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La ampularia Pomacea canaliculata es un gasterópodo de agua dulce que
presenta diversas estrategias adaptativas para enfrentar diferentes estresores
ambientales bióticos y abióticos. Las defensas inmunitarias de esta especie y
su habilidad para tolerar períodos de actividad y quiescencia, se muestran
como estrategias adaptativas que podrían dar cuenta de la gran capacidad
invasora alrededor del mundo.  P. canaliculata está asociada a numerosos
simbiontes en su rango de distribución original, aunque sólo algunos pueden
estar implicados en enfermedades humanas como dermatitis (urticaria de los
nadadores) y, notablemente, la meningoencefalitis eosinofílica (provocada por
el nemátodo Angiostrongylus cantonensis). Además de las barreras físicas
contra los agresores (conchilla, tegumento), este animal esta dotado de un
sistema inmune innato compuesto de hemocitos, los cuales no sólo se
encuentran en circulación, sino que frecuentemente infiltran diversos tejidos y
órganos y además, son capaces de formar aglomerados esferoidales en el
riñón y pulmón que participan en la defensa contra los agresores. Por otra
parte, este animal es capaz de enfrentar dos ciclos de actividadquiescencia
(uno de estivación y otro de hibernación) que implican la alternancia de hipoxia
y reoxigenación, y la participación de defensas antioxidantes y de chaperonas
moleculares; aunque el estado de conocimiento bioquímico y proteómico de la
estivación ha avanzado substancialmente, la hibernación recién ha comenzado
a estudiarse (SectypUNCuyo, 20112013). El abordaje de ambas estrategias
de defensa de esta ampularia se hará a través de los siguientes objetivos
específicos: (a) caracterizar las células troncales comprometidas con linaje/s
hemocitario/s, (b) investigar la participación de las diferentes barreras



orgánicas in vivo (riñón y pulmón) e in vitro (agregados de hemocitos en
cultivo) frente al desafío de antígenos bacterianos (lipolisacárido) y parasitarios
(A. cantonensis, en colaboración con los Dres. Alessandra Morassutti y Carlos
GraeffTeixeira, de la Pontificia Universidade de Rio Grande do Sul, PUCRS) y,
(c) profundizar el estudio de las diferentes defensas antioxidantes enzimáticas
y no enzimáticas durante el ciclo actividadhibernación.

Estado Actual
de
Conocimientos
del Tema

La ampularia Pomacea canaliculata es un gasterópodo nativo de la cuenca del
Plata (Hayes et al., 2012)que ha mostrado una notable capacidad invasora
como plaga de arrozales y otros cultivos inundados, adaptándose con facilidad
a nuevas regiones, que hoy incluyen noreste de la India, Japón, sur de China y
Estados Unidos (principalmente Florida y Hawaii) (Rawlings et al., 2007; Hayes
et al., 2008). Recientemente esta especie (y/o una congenérica, P. maculata)
ha invadido el delta del Ebro, importante zona arrocera de España (Oscoz et
al., 2010)y curiosamente, pero refirmando su extraordinaria capacidad
invasora, se la ha encontrado también en Siberia, en medio de la nieve, pero
habitando una laguna que es parte del sistema refrigerante de una estación
eléctrica termonuclear (Yanygina et al., 2010).

Esta capacidad adaptativa se basa fundamentalmente en algunas de sus
características ecofisiológícas, como el potencial reproductivo y la resistencia a
agresores microbianos y a cambios drásticos del ambiente. Estos dos últimos
aspectos serán abordados en este proyecto.

Defensas inmunitarias: P. canaliculata está asociada con una pléyade de
organismos epi y endosimbióticos en su ámbito de distribución original (Vega
et al., 2006), desde bacterias a metazoos, muchos de los cuales parecen ser
comensales, pero algunos de los cuales la benefician (Vega et al., 2012; Godoy
et al., 2013; Dellagnola et al., enviado). El delicado equilibrio entre self y non
self sería mantenido por los hemocitos, células que cumplen funciones
análogas a las  del sistema inmune innato de los vertebrados, es decir,
fagocitosis, degradación enzimática intracelular de patógenos, generación de
especies reactivas de oxígeno y liberación de substancias antimicrobianas
(Ottaviani, 1991; Martin et al., 2007)mediante degranulación holocrina y
merocrina: estos hemocitos han sido recientemente caracterizados (Accorsi et
al., 2013; Cueto et al., 2013; Cueto et al., enviado).

