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RESUMEN

Pseudomonas   aert/g/.nosa    es    uno    de    los    pat6genos    oportunistas    mas

frecuentes    en     humanos.     Tipicamente    infecta     pacientes    heridos,     quemados,

inmunocomprometidos y/o con fibrosis quistica.

Para  estudiar la  patog6nesis de esta  bacteria se  ham  utilizado  un  gran  ntimero

de  modelos  de  hospederos  alternativos.  Particularmente,  el  pez  cebra  (Dan/.o  rer/.o)

combina  las  ventajas  de  los  modelos  invertebrados  y  vertebrados,  pues  posee  un

sistema  inmune  similar  al  encontrado  en  mamlferos,  son  transparente  y  poseen  un

fapido desarrollo ex-utero.

Existen  dos  principales  m6todos  de  exposici6n  del  pez  cebra  a  un  pat6geno

bacteriano,  la  inyecci6n  y  la  inmersi6n  estatica.  El  primero  consiste  en  inyectar  las

bacterias directamente en  el  pez y el  segundo consiste en  co-incubar al  pez cebra  en

una suspension bacteriana. Aun no esta claro si la respuesta del pez cebra expuesto a

P.  aerug/.nosa  por  medio  de  estos  dos  m6todos  es  similar  y  si  genera  los  mismos

efectos,   ni   menos   atin   qu6   ocurre   en   peces   de   3   dias   post-fecundaci6n   (dpf)

infectados  con  este  pat6geno,  en  la  cual  el  sistema  inmune  innato  ya  se  encuentra

maduro, los peces han dejado el cori6n y abierto la boca.

En  este  trabajo  se  compar6  Ia  expresi6n  genica  global  del  pez cebra frente  a

una  infecci6n  con  P.  aerug/.r}osa  PAol  por medio  de  inyecci6n  en  la  arteria  caudal  y

por medio  de  inmersi6n  estatica.  Esto se  realiz6  mediante  prote6mica  cuantitativa  no

isotopica   (Q-exactive).   Para   esto,   se   compararon   larvas   de   pez  cebra   de   3   dpf

inyectadas  con  P,  aemg/.nosa  o  larvas  co-incubados  con  una  suspension  de  esta

bacteria.



Del  total  de  proteinas  que  cambiaron   sus  niveles  de  expresi6n  en  ambos

m6todos  de  exposici6n  a  P.  aemg/.nosa  PAol  con  respecto  al  control,  destacan  las

categorfas    de    ontologia    de    procesos    celulares    de    inducci6n     de    apoptosis

(GO:0006917) y  procesamiento y  presentaci6n  de  antigenos  (GO:0019882).  En  otros

analisis  de  enriquecimiento  de  las  proteinas  en  base  a  la  via  metab6lica  en  la  cual

participan    se    encontr6    que    las    larvas    expuestas    mediante    inmersi6n    ten fan

sobrerrepresentada  la  via  respuesta  a  hipoxia  por  medio  de  activaci6n  de  factores

inducidos  por  hipoxia  (P00030)  con  respecto  al  control.  En  contraste,  al  analizar  la

ontologi'a  de  las  protel'nas  que  aumentaron  exclusivamente  sus  niveles  al  comparar

entre  condiciones,  se  encontraron  enriquecidas  las  proteinas  del  proceso  celular  de

inflamaci6n  mediada  por vias  de  sefializaci6n  de  quimioquinas  y  citoquinas  (P00031 )

en los peces expuestos por medio de inyecci6n.  En los peces expuestos por medio de

inmersi6n  se encontraron  enriquecidas  las vias de sefializaci6n  de  integrina  (P00034)

y angiog6nesis (P00005).

En  este  trabajo  proponemos  la  expresi6n  de  los  genes  my/ka,  chuk,  exc/77.6,

ci.ch y t'fff77  como  posibles  nuevos  marcadores de  una  infecci6n de P.  aerug/.nosa  por

medio  de  inyecci6n;  y  los  productos  de  los  genes  co/8a2,  co/74a7a,  co/5a2b,  vwa7,

fyna,  fynb,  raf7a  y  map2k4a  como  posibles  marcadores  de  una  infecci6n  en  el  pez

cebra por medio de inmersi6n estatica.

Nuestros   resultados  de   prote6mica   sugieren   que  ambas   metodologias  son

apropiadas  para  estudiar  la  interacci6n   hospedero-pat6geno  en  el   pez  cebra.   Sin

embargo,  y  a  pesar  de  los  procesos  similares,  el  metodo  de  inyecci6n  genera  una

respuesta immune  por medio inflamaci6n  la cual esta ausente  en  las  larvas expuestas

por medio  de  inmersi6n.  En  cambio,  en  estas  hay  una  respuesta  relacionada  con  la

migraci6n celular e hipoxia.



Finalmente,   demostramos  que  la  tecnica  de  prote6mica  Q-exactive  es  una

herramienta s6lida  para  realizar estudios de la relaci6n  pat6geno-hospedero en el  pez

cebra.



ABSTRACT

Pseudomonas aemgi.nosa is one of the most common opportunistic pathogens

in  humans.  Typically  infects  patients  wounded,  burned,  immunocompromised  or  with

cystic fibrosis.

To study the pathogenesis of P.  aemg/.nosa,  alternative model hosts have been

used.  Particularly,  zebra fish  (Dan/.o  rer/.o)  combines  the  advantages  of  invertebrates

and vertebrates  models.  It. has a similar immune system to the one that we can find  in

mammals, is transparent and develops fast ex-utero.

There  are  two  main  methods  for  the  exposure  of the  zebrafish  to  a  bacterial

pathogen,   injection   and   static  immersion.   The  former  involves  the   injection   of  the

bacteria  directly  into the fish  and  in  the  latter the zebrafish  is  incubated  in  a  bacterial

suspension.  It is still  unclear if the  response  of zebrafish  exposed  to P.  aerug/.nosa by

these two  methods  is  similar and  there  is few information  of how  is the  response  of 3

days   post-fertilization   (dpf)  zebra fish   larvae   infected  with   this   pathogen,   when   the

innate  immune  system   is  already  mature,  the  fish  have   left  the  corium  and  have

opened their mouth.

In  this work we  compared  the  proteomic responses  of zebra fish  exposed  to P.

aerug/.nosa  PAol  through  injection  in  the  caudal  artery and  through  static  immersion.

By    using    non-isotopic    quantitative    proteomics    (Q-Exactive),    we    compared    the

proteome of 3 dpf zebra fish larvae incubated in a suspension of P.  aemg/.nosa with the

proteome of 3 dpf zebrafish larvae injected with this bacteria.

Proteins that changed their expression levels in both methods of exposure to P.

aert/g/.nosa   PAol   were  classified   using  gene  ontology  categories  that  include  the



biologic  processes  of  induction  of  apoptosis  (GO:  0006917)  and  antigen  processing

and   presentation   (GO:   0019882).    In   regard   to   the   metabolic   pathway,   hypoxia

response via  HIF  activation  pathway  (P00030) was enriched  in  the  larvae  exposed  by

static  immersion.  [n  contrast,  when  we  analyzed  the  proteins  that  had  their  level  up-

regulated   exclusively   in   each   condition,   we   found   that   inflammation   mediated   by

chemokine   and   cytokine   signaling   pathway   (P00031)   was   enriched   in   the   larvae

exposed  by injection, while the integrin signaling pathways (P00034) and angiogenesis

(P00005) were exclusively enriched in the larvae exposed by immersion.

We  propose the  expression  of the genes ny/ka,  chuk,  exc/77.6,  a/.sh and  t.fi.f77

as new markers of a response towards an exposure to P.  aerug/.nosa by injection and

the products Of genes col8a2, coll4ala, col5a2b, vwal , fyna, fynb, rafla and map2k4a

as markers of a response towards an infection by immersion.

Our   results   suggest   that   the   response   of   the   zebrafish   exposed   to   P.

aert/g/.nosa by injection  and  static immersion  are similar from  a global  perspective and

both   methods   are   appropriate   to   study   host-pathogen   interactions   in   this   model.

However,  despite  the  similar  response,  the  injection  method  generates  an  immune

response  by  inflammation,  which  is  absent  in  the  larvae  exposed  by  immersion.  In

contrast,   in   the   latter  condition   there   is   a   response   related   to   cell   migration   and

hypoxia.

Finally, we have demonstrated that Q-exactive is a solid proteomic platform for

global  host-microbe studies in zebrafish.



INTRODUCC16N

Pseudomonas aert/g/.nosa es una y-proteobacteria Gram-negativa aer6bica no-

fermentativa  con  forma  de  bacilo.  Es  capaz  de  crecer  en  distintos  sustratos  desde

suelos, pantanos y agua,  hasta tejidos animales y vegetales (Hardalo & Edberg  1997).

Posee  una  gran  versatilidad  metab6lica.  siendo  capaz  de  crecer  anaefobicamente  si

hay nitrato presente.  Consecuentemente con esto se estima que sobre el 8,4% de sus

genes  cumplen  funciones  regulatorias,  un  porcentaje  elevado  en  comparaci6n  con

otros genomas bacterianos secuenciados. Esta bacteria posee cerca de 300 sistemas

de transporte  en  la  membrana  citoplasmica,  donde alrededor de dos tercios  de  estos

aparentemente    cumplen   funciones   en    el   transporte    de    nutrientes   y   mol6culas

pequefias. A pesar de tener un limitado crecimiento en azucares y un  bajo ntimero de

transportadores de estas mol6culas, P. aert/g/.nosa puede utilizar una gran variedad de

fuentes de carbono, principalmente acidos grasos. (Stover et al. 2000).

1.1. P. aert/ginosa, un pat6geno oportunista

P.   aert/g/.nosa   es   uno   de   los   pat6genos   oportunistas   mas   frecuentes   en

humanos  y  una  de  las  mayores  causes  de  infecciones  nosocomiales.  Tipicamente

infecta  pacientes  heridos,  quemados,  inmunocomprometidos  y/o  con  fibrosis  qui'stica

(Folkesson  et  al.  2012).  Se  ha  reportado  que  cerca  del  80%  de  los  pacjentes  con

fibrosis  quistica  y  entre  25  a  34  afros  se  encuentran  infectados  con  esta  bacteria,

donde la mayoria de estos son colonizados de manera cr6nica a pesar de la tener una

fuerte  respuesta  antiinflamatoria  y  estar  expuestos  a  una  terapia  antibi6tica  (Lipuma

2010;  Folkesson et al. 2012).  Esta bacteria es, ademas,  una de las prjncipales causas



de   bacteriemia   en   pacientes  vfctimas  de  quemaduras,   pacientes   con   cateteres   o

respiradores.  Es  la  causa  del  35%  de  las  muertes  en  pacientes con  bacteriemia y del

69%  de  las  muertes  en  pacientes  con  neumonla  asociada  a  respjradores  artificiales

(Bodey & Bolivar 1983; Wunderink & Mendoza 2010),

En   muchos   casos   erradicar   infecciones   causadas   por   esta   bacteria   es

practicamente imposible, dado que es un pat6geno naturalmente resistente a mtiltiples

drogas.  Esto se debe a que posee enzimas codificadas en el cromosoma capaces de

inactivar   drogas,   como a  -Iactamasas   (Stover   et   al.   2000;   Bert   et   al.   2002).   Su

resistencia  intrinseca  a  antibi6ticos  se  debe  tambi6n  a  la  baja  permeabilidad  de  su

membrana   externa   y   la   presencia   de   un   gran   ntlmero   de   bombas   de   eflujo   de

antibi6ticos (Hancock 1998).

P.  aerug/.nosa posee un gran  ntimero de factore§ de virulencia que le permiten

causar  dafio,   sobrevivir  y/o  colonizar  al  hospedero,  entre  ellos  se  encuentran   los

pigmentos    piocianina    y    pioverdina;    enzimas    liticas    como    elastasas,    proteasas

extracelulares,   fosfolipasas;   exotoxina   A,   ramnolipido§,   efectores   del   sjstema   de

secreci6n tipo 111, entre otros.  La producci6n de estos es estrechamente controlada por

diversos factores y complejas vlas de sefializaci6n, entre ellos el medio de crecimiento

de la bacteria (Chand et al. 2011 ).

En  trabajos  previos  en  nuestro  laboratorio  hemos  encontrado  que  los  dnicos

factores  de  virulencia  que  aumentan  sus  niveles  de  expresi6n  en  una  condici6n  de

carencia  de fosfato  son  la  pioverdina  y la  piocianina.  Particularmente,  Ias  pioverdinas

son   un   grupo   de   sjder6foros   fluorescentes   producidos   por  distintas   especies   de

Pserdomonas cuya funci6n es captar hierro.  Este pigmento es necesario para causar

dafio  al  hospedero  en  distintos  modelos  y  es  producido  cuando  hay  poco  hierro  o

fosfato en el medio en el cual se encuentra la bacteria. Cumple diversas funciones que



van desde la patog6nesis hasta la sefializaci6n intracelular (Visca et al. 2007;  Cornelis

&   Dingemans   2013).   La   piocianina   por   su   parte   es   una   fenacina   de   color   azul

producido tinicamente  por P.  aerugi.nosa y cumple mtiltiples funciones.  Participa en  la

captaci6n  de   hierro,   es  t6xica   para   un  gran   grupo  de  organismos  procariontes  y

eucariontes,  y  es  uno  de  los  mayores  factores  de  virulencia  contribuyendo  tanto  en

infecciones agudas como cfonicas.  Es capaz de suprimir la proliferaci6n de linfocitos y

dafiar los epitelios,  en  parte,  al  reprimir algunos  inhibidores  de  proteasas  (Jimenez et

al. 2012;  Cornelis & Dingemans 2013).

1.2. Mode[os animales para estudjar ]a patog6nesjs bacteriana

Debido  a  su  importancia  m6dica  y  caracteristicas  como  un  buen  modelo  de

estudio   de   un   pat6geno   oportunista,   la   patog6nesis   de   P.   aemg/.nosa   ha   sido   y

continua  siendo  estudiada  intensamente.  Teniendo  en  cuenta  que  naturalmente  P.

aemg/.nosa  es  capaz  de  infectar  diferentes   hospederos,   se  han   utilizado   un   gran

ndmero de modelos de hospederos alternativos y divergentes desde un punto de vista

evolutivo,   entre  ellos  amebas,  plantas,   nematodos,   insectos  y  roedores  (Mahajan-

Miklos   et   al.   2000;    Pukatzki   et   al.   2002).    L6gicamente,   cada   modelo   presenta

diferentes  ventajas  y  desventajas.  Por  una  parte,  los  modelos  invertebrados,  como

Caenowhabd/.f/.s e/egans,  son  mss faciles de  modificar y seguir gen6ticamente que  los

modelos murjnos. Ademas,  el corto ciclo de vida y el  reducido tamafio de los modelos

invertebrados   permite   realizar   experimentos   que   requieren   un   gran   ndmero   de

animales, lo cual es muchas veces imposible de realizar en roedores debido a los altos

costos   y   espacios   requeridos.   Sin   embargo,   el   principal   problema   de   modelar

infecciones  humanas  en  modelos invertebrados  es  la  gran  disimilitud  entre el sistema

inmune   de   vertebrados   e   invertebrados.   Modelos   invertebrados   como   Drosaph/./a



me/anogasfer y  C.  e/egans  carecen  de  inmunidad  adaptativa,  un  verdadero  sistema

del  complemento,  o  la  complejas  lineas  celulares  del  sistema  inmune  caracteri'sticas

de humanos (Clatworthy et al. 2009).

A pesar de que  un  gran  ntlmero de factores de virulencia  son  necesarios  para

causar   una   infecci6n   en   modelos   evolutivamente   divergentes,   se   ha   encontrado

algunos de  estos son  necesarios  solo en  algunos  modelos.  Un  ejemplo de  esto  es el

sistema de secreci6n tipo  Ill,  el cual es necesario para causar infecciones en modelos

murinos e insectos,  pero no en  C.  e/egans (Alan et al. 2001 ).  Debido a ejemplos como

este y a las claras diferencias en el sistema inmune entre vertebrados e invertebrados,

es  necesario  utilizar  modelos  que  recapi{ulen  las  caracteristicas  de  una  respuesta

humana  frente  a  P.  aemg/.nosa  con  el  fin  de  estudiar  mejor  la  patogenesis  de  esta

bacteria  y  que  a   la  vez  permitan   llenar  el   espacio  que  existe  entre  los  modelos

invertebrados y murinos.

1.3 E] pez cebra como mode[o de jnfecci6n bacteriana

El  pez  cebra  (Dan/.o  rer/.o)  es  un  tele6steo  que  ha  cobrado  importancia  coma

modelo de un  hospedero animal para estudiar la  patog6nesis bacteriana, dado que es

un  vertebrado  que  posee  ventajas  caracteri'sticas  de  los  modelos  invertebrados.  Ha

sido  utilizado  como  hospedero  alternativo  para  estudiar  la  patogenesis  de  mtiltiples

bacterias,  virus  y  hongos,  utilizando  diversos  estadios  del  desarrollo  del  pez  cebra  y

variados metodos de infecci6n  (Goody et al.  2014;  Kanwal et al. 2014). Al igual que los

modelos    invertebrados,    es    relativamente   facil   de    modificar,    se    pueden    utilizar

metodologJas  de  genetica  clasica  y  gen6tica  reversa  (Trede  et  al.  2004).   En  este

organismo  es  posible  el   uso  de  morfolinos  y  moleculas   pequefias   para   regular  la

expresi6n  genica  de  manera  espacio-temporal  (Esengil  et al.  2007;  Kok  et al.  2015).
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La  alta  fecundidad  del  pez  cebra,  el  fapido  desarrollo  ex-utero y su  pequefio  tamafio

permite   realizar  ensayos   que   requieren   un   gran   ndmero   de   animales,   como   por

ejemplo  selecci6n  de  drogas  o  mutantes.  Ademas,  las  larvas  y  embriones  del  pez

cebra  son  transparentes,  lo  que  permiten  el  seguimiento  de  infecciones  /.n  v/.vo  y,  la

facil   utilizaci6n   y   visualizaci6n   de   lineas   transgenicas   con   poblaciones   celulares

marcadas con protei'nas fluorescentes.

Por otro lado,  el  pez cebra tambi6n  comparte algunas ventajas de los modelos

murinos.  La  principal  ventaja  es  que  posee  un  sistema  inmune  sumamente  similar al

encontrado  en  mamfferos  en  diversos aspectos.  Se estima  que  alrededor del  70°/a  de

los  genes  humanos  tienen  al  menos  un  claro  ort6logo  en  el  pez  cebra  (Howe  et al.

2013). AI igual que los mamiferos,  el pez cebra expresa receptores de tipo Toll y otros

tipos  de  receptores  de  reconocimiento  de  patrones  (PRRs)  capaces  de  reconocer

patrones  conservados   en   pat6genos   (Kanwal  et  al.   2014),   posee   un   sistema   del

complemento,  citoquinas  pro-inflamatorias,   proteinas  de  fase  aguda,  y  un  sistema

inmune  innato  y  adaptativo  (Lin  et  al.  2007;   Meijer  et  al.  2004;  Boshra  et  al.  2006;

Clatworthy et al. 2009).

