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RESUMEN

La Septicemia Rickettsial Salmonidea (SRS) es una enfermedad que afecta a las
especies salmonidas, causada por la bacteria Piscirickettsia salmonis, y que causa
pérdidas de millones de délares en la industria salmonera chilena. Desde su deteccion
se han utilizado distintas estrategias para controlarla, incluyendo medidas profilacticas
como las vacunas y tratamientos basados en antibiéticos. A pesar de esto, se siguen
reportando nuevos brotes de la enfermedad lo que sugiere que las medidas existentes
son insuficientes y que es necesario el desarrollo de nuevas estrategias para
controlarla. Una nueva aproximacién es enfocarse, no en el patégeno como blanco
terapéutico, sino que en el hospedero para perturbar la relacion con el patégeno y

evitar la infeccion.

En esta memoria se evalu6 el efecto de farmacos que alteran la distribucion (U18666A)
y contenido (atorvastatina) intracelular de colesterol sobre la susceptibilidad/resistencia
de macréfagos de salmon a infecciones de P. salmonis. Se determinaron dosis y
tiempos de tratamientos con estas drogas que no mostraron propiedades antibiéticas ni
citotoxicas, como también el efecto sobre la cantidad y distribucién intracelular de
colesterol. Los resultados indican que ambos farmacos fueron capaces de inhibir la
infeccién con P. salmonis, lo cual se evalué a través de la inhibicion de los efectos
citopaticos clasicos de la infeccion (vacuolizacion) como también a través de la escasa
presencia de la bacteria al interior de macrofagos luego de 5 dias de infeccion. Futuros
estudios permitiran evaluar el potencial que tienen estos compuestos de convertirse en
terapias farmacolégicas para contribuir al combate de la SRS y contribuir a la

sustentabilidad de la industria salmonera nacional.



ABSTRACT

Salmonid Rickettsial Septicemia (SRS) is a disease that affects salmonid species,
caused by the bacterium Piscirickettsia salmonis, which causes losses of millions of
dollars in the Chilean salmon industry. Since its detection, different strategies have
been used to control it, including prophylaxis such as vaccines and treatments based in
antibiotic. Despite this, new outbreaks of the disease continue being reported,
suggesting that existing strategies are insufficient and that the development of new
therapies to control this disease is necessary. A new approach is to focus, not on the
pathogen as a therapeutic target, but on the host to disrupt the relationship with the

pathogen and thus avoid the infection.

In this report we evaluated the effect of drugs that alter the distribution (U18666A) and
intracellular (atorvastatine) content of cholesterol on the susceptibility/resistance of
salmon macrophages to infections of P. salmonis. We determined doses and times of
treatment that did not show cytotoxic or antibiotic effects and we evaluated the effect on
the amount and intracellular distribution of cholesterol. Notably, the results indicate that
both drugs were able to inhibit the infection with P. salmonis, which was evaluated
through the inhibition of the classic cytopathic effects of the infection (vacuolization) as
well as through the practically null presence of the bacteria within the macrophages
after 5 days of infection. Future results will allow us to evaluate the potential of these
data to become pharmacological therapies to contribute to the fight against SRS and

contribute to the sustainability of the national salmon industry.



1. INTRODUCCION

1.1 Septicemia rickettsial salmonidea (SRS) y su agente etioldgico, Piscirickettsia

salmonis

Chile es el segundo productor mas grande de salmones en el mundo. A pesar de que
esta industria ha enfrentado varias perdidas econémicas estos Ultimos afios debido a
enfermedades infecciosas. Entre estas enfermedades destaca la anemia infecciosa del
salmon (ISA), una enfermedad de los salmones cultivados causada por el virus ISA
(ISAV) que caus6 una crisis econdmica aguda en la industria del salmén entre 2007 y
2009 (Mardones y col., 2014). Sin embargo, la enfermedad infecciosa mas importante
del salmén de cultivo chileno es la Septicemia Rickettsial Salmonidea (SRS) o
Piscirickettsiosis, la cual da cuenta de una pérdida anual por sobre los US$700
millones (Feest, 2014). SRS fue descrita por primera vez en los inicios del cultivo del
salmén Coho chileno (Oncorhynchus kisutch) en 1989, y desde ese entonces se ha
encontrado también en el hemisferio norte, en todas las especies de salmones
cultivados y algunas especies no salmoénidas como la lubina europea y blanca
(Contreras-Lynch & col., 2015), sin embargo, sélo tiene impacto econémico en Chile. El
agente causal de SRS es Piscirickettsia salmonis, una bacteria intracelular facultativa
gram negativa, aerdbica, no movil, con un diametro de entre 0,5 y 1,5 um vy
pleiomorfica, pero predominantemente cocoide. P. salmonis produce una infeccion
sistémica en el pez, que se caracteriza por la colonizacion de multiples érganos,
incluyendo rifiones, cerebro, higado, bazo, intestino y branquias (Fryer & Hedrick
2003), como también lesionas hemorragicas en la piel, musculo y érganos viscerales.

Los peces infectados muestran una signologia variadas y heterogénea, sin embargo



destacan la letargia, anorexia, oscurecimiento de la piel, dificultad respiratoria y nado

superficial, lo gue



termina en la muerte en la mayoria de los casos (Rozas & Enriquez 2014). Desde el
punto de vista microbiolégico, P. salmonis esta filogenéticamente relacionada a las
bacterias Legionella pneumophila y Coxiella burnetii (Goémez y col.,, 2013), ambas
patégenas intracelulares con las que comparte la capacidad de replicarse dentro de
vacuolas citoplasmaticas al interior del hospedero (bacterial containing vacuole, BCV).
En general, este tipo de patégeno bacteriano controla la formacién de estas vacuolas lo
que facilita su replicacion intracelular y su sobrevivencia. La formacién y mantenimiento
de estas estructuras son dependientes de la capacidad de la bacteria para manipular el
trafico vesicular de la célula hospedera, en particular los compartimientos involucrados
en el trafico de membrana de endo y exocitosis (Isberg y col., 2009). La persistencia
bacteriana o la proliferacion en las BCVs puede verse incrementada por la alteracion
de los procesos de transporte de la célula hospedera por los factores secretados por
las bacterias (proteinas efectoras) lo que facilita la adquisicion de membrana y
nutrientes (Tang, 2015). Estas proteinas efectoras son liberadas al ambiente o
directamente dentro del citoplasma de la célula hospedera para controlar sus funciones

a través del sistema de secrecion tipo VB de factores de virulencia.

1.2 Manejo, prevencion y tratamiento de SRS

Desde que SRS ha sido reconocido como el mayor patégeno de peces chilenos por
mas de 20 afios en las pesquerias chilenas y centros de acuicultura (Sernapesca,
2013), se ha implementado un programa de vigilancia de salud especifico para SRS
gue consiste en pruebas de diagnéstico periddicas para identificar la presencia de P.
salmonis en los peces de centros de cultivos (Mandakovic y col., 2016). Los centros
que detectan la presencia de P. salmonis realizan acciones monitoreadas por

SERNAPESCA que incluyen la eliminacion temprana y segura de los peces muertos y



los peces clinicamente enfermos y la reduccién de la densidad de peces, asi como el
muestreo rutinario de los reproductores y la eliminacion de los huevos de peces

infectados (Bravo, 2012).