También en relación a las defensas hemocitarias, es importante destacar que
P. canaliculata en China, es decir fuera de su ámbito de distribución original, se
ha asociado como huésped intermediario alternativo con el nemátodo
Angiostrongylus cantonensis, agente etiológico de la meningoencefalitis
eosinofílica, enfermedad que puede ser invalidante y aun mortal (Lv et al.,
2009). El parásito se ha dispersado fuera de China y ya se encuentra en Brasil
(Thiengo et al., 2013), por lo que su asociación a las extensas poblaciones de
P. canaliculata en nuestro país puede ser inminente.

Defensas contra el daño oxidativo: esta ampularia debe enfrentar cambios



drásticos de la disponibilidad de agua, en hábitats que se desecan ocasional o
estacionalmente. Cuando esto ocurre, se entierran en el barro del fondo,
cierran su opérculo y entran en un estado hipometabólico conocido como
estivación. Este fenómeno fue observado por primera vez en esta especie por
el viajero y naturalista francés Alcide d’Orbigny (1847)y ha sido recientemente
estudiado por nosotros (GiraudBilloud et al., 2011; GiraudBilloud et al., 2013).
Una situación diferente es la hibernación, que implica también la entrada en un
estado hipometabólico, pero que ocurre en respuesta al descenso de la
temperatura del agua. Si bien el ciclo de actividadhibernación ha sido el objeto
de estudios relacionados al desarrollo de la resistencia al frío (Matsukura et al.,
2009; Wada & Matsukura, 2011), los mecanismos de defensa contra el estrés
oxidativo y el daño tisular no han sido estudiados (salvo un estudio preliminar
nuestro, Giuffrida et al., 2013) y son significativos por la importancia de este
ciclo ecofisiológico.
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Formulación y
Fundamentación
del Problema a
Investigar

1. Defensas inmunitarias: Como en todos los invertebrados que han sido
estudiados, los hemocitos de esta ampularia cumplirían sus funciones
patrullando la circulación hemolinfática y los tejidos, pero en esta ampularia, lo
hacen además estableciendo dos barreras orgánicas a los invasores, el riñón y
el pulmón (Rodríguez et al., 2012), órganos que están interpuestos de modo
diverso en la circulación, ya que el riñón filtra principalmente la hemolinfa
efluente de la masa cefalopodal, mientras que el pulmón filtra principalmente el
efluente de la cavidad del manto y de la masa visceral (Andrews, 1965). Otro
aspecto interesante es que los hemocitos de esta especie tienden a formar
grandes acúmulos esferoidales (~70µ), que hemos observado tanto in vivo
(Rodríguez et al., 2012)como in vitro (Cueto et al., 2013)y en los que los
agresores quedaría englobados. Consideramos que la formación de esferoides
in vitro puede utilizarse como un modelo adecuado de las interacciones que
ocurren in vivo.

2. Defensas contra el daño oxidativo: Como ocurre en patologías humanas
 (Halliwell & Gutteridge, 1989; Young & Woodside, 2001)la mayor agresión a la
fisiología de este animal no es producida por la hipoxia que acompaña al
hipometabolismo, sino por la formación de especies reactivas del oxígeno
durante la reactivación metabólica a la salida del estado hipometabólico. En
estudios recientes hemos descripto un conjunto de defensas enzimáticas y no
enzimáticas que se ponen en juego durante la reactivación posterior a la
estivación (GiraudBilloud et al., 2011; GiraudBilloud et al., 2013). Estudios no
publicados (Giuffrida et al., 2013) sugieren que los mecanismos de defensa
actuantes a la salida de la hibernación pueden ser semejantes a los de la
salida de la estivación.
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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 orgánicas en la respuesta
a antígenos (bacterianos y de A. cantonensis).

           1.3.   Investigar la formación in vitro de esferoides en respuesta a los
antígenos precedentes.

2.         Defensas contra el daño oxidativo:

            2.1.   Completar el estudio de la participación de defensas enzimáticas
(CAT, SOD) y no enzimáticas (ácido úrico, glutatión reducido)                      
durante el ciclo actividadhibernación.

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

Hipótesis de
Trabajo

1.         Defensas inmunitarias:

           1.1.   Existen células madre (progenitoras hemocitopoyéticas o
mesenquimales) circulantes en la ampularia P. canaliculata.

           1.2.   Los hemocitos reaccionan a los desafíos inmunológicos con la
formación de esferoides 3D.

           1.3.   Los sitios principales de formación de esferoides son el riñón y el
pulmón.

           1.4.   Los esferoides formados en los cultivos primarios de hemocitos
son un modelo adecuado de la reacción que se produce in                          



 vivo.