A nivel  celular,  en  el  pez  cebra  se  encuentran  analogos  a  casi  todos  los tipos

celulares presentes en  la sangre de mamiferos (de Jong & Zon 2005).  En el pez cebra

se  han  encontrado  lineas  celulares  que  contribuyen  al  sistema  inmune  innate  que

incluyen   a   las   c6lulas  fagoclticas   (como  neutr6filos,   monocitos  y  macfofagos),   las

celulas  que   producen   y  secre{an   mediadores  de  inflamaci6n   (como   los  bas6filos,

mastocitos y  eosin6filos) y  las c6lulas  que  presentan  antrgenos  al  sistema  adaptativo

(las  celulas  dendrfticas).  Sin  embargo,  no  se  han  encontrado  celulas  que  cumplan  la

funci6n de los "natural killers", de las cuales solo se han encontrado indicadores de su

existencia  basado  a  la  presencia  de  genes  hom6logos  a  los  receptores  encontrados



en mamiferos (lwanami 2014;  Kanwal et al. 2014).

Se   han   observado   macr6fagos   capaces   de   endocitar   microorganismos   en

peces cebra  desde 28  horas  post-fertilizaci6n  (hpf) y neutr6filos funcionales en  peces

de 32 a 48 horas post-ferfilizaci6n  (Herbomel et al.1999;  Harvie &  Huttenlocher 2015).

Con     respecto     al     sistema     jnmune    adaptativo,     de     las    5     clases     de

jnmunoglobulinas  presentes  en  mami'feros  (lgM,  IgD,  lgG,  lgE,  e  lgA),  s6lo  lgM  e  lgD

estan  presentes  en  tele6steos.  Sin  embargo,  estos  presentan  una  inmunoglobulina

denominada lgz,  Ia cual podri'a cumplir un rol similar a  lgA (lwanami 2014).

Los tele6steos  presentan todas las cadenas de los receptores T conocidas en

mamiferos,  y  la  mayori'a  de  estos  tambi6n  presentan  celulas  T  que  expresan  los

marcadores  CD8  o  CD4.   Lo§  Iinfocitos  T  del   pez  cebra   reconocen   los  antigenos

presentados en el contexto de los complejos mayores de histocompatjbilidad de clase I

y  11.  A  pesar de  que  aun  no  se  han  encontrado  celulas  T  reguladoras  /'n  v/.vo,  se  ha

encontrado un gen similar al que codifica para Foxp3 en humanos, eJ cual es un factor

de transcripci6n clave en la generaci6n de esta lfnea celular (lwanami 2014).

Al   igual   que   los   mamiferos,   los   peces   mandibulados   que   incluyen   a   los

tele6steos,  poseen  sistemas  de  recombinaci6n  de  genes  para  el  ensamblaje  de  los

receptores  de  antigenos  (como  inmunoglobulinas  y  receptores  de  c6lulas  T)  que  le

permiten reconocer una gran variedad de antigenos (Flajnik & Kasahara 2010).

A   diferencia   del   sistema   inmune   innato   que   se   encuentra   completamente

funcional  en  los  primeros  dfas  de  la  embriogenesis,  el  sistema  inmune  adaptativo  se

encuentra funcional a partir de las 4 a 6 semanas post-fertilizaci6n  (Trede et al. 2004).

Esta  segregaci6n  temporal  permite  estudiar ambos  componentes  del  sistema  immune

de manera  diferencial,  donde  las  larvas del  pez cebra  poseen  solo el sistema  inmune

innato.



1.4.   Estudio   de   la   relaci6n   pat6geno-hospedero   en   el   pez   cebra   utilizando

tecnicas 6micas.

Una   aproximaci6n   para   los   estudios   hospedero-pat6geno   en   los   modelos

alternativos  de  jnfecci6n  como  el  pez  cebra  son  los  estudios  6micos.   Los  t6cnicas

"6micas",  como  la  prote6mica  o  la  transcript6mica,  nos  permiten  entender y  analizar

procesos  desde  un  punto  de  vista  global  y  a  partir de  estos  comprender  los  ajustes

moleculares y celulares que suceden durante la infecci6n tanto en  la bacteria como en

el hospedero.

La   prote6mica    cuantitativa    permite   identificar   y   cuantificar   las    proteinas

presentes, y por lo tanto, analizar las diferencias de los niveles de protefnas entre dos

o  mas  muestras.  Esto  §e  puede  realizar  utilizando  espectrometrl'a  de  masas  la  cual

permite   determinar   los   peptidos   con   alta   resoluci6n.   Q-exactive   es   una   de   las

herramientas  de  prote6mica  mss  avanzadas,  esta  basada  en  un  espectr6metro  de

masas  que  utiliza  un filtro  de  masa de  cuadrupolo  asociado  a  un  analizador Orbitrap,

lo que permite  utilizar una transformada de  Fourier mejorada,  duplicando la resoluci6n

del espectr6metro de masas (Michalski et al. 2011 ).

De esta forma es posible comprender el programa molecular de respuesta a los

pat6genos  en  estos  hospederos  y  los  ajustes  que  tambi6n  hacen  las  bacterias  para

causar dafio en el animal. Esto nos permite encontrar tanto factores de virulencia de la

bacteria   como   encontrar   posibles   marcadores   moleculares   que   nos   permitan   un

seguimiento  de  la  infecci6n.   Existen  reportes  de  la  utilizaci6n  de  la  transcript6mica

para  analizar la  infecci6n  bacteriana  en  larvas  del  pez cebra  utilizando  los  patogenos

Edwersiella tarda,  Escherichia  coli,  P.  aeruginosa (van Soes+ et al. 2011),  Salmonella

enterica   (Stockhammer   et  al.   2009),   Mycobacterium   marinum   y   Staphylococcus



ap/.derm/.d/.s  (Veneman   et  al.  2013).   Sin  embargo,   a  nuestro  conocimiento,   no  hay

reportes  del  estudio  de  una  relaci6n  pat6geno-hospedero  utilizando  prote6mica  en

larvas del pez cebra. A diferencia de la transcript6mica,  la  prote6mica  permite obtener

y analizar djstintas variantes de sp//.c/.ng de los transcritos, y dado que las proteinas se

encuentran  rlo abajo  del  dogma  central  de  la  bjologl.a  molecular con  respecto al ARN

mensajero   los   cambios   observados   en   el   proteoma   probablemente   reflejen   mas

fielmente a lo que esta sucediendo en el organismo de estudio.

1.5 M6todos de infecci6n del pez cebra

Los modelos de infecci6n bacteriana en el pez cebra difieren principalmente en

el tamaFio del  in6culo  bacteriano,  la edad del  pez cebra y el  m6todo de exposici6n  de

este al pat6geno.

Existen  dos  principales  metodos  de  exposici6n  del  pez  cebra  a  un  pat6geno

bacteriano,  denominados  inyecci6n  e  inmersi6n  estatica.  La  inyecci6n  es  el  m6todo

mas  utilizado  y  consiste  en  inyectar  las  bacterias  a  traves  de  una  pequefia  aguja

directamente en el pez cebra. La principal ventaj.a de este m6todo es que dependiendo

del   sitio  de  inyecci6n   la  infecci6n   puede  ser  compartimentada  o   sistemica.   Si   las

bacterias son  inyectadas directamente  en  la circulaci6n,  en  lugares como  el  conducto

de  Cuvier  o  la  vena  caudal,   la  infecci6n  sera  sistemica.   En  cambio,  si  estas  son

inyectadas en  lugares como el rombenc6falo,  el mtlsculo de la cola o la vesicula 6tica,

Ia  infecci6n  sera  local  (Benard  et  al.  2012).  Sin  embargo,  el  metodo  de  inyecci6n  es

sumamente  invasivo  y  debido  a  su  dificultad  tecnica  no  permite  realizar  estudjos  a

gran  escala  con  facilidad.  Este  metodo  ha  sido  utilizado  para  estudiar la  patog6nesis

de numerosos pat6genos humanos, y particularmente P.  aerug/.nosa por medio de una

infecci6n  sist6mica en embriones de pez cebra con 26, 28, 48 y 50  hpf,  y en  diversos



sitios de  inyecci6n  como  la vena  caudal,  la vesi'cula 6tica,  el  conducto de Cuvier o en

el valle circulatorio gel vitelo (Clatworthy et a[.  2009;  Brannon  et al.  2009;  Llamas et a[.

2009;  Phennicie  et  al.  2010;  Chand  et  al.  2011;  Reen  et  al.  2013;  Ruyra  et  al.  2014)

(Tabla  1).

Tabla 1. Reportes previos de inyecciones en e[ sistema circulatorio de[ pez cebra con P.
aemg/`nosa PAO1. Se ilustran los reportes previos de inyecciones con P. aerug/.nosa PAol  en
el  sistema  circulatorio  de  acuerdo  a  las  horas  post-fertilizaci6n  del  pez  cebra  (hpf),  el  sitio  de
inyecci6n,  las horas post-invecci6n (hpi) y el porcentaie de supervivencia observado.

hpf sitio de inyecci6n UFC hpi (Porcentaje de Referencia
supervivencia)

26 "Blood  island" 300 24 (60%), 48(50%)
(Reen et al.2013)

28-30 Vena caudal 100 48 (90%)
(Llamas etal.2009)

650 24 (60%), 48(50%)

1300 24 (10%)

50 Vena caudal 200 48 (95%)
(Brannonetal.2009)

800 48 (45%)

2400 24 (0%)

Adultos lntraperitoneal 8*107 24 (40%), 48(25%)
(Ruyra etal.2014)

Adicionalmente, se ha utiljzado el metodo de inmersi6n estatica para estudiar la

pa{ogenesis  bacteriana  en  el  pez  cebra,  donde  embriones  del  pez  cebra  son  co-

incubados con  las bacterjas,  raz6n  por la cual  permite realizar estudios a gran escala.

Este  metodo  es  menos  invasivo,  generalmente  causa  menos  mortalidad  y  es  mas

similar a  lo observado  en  ambientes naturales,  ya que  las bacterias son  agregadas al

medio  y  no  inyectadas  en  el  pez.  Se  ha  utilizado  con  distintas  especies  bacterianas

entre ellas Flavobacterium columnare (Clang & Nle 2008),  E. coli,  P. aeruginosa y E.

farda  (Pressley et al.  2005;  van  Soest et al.  2011).  Existe  poca  informaci6n  en  el  uso

de  esta  tecnica  para  estudiar la  patog6nesis  de  P.  aemgi.nosa,  ya  que  la  mayorl'a  de



Ios  reportes  la  utiliza  para  el  estudio  de  la  microbiota  intestinal  de  peces gnotobi6ticos

(Rawls  et  al.  2004;  Rawls  et  al.  2006).  Sin  embargo,  la  inmersi6n  estatica  ha  sido

desarrollada  exitosamente en  nuestro  laboratorio con  el fin  de estudiar la  patogenesis

de esta  bacteria en larvas de pez cebra de 3 di'as post-fertilizaci6n  (dpf) (Ortiz-Severfn

2013).

Hasta el  momento y a nuestro conocjmjento solo  hay un  reporte de  un  estudio

comparativo  de  la  respuesta  del  pez  cebra  expuesto  a  un  pat6geno  por  medio  de

estos dos m6todos.  El estudio fue utilizando t6cnicas de transcript6mica y se utilizaron

peces  cebra  de  25  hpf,  edad  a  la  cual  los  peces  aun  no  nan  dejado  naturalmente  el

cori6n,  no  ham  abierto  la  boca  ni  poseen  el  sistema  inmune  innate  completamente

desarrollado.  Las peces de 25 hpf fueron expuestos a E.  farda por medio de estos dos

m6todos.   En   este   estudio   se   concluy6   que   el   m6todo   de   inyecci6n   en   estas

condiciones  generaba  una  fuerte  respuesta  inflamatoria.   En  cambio,   el   m6todo  de

exposici6n   por  medio   de   inmer§i6n   estatica  generaba   una   respuesta  similar  a   la

respuesta frente a un dafio epitelial o de tejidos, o frente a toxinas.  Cabe destacar que

en  este  estudio  tambien  se  hizo  un  analisis  del  transcriptoma  de  embriones  del  pez

cebra  de 25  hpf expuestos  a  P.  aemg/.nosa  por medio de  inmersi6n  estatica,  pero  no

se compar6  con  el  m6todo  de  inyecci6n  y  no  se  observ6  mortalidad  (van  Soest et al.

2011 ).

Aun no esta claro sj  la respuesta del pez cebra expuesto a P.  aemg/.nosa por

medio  de  estos  dos  m6todos  es  diferente,  ni  tampoco  si  cada  uno  de  estos  m6todos

de infecci6n puede ser un  buen modelo para diferentes tipos de infecciones,  ni memos

at]n   que   ocurre   en   peces  de  3   dpf  infectados   con   este   pat6geno,   donde  ya   se

encuentra maduro el sistema inmune innato,  estos ya han dejado el cori6n y abierto la

boca (Rawls et al. 2007).  Segon nuestro conocimiento no existen estudios que utilicen
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el   metodo   de   inyecci6n   de   P.   aertjg/.nosa   para   estudiar   una   infecci6n   sistemica

utilizando peces de 3 dpf.

Elucidar las  similitudes y diferencias de la  respuesta  del  pez cebra expuesto a

P.  aertjg/.nosa  por medio de estos  dos  m6todos  permitifa  darle  aun  mayor robustez a

estos  para el estudio de  la  patog6nesis de P.  aert/g/.nosa y determinar si cada una de

estas  formas   de   exposici6n   permite   modelar  de   mejor  manera   distintos  tipos   de

infecciones.  Por  lo  que  puede  ser  un  aporte  en  el  conocimiento  para  poder generar

nuevas terapias y formas de tratar las infecciones generadas por esta bacteria.

1.5. Objetivo General:

Comparar las  diferencias  a  nivel  prote6mico  de  larvas  del  pez  cebra  de  3  dpf

expuestas a P. aerug/.nosa mediante inmersi6n estatica e inyecci6n.

1. 6. Objetivos Especificos:

1.    Estandarizar los protocolos de inyecci6n e inmersi6n para la toma de muestras

del proteoma de larvas del pez cebra expuestos a P. aert/g/.nosa PAO1.

2.    Establecer las  condiciones a  las cuales se  realizafa  la toma  de  muestras  para

el   estudio  de   prote6mica  comparativa,   evaluando   la   respuesta   inflamatoria

mediada  por  neutr6filos  y  las  curvas  de  supervivencia  de  las  larvas  de  pez

cebra expuestas a P. aert/g/.nosa PAO1.

3.    Analizar y determinar las diferencias a nivel prote6mico entre las larvas del pez

cebra infectadas mediante inyecci6n e inmersi6n.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas bacterianas y medios de cultivo.

Se   utiliz6   Ia  cepa   bacteriana   P.   aerug/.nosa   PAol   para   realizar  todos   los

ensayos  (Jacobs  et al.  2003).  Como  control  de  una  bacteria  no  patog6nica  se  utiliz6

Escher/.ch/.a co/t. DH5a (van Soest et al. 2011 ).

Para realizar todos los experimentos, las bacterias se crecieron en medio Luria-

Bertani (LB;  10 g/L de triptona,  5 g/L de extracto de levadura y 5 g/L de  NacI a pH 7).

El  medio  LB  s6Iido  (LB-agar)  se  prepar6  en  placas  Petri  con  medio  LB  y  agar  1,5°/o.

Para  estos  mismos  ensayos  tambien   se  utiliz6  un  derivado  del   medio  Nematode

growih medium  (NGM) denominado PGS (2,5 g/L de peptona, 3 g/L de Nacl,  1  mM de

Mgs04,  1  mM  de  Cac12,  2%  de glicerol  a  pH  6).  Se  ha  reportado que la virulencia de

las  bacterias  se  ve  aumentada  en  una  condici6n  de  carencia  de  fosfato  (Long  et  al.

2008;   Ortiz-Severi'n  2013),   por  lo  que  para  algunos  ensayos  al  medio  PGS  se  le

agreg6 tamp6n K-Ph, equivalente a 25 mM de fosfato a pH 6, este medio se denomin6

PGS+Pi.

2.2 Cuantificaci6n de los niveles de piocianina y pioverdina.

Para  la  medici6n de la  producci6n de los  pigmentos piocianina y pioverdina se

utiliz6  la  capacidad  de  estos  para  absorber  luz  a  distintas  longitudes  de  onda.  Para

determinar el maximo de absorbancia se realiz6 un espectro de absorbancia entre 300

y  500  nm  de  soluciones  de  piocianina  (12,5  ug/mL)  y  pioverdina  (90  ug/mL)  puras

(Sigma-Aldrich) en  los medios PGS y PGS+P„  en placas de 96 pocillos y utilizando un

equipo  Synergy 2  (Biotek).  Esto  se  realiz6  en  duplicado  y los  valores  de absorbancia
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de  los  medios  PGS  y  PGS+Pi fueron  restados  a  las  absorbancias  obtenidas.  Para  la

piocianina  se  observ6  un  maximo  de  absorbancia  a  los  311   nm  en  los  dos  medios

utilizados.  En  cambio,  para  la  pioverdina  el  maximo  de  absorbancia  fue  registrado  a

383 nm en ambos medjos.

Utilizando  estos   picos  de  absorbancia  se  realiz6   una   curva   de  calibraci6n,

midiendo  la  absorbancia  de  soluciones  estandar en  los  medios  PGS  y  PGS+Pi.  Para

piocianina  se  ut"z6  un  rango  de  concentraciones  desde  0  hasta   15  ug/mL.   Para

pioverdina  el  rango  de  concentracjones  utilizado  fue  desde  0  hasta  100  ijg/mL.  Se

realizaron   las   mediciones   en   triplicado.   Las   curvas   de   calibraci6n   generadas   se

utilizaron   para   la   cuantificaci6n   de  estos  pigmentos  en   los  sobrenadantes  de  los

cultivos de P. aerug/.nosa.

Para  evaluar  la  producci6n  de  piocianina  y  pioverdjna  por  P.  aerug/.nosa,  las

bacterias fueron crecidas en medio LB a 37°C y 180 rpm durante la noche.  Este cultivo

fue  centrifugado  a  8,000  g  por  10  minutos  y  resuspendido  en  PGS,  esto  se  repiti6  3

veces.  Esta  soluci6n  bacteriana  se  utiliz6  para  inocular un  matraz con  medio  PGS,  o

PGS+Pi  en  una  proporci6n  1:100  el  cual  fue  crecido  a  37°C  y  180  rpm  por  18  horas.

Luego de transcurridas  las  18  horas se  le  midi6  la  densidad  6ptica  a  600  nm  (D06oo) y

se  centrifug6  el  cultivo  a  8,000  g  por  10  minutes.  Al  sobrenadante  se  le  midi6  la

absorbancia   a   311    nm   y   383   nm.   Todas   las   mediciones   de   absorbancia   se

estandarizaron  por  la  D06oo  de  los  cultivos.  Para  determinar  si  habia  una  diferencia

significativa  se  utiliz6  un  ANOVA  de  una  via  seguido  por  un  post-test  utilizando  la

correcci6n  de §idak  en  el  software  Graphpad  Prism  versi6n  6.00  para  Mac  OS  X,

Graphpad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com.
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2.3. Mantenimiento de [arvas de pez cebra.

Se    utiliz6    las    lfnea    de    peces    silvestres    Tab5    y    la    linea    de    peces

7lg(BAcmpo:mcherry),    la   cual    posee   los   neutfofilos   marcados   con    la   protei'na

fluorescente   raja   mcherry  (Renshaw  et  al.   2006).   Los   embriones  fecundados  se

incubaron  en  medio  embrionario  E3  (5  mM  Nacl,  0,17  mM  Kcl,  0,33  mM  Cac12,  0,33

mM  Mgs04,  pH  7) con  azul del  metileno al 0.1 % a 28 °C en  un  ciclo de  14 horas de luz

y 10 horas de oscuridad hasta las 72 hpf. El medio en el cual se encontraban inmersos

los embriones fue cambiado diariamente por medjo fresco.

