alcohol
isoamilo 24:1, mezclando por agitacion. Nuevamente se separaron las fases centrifugando a
13000 g por 10 minutos a 4°C, extrayendo la fase superior acuosa y depositandola en un nuevo
tubo. EI RNA se precipitdé adicionando 100 ul de acetato de sodio 2 M pH 5,0 y 520 ul de
isopropanol frio e incubando toda la noche a -20°C.

Finalmente, se centrifug6 a 13000 g por 30 minutos a 4°C y se resuspendié el precipitado en
20 pl de agua desionizada estéril. Posteriormente se cuantifico el RNA por espectrofotometria a
260 nm, utilizando la relacion 1 U.A. = 40 pg/ml.

-Evaluacion de la integridad del RNA por electroforesis denaturante

La muestra se prepard0 mezclando 2 ul de MOPS 5X, 3,5 ul de formaldehido, 10,0 ul de

formamida desionizada y 4,5 ul de RNA (30 ng méximo). Posteriormente se calentd a 65°C por
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15 minutos, se coloco en hielo inmediatamente y se le agregaron 2 ul de buffer carga 6X y 1 ul
de bromuro de etidio 1 mg/ml.

Para llevar a cabo la electroforesis, primero se limpié acuciosamente la cdmara con agua
destilada y luego con etanol. Se prepard un gel de agarosa al 1%, pesando 0,3 g de agarosa y
fundiéndolos en 19 ml de agua estéril, se dej6 enfriar y se adicionaron 6 ml de MOPS 5X y 5 ml
de formaldehido 37%. Antes de cargar las muestras, se precorrio el gel por 5 minutos a 40 mA.
En seguida se cargaron las muestras y se realiz6 la corrida electroforética a 40 mA constante. Una
vez finalizada la corrida, el gel se expuso a luz ultravioleta para poder visualizar los RNAs. Una

vez que la integridad del RNA fue corroborada, éste se guardo a -70°C.

3.2.1.3 Sintesis de cDNA (transcripcion reversa)

Previo a la reaccion de sintesis del cDNA, el RNA fue tratado con DNAsa a fin de eliminar
cualquier interferencia por posibles trazas de DNA gendmico. La reaccion se llevé a cabo en una
mezcla conteniendo 0,5 Unidades de DNAsa RQ1 RNAse-free, 2 ul de tampon DNAsa RQ1
RNAse-free 10X, 5 ug de RNA y agua estéril c.s.p. 20ul. La solucién fue incubada por 1 hora a
37°C seguido de 10 minutos a 70°C.

La transcripcion reversa se realizd en un total de 40 ul de solucion, pero dividido en dos
partes. La primera reaccion se efectué en una mezcla conteniendo 1 uM de oligo-dT; 0,5 mM de
cada dNTP; 5 ug de RNA y agua estéril c.s.p. 24pl. Esta se incub6 por 10 minutos a 65°C. Paso
seguido se le adiciond la segunda mezcla comprendida de 100 Unidades de transcriptasa reversa,
8 ul del tampdn de la transcriptasa reversa 5X, 2 Unidades de RNAseOUT y 10 mM de dTT; en
un total de 16 ul. Como ultimo paso, los 40 ul de mezcla final se incubaron por 50 minutos a

42°C seguido de 10 minutos a 70°C.
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3.2.1.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion de PCR se realizd en un tubo de 0,2 ml conteniendo; 0,5 Unidades de Tag DNA
polimerasa; 2,5 ul del tampon de Tag DNA polimerasa 10X; 2 mM de MgCl,; 0,4 mM de cada
dNTP; 0,4 uM de cada partidor (SSIT-1f y SSIT-2r); 0,5 ul de cDNA y agua estéril c.s.p. 25 pl.

La mezcla contenida en el tubo fue incubada en el termociclador de la siguiente manera:

1.- 3 minutos a 94°C

2.- 30 segundos a 94°C

3.- 25 segundos a 60°C — 30 ciclos

4.- 25 segundos a 72°C

5.- 7 minutos a 72°C

3.2.1.5 Electroforesis de DNA en geles de agarosa
Los geles se prepararon fundiendo 0.3 g de agarosa en 30 ml de TAE y agregando 1 ul de
bromuro de etidio 10 mg/ml. Las muestras se prepararon mezclando 10 ul de la reacciéon de PCR
con 2 ul de buffer de carga 6X. Se cargaron las muestras y se realizé la corrida electroforética a
75 mA. Una vez finalizada la corrida, el gel se expuso a luz ultravioleta para poder visualizar los

DNA:s.

3.2.1.6 Preparacion de células competentes
Con un asa de micron se raspo un stock de glicerol guardado a -70°C de E. coli IM109 y se
sembré en una placa Petri con LB - agar y se incub6 a 37°C por 12 a 16 horas. Luego se tomé una
colonia y se crecio un cultivo de 2,5 ml en medio LB por 12 - 16 horas. Una vez crecido, este

cultivo fue agregado sobre 250 ml de medio LB en un matraz de 1 litro (dilucion 1:100). Se
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incubd a 37°C agitando a 225 rpm en un agitador orbital hasta que la densidad dptica a 600 nm
fuese igual a 0,5; esto es entre 3 y 4 horas aproximadamente. Acto seguido, el cultivo se puso en
hielo y se traspaso a un tubo de centrifuga de 250 ml y se centrifug6 por 5 minutos a 800 g a 4°C,
se descarto el sobrenadante y se resuspendié suavemente el sedimento, moviendo el tubo por 3 a
5 minutos en cdmara fria, en 62,5 ml (1/4 del volumen inicial) de MgCl, 100 mM previamente
enfriado a 4°C.

Una vez resuspendido completamente el sedimento, se centrifugd por 5 minutos a 800 g a
4°C, se elimind el sobrenadante y se resuspendié suavemente el sedimento en 12,5 ml (1/20 del
volumen inicial) de CaCl, 100 mM enfriado a 4°C. Luego se adicionaron 112,5 ml méas (9/20 del
volumen inicial) de CaCl, 100 mM enfriado a 4°C y se dejé a 4°C (o en hielo) por 20 minutos.

Nuevamente se sedimentdé por 5 minutos 800 g a 4°C y se descartdé el sobrenadante.
Finalmente se resuspendieron las células en 2,5 ml (1/100 del volumen inicial) de 85% “/, CaCl,

100 mM, 15% "/, glicerol y se guardaron a —70°C en alicuotas de 100 y/o 200 pl.

3.2.1.7 Ligacion al vector de clonamiento pGEM-Teasy®
La ligacion del amplicon al vector se realiz6 en una mezcla conteniendo 50 ng del vector, 5
ul del tampdn de T4 DNA ligasa 2X, 3 Unidades de T4 DNA ligasa y 3 ul de producto de PCR

en un volumen final de 10 ul. Se incubd a 4°C por toda la noche.

3.2.1.8 Transformacion con el producto de ligacion y seleccion de clones
Suavemente un tubo que contenia 100 ul de células competentes se descongel6 a temperatura
ambiente e inmediatamente se colocd en hielo, en seguida se transfirié todo el producto de

ligacion (10 ul) a dicho tubo y se dejé por 30 minutos a 4 °C. Luego el tubo fue incubado a 42°C
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por 45 segundos y acto seguido fue colocado en hielo por 2 minutos. Se transfirié el contenido
sobre 0,9 ml de medio SOC mantenido a 37°C y la nueva mezcla se incub6 por 1 hora a 37°C a
225 rpm. Transcurrido dicho tiempo, se sembré el cultivo dividiéndolo en dos placas Petri de 9
cm de didmetro conteniendo LB - agar - ampicilina 50 pg/ml mas 800 pg de IPTG y 800 ug de
X-Gal. Se incubd a 37°C por 12 a 16 horas.

Para buscar los clones correctos se tomaron con un asa de micron 10 colonias de color
blanco més una colonia azul como control y se crecieron en 2 ml de LB - ampicilina 50 pg/ml
por 12 a 16 horas. Después se realiz6 una purificacion de DNA plasmidial empleando el kit
comercial E.Z.N.A. Plasmid Miniprep kit I, siguiendo las indicaciones del fabricante. Con el fin
de visualizar el inserto de DNA incorporado al vector, el plasmidio purificado fue sometido a una
digestion con la enzima de restriccion EcoRI. Un fraccionamiento electroforético en gel de
agarosa permitio visualizar los insertos buscados.

Con el objeto de confirmar la presencia del clon buscado, se practicaron reacciones de
digestion con las enzimas de restriccién Ncol y Smal, las que reconocen segmentos conservados
en las otras especies salmonideas investigadas. La enzimas de restriccion y su uso se detallan en
la Tabla 1. Finalmente el clon positivo fue guardado a -70°C como stock de glicerol, mezclando

0,85 ml de cultivo liquido con 0,15 ml de glicerol autoclavado.

3.2.1.9 Secuenciacion
La secuenciacion se realizé por el método de didesoxinucleotidos (Sanger et al., 1977). Este
se llevd a cabo utilizando partidores complementarios a las secuencias de los promotores SP6 y
T7, las que flanquean la region de mdltiple clonamiento (MCS) del vector. Este proceso fue

efectuado por la empresa de servicios Genytec, Santiago de Chile.
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3.2.2 PCR semicuantitativo: Precursor de isotocina y p-actina
Una cuantificacion relativa se llevo a cabo mediante la realizacion de un RT-PCR doble, en
la que se amplificd el precursor de isotocina junto a -actina, para evaluar las posibles diferencias

en los niveles de transcrito de isotocina al comparar las diferentes poblaciones de peces.

