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RESUMEN

El pez amazobnico gigante “paiche” Arapaima gigas es una especie prometedora
para la piscicultura tropical debido a sus caracteristicas anatdmicas, sin embargo,
su completa domesticacion es problemética debido a la falta de informacién

bioldgica.

Los progresos recientes en el campo de la biotecnologia molecular, llamados
“‘omicas”, estan revolucionando la ictiologia basica y aplicada; en particular la
protedbmica por espectrometria doble masa MALDI TOF/TOF, que permite la
deteccidn y caracterizacion masiva de péptidos de efectores fisiolégicos asi como

de patégenos.

En el presente trabajo, esta tecnologia ha sido aplicada al paiche para abrir lineas
primordiales de investigacion en endocrinologia, patologia infecciosa e
inmunologia. Es asi, que mediante esta técnica se han identificado péptidos de
hormonas primordiales para la reproduccion, tal como kisspeptin 1, kisspeptin 2 y
gonadoliberin, a partir de extractos proteicos de cerebro; un péptido de proteina
de membrana del parasito Spironucleus salmonicida (Hexamitidae) ha sido
detectado e identificado en extractos proteicos de mucus de la piel y péptidos de
proteinas inmunitarias y de respuesta a estrés hipoxico han sido detectados e

identificados en extractos proteicos de sueros y mucus de escamas.

Este conjunto de metodologias y resultados va permitir profundizar
investigaciones sobre la reproduccion y la prevencion de enfermedades de paiche

y sera pronto valorizado en investigaciones con otras especies de peces.

Palabras clave: pez, paiche Arapaima, espectrometria de masas, MALDI

TOF/TOF, endocrinologia, patologia, inmunidad, diagnéstico,



ABSTRACT
The giant amazon fish "paiche" (Arapaima gigas) is a promising species for
tropical fish farming because of their anatomical features but its complete

domestication is problematic due to the lack of biological information.

Recent progress in the field of molecular biotechnology, called "omics", are
revolutionizing the basic and applied ichthyology; particularly proteomics by dual-
mass spectrometry MALDI TOF / TOF, which allows detection and massive

characterization of peptides of physiological effectors and pathogens.

In this work, this technology has been applied to paiche to open priority research
lines in endocrinology, infectious disease and immunology. Thus, by this technique
they have been identified peptides of primordial hormones for reproduction, such
as kisspeptin 1, kisspeptin 2 and gonadoliberin, have been detected and identified
from brain protein extracts; a peptide of membrane protein of the parasite
Spironucleus salmonicida (Hexamitidae) has been detected and identified in
protein extracts of scale mucus and peptides of immune and hypoxia response
proteins have been detected and identified in extracts of serum protein and scale

mucus.

This set of methodologies and results will allow further research on reproduction
and disease prevention of paiche and will be soon applied for research with other

species of fish.

KEYWORDS: fish, paiche, Arapaima, Mass spectrometry, MALDI TOF/TOF,

endocrinology, pathology, immunology, diagnostic.



1. INTRODUCCION

El crecimiento mundial de la poblacion exige constantemente recursos
naturales para su subsistencia, tal como productos agricolas, pesqueros y
acuicolas. En los ultimos afios, la pesca ha mostrado una tendencia a la
estabilizacion de su produccion por captura, mientras que la acuicultura ha
mantenido su crecimiento (FAO 2014) con un incremento en los ultimos 20 afios
de 78% para peces, 308% para crustaceos y 60% para moluscos (Peng 2013).
Las producciones acuicolas con una tasa de crecimiento anual de 6.9%
contribuyen al 43% del alimento animal para el consumo humano (Rodrigues et al

2012).

Este incremento en la produccion acuicola ha resultado de conocimientos
cientificos y tecnologias que han sido orientados a la solucién de problemas de
reproduccion, de produccion de semilla, de nutricion, de diagnostico de
patégenos, de prevencién de enfermedades, de vacunacion, de mejoramiento
genético, entre otros. Los progresos recientes en biotecnologia molecular, con el
conjunto de tecnologias Illamadas “omicas” (genGmica, metagendmica,
transcriptomica, proteémica y metaboldémica) han beneficiado ampliamente a las
investigaciones basicas y aplicadas en el campo de la produccion animal

agropecuaria y acuicola (Rodrigues et al 2012).