2.4. Infecci6n del pez cebra con P. aert/g/.nasa por medio de inmersi6n estatica.

Se  realizaron  cultivos  de  noche  de  P.  aerug/.nosa  PAol   y  E.  co//.  DH5a  en

medio LB.  Estos se lavaron 3 veces con medio PGS. Luego, 500 uL se utilizaron como

in6culo  para  50  mL de  PGS  o  PGS+Pi.  Estos  cultivos fueron  crecidos  por  18  horas  a

37°C  y  180  rpm.  Se  centrifugaron  por  10  min  a  6000  rpm  y  el  precipjtado  celular se

resuspendi6  en  medio  E3  est6ril.  Esto  se  repiti6  3  veces.  Luego,  se  midi6  Ia  D06oo

ajustandose  posteriormente  a  1,4.  Se  tomaron  ali'cuotas  de  cada  suspensi6n  para

luego calcular el titulo bacteriano en  LB agar.

Los  peces  de  72  hpf se  lavaron  3  veces  con  medio  E3  est6ril.  La  incubaci6n

con bacterias se realiz6 en trjplicado en placas plasticas de 6 pocillos, cada uno de los

cuales contenl'a  10  larvas.  Para P.  aert/g/.r}osa a cada pocillo se le agreg6 un volumen

de las suspensiones  bacterianas con  D06oo de  1,4,  con  el fin  de tener una  D06oofinal

de   0,7   correspondientes   a   ~5xl08   unidades   formadoras   de   colonias   por   mililitro

(UFO/mL),  0,525  correspondientes  a  ~3,8xl08  UFC/mL,  o  0,35  correspondientes  a

~2,5xl08  UFC/mL en un volumen final de 8 mL.  Para E.  co//. se utiliz6 solo la  condici6n

equivalente a ~5xl08 UFC/mL. Se utiliz6 E3 esteril como control.  En placas de LB-agar
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se determjn6 y corrobor6 el tl'tulo bacteriano (Tab[a suplementaria  1).  La  incubaci6n se

realiz6 por 30 horas a 20°C. Todo esto se realiz6 segtln lo reportado previamente en el

laboratorio, con  ligeras variaciones (Ortiz-Severin 2013).

2.5.   ]nfecci6n   de[   pez  cebra   con   P.   aert/gi-nosa   por  medio   de   inyecci6n   y

visualizaci6n de inflamaci6n.

Se  realizaron  cultivos  de  noche  de  P.  aert/g/.nosa  PAol   y  E.  co//.  DH5a  en

medio LB.  Estos se lavaron 3 veces con medio PGS.  Luego, 500 uL se utilizaron como

in6culo para 50  mL de PGS o PGS+Pi.  Para E.  co/t. solo se utiliz6  PGS.  Estos cultivos

fueron  crecidos  por  18  horas  a  37°C  y  180  rpm.  Se  centrifugaron  por  10  min  a  6000

rpm y el  precipitado celular se resuspendi6 en tamp6n fosfato salino esteril  (PBS;  137

mM de Nacl,  2,7  mM  de KCI,10 mM  de  Na2HP04,1,8  mM de KH2P04,  ph  7,4).  Esto se

repiti6   3   veces.   Luego,   se   midi6   Ia   D06oo  ajustandose   posteriormente   a   5,0.   Se

tomaron ali`cuotas de cada suspension para luego calcular el titulo en LB agar.

Las   larvas   de   3   dpf   se   durmieron   con   acido   etil   ester   3-aminobezoico

metanosulfonico  (trical'na,  Sigma-Aldrich)  al  0,01%  p/v  y se  montaron  en  agarosa  de

bajo  punto  de  fusi6n  con  tricaina  al  0,01%  p/v  con  el  fin  de  inmovilizarlas.  Por  la

duraci6n  de  la  inyecci6n  bacteriana  las  larvas  se  mantuvieron  bajo  anestesia  con

tricafna.  Se  inyectaron  3-5  nl  de  la  soluci6n  bacteriana  de  D06oo  5,0,  equivalente  a

2000-6000  UFC,  en  la  arteria  caudal  por  encima  de  la  cloaca.  Se  utiliz6  medio  PBS

como  control.   Para  poder  corroborar  el  ntlmero  de  UFC  inyectadas,  se  inyect6  el

volumen  utilizado  en  PBS  esteril  y  luego  se  determin6  el  m]mero  de  UFC  utilizando

placas de LB-agar.  Los peces inyectados se mantuvieron a 20 °C por 72 horas.
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Los  capilares  a  partir  de  los  cuales  se  fabrican  las  agujas  de  inyecci6n  estan

hechos de  borosilicato,  poseen  un  diametro  externo de  1,2  mm y un  diametro  interno

de 0,69 mm.

En  el  caso  de  las  larvas  rg(BAcmpo:mcherry) estas  se  visualizaron  bajo  una

lupa de fluorescencia  olympus MVX10 (Jap6n) a 2, 4,  7, 22 y 28  horas post inyecci6n

(hpi).  Para determinar el  ntlmero de  neutr6filos en  circulaci6n se  durmieron  las  larvas

en tricaina al  1 % por 2 minutos y se cont6 el ndmero de neutr6filos que pasaban por el

sitio  de  inyecci6n  a  traves  de  la  arteria  caudal  durante  un  minuto  (Deng  et  al.  2012;

Walters  et al.  2010).  Para  determinar si  habia  una  diferencia  significativa  se  utiliz6  un

ANOVA  de  dos  vfas  y  un  analisis  post-test  de  comparaciones  mtlltiples  utilizando  la

correcci6n de Tukey utilizando el software Graphpad  Prism versi6n 6.00 para  Mac OS

X, Graphpad Software,  La Jolla California USA, www.graphpad.com.

2.6. Ivlonitoreo de la infecci6n y curvas de sobrevivencia

Los  peces  se   inspeccionaron   visualmente   para   contabilizar  los  eventos  de

muerte, definidos como el cese total del movimiento cardiaco, y cualquier cambio en el

comportamjento o fisjo]ogia normal de las larvas utilizando una lupa Motic (China).

Luego  de  registrar  el  numero  de  muertes  en  larvas  incubadas  por  30  horas

para los ensayos de inmersj6n estatica y por 72 horas para  los ensayos de  inyecci6n,

se realjzaron curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. Estas curvas fueron realizadas

con el software Graphpad  Prism versi6n 6.00 para  Mac OS X, Graphpad Software,  La

Jolla California  USA, www.graphpad.com.
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2.7. Selecci6n de condici6n para estudio de prote6mica comparativa.

Para  analizar el  proteoma  del  pez cebra se  utilizaron  10  larvas  infectadas  con

P.   aemg/.nosa   PAol   a   22   horas   post-exposici6n   (hpe)   para   cada   m6todo   y  los

controles  correspondientes.   En  el  caso  de  la  inmersi6n  se  seleccion6  la  condici6n

donde   las   larvas  fueron   expuestas   a   ~2,5xl08   UFC/mL   de   P.   aert/g/.nasa   PAOI

crecidas en  PGS+Pi.  Para la  inyecci6n se utilizaron  larvas inyectadas con 2,000-6,000

UFC  de  P.  aerug/.nosa  PAol  crecidas  en  PGS.  Estas  se  congelaron  en  un  bafio  de

metanol a -80°C.  En  el  caso de  las  larvas expuestas  por medio de  inmersi6n  estatica

estas  se  lavaron  previamente  con  E3  esteril  con  el  fin  de  remover  las  bacterias  del

medio.   Las   muestras   fueron   enviadas   para   la   determinaci6n   del   proteoma   total

mediante Q-exactive a la empresa Bioproximity,  LLC (EE.UU)

2.8 Prote6mica comparativa.

La  prote6mica  comparativa  fue  llevada  a  cabo  por  la  empresa  Bioproximity,

LLC   (EE.UU)   por   medio   de   un   sistema   de   cromatografl'a   lrquida   asociada   a   un

espectr6metro de masas (LC-MS/MS) utilizando el siguiente protocolo.

La  denaturaci6n  de  protefnas,  digesti6n  y  la  desalaci6n  de  las  muestras  fue

llevada  a  cabo  utilizando  el  m6todo  de  preparaci6n  de  muestras  asistida  por  filtro

(FASP,   filter-assisted   simple   preparation)(Wisniewski   et   al.   2009)).   Las   muestras

fueron  resuspendidas  en  una  soluci6n  de  1%  desoxicolato  de  sodio  (SDC),  50  mM

Tris-Hcl,  pH  7.6,  3  mM  DTT,  sonicadas  brevemente  y  luego  incubadas  a  40°C  con

agitaci6n   (100   rpm)   por  20   min.   Las   muestras   se   centrifugaron   para   clarjficar  el

sobrenadante y este se transfiri6 a un filtro de 30 kDa MWCO (Millipore) y centrifugado

a 13000g por 30 min.  El resto de la muestra se resuspendi6 en  10/o SDC,100 mM Tris-

Hcl, pH 7.6, y luego fue alquilada en iodoacetamida  15 mM. La concentraci6n de SDC
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fue reducida al 0,1 %.  Las muestras fueron digeridas utilizando tripsina  (en una relaci6n

enzima-sustrato  de  1:100)  durante  la  noche  a  30°C  y  con  agitaci6n  (1000  rpm).  Los

peptidos     digeridos    fueron     recolectados    por    centrifugaci6n.    Alrededor    de    20

microgramos  de  los  p6ptidos  fueron  desalinizados  utilizando  el  m6todo  de  "reversed

phase  stop-and-go  extraction  (STAGE)  tips"  (Rappsilber  et  al.  2007).   Los  p6ptidos

fueron  eludidos  utilizando acetonitrilo al  80%,  acido ac6tico al  0.5% y liofilizados en  un

Speedvac  (Thermo  Savant)  durante  1  hora.  Cada  digesti6n  fue  analizada  por  medio

de  UHPLC-MS/MS  utilizando  un  sistema  Easy-nLC  1000  UHPLC  (Thermo).  La  fase

m6vil A fue 97,5%  agua  milipura,  2% acetonitrilo,  0,5%  acido ac6tico.  La fase  m6vjl  a

fue 99,5% acetonitrilo, 0,5% acido ac6tico.  El gradiente de 240 min de la cromatografi'a

lI'quida  (LC)  corri6  desde  0%  a  a  35°/a  a  durante  210  min,  Iuego  a  80%  a  por  los

restantes  30  min.   Las  muestras  fueron  cargadas  directamente  en   la  columna.   La

columna  ten fa  50  on  x  75  Lim  de  diametro  interno  en  un  sistema  de  "2  micron  C18

media"   (Thermo   Easy   Spray   PepMap).   La   LC   fue   conectada   a   un   sistema   de

espectr6metro  de  masa  quadrupolo-Orbitrap  (Q-Exactive,  Thermo  Fisher)  por  medio

de un sistema de ionizaci6n por nano-electrospray mediante un calentador de columna

integrado  (Thermo  Easy  Spray source).  La  columna  fue  calentada  a  50°C.  Se  aplic6

un voltaje de electrospray de 2,2  kv.  El espectr6metro de  masa  (MS) fue programado

para  adquirir el  espectro  de  masas  de  los  20  jones  superiores  en  el  rango  completo

desde 400  a  1200  in/z.  La  exclusion  dinamica  se  estableci6  a  15s,  se  excluyeron  los

iones  con  una  carga,  y el  ancho  de  aislamiento  se  estableci6  a  1,6  Da,  la  resoluci6n

total  del  MS  a  70000  y  la  resoluci6n  del  MS/MS  a   17500.   La  colisi6n  de  energia

normaljzada   se   estableci6  en   25,   el   control   de   ganancia   automatico   en   2*105,   el

maximo  de   llenado  del   MS   a  20  ms  y  del   MS/MS  a  60  ms.   Los  archivos   mzML

entregados  fueron  convertidos  a  MGF  utilizando  el  Peak  Picker  HiRes  tool,  parte  del
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framework  OpenMS.  Todas  las  bt]squedas  fueron  realizadas  en  el  servicio  web  de

Amazon   Web   "Services-based    cluster   compute   instances"   utilizando    la   interfaz

Proteome    Cluster   interface.    Todas    las    bdsquedas    requerian    un    tolerancia    del

precursor de masa de  10  ppm,  una tolerancia de masa de los fragmentos de 0,02  Da,

un  corte triptico estricto,  has{a 2  cortes faltantes,  modificaci6n  en  la  cisteina producto

de  la  alquilaci6n,  modificaci6n  variable  de  la  metionina  y  valores  esperados  de  las

proteinas   (E-value)  de   0,0001   o   menor.   Los  archivos   MGF  files  fueron   buscados

utilizando  las  libreri'as  de  secuencias  mas  recientes  en  la  base  de  datos  UniprotKB,

utmzando  los  algoritmos  de  puntuaci6n  nativa  y el  k-score,  y  por medio  del  algoritmo

de  busqueda  de  espectrometria  de  masa  OMSSA (Craig  &  Beavis  2004;  MacLean  et

al. 2006; Geer et al. 2004). Los resultados fueron analizados y los sets de proteinas no

redundantes   fueron   determinados   utilizando   Proteome   Cluster   basado   en   reglas

previamente publicadas  (Slotta et al.  2010).  Las caracterl'sticas isot6picas  basadas en

Msl  fueron  detectadas y los picos de area fueron calculador utilizando la  herramienta

FeatureFindercentroid  parte  del  framework  de  OpenMS  framework.   Las  proteinas

encontradas  requirieron  tener  1  o  mas  p6ptidos  unicos  en  las  muestras  analizadas  y

un E-value de 0,0001  o menor.

2.9 Analjsis de prote6mica comparativa

En  primer  lugar,  se  compararon   los  niveles  de  las  proteinas  de  las  larvas

inoculadas  con  P.  aert/g/nosa  PAol  por medio de  inyecci6n  con  los  niveles de estas

en   larvas  inyectadas  con   PBS  est6ril.  Adicionalmente,   se  compar6  el  nivel  de  las

protefnas   detectadas   en   larvas   expuestas  a   P.   aerug/.nosa   PAol   por  medio   de

inmersi6n   estatica   con   el   de   larvas   inmersas   en   E3   est6ril.   Se   consider6   como

significativa  la  variaci6n  de  una  proteina  cuando  su  tasa  de  cambio  fuera  superior a
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+1,5   o   inferior   a   -1,5.   Se   determinaron   las   proteinas   con   niveles   de   expresi6n

aumentados   o   disminuidos   en   las   larvas   inoculadas   por   medio   de   inyecci6n   o

inmersi6n.

Mediante  el  uso  del  soft\^/are  Panther  (Mi,  Muruganujan  &  Thomas  2013;  Mi,

Muruganujan,  Casagrande,  et  al.  2013)  las  proteinas  con  una  variaci6n  significativa

fueron   agrupadas   y   categorizadas   de   acuerdo   a   su   funci6n   biol6gica,   segtin   la

ontologi'a   del    los   genes   que   las   codifican   en   la   base   de   dates   de    Panther

(http://pantherdb.org).

Se determinaron  las  proteinas que exclusivamente  aumentaron  sus  niveles en

las  larvas  inyectadas  con  respecto  su  control  y  las  proteinas  que  exclusjvamente

aumentaron  sus niveles en  las larvas expuestas por medio de  inmersi6n con  respecto

su control y aquellas que aumentaron sus niveles en ambos condiciones.  Se realiz6 lo

mismo para las protel'nas que disminuyeron sus niveles.

Para  analizar las  protei'nas con  los niveles cambiados  en  distintas  condiciones

se  utiliz6  la  herramienta  de  analisis  de  sobrrepresentaci6n  de  acuerdo  a  la  funci6n

biol6gica    asociada    a    la    Ontologi'a    (Proceso    biol6gico,     Funci6n    molecular    y

Compartimento celular) del gen,  en  la  base de dates  Panther o la  vi'a  (Pathway) en  la

cual participan. Se utiliz6 como base de datos el coni.unto de todos los genes de Pant.o

ren'o, y se seleccionaron aquellas categori`as con un valor P menor o igual a 0,005.

20



RESULTADOS

3.1. Cuantificaci6n de piocianina y pioverdina mediante espectrofotometria.

Con  el fin de determinar y estandarizar las condiciones para  realizar el  estudio

de   prote6mica   y   corroborar   algunas   de   las   diferencias   en   la   virulencia   de   P.

aert/gt.nosa al ser crecida en ausencia o presencia de fosfato inorganico (Pi),  se busc6

confirmar que los niveles de piocianina y pioverdina aumentan  en  escasez de  Pi  en  el

medio, Io cual habra sido previamente observado en nuestro laboratorio (Ortiz-Severi'n

2013). Para esto se realiz6 un espectro de absorbancia de estos compuestos puros en

medio  PGS  (tpj)  y  PGS+Pi (tpi)  a  pH  6,0.   Para  ambos  pigmentos  el  maximo  de

absorbancia  no  cambi6  con   la  adicj6n  de  Pi  al  medio.   El  maximo  de  absorbancia

obtenido  para  la  pioverdina  fue de  383  nm  (Figura  1),  valor similar al  doble  pico  a  366

y 384 nm (a pH 5,0) y el pico dnico 396 nm (a pH 7,0) reportados previamente (Xiao &

Kisaalita  1995).  De la  misma forma,  el pico de absorbancia de la  piocianina fue de 311

nm (Figura  1),  similar a los 318 nm  reportados previamente (Cheluvappa 2014).

Mediante  estos  picos de  absorbancia  y soluciones  a  distintas  concentraciones

de  los  pigmentos  se  genera  una  curva  de  calibraci6n  para  cada  pigmento  en  los  dos

medios utilizados.  Las pendientes observadas fueron similares en ambos medios para

el   mjsmo   compuesto.   Para   la   pioverdina   la   ecuaci6n   de   la   recta   generada   fue

Abs.=0,004216*Conc.[ug/mL]   (P<0,0001)  en   ambos   medios.   Para   la   piocianina   las

ecuaciones   fueron   Abs.=0,038800*Conc.lug/mL]   (P<0,0001)   en   medio   PGS   (tpi),

Abs.=O,03796*Conc.[ug/mL]   (P<0,0001 ) en medio PGS(tpi) (Figura 2).
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Figura  1.   Espectros  de  absorci6n  de  pioclanina  y  pioverdina  en  los  medios  PGS  y
PGS+Pi.  Barrido  espectrofotometrico  entre  las  longitudes  de  onda  de  300  a  500  nm  para  las
soluciones  de  piocianina  y  pioverdina,  a  12,5  ug/mL  y  90  ug/mL  respectivamente,  en  medio
PGS (tpi) y medio PGS+Pi  (tp,).