3.2.2.1 Partidores
Los partidores utilizados para la amplificacion de B-actina fueron disefiados a partir de la
secuencia de dicho cDNA ubicado en la base de datos del National Center for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y amplifican un fragmento de 701 pb:

B-Act-F : 5 - TAT CCT GAC TCT GAAGTACCCC-3  Forward

B-Act-R : 5 -TGT TGG CGT ACAGATCCTTACG-3’ Reverse

3.2.2.2 Cinética de amplificacion

Con la finalidad de comprobar que ambos amplicones se comportan de similar manera
durante la amplificacion, antes de llevar a cabo el RT-PCR semicuantitativo se realiz6 una
cinética de amplificacion de ambos templados en cuestion, estableciendo de esta manera un
namero de ciclos en el que ambas reacciones se encuentren en la etapa exponencial de la
amplificacion. La amplificacion por PCR se realiz6 siguiendo el mismo protocolo del punto
siguiente (3.2.2.3)

Cada mezcla de reaccion se realizd por quintuplicado, sacando un tubo a los 15, 20, 25, 30 y

35 ciclos, dejandolos en hielo inmediatamente después de su retiro. Una vez finalizados los 35
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ciclos se fraccionaron los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa, siempre

siguiendo el protocolo de preparacion descrito en el punto 3.2.1.5.

3.2.2.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion por PCR se realiz6 en un tubo de 0,2 ml conteniendo 1 Unidad de Taq
DNA polimerasa; 1 ul del tampon de Tag DNA polimerasa 10X; 4 mM de MgCl,; 0,8 mM de
cada dNTP; 0,4 uM de cada partidor (SSIT-1f y SSIT-2r; p-act-F y fact-R); 0,3 ul del cDNA
correspondiente y agua estéril c.s.p. 10 pl.

La mezcla contenida en el tubo fue incubada en el termociclador de la siguiente manera:

1.- 3 minutos a 94°C

2.- 30 segundos a 94°C

3.- 20 segundos a 57°C — 30 ciclos

4.- 25 segundos a 72°C

5.- 7 minutos a 72°C

3.2.3 Generacion del DNA competidor MIMICS

El DNA utilizado para realizar los ensayos de RT-PCR competitivo se fabricd a partir del
clon del precursor de isotocina obtenido con anterioridad, basandose en la metodologia empleada
por Sperisen et al. (1992). La delecion de un fragmento central de 167 pb mediante una digestion
con la enzima de restriccion Ncil permitio la construccion de un competidor de 343 pb. Asi, el
producto final contiene los mismos sitios de union a los partidores y compite con el cDNA

durante la reaccion de amplificacion. El proceso general se esquematiza en la Figura 3.
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3.2.3.1 Preparacion de DNA plasmidial

Siguiendo lo descrito por Sambrook et al. (1989), a partir del stock de glicerol que contenia
el clon de isotocina, se raspd con un asa de micron su superficie congelada y se inoculd en 2 ml
de LB- ampicilina 50 pg/ml y se incubd a 37°C por 12 - 16 horas a 200 rpm. Terminado este
periodo se transfirieron 1,5 ml del cultivo a un tubo Eppendorf de 1,6 ml y se centrifugd por 5
minutos a 10.000 g a temperatura ambiente, se descartd el sobrenadante y el sedimento formado,
producto de la sedimentacion de las células, fue resuspendido en 110ul de STETL. Se hirvid la
solucién por 1 minuto y en seguida se centrifugd por 10 minutos a 12.000 g a temperatura
ambiente. El sobrenadante transparente fue trasladado a un nuevo tubo Eppendorf y descartando
el sedimento de restos celulares. Un volumen equivalente de isopropanol fue adicionado al
sobrenadante y fue mezclado con Vortex unos instantes.

El DNA plasmidial presente en la solucion se sedimentd centrifugando por 15 minutos a
12.000 g a temperatura ambiente para luego descartar el sobrenadante y afiadir 0,5 ml de etanol
70% lentamente por la pared contraria al precipitado. Se dejo reposar por aproximadamente 3
minutos y se centrifug6é unos segundos a baja velocidad (spin-down). En ultimo lugar, se aspird
todo el etanol y ventilé6 unos minutos hasta secar completamente el sedimento, el que luego se

resuspendio en 30 ul de agua estéril. Este punto corresponde al paso 1 en la Figura 3.

3.2.3.2 Obtencion del fragmento de DNA correspondiente al precursor de isotocina
El DNA plasmidial purificado se sometio a una digestion con la enzima de restriccién EcoRl,
la que reconoce el vector a ambos lados del MCS, escindiendo el inserto del vector; ambos
segmentos fueron separados a través de un fraccionamiento por electroforesis en gel de agarosa,

segun lo indicado en el punto 3.2.1.5, y la banda correspondiente al inserto fue purificada a partir
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Figura 3: Estrategia experimental usada para generar el DNA competidor MIMIC.
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del gel ocupando el kit comercial E.Z.N.A. Gel extraction kit, siguiendo las instrucciones del
fabricante. El inserto purificado se emple6 como templado para una nueva amplificacion por
PCR, obteniéndose una cantidad adecuada para los posteriores pasos. En la Figura 3, los pasos 2

y 3 ejemplifican este proceso, en el que se ilustra la digestion y amplificacion, respectivamente.

3.2.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion de PCR se realiz en un tubo de 0,2 ml conteniendo 0,5 Unidades de Tag DNA
polimerasa; tampén 2,5 ul del tampo6n de Tag DNA polimerasa 10X; 2 mM de MgCl,; 0,4 mM
de cada dNTP; 0,4 uM de cada partidor (SSIT-1f y SSIT-2r); 0,5 ul de cDNA y agua estéril c.s.p.
25 pl.

La mezcla contenida en el tubo fue incubada en el termociclador de la siguiente manera:

1.- 3 minutos a 94°C

2.- 30 segundos a 94°C

3.- 25 segundos a 60°C — 30 ciclos

4.- 25 segundos a 72°C

5.- 7 minutos a 72°C

3.2.3.4 Digestion y religacion
El producto de PCR de 510 pb, correspondiente al cDNA del precursor de isotocina, fue
digerido con la enzima de restriccion Ncil; la que divide dicho DNA en tres fracciones de 167,
167 y 176 pb. Las especies resultantes fueron sometidas a una reaccion de ligacion conteniendo 5

Unidades de T4 DNA Ligasa, 2,0 ul del tampon de T4 DNA Ligasa 5X, 1,5 ul del producto de

digestion y agua estéril c.s.p. 10 ul. Con el proposito de enriquecer los productos de ligacion
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deseados por sobre la poblacion total, se efectu6 una nueva amplificacion por PCR bajo las
mismas condiciones anteriormente mencionadas. Por ultimo, la especie de interés de 343 pb de
extension, generada por la ligacion de los fragmentos extremos del DNA, se purificd desde el gel
de agarosa ocupando el kit comercial E.Z.N.A. Gel extraction kit, siguiendo las instrucciones del
fabricante. En la Figura 3 se pueden apreciar estos procesos, en donde el paso 4 corresponde a la
digestion con la endonucleasa de restriccion Ncil, el paso 5 representa la ligacion, y el paso 6 la

amplificacion mediante PCR.

3.2.3.5 Ligacidn al vector de clonamiento pGEM-Teasy®
Este punto corresponde al paso 7 de la Figura 3, en donde el fragmento purificado a partir del
gel de agarosa fue ligado al vector de clonamiento. La ligacion del segmento de 343 pb al vector
se realiz6 en una mezcla conteniendo 50 ng del vector, 5 ul del tampdon de T4 DNA ligasa 2X, 3
Unidades de T4 DNA ligasa y 3 ul del fragmento purificado en un volumen final de 10 ul. Se

incubo a 4°C por toda la noche.

3.2.3.6 Transformacidn con el producto de ligacion y seleccion de clones
Suavemente un tubo que contenia 100 ul de células competentes se descongel6 a temperatura
ambiente e inmediatamente se coloco en hielo, se transfirié todo el producto de ligacién (10 ul) a
dicho tubo y se dejé por 30 minutos a 4°C. Luego el tubo fue incubado a 42°C por 45 segundos y
acto seguido fue colocado en hielo por 2 minutos. Se transfirié el contenido sobre 0,9 ml de
medio SOC preentibiado a 37°C y la nueva mezcla se incub6 por 1 hora a 37°C a 225 rpm.

Transcurrido dicho tiempo, se sembrd el cultivo dividiéndolo en dos placas Petri conteniendo LB
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- agar - ampicilina 50 ug/ml mas 800 pg de IPTG y 800 ug de X-Gal. Se incubo a 37°C por 12 a
16 horas (paso 8, Figura 3).

Para buscar los clones correctos se tomaron con un asa de micron 10 colonias de color
blanco més una colonia azul como control y se crecieron en 2 ml de LB - ampicilina 50 pg/mi
por 12 a 16 horas. Después se realizd una purificacion de DNA plasmidial empleando el kit
comercial E.Z.N.A. Plasmid Miniprep kit I, siguiendo las indicaciones del fabricante. Con el fin
de visualizar el inserto de DNA incorporado al vector, el plasmidio purificado fue sometido a una
digestion con la enzima de restriccion EcoRI. Un fraccionamiento electroforético en gel de
agarosa, segun lo indicado en el punto 3.2.1.5, permitio visualizar los insertos buscados (paso 9,
Figura 3).