2.         Defensas contra el daño oxidativo:

             Las defensas puestas en juego a la salida de la hibernación son
semejantes a las de la salida de la estivación.

Metodología 1.1.       Animales: Se utilizará una cepa de cultivo de Pomacea canaliculata,
originaria del Lago del Rosedal (Palermo, Buenos Aires) que hemos utilizado
en estudios anteriores. Los animales son mantenidos a 26 ± 1ºC, con un
fotoperíodo de 14 horas de luz y 10 hs de oscuridad, y son alimentados con
una dieta mixta consistente en lechuga, alimento balanceado para peces,
huevos de ampularia desecados y triturados, y papel.

1.2.       Microscopía óptica y electrónica: Para microscopía óptica, las muestras
de tejido se fijarán en líquido de Bouin diluido, serán deshidratadas e incluídas
en parafina/resina (Histoplast ), para luego teñirlas con hematoxilina de Harris
eosina, hematoxilina férrica de Heindenhain o un tricrómico (Nuclear Fast Red,
Alcian Blue y eosina). El análisis de imágenes se hará mediante el sistema
Image ProPlus 4.1  (Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA). Se
obtendrán micrografías digitales con un microscopio Nikon 80i. Para
microscopía electrónica de transmisión, la fijación se hará en líquido de
Karnovsky, seguido de un tratamiento con osmioferrocianuro de potasio e
inclusión en Spurr. Para microscopía electrónica de barrido, las muestras serán
deshidratadas por la metodología de punto crítico, y doradas para su
observación.

1.3.       Citometría de flujo: Las muestras examinadas con el citómetro FACS
Aria III (BD Bioscience, CaliforniaUSA) serán excitadas con una fuente láser de
argón a 488 nm y los parámetros del instrumento establecidos para capturar la
señales de fluorescencia por tamaño (FSC=forward light scatter), complejidad
interna (SSC=side light scatter), como así también, a distintos marcadores
específicos. En todos los casos se adquirirán al menos 20000 eventos por
muestra y luego serán analizadas con los softwares Summit 4.3 y Diva. Los
medios y buffers que se utilicen serán ajustados a 140 mOsm (Cueto et al.,
2011) y luego filtrados a través de poros de 0,2 µm.

1.4.       Cultivo primario de hemocitos: Se realizará según el método de Cueto
et al. (2013) a partir de hemocitos circulantes “mixtos” y a partir de las
poblaciones separadas mediante citometría de flujo y ‘cell sorting’, y que
hemos identificado como agranulocitos, hialinocitos y granulocitos (Cueto et al.,
enviado).

1.5.       Respuestas a desafíos antigénicos: se evaluará la respuesta de
formación de esferoides hemocitarios en respuesta a antígenos de Escherichia
coli (lipopolisacárido, LPS) y de A. cantonesis (antígeno 31 kDa, Morassutti et
al., 2013)tanto in vivo como in vitro. Para los experimentos in vivo los antígenos
se administrarán intrapodalmente o en la masa visceral, y la reacción se
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explorará histológicamente en el riñón y el pulmón (los controles serán
inyectados con vehículo). Para los experimentos in vitro, los hemocitos se
cultivarán en ausencia o presencia de los antígenos, y la formación de
esferoides se cuantificará como en Cueto et al. (2013)

1.6.       Caracterización de las células madre en la circulación: El cultivo in vitro
de hemocitos tomados de la circulación ha mostrado cierta actividad
proliferativa (Cueto et al., 2013), que sugiere la existencia de una pequeña
población circulante de células madre (mesenquimales y/o hemocitopoyéticas).
Aquí exploraremos esta población por la determinación de la proporción de
células en ciclo y en quiescencia (mediante ioduro de propidio y naranja de
acridina, respectivamente), la actividad metabólica mitocondrial (mediante el
colorante catiónico JC1), la capacidad de eflujo de tóxicos (exclusión del
colorante Hoechst 33342), así como el potencial proliferativo de los hemocitos
(ensayo CFSE y captación de BrdU). Además, pondremos un modelo in vivo de
tratamiento de los animales con 5fluoruracilo (droga que interfiere con los
procesos de biosíntesis de DNA y RNA o en su incorporación) para selección
de células madre (resistentes al tratamiento por su baja actividad mitótica) y
posterior rescate de los animales tratados con 5FU con el transplante de
células madre de animales sanos. Nuestro modelo supone que la
administración de hemocitos circulantes (conteniendo una proporción de
células madre) disminuirá el porcentaje de mortalidad de animales tratados con
5FU, que las células madre se alojarán en los nichos para su división y
diferenciación (probablemente el riñón), y que la población de hemocitos
circulantes recuperará valores normales.