Con   las   curvas   de   calibraci6n   generadas   se   cuantificaron   los   niveles   de

piocianina y pioverdina en sobrenadantes de cultivos de P.  aemg/.nosa PAol  crecidos

por  18  horas  en  medio  PGS(tpi) o  PGS(tpi).  Estos valores fueron  normalizados  por

la  D06oo de  cada  cultivo  (Figura  3).  Mediante  un ANOVA de  una  via  se  determin6 que

existe  una  diferencia  significativa  en  la  produccj6n  de  estos  pigmentos  si  hay o  no  Pi

en  el  medio  (P=0,05  para  la  piocianina  y  P=0,01   para  la  pioverdina).  Se  confirma  de

esta  forma   que   la   ausencia   de   Pi   en   el   medio   eleva   los   niveles  de   piocianina   y

pioverdina   producidos,   lo   que   permite   utilizar  condiciones   con   diferente   virulencia

bacteriana.
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FIgura 2.  Curvas de calibraci6n de  piocianlna y pioverdina en  medios  PGS y PGS+Pi.  (A)
Curva  de  calibraci6n  de  piocianina  en  medio  PGS  (+Pi)  y  medio  PGS+P, (tp,)  a  311   nm,  se
utilizaron  concentraciones  desde  0  a  15  ug/mL.  (8)  Curva  de  calibraci6n  de  pioverdina  medio
PGS (|Pi) y medio PGS+P, (t P,) a 383 nm, se utilizaron concentraciones desde 0 a  100 ug/mL.
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Figura  3.  Cuantificaci6n  de  ploc[anina  y  pioverdina  en  sobrenadante  de  cultivos  de  P.
aeri/g/.nasa  PAO1.  P. aerL/g/.nasa PAol  fue crecida en medio PGS (| Pi) o medio PGS+Pj (tpi)
por 18 horas. Se cuantificaron los niveles de piocianina y pioverdina en el sobrenadante y estos
valores  se  normalizaron  por  la  DOcoo.*  corresponde  a  PsO,05.  **  corresponde  a  PsO,01.  Se
utiliz6 un n de 3. Se sefialan las barras con su respectiva desviaci6n estandar.

3.2.  Ensayos  de  infecci6n  de  P.  aert/g/.nosa  PA01   per  media  de  inmersi6n

estatica.

Larvas    del     pez    cebra    de    3    dpf    fueron     co-incubadas    con     distintas

concentraciones de P.  aerug/.nasa PAol  y E.  co//. DH5a en  medio E3 durante 30 horas

a 20°C.  Las  bacterias fueron  crecidas  en  los  medios de  bajo fosfato  PGS  (|Pi) o  alto

fosfato  PGS+P, (t pi).  Las suspensiones  bacterianas fueron tituladas en  placas de  LB-

agar  (Tabla  suplementaria  1).  Para  evaluar  la  supervivencia  se  contabiliz6  el  numero

de  larvas  muertas  en  cada  hora  y  se  realizaron  curvas  de  supervivencia  de  Kaplan-

Meier  (Figura  4).   Se   puede  observar  que   la   letalidad   de  P.   aemgt.nosa  aument6

cuando   estas   fueron   crecidas   en   ausencja   de   Pi   y   que   esta   se   correlaciona

directamente  a  la  concentraci6n  de  bacterias  a  la  que  fueron  expuestas  las  larvas.

Para  evaluar  que  el  efecto  observado  no  se  deba  solamente  a  la  exposici6n  de  las

larvas  a  una  alta  concentraci6n  bacteriana  se  utiliz6  E.   co//.  DH5a  como  control,  y
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consecuente con esto, E.  co/t. DH5a no caus6 muerte de peces al ser crecida en medio

PGS(|Pi) o PGS(tpi) y utilizada en altas concentraciones.

En las horas previas a la muerte de las larvas expuestas a P.  aerttgt.nosa PAOI

crecidas en ambos medios, se observ6 una posible  necrosis en distintas partes de las

larvas, como la cabeza y la cola. Algunas de estas tenian  una torsi6n o deformidad en

la  cola  (Figura  5).   Estos  resultados  concuerdan  con   los  observados  anteriormente

(Ortiz-Severin  2013)  y  ratifican  que  la  concentraci6n  de  fosfato  en  el  medio  es  un

factor que altera la virulencia bacteriana.

0            5           10         15         20         25         30

Horas pcetoxpcelclch

--PAO1  ~5*108 UFC/mL
-pAoi -3,8'io8 uFcinL
-PAO1 ~2,5.108 UFO/mL

-  E. co//. DH5G
•...    E3

-  pAoi ~5.loo uFcinL
-PAO1 ~3,8*108 UFC/mL

-PAO1 ~2,5.108 UFC/mL

-  E. co//. DH5G
•...    E3

0            5           10         15         20         25         30

Horas pcetexpcelclch
Figura  4.  Curvas  de  supervivencia  de  larvas  de  pez  cobra  expuestas  a  P.  aert/g/no§a
PAol  por  medio  de  lnmersl6n  estatica.  Larvas de  pez cebra  de  3 dpf fueron  co-incubadas

:vnerE:),pO~r3,380„ho3rausF8%Ld'(S:'zn;i)::2,n5C*:Et8ra;:03/e:Ld:ro?6):e~'g*g,'39sGFEt:['d:5*Eto:o7,Fff%:
(celeste),  o  incubadas en  medio  E3  esteril  (linea  punteada  negra).  (A)  La  incubaci6n  se  llev6 a
cabo  con   bacterias  crecidas  en   medio   PGS(tpi).   (a)  La   incubaci6n   se   llev6  a  cabo  con
bacterias   crecidas   en   medio   PGS(Jpi).   Se   utiliz6   un   n   de   40.   El   ancho   de   las   curvas
corresponde a error estandar.
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Figura  5.  Efectos  de  la  infocci6n  por
P.   aemg/.nasa   PA01    por   inm®rsi6n
ostatica sobro  larvae  de pez cobra.  (A

r5E#urvFa€/#3edBf::r'un;,unbo::asAC8T
durante   3   horas.   Corresponden   a   dos
individuos  distintos.   (C)   Larva  de  3   dpf
en  medio  control.   Las  fotos  se  tomaron
en   campo   claro   con   16X   de   aumento.
Escala A-C:  100 urn.

3.3.  Ensayos  de  infecci6n  de  P.  aemg/.nose  PA01  par medio  de  inyecci6n  en  la

arteria caudal.

Con vistas a establecer un protocolo de infecci6n  por jnyecci6n en el  pez cebra

para estudiar la virulencia de P.  aertigt.nosa PAO1,  larvas de pez cebra de 3 dpf fueron

inyectadas  en  la  arteria  caudal  por  encima  de  la  cloaca  con  un  rango  de  2000-6000

UFC  de  P.  aertjg/.nosa  PAol   crecidas  en  medio  PGS(|Pi)  o  PGS(tpi),  2000-6000

UFC  de  E.  co//. DH5a  crecida  en  medio  PGS(Jpi)  o  con  PBS  esteril.  Se  monitore6  la

supervivencia  de  las  larvas  durante  72  horas  y  se  contabiliz6  el  numero  de  larvas
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muertas durante este  periodo  (Figura 6).  Se observ6  una  letalidad  cercana al  50%  en

las larvas inyectadas con  P.  aert/gt.nasa PAol  crecidas en  medio PGS  (t Pi) lo que no

ocurri6 con  PGS  (tpi).  Se observ6  un  bloqueo de la circulaci6n  en  la arteria en  peces

inyectados  con  P.  aerug/.nasa  PAO1,  E.  co//.  DH5a  y  en  peces  inyectados  con  PBS

esteril,  sin  embargo,  en  los  peces  inyectados con  medio control  esto  se  reverti'a a  las

pocas  horas  y en  las  larvas  inyectadas con  bacterias esto se  podia  mantener  incluso

hasta  las  28  horas  post-inyecci6n  (hpi).  En  las  larvas  inyectadas  con  P.  aert/g/'nosa

crecida en medio PGS (|Pi) se observ6 un claro dafio en  la cola del pez en momentos

previos  a  la  muerte  de  las  larvas  (Figura  7).  Resultados  similares  fueron  observados

en este estudio y por Ortiz-Severin (2013) en los ensayos de inmersi6n estatica.

-  PAO1 ('Pi)
--  PAO1 (tpi)

-  E. co//. DH5a

•..   PBS

0          12         24         36         48         60         72

H oras pcet-inyecc i6n
FIgura  6.  Curvas  de  supervlvencia  de  larvas  de  pez  cobra  expuestas  a  P.  Cert/g/nose
PAol  por lnyeccl6n.  Curva de supervivencia de larvas de pez cebra de 3 dpf inyectadas en la
arteria caudal por encima de la cloaca con 2000-6000 UFC de P. aert/g/.nosa PAol  crecidas en
medio  PGS  (tpi)  (verde)  o  PGS  (tpi)  (lI'nea  punteada  roja),  2000-6000  UFC  de  E.  co/i. DH5a
crecida en  PGS(|Pi) (azul) o  PBS esteril  (linea punteada negra).  Se utiliz6 un n de 40.  El ancho
de las curvas corresponde a error esfandar.
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Figura  7.  Efectos de  la  infecci6n  por P.  aertyg/.nosa PAol  por inyecci6n  on el  pez
cobra.  (A)  Larvas  de 3  dpf inyectadas  con 2000-6000  UFC/mL de  P.  aerug/.nosa  PAOI
crecida  en  PGS(|Pi)  a 28  hpi.  (8)  Larva de  3 dpf inyectada  con  PBS est6ril  control  a 28
hpi.  Las fotos se tomaron en  campo claro con  16X de aumento.  Escala A-B:  100  urn.

No se observ6 muerte de peces inyectados con E.  co//. ni  con  PBS,  y dado que

solo  se  observ6  muerte  de  larvas  despues  de  48  hpi  inyectadas  con  P.  aert/g/.nosa

PAol  crecida en  medio  PGS (jpi), fue necesario determinar si existia algdn  cambio o

respuesta en  las larvas en  las primeras 30 hpi con el fin de comparar ambos m6todos.

Para esto se trabaj6 con  la  linea de  peces transgenicos  7lg(BAcmpo..mchevy/  la cual

posee    la    proteina    fluorescente    mcherry    bajo    el    control    del    promotor    de    la

mieloperoxidasa   (mpx),   es   decir,   una   linea   transgenica   que   posee   los   neutr6fHos

marcados con la proteina fluorescente roja (Renshaw et al. 2006).

Se observ6 una  claro reclutamiento de neutr6filos en  el sitio de inyecci6n en  los

peces   inyectados   con   P.   aemg/.nosa   PAol    hasta   las   28   hpi,   pero   en   aquellos

inyectados  solo  con  PBS  esteril  solo  se  observ6  este  reclutamiento  de  neutr6filos en

las   primeras   hpi   (figura   8).   No   se   observ6   una   diferencia   en   el   reclutamiento  de

neutr6filos con  respecto al  control  al  utilizar la  linea  7lg/BAcmpo..mcherry/  expuesta a

P.  aert/g/.nosa por medio de inmersi6n estatica  (Figura suplementaria  1).
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Campo claro MPO:mcherry Superposici6n

Figura  8.  Roclutamiento  de  neutr6filos  en  sitio  de  inyocci6n  con  P.  aertyg/.nose  PAO1.
Visualizaci6n    del    reclutamiento    de    neutr6filos    fluorescentes    en    larvas    de    pez    cebra
rg/BAcmpo..mcheny/ de 3 dpf que fueron  inyectadas en  la arteria caudal con 2000-6000 UFC
de  P.  aemg/.nosa  PAol  ci.ecidas  en  medio  PGS  (|Pi).  Se  muestra  la  foto  tomada  en  campo
claro   (columna   de   la   izqulerda),   con   filtro  de  fluorescencia   rojo   (columna   del   medio)  y   la
superposicj6n  de estas  dos (columna de  la derecha).  (A)  Larvas inyectadas con  P.  aertig/`nosa
PAol  a  6  hpi  .  (8)  Larvas  inyectadas  con  PBS  est6ril  a  6  hpi,  (C)  Larvas  inyectadas  con  P.
aemgi.nosa  PAol  a  28  hpi.  (D)  Larvas  inyectadas  con  PBS  est6ril  a  28  hpi.  Las  fotografias
fueron tomadas utilizando  un aumento de 50X.  El sitio de inyecci6n es seflalado con  las flechas
blancas.  Escala A-D:  100 urn.
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Para  determinar  si  las  larvas  presentaban  algtln  signo  de  una  inflamaci6n

sist6mica    se    cont6    el     namero    de    neutr6filos    presentes    en     la    circulaci6n,

especlficamente el  ndmero de  neutr6filos que pasaban  por el sitio de  inyecci6n  en  un

minuto  (Figura  9)  (Deng  et al.  2012;  Walters  et al.  2010).  Por medio  de  un  ANOVA de

dos vfas con un post-test de comparaciones multiples de Tukey se determin6 que hay

una diferencia significativa  al  comparar el  ndmero  de  neutr6filos en  circulaci6n  a  22 y

28  hpi  en  las  larvas  inyectadas con  P.  aerug/.nosa  PAol  crecida  en  medio  PGS  (tpi)

con  respecto  al  control,  pero  tambi6n  a  las  22  y 28  hpi  al  ser  inyectadas  con  E.  co//.

DH5a.  Sin  embargo,  no  se  observaron  diferencias  significativas  entre  P.  aert/g/.nosa

crecida  en  PGS  (|Pi)  y  E.  co//. en  ninguna  condici6n.  Por  lo  tanto,  las  larvas  de  pez

cebra generan una respuesta inflamatoria que aumenta los neutr6filos en circulaci6n al

ser expuestas  a  una  bacteria  por media  de  una  inyecci6n  en  la  arteria  caudal,  y este

fen6meno no es exclusivo de P.  aert/g/.nosa, ni de una condici6n en  la cual se observe

muerte de larvas.

En todas  las inyecciones con  bacterias se observa  un  aumento  del  ntimero  de

neutr6filos  en  circulaci6n  a  las  22  y 28  hpi,  pero  en  las  larvas  inyectadas  con  medio

PBS a  las 22  hpi,  se observa  un descenso en el  ndmero de  neutr6filos lo que sugjere

que  en  este  tiempo  los  efectos  de  la  inflamaci6n  propio  de  una  inyecci6n,  debido  al

dafio de tejido, se reducen.
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Figura  9.  Cuantificaci6n  de  neutr6fllo§  en  clrculaci6n  en  peces  cobra  expuestos  a  P.
aerug/nose PAol  por medio de inyeccl6n. Larvas de pez cebra  7lg/BAcmpo..mche/7y/ de 3
dpf fueron jnyectadas en  la arteria caudal con 2000-6000 UFC de P.  aerug/.nasa PAol  crecida
en medio PGS (t Pi) o medio PGS (tpi), E. co//. DH5a o con PBS esteril. Se cont6 el ntlmero de
neutr6filos  que  pasaban  por el  sitio  de  inyecci6n  a  trav6s  de  la  arteria  caudal  por  minuto  a  las
2,  4,   7,   22  y  28   hpi.   Cada  simbolo  corresponde  a   una   larva.   Se  sefialan   las  diferenclas
significativas  con   respecto  a   las  larvas  inyectadas  con  PBS.   *  equivale  a   PsO,05,   y  *+**  a
P=0,0001.  Se sefiala el promedio y la desviaci6n estandar.  Se utiliz6 un n de 30.

3.4. Estudios de prote6mica comparativa

Para  realizar los  estudios  de  prote6mica  comparativa  se  busc6  determinar las

condiciones  en  las  cuales  las  larvas  de  pez  cebra  expuestas  a  P.  aerugi'r}osa  por

medio de inyecci6n e inmersi6n eran similares y en las cuales aun no habfa muerte de

larvas.  Se  seleccionaron  larvas  a  las  22  hpi  expuestas  a  P.  aerug/.nosa  crecjda  en

medio  PGS  (tpi)  debido  a  que  en  este  tiempo  las  larvas  presentaban  un  aumento

significativo de  los  neutr6filos en  circulaci6n y en  esta  condici6n  se observaba  muerte

de  las  larvas  a   las  48  horas.  Se  busc6  y  seleccion6  la  condici6n  en  la  inmersi6n

estatica  que  mas  se asemejara  a  las condiciones  de  inyecci6n,  es  decir,  en  la  cual  a

las   22   hpe   se   observara   un   bajo   porcentaje   de   muerte   de   larvas,   pero   el   cual

incrementara en  las horas posteriores.  Se seleccjon6,  entonces,  larvas expuestas a P,

aerug/.nosa crecidas en  medio  PGS(tpi) en  una concentracj6n  de ~1,75*108 UFC/mL.

31



Con  el  objetivo  de  realizar  la  prote6mica  cuantitativa  y  eliminar  los  efectos  se  que

pudiesen  generar  producto  de  la  inmersi6n  e  inyecci6n,  como  por  ejemplo  el  dafio

generado  por  la  aguja,  se  les  analjz6  el  proteoma  a   larvas  controles  que  fueron

incubadas en E3 o inyectadas con PBS segt]n fue el caso.

Un  total   de  38488   proteinas  de  pez  cebra  fueron   detectadas  en   nuestros

experimentos de prote6mica cuantitativa en las cuatro muestras.

Al  comparar  el   proteoma  de   las  larvas   inyectadas   con   P.   aerug/.nosa  con

respecto  a  las  larvas  inyectadas  con  PBS  se  encontraron  32774  protei'nas,  de  estas

12677  aumentaron  sus  niveles  significativamente  (factor  de  cambio  igual  o  mayor  a

1,5)  y   13289  tenian  disminuyeron  sus  niveles  significativamente  (factor  qe  cambio

menor  o  igual  a  -1,5).  Al  comparar  el  proteoma  de  las  larvas  co-incubadas  con  P.

aerug/.nosa con  respecto a  las inmersas en  medio  E3 se encontraron 31499  proteinas

totales,  de  estas  13607  aumentaron  significativamente  y  13136  tenian  disminuyeron

significativamente.   Se   analjzaron   las   protei'nas  que   posefan   un   factor  de   cambio

significativo y se agruparon de acuerdo a su categorl'a asociada a un proceso biol6gico

en la ontologi'a de genes (GO) (Figura 10, Tablas suplementarias 3 y 4).
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Figure   10.   Resultados   de   prote6mica   comparativa   agrupado   en   subcategorias   de
proceso  blol6gico segtln  la  GO.  Se seleccionaron las prote`nas que aumentaron sus niveles
(con  una  raz6n  de  cambio  mayor  o  igual  a  1,5)  y  aquellas  que  disminuyeron  sus  niveles  (con
una  raz6n  de  cambio  menor a  igual  a  -1,5) en  las  larvas  inoculadas con  P.  aert/g/.nosa  PAOI
por medio  de  inyecci6n  o  inmersi6n  estatica  con  respecto  a  las  larvas  control  inyectadas  con
PBS est6ril o inmersas en E3 esteril respectivamente.  Las prcteinas se agruparon de acuerdo a
la  categoria  proceso  biol6gica  de  la  ontologia  de  genes.   El  total  seFialado  corresponde  al
ntlmero  total  de  identificaciones  en  la  base  de  datos  en  todas  las  categor[as  de  acuerdo  al
proceso biol6gico

La  distribuci6n  de  las  protefnas  en  las  categori'as  GO  es  similar tanto  en  las

proteinas  con  niveles  aumentados  como  con  niveles  disminuidos,  ya  sea  en  larvas

expuestas  a  bacterias  por  medio  de  inyecci6n  como  por  inmersi6n.  Las  categori'as

mss  representadas  tanto  en  las  proteinas  con  niveles  aumentados  como disminuidos

son   "proceso   metab6lico   (GO:0008152)"   y   "proceso   celular   (GO:0009987)"   (con

alrededor   del   25%   y   20%   respectivamente   en   todos   los   analisis).   La   categoria
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"proceso  del  sistema  inmune  (GO:0002376)" solo  corresponde  a  alrededor del  5%  de

las   protefnas   con   niveles   cambiados,   y   de   estas   la   mayoria   corresponde   a   las

subcategorlas   de   "respuesta    inmune    (GO:0006955)"   con    alrededor   del   400/o   y

"procesamiento  y  presentaci6n  de  antigenos  (GO:0019882)"  con  alrededor  del  49%,

donde   tan   solo   entre   el    10   y   15%   correspondi6   a   "activaci6n   de   macr6fagos

(GO:0042116)".  La  categorJa  "respuesta  frente a  estimulo",  s6lo  represent6  cerca  del

6% de las proteinas.