Con el objeto de confirmar la presencia del clon buscado, se practicaron reacciones de
amplificacion por PCR, siempre en las condiciones ya descritas (paso 10, Figura 3). Finalmente
el clon positivo fue guardado a -70°C como stock de glicerol, mezclando 0,85 ml de cultivo

liquido con 0,15 ml de glicerol autoclavado (paso 11, Figura 3).

3.2.4 Cinética de amplificacion

Para validar los resultados del ensayo de competencia fue necesario conocer las cinéticas de
amplificacion de ambos templados en cuestion, con el fin de realizar las amplificaciones por PCR
a un namero de ciclos en el que ambas reacciones se encuentren en la etapa exponencial de la
amplificacion (Sarmiento, 2001). Para esta validacion se prepararon dos mezclas en tubos de 0,2
ml, conteniendo ambas 0,5 Unidades de Taq DNA polimerasa; 1 ul del tamp6n de Taqg DNA
polimerasa 10X; 2 mM de MgCly; 0,4 mM de cada dNTP y 0,4 uM de cada partidor (SSIT-1f y

SSIT-2r). Una de ellas contenia 0,7 atomoles del DNA competidor y la otra, igual cantidad del
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cDNA de isotocina. Ambas reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen total
de 10 pl. Las mezclas contenidas en los tubos fueron incubadas en el termociclador de la
siguiente manera:
1.- 3 minutos a 94°C
2.- 30 segundos a 94°C
3.- 25 segundos a 60°C — 45 ciclos

4.- 25 segundos a 72°C

5.- 7 minutos a 72°C

Cada mezcla de reaccion se realiz6 por sextuplicado, sacando un tubo de cada una a los 20,
25, 30, 35, 40 y 45 ciclos, dejandolos en hielo inmediatamente después de su retiro. Una vez
finalizados los 45 ciclos se fraccionaron los productos de PCR mediante electroforesis en gel de

agarosa, siempre siguiendo el protocolo de preparacion descrito en el punto 3.2.1.5.

3.2.5 Ensayos de competencia

Por medio de estos ensayos, siguiendo la metodologia empleada por Sarmiento (2001), se
evaluaron posibles diferencias en los niveles de transcrito de isotocina en muestras de hipotalamo
de S. salar en etapa de agua dulce de 20 - 30 gramos. Los cDNAs utilizados como templado, que
se sintetizaron de igual manera a lo descrito en los puntos 3.2.1.2 y 3.2.1.3, provenian de tres
tipos de muestras: Peces sanos, infectados con V. ordalii y con P. salmonis.

Con la finalidad de proveer una cantidad normalizada del cDNA templado a cada reaccion de
amplificacion durante el ensayo de competencia, primero se amplifico mediante PCR el cDNA de
B-actina de las tres muestras (los partidores utilizados se muestran en el punto 3.2.2.1). Cada

reaccion de amplificacion se llevo a cabo en un tubo de 0,2 ml conteniendo 1 Unidad de Taq
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DNA polimerasa; 1 ul del tampon de Taq DNA polimerasa 10X; 2 mM de MgCl,; 0,4 mM de
cada dNTP; 0,4 uM de cada partidor (f-act-F y p-act-R) y 0,8 ul del cDNA correspondiente.
Todo en un volumen final de 10 ul. Los tubos fueron incubados en el termociclador de la
siguiente manera:
1.- 3 minutos a 94°C
2.- 30 segundos a 94°C

3.- 30 segundos a 55°C — 30 ciclos

4.- 25 segundos a 72°C

5.- 7 minutos a 72°C

Los productos de PCR fueron analizados mediante un fraccionamiento electroforético en gel
de agarosa al 1,5 %. En este caso el gel fue tefiido luego de la corrida, sumergiéndolo en una
solucién de bromuro de etidio 0,5 ug/ml por 20 minutos. La imagen obtenida fue analizada con el
programa UN-SCAN-IT y los valores obtenidos fueron utilizados para calcular las cantidades de
templado normalizadas para cada cDNA.

En el ensayo de competencia propiamente tal, cada reaccién se llevé a cabo en un tubo de 0,2
ml conteniendo 0,5 Unidades de Taq DNA polimerasa; 1 ul del tampén de Taq DNA polimerasa
10X; 2 mM de MgCly; 0,4 mM de cada dNTP; 0,4 uM de cada partidor (SSIT-1f y SSIT-2r); el
correspondiente cDNA (0,3 ul de la muestra de peces sanos; 0,1 ul de la muestra de peces
infectados con V. ordalii y 0,1 ul de la muestra de peces infectados con P. salmonis) y agua
estéril c.s.p. 10 ul. En total, se efectuaron en paralelo 12 reacciones: cuatro para cada cDNA, las
que coamplificaron con 1, 10, 50 y 250 zeptomoles del DNA competidor MIMICS. Cada

reaccion se realizo por triplicado.
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Las mezclas de reaccion fueron incubadas en el termociclador de la siguiente manera:
1.- 3 minutos a 94°C
2.- 30 segundos a 94°C

3.- 25 segundos a 60°C — 30 ciclos

4.- 25 segundos a 72°C
5.- 7 minutos a 72°C
Los resultados fueron visualizados mediante un fraccionamiento por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5 %. En este caso el gel fue tefiido luego de la corrida, sumergiéndolo en una
solucién de bromuro de etidio 0,5 pug/ml por 20 minutos. La imagen obtenida fue digitalizada y
analizada con el programa UN-SCAN-IT. Se grafico el valor del logaritmo de la relacion entre la
intensidad de fluorescencia entre el DNA competidor y el cDNA contra el logaritmo de la
cantidad molar del competidor correspondiente a cada reaccion, La concentracion del cDNA
problema se obtuvo por interpolacion del grafico de regresion lineal en el punto en que las

ordenadas equivalen a cero.

3.2.6 Digestion con enzimas de restriccion

Todas las digestiones se efectuaron en un volumen total de 10 ul conteniendo 1X del tampon
correspondiente, 1 unidad de la enzima, 4 ul de DNA (tanto para los productos de PCR y los
DNAs plasmidiales) y agua destilada para completar el volumen final. La mezcla final se incubd
a la temperatura correspondiente por 1 hora y 30 minutos. Los datos para cada enzima se

muestran en la tabla 1.



Enzima Smal Ncol EcoRlI Ncil
Tampon REact 41 REact 3* REact 3* NEB 42
Temperatura 30 °C 37 °C 37 °C 30°C

Tabla 1: Enzimas de restriccion utilizadas a lo largo del presente trabajo, con sus

correspondientes temperaturas y tampones. (1) Invitrogen. (2) New England Biolabs.

34
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3.2.7 Inmunohistoquimica
3.2.7.1 Fijacion de los cortes histoldgicos
Todas las muestras de tejido utilizadas para inmunohistoquimica fueron incubadas por 48
horas en Bouin acuoso y posteriormente deshidratadas mediante una bateria de etanol en
concentraciones crecientes, seguida de un tratamiento con xilol para finalmente incluirlas en
parafina sdlida (Histosec). Finalmente, los cortes fueron hechos con microtomo y fueron

colocados sobre portaobjetos.

3.2.7.2 Inmunohistoquimica cromogénica

Los cortes se inmunotifieron utilizando el método del complejo peroxidasa anti-peroxidasa
(PAP) (Sternberger et al., 1970). Primero, fueron desparafinados con xilol y luego rehidratados
por medio de una bateria decreciente de etanol, desde etanol 100% hasta 50%. Luego se
incubaron por 10 minutos en perhidrol 3% en metanol, con el fin de inactivar las peroxidasas
enddgenas del tejido. Se lavaron con PBS por 5 minutos y se incubaron por 30 minutos con
solucién de bloqueo. Se incubaron los cortes con el anticuerpo primario diluido en solucion de
bloqueo por toda la noche (minimo 12 horas) a 20°C en camara humeda. Transcurrido dicho
tiempo, se lavaron las secciones tres veces por 5 minutos con PBS y luego se incubaron con el
segundo anticuerpo diluido en solucién de bloqueo por 30 minutos a 20°C en camara himeda. Se
les realizaron nuevos lavados con PBS, 3 veces por 5 minutos, para ser incubados por 30 minutos
con PAP diluido en solucién de bloqueo. Luego de tres nuevos lavados con PBS se agreg6 sobre
los cortes la solucién de revelado y 10 minutos mas tarde se adicionaron otros 15 ul de H,O, 30%

y se dej6 otros 5 minutos.



36

Se lavaron nuevamente tres veces con PBS y se procedié al montaje de los cortes utilizando
una bateria de etanol en concentraciones ascendentes, desde 50% hasta 100%. Finalmente se
trataron con xilol, fueron montados con balsamo de Canada y se les colocé un cubreobjeto.

3.2.7.3 Inmunohistoquimica de fluorescencia

Se realiz6 una inmunohistoquimica doble en la cual se utilizaron en conjunto los anticuerpos
primarios Anti-Cp de carpa hecho en conejo y Anti-PRL de tilapia hecho en ratdn. Los procesos
de desparafinado, rehidratacion, incubacion con los primeros anticuerpos y lavados se llevaron a
cabo de igual manera a lo descrito en el punto anterior, excepto por el paso de incubacion con
perhidrol 3% en metanol. La incubacion de los cortes con los segundos anticuerpos fluorescentes
se realizé por 30 minutos a 20°C en cdmara humeda y en oscuridad. Luego se lavo tres veces por
5 minutos con PBS y se agregd sobre el portaobjetos el medio de montaje acuoso para
fluorescencia y se les coloc6 un cubreobjeto, siempre en oscuridad. La Tabla 2 resume los

anticuerpos utilizados en el presente trabajo.
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ANTICUERPO ORIGEN CLASE DILUCION USADO EN
Anti-Cp de carpa conejo primario 1:500 cromogeénico, fluorescencia
Anti-1gG de conejo cabra secundario 1:500 cromogénico
PAP conejo terciario 1:1000 cromogeénico
Anti-PRL de tilapia raton primario 1:1000 fluorescencia
Anti-1gG de conejo ! cabra secundario 1:200 fluorescencia
Anti-1gG de raton 2 cabra secundario 1:200 fluorescencia

Tabla 2: Anticuerpos y sus caracteristicas utilizados en los ensayos de inmunohistoquimica.