Si bien, la gendmica y transcriptomica son Uutiles en el entendimiento de la
informacion genética, las vias de transduccion de sefales y la expresion de
genes, las investigaciones a nivel proteémico y metabolémico son primordiales ya
gue se trata de la caracterizacibn de moléculas estructurales y efectoras de las

multiples funciones celulares (Hartmann et al 2014; Rodrigues et al 2012).
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La protedmica y metabolomica se han beneficiado de las fantasticas innovaciones
en tecnologias de espectrometria doble masa conocida como MALDI TOF/TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight). Esta tecnologia
provee la deteccidbn masiva de proteinas, péptidos y metabolitos desde varios
tipos de muestras desde organismos completos o en cortes histologicos, células
eucariotas o procariotas, hasta moléculas mas o menos purificadas, analizando y
caracterizando las moléculas de manera global o individual, de forma rapida y

versatil (Di Girolamo et al 2013).

Sin embargo, una problemética resalta en el interés de la transferencia
tecnoldgica en el sector acuicola a especies donde los estudios moleculares se
han visto estancado o limitado debido a la falta de informacién bioldgica y bases
de datos, siendo el paiche es un claro ejemplo de esta problematica. De forma
particular, vacios completos de informacion en proteinas asociadas a la

reproduccion, inmunologia y patologia del paiche existen a la fecha.

El presente trabajo, confirmé la hipétesis de que la aplicacion de la espectrometria
doble masa MALDI TOF/TOF, implementada para abrir tres importantes lineas de
investigacion referentes a la endocrinologia de la reproduccién, la inmunologia y
la patologia en el diagnostico del paiche, contribuyen al conocimiento basico y
aplicado con miras al cultivo sostenible de esta especie. Por tanto, el objetivo de
estudio fue la aplicacion de la técnica de espectrometria de masas MALDI TOF
TOF en la identificacion de proteinas asociadas a la endocrinologia, inmunologia

y patologia del paiche Arapaima gigas.



2. MARCO DE REFERENCIA DEL PROBLEMA

2.1. Antecedentes

Existen pocas dudas de que la biologia moderna es la mas diversificada de las
ciencias naturales y el incremento en el conocimiento de este campo se debe, en
gran medida, a la interaccion de sus areas, entre las que destaca la biologia
molecular (Smith 2004), la cual se centra en los mecanismos por los cuales los
procesos celulares son llevados a cabo por varias macromoléculas biologicas en
la célula, tal como &cidos nucleicos, proteinas, metabolitos, lipidos vy
carbohidratos, (Krebs et al 2014).

En las Ultimas décadas, los avances en el estudio de estas macromoléculas, en el
campo de la biotecnologia y biologia molecular, se deben gracias al desarrollo de
nuevas tecnologias que han expandido nuestra capacidad de conocer y analizar
la estructura y funcién de las mismas. La gendmica, transcriptémica, protedmica y
metaboldémica, llamadas en conjunto “6micas”, son campos de estudio donde la
aplicacion de nuevas herramientas de alto rendimiento permite la medicion
sistematica de todos los componentes y biomoléculas celulares hasta ahora

inexplorados.

La gendmica, enfocada en la evolucion, funcionamiento y contenido de los
genomas, aporta a través del secuenciamiento de genomas completos de
organismos de interés. La transcriptdmica por su lado, enfoca su estudio en la
expresion de los genes, llevando toda la informacion genomica al plano funcional
(Kim et al 2016), complementandose posteriormente con la metabolomica, la cual
analiza los cambios en los metabolitos celulares como resultado de la actividad

celular (Putri et al 2013). Adicional a estas tres 0micas, una cuarta, la protedmica,
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complementa en gran medida el enfoque multidisciplinario de los avances

tecnoldgicos en biotecnologia molecular.