3.4.1.  Ana]isis  de  enriquecimiento  de  proteinas  aumentadas  a  disminuidas  en

larvas  expuestas  a  P.  ae«/g/.nasa  por  inyecci6n  o  inmersi6n  con  respecto  al

control.

Para  determinar  las  categorfas  de  GO  que  estaban  sobrerrepresentadas  o

subrepresentadas por sobre el azar se realiz6  un analisis de  enriquecimiento.  Esto se

hizo  tanto  para  las  protei'nas  que  aumentaron  o  disminuyeron  sus  niveles  tanto  en

inyecci6n  como en  inmersi6n  con  respecto al  control.  Se seleccionaron  los grupos de

la ontologla de los genes de acuerdo al proceso biol6gico (Tablas suplementarias 5, 6,

7, 8) y de acuerdo a la vfa (Pathway) en la que participan (Tabla 2).

Las categorlas  GO "inducci6n de apoptosis (GO:0006917)" y "procesamiento y

presentaci6n  de  ant[genos  via  mol6culas  de  histocompatibilidad   (MHC)  de  clase  11

(GO:0002504)"   o   "procesamiento  y   presentaci6n   de   antlgenos   (GO:0019882)"   se

encontraron     sobrerrepresentadas    tanto     en     las     protefnas     aumentadas    como

disminuidas  en  larvas  expuestas  por  los  dos  m6todos  de  exposici6n,  indicando  una

regulaci6n      de      dichos      procesos      en      ambas     condiciones.      Las     categorias

sobrerrepresentadas  en  estos  grupos  son  similares  y  se  aprecia  que  tanto  en  las
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proteinas  con  niveles  aumentados  como  disminuidos  aparecen  sobrerrepresentados

distintos procesos metab6Iicos, de morfogenesis y de organizaci6n celular.

Al  analizar  las  proteinas  con  niveles  aumentados  en  larvas  co-incubadas  con

P.  aemgi.nosa  de  acuerdo  a  la  via,  se  encontr6  sobrerrepresentada  las  categorl'a

"respuesta a hipoxia via activaci6n de factores inducidos por hipoxia (HIF) (P00818)", y

en   las   proteinas   con   niveles   disminuidos   esta   enriquecida   la   categoria   "vl'a   de

sefializaci6n  de  integrina  (P00034)".  En  cambio,  al  analizar  las  proteinas  con  niveles

disminuidos  en  larvas  inyectadas  con  P,  aerug/.nosa  con  respecto  a  su  control  se

encontraron  enriquecidas  las  categorias  de  "activaci6n  de  c6lulas  8  (P00010)"  y  "via

de  seiializaci6n   de  endotelinas   (P00019)".   No   hubo  vias  enriquecidas   (P=0,05)  al

analizar las proteinas que aumentaron sus niveles en esta condici6n.

3.4.2   Analisis   de   enriquecimiento   de   proteinas   aumentadas   o   disminuidas

exclusivamente en una condici6n.

Para   analizar  las   diferencias   de   la   respuesta   del   pez  cebra   frente   a   una

exposici6n   a   P.    aerug/.nosa   por   medio   de   inyecci6n   e    inmersi6n    estatica   se

determinaron   las   proteinas  con   niveles  aumentados  exclusivamente  en   las  larvas

inyectadas a en larvas expuestas mediante inmersi6n en comparaci6n a sus controles

respectivos, aquenas que se encontraban disminuidas exclusivamente en una de estas

condiciones,   y   finalmente   aquellas   que   se   encontraban    cambiadas   en   ambas

condiciones  (Figura   11).   Estas  proteinas  se  agruparon  y  analizaron  de  acuerdo  al

proceso biol6gico (GO) y de acuerdo a la via a la cual pertenecen.
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Proteinas con niveles aumentados

Inyecci6n

Proteinas con niveles disminuidos

Inyecci6n

Figura       11.       Ndmero       de
proteinas         con         n ive les
aumentos  o  disminuidos  de
acuerdo      al      m6todo      de

lnmersi6n     exposici6n.    Se    sefialan    ei
ndmero  de  proteinas  con  sus
niveles           aumentados          o
disminuidos exclusivamente en
las      larvas      inoculadas      por
media        de        inyecci6n        o
inmersi6n estatica, y el  numero
de   proteinas  con   sus   niveles
cambiados           en           ambas
condiciones.

Inmersi6n

AI  agrupar estas  proteinas  de  acuerdo a  la  via  en  la  cual  participan  (Tabla  2),

en  las  proteinas  que  aumentan  sus  niveles  exclusivamente  en  las  larvas  inyectadas

con  respecto  a  su  control  estan  enriquecidas  las  categorias  "gul'a  de  ax6n  por medio

de   netrina"   (P00009),   "regulaci6n   del   citoesqueleto   mediante   una   Rho   GTpasa

(P00016)"  e  "inflamaci6n   mediada  por  vias  de  sefializaci6n  quimioquina  y  citoquina

(P00031)".  En  cambjo,  en  las  proteinas que aumentan  sus  niveles exclusivamente  en

larvas  expuestas  por  media  de  inmersi6n  estan  sobrerrepresentadas  las  categorl'as

"via  de  sefializaci6n  de  integrina  (P00034)" y  "angiog6nesis  (P00005)".  Al  analizar las

proteinas  que  dismjnuyeron  su  njvel  exclusivamente  en  una  u  otra  condici6n  no  se

encontr6  ninguna categoria enriquecida significativamente (PsO,05).

36



Tabla 2. Analisis  de enr]quecim[ento de grupos de proteinas con  nive]es  cambiados en
la§  [arvas expuesta§ a P.  aert/g/nasa per medio de inmersi6n o inyecci6n  de acuerdo a
via.  Analisis  de  enriquecimiento  de  las  protelnas  que  cambian  sus  niveles  de  expresi6n  de
acuerdo a  la via en  la cual participan. Se muestran  las proteinas que cambian  su  expresi6n al
menos 1,5 veces o -1,5 veces al comparar larvas co-incubadas o inyectadas con P. aerug/`nosa
PAol  con respecto a sus respectivos contro es. Se determin 6 como siqnificativo un  PsO,05.
Categorias de GO de Proternas Proteinas Raz6n de Valor P
acuerdo a via encontradas Esperadas enrjquecimiento
Proteinas con niveles aumentados en [as ]arvas expuestas mediante jnmersi6n
Respuesta a hipoxiavraactivaci6ndeHIF

21 8,15 2.58 1,90E-02
No-clasificado 4982 5111,1 0,97 0,00
Proteinas con niveles disminuidos en las larvas expuestas mediante inmersi6n
Via de sefializaci6ndeintegrina

64 40,03 1,6 4,41 E-02
No-clasificado 4829 4936,67 0,98 0,00
Proteinas con nive[es disminuidos en ]as larvas expuestas mediante inyecci6n
Activaci6n de c6lulas8

34 16,34 2,08 1,38E-02
Via de sefializaci6ndeendotelinas

41 22,61 1,81 4,96E-02
No-clasificado 4924 5052,37 0,97 0,00
Proteinas con niveles aumentados exclusivamente en ]as larvas expLlestas
mediante inyecci6n
Guia de ax6n pormediodenetrina

21 6,95 3,02 2,03E-03
Regulaci6n delcitoesqueletomedianteunaRhoGTpasa

32 16,13 1,98 4,83E-02
lnflamaci6n mediadaporvfasdesefializaci6ndequimioquinasycitoquinas

58 34,34 1,69 2,11 E-02
No-clasificado 3042 3137,15 0,97 0,00
Proteinas  con  niveles  aumentados  exclusivamente  en  las  [arvas  expuestas
medjante inmersi6n
Via de sefializaci6ndeintegrina

50 28,91 1.73 3,49E-02
Angiog6nesis 53 31,28 1,69 3,73E-02
No-clasificado 3466 3565,22 0,97 0,00
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En  cuanto  la  agrupaci6n  por proceso  biol6gico  (Figuras  12,13,14 y  15;  Tablas

suplementarias   9,    10,    11,    12,    13   y    14),    la   categoria    "inducci6n   de   apoptosis

(GO:0006917)"    apareci6    sobrerrepresentada    en    aquellas    proteinas    con    niveles

aumentados  y  disminuidos  en  ambas  condiciones.  La  categoria  "procesamiento  de

antlgeno  y  presentaci6n  de  antigeno  (peptido  o  polisacarido)  via   MHC  de  clase  11

(GO:0002504)"  apareci6  sobrerrepresentada  en  el  grupo  de  proteinas  con   niveles

disminuidos en  ambas condiciones, y tambi6n en aquellas disminuidas exclusivamente

en   larvas   inyectadas,   pero   no   en   el   grupo   de   protel'nas   con   niveles   disminuidos

exclusivamente en larvas expuestas por medio de inmersi6n.

Protohas con nivel®s aumendadce ®xclusivamonto en inyeccl6n

ffff$8§**#:rf_*::SS]__

Figura   12.   Analisis   de   enriquecimiento   de   grupos   de   ontologia   de   genes   (GO)   en
proteinas   con   niveles   aumentados   exclusivamente   en   las   larvas   expuesfas   a   P.
aerL/g/nose por med]o de [nyecc]6n. Analisis de los grupos de proteinas sobrerrepresentados
o subrepresentados de acuerdo al  proceso biol6gico asociado.  Se  muestran  las proteinas que
aumentaron su expresi6n al  menos  1,5 veces al comparar larvas inyectadas con  P.  aerug/.nosa
PAol  con respecto a larvas inyectadas con PBS est6ril y que solo se encontraron aumentadas
en esta condici6n.  Se determin6 como significativo un  P=0,05.  Barras azules indican  ntlmero de
proteinas.  Barras  rojas  indican  factor de  enriquecimiento.  Se  indica  solo  una  selecci6n  de  los
grupos funcionales de mayor relevancia.
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Prcteinas con niveles aumentadce exc[usivamerfe en inmersi6n
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Figura   13.   Analisi§   de   enrlquecimiento   de   grupos   de   ontologia   de   genes   (GO)   en
proteinas   con   niveles   aumentados   exclusivamente   en   las   larvas   expuestas   a   P.
aerugi.nose     por     medlo     de     inmersi6n.     Analisis     de     los     grupos     de     proteinas
sobrerrepresentados   o   subrepresentados   de   acuerdo   al   proceso   biol6gico   asociado.   Se
muestran  las  proteinas  que  aumentaron  su  expresi6n  al  menos  1,5 veces  al  comparar larvas
co-incubadas  con  P.  aerug/.nose  PAol  con  respecto  a  incubadas  en  medio  E3  esteril  y  que
s6lo se encontraron aumentadas en esta condici6n.  Se determin6 como significativo un  PsO,05.
Barras  azules  indican  ntlmero  de  protel.nas.  Barras  rojas  indican  factor de  enriquecjmiento.  Se
indica  solo  una selecci6n  de  los grupos funcionales de  mayor relevancia. Abreviaturas:  Transc.
por transcripci6n,  Reg.  por regulaci6n.
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Proteinas con niveles disminuidce exclusivamente en lnyecci6n

qtd,. ®

d®.
Figura  14.  Analisis  de  enriquecimlento  de  grupos  de  ontologia  de  genes  en  proteinas
con  niveles  disminuidos  exclusivamente  en  las  larvas  expuestas  a  P.  aervg/nose  por
medio    de    inyecci6n.    Analisis    de    los    grupos    de    proteinas    sobrerrepresentados    o
subrepresentados  de  acuerdo  al  proceso  biol6gico  asociado.  Se  muestran  las  proteinas  que
disminuyeron   su   expresi6n   al   menos   1,5   veces   al   comparar   larvas   inyectadas   con   P.
aerug/.nosa  PAol  con  respecto a  larvas inyectadas con  PBS esteril  y que solo se encontraron
disminuidas   en   esta   condici6n.   Se   determin6   como   significativo   un   P=0,05.   Barras  azules
indican  nomero de proteinas.  Barras rajas indican factor de enriquecimiento.  Se indica solo  una
selecci6n     de    los    grupos    funcionales    de    mayor    relevancia.    Abreviaturas:     Proc.     por
procesamiento, pres. por presentaci6n, Meta. por metabolismo.
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Proteinas con niveles disminuidos exclusivamente en inmersi6n
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Figura  15.  Analisis  de  enriquecimiento  de  grupos  de  ontologia  de  genes  en  proteinas
con niveles d]smlnuldos exclusivamente en larvas expuestas a P. aert/g/.nose por medio
de inmersi6n. Analisis de los grupos de proteinas sobrerrepresentados o subrepresentados de
acuerdo   al   proceso   biol6gico   asociado.   Se   muestran   las   protelnas   que   disminuyeron   su
expresi6n  al  menos  1,5  veces  al  comparar larvas  co-incubadas  con  P.  aert/g/.nosa  PAol  con
respecto  a  incubadas  en   medio  E3  esteril  y  que  solo  se  encontraron  disminuidas  en  esta
condici6n.   Se   determin6   como   significativo   un   P=0,05.   Barras   azules   indican   numero   de
proteinas.  Barras  rojas  indican  factor de  enriquecimiento.  Se  indica  solo  una  selecci6n  de  los
grupos funcionales de mayor relevancia.

Con   vistas   a   sugerir   posibles   marcadores   moleculares   que   se   expresen

exclusivamente  en  las  condiciones  de  inyeccidn  o  inmersi6n  estatica,  se  buscaron

proteinas    indicadoras    que    cumplieran    con    las    siguientes    condiciones:    (1)    que

pertenezcan  a  vi'as  enriquecidas  exclusivas  de  cada  m6todo  de  infecci6n,  (2)  que

tengan  una  funci6n  biol6gica  descrita  y  relacionada  con  procesos  de  infecci6n  y  (3)

que los niveles de cambio de las proteinas fueran contrastantes en ambas condiciones

(Figura  16, Tabla suplementaria  15).
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Gen (Proteina)

lnflamaci6n  mediada
por via de
sefializaci6n de

quimioquina y
citoquina

Vfa de sefializaci6n
de  integrina

Respuesta frente a
bacteria

Diferenciaci6n
macr6fagos, inflamaci6n

Respuesta lnmune

lnflamaci6n

my/ka(FI R221 ) -

chwh(Q4G3H4) -

ci.sh(QO8BW5) -

raf7a(F 1 QQZ9) -

sfa/7a(Q6P943) -

sfa!7b(B0S789) -

co/74a /a(FI R9Y1 ) -

vwa7(E7FF10)-

co/8a2(a 1 LUA9) -

map2k4a(B 1 NA68) -

fynb(FI RDG9) -

fyna(Q6EWH2) -
co/5a2b(E7FE47) -

lnra(Q6T9C7) -

illb(E!OwC;W4)-

mmp9(P14780) -

il811(NOGW19)-

fnfo(Q 1 JQ40) -

cxc/77.6(B0R191)-

Respuesta frente ARN   ex6geno-mxc(Q6DKFo) -

No-clasificado                                      fr7r77(AOAo68FMS3) -

lnyecci6n       lnmersi6n

Figura  16,  Marcadores  moleculares  de  infecci6n  propuestos  de  actierdo  al  m6todo  de
exposici6n.  Se sefiala el logaritmo en base 2 de la raz6n de cambio para cada proteina en las
larvas expuestas  por inmersi6n o inyecci6n con  respecto a su  control.  Se  indica el  nombre del

8:tnegaocr:am3:fiaacdu°erE:r::ajdoeni:i:Cga,:j6dne,dgee|amp::t3:nrtaj.n:natrea.i:?aaf::u8:tedremfneandeasdseeasceufieariao':
la  informaci6n  del  gen  o  del  hom6logo  en  humano.   En  naranja  se  sefialan  los  marcadores
propuestos  de  exposici6n  por  medio  de  inyecci6n,  en  verde  los  marcadores  propuestos  de
exposici6n  por  medio  de  inmersi6n  y  en  negro  marcadores  previamente  descritos.  *  en  las
casillas  blancas  indica  que  la  protelna  no  fue  encontrada  ni  en  las  larvas  expuestas  a  P.
aert/g/.nosa ni en  las larvas control.
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DISCUS[6N

Entender   la   relaci6n   pat6geno-hospedero   es   crucial   para   comprender   las

infecciones   bacterianas.   Un   pat6geno   es   incapaz   de   causar  una   enfermedad   en

ausencia  de  un   hu6sped,   y  mss  atln   la  relaci6n  que  se  genera   entre  ambos  es

modificada  de  acuerdo  a  las  condiciones  intrinsecas  tanto  del  pat6geno  como  del

hospedero influenciadas por el ambiente.  La capacidad de causar dafio de parte de un

pat6geno  a  un  hospedero  depende  en  parte  de  los  factores  de  virulencia  generados

por este y la capacidad del hospedero de responder frente al pat6geno.

En este trabajo se comprob6 que cuando P. aerug/.nosa es crecida en ausencia

de  fosfato  inorganico  se  vuelven  relativamente  mas  virulentas  y  tienen  una  mayor

capacidad de causar dafio a un hospedero como es el pez cebra, lo cual ya habia sido

observado  en  diversos  trabajos  (Zaborin  et  al.  2012;  Ortiz-Severfn  2013;  Long  et  al.

2008).  Esto esta  probablemente relacionado con  que al  crecer en  un  medio deficiente

en  fosfato  existe  una  mayor  necesidad  de  captar  nutrientes  desde  el  medio,  y  por

ejemplo   se  secretan  factores  de  virulencia   cuya  funci6n   es   captar  metales.   Este

fen6meno   fue   evidenciado   a   dos   niveles,   primero,   se   observ6   que   aumentan

significativamente los niveles de piocianina y pioverdina secretados por las bacterias al

medio,  y como  estos  son  factores  de  virulencia  el  aumento  de  dichos factores  es  un

indicador  que  la  condici6n  utilizada  aumenta  la  virulencia  bacteriana.  Por  otro  lado,

cuando las larvas de pez cebra fueron expuestos por medio de inmersi6n estatica a P,

aert/g/.nosa   crecidas   en   carencia   de  fosfato   se   observ6   un   claro   aumento   de   la

mortalidad.  Solo  observamos  mortalidad  de  larvas  expuestas  por medio  de  inmersi6n

estatica  al  utilizar  una  baja  temperatura  (20°C)  (Ortiz-Severfn  2013),  lo  cual  vuelve  al
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pez cebra  mas susceptible a  una  infecci6n  por P.  aerug/.r]osa que  lo  puede  llevar a la

muerte,  siendo  esto  un  ejemplo  de  c6mo  la  condici6n  en  la  cual  se  encuentra  el

hospedero  afecta  la  relaci6n  con  el  pat6geno.   Mas  aun,  cuando  el  pez  cebra  fue

expuesto  a  esta  bacteria  por  medio  de  una  inyecci6n  solo  se  observ6  mortalidad  en

esta  condici6n,   es  decir,   P.   aerug/.r}osa  crecida  en   presencia  de  fosfato  no  es  lo

suficientemente virulenta  para  causar mortalidad  por medio  de  inyecci6n  en  la  arteria

caudal en las condiciones utilizadas, comprobandose /.n v/.vo que la carencia de fosfato

inorganico  aumenta  la virulencia  de  P.  aert/g/.riosa  PAO1.  El  hecho  de  no  observarse

muerte  al  exponer larvas  de  pez  cebra  a  E.  co//. crecida  en  medio  carente  de  fosfato

indica  que  para  haber un  aumento  de  la  virulencia  tienen  que  existir  las  condiciones

intrinsecas en  la bacteria y no basta con modificar el hospedero o el medio de cultivo y

que los fenotipos observados no se deben simplemente a una exposici6n de las larvas

a un alto ntlmero de bacterias.