1: Anticuerpo conjugado a Alexa®488, emite fluorescencia verde. 2: Anticuerpo conjugado a

Alexa®568, emite fluorescencia roja.
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4. RESULTADOS

4.1 Clonamiento del precursor de isotocina

Una vez finalizada la extraccion de RNA total a partir de hipotalamo de Salmo salar, la
integridad de éste fue corroborada mediante electroforesis en condiciones denaturantes. En la
Figura 4 se pueden distinguir claramente las bandas correspondientes a los RNAs ribosomales
18S y 28S, caracteristicas de una muestra de RNA total bien conservado. Con este resultado se
demuestra que el RNA aislado presentaba una calidad apropiada, haciéndolo viable para los
posteriores ensayos en que seria empleado.

El cDNA sintetizado a partir de los RNAs mensajeros presentes en la muestra de RNA total
sirvié como templado para la amplificacion por PCR en la que se esperaba observar un producto
de 510 pb. Este fragmento de DNA corresponderia, segun el disefio de los partidores, a la regién
codificante del RNA mensajero del precursor de isotocina. En la Figura 5 se puede apreciar el
amplicén resultante, el que se ajusta perfectamente al tamafio esperado.

Con el objetivo de obtener una mayor cantidad del producto de PCR, el amplicon de 510 pb
fue ligado al vector de clonamiento pGEM-Teasy para ser asi amplificado mediante clonamiento
en E. coli JM109. La Figura 6 muestra el inserto escindido del vector, el cual tiene un tamafio de
530 pb, mediante su digestion con la enzima de restriccion EcoRI realizada en 10 clones
seleccionados al azar. De estos clones, el numero 6 fue seleccionado para ser purificado y

secuenciado.
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Figura 4: Fraccionamiento en gel de
agarosa-formaldehido de la muestra de
RNA total de hipotalamo de S. salar.
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el carril.
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Figura 5: Fraccionamiento en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacion por
PCR utilizando los partidores SSIT-1f y SSIT-2r. Carril 1: Marcador de tamafio molecular
Smart (Eurogentec). Carril 2: Amplificacion usando cDNA de hipotdlamo como

templado. Carril 3: Amplificacion sin templado (control negativo).
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Figura 6: Fraccionamiento en gel de agarosa al 1% de los productos de las digestiones con
la enzima EcoRlI a las preparaciones de DNA plasmidial de los clones. Carriles 1 y 12:
Marcador de tamafio molecular Smart (Eurogentec). Carriles 2 a 11: Digestion de DNA

plasmidial correspondiente a los diez clones tomados al azar.
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Previo a la secuenciacion, se dese6 comprobar que el amplicon de 510 pb correspondia
efectivamente a la secuencia buscada. Se buscaron sitios de restriccion conservados en los
cDNAs de los precursores de isotocina de los salménidos cercanos Oncorhynchus keta, O. nerka
y O. masou. Asi, se emplearon las enzimas de restriccion Ncol y Smal, las que digieren el cDNA
en fragmentos de 430 y 80 pb y en fragmentos de 343 y 167 pb, respectivamente. Los resultados
de dichas digestiones se presentan en la Figura 7, en la que se observan bandas que se ajustan a lo
esperado. Da aqui en adelante el clon sera nombrado psIT-1.

La Figura 8 muestra la secuencia nucleotidica resultante de 510 pb, dentro de la cual se
encuentra la region codificante de este precursor de 480 pb, comprendida entre las bases nimero
21 y 500. Ademas, se expone la secuencia aminoacidica deducida en la que se destacan las
regiones caracteristicas para este tipo de precursor: el péptido sefial en el extremo N-terminal,
seguido del nonapéptido propiamente tal, un sitio de procesamiento proteolitico, neurofisina y
copeptin en el extremo C-terminal.

Estableciendo una comparacion entre el clon psIT-1 y las secuencias O. keta, O. Nerka, O.
masou y C. carpio se observa una alta similitud entre ellas, especialmente al cotejarla con las
secuencias de los tres salmonidos, en donde la identidad supera el 90%. Por otra parte, el
segmento correspondiente al nonapéptido de isotocina es idéntico en las cinco secuencias (ver
recuadro en la Figura 9). Todo esto sugiere que estamos efectivamente en presencia del cDNA
del precursor de isotocina de S. salar.

Del mismo modo, la secuencia aminoacidica presenta también una gran analogia con las de
los salmonidos aqui comparados, con una identidad superior al 90% y una homologia mayor al
95%. Este punto se ilustra en la Figura 10, en donde se incluyen las secuencias de los precursores

de vasopresina bovina (Bos taurus), humana (Homo sapiens) y del cobayo (Cavia porcellus).
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Figura 7: Fraccionamiento por electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos

de digestion del clon psIT-1.

43



48
10

99
27

150
44

201
61

252
78

303
95

354
112

405
129

456
147

507

CAAAGCCTCAACCTCAACACATGGCTATGTTTGGCACCCCAGTGTCT
M A M F G T P V S

GCCCTCTGTCTGCTGTTCCTGCTATCTGTATGCACTGCCTGCTACATCTCC
A L ¢C L L F L L S v ¢C T A C Y I s

AACTGCCCCATAGGAGGCAAGAGATCAGCACTAGCTTTCCCATCCAGAAAG
N ¢C P I G G K R S A L A F P S R K

TGCATGTCATGTGGCCCCGGGGACAGGGGCCGCTGCTTTGGCCCAAATATC
c M s ¢ G P G DR GRCUF G P N I

TGCTGTGGGGAGGGGATGGGCTGCTACGTGGGCTCTCCAGAGGCAGCTGGC
¢c ¢ G E G M G C Y V G s P E A A G

TGCGTGGATGAGAACTACCTGCCCTCCCCCTGTGAGGCCGGAGGAAGAGTG
¢ v D E N Y L P S P C E A G G R V

TGTGGCACTGAGGAGGGACGTTGTGCTGCACCGGGGATCTGCTGTGACGTG
¢ 6 T E E G R C A A P G I C C D V

GAGGGTTGTAGTATTGACCAATCCTGTACTGAGGAGGACGAAGCCGAATAC
E G ¢ s I D Q s ¢ T E E D E A E Y

ATAAGCCAATCAGTGAGCCGTAGCCATGGCCACGATCTGCTGATGAAGCTT
I s Q s v s R s H G H D L L M K L

CTGAACATGATTAGCCACACCCCTCCCCACAGAGTCCACCAATAAAACAGC
L N M T S H TP P H R V H Q Stop

CTCT 3’

44

98
26

149
43

200
60

251
77

302
94

353
111

404
128

455
145

506
159

Figura 8: Secuencia nucleotidica de psIT-1 clonado a partir de cDNA de hipotalamo de S.

salar utilizando los partidores SSIT-1f y SSIT-2r. La secuencia de 510 pb contiene una

regién codificante de 480 pb, cuya secuencia aminoacidica deducida se muestra abajo. En

la secuencia aminoacidica se destaca en rojo a isotocina, en azul a neurofisina y en verde a

copeptin. Se destacan subrayados los codones de inicio y de término.
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4.2 Cuantificacion de los niveles de mMRNA de isotocina

Teniendo como objetivo evaluar la posible relacion entre copeptin y prolactina, y la
interaccion de esta Ultima con el sistema inmune del pez; se quiso evaluar los posibles
cambios en los niveles de copeptin que se pudieran producir cuando un individuo se ve
enfrentado a algin agente patdgeno. Para establecer estas diferencias se compararon los
niveles del mensajero del precursor de isotocina, el cual contiene la secuencia codificante de
copeptin, en distintas poblaciones de peces seglin el estado patolégico en que éste se
encuentre.

Se tomaron para este efecto tres poblaciones de peces (alevines de 20 a 30 g), de las
cuales dos correspondian a grupos de individuos sobrevivientes al desafio con los patdégenos
Vibrio ordalii y Piscirickettsia salmonis, y una tercera al grupo control. Los desafios se
realizaron inyectando un inéculo de 10° UFC/ml via intraperitoneal de la correspondiente
bacteria diluida en solucién salina (NaCl 0,85%); siendo los peces tomados para este trabajo
los supervivientes tras 35 dias post-inyeccion, los que presentaban todos los signos
caracteristicos de cada infeccion. El grupo control fue inoculado solamente con el medio
salino.