Una de las medidas de prevencién mas utilizadas para las enfermedades infecciosas
en animales y humanos corresponden a las vacunas, las cuales han demostrado ser
herramientas efectivas en los brotes de algunos patégenos. El uso de vacunas para
salmones en Chile comenzdé de manera exitosa cerca de 1980, pero luego esta
practica fue discontinuada hasta 1995 luego de la primera aparicion de la enfermedad
de la boca roja (ERD), infeccion bacteriana causada por el patégeno facultativo
Yersinia ruckeri (Bravo, 2012). En el caso de SRS, hay actualmente méas de 20
vacunas contra P. salmonis inscritas en el servicio agricola ganadero chileno (SAG),
sin embargo, recientes estudios (Marshall y col., 1998) han mostrado una baja eficacia
de estas vacunas a largo plazo. Alternativamente, otra estrategia que se ha usado para
prevenir SRS es la seleccion y cultivo de familias de peces con mayores niveles de
resistencia/tolerancia a la infeccién con P. salmonis. Actualmente, la seleccion asistida
por marcadores (MAS) y la seleccion asistida por genémica (GAS) son estrategias
comunmente utilizadas para este proposito (Bangera y col., 2017; Meuwissen y col.,
2016). Sin embargo, se ha publicado recientemente que la resistencia a P. salmonis es
un rasgo poligénico y que la proporcion de la varianza fenotipica explicada por
marcadores es baja (Correa y col., 2015)

Hasta ahora los enfoques profilacticos que se han probado para combatir SRS han
sido insuficientes, razén por la cual el control de SRS ha sido mayormente llevado a
cabo usando estrategias de tratamientos farmacolégicos. En este sentido, el uso de

antibiéticos, en particular florfenicol y oxitetraciclina, es el Unico tratamiento usado para



combatir SRS en la industria. De hecho, se ha reportado que méas de un 80% de los
antibidticos que se utilizan en la industria salmonicultura en Chile se debe a la
presencia de P. salmonis (Bravo, 2012), llegando a usar mas de 550 veces la cantidad
de antibiéticos usados en Noruega para obtener similares cantidades de salmon.
(Esposito, 2015; Henriquez y col., 2016). Esta estrategia de drogas antimicrobianas
dirigidas o enfocadas al patégeno (pathogen-directed antimicrobial drugs, PDAD) ha
gatillado una severa desventaja, la cual es el desarrollo de resistencia bacteriana a las
drogas y el consecuente resurgimiento de las enfermedades infecciosas (Schwegmann
& Brombacher 2008). Ademas, los patégenos bacterianos intracelulares o facultativos,
como P. salmonis, son mas dificiles de tratar con los antibidticos convencionales que
las bacterias extracelulares, porque los niveles de antibiotico pueden no alcanzar las
concentraciones suficientes dentro de las células hospederas en contextos in vivo,
requiriendo medicacion alternativa o dosis mayores. Desafortunadamente, a pesar del
incremento de la resistencia bacteriana a los antibiéticos y a la creciente necesidad por
nuevos antibiéticos, el desarrollo de nuevas terapias ha disminuido (Stanton, 2013).
Por lo tanto, en este escenario, la aparicién de fenotipos de P. salmonis resistentes es
de esperarse, y aunque diferentes aislados han mostrado una gran variacién en sus
patrones de sensibilidad antimicrobiana, ya hace bastante tiempo se ha descrito la
existencia de cepas resistentes a la penicilina y estreptomicina (Cvitanich y col., 1991),
junto a una incidencia alta de resistencia a quinolonas (Henriquez y col., 2016). A
pesar de los esfuerzos hechos por la industria para combatir SRS, la alta frecuencia de
nuevos episodios epizodticos indica que el manejo actual, prevencion y tratamiento,
incluyendo el uso de vacunas y antibiéticos, han tenido una limitada efectividad. Por lo
tanto, se requieren nuevas estrategias alternativas para la prevencion y tratamiento de

SRS.



1.3 Nuevas estrategias para combatir infecciones intracelulares bacterianas

Debido a la creciente resistencia a los actuales tratamientos de drogas dirigidas a
patdgenos (antibidticos), se hace necesario desarrollar intervenciones innovadoras
para controlar infecciones intracelulares de manera urgente. Con este propdsito, un
nuevo enfoque terapéutico se enfoca en perturbar procesos bioldgicos y/o vias
metabdlicas del hospedero que son utilizadas por los patdégenos intracelulares en
algunas de las etapas de su ciclo de vida, (entrada, crecimiento intracelular y salida), a
través del uso de drogas antimicrobianas dirigidas o enfocadas al hospedero (host-
directed antimicrobial drugs, HDAD) (Czyz y col., 2014; Schwegmann y Brombacher
2008). Esta estrategia disminuye la presion selectiva hacia el patdgeno, debido a que
dichos agentes tienen el beneficio adicional de reducir el desarrollo de resistencia
respecto de los antibidticos convencionales (Guler & Brombacher 2015), mientras la
mayoria de los estudios de los blancos de las drogas dirigidas al hospedero se han
concentrado en las infecciones virales, son estos mismos los que han levantado la
posibilidad de aplicar enfoques similares en las infecciones intracelulares bacterianas
(Schwegmann & Brombacher 2008). Estas estrategias combinan biologia
computacional, ciencias Omicas y genética tradicional y reversa, y han permitido
identificar interacciones hospedero-patdgeno y funciones del hospedero criticas para el
establecimiento de las infecciones. Desafortunadamente, a pesar de los potenciales
beneficios de estos enfoques promisorios, la identificacién de las funciones criticas del
hospedero para el establecimiento de una infeccion puede ser bastante costosa y a
largo plazo. Para sobrellevar esta dificultad, algunos investigadores han realizado
aproximaciones farmacoldgicas, utilizando bibliotecas de cientos de drogas que

otorgan resistencia/tolerancia a células hospederas frente a infecciones causadas por



varios patdégenos (Czyz y col.,, 2014). En particular, los estudios de Czyz y
colaboradores, utilizando macréfagos de mamiferos infectadas con Legionella
pneumophila y Coxiella burnetii en presencia de 640 drogas, describieron que en
general, las drogas que confieren mayor capacidad de resistencia de estos macréfagos
a las bacterias tienen como blanco principalmente tres tipos de funciones en el
hospedero: receptores acoplados a proteina G, sefiales intracelulares de calcio y
distribucion del colesterol en las membranas. En particular, las drogas que afecta el
trafico de colesterol atenuaron fuertemente su entrada o multiplicacién intracelular,
sugiriendo que estas vias soportan su capacidad de infeccién. Por lo tanto, se
hipotetiza que las drogas que perturban la homeostasis del colesterol en el hospedero
podrian ser candidatos terapéuticos contra patdgenos intracelulares relacionados

filogenéticamente a Legionella pneumophila y Coxiella burnetii, como P. salmonis.

1.4 Homeostasis celular de colesterol

El colesterol es esencial para la estructura y el funcionamiento de la membrana en
células animales. En la membrana plasmatica, el alto contenido de colesterol (~30%
del total de los lipidos de la membrana plasmatica) influye en la fluidez y permeabilidad
(Mukherjee y col.,, 1998). Adicionalmente, el colesterol también regula el tréafico
endosomal y microdominios de membrana ricos en colesterol (balsas lipidicas),
secuestrando proteinas involucradas en la transduccion de sefales, fusion de
membrana y endocitosis/fagocitosis (Mouritsen y Zuckermann 2004; Sugii y col., 2006).
Tal es la relevancia del colesterol que las células animales poseen dos sistemas para
obtenerlo: 1) tomando colesterol exdgeno a través de lipoproteina de baja densidad

(LDL) y 2) por biosintesis de colesterol enddégeno. Las LDL son los mayores



transportadores de colesterol en la sangre, los que son reconocidos por receptores
LDL en las células blanco. El complejo de colesterol LDL y su receptor son endocitados
y luego fusionados con el lisosoma, donde el colesterol es hidrolizado para la
biosintesis de la membrana o esterificado para almacenamiento celular. Por otro lado,
la sintesis de colesterol de novo ocurre en el reticulo endoplasmaético (alrededor de un
5% del total de los lipidos de membrana) donde todas las células lo sintetizan a través
de un complejo proceso de 37 pasos que comienza con la via del mevalonato y termina
con una conversion de 19 pasos del lanosterol a colesterol. La biosintesis del colesterol
esta directamente regulada por los niveles del colesterol, aunque estos mecanismos
estan parcialmente caracterizados (Simons & Ikonen 2000), por lo tanto, defectos en su
biosintesis pueden tener severas consecuencias. Afortunadamente, las estatinas (o
inhibidores de la HMG-Coa reductasa) son drogas efectivas cominmente usadas para
inhibir la biosintesis de colesterol enddgeno en caso de una sobreproduccién o un
sobreconsumo (Bedi y col., 2016). Por su parte, otro aspecto relevante para la
homeostasis del colesterol dependen de los mecanismos asociados a su trafico
intracelular. Se ha (Lu et al. 2015; Yévenes et al. 2012) descrito que la proteina de
membrana lisosémica Niemann-Pick tipo C1 (NPC1) media el trafico de colesterol
endocitado desde el lisosoma a otros organelos y que su disfuncién resulta en la
acumulacién de colesterol en el compartimiento del endosoma tardio/lisosoma,
causando una enfermedad fatal (enfermedad NPC) (Schultz y col.,, 2016). Esta
enfermedad puede ser inducida experimentalmente por la droga U18666A, la cual se
une a la proteina NPC1 y bloquea el movimiento de colesterol hacia fuera del
lisosoma(Lu et al. 2015; Yévenes et al. 2012). Auspiciosamente, la metil B ciclodextrina

(MBCD) ha sido evaluada como droga promisoria para reducir la acumulacion



intracelular de colesterol en células mutantes tipo Niemann-Pick C (Rosenbaum y col.,

2010).

