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1.-Resumen

El erizo chileno es considerado una de las especies con mayor potencial para
diversificar la industria acuicola en Chile, representando un 21% de la exportacién de
invertebrados marinos, debido a su alto valor comercial y gran demanda desde el
mercado europeo Yy asiatico. Actualmente las investigaciones se han basado
principalmente en mejorar el crecimiento y desove de este invertebrado. En el afio 2017
se logré secuenciar su transcriptoma, a partir del cual se ha logrado identificar una
importante cantidad de genes relacionados al sistema inmune, principalmente
receptores tipo Toll (TLR). En las distintas especies de erizos de mar, los TLRs estan
codificados por una gran familia multigénica compuesta por 60-250 genes en diferentes
especies. En este estudio se describen 4 TLRs, los cuales fueron evaluados filogenética
y transcripcionalmente, a través del estimulo con dos PAMPs (patrones moleculares
asociados a patogenos): LPS y Poly I:C. El analisis filogenético se realiz6 comparando
estas secuencias con los de TLRs de diferentes clases de vertebrados e invertebrados.
Este andlisis confirmé la conservacion de las secuencias utilizadas en todas las
especies. El andlisis transcriptémico con Poly I:C, un analogo sintético al dsARN viral,
generé un incremento en la expresion tiempo dependiente de tIr3, tir4, tir6 y Itr8
detectada mediante gPCR. En cambio, el estimulo con LPS, un componente de las
bacterias Gram negativas, presentd una induccion en la expresiéon a las 4 horas
anicamente en tlr4, sin afectar significativamente el nivel de transcrito de tIr3, tIré y tir8.
El estudio de los TLRs en erizo de mar puede proporcionar nuevas perspectivas de la

funcién de estos en el sistema inmune de invertebrados.



2.- Introduccién

2.1.- El erizo chileno y su importancia para la economia nacional.

El erizo chileno (Loxechinus albus. Molina, 1782) es el equinodermo de mayor
valor comercial en Chile, aportando el 21% de la produccion nacional de invertebrados
marinos (Aduana, 2016). Esta especie se distribuye a lo largo de toda la costa chilena,
desde Arica (18°S) hasta tierra del Fuego (55°S) en la regidon de Magallanes (XII
Region) habitando hasta los 106 metros de profundidad (Oyarzan et al., 1999; Moreno y
Molinet 2013). Su alimentacidén se basa en diferentes especies de algas, por lo cual se
considera una especie generalista (Castilla & Moreno 1982).

En la actualidad, la cosecha de L. albus (que data de hace 10.000 afios) se
realiza desde bancos naturales ubicados en las costas de Chile principalmente desde la
zona sur del pais (Regiones de los Lagos, Aysén y Magallanes) y esta permitida sélo
entre los meses de marzo y septiembre. La mayoria de L.albus es exportado a Japoén, y
una minima parte (aproximadamente 5%) es comercializado localmente. La alta
demanda de L. albus lo ha convertido en la especie de erizo mas extraida a nivel
mundial y principal constituyente de la pesqueria bentonica en Chile (Bustos & Olave.,
2001). Desde 1976 ha aumentado su captura, llegando a un maximo de 60.166
toneladas en 2002 (IFOP 2017).

A partir de la necesidad de diversificar la acuicultura chilena, debido a la
dependencia de la salmonicultura y considerando los grandes problemas que afectan a
esta industria en la actualidad, es que se ha impulsado la investigacion en el erizo
chileno, la cual se ha basado mayoritariamente en mejorar la actividad econdmica
relacionada a su distribucién, reproduccion, desarrollo de estados larvales y la
extraccién de este (Olave et al., 2001). Sin embargo, a la fecha no existen estudios
relacionados a su resistencia a patdbgenos y caracterizacibn de su respuesta
inmunoldgica frente a infecciones. Ademas, tomando como antecedente la devastacion
del erizo negro (Diadema antillarum) en el pacifico norte durante el afio 1983 por parte
de un patégeno, desconocido hasta la fecha (Edmunds et al.,, 2001), es de vital

importancia el estudio del sistema inmune del erizo chileno.



2.2.- Sistemainmune de equinodermos

El sistema inmune es el conjunto de estructuras y procesos bioldégicos en un
organismo que le permiten mantener la homeostasis o equilibrio interno ante sustancias
extrafas, identificadas como “no propio”, ya sea microbiolégicas (virus, bacterias,
hongos, protozoos y parasitos multicelulares) o contra macromoléculas (proteinas y
polisacéaridos), sin implicar una consecuencia patologica de tal reacciéon (Abbas et al.,
2001). La respuesta inmunitaria comienza con el reconocimiento del patégeno o
material extrafio y termina con el desarrollo de un mecanismo capaz de eliminarlo (Male
et al., 2007). Existe una gran diversidad de agentes infecciosos, requiriendo una gran
diversidad de respuestas para poder combatir cada tipo de infeccion (Male et al., 2007).

La respuesta inmunitaria puede ser dividida en dos categorias: Respuesta
inmune innata (natural o inespecifica) y Respuesta inmune adaptativa (adquirida o
especifica), ambas se diferencian en la especificidad y el tiempo que tardan en provocar
su efecto.

La respuesta innata no se modifica tras la exposicion reiterada a un determinado
patégeno, sin embargo, constituye la primera linea de defensa que controla los
primeros pasos de la respuesta inmune, esta conformada por barreras fisicas, células
fagociticas, eosindfilos, células citotdxicas naturales (NK) y diversas moléculas que
circulan en la sangre (complemento y proteinas de la fase aguda) (Male y Roitt., 1996;
Abbas et al., 2001). Es capaz de discriminar entre una variedad de patégenos y lo
propio, deduciéndose que no es completamente inespecifica como se pensaba
(Randon-Barragan, 2009).

Por su parte, la respuesta adaptativa, responde de manera especifica a cada patégeno
siendo mas lenta en su desarrollo, ademas posee la capacidad de crear memoria
inmunoldgica (Rubio-Godoy, 2010). En resumen, las dos caracteristicas claves de la

respuesta adaptativa son especificidad y memoria (Male et al, 1996).
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Figura 1. Inmunidad innata y adaptativa. Los mecanismos de la inmunidad innata son los
primeros en efectuar una respuesta contra infecciones. Las respuestas adaptativas se inician
después y consisten en la activacion de linfocitos. Abas. K.A., 2012.

Respecto al sistema inmune de invertebrados marinos, este se ha descrito como
exclusivamente innato (Smith et al., 2006). Los principales componentes del Sistema
inmune innato corresponden a los receptores de reconocimiento de patrones (Pattern
Recognition Receptors o PRRs) que estan encargados del reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patégenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPS)
(Duez et al., 2006). De particular interés son los PRRs encargados de activar vias de
transduccion intracelulares o sefalizadores, que conducen a la expresion de una
variedad de genes de la respuesta inmune, incluyendo citoquinas pro-inflamatorias
(Medzhitov et al., 2000).

