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La ampularia Pomacea canaliculata es un gasteropodo de agua dulce que
presenta diversas estrategias adaptativas para enfrentar diferentes estresores
ambientales bidticos y abibticos. Las defensas inmunitarias de esta especie y
su habilidad para tolerar periodos de actividad y quiescencia, se muestran
como estrategias adaptativas que podrian dar cuenta de la gran capacidad
invasora alrededor del mundo. P. canaliculata esta asociada a numerosos
simbiontes en su rango de distribucién original, aunque sdlo algunos pueden
estar implicados en enfermedades humanas como dermatitis (urticaria de los
nadadores) y, notablemente, la meningoencefalitis eosinofilica (provocada por
el nematodo Angiostrongylus cantonensis). Ademas de las barreras fisicas
contra los agresores (conchilla, tegumento), este animal esta dotado de un
sistema inmune innato compuesto de hemocitos, los cuales no sélo se
encuentran en circulacién, sino que frecuentemente infiltran diversos tejidos y
organos y ademas, son capaces de formar aglomerados esferoidales en el
rinén y pulmén que participan en la defensa contra los agresores. Por otra
parte, este animal es capaz de enfrentar dos ciclos de actividad-quiescencia
(uno de estivacion y otro de hibernacién) que implican la alternancia de
hipoxia y reoxigenacion, y la participacion de defensas antioxidantes y de
chaperonas moleculares; aunque el estado de conocimiento bioquimico y
protedmico de la estivacion ha avanzado substancialmente, la hibernacion
recién ha comenzado a estudiarse (Sectyp-UNCuyo, 2011-2013). El abordaje
de ambas estrategias de defensa de esta ampularia se hara a través de los
siguientes objetivos especificos: (a) caracterizar las células troncales
comprometidas con linaje/s hemocitario/s, (b) investigar la participacién de las
diferentes barreras organicas in vivo (rindn y pulmén) e in vitro (agregados de
hemocitos en cultivo) frente al desafio de antigenos bacterianos
(lipolisacarido) y parasitarios (A. cantonensis, en colaboracién con los Dres.
Alessandra Morassutti y Carlos Graeff-Teixeira, de la Pontificia Universidade
de Rio Grande do Sul, PUCRS) y, (c) profundizar el estudio de las diferentes
defensas antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas durante el ciclo actividad-
hibernacion.



Objetivos:

1. Defensas inmunitarias:

1.1. Investigar la presencia de células madre (progenitoras
hemocitopoyéticas o mesenquimales) circulantes.

1.2. Investigar el rol de las distintas barreras organicas en la
respuesta a antigenos (bacterianos y de A. cantonensis).

1.3. Investigar la formacion in vitro de esferoides en respuesta a los
antigenos precedentes.

2. Defensas contra el dafo oxidativo:

2.1. Completar el estudio de la participaciéon de defensas enzimaticas
(CAT, SOD) y no enzimaticas (acido urico, glutation reducido)
durante el ciclo actividad-hibernacion.

2.2. Estudiar la participacion de chaperonas moleculares (Hsc70, 73
kDa; Hsp70, 72 kDa y Hsp90 durante el ciclo de actividad-
hibernacién.



2 - Grado de Avance de los objetivos propuestos

Objetivo

Objetivo 1: 1.1. Investigar la presencia de células madre (progenitoras
hemocitopoyéticas o mesenquimales) circulantes.

Objetivo 2: 2.1. Completar el estudio de la participacion de defensas enzimaticas (CAT,
SOD) y no enzimaticas (acido urico, glutation reducido) durante el ciclo actividad-
hibernacion.

Objetivo 2: 2.2. Estudiar la participacion de chaperonas moleculares (Hsc70, 73 kDa;
Hsp70, 72 kDa y Hsp90 durante el ciclo de actividad-hibernacion.

Objetivo 1: 1.2 Investigar el rol de las distintas barreras organicas en la respuesta a
antigenos (bacterianos y de A. cantonensis).