Se extrajo el RNA total a partir de pooles de las muestras de hipotdlamo de alevines en los
diferentes estados patoldgicos y se comprobd la integridad de éste por medio de una
electroforesis en condiciones denaturantes, en la que se observaron las bandas
correspondientes a los RNAs ribosomales 18S y 28S, indicativo de la presencia de un RNA en
buenas condiciones. El resultado de esta electroforesis de las tres muestras se expone en la
Figura 11, en donde cada carril fue cargado con el RNA total proveniente de pooles de

hipotalamos de peces sanos (n=10), infectados con V. ordalii (n=9) y con P. salmonis (n=5).
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28S =

18S =

tRNA =

Figura 11: Fraccionamiento en gel de agarosa-formaldehido de las muestras de RNA
total de hipotadlamo de alevines de S. salar. Carril 1: Peces sanos. Carril 2: Peces
infectados con V. ordalii. Carril 3: Peces infectados con P. salmonis. Fueron

cargados 3 ug de RNA total en cada carril.
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4.2.1 Cuantificacion del transcrito de isotocina mediante RT-PCR semicuantitativo

A modo de una primera estimacion, se compararon los niveles del mensajero de isotocina
entre las distintas poblaciones de peces mediante RT-PCR normalizando las muestras con el
transcrito de un gen cuya expresion es estable: B-actina. Si bien ha sido demostrado en carpa
que la expresion de este gen puede variar bajo determinadas condiciones (Sarmiento et al.,
2000), en este caso se considera como expresion constitutiva debido a que todas las
poblaciones eran homogeéneas.

Primeramente se llevd a cabo una cinética de amplificacion con la finalidad de tener la
certeza de que ambos amplicones tuvieran un similar comportamiento durante la reaccion de
PCR. La reaccion se efectud segun lo descrito en el punto 3.2.2.2 y el resultado de este
proceso se ilustra en la Figura 12.

Una vez comprobado que tanto B-actina como isotocina poseian similar cinética de
amplificacion, se eligié un nimero de ciclos en que ambas reacciones estuvieran en la fase
exponencial del proceso. Bajo este criterio, se optd por realizar el RT-PCR semicuantitativo a
30 ciclos. La reaccion se llevo a cabo segun lo descrito en el punto 3.2.2.3 y se evaluaron por
este medio las diferencias en la transcripcion de isotocina segin dos variables: el estado

patoldgico y la edad del pez. Los resultados de este proceso se muestran en la Figura 13.
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Figura 12: Cinética de amplificacion para isotocina y B-actina. A) Fraccionamiento
electroforético de los amplicones de isotocina y p-actina en el que se muestra la cantidad
de producto a cada namero de ciclo indicado. B) Gréafico que ilustra el aumento en la
cantidad de cada amplicon a medida que avanza la reaccion de amplificacion. La imagen
en (A) fue digitalizada y cada banda fue cuantificada utilizando el programa Un-Scan-It;

el valor (en pixeles) se grafica contra el nimero del ciclo correspondiente.
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Figura 13: Comparacion de los niveles de transcrito de isotocina entre diferentes muestras
de S. salar mediante RT-PCR doble utilizando los juegos de partidores para isotocina y -
actina. A) Fraccionamiento en gel de agarosa de los productos para las muestras de
alevines en diferentes estados patoldgicos. Carril 1: Marcador de tamafio molecular.
Carril 2: Peces sanos. Carril 3: Peces infectados con V. ordalii. Carril 4: Peces
infectados con P. salmonis. B) Electroforesis en gel de agarosa de los productos para las
muestras de peces en diferentes estados etarios. Carril 1: Marcador de tamafio molecular.
Carril 2: Alevines. Carril 3: Peces adultos. C) Gréafico que ilustra las diferencias en la
transcripcion de isotocina para las distintas condiciones. Las imagenes en (A) y (B) fueron
digitalizadas y cada banda fue cuantificada utilizando el programa Un-Scan-It. La relacion
entre los valores (en pixeles) de las bandas de isotocina y p-actina da cuenta de la cantidad

relativa de mensajero presente en cada muestra.
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4.2.2 Cuantificacion del transcrito de isotocina mediante RT-PCR competitivo

Para determinar valores de transcripcion de isotocina mas precisos se llevé a cabo un
ensayo de competencia 0 RT-PCR competitivo. Para esto se construyé un DNA que contiene
sitios de unién al mismo juego de partidores, SSIT-1f y SSIT-2r, y por lo tanto compite con el
cDNA de isotocina durante la amplificacion por PCR. La construccion del DNA competidor
se expone en el punto 3.2.3 en materiales y métodos.

Al igual que en el punto anterior, primero se determin6 si el DNA competidor MIMICS
posee una cinética de amplificacion similar al del cDNA de isotocina. La reaccion se realizd
segun lo descrito en el punto 3.2.4 y el resultado del analisis electroforético se ilustra en la
Figura 14. Con este resultado queda corroborado el hecho de que el competidor se comporta
de manera semejante al cDNA de isotocina durante la reaccion de amplificacion.

Tomando en cuenta el resultado anteriormente descrito, se seleccion6 un nimero de ciclos
en que ambas reacciones estuvieran en la fase exponencial del proceso. Asi, se decidio realizar
el ensayo de competencia a los 30 ciclos. La reaccion se efectu6 segun lo descrito en el punto
3.2.5y en este punto se evaluaron las diferencias en la transcripcion de isotocina tomando en
cuenta solamente la variable del estado patoldgico del pez, es decir, se compararon las
muestras de alevines sanos e infectados con las dos bacterias patégenas anteriormente

mencionadas (V. ordalii y P. salmonis).
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Figura 14: Cinética de amplificacion para isotocina y el competidor. A) Fraccionamiento
electroforético de los amplicones de isotocina y competidor en el que se muestra la
cantidad de producto a cada numero de ciclo indicado. B) Grafico que ilustra el aumento
en la cantidad de cada amplicon a medida que avanza la reaccion de amplificacién. La
imagen en (A) fue digitalizada y cada banda fue cuantificada utilizando el programa Un-

Scan-It; el valor (en pixeles) se grafica contra el nimero del ciclo correspondiente.
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En los resultados expuestos en la Figura 15-A se puede observar la base del
funcionamiento del RT-PCR competitivo. Para cada muestra, a medida que la cantidad molar
de DNA competidor presente en cada reaccion es mayor, disminuye la amplificacion del
cDNA del precursor de isotocina, debido a que este Gltimo se encuentra en menor proporcion
en la mezcla. Al realizar un andlisis mediante digitalizacién de la imagen del gel obtenido se
puede hacer una relacion entre la cantidad del DNA competidor y el cDNA de la muestra,
graficando el logaritmo de la razén de intensidad de fluorescencia entre el DNA competidor
sobre el cDNA, en funcidn del logaritmo de la dilucion de DNA competidor utilizada (Figura
15-B). Bajo condiciones de competencia, una relacion de 1 entre la intensidad del producto de
amplificacion del competidor y su respectivo cDNA (cuando Y=0 en el grafico de regresion
lineal) significa que ambos templados se encuentran en cantidad equimolar, por lo que los
valores de la cantidad de transcrito se puede obtener por simple interpolacién en al gréfico.

Se realizd un célculo para llevar los resultados obtenidos en el grafico (15-B) a valores
relacionados con la cantidad de RNA total. La cantidad molar de transcritos de isotocina para
los peces sanos fue de 34,19 zeptomoles. Como en la reaccion se agregaron 0,3 pl de cDNA
sintetizados a partir de un stock 125 ng/upl (es decir, se agregaron 37,5 ng de cDNA),
dividiendo los 34,19 zmoles en 37,5 ng de cDNA obtenemos un resultado final de 0,912
atomoles por pug de RNA total. El calculo anterior se hace valido bajo el supuesto de que la
reaccion de transcripcion reversa tuvo una eficiencia del 100%. Los resultados de estos valores
se exponen en la Figura 16.

Con este resultado se corrobora el punto anterior y en consecuencia se puede aseverar que
no existen diferencias significativas en la transcripcion de isotocina para las condiciones aqui

estudiadas.
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Figura 15: Ensayo de competencia. A) Analisis electroforético de los amplicones de

isotocina y competidor para cada tipo de muestra. B) Grafico de regresion lineal de

intensidad de fluorescencia. La imagen en (A) fue digitalizada y cada banda fue

cuantificada utilizando el programa Un-Scan-1t. Cuando el valor de las ordenadas

corresponde a cero, el valor interpolado en las abscisas es igual al Logaritmo de la

cantidad molar de isotocina presente en la muestra.
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Sanos

V. ordalli

P. salmonis

Concentracién cDNA de isotocina 1,011 + 0,191

(attomotes/pig RNA total)
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1,731+ 0,435

Figura 16: Niveles de mRNA de isotocina en hipotdlamo de S. salar bajo diferentes

estados patoldgicos. Cada ensayo de competencia se realizé por triplicado a partir de su

correspondiente pool. El grafico de barras representa el promedio de los valores

obtenidos en cada ensayo + error estandar.
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4.3 Distribucion de copeptin y prolactina en encéfalo de S. salar

Secciones sagitales de la region media de encéfalos de S. salar adultos fueron utilizadas
para este objetivo, el que se abordd de dos diferentes maneras: mediante inmunohistoquimica
cromogénica y de fluorescencia doble. De esta forma se observo la distribucion de copeptin y
la de copeptin y prolactina en conjunto, respectivamente.

En la Figura 17-A se muestra una inmunohistoquimica de fluorescencia doble, en la que
se utilizaron anticuerpos anti-Cp, en verde; y anti-PRL, en rojo. En esta imagen se puede tener
una vision general de cémo este péptido es producido y secretado. Se observan cuerpos
neuronales en la zona correspondiente al Nucleo predptico (NPO), la misma region en donde
se ha descrito que ocurre la sintesis de isotocina y vasotocina (Van den Dungen et al., 1982).
Asimismo se advierte la ruta seguida por sus axones, los que se prolongan a través del tallo
hipofisiario para ir a desembocar a nivel de la neurohipofisis. También se pueden apreciar
claramente en esta imagen las células lactotropas de la Rostral pars distalis (RPD); células
grandes organizadas en acinos que sintetizan prolactina, por lo que se inmunotifien
fuertemente de color rojo. Un aumento mayor permite visualizar la cercania existente entre los
axones transportadores de copeptin y estas células (Figura 17-B), hecho que estaria avalando
la posibilidad de una relacion funcional entre ambas partes.