A pesar de no existir estudios en el sistema inmune de erizo chileno, si existe
una gran cantidad de estudios en S.purpuratus, L.variegatus, P.lividus, entre otros. Los
cuales han aportado gran cantidad de datos para el entendimiento del sistema inmune

innato en general.



Durante muchos afios se pensd que los invertebrados no poseian un sistema
inmune reconocible, pensamiento que no compartia Elie Metchnikoff, quien en el afio
1893 fue el primero en demostrar la encapsulacion celular de un cuerpo extrafo
insertado en un invertebrado ( Metchnikoff 1893), en donde observo que al introducir
una espina de rosal en la cavidad celémica de la estrella, esta era atacada por células
moviles que se acercaban a la espina e intentaban defender a la larva mediante la
fagocitosis del invasor (Beck y Habicht., 1996). De ahi en adelante Metchnikoff inici6 el
estudio de la Teoria Fagocitica en inmunologia celular, definiendo la fagocitosis como
‘un mecanismo por el cual las células tienen la capacidad de absorber particulas
alimenticias”. Sin embargo, no fue hasta setenta afios después que Hildemann y sus
colegas demostraron la capacidad de varias especies de equinodermos para diferenciar
lo propio de tejido no propio, a través de estudios de rechazo de aloinjerto (Hildemann y
Dix, 1972, Karp y Hildemann, 1976). Estas observaciones iniciales se ampliaron en
estudios de erizos de mar como en Lytechinus pictus y Strongylocentrotus purpuratus,
en los que se definié la naturaleza no especifica de la respuesta inmune innata de los
erizos de mar (Coffaro y Hinegardner, 1977; Coffaro, 1979, 1980; Smith y Davidson
1992).

Estos y otros estudios identificaron las células del sistema circulatorio abierto en
los equinodermos adultos, los celomocitos, como los principales efectores de las
respuestas de defensa y como los principales mediadores del rechazo de aloinjertos
(Hildemann y Dix, 1972; Coffaro y Hinegardner, 1977), respuesta a lesion o infeccién y
eliminacién de sustancias extrafias (Reinisch y Bang, 1971; Bertheussen, 1981; Yui y
Bayne, 1983; Plytycz y Seljelid, 1993).

Actualmente los celomocitos se consideran el principal componente del sistema
inmune de los invertebrados marinos (Liao et al., 2017). Los celomocitos comprenden
todos los tipos celulares que circulan libremente en el fluido de la cavidad celémica de
equinodermos. La literatura describe cuatro tipos de celomocitos: fagocitos (60-70%),
células vibratiles (15-20%), células esferoidales rojas (5- 10%) y células esferoidales
incoloras (5-10%) (Johnson, 1969a; Bertheussen y Seljelid, 1978; Isaeva y Korembaum,
1990).



El nimero de celomocitos varia entre especies y también entre individuos de la
misma especie de acuerdo a su tamafio y condiciones fisioldgicas (tabla 1) (Smith,
1981; Laughlin, 1989; Gross et al., 1999; Arriza et al, 2013). Los fagocitos constituyen la
mayor proporcion de celomocitos que estan involucrados en el rechazo de agentes
externos, quimiotaxis, fagocitosis, encapsulacion, expresion de genes inmunitarios,
aglutinacion y reacciones de agregacion (Gross et al., 2000; Clow et al., 2004 y Hillier y
Vacquier, 2003).

Dentro de la bateria de genes relacionados al desarrollo de la respuesta inmune que
expresan los celomocitos se encuentra una gran diversidad de PRRs en particular los
receptores tipo Toll (TLRS).
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Figura 2. Arbol filogenético tedrico sobre la evolucién de la inmunidad.

Se muestran las relaciones evolutivas tedricas de los metazoos y el surgimiento de la inmunidad
adaptativa en conjuncion con la inmunidad innata. Familias de moléculas inmunes distintas a
Receptores de tipo Toll estdn marcadas en azul: Dominios de Inmunoglobulinas de tipo V y
proteinas con dominios de union a quitina (VCBP), Proteinas relacionadas con fibrin6geno

(FREP). Receptores inmunes basados en recombinacion indicados en verde: Receptor de
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células T (TCR), inmunoglobulinas (Ig) y receptor de linfocitos variables (VLR). Cooper et al.,
2006.
Tabla 1: Subpoblaciones de celomocitos de distintos tipos de erizos de mar. El rango de
diferencia entre subpoblaciones esta representado en paréntesis. (modificado de Gross et al.,
2000)

Tipo celular Subpoblacion de celomocitos (%)
Fagocitos 76.6 (60.0-82.6)

Células Vibratiles 16.9 (15.0-20.0)

Células esferoidales rojas 7.8 (1.8-16.0)

Células esferoidales incoloras 3.7 (0.7-9.3)

2.3.- Rol de los Receptores tipo Toll (TLRs) en la respuesta inmune innata

Dentro de los PRRs destaca la familia de los Receptores de tipo Toll (Toll like
Receptors, TLRs), homologos a los Toll de Drosophila (Hashimoto et al., 1988),
identificados a inicios de la década de los 90 por su papel determinante en la respuesta
inmune contra infecciones fungicas (West et al., 2006).

Los TLR son los principales receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de
la superficie celular en el reconocimiento de los componentes microbianos y la
induccion de respuestas inmunes (Akira y Takeda, 2004). Estos receptores son
expresados en células como: neutrofilos, macréfagos, células dendriticas, células
epiteliales mucosas, células B, células T, células trofoblasticas, plaquetas y células
megacariociticas (Randon-Barragan, 2009; Takano et al., 2010). También se
encuentran en algunas células no inmunitarias como fibroblastos y células epiteliales
(Takano et al., 2010).

Los TLR se encuentran en vertebrados e invertebrados (Imler et al., 2004), y son
glicoproteinas transmembrana de tipo 1, con tamafios moleculares entre 90-115 kDa.
Se distinguen por poseer un dominio extracelular de unién al ligando compuesta de
repeticiones ricas en leucina (LRR), asi como uno intracelular, dominio del receptor
Toll/IL-1, llamado dominio TIR, por su homologia con el dominio citoplasmatico del
receptor de IL-1 (Akira y Takeda, 2004; Takano et al., 2010).

9



Las LRRs se encuentran en tandem y consisten entre 20-40 aminoacidos de
largo, los que contienen una secuencia consenso de 10 aminoacido, XLXXLXLXXN,
caracteristica de las LRR en todos los TLR (Bell et al., 2003; Matsushima et al., 2007).
Ademas de otra secuencia consenso, XeXXeXXXXFXXLX, que poseen algunas LRR en
los TLR (Bell et al., 2003; Matsushima et al., 2007). Las LRRs en su conjunto forman
una estructura tipo “herradura” para el dominio extracelular del receptor (Bell et al.,
2003). La estructura tipo herradura es caracteristica de estos dominios, las variaciones
en la secuencia y el largo de la insercion de las LRR generan diferentes
conformaciones que estan relacionadas con el reconocimiento especifico de los PAMPs
(Bell et al., 2003).