Objetivo 1: 1.3. Investigar la formacion in vitro de esferoides en respuesta a los
antigenos precedentes

Porcentaje de avance general del proyecto: 70% (media de los 5 objetivos
especificos propuestos).

%
Avance

75%

100%

100%

50%

25%

70%



3 - Resultados Preliminares

El primer objetivo general del proyecto, que involucra el estudio de las defensas inmunitarias de
Pomacea canaliculata se encuentra en un porcentaje de avance del 60% habiéndose completado el
100% del objetivo especifico 1.1. En este objetivo podemos resumir que en muestras de
hemolinfa, mediante estudios de citometria de flujo (‘cell-sorting’), microscopia éptica y electrénica,
se observaron tres subpoblaciones hemocitarias, en las que predominan los hialinocitos,
agranulocitos y granulocitos. Dado que mediante citometria no se pudo diferenciar una poblacion
celular que corresponda a células madre, se avanzo en el estudio del posible 6rgano
hematopoyético mediante técnicas histolégicas. Tanto el riidn como el pulmén fueron estudiados
con microscopia éptica (convencional y reconstruccién tridimensional) y microscopia electrénica.
Para ambos casos, las técnicas empleadas permitieron la caracterizacién de su estructura,
irrigacion y drenaje, inclusive describiéndose en el pulmoén la presencia de la membrana
respiratoria, conformada por (1) células epiteliales que forman camaras hemolinfaticas terminales
gue conforman una “lamina respiratoria”, y (2) conjuntos de células columnares ciliadas y células
caliciformes dispuestas como “penachos” que generan una secrecion mucosa que cubriria la
superficie cavitaria del pulmén. Aunque los hallazgos sirven para tener un mejor conocimiento de
nuestro modelo experimental, en ambos tejidos no pudo observarse la presencia del tejido
hematopoyético. El objetivo especifico 1.2, referida al estudio del rol de las barreras organicas
frente a antigenos, se encuentra en un estado de avance del 50%, ya que en el estudio morfoldgico
realizado para el desarrollo del objetivo antepuesto, se observé que el rindn de P. canaliculata
contiene extensos islotes de hemocitos, por lo que se estudio la capacidad fagocitica diferencial de
los hemocitos tanto circulantes como renales, como primer paso para dilucidar el rol funcional de
cada uno de estos tipos celulares. La intensidad de autofluorescencia estudiada mediante
citometria, permitié separar los hemocitos renales (que no autofluorescen) de las células epiteliales
renales. La poblacion de hemocitos renales correspondio por microscopia a agranulocitos y
hialinocitos. Luego, se expuso a hemocitos circulantes (separados por ‘cell sorting’ y totales) y
hemocitos renales a perlitas fluorescentes y se cuantifico la fluorescencia asociada a células (indice
de fagocitosis) por citometria de flujo. Los hialinocitos circulantes mostraron un indice de fagocitosis
significativamente mas alto que el de los agranulocitos y granulocitos, pero no mostraron diferencias
estadisticamente significativas con el de los hemocitos circulantes totales. De manera interesante, la
exposicion a las perlitas resulté en una degranulacion generalizada de los granulocitos, aun cuando
solo algunas de estas células mostraron actividad fagocitica. Ademas, las células degranuladas
mostraron condensacion del nucleo, lo que sugiere induccion de muerte celular. Por otra parte, los
hemocitos renales mostraron, en conjunto, un indice de fagocitosis semejante al de los
agranulocitos y granulocitos circulantes. Hasta el momento podemos concluir que los hialinocitos,
tanto circulantes como renales, son las principales células fagociticas en esta especie. Ademas,
tanto los agranulocitos como los granulocitos circulantes muestran una menor actividad fagocitica.
Por su parte, los granulocitos, ya sea que muestren o no actividad fagocitica, pierden sus granulos
cuando son expuestos a particulas extrafias; esta degranulacion podria estar relacionada con la
liberacién de sustancias antimicrobianas. En cuanto al objetivo especifico 1.3, se esta avanzando
en el estudio de la formacion de esferoides por parte de los hemocitos (25% de avance), ya que en
observaciones previas de nuestro grupo de trabajo se habia observado la formacion de agregados
esferoidales en cultivos primarios de hemocitos de P. canaliculata. Por ello, se estudi6 la reaccién
de los hemocitos frente a un desafio inmunoldgico, inyectando levaduras en la masa visceral de
machos adultos. Dado que el el territorio visceral drena principalmente hacia el pulmén, se observo
en este érgano la presencia de esferoides, encontrando los mismos dentro de los grandes vasos
pulmonares, los que después resultaban atascados dentro de los pequefios vasos, y se expandian