El ensayo de inmunohistoquimica cromogénica para Cp se muestra en la Figura 18-A.
Aqui se aprecia la existencia de otro nucleo, de cuerpos neuronales de mayor tamafio, que dan
una fuerte reaccién positiva. Este resultado coincide con lo reportado en Salmo gairdneri, en
donde las neuronas productoras de IT se encontraron en el NPO pars magnocellularis y las
sintetizadoras de AVT, en el NPO pars parvocellularis (Van den Dungen et al., 1982). En la

imagen expuesta en 18-C se puede notar la diferencia en los tamafios de las células.



Figura 17: Inmunodetecién de copeptin (verde) y prolactina (rojo) en corte sagital de la
region hipotalamica y pituitaria de S. salar adulto. A) Perspectiva general de Cp y PRL en
esta zona. B) Mayor aumento de un acino de la RPD y su cercania con la sefial positiva de
copeptin. C) Esquema que ilustra las zonas de la hip6fisis y el nucleo predptico (NPO) del
hipotalamo en teledsteos. NH: neurohipofisis, NO: nervio éptico, NPOm: NPO pars
magnocellularis, NPOp: NPO pars parvocellularis, PI: pars intermedia, PPD: proximal

pars distalis, RPD: rostral pars distalis, V: ventriculo.
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w NPOp

100 um

Figura 18: Inmunodeteccion de copeptin en corte sagital de la regién hipotalamica y
pituitaria de S. salar adulto. A) Inmunorreaccién cromogénica. Recuadro inferior: control
negativo sin anticuerpo primario. El asterisco indica la zona ampliada en las figuras By C,
la cruz indica la regién ampliada en la Figura 19. B) Acercamiento de uno de los nucleos
de cuerpos neuronales con reaccién positiva. La flecha indica un axén transportando dicho
péptido hasta su lugar de secrecidn. C) Inmunorreaccion de fluorescencia. Se destaca aqui

la existencia de dos tipos de cuerpos neuronales de diferente tamafio.
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Otro punto interesante y que merece la pena ser destacado es el patron observado a alto
aumento en los acinos de las células lactotropas en la RPD. Aqui se observa una
inmunoreaccion en la region apical de estas células, ademas de una distribucion radial con
respecto al acino (Figura 19). También en esta imagen se puede notar reaccién positiva en lo

que, en un primer analisis, puede corresponder al liquido al interior del acino.



Figura 19: Inmunodeteccion de copeptin en Rostral pars distalis de pituitaria de S. salar
adulto, correspondiente a la region demarcada con una cruz (t) en la Figura 18-A. Las
imagenes muestran distintos acinos de células lactotropas de la RPD en la hipofisis. Las
flechas indican la distribucion radial respecto al acino de la sefial y los asteriscos

destacan lo que parece ser restos de liquido del interior del acino. Barra: 10 um.
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4.4 Cuantificacion de copeptin y prolactina en hipdfisis de S. salar

Resultados anteriores mostraron que los niveles de mensajeros del precursor de isotocina
no se ven alterados al encontrarse los peces en diferentes estados patoldgicos. El presente
punto tiene como fin establecer si tales estados determinan alguna diferencia en los niveles
tanto de copeptin como de prolactina, en su forma aminoacidica.

Este objetivo de realizd6 mediante inmunohistoquimica de fluorescencia en cortes de
pituitaria de S. salar para detectar copeptin, segln lo descrito en el punto 3.2.7.3. Se utilizaron
para este efecto hipofisis de alevines sanos e infectados con V. ordalii, P. salmonis y R.
salmoninarum, ademas de hipdfisis de salmones adultos en etapa de agua salada.

Las Figuras 20 y 21 muestran los resultados para Cp al comparar alevines sanos con
desafiados y alevines con adultos, respectivamente; en ellas solo se muestra una foto
representativa de cada tipo. Del mismo modo, las Figuras 22 y 23 exponen los resultados para
PRL comparando alevines sanos con desafiados y alevines con adultos, respectivamente. En el
caso de prolactina existe la salvedad de que por la imposibilidad de conseguir un nimero
adecuado de muestras, los datos correspondientes a alevines desafiados con V. ordalii no
fueron incluidos.

Los gréaficos que se presentan en las siguientes figuras fueron elaborados todos bajo el
mismo sistema. Cada imagen digitalizada fue analizada con el programa Image Pro Plus, el
que le otorga un valor de intensidad luminica (luminosidad) a cada pixel. Asi, el programa
entrega un valor promedio de la luminosidad de todos los pixeles, descartando los pixeles no
luminosos correspondientes al fondo negro, para cada fotografia. El grafico de barras,
finalmente, representa la media de estos valores de luminosidad entregados, y se incluye el

error estandar para cada caso.
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Figura 20: Inmunodeteccion de Cp en hipdfisis de S. salar en distintos estados
patolégicos. A) Sanos (n=6). B) Desafiados contra P. salmonis (n=15). C) Desafiados
contra R. salmoninarum (n=14). D) Desafiados contra V. ordalii (n=3). E) Grafico de los
niveles de inmunorreaccion de copeptin en pituitaria para cada caso. Barras: 100 um.

U.A. = Unidades Arbitrarias.
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Figura 21: Inmunodeteccion de Cp en hipofisis de S. salar en distintos estados de
desarrollo. A) Adultos. B) Alevines. C) Grafico de los niveles de inmunorreaccion de Cp

en pituitaria para adultos (n=16) y alevines (n=6). Barras: 100 um. U.A. = Unidades

Arbitrarias.
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Figura 22: Inmunodeteccion de PRL en hipoéfisis de S. salar en distintos estados
patologicos. A) Sanos (n=3). B) Desafiados contra P. salmonis (n=6). C) Desafiados
contra R. salmoninarum (n=9). D) Desafiado contra V. ordalii (muestra Unica). E) Gréafico
de los niveles inmunorreaccion de prolactina en pituitaria para cada caso. Barras: 100 pum.

U.A. = Unidades Arbitrarias.
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Figura 23: Inmunodeteccion de PRL en hipofisis de S. salar en distintos estados de
desarrollo. A) Adultos. B) Alevines. C) Niveles de inmunorreacion de PRL en pituitaria
para adultos (n=12) y alevines (n=3) evaluados de dos maneras: tomando solo la
intensidad de la sefial (luminosidad) y mediante un parametro que incluye también la

variable del area (I0D). Barras: 100 um. U.A. = Unidades Arbitrarias.
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5. DISCUSION

5.1 Clonamiento y caracterizacion molecular del precursor de isotocina de S. salar

A pesar de que el nombre “prolactina” hace alusion a la idea de un estimulo de la produccién
yl/o secrecion de leche, los efectos fisioldgicos que le son atribuidos a esta hormona son tan
vastos que ya en el afio 1968 fueron propuestos los nombres “omnipotina” o “versatilina” para
renombrarla (Bern & Nicoll, 1968). Sus mas de 300 funciones descritas abarcan aspectos tan
extensos y disimiles como comportamiento, metabolismo, balance de electrolitos, reproduccion e
inmunidad.

Basandose en la gran cantidad de funciones fisiologicas sobre las cuales PRL estaria
ejerciendo algun efecto, resulta casi obvio que los mecanismos que regulan su sintesis/liberacion
no son nada simples. El presente trabajo se centré en el estudio de uno de los factores que
estarian estimulando la secrecion de PRL desde células lactotropas: copeptin. Aungue en
mamiferos existen reportes contradictorios (Nagy et al., 1988; Schally et al., 1991), ensayos in
vitro realizados en C. carpio alimentan la hipotesis de que este péptido posee efectivamente un
efecto liberador de prolactina, al menos en peces (Soto, 2003).

Copeptin es sintetizado como parte de la poliproteina precursora de los nonapéptidos
isotocina y vasotocina; consiste en un motivo rico en residuos de leucina ubicado al extremo
carboxilo terminal de dicho precursor. Esta poliproteina fue clonada y secuenciada en S. salar en
la actual tesis, obteniéndose como resultado la secuencia de la regién codificante de su mRNA.

Al analizar los resultados, se puede notar claramente que el clon que se logré contiene las

mismas caracteristicas descritas para esta clase de precursores. Un alineamiento multiple con las
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secuencias nucleotidicas de otros peces da cuenta de una altisima identidad, especialmente
cuando se la compara con las de especies cercanas. Los salmonidos O. keta, O. nerka y O. masou
son las especies mas intimamente relacionadas cuyas secuencias se encontraron en la base
electrénica de datos, por lo que fueron ellos los tomados como referencia para el disefio de
partidores. Justamente con estas especies fue la mayor identidad observada entre las secuencias
nucleotidicas, llegando sobre el 90% con cada una de ellas.

Era esperada en el transcurso del trabajo la existencia de una identidad tan alta con estas tres
especies; tanto asi, que previo a la secuenciacién se realizaron digestiones con enzimas de
restriccion basandose exclusivamente en sitios conservados en ellas. Este es el resultado expuesto
en la Figura 9, que sirvié como control para indicar que el proceso iba bien encaminado antes de
enviar el clon a secuenciar.