Las   larvas   de   pez  cebra   de  3   dpf  fueron   relativamente   resistentes  a   una

exposici6n  a  P.  aerug/.nosa.  Esto  se  puede  deber a  una  resistencia  intrfnseca  a  este

tipo de infecci6n, dado que P.  aemg/.nosa no es un pat6geno de peces ni un pat6geno

que comtinmente ingrese al flujo sangul'neo. Por otro lado,  las larvas de 3 dpf son mas

resistentes a una infecci6n con P.  aewg/.nosa por medio de inyecci6n en comparaci6n

con  peces  de  28  hpf  o  50  hpf,  donde  si  se  ha  observado  muerte  del  100%  de  los

peces   previas  a  las  48  hpi   utilizando  menores  in6culos  bacterianos,   1700  y  2400

respectivamente  (Clatworthy  et  al.  2009;  Brannon  et  al.  2009).  Esto  se  debe  a  las

diferencias en el desarrollo del sistema inmune del pez en larvas de 28, 50 y 72 hpf.

Cuando  las  larvas  de  pez cebra fueron  infectadas  por medio de  una  inyecci6n

con   P.   aerug/.nosa   crecida   en   medio   PGS   (tpi)   se   observ6   un   bloqueo   en   la

circulaci6n sangul'nea,  dafio de los tejidos, torsi6n en  la punta de la  cola que luego se
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expandi6  hacia  el  resto de la larva y un aumento de los  neutr6filos en circulaci6n.  Sin

embargo,  tambien  se  observ6  un  aumento  de  neutr6filos  en  circulaci6n  al  inyectar E.

co//., por lo que este fen6meno no es exclusivo de una condici6n en la cual se observe

muerte  de  larvas  ni  dependiente  de  la  patogenicidad  de  la  bacteria  y  por lo  tanto,  es

posible que cepas bacterianas no virulentas generen un aumento de los neutfofilos en

circulaci6n  ya  que  es  necesario  para  las  eliminar  estas  bacterias  circulantes.  Es  de

sefialar que la cepa utilizada de E.  co//. aunque no es virulenta si es capaz de producir

lipopoljsacarido  (LPS)  un  conocido  agente  inflamatorio  en  el  pez cebra  (Watzke  et al.

2007).  En  otros  estudios  que  utilizaron  larvas  del  pez  cebra  de  menores  edades  e

inyecciones  en  otras  zonas  del  cuerpo  del  pez  (Clatworthy  et  al.  2009;  Llamas  et al.

2009;  Brannon et al. 2009) tambi6n se observ6 un bloqueo de la circulaci6n,  indicando

que  este fenotipo  no  es  exclusivo  de  la  condici6n  utilizada.  Al  igual  que  lo  encontrado

en reporfes previos, este bloqueo de la circulaci6n podrfa deberse a una aglomeraci6n

tanto  de  bacterias  como  de  c6lulas  del  sistema  circulatorio  (Brannon  et al.  2009).  Se

observ6 tambi6n  un fuerte reclutamiento de neutr6filos en  la zona de inyecci6n que se

mantuvo  en   mas  tiempo  que  en   los  controles  de   inyecci6n.   Esto   sugiere  que  la

respuesta de la  larva frente a  una inyecci6n  con  este patogeno es  probablemente  por

medio de una respuesta  inflamatoria  e inmune y que se genera  un  importante cambio

en  la  presi6n  sangui'nea  y dafio  en  la zona  de  inyecci6n.  Esto  se  correlaciona  con  la

sobrerrepresentaci6n  del  grupo  de  proteinas  agrupadas  en  la  categorfa  "inflamaci6n

mediada  por vfas  de  sefializaci6n  quimioquina  y  citoquina"  en  el  grupo  de  proteinas

que  cambian  su  expresi6n  tinicamente  en  larvas  inyectadas.  Por otro  lado,  el  cambio

de  la  presi6n  sangul'nea  y  los  efectos  del  bloqueo  de  la  circulaci6n  observado  se

correlaciona   con   la   sobrerrepresentaci6n   de   la   categoria   "via   de   sefializaci6n   de

endotelinas" en  las proternas que bajan  sus niveles en  larvas expuestas  por medio de
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este  m6todo,   debido  a  que  este  grupo  de  protefnas  se  encargan  de  aumentar  la

presi6n  sanguinea  al  contraer  los  vasos  sangulneos.  Sorprendentemente,  en  este

tlltimo grupo de proteinas tambien esta sobrerrepresentada la categorfa de "activaci6n

de  c6lulas  a".  en  esta  edad  del  pez no  existen  c6lulas  a  funcionales,  por lo  que  cual

esto  puede  ser  un  efecto  de  regulaci6n  de  las  c6lulas  precursoras  de  este  grupo

celular al estar expuestos a un pat6geno.  La ausencia del  reclutamiento de neutr6filos

o  un  cambio  en  el  patron  de  distribuci6n  de  estos  en  los  peces  expuestos  a  P.

aerug/.nosa   por   inmersi6n   estatica   sugiere   que   la    respuesta    generada    no   es

principalmente  inmune,  similar a  lo  encontrado en  peces  expuestos a E.  farda,  donde

se report6 que la respuesta fue parecida a la que se observa frente un dafio de tejidos

o  frente  a  toxinas  (van  Soest  et  al.  2011).   Interesantemente,  en  las  proteinas  con

niveles aumentados en  las larvas  expuestas  por este  metodo  se  encuentran  las de la

via de "respuesta a hipoxia via activaci6n de HIF", lo que siguiere que las larvas sufren

de  una  carencia  de  oxfgeno  disponible  en  la  soluci6n  en  la  que  estan  co-incubadas

con  P.  aemg/.nosa  lo  cual  probablemente  se  deba  a  la  combinaci6n  del  consumo  de

oxigeno y la generaci6n de compuestos que  limitan el  oxlgeno disponible en  el medio

por  parte  de  las  bacterias.  Adicionalmente,  el  aumento  de  proteinas  de  la  categorfa

"angiog6nesis" se puede explicar producto que un efecto comtin y bien estudiado de la

respuesta frente  a  hipoxia  es  la  inducci6n  de  la  angiog6nesis  (Krock  et al.  2011).  La

sobrerrepresentaci6n  de  la  categoria  "via  de  sefializaci6n  de  integrina"  tanto  en  las

proteinas  que  disminuyeron  sus  niveles  en  peces  expuestos  por medio de  inmersi6n

como    en    el    grupo    de    proteinas    que    aumentaron    sus    niveles    de    expresi6n

exclusivamente  en  esta  condici6n,  se  puede  deber a  un  incremento  en  la  migraci6n

celular,  ya  que  estas  proteinas  estan  involucradas  en  la  adhesi6n  c6lula  a  c6Iula,

especialmente en los epitelios, Io cual puede ser explicado por la necesidad de que las
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c6lulas  del  sistema  inmune  migren  a  las  membranas  externas  para  poder responder

frente  a  las  bacterias  que  estan  en  el  exterior.  La  infecci6n  por  medio  de  inmersi6n

estatica  gener6  una  torsi6n  en  las  larvas,  las  cuales  se  curvaban  notoriamente  en

horas  previas  a   la  muerte,   posiblemente   por  algtln   efecto  de  las   bacterias  en   la

musculatura  del  pez.  Se  observ6  tambien  un  rapido  dafio  en  los  tejidos  en  distintas

zonas del pez, indicador de una posible necrosis.

Si    bien    se    observan    respuestas    celulares    diferentes    y    se    encuentran

enriquecidas vias exclusivas dependiendo del m6todo de exposici6n,  existen procesos

biol6gicos   como   "procesamiento   y   presentaci6n   de   antlgenos   via   mol6culas   de

histocompatibiljdad  de  clase  11"  y  la  "inducci6n  de  apoptosis"  que  son  comunes  en

ambos m6todos de exposici6n. Esto sugiere de que a pesar de que existen diferencias

en las respuestas hay muchos componentes globales de  la defensa contra  pat6genos

que son similares independiente del medio de entrada de este.

Interesantemente,    aparece   .enriquecida    la    categoria    de    "presentaci6n    y

procesamiento de  antlgenos" en  una  edad  larval  a en  la  cual  no se  ha  encontrado  un

sistema   de   inmunidad   adaptativa   funcional,   pero   en   la   cual   si   existen   celulas

presentadoras  de  antlgeno.  Es  importante  destacar qile  se  encontr6  un  bajo  ntimero

de  proteinas  con  niveles  aumentados  en  larvas  expuestas  por  medio  de  inmersi6n  e

inyecci6n  (4  y  1   respectivamente)  categorizadas  como  "d6fensa  frente  a  bacteria".

Esto  se  puede  deber a  que  al  realizar un  estudio  de  prote6mica  de  larvas  completas

se  genera  un  problema  de  dinamica  de  rangos,  donde  las  protei'nas  que  solamente

aumentan   sus   niveles  en   los   microambientes  donde  se   encuentra   la   bacteria  se

encuentran  en  muy bajos  niveles con  respecto al total  de  protefnas de la  larva,  por lo

que no pueden ser detectadas. A futuro es recomendable poder analizar la prote6mica
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de solo algunas  porciones  del  pez y  no toda  la  larva  para  conocer mejor los  cambios

locales en el lugar de la infecci6n.

Aun   falta   mucha   informaci6n   para   poder  entender  cabalmente   en   qu6   se

diferencia  (o  asemeja)  la  respuesta  del  pez  cebra  frente  a  una  exposici6n  por  estos

dos  metodos.   Sin  embargo,  este  trabaj6  sugiere  que  a  pesar  de  ser  sumamente

similares  las  respuestas  desde  un  punto  de vista  prote6mico,  el  metodo  de  inyecci6n

genera  una   respuesta  de  tipo  inflamatoria  e  inmune  con  componentes  que  estan

ausentes en la respuesta frente a una exposici6n por medio de inmersi6n estatica.

Dentro   de   los   marcadores   moleculares   de   respuesta   inmune   previamente

descritos     en     experimentos     de     inyecci6n     utilizando     Sa/none//a     typh/.mur/.urn

(Stockhammer  et  al.   2009)  o  E.   {arda  (van  Soest  et  al.   2011),   se  encuentran   la

interleuquina   1-beta   (EOWCW4),   el   factor  de   necrosis   tumoral   beta   (QIJQ40),   la

proteina  MxC  que  une  GTP  y  es  inducida  por  interfer6n  (Q6DKFO)  y  los  factores  de

activaci6n  transcripcional  statl b  (Q6P943) y statla  (B0S789),  los cuales  tuvjeron  sus

niveles aumentados solamente en  peces inyectados con  P.  aerug/.nosa.  Por otro,  lado

la  interleuquina  8  tipct   1   (NOGW19)  y  la  metaloproteasa  de  matriz  9   (P14780)  que

habian  sido  descritos  como  marcadores  de  respuesta  inmune frente  a  una  inyecci6n

con   S.   typAt.murr.urn   no   se   encontraron   aumentados   significativamente   en   larvas

expuestas   por  inyecci6n,  y  solamente  el   primero  de  estos  se  encontfo  en   larvas

expuestas  por  medio  de  inmersi6n.  En  cambio,  la  metaloproteasa  de  matriz  9  se

encontr6 disminuida en larvas expuestas por medio de inmersi6n.  Esto indica que solo

algunos  factores  son  conservados  entre  las  respuestas  a  distintos  pat6genos   por

medio de inyecci6n.  Cabe destacar que es posible que estas diferencias se deban  en

parte al tiempo post-exposici6n al cual se realiz6 el estudio y a la edad del pez.
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La interleuquina  beta y el factor de necrosis tumoral  (tnfa) el cual es producido

por los  macr6fagos  en  el  pez cebra  (Nguyen  Chi  et al.  2015),  habfan  sido  reportados

como  marcadores  de  la  respuesta  de  larvas  de  50  hpf  expuestas  a  P.  aerugi.nosa

PA14  en  el  valle  circulatorio  del  vitelo  por medio  de  q-PCR  (Clatworthy  et  al.  2009)  y

ambos tambi6n aumentaron sus niveles en  peces inyectados en  este trabajo,  pero  no

en   peces  expuestos   por  medio  de   inmersi6n.   Esto   sugiere   que   estos   resultados

observados a nivel de transcrito se correlacionan a nivel de proteinas y que al  parecer

estos   marcadores   moleculares   pudiesen   utilizarse   tambi6n   en   peces   de   3   dpf

inyectados con P.  aert/g/.nosa PAO1.

En   este   trabajo   se   encontraron   nuevos   posibles   marcadores   moleculares

exclusivos de  la  respuesta del  pez cebra frente a  una infecci6n  con P.  aert/g/.nosa por

medio  de  inyecci6n  en  la  arteria  caudal  e  inmersi6n  estatica  debido  a  su  funci6n  y

niveles   de  expresi6n.   Proponemos  como  marcadores   el   producto   del  gen   ny/ka,

hom6logo de la quinasa de  la cadena  liviana de  la miosina en humanos,  el cual se ha

descrito  como  un  importante  factor  en  el  riesgo  de  tener  dafio  agudo  al  pulm6n  en

humanos (Gao et al. 2006). Tambi6n el producto del gen chwh el cual se ha descrito en

ratones  como  importante  en  la  respuesta  de  macr6fagos  frente  a  LPS  en  peritonitis

(Kanaan  et al.  2012) y  la  maduraci6n  de  las  c6Iulas dendrfticas  (Mancino  et al.  2013);

y el  producto  del  gen  cxc/77.6,  hom6logo del gen  cxc/77  en  humanos,  involucrado  en

la   quimiotaxis   de   celulas   T   activadas   por   interleuquinas,   en   el   pez   cebra   esta

quimioquina  es  importante  en  el  reclutamiento  de  macr6fagos  en  una  infecci6n  con

micobacteria   (Torraca  et  al.  2015).   Por  su   parte,   el  producto  del  gen  c/.sh  es  una

proteina  inducida  por  citoquinas  cuyo  hom6logo  en  humanos  esta  involucrado  en  la

regulaci6n   negativa   de   las   citoquinas.   Esta   protefna   no  fue  encontrada   en   larvas

expuestas  por  medjo  de  inyecci6n,  pero  sf  en  los  controles  lo  que  sugiere  que  su
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disminuci6n  puede  ser  importante  en  la  respuesta  inmune  del  pez.  La  expresi6n  de

este   gen   ya   se   habia   encontrado   disminuida   en   peces   frente   a   una   infecci6n

bacteriana   (Yao  et  al.   2015).   Otro  posible   marcador  molecular  de   infecciones  por

inyecci6n  son  el  producto del  gen /.fi.f77,  hom6logo del gen  /.#f5 en  humanos,  el  cual en

salmones  ha sido  descrito  como  importante en  la  respuesta frente  una  inyecci6n  viral

intramuscular (Chang et al. 2014). Sin embargo, sus niveles aumentaron  121  veces en

larvas   inyectadas  con   P.   aerug/.nosa   con   respecto  al   control   lo   cual  sugiere  que

tambi6n tiene un rol en la respuesta frente a patogenos bacterianos.

En   cuanto   a   los   marcadores   moleculares   de   infecciones   por   inmersi6n,

proponemos  lo  productos  de  los  genes  co/8a2,  co/74a7a,  co/5a2b,  vwa7,  fyna,  fynb,

raf7a  y  map2k4a  que   se  encontraron   aumentados   exclusivamente   en   las   larvas

expuestas por medio de inmersi6n y disminuidos en las larvas expuestas por medio de

inyecci6n.  Los  genes  co/8a2,  co/74a7a  y  co/5a2b  son  hom6logos  de  los  genes  que

codifican colageno tanto en ratones como en humanos y debido a que en el m6todo de

inmersi6n   estatica   las    bacterias   probablemente   generan   dafio   a   la    piel   y   las

membranas externas la funci6n de estos genes puede ser jmportante para la defensa

del  pez.  El gen  co/8a2 esta  involucrado en  la migraci6n  celular y la  mantenci6n de los

vasos sanguineos.  Los ratones mutantes del gen  co/74a7a tienen  un defecto donde la

piel se despega (Bader et al. 2013), y por lo tanto esta involucrado en  la integridad de

la  piel y de  las  membranas.  El gen  co/5a2b es  hom6logo  del  gen  co/5a2,  el  cual  esta

involucrado  en  la  reparaci6n  de  heridas  y  se  ha  reportado  como  importante  en  la

respuesta  de  macr6fagos frente  a  una  infecci6n  de  Porptryromor}as gi.ng/.va//.s /.n  v/.fro

(Richard et al. 2013).  El  hom6logo del gen  vwa7  en humanos puede estar involucrado

en ensamblaje de la matriz extracelular y la respuesta frente al dolor.  El gen map2k4a

es   hom6logo   al   gen   map2fr4   en   humanos.   La   proteina   quinasa   MAP2K4   esta

50



involucrada   en   la   vi'a   de   MKK/JNK   y   es   importante   en   la   homeostasis   linfoidea

periferica.  Esta  involucrada  en  la  respuesta de fibroblastos gingivales  humanos frente

a  P.  gi.ngi.va/r.s  t.n  vt.fro  (Herath  et  al.  2013).   El  gen  fyn,   hom6logo  de  fyna  y  ryrtb,

codifica  una  quinasa involucrada  en  el  control del  ciclo celular,  el  crecimiento,  guia del

ax6n,  la  sefializaci6n   por  medio  de  integrinas,   la  respuesta  inmune  y  la  migraci6n

celular.    En   ratones   fyn   es   expresado   en   c6lulas   T,   y   esta   involucrado   en   la

seFializaci6n  de  los  receptores  de  celulas  T  y  la  producci6n   de  la   interleuquina  4

(Mamchak et al.  2008).  RAFl  es  el  producto  del  gen  hom6logo  a  raf7a  en  humanos,

es  una  protei'na  quinasa  involucrada  en  distin{as  cascadas  de  sefiales.   Dentro  de

estos  procesos  los  procesos  que  regula,  se  encuentra  la  apoptosis,  angiog6nesis  y

migraci6n celular.  Particularmente en el pez cebra sus niveles disminuyen frente a una

respuesta viral  (Encinas et al. 2013).

En  base  a  los  resultados  obtenidos  es  posible  afirmar  que  las  larvas  de  pez

cebra de 3 dpf son  un  buen modelo para estudiar la patog6nesis de P.  aert/g/.nosa por

varias  razones.  Este  trabajo  entrega  informaci6n  sobre  la  respuesta  del  pez  cebra  a

frente  a  un  pat6geno  bacteriano  a  una  edad  donde  el  sistema  inmune  se  encuentra

mas desarrollado.  Io que permite conocer y estudiar de  mejor manera tanto la funci6n

del sistema inmune como la patog6nesis de P. aerug/.nosa.