1.5 Colesterol y susceptibilidad a la infeccion

Algunos reportes han asociado la disponibilidad y distribucién de colesterol a diferentes
niveles de susceptibilidad a enfermedades infecciosas. Estudios epidemiolégicos en
humanos han encontrado una correlacion positiva entre tratamiento de estatina y bajas
tasas en mortalidad en pacientes con bacteriemia por Staphylococcus aureus (Liappis
y col., 2001). Otros estudios describen que los tratamientos de estatinas incrementan la
respuesta protectiva del hospedero en contra de patdgenos intracelulares como Listeria
monocytogenes y Mycobacterium tuberculosis en ratones (Guler y Brombacher 2015;
Parihar y col., 2013), y muestran un efecto positivo en la respuesta al virus de Hepatitis
C e inmunodeficiencia adquirida en humanos (Bader y col.,, 2008; Schwegmann &
Brombacher 2008). Sin embargo, también ha sido reportado que el colesterol no es
esencial para la invasion y replicacion intracelular de S. Typhimurium y C. trachomatis,
pero juega un rol en las interacciones entre C. burnetii y las células hospederas (Gilk y
col.,, 2013), por lo tanto, el efecto de las estatinas en reducir la susceptibilidad
(aumentar la resistencia/tolerancia) hacia infecciones sugiere ser dependiente de la
naturaleza de los patdégenos. Por otro lado, el trafico y la distribucién intracelular de
colesterol también parece ser importante para la susceptibilidad de diferentes
patégenos. Por ejemplo, se ha reportado que ratones deficientes de la proteina NPC1
son naturalmente resistentes a la infeccion con la bacteria intracelular Brucella abortus
(Watarai y col., 2002), lo cual junto con el conocimiento de que la droga U18666A es

capaz de inhibir las infecciones del virus Ebola (Lu y col., 2015), sugieren que el trafico
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de colesterol parece ser critico para el establecimiento de infecciones de algunos

patdgenos intracelulares.

Considerando que P. salmonis esta estrechamente relacionada filogenéticamente a L.
pneumophila y C. burnetii y comparte con ellas un gran nimero de genes ortélogos
(incluidos factores de virulencia y sistemas) (Pulgar y col., 2015), los datos sugieren
gue el uso de drogas HDAD que afectan la disponibilidad y distribucion del colesterol
puede ser una herramienta promisoria para combatir SRS. Desde que P. salmonis es
capaz de infectar, replicar y propagar en vacuolas contenedoras de P. salmonis (PCV)
en macroéfagos de salmoén (McCarthy y col., 2008), la linea celular SHK-1 es un modelo
de estudio ideal para la alteracion en la homeostasis de colesterol y su efecto en una
infeccion de P. salmonis. En este proyecto, se usaron estatinas y la droga U18666A
para perturbar la biosintesis de colesterol y su distribucidn intracelular respectivamente,
y se evalu6 la susceptibilidad de macré6fagos de salmén frente a infecciones de P.
salmonis.

Finalmente, estas estrategias deberian proveer las bases para entender los roles de la
disponibilidad y distribucién celular de colesterol en la susceptibilidad de macréfagos
de salmoén a infecciones de P. salmonis y contribuird a terapias futuras que se pueden
combinar con tratamientos convencionales con drogas PDAD para eliminar

eficientemente el patégeno invasor.



11



12

Hipotesis

Drogas que modifican la abundancia y distribucion de colesterol en macréfagos de

salmoén le confieren resistencia a la infecciéon con P. salmonis.

Objetivos

1. Determinar el efecto de atorvastatina y U18666A sobre la viabilidad de macr6fagos

de salmén y P. salmonis.

2. Determinar el efecto de atorvastatina y U18666A sobre la abundancia y distribucién

de colesterol en macréfagos de salmon.

3. Determinar el efecto de la abundancia y distribucion de colesterol sobre la

susceptibilidad de los macrofagos de salmén a la infeccién por P. salmonis.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

2.1.1 Lineas celulares. Durante este estudio se uso la linea celular modelo SHK-1
(ECACC 97111106). Esta linea celular fue establecida a partir del cultivo de
macréfagos del rifidn proximal (primer tercio) de Salmon del Atlantico (Salmo salar)
(Dannevig y col., 1997). Estas se mantuvieron en frascos de cultivo T25 sin antibiéticos
a 18 °C en medio Leibovitz's L-15 (Thermo Fisher Scientific) suplementado con Suero

Bovino Fetal (FBS) al 5 % suplementado con 3-mercaptoetanol (0,1 mM).

2.1.2 Células procariontes. En esta investigacion se utiliz6 la bacteria P. salmonis
cepa LF-89, adquirida en la ATCC bajo el cddigo VR-1361. Esta cepa se mantuvo de
manera aerdbica en medio liquido con caldo caso (30 g/l), NaCl (15 g/l), L-cisteina (1
g/l) y FeCl, (10 mg/l) (medio sAB) a 18 °C con agitacion continua a 180 rpm. El
crecimiento se monitoreé por densidad éptica a 600 nm (OD 600) cada dia durante 12
dias para construir curvas de crecimiento (Pulgar y col., 2015b). La pureza del cultivo
se determiné mediante ensayos moleculares de PCR-RFLP desarrollado en nuestro

laboratorio (Mandakovic y col., 2016).

2.1.3 Flouroforos. Faloidina (Alexa Fluor 546, Thermo Fisher) es un péptido biciclico
gue se une a microfilamentos de actina que emite a 573 nm. SYTOX es una tincién de
alta afinidad por los &cidos nucleicos, emite a 523 nm (Thermo Fisher). Filipina 11l es un
macrolido de polieno que ejerce su accion al unirse a colesterol, emite a 480 nm

(Sigma).
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2.1.4 Partidores. La amplificacién por PCR de las secuencias de interés fue realizada
con partidores disefiados utilizando el programa Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft
International) y sintetizados por Macrogen Korea. Las parejas de partidores poseen
una temperatura de melting (Tm) que difieren en menos de 4 °C, no forman dimeros de
partidores ni autocomplemento de bases segun las predicciones del programa utilizado
en su disefio. Las secuencias sentido y antisentido se expresan desde el extremo 5’ al
3, ELF-1F CACCACCGGCCATCTGATCTACAA; ELF-1R TCAGCAGCCTCCTTCTCGAACTTC Yy
GlyA-F GACTCGCGTACCATTGCAGA; GlyA-R GCACACGCGGACTCGTATAA.

2.1.5 Sales y reactivos. Todas las demas sales o reactivos no especificados fueron

adquiridos en Merck, Sigma o Winkler Ltda.

2.2 Métodos

2.2.1 Ensayo Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). El
analisis de viabilidad celular se realizé en placas de 24 pocillos (Falcon) a través de la
cuantificacion de un marcador de la actividad mitocondrial; MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (Mosmann, 1983). Para optimizar este ensayo
se sembraron 30.000, 60.000 y 120.000 células en 400 ul de medio Leibovitz's L-15
suplementado y se dejaron 24 horas a 18 °C para que éstas se adhirieran a la
superficie de los pocillos. Luego de este tiempo, se afiadié 40 pl de una solucién de
MTT a 5 mg/ml y se incubé a 18 °C por 0, 1, 3, 5y 7 horas; una vez terminada la
incubacién se procedié a agregar 400 pl de una solucion de SDS al 10 % en 0,01 M
HCl y a resuspender por pipeteo los cristales de formazan presentes en cada pocillo.
Finalmente se midié la absorbancia a 570 nm y 690 nm en el lector de microplacas

Tecan Infinite 200 PRO. Los ensayos de MTT para las curvas de viabilidad se
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realizaron de esta misma manera con la salvedad de que se sembraron las células

sefaladas en cada experimento y se incubaron con la solucién de MTT por 5 horas.