Los ligandos para TLRs son motivos estructurales conservados de los microbios,
denominados PAMPs, éstos incluyen lipopolisacarido (LPS), flagelina, lipoproteinas,
glicolipidos, y los acidos nucleicos de origen bacteriano, viral, parasitario o fungica. En
la Tabla 2 se muestra un resumen de los TLR que se han encontrado en mamiferos

junto con los PAMPs que reconocen cada uno de ellos.
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Tabla 2: TLR de mamiferos, expresion y ligados.

Receptor Expresion (mRNA) Ligando Origen del ligando
TLR1 (con TLR2) M, N, LB, NK, Lipopéptidos triacilados (PamiCys) Bacterias y micobacterias
CDi, CDpl Factores solubles Neisserig meningitidis
TLR2 PMN, M, CD, CDi Lipoproteinas y lipopéptidos Varios patigenos
Peptidoglicano (PG) Bacterias Gram +
Acido lipoteicoico (LTA) Bacterias Gram +
Lipoarabidomanano Mycobacteria
Modulina soluble en fenol S. epidermidis
Glicoinositolfosfolipidos T. cruzi
Glicolipidos T. maltaphilum
Porinas Neiseria
Lipopolisacdrido atipico Leptospira inferrogans
Lipopolisacdrido atipico Porphyramonoa gingioalis
Zymosan Hongos
TLR3 CD, CDi RNA viral de doble cadena Virus
Poli(I:C) Sintético
TLR4 CEnd, M,N,CD Lipopolisacdrido (LPS) Bacterias Gram -
Poteina de fusitn Virus Sincitial respiratorio
Proteina de la envoltura Virus de tumor mamario
HSP60 Chlamydia pneumoniae
TLR5 M, CD, CDi Flagelina Bacterias
TLR6 (con TLR2) M, CDj, CDpl Lipopéptidos diacilados (Pam:Cys) Mycoplasma
LTA Bacterias Gram +
Zymosan Hongos
TLRY CDpl Imidazoquinolina Compuesto sintético
ss RNA Virus
TLRS M, CDi Imidazoquinolina Compuesto sintético
ss RNA Virus
TLR9 M, CDpl DNA con motivos CpG Bacterias y virus
TLR10 CDi ND ND
TLR11 Epitelio renal® ND Bacterias uropatogénicas
M: monocito; N: neutrdfilo; CD: célula dendritica, CDi: CD inmadura; CDpl: CD plasmocitoide; C.End: célula endotelial; NK: Nafural killer. * Murino,
En humanos se expresa una forma truncada de la proteina. (Adaptado de Akira 5, Takeda K. Toll-like receptor signalling. Nat Rev Immunol 2004;4:499-511.
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Los TLR se “activan” uniéndose a su ligando, formando dimeros entre TLRs, ya
sean homodimero o heterodimeros. Se ha sugerido que una vez que los TLR se
activan, desencadenan la sefializacion induciendo dimerizacion de los dominios TIR, lo
que provee una plataforma para el reclutamiento de las proteinas adaptadoras de la
cascada de sefializacion (O neill et al., 2007; Jin et al., 2007). Este grupo de moléculas
adaptadoras, se caracteriza por poseer un dominio TIR. Las interacciones TIR-TIR
entre la molécula adaptadora y el dominio intracelular del TLR desencadenan la
cascada de sefalizacion. Los adaptadores que se han descrito, hasta el momento, en
mamiferos son Factor de diferenciacién mieloide 88 (MyD88), proteina adaptadora con
un dominio TIR (TIRAP), adaptador con dominio TIR que induce IFN-B (TRIF), y
molécula adaptadora relacionada a TRIF (TRAM) (Kumar et al, 2009). El
descubrimiento de varios adaptadores que contienen TIR, llevaron a la comprension
que tipos individuales de TLR reclutan distintos adaptadores citosélicos que pueden
desencadenar respuestas especificas a microbios determinados (Akira et al, 2006;
Kawai et al., 2010). Ademas, el tipo de sefalizacién celular especificas definidas por
sus propiedades inmunolégicas pueden alterar la respuesta desencadenada por la
seflal de un mismo TLR en diferentes tipos de células (Barbalat et al., 2009). Hasta el
momento, 11 TLRs han sido identificados en humanos y 13 en ratén los que, de
acuerdo al patdgeno que reconocen, se pueden agrupar en dos categorias: TLRs de
PAMPs bacterianos (TLR2, 4 y 5) o virales (TLR3, 7/8 y 9), los que se localizan
principalmente en la superficie celular o requieren su internalizacién a compartimientos

endosomales, respectivamente (Miggin et al., 2006).
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2.4.- Argumentos de la hipotesis

A diferencia de los insectos y vertebrados, los TLRs en erizos de mar son

codificados por una gran familia de multigenes. A la fecha, 68 y 253 genes de TLR han
sido identificados en L. variegatus y S. purpuratus, respectivamente, representando un
namero 5 veces mayor a lo conocido en vertebrados (Buckley and Rast, 2012; Smith et
al., 2006). La diversidad de secuencias entre estos genes es mayor en el ectodominio
LRR, consistente con una diversificacidn asociada de especificidad de reconocimiento
inmune (Gross, et al 1999).
La gran cantidad de secuencias de TLRs descritas para erizos de mar (e invertebrados
marinos en general) revelan la importancia que tienen estos receptores en el desarrollo
de la respuesta inmune innata de estos organismos. Sin embargo, hasta la fecha no
existen estudios que evaluen el comportamiento de los TLRs frente a diferentes PAMPs
en el erizo chileno. Esta informacién resulta clave para comprender las bases
moleculares que regulan la respuesta inmune innata de esta especie de invaluable valor
para la economia nacional.

Recientemente, se obtuvo el transcriptoma correspondiente a los tejidos de
gbnada, intestino y celomocitos de erizo chileno (Antiqueo et al., 2018, en preparacion).
Andlisis preliminares de este estudio revelan una gran variedad de genes putativos de
receptores tipo Toll en esta especie. Por lo tanto, considerando el gran repertorio de
TLRs presentes en el erizo chileno es interesante evaluar si existen diferencias
transcripcionales de estos receptores bajo estimulos con PAMPs bacterianos (LPS) y
virales (Poly I:C), lo que indicaria su rol diferencial durante el desarrollo de la respuesta

inmune.
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3.- Hipoétesis

LPS y Poly I:C promueven la expresion diferencial de los receptores tipo Toll 3, 4,6y 8
en celomocitos del erizo chileno (Loxechinus albus).

4.- Objetivo general

Evaluar los patrones de expresion de receptores tipo Toll y viabilidad celular en

celomocitos de Loxechinus albus estimulados con LPS y Poly I:C.

5.- Objetivos especificos

1) Identificar y caracterizar secuencias de TLRs en el transcriptoma de erizo rojo.

2) Identificar filogenéticamente las diferencias evolutivas de los TLRs en erizo rojo y
compararlos con distintas especies.