hacia el tejido conectivo circundante. En el riidn, que normalmente contiene islotes de hemocitos
entre sus criptas, también se observé la formacion de agregados esferoidales 96 horas después de
la inyeccién. Por estos resultados preliminares hipotetizamos que la formacién de esferoides es un
componente clave durante la respuesta de defensa en esta especie y el desafio contra otros
agentes patdgenos podra evidenciar el rol de este mecanismo de defensa.

El segundo objetivo general del proyecto, que involucra el estudio de las defensas contra el
estrés oxidativo durante la hibernacion en P. canaliculata se encuentra en un porcentaje de avance
del 100%, habiéndose cumplimentado los dos objetivos especificos propuestos. Brevemente, se
trabajo con el modelo de hipometabolismo inducido por hibernacién que se habia caracterizado en
nuestro anterior proyecto de la SECTyP-UNCuyo, estableciéndose cuatro grupos exerimentales: 1)
Control, 2) Hibernacion, 3) Arousal 30 min y 4) Arousal 24 h. En el riidn la determinaciéon de TBARs
mostraron que aunque el estrés oxidativo sufrido por este érgano durante la hibernaciéon es no
significativo, con respecto al nivel observado en el grupo control, el nivel de peroxidacion lipidica
disminuye durante la reactivacién del animal. Esto ultimo se corresponde con el aumento de las
defensas antioxidantes observado durante el arousal temprano y el principal antioxidante que
actuaria durante el arousal del animal es la actividad de la SOD que aumenta significativamente
durante el arousal tardio y el acido urico, que disminuye su concentracion en forma significativa
durante todo el arousal. En el hepatopancreas hay un aumento significativo de los TBARs durante
la hibernacién, momento en el cual se observa que las defensas antioxidantes se mantienen
estables y evidentemente no serian suficientes para limitar el dafio por estrés oxidativo. Durante la
reperfusion acontecida en el arousal, este érgano cuenta con mecanismos de defensa mas
eficientes como la actividad de la CAT vy el glutation, que le permiten disminuir el estrés oxidativo
producido en la hibernacion. Finalmente, en el musculo del pie pudimos observar que es el 6rgano
mas desprovisto de una defensa antioxidante eficiente, dado que los productos de peroxidacion se
acumulan tanto en la hibernacién como en el arousal temprano y en el arousal tardio el sistema
parece volver a lograr la homeostasis, gracias a un aumento de las defensas antioxidantes. En este
organo, los mecanismos de defensa que participan equilibrando nuevamente el sistema parecen ser
la actividad de la CAT y el glutatiéon. El &cido urico puede ser un mecanismo importante de defensa
durante la hibernacion, ya que es consumido en este periodo. En cuanto al segundo objetivo
especifico pudimos observar que los niveles de Hsc70 y Hsp70 en el rifidn permanecieron estables
durante el ciclo de actividad-hibernacion, mientras que la expresién de Hsp90 se incrementd
durante la hibernacion. La expresion de Hsp70 y Hsp90 se incrementd durante la hibernacion en el
musculo del pie. En ambos tejidos, estos incrementos volvieron a los observados en el grupo control
durante el arousal. Lo realizado hasta aqui, nos ha permitido observar que esta especie puede
tolerar periodos prolongados de baja temperatura, entrando en quiescencia y durante esta
situacion hipometabdlica existen adaptaciones fisioldgicas que le permiten al animal sobrellevar los
cambios acontecidos durante el ciclo de actividad-hibernacion. En particular hemos podido
complementar el estudio del perfil de mecanismos de defensa antioxidante y el estudio de las
proteinas del golpe de calor (Hsp70 y Hsp90) que participarian en la proteccién celular y molecular,
resultados que esperamos sean préximamente publicados.