2.2.2 Ensayo de viabilidad en células SHK-1. Se sembraron 80.000 células SHK-1
en placas de 24 pocillos en 400 yl de medio Leibovitz's L-15 suplementado y se
dejaron 24 horas a 18 °C para que éstas se adhiriesen. U18666A y atorvastatina se
afiadieron a diferentes concentraciones finales en el medio para evaluar la
viabilidad/toxicidad durante diez dias. Estas curvas finalizaron realizando un ensayo
MTT para medir la viabilidad en cada caso. Los analisis estadisticos se realizaron
mediante prueba de T Student; comparando la viabilidad en cada tiempo respecto de la

condicion no suplementada (control).

2.2.3 Ensayo de viabilidad en P. salmonis. Para llevar a cabo estos experimentos se
realiz6 un subcultivo de P. salmonis proveniente de un cultivo de 7 dias, del cual se
tomaron 7 pl (1 % volumen final del ensayo) y se afadieron a 700 ul de medio sAB en
placas multipocillos de 48 pocillos (Falcon). El medio SAB se suplementé con U18666A
y atorvastatina en las concentraciones seleccionadas y se mantuvo a 18 °C con
agitacion de 180 rpm por diez dias. Diariamente se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm
en el lector de microplacas Tecan Infinite 200 PRO, con lo que se construyeron las
curvas de viabilidad. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante prueba de T
Student; comparando la viabilidad en cada tiempo respecto de la condiciébn no

suplementada (control).

2.2.4 Inmunofluorescencia indirecta (IFl). Cubreobjetos de vidrios de 12 mm se
lavaron con una solucién de HCI 1 N por una hora a temperatura ambiente y con
agitacion, luego se realizaron seis lavados con agua destilada cada uno de quince

minutos, se sometieron a autoclave para esterilizacion y luego se incubaron con 100 pl
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de la proteina del factor de fijacion por una hora a temperatura ambiente, se lavo dos
veces con PBS y células SHK-1 se sembraron en ellos en una densidad de 50.000
células en una placa multipocillos de 24 pocillos. Después de que las células se
adhirieron a esta superficie, alrededor de 24 horas, se suplemento el medio Leibovitz's
L-15 con U18666A y atorvastatina y se mantuvo a 18 °C por el tiempo determinado.
Posterior a esto se realizd la IFl segun lo descrito previamente con algunas
modificaciones (Yévenes y col., 2012). Brevemente, entre cada uno de los siguientes
pasos se realizaron lavados con PBS por cinco minutos, las células se fijaron con
paraformaldehido al 4 % en PBS por 30 minutos, se trataron con glicina a una
concentracion de 2,5 mg/ml durante 20 minutos, se permeabilizaron con PBS mas
saponina al 0,1 % por 15 minutos, se tifieron con filipina (25 pg/ml), faloidina (1:200) y
SYTOX (1:70000) por 30 minutos y finalmente se montaron sobre portaobjetos usando
5 ul de medio de montaje de fluorescencia. Estas preparaciones se observaron en el
microscopio de epifluorescencia Nikon eclipse 50i con aumento de 100x bajo aceite de
inmersién y las imagenes obtenidas se procesaron con el programa Fiji Image J (GNU

General Public License).

2.2.5 Cuantificacion de colesterol intracelular. Previo a la cuantificacion de
colesterol se evaluaron distintos métodos de preparacion de las muestras, para lo cual
se sembraron cantidades conocidas de células en placas de 24 pocillos, algunas de
estas células se despegaron de los pocillos con tripsina mas EDTA al 0,25 % (lisis
guimica sin extraccion), y otro grupo se despegaron al ser raspadas (lisis mecanica sin
extraccién). A un subgrupo de las células raspadas (lisis mecanica con extraccion),
todo esto con material de vidrio, se le agregaron 200 pl de hexano/isopropanol (3:2 v/v)

y se incubd por 15 minutos, posteriormente, se agregd 100 pl de cloroformo con triton
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X-100 al 2 %, se centrifugo 5 minutos a 35000 rpm, se conservo el sobrenadante y se
secO bajo corriente de nitrdgeno. Se tomaron los tres grupos de células y se usé el kit
Amplex Red cholesterol Assay (Molecular Probes) segun las indicaciones del
fabricante en placas de 96 pocillos negras con fondo blanco, una vez lista la incubacion
se utilizo el lector de microplacas Tecan Infinite 200 PRO para excitar las muestras a

560 nm y capturar la fluorescencia a 590 nm.

Para la cuantificacion de colesterol intracelular luego de los tratamientos
farmacologicos las células SHK-1 se lavaron con PBS y se desprendieron de la
superficie con tripsina mas EDTA al 0,25 %, estas células se centrifugaron por 5
minutos a 3.000 rpm y el pellet resultante se resuspendié en 100 pl de reaction buffer
1x, de los cuales 50 ul se utilizé para medir colesterol y los restantes 50 ul se usé para
medir proteinas por el método Bradford adicionando 50 pl de buffer RIPA mas
inhibidores de proteasas y fosfatasas. Las mediciones de colesterol y de proteina total
se realizaron en un lector de microplacas Tecan Infinite 200 PRO, como se indicé mas
arriba en el caso de las mediciones de colesterol. Los andlisis estadisticos se
realizaron con un ANNOVA de una via con una comparacion posterior de Bonferroni,

P<0,05.

2.2.6 Ensayos de infeccion in vitro. Para realizar las infecciones con P. salmonis,
100.000 células SHK-1 se sembraron en placas de 6 pocillos (Falcon), luego de 24
horas el medio Leibovitz's L-15 se suplementd con U18666A y atorvastatina o mezclas
de estas drogas y de manera simultanea se inéculo con P. salmonis en un MOI de 100.
A los 5 dias las células infectadas se lavaron con PBS, se centrifugaron por 5 minutos
a 3000 rpm, se descarto el sobrenadante y el pellet resultante se sometio a lisis celular

segun las indicaciones del fabricante del kit DNeasy Blood and Tissue para DNA
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(Qiagen) para extraer ADN gendmico. Para medir la carga bacteriana se amplificaron
por gPCR genes constitutivos (serina hidroximetil transferasa, para P. salmonis y el
factor de elongacion 1 para células SHK-1) tanto para las células SHK-1 y P. salmonis,
utilizando el kit Terra PCR (Clontech). La reaccion de gPCR se realizé en un volumen
de 20 pL que contenian 20 ng del ADN gendmico total extraido, 10 uL del mastermix
incluido en el kit, 0,4 puL de una mezcla de los partidores forward y reverse (10 mM). El
PCR se llevé a cabo en el equipo AriaMx real-time PCR System con el siguiente perfil
térmico: 3 minutos a 95 °C, 35 ciclos de 5 segundos a 95 °C, 10 segundos a 61 °Cy 10
segundos a 68 °C, finalizando con una curva de melting de un ciclo de 30 segundos a
95 °C, 30 segundos a 65 °C y 30 segundos a 95 °C. Con los resultados del gPCR se
normalizaron los ACq de las amplificaciones de las muestras bacterianas con las
amplificaciones de las muestras de las células SHK-1 y se expresaron en porcentaje
del control para ser graficadas. Durante el curso de las infecciones se tomaron
fotografias en campo claro en el microscopio confocal Nikon A1R+ en un aumento 20x
y se analizaron en el programa Fiji Image J (GNU General Public License). Las

diferencias significativas se evaluaron con ANNOVA de dos vias con un P<0,001.



3. RESULTADOS

El objetivo general de esta investigacion fue examinar los efectos de la disponibilidad y
distribucion del colesterol en la susceptibilidad de macréfagos de salmén frente a una
infeccibn de P. salmonis. Sin embargo, el metabolismo de colesterol no ha sido
caracterizado en macréfagos de salmon, por lo que el primer objetivo para lograr
caracterizarlo fue determinar el efecto de drogas que lo alteran usando como modelo la
linea celular SHK-1. La alteracién de la biosintesis de colesterol enddégeno se inducira
con inhibidores de la enzima HMG-CoA reductasa (estatinas), mientras que la
distribucion de colesterol intracelular se alterara con el inhibidor de la proteina NPC1
(U18666A) que produce acumulacion en compartimientos endosomales y lisosomales

(generando el fenotipo de la enfermedad Niemann-Pick C).