En relacion a la secuencia aminoacidica deducida, esta se ajusta perfectamente a lo esperado.
El alineamiento de las secuencias aminoacidicas arrojé también una gran similitud con las de las
especies cercanas, sobre un 90% de identidad y 95% de homologia con las de los salmonideos
analizados. Se observa en ella la estructura tipica de estas poliproteinas, que enmarca a este grupo
dentro de la gran familia de neuropéptidos regulatorios estructuralmente conservados y que se
encuentran ampliamente distribuidos en el reino animal (Nojiri et al., 1986; Figueroa, 1995):

1) Péptido sefial: consta de los primeros 22 residuos aminoacidicos y es una region rica en
residuos hidrofébicos, indicativa de que el péptido naciente debe ser ingresado al lumen del
reticulo endoplasmaético durante la traduccion.

2) Isotocina: residuos 23 al 31, corresponde al péptido bioldgicamente activo. Se encuentran

presentes aqui los residuos de cisteina en la posicion 1y 6 del nonapéptido, las que forman un
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puente disulfuro que mantiene la estructura tridimensional del mismo. El residuo de glicina
numero 32 corresponde a una sefial de amidacién (Van Kesteren et al., 1992).

3) Sefial de corte: la secuencia aminoacidica dibasica Lys-Arg es una sefial de procesamiento
proteolitico altamente conservado en esta familia de precursores.

4) Neurofisina: segmento rico en residuos de cisteina al que se le atribuye una funcién de
plegamiento y transporte; en el clon obtenido estd compuesto por los residuos 35 al 123. Los
residuos de cisteina mencionados se encuentran altamente conservados en todas las especies.

5) Copeptin: extremo carboxilo terminal caracterizado por un ndcleo rico en residuos de
leucina, en el clon corresponde a los aminoécidos 124 al 159.

En mamiferos, el precursor de arginina-vasopresina contiene un sitio de N-glicosilacion en el
motivo Cp, dado por la secuencia Asn - Xaa - Thr, en donde Xaa es cualquier aminoacido
hidrofébico. En los precursores de arginina-vasotocina e isotocina que han sido clonados en
diferentes especies de peces, esta sefial se encuentra ausente (Heierhorst et al., 1989; Figueroa et
al., 1989; Hyodo et al., 1991; Flores, 2001). Como era de esperarse, este motivo carece de dicha
sefial de glicosilacion en el salmoén del Atléantico.

Al contrario de lo observado en los precursores de AVP en mamiferos, en la secuencia
aminoacidica derivada de IT no se aprecia el sitio de procesamiento proteolitico entre neurofisina
y copeptin, representado por un residuo basico de arginina (Van Kesteren et al., 1992). Por lo
tanto, al igual que lo reportado en otras especies de peces, es muy probable que ambos se
encuentren formando parte de un solo dominio neurofisina/copeptin, tal como ha sido observado

en carpa (Flores, 2001).
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5.2 Copeptin, prolactina e inmunidad innata de S. salar

Cuando un organismo se ve enfrentado a un agente patdgeno, se produce una activacion del
sistema inmune con el objetivo de eliminar al invasor. Tomando como base que el sistema
inmune esta regulado en parte por el sistema endocrino, y que dentro de las hormonas que
participan en esta regulacion encontramos a prolactina estimulando la respuesta, entonces se
tiende a pensar inevitablemente que los niveles de esta hormona se podrian ver eventualmente
aumentados. Si esto es verdadero, lo l6gico seria que este aumento sea producto de una elevacion
en los niveles de los factores que estimulan su liberacion. Asi, uno de los objetivos de esta tesis
correspondié a evaluar si bajo condiciones de patogenicidad, los niveles de copeptin se ven
alterados; puesto que este motivo ha mostrado tener una relacion con la liberacion de PRL (Nagy
et al., 1988; Soto, 2003).

Para cumplir este objetivo se determinaron los valores del mRNA de isotocina en tres
poblaciones de alevines: desafiados contra Vibrio ordalii, contra Piscirickettsia salmonis y un
grupo control. Los detalles del desafio se explican en el punto 4.2 de los resultados. Los
individuos utilizados fueron los sobrevivientes tras 35 dias post-infeccion, es decir, los que
resistieron hasta ese punto por “algo”; si ese “algo” fue un sistema inmune fortalecido por un
mayor nivel de PRL, es lo que se quiso evaluar indirectamente mediante determinacion de los
niveles del copeptin; isotocina, en este caso. Se emplearon dos metodologias para evaluar este
punto: RT-PCR semicuantitativo por normalizacion con B-actinay RT-PCR competitivo.

La primera manera de determinar los niveles de transcrito de isotocina fue mediante la
realizacion de un RT-PCR multiple, en donde se coamplificd el cDNA blanco y un cDNA de
referencia, el que debe cumplir con el requisito de ser expresado de forma constante. Se escogié a

B-actina para este propdsito, ya que en nuestro laboratorio se habia trabajado anteriormente con
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este cCDNA y los partidores necesarios se encontraban a disposicion. Si bien ha sido demostrado
que en carpa la expresion de este gen puede variar bajo determinadas condiciones (Sarmiento et
al., 2000), en este caso se considera como expresion constitutiva debido a que todas las
poblaciones eran homogeéneas.

La eficiencia de amplificacién esta determinada principalmente por la secuencia de los
partidores (Siebert & Larrick, 1992), ademas de la longitud y secuencia del amplicon.
Considerando que en un PCR multiple se necesita comparar el producto final de dos amplicones
distintos, previo al ensayo se debe comprobar que ambos amplifiquen con similar eficiencia
durante la reaccion. Con el resultado expuesto en la Figura 14, este punto quedd zanjado para
realizar asi el PCR mdltiple sin problemas.

Los resultados que se obtuvieron en este ensayo de PCR mdltiple no dieron cuenta de alguna
diferencia significativa entre los niveles de isotocina de los distintos estados patoldgicos; sin
embargo, un claro aumento en los niveles se aprecio en los peces adultos (Figura 15).

A pesar de no haberse notado diferencias significativas mediante el uso del RT-PCR
maltiple, se decidié evaluar esta misma variable utilizando un sistema cuantitativo: el RT-PCR
competitivo. Debido a la gran sensibilidad y especificidad de la tecnologia del PCR, este método
ha sido utilizado con éxito en la determinacion pequefias cantidades de mMRNA (Gilliland et al.,
1990; Siebert & Larrick, 1993). En este trabajo se optd por utilizar un fragmento de DNA
homdlogo elaborado a partir del mismo clon obtenido, es decir, del cDNA del precursor de
isotocina. Este método fue méas conveniente que el de ligar los partidores a un fragmento de DNA
no homdlogo, ya que mediante una simple reaccion de digestién con enzima de restriccion

seguida por una ligacién, se obtuvo el DNA competidor sin mayores inconvenientes (Figura 5).
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Como se menciond anteriormente, la eficiencia de amplificacion estd determinada
principalmente por la secuencia de los partidores; esto es verdadero a menos que entre los
amplicones exista una gran diferencia de tamafio o de porcentaje de G/C (Siebert & Larrick,
1992). Una de las ventajas del PCR competitivo es que al utilizar los mismos juegos de partidores
para los dos DNAs, este problema es evitado. Ademas, como en el presente trabajo se utilizé un
DNA homdlogo, la unica posible diferencia en las eficiencias de amplificacion estaria dada por la
diferencia de tamafio. En este caso, la diferencia de tamafio entre el DNA competidor y el cDNA
blanco es de 167 pb, diferencia pequefia como para presentar inconvenientes, ya que en estudios
anteriores han existido diferencias ain mayores, sin afectar el ensayo (Siebert & Larrick, 1992;
Sarmiento et al., 2000). Conforme a lo esperado, ambos amplicones no mostraron diferencia en
sus eficiencias de amplificacion (Figura 16), permitiendo asi utilizar este DNA para los ensayos
de competencia. En la Figura 18 se exponen los resultados finales del ensayo de competencia; en
ellos no se aprecia una diferencia significativa entre las tres condiciones mencionadas.

Existe una consideracion técnica que no se puede dejar de mencionar; los resultados fueron
expresados en attomotes/plg RNA total, lo cual no es del todo preciso. Como se indicé en los
resultados, este valor se hace valido bajo el supuesto de que la reaccion de transcripcién reversa
tenga una eficiencia del 100%. El paso de transcripciéon reversa es la fuente de la mayor
variabilidad en un experimento de RT-PCR cuantitativo, puesto que la enzima transcriptasa
reversa es bastante sensible a sales, alcohol y fenol que pudiesen quedar como remanentes del
proceso de purificacion (Freeman et al., 1999). Igualmente, en este proceso de purificacion se
produce siempre una pérdida de RNA, por lo que también habria que tomar en cuenta la
eficiencia de este paso. No obstante, la importancia de este ensayo de competencia es la

cuantificacion comparativa entre las diferentes muestras (diferentes estados) y no una
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cuantificacion absoluta. Ademas, estas variables fueron minimizadas en este trabajo al procesar
todas las muestras en paralelo; las mismas soluciones, los mismos pipeteos y las mismas mezclas
fueron utilizadas para todas las muestras, evitando asi el error de tubo a tubo.