3) Evaluar la respuesta transcripcional de TLRs mediante gPCR en celomocitos de

erizo rojo estimulados con LPS y Poly I:C
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6.- Materiales y métodos

6.1.- Caracterizaciéon y analisis filogenético de TLRs.

A partir del transcriptoma de Loxechinus albus (Antiqueo et al., 2018, en revision)
se identificaron las secuencias putativas de TLRs mediante BLASTX, utilizando un e-
value < 1x10°. A partir de la secuencia nucleotidica de cada TLR se tradujo la
secuencia aminoacidica correspondiente a los seis marcos de lectura utilizando la
herramienta EXPASY — Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/).
Posteriormente, se realizé un BLASTp contra siete especies (tabla 3) con el fin de
identificar cual de los marcos de lectura podria dar origen a un TLR y descartar los

falsos positivos.

Tabla 3: Especies utilizadas para BLASTp contra contigs del transcriptoma de Loxechinus

albus

Nombre cientifico Taxonomy ID
Strongylocentrotus purpuratus 7668
Danio rerio 7955
Sus scrofa 9823
Salmo salar 8030

Bos Taurus 9913
Oryctolagus cuniculus 9986
Cyprinus carpio 7962
Apostichopus japonicus 307972
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Ciona intestinalis 7719
Oncorhynchus mykiss 8022
Mus musculus 10090
Drosophila 7215
Homo sapiens 9606

A continuacion, se caracterizaron los dominios del total de TLRs identificados
utilizando la herramienta CD-search tool (https://ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb.cgi)
y analizados de manera grafica con el programa IBS (GPS, http://ibs.biocuckoo.org/).
Luego se escogieron las cuatro secuencias candidatas que presentaron mayor
cobertura e identidad de cada especie y estas fueron utilizadas para realizar
alineamientos multiples de secuencia y arboles filogenéticos (tipo neighbor-joining)
utilizando los programas CLUSTAL W (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y
MEGA 5.05, respectivamente.

6.2.- Animales y toma de muestras

Los erizos rojos, Loxechinus albus, fueron obtenidos desde el Centro de
Investigacion Marina de Quintay (CIMARQ) de la universidad Andrés Bello, ubicado al
sur de la regién de Valparaiso, Chile (33° 13°S, 71° 38°0). Los ejemplares fueron
alimentados con algas extraidas directamente de la costa de Quintay.

Los experimentos se realizaron con 30 ejemplares juveniles de didmetro promedio de
4,5 £ 0,5 cm y 35 gramos de peso promedio. Estos fueron transportados a Santiago en
un acuario con flujo de aire constante y agua de mar filtrada y se mantuvieron en una
incubadora a 10°C hasta su utilizacion. Los celomocitos fueron obtenidos mediante el
corte de la membrana peristomal del erizo y la posterior recoleccion del contenido

acuifero liberado desde la cavidad celémica.

6.3.- Recoleccion de liquido celomico y estimulo con PAMPs
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Una vez obtenido el fluido celémico de todos los ejemplares, este fue dispuesto
en un vaso precipitado haciendo un ‘pool” de fluido celémico de todos los ejemplares
junto a un volumen igual de solucion anticoagulante para celomocitos (20mM Tris, 0.5M
NaCl, 70mM EDTA, pH 7.5). A continuacion, se colocaron 5 ml de liquido celomico en
placas de cultivo de 6 pocillos para ser estimulados con los PAMPs: LPS y Poly I:C, en
concentraciones de 1pg/mL y 2 pg/mL respectivamente durante 2, 4, 8 y 12 horas. Los
controles fueron tratados con la misma solucion anticoagulante para celomocitos y
dispuestos en placas de cultivo de 6 pocillos idénticas a las placas de desafio inmune,

en los mismos tiempos antes indicados, incluido el tiempo 0 horas.

6.4.- Extraccion y cuantificacion de ARN de celomocitos

El fluido celdomico fue centrifugado 10 min a 2000 RPM, con el fin de concentrar
las células (3x10° células/mL), luego se retiré todo el sobrenadante para realizar la
extraccion con reactivo Trizol (Ambion™), segun protocolo del fabricante (Hernandez et
al., 1995).

Luego se separaron las fases mediante la adicion de 200 pL de cloroformo, el
cual es agitado vigorosamente por algunos segundos. Posteriormente se incubd a
temperatura ambiente por 2-3 minutos y luego se centrifugd por 15 minutos a 12000
RPM a 4°C. El cloroformo tiene la capacidad de eliminar ARNasas, asi como de
disolver lipidos y proteinas, y luego de este procedimiento el ARN es selectivamente
retenido en la fase acuosa (Chomczynski y Sacchi., 1987).

Esta fase acuosa fue pasada a un nuevo tubo para precipitar el ARN, con 500 pl
de alcohol isopropilico. Se incubaron a temperatura ambiente por 10 min y luego se
centrifugd en las mismas condiciones que la centrifugacién anterior, obteniendo como
producto un sobrenadante y un “pellet” en el fondo del tubo.

Para finalizar, el precipitado de ARN fue lavado con etanol 75%, centrifugado
(7500 rpm por 5min a 4°C), posteriormente se descarto el etanol, por ultimo, se dejo
secar a temperatura ambiente, se le afladi6 80 yL de agua libre de nucleasas y se

almacend a -80°C hasta su cuantificacion.
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Luego de la extraccion de ARN, las muestras fueron cuantificadas en el equipo
Epoch multivolumen (BioTek, Winooski, VT, EE.UU), y se analiz6 la integridad
incubando el ARN con buffer de carga 5x (Azul de bromofenol, 500 mM EDTA a pH 8,
Formaldehido al 37%, formamida, 100% Glicerol y MOPS 10x) para ser visualizado por

electroforesis en gel de agarosa 1.2 % en buffer MOPS 1x por 50 min a 70 V.

6.5.- Sintesis de cDNA

El ARN total fue sometido a la reaccidbn de transcripcion reversa para la
produccion de ADN complementario (ADNc) tanto las muestras control, como los
tratamientos con POLY I:C Y LPS. Se utilizaron 800 ng de ARN total con razon Azeo/2s0
mayor a 1,8 y menor a 2,0. Se utilizé el kit “QuantiTect® Reverse Transcription”
(Qiagen, Austin, TX, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.6.- Disefio de partidores y PCR en tiempo real

Se disefaron partidores especificos para TLR 3, 4, 6, 8, 13.1 y 13.2 utilizando los
programas Primer3 y AmplifX a partir de 4 secuencias caracterizadas anteriormente,
ademas estos fueron corroborados con el programa OligoAnalizer 3.1 (Integrated DNA
Technologies).