Considerando que el colesterol es un elemento esencial para la vida de los animales,
es necesario considerar primeramente, que las concentraciones a utilizar de los
farmacos que perturban el metabolismo de colesterol en las infecciones de macréfagos
de salmén con P. salmonis no afecten la viabilidad celular del hospedero ni del
patdgeno, ya sea esto provocado por los cambios producidos en el mismo colesterol,
como también, por concentraciones toxicas que por mecanismos desconocidos
provoquen dafio. Para esto se determinaran las dosis mas altas y los tiempos de
exposicion a estas drogas que no afecten la viabilidad celular de los macréfagos de
salmon y ni de P. salmonis, por lo que el primer objetivo sera medir la viabilidad de las
células SHK-1 a través de ensayo MTT y curvas de crecimiento microbiano,
respectivamente. Puesto que este ensayo esta disefiado para células de mamiferos
(endotermos) que crecen a 37 °C, es que se optimizd este ensayo para esta linea

celular de salmones (poiquilotermos) que en especifico crecen entre 12 y 18
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°C. A continuacién, se muestran los resultados asociados al objetivo 1: Determinar el
efecto de las drogas que alteran la abundancia y distribucién de colesterol

celular sobre la viabilidad de macréfagos de salmon y P. salmonis

3. 1. Optimizacion de ensayo MTT para células SHK-1

El ensayo de MTT consiste en un ensayo colorimétrico que evalla la actividad
metabdlica de las células lo que estad directamente relacionado con su viabilidad
celular. Ya que diferentes tipos celulares tienen metabolismos diferentes, es que fue

necesario inicialmente optimizar este ensayo para las células SHK-1.

Los resultados de las curvas de calibracion de muestran en la figura 1. Debido a que
los valores absolutos de absorbancia no deben estar cercanos al limite de deteccion de
la técnica es que solo se consideraron como mas confiables las curvas de las 3,5y 7
horas de incubacién para los analisis posteriores. Se analizaron los coeficientes de
determinacion R cuadrado para cada una de las curvas de calibracién y se selecciono
la curva de 5 horas por tener el valor mas alto del coeficiente ya mencionado y una
mayor pendiente entre las variables medidas, utilizdndose la ecuacion de la recta
y = 0,0007x + 0,0023 para todos los calculos futuros de viabilidad. Cabe mencionar
gue no se ensayaron tiempos mas prolongados pues el MTT es un compuesto toxico
gue luego de siete horas de incubacion, comenzaron a generar la manifestacion de
signos de un claro efecto citotdxico con la consecuente muerte celular posterior por

parte de las células SHK-1 (datos no mostrados).
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Figura 1. Optimizacién de ensayo MTT para células SHK-1. Gréafico que representa
la relacion lineal entre la cantidad de células presentes y la cantidad de formazan
medido en cada caso. La leyenda corresponde a horas de incubacion de MTT junto a
las células SHK-1. Los datos obtenidos se representan con promedio y error estandar

para unn = 10.
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3.2 Viabilidad de células SHK-1 con tratamiento de farmacos

Se ha reportado con anterioridad el efecto antiproliferativo de las estatinas en variadas
lineas celulares a concentraciones algunos o6rdenes de magnitud mayor que las
concentraciones utilizadas como tratamiento para modificar el metabolismo de
colesterol. Es por esta razén que el filtro inicial para definir las concentraciones a

utilizar para los farmacos fue la viabilidad celular de macréfagos de salmén.

Las concentraciones utilizadas para las pruebas de viabilidad (Tabla 1) se
seleccionaron luego de una busqueda bibliogréfica. Los resultados encontrados indican
que son muy pocos los estudios que han reportado el uso de atorvastatina o0 U18666A
en macrofagos de mamiferos ni en células de peces. Las concentraciones exhibidas en
la tabla se utilizaron para diferentes propositos en distintas lineas celulares, o mas
cercano a nuestros objetivos en el uso de atorvastatina es el estudio de Ellesat y
colaboradores (2010), quien utiliza concentraciones entre 0,39 y 400 uM para evaluar
la viabilidad celular de hepatocitos de trucha arcoiris. Los propésitos del uso de
U18666A en aquellas investigaciones estan muy relacionados con los objetivos aqui
expuestos, aun asi, se puede ver evidentemente que las concentraciones de esta

droga usadas como tratamiento son inferiores a las usadas con atorvastatina.

Dado que la mayoria de estas publicaciones utiliza como modelo de estudio lineas
celulares de mamiferos, es que se tomaron estas concentraciones como indicios para
determinar los rangos de concentraciones de farmacos ensayados mas adelante. Para
atorvastatina se decidid6 mantenerse dentro del rango de 0 y 100 yM, y en cuanto a

U18666A, se determind como rango las concentraciones entre 0y 5 uM.



23

Tabla 1. Referencias de rangos de concentraciones de farmacos usados en otros

estudios.

Farmaco Concentracion Linea Tejido/érgano Especie Referencias

celular

atorvastatina | 0,39 — 400 uM cultivo hepatocito trucha arcoiris | (Ellesat y
(Viabilidad celular) primario col., 2010)
100, 200, 400 uM Miocitos musculo humano (Skottheim 'y
(Viabilidad celular) col., 2008)
0—-40 uM HepG2 higado humano (Stormo y
(Expresion genes col., 2014)
metabolismo
colesterol)

U18666A 1-5 uM HelLa cérvix uterino humano (Mulye vy col.,
(Susceptibilidad a 2017)
infeccion)
0,03-4,5uM CHO-K1 ovario hamster (Lu y col,
(Alteracion 2015)
metabolismo
colesterol)
0,25-0,5uM CHO ovario hamster (Pipalia y
(Estudio enfermedad col., 2006)

Niemann-Pick)
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Los efectos citopéticos (vacuolizacion y despegue celular) y la viabilidad relativos a la
infeccion de SHK-1 con P. salmonis han sido caracterizados en nuestro laboratorio y
ocurren entre los 3 y 10 dias luego de la inoculacién bacteriana, por lo cual los analisis
de viabilidad tanto para macrofagos de salmén como para bacterias se realizaron a un
tiempo maximo de diez dias. Asi entonces, luego de diez dias de tratamiento con
atorvastatina y U18666A se observa que ambos farmacos son capaces de afectar la
viabilidad de las células SHK-1 de una manera dosis y tiempo dependiente (Figura 2).
En el caso de atorvastatina, la concentracion de 1 puM no presenté diferencias
significativas con respecto al control para ninguno de los tiempos ensayados. Las
concentraciones de 10 y 50 uM manifestaron diferencias significativas a partir del dia 6
y 100 pM, a partir del dia 4, disminuyendo la viabilidad en el dia 10 un 15,8; 30 y 45,6

%, respectivamente.

Por su parte, U18666A mostrd diferencias significativas en la concentracion de 5 uM
desde el dia 2 en adelante, disminuyendo la viabilidad en un 17,8 %, las demas
concentraciones no manifestaron diferencias respecto al control. Utilizando estas
curvas de viabilidad es que se determinaran las concentraciones y tiempos maximos a
ensayar en los proximos experimentos, con la seguridad de que los tratamientos
usados no afectaran la viabilidad celular y cualquier efecto observado se debera a las

demas variables dentro del ensayo.
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Figura 2. Viabilidad de células SHK-1 con tratamiento de farmacos.
Concentraciones de (A) atorvastatina y (B) U18666A se utilizaron durante 10 dias
como tratamiento para SHK-1. Para medir viabilidad se realiz6 ensayo de MTT, los
datos obtenidos se representan con promedio y error estdndar para un n = 10. Las

diferencias significativas (P<0,001) se indica con circulos rojos.
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Con los datos obtenidos fue posible seleccionar concentraciones y tiempos maximos
de exposicion de los farmacos que no afectan la viabilidad celular en macréfagos de
salmon, sin embargo, se consideré como un segundo filtro que las drogas usadas no
generasen efectos en la morfologia o la distribucion celular como indicador de dafio.
Para alcanzar este objetivo, se tomaron fotografias en campo claro de células
suplementadas para cada tiempo de exposicidn y concentraciones evaluadas. En la
figura 2 se muestra los dias 0 y 5 de tratamiento y la concentracién de 1 uM. La
decision de realizar los andlisis a los 5 dpi se debe a que los ensayos de infeccion
puestos a punto en el laboratorio previamente han demostrado que a los 5 dpi es
posible distinguir claramente la presencia del efecto citopatico clasico de vacuolizacion
gue contiene a P. salmonis (PCV) en SHK-1. Las fotografias de la figura 3 son
imagenes representativas de los puntos indicados en la figura 2, logrando visualizar
células con una morfologia alargada y aplanada tipo fibroblasto bipolar, distribuidas
una junto a otra célula que se propagan hasta formar una monocapa de una
orientacion Unica, que es lo que se encuentra descrito para esta linea celular. A medida
gue transcurre el tiempo con las concentraciones de farmacos que muestran un efecto
significativo sobre la viabilidad de los macréfagos, se observa como la morfologia
cambia como también la distribucién de las mismas. Los macréfagos cambian a una
forma menos elongada multipolar, incluso es posible ver células que exhiben zonas
considerablemente contraidas en los extremos con un centro abultado, lo que es lo
opuesto a lo esperado para una célula en condiciones saludables. Por otra parte, la
distribucion de los macréfagos también varia frente a los tratamientos farmacoldgicos,
estas células ya dejan de formar una monocapa y solo se ven células aisladas casi sin
contacto con sus vecinas. Todo lo anterior indica que las drogas utilizadas, ademas de

afectar la viabilidad, causan un efecto tanto en la distribucion como en la morfologia
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celular. Existen tanto tiempos de exposicidbn como concentraciones de farmacos que, a
pesar de que no muestran cambios en la viabilidad celular, afectan su morfologia o su
distribucion. Es asi que usando los criterios sefialados se usé 1 uM de cada farmaco

durante 5 dias de exposicidn para los siguientes experimentos en células SHK-1.