4 - Dificultades Encontradas

Hemos tenido algunas dificultades especialmente en el desarrollo del primer objetivo general del
proyecto, ya que la preparacion de muestras de hemocitos para microscopia electrénica permite
interpretar estructuras para su caracterizacion, pero a nuestro criterio no tienen la calidad necesaria
para su publicacion. Asimismo, hemos tenido algunas dificultades para conseguir los agentes
patdégenos propuestos para el estudio de la respuesta inmune de P. canaliculata, que esperamos
poder conseguir o reemplazar en la segunda etapa del proyecto.



5 - Director

5.1 - Conocimiento de Idiomas

[dioma

Inglés

Nivel de conocimiento

Lee, Habla y Escribe (Intermediate High, Instituto New England)

5.2 - Estudios de Posgrado

Titulos de posgrado obtenidos

Titulo

Doctor en Medicina

Doctor en Ciencias Bioldgicas
(Orientacion en fisiologia)

Especialista en Docencia Universitaria

Fecha

2009-
03-17

2011-
03-17

2012-
03-23

Universidad

Universidad Nacional de Cuyo (Facultad de
Ciencias Médicas)

Universidad Nacional de Cuyo (PROBIOL)

Universidad Nacional de Cuyo (Facultad de
Filosofia y Letras)

5.3 - Formacion de Recursos Humanos

Becarios

Nombre

y
Apellido

Pablo
Miguel
Giuffrida

Pablo
Miguel
Giuffrida

Titulo

Rol de proteinas de golpe de calor y

antioxidantes en un modelo de
hibernaciéon. Setiembre 2013 —
Setiembre 2014.

Mecanismos de defensa puestos en

juego ante el hipometabolismo inducido

por hibernacion. Noviembre 2012 —

Noviembre 2013.

Organismo

Becas Estimulo a las Vocaciones
Cientificas, Consejo Interuniversitario
Nacional

Beca para Promocion de la Investigacion
para Alumnos, Secretaria de Ciencia,
Técnica y Posgrado de la Universidad
Nacional de Cuyo

5.4 - Actividad desarrollada durante el primer afio



Descripcién de la actividad desarrollada

Mi desempefo ha sido participando activamente en la realizacion de los experimentos que
involucran especialmente el objetivo 2 del proyecto, habiendo logrado la concrecion del 100% del
plan de trabajo propuesto para ese objetivo. Asimismo he participado en el planeamiento general
de los experimentos; guia y apoyo de los becarios del proyecto; analisis de resultados; escritura
de informes de becas, resimenes para congresos Yy publicaciones.



A - Codirector

Nombre y Apellido Estado Satisfactorio = No Satisfactorio ¢ Envié Informe de Avance?

Israel Anibal Vega Activo 4 Enviado!


http://www.uncu.edu.ar/investigacion/proyecto/integrante_informe/resumenCodirector/731/463

B - De los integrantes del equipo de trabajo

Integrante Estado Satisfactorio No
Satisfactorio

Cristian Rodriguez Activo

Pablo Miguel Baja: 2015-05-
Giuffrida 13

¢ Envio Informe de
Avance?

Enviado!

No Enviado


http://www.uncu.edu.ar/investigacion/proyecto/integrante_informe/resumen/731/2359
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7 - Financiamiento
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Monto acordado: 5500