Al vincular a copeptin de manera directa con la liberacion de prolactina, se hace necesaria
una relacion morfoldgica entre este péptido y las células lactotropas de la RPD. Las células
lactotropas se encontraron en el salmén del Atlantico distribuidas en forma de acinos; esta
distribucion ha sido descrita también para otras especies (Batten et al., 1999), pero no se
encuentra presente en carpa (Flores, 2001). Mediante IHQ en cortes sagitales de encéfalo de
peces adultos se reveld la distribucién del Cp y su relacién con la zona productora de PRL de la
hipofisis. El anticuerpo anti-Cp utilizado en los ensayos de IHQ en el presente estudio fue
elaborado en base a un péptido sintético de 16 residuos correspondiente a este motivo en carpa
(Flores, 2001).

Las neuronas productoras de este péptido fueron encontradas en dos cimulos de células en el
nucleo predptico, que corresponderian al NPO pars magnocellularis y NPO pars parvocellularis,
lugar de sintesis de IT y AVT, respectivamente (Van den Dungen et al., 1982).

Se observa una sefial muy fuerte en la neurohipdfisis, dada por los axones transportadores de
las poliproteinas precursoras de IT y AVT. Similar a lo reportado en carpa (Flores, 2001), una
pequefa parte de la sefial positiva fue encontrada en la RPD, indicando la posibilidad de que
algunos terminales axonales se desvien hacia esta zona productora de PRL. Adicionalmente, se
observd parte de la sefial positiva de Cp dentro de los foliculos de células lactotropas en la RPD y
de una manera bastante peculiar (Figura 21). Esta sefial se concentr6 en la region apical de las
células lactotropas y en algunos acinos se observé un patron en forma de “rayos de bicicleta”;

también hubo sefial en lo que pareciera ser restos de liquido al interior del foliculo. Estos
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resultados, junto al hecho de que en nuestro laboratorio se ha observado una situacion similar
para el péptido RFa, otro posible factor liberador de PRL, dejan abierta la posibilidad de que la
regulacion de la liberacion de PRL ocurra por factores encontrados dentro del acino. El uso de
microscopia confocal para evaluar esta situacion se hace necesario; en todo caso, la duda queda
sembrada.

Si bien se determind previamente que no existen diferencias significativas en los niveles del
mensajero de copeptin (isotocina) entre peces en las distintas condiciones evaluadas, se quiso ver
si ocurria algo diferente a nivel de proteina. Para cumplir con este objetivo se realizaron ensayos
de IHQ en cortes de hipofisis de alevines en distinto estado patoldgico Al igual que en la
cuantificacion del transcrito, se utilizaron muestras de peces sanos y peces desafiados contra los
patdgenos V. ordalii, P. salmonis y ademas Renibacterium salmoninarum. También se incluyeron
muestras de individuos adultos, las que fueron comparadas con las muestras de alevines (peces
sanos, en el caso anterior). Los resultados no arrojaron diferencias notables en la cantidad de
copeptin presente en la pituitaria cuando fueron comparados los alevines sanos contra los
desafiados con los distintos patdgenos, ni tampoco cuando la comparacion se establecié entre
individuos en diferente estado etario.

Tal como se ha explicado en el punto 4.4 de los resultados, el pardmetro utilizado para estas
cuantificaciones fue el de luminosidad. El programa Image Pro Plus analiza cada imagen digital y
entrega una variedad de resultados, entre los que se incluyen area, luminosidad promedio,
densidad Optica integrada (I0OD), valores maximos y minimos (de luminosidad), cantidad de
pixeles, un histograma, etc. De todos ellos, el que refleja de mejor manera la cantidad de Cp
presente en la hipofisis es el de luminosidad promedio, ya que toma en cuenta solamente la

intensidad de la sefial (verde en este caso), descartando los pixeles correspondientes al fondo
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negro. Por lo tanto este valor hace referencia a la concentracion de Cp en la pituitaria, ya que en
las zonas en donde este péptido se encuentra mas concentrado la sefial es mas intensa. Al excluir
otras variables como el &rea, se evitaron posibles errores atribuibles al corte histoldgico. Debido
al pequefio tamafio de la pituitaria, resulta practicamente imposible manipularla para darle una
orientacion en el momento de incluirlas en parafina sélida, por esto la disposicion del corte
histoldgico es aleatoria.

Se desed establecer de la misma manera si existen diferencias en la cantidad de PRL presente
en la hipofisis. Se emplearon las mismas muestras mencionadas recién para el copeptin, con la
salvedad de que la muestra de hipofisis de peces desafiados contra V. ordalii era una sola, por lo
que su resultado no fue incluido en el gréafico de barras correspondiente. Por tratarse de la misma
metodologia anterior, todo lo dicho referente a ella es vélido para este caso también, con la
diferencia obvia de que en este caso el anticuerpo secundario iba ligado a un fluor6foro que emite
fluorescencia roja. Al igual que en los casos anteriores, los resultados tampoco evidenciaron
alguna diferencia significativa al comparar los distintos estados patolégicos.

El altimo resultado expuesto muestra la cuantificacion de PRL en alevines y en peces adultos
y en el han sido graficados los valores de luminosidad e 10D, por lo que se hace necesario una
explicacion a esto. Como se menciond anteriormente, el valor de luminosidad es el que da cuenta
de mejor modo de la cantidad de proteina, ya que va en directa relacion con ella sin tomar en
cuenta otras variables. Sin embargo, en este caso parecié oportuno incluir el valor del 10D, ya
que si bien no se observa una diferencia en la concentracion de PRL, representada por el valor de
luminosidad promedio, si se puede aseverar que hay mas PRL en la pituitaria del pez adulto,
puesto que la superficie analizada es méas grande. Sin embargo, este resultado no debe ser mal

interpretado, puesto que si bien hay més cantidad de isotocina, el tamafio del individuo en el que
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debe distribuirse también es mayor. Ademas, esto también puede explicarse por el estado de
desarrollo del pez y el medio en que se encuentra, recordemos que el pez adulto habita en el mar,
en donde la salinidad del agua obliga al individuo a adaptarse fisiol6gicamente a este medio. Asi,
una cuantificacion de los niveles séricos seria ideal para complementar esta informacion.

Antecedentes previos han mostrado la importancia de PRL en la regulacion positiva del
sistema inmune, tanto en peces como en mamiferos (Sakai et al., 1996b; Sakai et al., 1996c;
Yada et al., 1999; Freeman et al., 2000; Harris & Bird, 2000). Parece 16gico entonces pensar que
como parte de la respuesta inmune se genere un alza en los niveles circulantes de esta hormona,
ya sea para auxiliar el desencadenamiento y/o la mantencién en el tiempo de dicha respuesta.
Como este alza dificilmente ocurra por si solo, es altamente esperable que alguno de los factores
que regulan su secrecién también vean alterados sus niveles. Asi, bajo la hipotesis de que
copeptin estimula la secrecién de PRL, se lo tomo para su estudio.

En un principio, el papel de copeptin como factor liberador de prolactina fue estudiado
utilizando un modelo mamifero (Nagy et al., 1988), en el cual este motivo presenta caracteristicas
estructurales que difieren de las encontradas en peces. Un sitio de glicosilacion, junto a otro de
procesamiento que lo escinde de neurofisina, le otorgan a este motivo propiedades que bien hacen
pensar que posee alguna funcion bioldgica; sino ¢por qué entonces la maquinaria celular gastaria
energia y recursos en una sintetizar este péptido, y ademas glicosilado? El hecho de que los
mencionados sitios no se encuentren en los precursores de peces deja abierta la posibilidad de que
su funcion bioldgica sea exclusiva de organismos mas evolucionados. Sin embargo, los reportes
que demuestran una estrecha relacion morfoldgica entre Cp y las células lactotropas, ademas de
un efecto liberador de PRL in vitro (Flores, 2001; Soto, 2003; los presentes resultados), sugieren

fuertemente que copeptin posee una funcion ligada a la liberacion de prolactina
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Poniendo juntos todos los antecedentes aqui presentados, se puede inferir que el motivo
copeptin no estaria jugando un rol en la liberacion de prolactina desde pituitaria como parte de la
respuesta a la infeccion de patdgenos, al menos cuando se trata de agentes bacterianos. Sin
embargo, seria conveniente poder corroborar si lo mismo sucede con patdgenos virales o
fangicos. Por otra parte, estudios en paralelo realizados en nuestro laboratorio han mostrado que,
contrario a lo esperado, los niveles de PRL presentes en plasma y en leucocitos disminuyen en los
peces desafiados contra patdgenos bacterianos. Sin embargo, la expresion del receptor de PRL en
leucocitos y en rifién cefalico, 6rgano hematopoyético en peces, se ve aumentada (Montes et al.,
2004); lo que sugiere que lo que aumenta es la susceptibilidad de los componentes del sistema
inmune a prolactina y no los niveles circulantes de la hormona propiamente tal.

Por ultimo, también hay que tomar en consideracion la gran gama de efectos que ejerce
prolactina (Freeman et al., 2000) y la posibilidad I6gica de que la accion de copeptin sobre la
liberacion de prolactina esté determinada por alguno de ellos; a modo de ejemplo, seria
interesante investigar si Cp se ve incrementado en peces durante la adaptacion a agua dulce, ya
que los niveles de PRL en plasma e hip6fisis aumentan en esta situacién (Manzon, 2002).

Que aqui no se haya logrado relacionar concretamente la cantidad de copeptin con la
sobrevida de peces enfrentados a agentes patdgenos, no supone en ningln caso la inexistencia de
una relacion entre Cp y prolactina; por el contrario, plantea la necesidad de futuros estudios con
el fin de dilucidar si su actividad liberadora de PRL es dependiente efectivamente de la
inmunidad del pez, o si su efecto tiene relacion con alguna de las demés abundantes acciones de

esta hormona.
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