Nuestros   resultados   sugieren   que   para   estudiar   la   respuesta   del   sistema

inmune   del   pez  cebra  frente  a   P.   aerug/.nosa  es   preferible   utilizar  el   m6todo  de

exposici6n  por  inyecci6n,  dado  que  por  medio  de  este  m6todo  el  pez  genera  una

respuesta   inflamatoria   con   componentes   ausentes   en   la   respuesta   frente   a   una

exposici6n  por  medio  de  inmersi6n.  Sin  embargo,  debido  a  la  poca  variabilidad  del

in6culo y la simpleza del estudio, para realizar experimentos de virulencia bacteriana y
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de  factores  de  virulencia  es  preferible  utilizar el  m6todo  de  exposici6n  por  inmersi6n

estatica.

Finalmente este trabajo valida el  uso de la prote6mica cuantitativa no isot6pica

(Q-exactive)  para  el  estudio  de  la  interacci6n  hospedero-pat6geno  en  el  pez  cebra  y

abre las puertas para el  uso de esta metodologi'a de espectrometrl'a de masas de alta

resoluci6n  para futuros  experimentos donde se  necesite  conocer simultaneamente en

una  muestra  compleja  tanto  las  protefnas  que  se  estan  expresando  en  el  pat6geno

como en el hospedero.

52



CONCLUSIONES

En base a los resultados de este trabajo se puede concluir que:

1.    Las   larvas   de   pez  cebra   de   3   dpf  son   un   buen   modelo   para   estudiar  la

patogenesis  bacteriana  por  medio  de  los  metodos  de  inyecci6n  e  inmersi6n

estatica.

2.    La  respuesta  del  pez  cebra  al  ser  expuesto  a  P.  aemg/.nosa  por  estos  dos

metodos  es  similar desde  un  punto  de  vista  global,  pero  algunos  procesos  de

esta respuesta difieren dependiendo del m6todo de exposici6n.

3.    La  respuesta  del  pez  cebra  al  ser  expuesto  por  inyecci6n  tiene  componentes

inmunes e inflamatorios ausentes en las larvas expuestas por inmersi6n.

4.    Las   larvas   de   pez   cebra   expuestas   por   medio   de   inmersi6n   poseen   una

respuesta  frente  a  hipoxia,  posiblemente  debido  a  un  consumo  o  baja  de  la

disponibilidad de oxigeno en el  medio debido a las bacterias.

5.    Los  productos  de  los  genes  ny/ka,  chuk,  exc/77.6,  c/.ch  y  /'fff77  son  posibles

marcadores  de   una   infecci6n   de  P.   aerug/.nosa  por  medio   de   inyecci6n  y

productos  de los  genes  col8a2,  coll4ala,  col5a2b,  vwal,  fyna,  fynb,  rafla y

map2k4a son posibles marcadores de una infecci6n por medio de inmersi6n.
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ANEXO

Figura    suplementaria    1.     Ensayos    de    inmersi6n     con     pez    cobra    de    la    linea
rg/BAcmpo..mcheH](/.  Larvas  de  pez  cebra  de  3  dpf  inmersos  en  ~2,5xl08  UFC/mL  de  P.
aemg/.nosa   PAol   crecidas  en   medio   PGS   (tpi)   o  en   medio   E3  esteril.   (A)   6hpe  con   P.
aengt.nosa.  (8) 6hpe con  medio E3 esteril.  (C) 22hpe con P.  aert/g/.nosa.  (D) 22hpe con  medio
E3  est6ril.  Fotografias  tomadas  con  una  magnificaci6n  de  16X  y  filtro  de  fluorescencia  rojo.
Escala A-D..  100  urn.

Tabla suplomontaria 1.  Conteo de unidades formadoras de colonia do las suspensionos
bacterianas   utilizadas   en   los   ensayos   de   inmersi6n.   Se  muestra  el   promedio  de  las
unidades  formadoras  de  colnia   par  militro  obtenidos  para   las  distintas  condiciones  con  su
respectiva desviaci6n estandar.  N/A sianifica  no aDlicable,  dado clue esa condici6n  no se  utiliz6.

UFC/mL*|ou

Cepa Medio DO€oo =  0,7 D06oo = 0,525 D06oo = 0,35

P. aeruginosaPAO1 PGS('Pi) 5,67  ±  1,16 4,3 ± 0,866 2,83 ± 0,577

PGS(tpi) 5,48 ±  1,05 4,1± 0,787 2,75 ± 0,526
E.  co/t. DH5a PGS(Jpi) 5,75 ±  1,26 N/A N/A

PGS(tpi) 5,1  ± 0,742 N/A N/A
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Tabla  Sup]ementarja  2.  Resu[tados  de  prote6mica  comparativa  que  se  encontraban  en
una  categoria  de proceso biol6gico  de el  GO.  Ntimero de protei'nas clasificadas de acuerdo
al proceso biol6qico de el  GO para cada condici6n estudiada.

Proteinas con niveles Clasificadas No-clasificadas
cambiados por condici6n
Aumentados en inyecci6n 5262 7415
Aumentados en inmersi6n 5743 7864
Disminuidos en  inyecci6n 5677 7615

Disminuidos en  inmersi6n 5547 7589

Tabla  sup[ementaria  3.  Proteinas  con  nive]es  aumentados  en  larvas  expuestas  a  P.
aemg/.nasa  por medlo  de  inyecci6n  e  inmersi6n.  Proteinas con niveles aumentados  1,5 o
mss  veces  al  comparar  larvas  inyectadas  con  P.  aert/g/.nosa  PAol   con  respecto  a  larvas
inyectadas  con  PBS  esteril  o  larvas  co-incubadas  con  P.  aerug/.nosa  PAol  con  respecto  a
larvas  incubadas  en  medic  E3  esteril.  Las  protelnas se  agruparon  de  acuerdo  a  su  categoria
bajo  el  GO  proceso  biol6gico,  proceso  del  sistema  inmune  o  respuesta frente  al  estimulo.  Se
sefiala el ndmero de proteinas por sub-categoria y el porcentaje que estas representan del total
de proteinas representadas en la categoria a la cual  pertenecen.

Proteinas con niveles aumentados con respecto al control
Inyecci6n lnmersi6n

Protefnas % Proteinas %
Proceso biol6gico
Organizaci6n de los componentes 406 4.10 490 4,40
celulares o biogenesis
Proceso celular 2029 20,40 2201 19,80
Localizaci6n 773 7,80 855 7,70
Proceso apoptotico 268 2,70 313 2,80
Reproducci6n 93 0,90 106 1,00
Regulaci6n biol6gica 1083 10,90 1225 11,00

Respuesta frente a estrmulo 662 6,60 779 7,00
Proceso de desarrollo 866 8,70 1009 9,10
Proceso de organismo multicelular 465 4,70 571 5,10
Locomoci6n 13 0,10 24 0,20
Adhesion biol6gica 230 2,30 240 2,20
Proceso metab6lico 2579 25,90 2731 24,60
Crecimiento 2 0,00 2 0,00
Proceso del sistema inmune 494 5,00 565 5,10
Proceso del sistema immune
Activaci6n de macr6fagos 28 11,80 45 15.10

Procesamiento y presentaci6n de 112 47,10 123 41,10
a"genos
Respuesta inmune 98 41,20 131 43,80
Respuesta frente a estimulo
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Respuesta frente a sustancia t6xica 11 1,90 13 1,90
Respuesta frente a estfes 141 24,40 173 25,20
Respuesta frente a estrmulo biol6gico 3 0,50 4 0,60
Respuesta frente a feromona 20 3,50 22 3,20
Respuesta frente a estimulo externo 97 16,80 105 15,30
Respuesta frente a estrmulo abi6tico 6 1,00 8 1,20
Respuesta de defensa celular 175 30,30 196 28,60
Comportamiento 4 0,70 3 0,40
Defensa frente a bacteria 1 0,20 4 0,60
Respuesta inmune 98 17,00 131 19,10

Respuesta frente a estfmulo end6geno 22 3,80 27 3,90

Tabla  suplementaria  4.  Proteinas  con  niveles  dismlnuidos  en  larvas  expue§tas  a  P.
aerttgi.nose  por  medlo  de  inyecci6n  e  inmersl6n.  Proternas  con  niveles  djsminuidos  1,5  o
mas  veces  al  comparar  larvas  jnyectadas  con  P.  aeng/.nosa  PAol   con  respecto  a  larvas
inyectadas  con  PBS  est6ril  o  larvas  co-incubadas  con  P.  aemg/'nosa  PAol  con  respecto  a
larvas  incubadas  en  medjo  E3  esteril.  Las  proteinas  se  agruparon  de  acuerdo  a  su  categoria
bajo  el  GO  proceso  biol6gico,  proceso  del  sistema  jnmune  o  respuesta  frente  al  estl.mulo.  Se
sefiala el m]mero de proteinas por sub-categoria y el porcentaje que estas representan del total
de protefnas representadas en la categoria a la cual pertenecen.

Protefnas con nive[es disminuidos con respecto al control
Categorias de acuerdo a la ontologia Inyecci6n [nmersi6n

del gen Proteinas O/a Proteinas %
Proceso biol6gico
Organizaci6n         o         biog6nesis         de 441 4,00 444 4,20
componentes celulares
Proceso celular 2103 19,20 2140 20,10
Localizaci6n 829 7,60 798 7,50
Proceso apopt6tico 327 3,00 315 3,00
Reproducci6n 113 1,00 96 0,90
Regulaci6n  biol6gica 1171 10,70 1165 10,90
Respuesta frente a estimulo 809 7,40 707 6,60
Proceso del desarrollo 1039 9,50 981 9,20
Proceso de organismo multicelular 560 5,10 492 4,60
Locomoci6n 23 0,20 16 0,20
Adhesi6n  bjol6gica 264 2,40 249 2,30
Proceso metab6lico 2668 24,40 2750 25,80
Crecimiento 1 0,00 1 0,00
Proceso del sistema inmune 607 5,50 505 4,70
Proceso rJtmico 1 0,00 0 0,00
Proceso de] sistema immune
Activaci6n de macr6fagos 40 11,90 37 13,90
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Procesamiento y presentaci6n de 163 48,70 130 48,70
antfgenos
Respuesta inmune 132 39,40 100 37,50
Respuesta frente a estimu]o
Respuesta frente a sustancia t6xica 14 1,90 13 2,10

Respuesta frente a estfes 178 24,30 166 26,50
Respuesta frente a estrmulo biol6gico 3 0,40 3 0,50
Respuesta frente a feromona 22 3,00 16 2,60
Respuesta frente a estimulo externo 112 15,30 103 16,40
Respuesta frente a estrmulo abi6tico 13 1,80 12 1,90
Respuesta de defensa celular 240 32,70 200 31,90
Comportamiento 1 0,10 3 0,50
Defensa frente a bacteria 2 0,30 0 0,00
Respuesta inmune 132 18,00 100 15,90
Respuesta frente a estimulo end6geno 16 2,20 11 1,80

Tabla suplementaria 5. Analisis de enriquecimiento de grupos de ontologia de genes en
proteinas  con  niveles  aumentados  en  larvas  expuestas  a  P.  aervg/.nosa  par  medio  de
inyecci6n.    Analisis    de    grupos    de    proteinas    sobrerrepresentadas    o    subrepresentadas
agrupadas de acuerdo al proceso biol6gico.  Las proteinas presentan  un aumento de  1,5 veces
o  mas  veces  al  comparar  larvas  inyectadas  con  P.  aerug/.nosa  PAol  con  respecto  a  larvas
inyectadas con PBS esteri . Se determin6 como sianificativo un P±0,05.
Categorias de GO de Proteinas Proteinas             Raz6n de Valor P
acuerdo   a   procesobi016gico encontradas Esperadas enriquecimiento

Catabolismo 161 95,67 1,68 1,03E-07
Metabolismo decompuestonjtrogenado 326 211,46 1,54 1,04E-11

Mitosis 132 89,44 1,48 2.78E-03
lnducci6n deapoptosis 141 95,87 1,47 1,70E-03

Procesamiento ypresentaci6ndeantigeno(peptido opolisacarido)viaMHCdeclase11 110 76,99 1,43 4,55E-02

Proceso biosintetico 188 136,34 1,38 2,69E-03
Regulaci6n de funci6nmolecular 328 249,64 1,31 1,44E-04

Metabolismo decompuestoquecontienebasesnucleicas 1085 830,69 1,31 2,44E-18

Organizaci6n o 406 312,73 1,3 2,24E-05
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biog6nesis decomponentecelular

Regulaci6n deactividadcatalitica 319 246,11 1,3 6,17E-04

Adhesion  biol6gica 230 178,46 1,29 2,02E-02

Organizaci6n decomponentecelular 363 288,45 1,26 1,63E-03

Metabolismo 2579 2061,06 1,25 2,73E-45
Metabolismo primario 2139 1713,26 1,25 1,19E-32

Transporte mediadoporvesiculas 326 262,92 1,24 1,38E-02

Metabolismo de ARN 615 500,53 1,23 2,23E-05
Metabolismo deproteinas 859 720,71 1,19 7,55E-06

Proceso demodificaci6n deproteinacelular 482 407.15 1,18 1 , 97E-02

Transcripci6n desdepromotordelaARNpolimerasa11 471 398,43 1,18 2,69E-02

Proceso celular 2029 1725,5 1,18 1,77E-16

Transcripci6n ADN-dependiente 486 414 1,17 3,77E-02

Regu]aci6n biol6gica 1083 963,08 1,12 2,96E-03
No-clasificado 1556 2082,84 0,75 0,00
Regulaci6n del ciclocelular 37 64,75 0,57 2,59E-02

Tabla suplementaria 6. Analisis de enriquecimjento de grupos de ontologia de genes en
proteinas  con  niveles  aumentados  en  larvas  expuestas  a  P.  aervg/.nasa  par  media  de
inmersi6n.    Analisis    de   grupos   de    proteinas    sobrerrepresentadas    o   subrepresentadas
agrupadas de acuerdo al  proceso biol6gico asociado.  Las proteinas presentan  un aumento de
1,5 veces o mas veces al comparar larvas co-incubadas con P.  aerug/.nosa PAol  con respecto
a incubadas en medio E3 esteril. Se determin6 como significativo un  P=0,05.
Categorfas de GO de Proteinas Proteinas Raz6n de Valor P
acuerdo   a   procesobiol6gico encontradas Esperadas enrjquecimiento

Morfogenesis deanatomJaestructural 241 161,48 1,49 3,95E-07

Morfog6nesis decomponentecelular 189 127,29 1,48 3,01 E-05

lnducci6n deapoptosis 155 104,64 1,48 4,35E-04

Biogenesis decomponentecelular 108 74,29 1,45 2,81 E-02

Organizaci6n obiogenesisde 490 341,31 1,44 6,68E-13
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componente celular
Procesamiento ypresentaci6ndeantfgeno(peptido opolisacarido)viaMHCdeclase11 120 84,03 1,43 2,50E-02

Procesamiento ypresentaci6ndeantl'geno 123 86,74 1,42 2,75E-02

Mitosis 138 97,62 1,41 1,27E-02
OrgComceluanizaci6n deponenteslares 445 314,82 1,41 1,27E-10

Organizaci6n deorganelo 195 140,87 1,38 1,54E-03

Movimiento decomponentecelular 179 131,81 1,36 9,67E-03

Regulaci6n de funci6nmolecular 354 272,46 1,3 1,50E-04

Regulaci6n deactivjdadcatalJtica 347 268,61 1,29 3,18E-04

Transcripci6n ADN-dependiente 556 451,84 1,23 9,19E-05

Transcripci6n desdepromotordelaARNpo[imerasa11 534 434,85 1,23 2,00E-04

Metabolismo decompuestosquecontienebasesnucleicas 1112 906,62 1,23 5,99E-11

Regulaci6n delmetabolismodecompuestoquecontjenebasesnucleicas 494 406.54 1,22 1,51 E-03

Metabolismo 2731 2249,46 1,21 6,81 E-36
Metabolismo decompuestofosfatados 371 307,11 1.21 3,27E-02

Metabolismo primario 2258 1869,87 1,21 6,64E-25
Proceso demodificaci6n deproteinacelular 536 444,37 1,21 1,31 E-03

Metaboljsmo de ARN 655 546,28 1,2 2,32E-04
Regulaci6n detranscripci6ndesdepromotoresdelaARNpolimerasa11 411 343,13 1,2 2,83E-02

64



Metabolismo deproteinas 929 786,59 1,18 1,11 E-05

Proceso de sistema 472 402,01 1,17 4,85E-02

Proceso celular 2201 1883,23 1,17 1,42E-16

Proceso de desarrollo 1009 864,95 1,17 2,32E-05

Regulaci6n biol6gica 1225 1051,12 1,17 7,11 E-07

Proceso deorganismomulticelular 571 493,06 1,16 3,85E-02

Comunicaci6n celular 1017 880,8 1,15 1,18E-04

Loca]izaci6n 855 750,57 1,14 6,96E-03

Transporte 811 718,87 1,13 3,52E-02

No-clasificado 1738 2273,24 0,76 0,00

Tab]a suplementaria 7. Analisis de enriquecimiento de grupos de onto[ogia de genes en
proteinas  con  niveles  disminuidos  en  [arvas  expuestas  a  P.  aervg/.nasa  por  media  de
inyecci6n.    Analisis    de    grupos    de    proteinas    sobrerrepresentadas    o    subrepresentadas
agrupadas de al  proceso  biol6gico asociado.  Las  protel.nas  presentan  una  disminuci6n  de  1,5
veces  o  mss  veces  al  comparar  larvas  inyectadas  con  P.  aerug/.nosa  PAol  con  respecto  a
arvas inyectadas con PBS esteril. Se determ in6 como siqnificativo un  P=0,05.
Categorias de GO de Proteinas Proteina§ Raz6n de Valor P
acuerdo   a   procesobio'6gico encontradas Esperadas enriquecimiento

Procesamiento ypresentaci6ndeantigeno 163 85,75 1,9 9,93E-12

Procesamiento ypresentacj6ndeantrgeno(p6ptido opolisacarido)viaMHCdeclase11 156 83,06 1,88 8,59E-11

lnducci6n deapoptosis 184 103,43 1,78 7,33E-11

Organizaci6n decromatina 87 54,4 1,6 5,65E-03

Secreci6n deneurotransmisor 85 54,85 1,55 1,95E-02

Respuesta dedefensacelular 240 159,18 1,51 1,79E-07

Organizaci6n deorganelo 197 139,26 1,41 3,75E-04

Adhesi6n celular 258 184,7 1,4 2,72E-05
Adhesion biol6gica 264 192,54 1,37 8,29E-05
Regulaci6n deactividadcatalltica 359 265,53 1,35 2,79E-06

Regulaci6n de funci6n 363 269,33 1,35 3,18E-06
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molecular

Morfog6nesis decomponentecelular 168 125,82 1,34 3,57E-02

Organizaci6n decomponentecelular 415 311,2 1,33 9,45E-07

Organizaci6n obiog6nesisdecomponentecelular 441 337,39 1,31 3.11 E-06

Desarrollo del sistemanervioso 318 243,36 1.31 3,49E-04

Desarrollo delectodermo 267 207,99 1,28 7,61 E-03

Metabolismo decompuestoquecontienebasesnucleicas 1144 896,2 1,28 3,43E-16

Muerte celular 333 272,02 1,22 2,90E-02
Muerte 334 273,14 1,22 3,06E-02
Proceso apopt6tico 327 267,76 1,22 3,90E-02
Proceso del sistemainmune 607 499,26 1,22 1,14E-04

Proceso del desarrollo 1039 855,01 1,22 3,66E-09
Transcripci6n ADN-dependiente 541 446,65 1,21 7,51 E-04

Transcripci6n desdepromotordelaARNpolimerasa11 520 429,86 1,21 1,34E-03

Regulaci6n delmetabolismodecompuestoquecontienebasesnucleicas 485 401,87 1,21 3,49E-03

Metabolismo 2668 2223,61 1,2 6,62E-31
Desarrollo de sistema 470 392,47 1,2 9,47E-03
Metabolismo primario 2200 1848,38 1,19 1,19E-20
Metabolismo de ARN 639 540,01 1,18 1,49E-03
Respuesta frente aestimulo 809 703,66 1,15 3,74E-03

Proceso celular 2103 1861,59 1,13 1,68E-09
Comunicaci6n  celular 982 870,68 1,13 6,38E-03
Regulaci6n celular 1171 1039,04 1,13 9,55E-04
No-clasificado 1725 2247,11 0,77 0,00
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Tabla suplementaria 8. Ana]isis de enriquecimiento de grupos de ontologia de genes en
proteinas  con  nive]es  dismlnuidos  en  [arvas  expuestas  a  P.  aert/g/.nasa  por  medio  de
inmersi6n.    Analisis    de    grupos   de    proteinas   sobrerrepresentadas   o    subrepresentadas
agrupadas de acuerdo al proceso biol6gico asociado. Las protei'nas presentan una disminuci6n
de  1,5  veces  o  mas  veces  al  comparar  larvas  co-incubadas  con  P.  aerug/'nosa  PAol   con
resDecto a incubadas en medio E3 esteril. Se determin6 com o sjqnificativo un  PsO,05.