1.7.       Respuesta a la reoxigenación: Nuestros estudios anteriores han tenido
por objeto las respuestas al estrés oxidativo en el ciclo de actividadestivación
(GiraudBilloud et al., 2011; GiraudBilloud et al., 2013). En el presente
proyecto queremos completar un estudio no publicado (Giuffrida et al., 2013)
que sugiere la actuación de mecanismos semejantes en el ciclo de actividad
hibernación.

1.7.1.   Defensas enzimáticas y no enzimáticas: Estudiaremos el daño tisular
durante la hibernación y la reoxigenación posterior mediante la determinación
de peroxidación lipídica (TBARs) y la cuantificación de antioxidantes totales.
Además estudiaremos la defensa específica por antioxidantes enzimáticos y no
enzimáticos (SOD, CAT, GSH, ácido úrico/alantoína), mediante métodos
colorimétricos, como ya lo hemos hecho en el ciclo de actividadestivación
(GiraudBilloud et al., 2011; GiraudBilloud et al., 2013).

1.7.2.   Chaperonas moleculares: La detección de  las Hsp70  constitutiva
(Hsc70, 73 kDa) e inducible (Hsp70, 72 kDa) y Hsp90 se realizará mediante
Western blot bajo condiciones previamente descriptas (GiraudBilloud et al.,
2013). Los anticuerpos primarios serán identificados usando IgG antiratón
(obtenida en cabra) conjugados con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA) y posteriormente detectadas con un sistema de



quimioluminiscencia. En todos los casos, la semicuantificación por
densitometría  se realizará usando el software de análisis de imágenes de NIH
(ImageJ). Los cambios en la expresión tisular de cada una de las Hsp serán
normalizadas por las unidades de βtubulina estudiadas.  
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Resultados
Esperados

Con este proyecto esperamos:

1. Encontrar células madre circulantes en P. canaliculata, pero que a la vez se
anclan en ciertos tejidos que adquieren entonces el carácter de
hemopoyéticos. Entre ellos los más notables serán los islotes hemocitarios
renales. También esperamos encontrar que la exposición a antígenos
(bacterianos y de A. cantonensis) promueve la formación de esferoides
hemocitarios en el riñón y en el pulmón, y que lo mismo podrá ser repetido in
vitro.

2.  Que la ampularia manifieste una poderosa respuesta antioxidante y de
chaperonas moleculares frente a la reoxigenación posterior a la hibernación.

Inglés (Título) Defences against immune challenges and oxidative damage in the apple snail
Pomacea canaliculata

Inglés
(Descripción)

The apple snail  Pomacea canaliculata is a freshwater gastropod presenting
several adaptative strategies to cope biotic and abiotic envirinmental stressors.
The immune defenses and the ability to tolerate periods of activityquiescence
may account for the invasive capacity of this snail. P. canaliculata is associated
to numerous symbionts in its original range, but only some are involved in



human diseases such as dermatitis (‘swimmers itch’) and, notably, to
eosinophilic meningitis (provoked by the nematode Angiostrongylus
cantonensis). Beyond the physical barriers against aggressors (shell,
integument), this animal is endowed with an innate immune system composed
of hemocytes, which are both in the circulation and as infiltrating cells in several
tissues and organs, and are able to form spheroidal aggregates in the kidney
and the lung. Besides that, this apple snail is able to cope with the stress of two
ecophysiological cycles of activityquiescence (estivation, hibernation) which
imply sequential hipoxia and reoxygenation, with the involvement of antioxidant
defenses and molecular chaperones: even though our knowledge of the
biochemical and proteomic  mechanisms of estivation has significantly
advanced, those of hibernation have only been preliminary studied (SECTyP
UNCuyo, 20112013). These defenses will be approached through the following
specific objectives: (a) characterization of stem cells committed to the hemocyte
lineage/s, (b) investigation of the involvement of the different organ barriers in
vivo (kidney and lung) and in vitro (hemocyte aggregates in culture), ad their
response to challeng by bacterial (lipopolysaccharide) and parasite antigens (A.
cantonensis, in collaboration with Drs. Alessandra Morassutti y Carlos Graeff
Teixeira, Pontificia Universidade de Rio Grande do Sul, PUCRS)  and (c) the
completion of the study of enzymatic and nonenzymatic antioxidant defenses
during the activityhibernation cycle.

Inglés (Palabras
Clave)

Hemocytes – stem cells – 3D spheroids – reoxygenation –lipid peroxidation –
proteome damage
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