A. Atorvastatina B. U18666A
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Figura 3. Morfologia y distribucion de células SHK-1. Se muestran fotografias
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representativas para algunas concentraciones y tiempos seleccionados utilizados por
10 dias como tratamiento para SHK-1, las cuales fueron tomadas a un aumento de

20x. La barra de tamafio corresponde a 5 pm.
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3.3 Viabilidad de P. salmonis con tratamiento de farmacos

Una vez que ya se determinaron los tiempos y concentraciones que no afectan la
viabilidad de macréfagos de salmdn, fue necesario realizar este mismo analisis para el
otro agente biolégico de este sistema, P. salmonis, asegurandose que los efectos
observados en las futuras infecciones no son atribuibles a caracteristicas antibitticas

de las drogas utilizadas.

Se cultivd P. salmonis durante diez dias con distintos tratamientos farmacolégicos,
tiempo durante el cual se midi6 su absorbancia para determinar el crecimiento
bacteriano de estos cultivos. Como se puede apreciar en la figura 4A, atorvastatina
causa un efecto en el crecimiento bacteriano en las concentraciones de 500 y 100 uM
con respecto al control, disminuyendo la absorbancia en la fase estacionaria para el dia
10 en un 14 y 27 % respectivamente, estos tratamientos también reducen el tiempo
generacional y la carga bacteriana, pero de igual forma estas dos curvas muestran las
fases de latencia, exponencial y estacionaria. En el caso del U18666A no se presentan
diferencias significativas para ninguna de las concentraciones ensayadas respecto de
la curva control. Estos resultados en su conjunto permiten confirmar que la
concentracion 1 uM de cada farmaco no poseen efecto citotdxico ni antibiético sobre
las células SHK-1 y P. salmonis, respectivamente. Con esta informacion se procedi6 a
determinar el efecto de las drogas sobre la distribucion y concentracién intracelular de

colesterol.
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Figura 4. Viabilidad de P. salmonis con tratamiento de farmacos. Concentraciones
de (A) atorvastatina y (B) U18666A se utilizaron durante 10 dias como tratamiento para
P. salmonis. Para medir viabilidad se midié absorbancia a 600 nm, los datos obtenidos
se representan con promedio y error estdndar para un n = 5. Las diferencias

significativas (P<0,001) se indica con circulos rojos.
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El colesterol es el mayor constituyente de las membranas plasméticas de los
organismos eucariontes, esta involucrado en las caracteristicas fisicoquimicas de las
membranas y forma zonas de microdominios que participan en variados procesos
biol6gicos. Existen algunos métodos para identificar el lugar en donde se encuentra el
colesterol en las células como, por ejemplo, sondas radioactivas, fotoafines o
fluorescentes. La filipina es un polieno que esta dentro de las sondas fluorescente y se
une al colesterol, pero no a los otros lipidos presentes en las membranas, esta sonda
junto a un kit bioquimico fluorescente seran las herramientas utilizadas para llevar a
cabo el objetivo 2: Determinar el efecto de drogas que alteran el colesterol sobre

su distribucion y disponibilidad en células macréfagos de salmon

3.4 Distribucién subcelular y disponibilidad de colesterol

Ya habiendo determinado las dosis y tiempos no citotoxicos para SHK-1 y P. salmonis,
y continuando con la caracterizacién del metabolismo de colesterol en los macréfagos
de salmoén, es que el préximo paso fue establecer el efecto de las drogas sobre
distribucion y abundancia de colesterol. Para esto, se utilizaron las concentraciones de
farmacos determinadas anteriormente como tratamiento en las células SHK-1, luego de
lo cual se sometieron a ensayos de fluorescencia para determinar tanto la distribucién
subcelular como la disponibilidad de colesterol al interior de las células. Para la
distribucion subcelular se llevé a cabo un ensayo de inmunofluorescencia indirecta,
cuyos resultados se muestran en la figura 5. En las células sin suplemento de farmacos
es posible ver la marca de filipina en toda la superficie celular, representando la
distribucion celular esperado para el colesterol, siendo esta marca muy similar a la
vista por parte de faloidina que sefiala el citoesqueleto de las células al unirse a

filamentos de actina. El tratamiento con atorvastatina mantiene la marca de filipina de
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manera bastante similar al control, sin observarse diferencias evidentes. Al
suplementar las células con U18666A se puede ver como la marca de filipina se
acumulada en el sector perinucleares, como se espera para el fenotipo Niemann-Pick.
Con estos resultados podemos saber como este farmaco modifica la distribucion
subcelular de colesterol, pero aun asi falta todavia saber cual es el nivel de colesterol
al interior de las células luego de estos tratamientos. Debido a que la IFI no es una
buena herramienta para realizar cuantificacion es que se asumié el desafio de poner a
punto un protocolo de determinar celular de colesterol mediante una bateria de

determinacion bioquimica de colesterol plasmético.
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Figura 5. Distribucién celular de colesterol. Fotografias de células SHK-1

obtenidas en un microscopio de epifluorescencia a un aumento de 100x bajo aceite de
inmersién. La primera fila muestra células controles, la segunda fila corresponde a
células tratadas con U18666A (1 uM) y atorvastatina (1 pM) por 5 dias, todas las
células fueron tefiidas con faloidina (rojo), filipina (azul) y SYTOX (verde); la barra de

tamafio corresponde a 5 pm.
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3.5 Medicion de proteinas y colesterol en células SHK-1

Como se mostro en la seccion anterior, las inmunofluorescencias no representan una
técnica que permita cuantificar de manera adecuada la cantidad de colesterol que
existe al interior de los macrofagos de salmén, por lo tanto, se puso a punto el uso del
kit Amplex Red Cholesterol Assay para este proposito. Para esto se cultivaron nimeros
conocidos y crecientes de células (3x10'-3x10%) y se probaron tres distintos métodos
para lisar los cultivos celulares para la cuantificacion de colesterol con el kit (Figura 6a),
esperando un aumento proporcional en la cantidad de colesterol registrado. La lisis
mecanica con extraccion de lipidos presentd un comportamiento que no se condice con
la cantidad de células presentes en las muestras, presentando valores incluso en el
control negativo. La lisis mecénica sin extraccion mostré valores de concentracion de
colesterol solo en las dos muestras que tenian los nimeros més altos de células, por lo
que bajo limite de deteccion nos permitié descartar su uso. Por otra parte, la lisis
guimica sin extraccion exhibi6é valores de concentraciones de colesterol intracelular en
todas las muestras ensayadas, presentando un aumento de los valores conforme
aumentan la cantidad de células en las muestras. Dada el mejor limite de deteccion del
protocolo y la sensibilidad en el rango de las 100.000 células (numero usado en los
ensayos de infeccidén) se selecciond la lisis quimica sin extraccion para los futuros

ensayos.

Con el protocolo seleccionado se midi6 el contenido de colesterol en un rango estrecho
de células SHK-1, cercano al rango de uso para los ensayos futuros de infeccion,
obteniendo valores de colesterol directamente proporcionales al aumento de células.