El PCR en tiempo real fue realizado en un termociclador Mx3000P (Stratagene,
USA) utilizando un volumen final de 15,2 ul, los cuales contenian 7,5 ul de Brilliant Il
SYBR Green gPCR Master Mix 2x (Agilent Technologies), 1,5 yl de un mix de
partidores sentido y antisentido para cada gen (10 yM), 0.2 pl de ROX 1 mM y 6 ul de
cDNA en la dilucion valorada (1:20), la que fue estimada realizando una curva estandar
con diluciones seriadas de un pool de cDNA. Anterior a esta etapa se realiz0 una curva
de disociacion con el fin de corroborar la especificidad de los partidores y de descartar
la formacion de dimeros de estos. Por ultimo, se realiz6 la cuantificacion de los niveles
de expresion relativa de los 4 TLRs utilizando como gen normalizador a 18s. Las

condiciones de los PCR fueron: inicial de 10 min a 95°C, intermedia de 40 ciclos de 30
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s. a 95°C, 30 s a Tm (temperatura de fusién de la pareja de partidores), 32 s a 95°C y
una etapa final de 30 s a 72°C.

6.7.- Medicion viabilidad celular

Todas las muestras de celomocitos fueron sometidas a un protocolo de tincion
para discriminar viabilidad celular mediante el kit LIVE/DEAD ® Viability/Cytotoxicity Kit,
en donde se utilizaron 150 uL de Ethidium monodimer-1 10uM (Componente B) y 150
uM de Calcein AM 10 uM (Componente A), y fueron incubadas por 20 min a
temperatura ambiente. La visualizacion se realiz6 en un Microscopio Trinocular
Olympus aumento 40x, filtro 590nm para células vivas y 480nm para células muertas

las imagenes fueron editadas en el programa ImageJ (NIH, USA).

6.8.- Andlisis de resultados

Los experimentos se realizaron con tres réplicas bioldgicas para cada tiempo de
tratamiento y control, y los gPCR se realizaron cuantificando cada muestra en triplicado.
Todos los resultados obtenidos fueron normalizados respecto a la condicién control,
representado en veces de induccion, y se expresaron como un promedio + error
estandar de la media (SEM). Para evaluar las diferencias entre los grupos clasificados
se realiz6 un analisis de varianza de una via (one way-ANOVA), seguido de una prueba
post hoc de Tukey. Para los graficos agrupados se realizé un andlisis de varianza de
dos vias (two way-ANOVA), seguido de una prueba de Sidak. Todos los analisis

estadisticos se realizaron usando el programa computacional GraphPad Prism 6.
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7.- Resultados

7.1.- Eleccién de genes candidatos

Hasta la fecha, el efecto de los PAMPS sobre la expresion diferencial de TLR en
Erizo chileno no ha sido determinada. Gracias a la reciente secuenciacion del
transcriptoma de esta especie fue posible identificar una gran variedad de genes
relacionados con la respuesta inmune, principalmente receptores tipo Toll.

Luego de encontrar 40 TLRs putativos desde el transcriptoma de L.albus por
BLASTX, se seleccionaron los 6 con mayor porcentaje de identidad y cobertura respecto

a los genes TLR utilizados en la literatura para S. purpuratus y P. lividus (tabla 4).
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Tabla 4: Resultado de Blast utilizando los contigs provenientes del transcriptoma de L.albus

contra la base de datos de proteinas proveniente de siete especies diferentes.

ESPECIE GEN COBERTURA IDENT
>contig_13797  S. purpuratus TLR 3 100 82
>contig_47440 S. purpuratus TLR 8 99 70
>contig_89250 S. purpuratus TLR 4 100 85
>contig_69174  S. purpuratus TLR 6 100 88
ESPECIE GEN COBERTURA IDENT
>contig_37051 S. purpuratus TLR 3 99 74
>contig_38150
>contig_38947 S. purpuratus TLR 4 100 72
>contig_38948 S. purpuratus TLR 4 98 79
>contig_50231 S. purpuratus TLR 3 100 78
>contig_50799 S. purpuratus TLR 3 99 60
>contig_53010 S. purpuratus  TLR 4 94 71
>contig_60596i S. purpuratus  SLIT 2 96 67
>contig_61942 S. purpuratus  TLR 3 100 78
>contig_72813 S. purpuratus  TLR 3 93 32
>contig_ 79828 S. purpuratus LRR P1 99 54
>contig_ 82856 S. purpuratus TLR 4 96 59
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>contig 83146 S. purpuratus CENTRIOLIN 99 82
>contig_ 88250 S. purpuratus  TLR 4 100 80
>contig 94594 S. purpuratus  TLR 3 100 56
>contig 95101 S. purpuratus  TLR 4 100 69
>contig_ 96463 S. purpuratus TLR 4 100 74
>contig_ 32069

>contig_35294

>contig_38949 S. purpuratus TLR 6 100 75
>contig_50194

>contig_50426 S. purpuratus CARBOXYPEP 100 85
>contig_53248 S. purpuratus TLR 3 92 88
>contig_69173 S. purpuratus TLR 6 100 86
>contig_75061

>contig_77678 S. purpuratus  TLR 6 100 70
>contig_79558

>contig_246 S. purpuratus TLR 2 tipo2 69 70
>contig_7675 S. purpuratus LRR1 100 48
>contig_82333 S. purpuratus LRR1 96 50
>contig_87027 S. purpuratus TLR 13 98 37
>contig_94392

>contig_94676 S. purpuratus SLIT 3 100 65
>contig_98535 S. purpuratus Gastrine R 100 81
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7.2.- Alineamiento Multiple

Para identificar si las secuencias elegidas tienen motivos conservados
caracteristicos de un receptor tipo Toll, se hicieron alineamientos multiples de
secuencias, en los cuales se pudo identificar una secuencia consenso propia de un
dominio LRR (Figura 3) y un porcentaje de leucinas similar al 15% caracteristico de los

dominios LRR.
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Figura 3: Alineamiento multiple de secuencias de fragmentos de TLR3, 4, 6 y 8 en
Loxechinus albus y otras 7 especies representativas. Con la letra A se indica el
alineamiento de un fragmento de TLR3, con la letra B de un fragmento del TLR4, con la letra C
de un fragmento del TLR6 y con la D un fragmento del TLR8. La secuencia encerrada en rojo

corresponde a la secuencia consenso XLXXLXLXXN propia del dominio LRR de los TLRs. El

alineamiento fue creado con ClustalWW en Mega?.
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7.3.- Arbol filogenético

Con el fin de establecer una relacion evolutiva de los TLRs de L.albus con otros
organismos, se construyeron arboles filogenético con los organismos mencionados
anteriormente en el alineamiento multiple, agregando a C.intestinalis como grupo
externo, para formar raiz. Se puede observar en la figura 4 una estrecha relacion
evolutiva entre equinodermos e invertebrados (S.purpuratus y A.japonicus), seguido de
vertebrados acuaticos (C.carpio y S.salar) y, por ultimo, con los mamiferos (S.scrofa,