Categorias de GO de Protelnas Proteinas Raz6n de Valor P
acuerdo   a   procesobiol6gico encontradas Esperadas enriquecimiento

Organizaci6n decromatina 87 53,16 1,64 2,51 E-03

Metabolismo de DNA 132 83,78 1,58 1,23E-04

lnducci6n deapoptosis 157 101,07 1,55 2,56E-05

Procesamiento ypresentaci6ndeantigeno(peptido opolisacarido)vl'aMHCdeclase11 126 81,16 1,55 4,41 E-04

Procesamiento ypresentaci6ndeantigeno 130 83,78 1,55 3,16E-04

Procesamiento deARNm 96 62,56 1,53 1,02E-02

Catabolismo 154 100,85 1,53 8,88E-05
Metabolismo decompuestonitrogenado 329 222,91 1,48 1,41 E-09

Regulaci6n de funci6nmolecular 355 263,16 1,35 4,14E-06

Organizaci6n obiog6nesisdecomponentecelular 444 329,67 1,35 7,59E-08

Regulaci6n deactividadcatalitica 348 259,44 1,34 9,93E-06

Metabolismo decompuestoquecontienebasesnucleicas 1174 875,68 1,34 6,72E-24

Organizaci6n decomponentecelular 407 304.07 1,34 8,68E-07

Adhesion celular 241 180,47 1,34 1,56E-03

Adhesion celula ac6lula 173 129,72 1,33 3,04E-02

Adhesi6n  biol6gica 249 188,13 1,32 2,00E-03
Organizaci6n deorganelo 180 136,07 1,32 3,34E-02

Metabolismo de 389 296,63 1,31 1,62E-05
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compuesto fosfatados
Fosforilaci6n deprotelnas 299 229,69 1,3 9,39E-04

Metabolismo primario 2291 1806,05 1,27 3,59E-40
Metabolismo 2750 2172,69 1,27 2,20E-53

Ciclo celular 432 344,32 1,25 3,04E-04
Metabolismo de ARN 653 527,64 1,24 3,36E-06

Proceso demodificaci6n deproteinacelular 521 429,2 1,21 9,02E-04

Metabolismo deproteinas 911 759,74 1,2 1,02E-06

Proceso celular 2140 1818,96 1,18 1,60E-17

Proceso de desarrollo 981 835,43 1,17 1,07E-05

Regulaci6n biol6gica 1165 1015,25 1,15 3,83E-05
No-clasificado 1608 2195,66 0,73 0,00

Tab[a suplementaria 9. Analisis de enrlquecimiento de grupos de onto[ogia de genes en
proteinas con  nive[es aumentados exc]usivamente en  ]arvas expuestas a P, aervg/.nasa
por    medio    de    inyecc[6n.    Analisis    de    grupos    de    protelnas    sobrerrepresentadas    o
subrepresentadas   agrupadas   de   acuerdo   al   proceso   biol6gico   asociado.    Las   protelnas
presentan   un   aumento  de   1,5  veces  o  mss  veces  al  comparar  larvas   inyectadas  con   P.
aerug/.nasa  PAol  con  respecto  a  larvas  lnyectadas  con  PBS  est6ril,  y  s6lo  se  encontraron
aumentadas en esta condici6n.  Se determin 6 coma siqnificat'vO un PsO,05.
Categorias de GO de Proteinas Proteinas F`az6n de Valor P
acuerdo   a    procesobi0169ico encontradas Esperadas enriquecimiento

Repljcaci6n de ADN 38 19,18 1,98 2,01 E-02
Reparaci6n de ADN 49 26 1,88 7,44E-03
Catabolismo 109 64,09 1,7 3,38E-05
Metabolismo de ADN 87 53,24 1,63 2,50E-03
Metabolismo decompuestonitroaenado

213 141.66 1,5 1,44E-06
Metabolismo decompuestoquecontienebasesnucleicas

732 556,48 1,32 7,44E-13
Metabolismo de ARN 421 335,3 1,26 2,44E-04
Metabolismo 1721 1380,7 1,25 4,70E-29
Metabolismo primario 1421 1147,71 1,24 6,16E-20
Metabolismo deproteinas

576 482,8 1,19 1,01 E-03

Proceso celular 1350 1155,91 1,17 7,56E-10
No-clasificado 1041 1395,29 0,75 0,00
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Tab[a suplementaria 10. Ana[lsis de enrlquec]m[ehto de grupos de onto]ogia de genes en
proteinas con  nlveles aumentados exc]usivamente en larvas expuestas a P.  aeAvginosa
por    medio    de    inmersi6n.    Analisis    de    grupos    de    proteinas    sobrerrepresentadas    o
subrepresentadas   agrupadas   de   acuerdo   al   proceso   biol6gico   asociado.    Las   protefnas
presentan  un  aumento  de  1,5  veces  o  mas  veces  al  comparar  larvas  co-incubadas  con  P.
aemg/.nasa   PAol   con   respecto  a   incubadas   en   medio   E3   est6ril,   y  solo  se   encontraron
aumentadas en esta cond.ci6n. Se determin6 como siqnifica tivo un PsO,05.
Categor[as de GO de Proteinas Proteinas Raz6n de Valor P
acuerdo   a    procesobi016gico encontradas Esperadas enriquecimiento

Morfog6nesis decomponentecelular
137 88,79 1,54 2,04E-04

Morfog6nesis deestructuraanat6mica
171 112,64 1,52 2,67E-05

Organizaci6n obiogenesisdecomponentecelular

344 238,08 1,44 3,41 E-09
Organizaci6n deOr8anelo

140 98,27 1,42 7,49E-03
Organizaci6n decomponentecelular

312 219,6 1,42 1,79E-07
Transcripci6n ADNdependiente

400 315,18 1.27 1.96E-04
Transcripci6n desdepromotordelaARNpolimerasa11

382 303,33 1,26 7,06E-04
Regulaci6n delmetabolismodecompuestoquecontjenebasesnucleicas

352 283,58 1.24 5,53E-03
Regulaci6n de latranscripci6ndesdepromotordelaARNpolimerasa11

296 239,35 1,24 3,12E-02
Proceso demodificaci6n deprotelnacelular

379 309,96 1,22 9,05E-03
Metabolismo de ARN 461 381,06 1,21 3,42E-03
Metabolismo decompuestoquecontienebasesnucleicas

759 632,41 1,2 1,05E-05
Metabolismo 1873 1569,1 1,19 2,44E-20
Metabolismo primario 1540 1304,32 1,18 5,66E-13
Metabolismo deproteJnas

646 548,68 1,18 1,47E-03
Requlaci6n  biol6gica 862 733,2 1.18 3.05E-05
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Proceso del desarrollo 709 603,34 1,18 5,93E-04
Localizaci6n 609 523,56 1,16 1,04E-02
Proceso celular 1522 1313,64 1,16 5,19E-10

Comunicaci6n celular 708 614,4 1,15 6,68E-03
Regulaci6n deprocesobio[6gico

624 545,36 1,14' 4,41E-02

No-clasificado 1223 1585,69 0,77 0,00

Tabla suplementaria 11. Analisis de enrjqueclmiento de grupos de onto[ogia de genes en
proteinas con niveles aumentados tanto en [arvas expuestas a P. aert/g/.nasa por medjo
de  inyecci6n  como  en  inmersi6n.  Analisis  de  grupos  de  protei.nas  sobrerrepresentadas  o
subrepresentadas   agrupadas   de   acuerdo   al   proceso   biol6gico   asociado.    Las   protefnas
presentan   un   aumento   de   1,5  veces  o   mas  veces  al   comparar  larvas  inyectadas  con  P.
aert/g/.nosa  PAol  con  respecto a larvas inyectadas con  PBS esteril y larvas co-incubadas con
P.  aert/g/.nosa PAol  con respecto a larvas incubadas en  medio  E3 esteril.  Se determin6 como
siqnificativo un P=0,05.
Categorfas de GO de Proteinas Proteinas Raz6n de Valor P
acuerdo   a   procesobiol6gico encon(radas Esperadas enriquecimiento

Inducci6n deapoptosis
54 31,65 1,71 3,50E-02

Metabolismo decompuestonitrogenado

113 69,8 1,62 1,54E-04
Adhesion  biol6gica 91 58,91 1,54 1,01 E-02

Adhesi6n celular 87 56,51 1,54 1,65E-02
Regulaci6n de funci6nmolecular

121 82,41 1,47 5,59E-03
Regulaci6n deactividadcatalitica

117 81,24 1,44 1,66E-02
Organizaci6n obiog6nesisdecomponentecelular

146 103,23 1,41 5,16E-03
Organizaci6n decomponentecelular

133 95,22 1.4 2,04E-02
Metabolismo decompuestosquecontienenbasesnucleicas

353 274,21 1,29 6,86E-05
Metabolismo prjmario 718 565,55 1,27 2,51E-12
Metabolismo 858 680,36 1,26 8,08E-16
Proceso celular 679 569,59 1,19 4,40E-06
No-clasificado 515 687.55 0,75. 0,00
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Tabla suplementaria 12. Analisis de enriquecimiento de grupos de ontologia de genes en
proteinas con  niveles dismlnuldos exc[usivamente en  ]arvas expuestas a P.  aert/g/.nasa
por    medlo    de    lnyecci6n.    Analisis    de    grupos    de    proteinas    sobrerrepresentadas    o
subrepresentadas   agrupadas   de   acuerdo   al   proceso   bjol6gico   asociado.    Las   proteJnas
presentan  una  disminuci6n  de  1,5  veces  o  mas  veces  al  comparar  larvas  inyectadas  con  P.
aemg/.nosa  PAol  con  respecto  a  larvas  inyectadas  con  PBS  esteril,  y  solo  se  encontraron
disminuidas en esta condici6n.  Se determin6 como signjficativo un  PsO,05.
Categorias de GO de Proteinas Proteinas Raz6n de Valor P
acuerdo   a   procesobi016gico encontradas Esperadas enriquecimiento

Procesamiento ypresentaci6ndeantfaeno

107 59,53 1,8 3,21 E-06
Procesamiento ypresentaci6ndeantigeno(peptido opolisacarido)viaMHCdeclase11

100 57,66 1,73 4,72E-05
lnducci6n deapoptosis

115 71,8 1,6 2,81 E-04
Respuesta dedefensacelular

163 110,5 1,48 2,71 E-04
Organizaci6n deoraanelo

138 96,67 1,43 7,74E-03
Organizaci6n decomponentecelular

290 216,03 1,34 9,93E-05
Regulaci6n deactividadcatalftica

245 184,33 1,33 1,53E-03
Regulaci6n de funci6nmolecular

248 186,97 1,33 1,55E-03
Organizaci6n obiogenesisdecomponentecelular

307 234,22 1,31 3,27E-04
Proceso del sistemainmune

437 346,59 1.26 1,12E-04
Metabolismo decompuestosquecontienebasesnucleicas

759 622,15 1,22 7,20E-07
Respuesta frente aestimulo

578 488,49 1,18 2,85E-03
Proceso del desarrollo 700 593.55 1,18 4,25E-04
Metabolismo 1817 1543,64 1,18 1,16E-16

Metabolismo primario 1486 1283,15 1.16 1,17E-09
Localjzaci6n 592 515,06 1,15 4,25E-02
Proceso celular 1456 1292,32 1,13 4,53E-06
No-clasificado 1214 1559,96 0,78 0,00
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Tabla sup]ementarja 13. Analisis de enriquecimiento de grupos de ontologia de genes en
proternas con  nive]es disminuidos exc[usivamente en  larvas expuestas a P.  aertyg/'nosa
por    media    de    inmersi6n.    Analisis    de    grupos    de    proteinas    sobrerrepresentadas    o
subrepresentadas   agrupadas   de   acuerdo   al   proceso   biol6gico   asociado.   Las   proteinas
presentan  una disminuci6n  de  1,5 veces a  mas veces al comparar larvas co-incubadas con  P.
aemg/.nosa  PAol   con   respecto  a   incubadas   en   medio   E3   est6ril,   y  solo  se   encontraron
disminujdas en esta condic i6n. Se determin6 como sicinificativo un  P=0.05.
Categorias de GO de Proteinas Proteinas Raz6n de Valor P
acuerdo   a   procesobi016gico encontradas Esperadas enriqLiecimiento

Poliadenilaci6n deARNm
20 6,61 3,02 4,35E-03

Procesamiento del 3'deARNm
22 7,97 2,76 6,67E-03

Replicaci6n de ADN 41 20,74 1,98 1,15E-02
Procesamiento deARN

75 42,98 1.74 1,17E-03

Reparaci6n de ARN 49 28,1 1,74 4,57E-02
Metabolismo de ADN 99 57,56 1,72 7.73E-05

Catabolismo 117 69,29 1,69 1,77E-05
Metabolismo decompuestonitrogenado

235 153,15 1,53 4,43E-08
Mitosis 97 64,78 1,5 2,11 E-02
Organizaci6n obiogenesisdecomponentecelular

310 226,49 1,37 6.74E-06
Fosforilaci6n deprotel'na

214 157,81 1,36 1,73E-03
Organizaci6n decomponentecelular

282 208,91 1,35 9,01 E-05
Regulaci6n de funci6nmolecular

240 180,8 1,33 2,03E-03
Metabolismo decompuestofosfatado

270 203,8 1,32 6,47E-04
Ciclo celular 313 236,56 1,32 1,14E-04
Regulaci6n deactividadcatalitica

234 178,25 1,31 5,24E-03
Metabolismo decompuestoquecontienebasesnucleicas

789 601,63 1,31 1,36E-13

Metabolismo 1899 1492,72 1,27 2,29E-38
Metabolismo primario 1577 1240,83 1,27 5,75E-28
Metabolismo deproteina

643 521,97 1,23 3,76E-06
Metabolismo de ARN 446 362,51 1,23 9,51 E-04
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Modjficaci6n deprote[nacelular
360 294,88 1,22 1,54E-02

Proceso celular 1493 1249,69 1,19 1,61 E-14

Regulaci6n biol6gica 793 697,51 1,14 9,76E-03

No-clasificado 1097 1508,5 0,73 0,00

Tabla suplementaria 14. Analisjs de enriquecimiento de grupos de ontologia de genes en
proteinas con  nive[es dismlnuidos tanto en larvas expuestas a P. aeAvg/'nosa par medio
de  inyecci6n  como  en  inmersi6n.  Analisis  de  grupos  de  proteinas  sobrerrepresentadas  o
subrepresentadas   agrupadas   de   acuerdo   al    proceso   biol6gico   asociado.    Las   proteJnas
presentan  una  disminuci6n  de  1,5  veces  o  mas  veces  al  comparar  larvas  inyectadas  con  P.
aerwg/.nosa PAol  con  respecto a  larvas inyectadas con  PBS esteril y larvas co-incubadas con
P.  aert/g/.nosa PAol  con  respecto a larvas incubadas en medio E3 est6ril.  Se determin6 como
sianificativo un  PsO,05.
Categorias de G0 de Proteinas Proteinas Raz6n de Valor P
acllerdo   a   procesobiol6gico encontradas Esperadas enriquecimiento

Procesamiento ypresentaci6ndeantigeno(peptido opolisacarido)vlaMHCdeclase11

56 25,4 2,2 1,82E-05
Inducci6n deapoptosis

69 31,63 2,18 9,00E-07
Procesamiento ypresentaci6ndeantfgeno

56 26,22 2,14 4,94E-05
Adhesi6n biol6gica 94 58,88 1,6 2,26E-03
Adhesi6n celular 90 56,48 1,59 3,72E-03
Respuesta dedefensacelular

77 48,68 1,58 1,85E-02
Desarrollo delectodermo

98 63,6 1.54 5,74E-03
Desarrollo del sistemanervioso

107 74,42 1,44 3,53E-02
Metabolismo decompuestoquecontienebasesnucleicas

385 274,05 1,4 4,28E-10
Proceso del desarrollo 339 261.46 1,3 6,51 E-05
Metabolismo primario 714 565,23 1,26 9,95E-12
Metabolismo 851 cfrig,ffri 1,25 1,21 E-14

Proceso celular 647 569,26 1,14 1,01 E-02

No-clasificado 511 687,16 0,74 0,00
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Tabla suplementaria  15.  Marcadores de infecci6n  propuestos.  Se sefialan los marcadores
de  jnfecci6n  propuestos  para  cada  metodo  de  infecci6n  con  sus  niveles  encontrados  en  las
larvas   expuestas   a   P.   aerug/.nasa   por  dicho   metodo   con   respecto   al   control   y   algunos
marcadores  previamente  descritos.  El  infinito  indican  cuando  la  proteina  se  encontr6  en  las
arvas expuestas a P. aerug/.nosa pero no en el control,  el -infinito indica lo opuesto.

Gen Protel'na Larvas expuestas por medio de
lnyecci6n Inmersi6n

Ivlarcadores propuestos de infecci6n por inyecci6n
mylka FIR221 16,74796824 No encontrada
chuk Q4G3H4 1,927898818 -20,0955513

cxcll 1.6 B0R191 5,295400422 No encontrada
cish QO8BW5 -lnfinjto No encontrada
ifitl 1 AOA068FMS3 121,0244671 2,899418887

Marcadores propuestos de infecci6n por inmersi6n estatica
col8a2 QILUA9 -Infinito Infinite

coll4ala FI R9Y1 -14,06338906 29,27842098
vwa7 E7FF10 -  lnfinito 25,44124559

fyna Q6EWH2 -  lnfinito 5,357775328
rafl a FIQQZ9 -8,200269979 lnfinito

map2k4a 81 NA68 1,139648296 6,657511998

fynb FIRDG9 -lnfinito 5,900946751
col5a2b E7FE47 -1,51396964 1,989386025

Marcadores previamente descrjtos
tnfa Q6T9C7 [nfinito No encontrada
/I/7b EOWCW4 Infinito -  Infinito

il811 NOGW19 -Infinito Infinite

tnfb QIJQ40 [nfinito -Infinite

mxc Q6DKFO 10.9656106 -  lnfinito

statl b B0S789 2,265503352 -1,2389912

statl a Q6P943 lnfinito 4,072107066
mmp9 P14780 -1,236213485 -2,037597527
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