Del mismo modo se midi6 para cada nidmero de células definido su contenido de
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proteinas mediante el método de Bradford de manera de normalizar los valores de

colesterol (Figura 6b y 6c).
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Figura 6. Medicion de colesterol intracelular y proteina total en células SHK-1.
Cantidades crecientes de células se utilizaron para probar la utilidad de las técnicas
seleccionadas para medir (A) concentracion de colesterol intracelular con diferentes
técnicas, (B) concentracion de colesterol intracelular y (C) concentracién de proteina
total. Los datos obtenidos se representan con promedio y error estandar para un n = 18

(A)yn=10(ByC).
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3.6 Disponibilidad intracelular de colesterol en macréfagos de salmon

Al contar con las herramientas para realizar las mediciones de colesterol intracelular y
proteina total en las células SHK-1, es posible estudiar el efecto sobre la disponibilidad
intracelular de colesterol por parte de las drogas ensayadas en la figura 2. Lo anterior
adquiere relevancia por lo mencionado en la seccion de “colesterol y susceptibilidad a
la infeccidon” en la introduccidon de este escrito, en donde se menciona la relacion entre
los cambios en los niveles de colesterol y la susceptibilidad de distintos modelos
biolégicos a variadas enfermedades tanto bacterianas como virales. En este caso
deseamos probar el cambio en la susceptibilidad de los macréfagos de salmén a las
infecciones de P. salmonis al alterar la homeostasis de colesterol, con lo que,

anteriormente evaluaremos lo mencionado al inicio de este parrafo.

La estatina escogida para este experimento, contrario a lo esperado, no mostré efecto
significativo sobre el colesterol intracelular a los 5 dias de tratamiento (Figura 7),
mientras que el tratamiento con U18666A correlaciona con un aumento significativo del

nivel de colesterol respecto al control, aumentando este hasta 173 % (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion celular de colesterol en respuesta a tratamientos
farmacolégicos. Concentraciones de atorvastatina (1 pM) y U18666A (1 uM), se
utilizaron durante 5 dias como tratamiento para SHK-1. Los datos obtenidos se
representan con promedio y error estandar para un n = 18, normalizados por la

concentracion de proteina total de cada muestra.
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Existe variada evidencia de la relacion del colesterol intracelular y la susceptibilidad a
diferentes enfermedades infecciosas. Por otro lado, la infeccibn causada por P.
salmonis se ha intentado manejar por mucho tiempo con las estrategias clasicas como
antibiéticos o vacunas, sumado esto a la informacién de caracterizacion del
metabolismo de colesterol en macréfagos de salmén ya presentada es que se
realizaran infecciones in vitro para poder avanzar en el conocimiento del objetivo 3:
Determinar el efecto de la reduccion del colesterol o las alteraciones en su
distribucion sobre la susceptibilidad de los macrofagos de salmoén a la infeccién

por P. salmonis

3.7 Susceptibilidad de los macr6fagos de salmén a lainfeccién con P. salmonis

Las infecciones con P. salmonis en células de salmoénidos duran hasta 12 dias
después de la inoculacion hasta llegar a la muerte y despegue de las células
inoculadas. Anterior a esta etapa tardia de infeccién existen claros efectos citopaticos
(CPE), en los primeros dias post inoculacion (3-6) comienzan a ser visibles vacuolas
en el citoplasma de las células con bacterias en su interior que con el paso de los dias
comienzan a multiplicarse y a aumentar de tamafio llegando a ocupar gran parte del
citoplasma de la célula, posterior a lo cual se llega a la etapa de muerte celular. Dado
gue el objetivo de esta investigacion es analizar el efecto de los cambios en el
metabolismo de colesterol en la susceptibilidad por parte de los macrofagos de salmén
es que son interesantes las fases iniciales de infeccion en donde la bacteria esta
ingresando a las células o replicAndose dentro de ella, por lo que se determiné realizar

los andlisis de estos experimentos a los 5 dpi, puesto que los CPE son evidentes.
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Con toda la informacion, es posible evaluar la susceptibilidad y/o resistencia por parte
de células SHK-1 a infecciones de P. salmonis. En la figura 8B se observa que las
células control presentan un promedio de 3,9 vacuolas por campo a los 5 dpi, lo que
muestra diferencias significativas con respecto a los tratamientos con atorvastatina con
un promedio de 0,5 vacuolas por campo para el mismo dia y también con el
tratamiento de U18666A, que presenta un promedio de 0,3 vacuolas por campo. Por
otra parte, la medicion del tamafio de las vacuolas indica que el area vacuolar es
significativamente menor en las condiciones suplementadas con farmacos respecto de
la condicién control, ya que si bien en las células con tratamientos se lograron ver
algunas vacuolas, estas son de un tamafio mucho menor que las vistas en los
controles (Figura 8C), indicando que la perturbacion en el metabolismo de colesterol no
s6lo afecta la produccién de vacuolas que contienen a la bacteria y permiten su
replicacion, sino que también afectan su tamafio.

Los resultados mostrados en la Figura 9B indican que las células tratadas con
atorvastatina tuvieron un descenso de la carga bacteriana de un 99,5 % con respecto
al control, hecho similar al tratamiento con U18666A, con una disminucién de la carga
bacteriana de un 99,3 % (Figura 8D) respecto de la condicién control. En su conjunto,
estos resultados sugieren que perturbaciones en el contenido y/o distribucion de
colesterol celular impacta sobre la capacidad de P. salmonis de infectar o replicarse en

SHK-1.
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Figura 8. Infecciones in vitro de macr6fagos de salmén. Células SHK-1
inoculadas con P. salmonis y tratadas con farmacos que modifican el metabolismo de
colesterol. En (A) se muestran fotografias representativas de cada tratamiento, las
flechas rojas muestran las vacuolas que contienen bacteria en su interior. El grafico (B)
y (C) presenta el recuento de vacuolas en las células tratadas con Atorvastatina (1 pM)
y U18666A (1 uM) a los 5 dpi. El grafico (D) muestra la carga bacteriana de células
tratadas con Atorvastatina (1 pM) y U18666A (1 uM) a los 5 dpi. Los datos obtenidos
se representan con el promedio y error estdndar para un n=8 (B y C) y n=2 (D). La

barra de tamafio corresponde a 20 um.
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4. DISCUSION

4.1 Optimizacion de ensayo MTT para células SHK-1

El ensayo de viabilidad de MTT se basa en la reduccion del MTT para la formacién de
cristales de formazan, lo que depende de variables como la concentracion de MTT al
principio del ensayo, el periodo de incubacion, el nimero de células viables y su
actividad metabdlica (Mosmann, 1983). Los resultados obtenidos de este ensayo nos
muestran que efectivamente hay una relacion proporcional entre el nimero de células
viables y la cantidad de cristales de formazan encontrados en cada caso. Puesto que
las células SHK-1 son de tipo macrofago, éstas presentan una baja actividad
metabdlica lo que produce una baja sefial en el sistema basado en espectrofotometria,
razén por lo cual fue necesario poner a punto la técnica y adaptar los protocolos de la
técnica en células de mamiferos que usan tiempos de no mas de una hora de
exposicion. Por otra parte, ya que se ha reportado que MTT tiene caracteristicas
citotoxicas para largos tiempos de exposicién (Riss y col., 2013) por lo que no se
pudieron mejorar los valores de absorbancia para cada la cantidad de células
estudiadas. De todas maneras, la relacion proporcional entre el nimero de células
viables y la cantidad de cristales de formazan alcanzada fue adecuada para medir este

parametro.

4.2 Viabilidad de células SHK-1 con tratamiento de farmacos

Un gran porcentaje de las investigaciones relacionadas con las estatinas y los
farmacos han sido llevadas a cabo en mamiferos (Bedi y col., 2016) y un limitado
namero en peces(A. Al-Habsi, 2014), por lo que las concentraciones encontradas en la

busqueda bibliografica realizadas son las que se aplican a estos modelos mamiferos,
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encontrdndose principalmente datos asociados a concentraciones plasmaticas de
pacientes con tratamiento por hipercolesterolemia (Chou y col., 2013). A pesar de
esto, el suplemento en cultivos celulares con atorvastatina mostré un efecto en la
viabilidad de los macr6fagos de salmén a concentraciones crecientes, tal como se
habia descrito en otros estudios en salménidos, particularmente en hepatocitos de
trucha (Ellesat y col., 2010). Entre estos cambios destacan cambios morfolégicos como
el redondeo de las células, el despegue de la superficie, efectos en la actividad
metabdlica y la integridad de sus membranas, efectos que fueron también observados
frente a la exposicion con otra estatina. De igual forma, U18666A mostré actividad
citotoxica en la concentracion 5 UM, lo que se coindice con lo reportado por Wiklund y
col. (2010), quienes trataron lineas celulares humanas con esta droga durante tres
dias, con lo que se pudo deducir que el efecto en la viabilidad celular es producido por
un efecto de muerte celular mas que un efecto de inhibicion de la proliferacién, datos
gue unidos al cambio morfolégico exhibido por las células SHK-1, hace pensar que
U18666A causa muerte celular lo que provoca el efecto en la viabilidad visto con
anterioridad. Este efecto citotoxico es también esperado si se considera la funcién que
estaria ejerciendo el farmaco en su contexto de emulador del fenotipo de la
enfermedad de Niemann-Pick. Estos antecedentes en su conjunto, demuestran la
relevancia de haber determinado concentraciones no citotxicas para relaizar los

ensayos de suplementos en las células de interés.