B.taurus, H.sapiens y O.cuniculus).
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Figura 4: Arbol filogenético con secuencias aminoacidicas (aa) para el gen TLR3. La
distancia relacionada a la secuencia de aa del urocordado Ciona intestinalis fue utilizado como
grupo externo “outgroup”. Los nimeros en cada interseccion indican el porcentaje de similitud

del gen en cada especie utilizada.
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Figura 5: Arbol filogenético con secuencias aminoacidicas (aa) para el gen TLR4. La
distancia relacionada a la secuencia de aa del urocordado Ciona intestinalis fue utilizado como
grupo externo “outgroup”. Los niumeros en cada interseccion indican el porcentaje de similitud

del gen en cada especie utilizada.
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Figura 6: Arbol filogenético con secuencias aminoacidicas (aa) para el gen TLR6. La

distancia relacionada a la secuencia de aa del urocordado Ciona intestinalis fue utilizado como

grupo externo “outgroup”. Los nimeros en cada interseccion indican el porcentaje de similitud

del gen en cada especie utilizada.
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Figura 7: Arbol filogenético con secuencias aminoacidicas (aa) para el gen TLRS. La
distancia relacionada a la secuencia de aa del urocordado Ciona intestinalis fue utilizado como
grupo externo “outgroup”. Los numeros en cada interseccién indican el porcentaje de similitud

del gen en cada especie utilizada.
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7.4.- Disefio y validacion de partidores

Una vez seleccionados los genes candidatos a partir de los analisis in silico, se
disefiaron seis juegos de partidores (sentido y antisentido) a partir de las secuencias
seleccionadas, que se ubican en el dominio TIR para el TLR 6 y en el dominio LRR para
el TLR 3, 4 y 8 con el fin de validar su expresion experimentalmente (Figuras en anexo).
Cada par tiene una TM similar, y un amplicén dentro de los parametros adecuados para

su utilizacién en gPCR. La tabla 5 entrega la informacion de los partidores utilizados.
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Tabla 5: Partidores disefiados y utilizados en esta tesis

Gen Sentido  Secuencia Posicion  Eficiencia (%) Tm °C
TLR3 Forward cactggagcatctcaacgaa LRR 101,7 60,5
Reverse ggacgatgatgatgaggaca 59
TLR4 Forward gacgaggaatgggtaggtga LRR 101,4 60,7
Reverse gcggaacttgagcatgaa 57,9
TLR6 Forward atcaacgctctccattac TIR 103,2 54,2
Reverse gaaccaggcatcatcaac 55,7
TLRS8 Forward aacaacgcctcatcctcatc LRR 99,6 60
Reverse ggtcccattccaagtaagca 59,8
18S Forward cctggccttcctctcggagtc NA 100,8 63,1
Reverse ggatgccccgttaagattc 63
TLR2 Forward atctggaatggggatgatga NA 100,1 58,4
Reverse ttctgggggcactaaatgat 59,2
TLR13 | Forward tactggagcatctcaacgaa NA 99,4 58,6
Reverse tcacgaacaacctgacaagg 60
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7.5.- Curva disociacion partidores

Para corroborar que los partidores generan un solo producto de PCR
amplificado, se realiz6 una curva de disociacion (curva de melting). Una Unica curva es
indicativa de un solo producto de PCR (figura 8). Para los siguientes genes se
obtuvieron amplificaciones que cumplian con todos los requisitos para ser utilizado en
estudios de expresion génica relativas: TLR3, TLR4, TLR6 y TLR8. Otros 2 TLRs fueron
probados, TLR2 y TLR13, los cuales no amplificaron correctamente independiente de
las variaciones en las condiciones de PCR testeadas y por consiguiente fueron

excluidos de esta tesis.
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Figura 8: Curva de melting o disociacion, correspondiente a los genes TLR3, TLR4, TLR6
y TLR8. En el eje X se observa la temperatura, mientras que en el eje Y, la fluorescencia
obtenida. Se observa un solo producto amplificado para todos los genes con 3 réplicas. Las
lineas que no presentan amplificacion corresponden al control NTC y No-RT.
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7.6.- Medicion densidad y viabilidad celular de celomocitos

Con el fin de determinar el impacto que causan los PAMPs utilizados en los
celomocitos a nivel celular, se realizé un conteo celular en cAmara de Neubauer para
determinar cambios en la concentracion de celomocitos con los tratamientos, donde se
pudo comprobar un aumento significativo de la poblacion celular en el tratamiento con

LPS respecto al control (Figura 9).

Por otra parte, para determinar la viabilidad de estas células, se tifieron con un Kit
comercial que discrimina rapidamente las células vivas de las muertas mediante la
tincion simultdnea con calceina AM verde fluorescente para indicar actividad de
esterasa intracelular y homodimero-1 de etidio rojo fluorescente para indicar la pérdida
de integridad de la membrana plasmatica mediante microscopia de fluorescencia
(Figura 10b) donde se observa que la viabilidad de los tratamientos Control y Poly I:C
no tuvo cambios significativos, sin embargo, el tratamiento LPS disminuy6é un 30% la

relacion células vivas/células muertas (Figura 10a).
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Figura 9: Conteo de celomocitos totales (106 ml™) de L.albus determinados alas 0, 2, 4, 8
y 12 horas post tratamiento. LPS (barras blancas), Poly I:C (barras grises) y Control (barras

negras). Para indicar diferencias significativas se realiz6 un analisis de dos vias ANOVA
seguido de una prueba de Sidak.
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Figura 10a: Porcentaje de viabilidad celular de celomocitos de L.albus en condicién control,

tratamiento LPS y tratamiento Poly I:C.
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Figura 10b: Viabilidad de celomocitos en condicidon control, tratamiento LPS y tratamiento
Poly I:C, en verde se observan células vivas y en rojo las células muertas, todas las imagenes
corresponden a fotografias sobrepuestas de celomocitos observados en un microscopio de
fluorescencia a 480nm (rojo) y 590nm (verde), con aumento de 40x.



7.7.- Perfiles de expresion tir3, tir4, tir6 y tIr8 en respuesta al estimulo con Poly I:C
y LPS en celomocitos

Se ha descrito que los receptores tipo Toll son activados tanto por virus como por
infecciones bacterianas. Por lo tanto, se evaluaron los niveles de expresion de los
candidatos en celomocitos estimulados con Poly I:C, que emula un estimulo de dsRNA
viral y con LPS, un componente de la membrana externa de bacterias Gram-negativas.

Los efectos de Poly I:C y LPS en los niveles de transcritos de los TLRs de
celomocitos de erizo L.albus fueron cuantificados a las 0, 2, 4, 8 y 12 horas después de

cada tratamiento mediante qPCR.

Los valores expresados como veces de cambio respecto al control, se refieren al
cociente entre la expresion relativa del tratamiento sobre la expresion relativa del
control del mismo tiempo, estableciendo con valor de 1, las veces de cambio en el
control a las 0 horas. Ademas, todos estos valores fueron el promedio de cada muestra
analizada en triplicado.
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7.7.1.- Tratamiento LPS

Receptor tipo Toll 3

Los niveles de transcrito del TLR3 en el tratamiento LPS no mostraron
diferencias significativas respecto al control (Figura 11). Sin embargo, es posible
observar una tendencia a incrementar esta respuesta entre las 2 y 8 horas con hasta 2
veces de cambio, la cual no es significante con el numero de réplicas utilizado en el

ensayo.

Receptor tipo Toll 4:

Los niveles de transcrito del receptor tipo Toll 4 aumentan de manera tiempo-
dependiente a las 2 horas con mas de 2 veces de cambio respecto al control, para

luego volver a niveles de expresion normales (Figura 12).

Receptor tipo Toll 6

Los niveles de transcrito del receptor tipo Toll 6 en el tratamiento con LPS no
presenta cambios significativos con respecto al control (Figura 13). Sin embargo, existe

una tendencia a aumentar entre las 2 y 4 horas.

Receptor tipo Toll 8

Los niveles de transcrito del receptor tipo Toll 8 a nivel transcriptémico en el
tratamiento con LPS no presenta diferencias significativas con respecto al control. Sin
embargo, es posible discriminar una tendencia a aumentar durante todo el ensayo, la

cual no es significativa con el nimero de réplicas utilizadas (Figura 14).
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Figura 11: Efecto de LPS sobre la expresiéon de receptor tipo Toll 3 en células inmunes
del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresion relativa de TLR3 normalizado con el gen
18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises
corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento
en relacidn al control. Para indicar diferencias significativas se realizd un andlisis de dos vias
ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un analisis de una via ANOVA,

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.
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Figura 12: Efecto de LPS sobre la expresiéon de receptor tipo Toll 4 en células inmunes
del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresion relativa de TLR4 normalizado con el gen
18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises
corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento
en relacion al control. Para indicar diferencias significativas se realiz6 un andlisis de dos vias
ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un andlisis de una via ANOVA,

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.
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Figura 13: Efecto de LPS sobre la expresion del receptor tipo Toll 6 en células inmunes
del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresion relativa de TLR6 normalizado con el gen
18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises
corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento
en relacion al control. Para indicar diferencias significativas se realiz6 un andlisis de dos vias
ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un andlisis de una via ANOVA,

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.
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Figura 14: Efecto de LPS sobre la expresiéon del receptor tipo Toll 8 en células inmunes
del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresion relativa de TLR8 normalizado con el gen
18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises
corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento
en relacion al control. Para indicar diferencias significativas se realiz6 un andlisis de dos vias

ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un andlisis de una via ANOVA,



7.7.2.- Tratamiento Poly I:.C

Receptor tipo Toll 3

La expresion del receptor tipo Toll 3 se ve aumentada 8 veces respecto al control

a las 8 horas post-tratamiento con Poly I.C

Receptor tipo Toll 4

Los niveles de transcrito del receptor tipo Toll 4 en celomocitos de erizo rojo se
ven sobre regulados de manera tiempo dependiente exclusivamente a las 8 horas post-

tratamiento con Poly I:.C.

Receptor tipo Toll 6

Con el fin de determinar el efecto de Poly I.C sobre el receptor de tipo Toll 6, se
evalué el nivel de expresion mediante gPCR. Donde observé una expresion tiempo-

dependiente a las 8 horas exclusivamente.

Receptor tipo Toll 8

Los niveles de transcrito del receptor tipo Toll 8 solo se ve un aumento en sus
niveles de mARN a las 8 horas de tratamiento con Poly I:C, manteniéndose en los

niveles control en los demés tiempos analizados.
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Figura 15: Efecto de Poly I:C en la expresidn del receptor tipo Toll 3 en células inmunes
del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresion relativa de TLR3 normalizado con el gen
18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises
corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento
en relacion al control. Para indicar diferencias significativas se realiz6 un andlisis de dos vias
ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un andlisis de una via ANOVA,

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.
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Figura 16: Efecto de Poly I:C en la expresion del receptor tipo Toll 3 en células inmunes
del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresion relativa de TLR3 normalizado con el gen
18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises
corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento
en relacion al control. Para indicar diferencias significativas se realiz6 un andlisis de dos vias
ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un andlisis de una via ANOVA,

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.
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Figura 17: Efecto de Poly I:C en la expresion del receptor tipo Toll 6 en células inmunes
del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresion relativa de TLR6 normalizado con el gen
18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises
corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento
en relacion al control. Para indicar diferencias significativas se realizé un analisis de dos vias
ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un andlisis de una via ANOVA,

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.
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Figura 18: Efecto de Poly I:C en la expresion del receptor tipo Toll 8 en células inmunes
del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresion relativa de TLR8 normalizado con el gen
18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises
corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento
en relacion al control. Para indicar diferencias significativas se realiz6 un andlisis de dos vias
ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un andlisis de una via ANOVA,

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.
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Figura 19: Respuesta transcriptémica de TLR3, TLR4, TLR6 y TLR8 ante estimulos con
LPS y Poly I:C en Loxechinus albus. A) Los TLR3, TLR4, TLR6 y TLR8 reconocen a Poly I:.C
como ligando, iniciando por una via aln desconocida en equinodermos, la transcripcion de los
genes tIr3, tir4, tIré y tlr8 de manera tiempo dependiente. B) ElI TLR4 reconoce a LPS como
ligando, iniciando por una via aun desconocida en equinodermos, la transcripcion del gen tir4
de manera tiempo dependiente. La linea celeste representa una membrana celular/endosomal

en donde se sithan los receptores tipo Toll. Los Gvalos celestes representan el ndcleo de un

celomocito donde se transcriben ARN mensajeros de los genes indicados.
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8.- Discusion

Los receptores del sistema inmune innato desempefian un papel vital dentro del
organismo, al detectar de forma oportuna una gran variedad de componentes
estructurales altamente conservados en los microorganismos, desencadenando una
cascada de sefializacion intracelular que permite al organismo hospedador generar una
respuesta antimicrobiana (Hancock et al., 2016).

Los receptores tipo Toll cumplen funciones como: detectar la presencia de algin
patdbgeno en el organismo hospedero y desencadenar una respuesta inmune innata,
ademas de activar y guiar la respuesta inmune adaptativa contra ellos (Medzhitov et al.,
2000; Moreno et al., 2003). Los TLR forman parte de los RRPs, receptores que
reconocen PAMPs (Randon-Barragan, 2009). Cada TLR tiene uno o varios PAMPs
como ligando, estos PAMPs son caracteristicos de microorganismos y asi, mediante
cascadas de sefializacion, se desencadena una respuesta contra el patdogeno en
particular (Kumar et al., 2009).

Los dos PAMPs utilizados en esta tesis representan dos tipos de respuestas a
patégenos: LPS, una infeccion por bacteria Gram negativa y Poly I:C, una molécula
considerada el analogo sintético (en base a su estructura) a una doble hebra de RNA
viral. En estudios anteriores realizados en P.lividus, se evaluaron los niveles de
transcrito de un unico receptor tipo Toll ante una inyecciéon con Poly I:C y con LPS,
donde se observd una respuesta de sobre regulacién tiempo dependiente solamente
en Poly I:C a las 9 horas post-inyeccién, en cambio, en el tratamiento LPS no se
observé ningun cambio con respecto al control (Russo et al., 2015), efecto similar al
visto en A.japonicus, donde, luego del estimulo con peptidoglican, Zymosan, LPS y Poly
I:C los niveles transcriptomicos de TLR3 y AJTLR mostraron una sobrerregulacion con
los 4 estimulos aplicados entre las 4 y 24 horas (Sun et al., 2013).