4.3 Viabilidad de P. salmonis con tratamiento de farmacos.
Los integrantes del reino procariota no poseen colesterol en su membrana plasmatica,
esta molécula es reemplazada en estos organismos por los hopanoides, lipidos

isoprenoides ciclicos que son ubicuos dentro de este reino (Séenz y col., 2015).



43

Teniendo esta informacion en consideracion es esperable que P. salmonis se vea
menos afectada por los tratamientos farmacolégicos en comparacion con las células
SHK-1 (eucarionte). Esta hipotesis se condice con los resultados obtenidos, los cuales
indican que solo el suplemento con atorvastatina se correlaciona con una disminucion
la viabilidad de la bacteria en las concentraciones méas altas (sobre 100 uM) y que
U18666A no haya presentado efecto alguno sobre la viabilidad a las concentraciones
ensayadas. Si bien se han reportado propiedades antibiticas para algunas estatinas
en algunas especies bacterianas (Jerwood & Cohen 2008; Masadeh y col., 2012), los
mecanismos asociados son desconocidos. Sin embargo se ha descrito que algunas
estatinas interfieren con proteinas que se encuentran en los microdominios funcionales
de la membrana celular de Staphylococcus aureus (Garcia-Fernandez y col., 2017) lo
que podria dar indicios de los mecanismos por los que las estatinas afectan la
viabilidad de las bacterias. A pesar de esto, en el presente estudio seleccionamos
concentraciones no antibidticas puesto que nuestro interés es perturbar rutas
metabdlicas o procesos bioldgicos del hospedero que afecta la capacidad bacteriana

de infectar.

4.4 Distribucién subcelular y disponibilidad de colesterol

Como se ha reportado, logramos visualizar como la presencia de U18666A
correlaciona con una acumulacién perinuclear de colesterol (en los lisosomas)
(Ringerike y col., 2002). Se sabe que esta molécula actia de dos maneras sobre el
colesterol de la membrana celular: bloqueando el transporte del colesterol endocitado
en forma de LDL y bloqueando la sintesis de novo de colesterol suprimiendo los pasos
intermedios de esta via (Sexton y col., 1983). Debido al rapido fotoblanqueo de la

sonda filipina, a la poca sensibilidad de la misma a variaciones pequefias de colesterol
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en las muestras evaluadas y a la alta variacion de los niveles de fluorescencia dentro
de una misma muestra (Marullo y col., 2012) es que esta herramienta la consideramos
solo atil para ver cambios en la distribucién subcelular de colesterol, pero no asi para
hacer una medicion cuantitativa de este. De esto surge la duda de si los tratamientos
farmacoldgicos seleccionados provocan algun efecto en la cantidad de colesterol
intracelular, para esto se utilizé6 un kit comercial que resulté ser una gran herramienta
para este fin ya que las mediciones obtenidas estan dentro de los rangos reportados
para varias lineas celulares (Geoghegan y col., 2017). Atorvastatina exhibié poco
efecto sobre los niveles de colesterol a los tiempos medidos (5 dpi). Este hecho podria
deberse a la eleccién de concentraciones y tiempos de analisis menores 0 mayores a
los cuales se registra el efecto de baja en el colesterol por parte de las estatinas, ya
que la mayoria de referencias hablan esto como lo mas frecuente al realizar
tratamientos con estatinas (Al-Habsi y col., 2017), también es necesario considerar que
el sistema diseflado para este experimento no es libre de colesterol ni LDL ya que el
medio en donde se mantienen estas células esta suplementado con 10 % de SFB en
su composicion. Sorprendentemente, U18666A aumento los niveles de colesterol en la
mayoria de los tiempos evaluados, de este hecho no existe mucha informacién ya que
la gran parte de las investigaciones que utilizan este farmaco solo lo hacen para
evaluar la acumulacion de colesterol al interior de los lisosomas para emular la
enfermedad de Niemann-Pick, lo cual sugiere que este farmaco al no dejar al
colesterol endocitado disponible para las demés estructuras de la célula (Pipalia y col.,
2006), el sistema biologico sensa una baja cantidad y promueve la sintesis de mas
receptores LDL con esto mayor endocitosis de colesterol el cual se acumula en
lisosomas. Tampoco es posible descartar la posibilidad que se sintetice mas colesterol

por la via del mevalonato. Ambas hipoétesis seran evaluadas en futuros experimentos.
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4.5 Susceptibilidad de los macrofagos de salmén ala infeccién por P. salmonis

P. salmonis provoca un efecto citopatico clasico en las células hospederas,
caracterizado por la presencia de vacuolas intracelulares que contienen bacterias que
se aprecia a partir de los 3-5 dpi (Ramirez y col., 2015). Posteriormente, entre los 8 y
12 dpi se forman placas de despeje en donde las células comienzan a morir (Rojas y
col., 2010). Nuestros resultados indican que las vacuolas se observan con menor
frecuencia y menor tamafio en las células tratadas con atorvastatina y U18666A lo que
puede estar relacionado con un efecto de los farmacos sobre la entrada como sobre la
replicacion de P. salmonis al interior de la célula. Para determinar si el suplemento con
los farmacos sélo modifica el efecto citopatico caracteristico de vacuolizacién o estaba
directamente afectando la capacidad de la bacteria de internalizarse o reproducirse al
interior de la célula se midi6 directamente la cantidad de P. salmonis y se comparé la
carga entre las condiciones. Los resultados indicaron que ambos tratamientos
farmacologicos, no citotoxicos ni antibidticos, fueron capaces de disminuir
significativamente la carga bacteriana respecto de la condicion control. Estas
observaciones se han descrito en otros contextos. Por ejemplo, Chattopadhyay y
Jafurulla (2015) reportaron la interaccién entre Leishmania, un parasito intracelular y su
hospedero, y que, al modificar el contenido de colesterol de la membrana celular del
hospedero, Leishmania no es capaz de ingresar a la célula sugiriendo que una
situacion similar podria estar pasando en las infecciones in vitro de P. salmonis.
Futuros ensayos son necesarios para profundizar en los mecanismos que expliquen los

interesantes resultados obtenidos en esta memoria.



5. CONCLUSIONES

Con el objetivo de determinar si cambios en la abundancia y distribucion de colesterol
en macrofagos de salmoén confieren resistencia a la infeccion con Piscirickettsia
salmonis, durante esta memoria se utilizaron estatinas y U18666A, demostrando que
son drogas que pueden ser utilizar en macréfagos y P. salmonis sin causar efectos
citotdxicos ni antibiéticos, respectivamente. Ademas, U18666A es capaz de afectar la
distribucion y concentracion de colesterol en macréfagos de salmones y aunque no se
observo el efecto deseado con atorvastatina fue posible fue inhibir la infeccion con P.
salmonis en macrofagos de salmén utilizando ambos farmacos. Futuros ensayos
permitiran definir si los farmacos utilizados afectan la entrada y/o replicaciéon bacteriana

al interior de los macrofagos.

Los resultados obtenidos en su conjunto permiten aceptar la hipétesis de que las
drogas que modifican la abundancia y distribucion de colesterol en macréfagos de
salmon confieren resistencia a la infeccion con Piscirickettsia salmonis. Esto permite
resaltar la importancia de esta investigacion en el establecimiento del metabolismo de
colesterol como eje central en el desarrollo de nuevas estrategias para combatir las
infecciones intracelulares en peces salménidos, lo cual puede ser de amplia utilidad

para la sustentabilidad para la industria de cultivo de salmén en Chile.
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