Los TLRs evaluados en celomocitos de L.albus son activados diferencialmente
respecto al estimulo efectuado. Especificamente, solo los niveles de mRNA de TLR4
fueron sobre regulados sostenidamente en el tiempo del ensayo con el tratamiento LPS,
en cambio los niveles de transcrito para el TLR3, TLR6 y TLR8 no presentaron cambios
significativos, aunque es posible diferenciar una tendencia a aumentar entre las 4 y 8

horas, la cual no es significativa por la dispersién de datos. Por su parte, el tratamiento
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Poly I:C se activa de manera tiempo-dependiente a las 8 horas de estimulo en los 4
TLRs evaluados, llegando a ser hasta 12 veces mayor al control.

El TLR4 inicia una respuesta inmune frente a dos PAMPs de diferente
naturaleza; bacteriana por parte del LPS y viral por parte del Poly I.C. El reconocimiento
de un PAMPs de naturaleza viral y, a su vez, otro (no-viral) por parte de un mismo
receptor tipo Toll es una situacion sin precedentes en mamiferos, pero si propuesta
para equinodermos por Satake 2012, quien postula un escenario evolutivo donde un
invertebrado deuterostomado ancestral poseia genes TLR con reconocimiento de
multiples ligandos y localizacion tanto en la superficie celular como en los endosomas,

caracteristicas que fue perdiendo durante su evolucion.

Respecto a los TLR3, TLR6 y TLR8, solo son sobre expresados en presencia de Poly
I:C con valores sobre las 20 veces de cambio. El reconocimiento de este PAMPs como
ligando para diferentes receptores tipo Toll podria estar dado por que, si bien la mayoria
de estos receptores en erizos de mar son estructuralmente similares a los de los
vertebrados, los patrones de diversificacion y multiplicidad que caracterizan a estos
sistemas no se ajustan al paradigma bajo el cual se entiende que funcionan los TLR en
vertebrados (Smith, 2006). La gran mayoria de los genes TLR de erizo de mar son mas
similares entre si que a los de otros animales, o que sugiere una expansion genética
especifica del linaje de erizo de mar (Roach, 2005; Hibino, 2006; Satake, 2012). Es
decir, estos genes no parecen especializados para reconocer elementos microbianos
inmutables. Por el contrario, estas familias de genes tienen el caracter de un sistema en
rapida evolucion que se dirige contra un conjunto de objetivos igualmente en rapida
evolucion (Messier-Solek, 2010). De esta forma, los TLR en erizo de mar funcionan a
un nivel diferente de inmunidad que los receptores para PAMPs clasicos, ya que son
especies marinas que ocupan habitats desde la zona intermareal hasta aguas
profundas, los cuales son ambientes ricos en bacterias, hongos, virus, y parasitos, y
muchos de estos son potencialmente patdgenos de equinodermos. Por consiguiente,
los equinodermos han evolucionado en diversas formas para superar los desafios

inmunes que supone la vida en un medio con estas caracteristicas (Chun Li, 2015).
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La sobreexpresion de los 4 TLRs evaluados en celomocitos con Poly I:C podria
estar relacionada con la homologia que tienen todos los receptores tipo Toll de
equinodermos con TLR3, el cual se propone como el ancestro comun del cual, a través
de presion selectiva, surge el amplio repertorio de TLRs del erizo de mar (Roach, 2005).

En cuanto al ensayo de viabilidad, el tratamiento Poly 1:C no presento
diferencias con el control, sin embargo, se observa una importante mortalidad de
celomocitos en el tratamiento LPS a partir de las 4 horas, los cuales tienen un
comportamiento similar a celomocitos de S. purpuratus, comportamiento del cual se
desconoce la causa, pero que podria estar atribuida al proceso de encapsulacion de la
masa bacteriana dentro de un coagulo que tendria la finalidad de obstruir y bloquear la
propagacion bacteriana (Majeske et al., 2013).

Cabe destacar también que se detectd un aumento en la poblacién de
celomocitos estimulados con LPS, el cual estaria indicando que el sistema inmunitario
del organismo responde positivamente activando los procesos de proliferacion celular
gue produce la presencia de algunos patdgenos bacterianos o patrones moleculares de
éstos (Patifio et al., 2006; Holm et al., 2008). Este proceso de proliferacién tiene por
finalidad proteger la homeostasis del organismo, a través de la eliminacion de los
agentes extrafios que estan causando un cierto nivel de estrés y provocando a la vez
un desequilibrio en el sistema del organismo. (Yui, 1983; Ramirez, 2010).

Es importante recordar que esta tesis se realizé con celomocitos extraidos desde
erizos vivos, y que el tratamiento se hizo ex vivo, por lo que seria de gran interés la
realizacion del tratamiento in vivo para comprobar que el comportamiento observado
concuerda en ambos casos. CoOmo experimentos futuros proponemos un andlisis a nivel
proteico y la evaluacion de moléculas rio abajo como péptidos antimicrobianos,
citoquinas, etc. Para entender el actuar del sistema inmune de una manera mas

integrada.
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9.- Conclusiones

e EIl tratamiento con LPS, aumenta significativamente el namero de células

involucradas en la respuesta inmune.

e La respuesta generada por celomocitos contra LPS, produce una disminucion en

su relacion células vivas/células muertas.

e LPS induce la expresibn de ARN mensajero del receptor tipo Toll 4 en

celomocitos de Loxechinus albus a las 2 horas de tratamiento.

e Poly I:C induce la expresion de ARN mensajero de los 4 receptores tipo Toll

evaluados en esta tesis de manera tiempo dependiente.

e Los tratamientos LPS y Poly I:C, estimulan diferencialmente la expresién de

receptores tipo Toll en celomocitos de Loxechinus albus.
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11.- Anexo figuras

CONTIG13797 (TLR3)
LRR LRRCT TIR

Figura anexa 1: Esquema del contig13797, fragmento de la secuencia del tlr3 en L.albus, indicando la ubicacion del partidor en la
region LRR.

CONTIG 89250 (TLR4)

LRR

Partidor

Figura anexa 2: Esquema del contig89250, fragmento de la secuencia del tIr4 en L.albus, indicando la ubicacion del partidor en
laregion LRR.
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CONTIG69174 (TLR6)

TIR

-

363

[ Partidor

Figura anexa 3: Esquema del contig69174, fragmento de la secuencia del tlr6 en L.albus, indicando la ubicacion del partidor en
laregion TIR.

CONTIG 47440 (TLRS)

1719 1828

Figura anexa 4: Esquema del contig 47440, fragmento de la secuencia del tIr8 en L.albus, indicando la ubicacion del partidor en
laregion LRR.
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