La protebmica es un campo emergente de las 6micas que se centra en analizar el
conjunto de proteinas que son producidas, moduladas y/o modificadas en células
y/u organismos (Gorg et al 2004). Hasta ahora, un amplio rango de métodos
protedmicos han sido aplicados a la investigacion, haciendo uso de tecnologias
de identificacion multidimensional de proteinas, western-blot, electroforesis
bidimensional con espectrometria de masas, espectrometria de masas con
cromatografia liquida (LC-MS) y de espectrometria de masas per sé, han sido
publicados en diferentes sectores productivos (agricolas, acuicolas, ambientales
etc) (Prieto et al 2012; Peng et al 2004; Lin et al 2009) y aplicadas en muchos
campos de las ciencias biolégicas (Ahmad et al 2012). De forma particular, los
resultados alcanzados con dichas herramientas tecnoldgicas han promovido
enormemente el desarrollo de la proteGmica en la acuicultura y en particular en la

piscicultura a nivel mundial (Peng 2013; Prieto et al 2012).

En la endocrinologia de peces, la aplicacién de la técnica de espectrometria de
masas se ha perfilado en los dltimos afios como una herramienta sensible y
rapida en el estudio de moléculas especificas, tal como hormonas asociadas a la
reproduccion (LiuP et al 2013; Ubuka et al 2009; Yi et al 2015), neuropéptidos (Ma
et al 2009; Takahashi et al 2008) y proteinas involucradas en la diferenciaciéon
sexual y maduracion (Om et al 2013; Gouveia et al 2013; Groh et al 2011;

Rodrigues et al 2012).
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En la patologia de peces, la aplicacion de la espectrometria de masas ha
mejorado la sensibilidad de deteccion de patdégenos (Fekih-Zaghbib et al 2013),
evaluando enfermedades virales y bacterianas (Peng 2013); la identificacion de
patégenos a través de proteinas del mucus (Mai et al 2015); la clasificacion de
patégenos bacterianos de peces (Kurokawa et al 2012; Xu et al 2004; Wu et al
2006; Dong et al 2011; Luo et al 2009) asi como de microorganismos no
patogenos (Krader y Emerson 2004). Este enfoque protedmico esta disponible
para la identificacion de moléculas involucradas en el complejo proceso biologico
de infeccién y permite una busqueda de las proteinas asociadas a los diversos
parasitos (Mai et al 2015). Sin embargo, la aplicacion de esta herramienta en el
diagnéstico de patdégenos es mas desarrollada en el ambito de la medicina
humana, donde se aplica actualmente en rutina (Tran et al 2015; Sloots et al

2015; Patel 2015).

En la inmunologia de peces, la aplicacion de la espectrometria de masas es de
importancia en la identificacion de péptidos antimicrobianos en el mucus y suero
(Jurado et al 2015; Liang et al 2011; Su 2011; Bergsson et al 2005; Conceicéo et
al 2012; Fekih-Zaghbib et al 2013), en la deteccion de proteinas inmunitarias de
peces (Medina et al 2015; Huang et al 2015; Liu® et al 2012), en la identificacién
de estresores a partir de perfiles de espectros de masas (Sanahuja y Ibarz 2015;
Provan et al 2006; Rodrigues et al 2012) y en el estudio de la composicion del

mucus epidérmico de peces infectados (Provan et al 2013), entre otros.

2.2. Bases teodrico-cientificas.

La funcionalidad del proteoma, a nivel celular, tisular y global del organismo

implica una naturaleza altamente dindmica en relacion a los tipos de proteinas
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expresadas, su abundancia, modificaciones, localizaciones subcelulares, etc.,
siendo esta funcionalidad dependiente del estado fisiol6gico de la célula, tejido u
organismo (Aebersold y Goodlett 2000). Esta dinamica y diversidad compleja de
moléculas, principalmente aplicado a péptidos y proteinas en general, requiere de
técnicas sofisticadas de estudio que permitan un andlisis con alta sensibilidad y
precision, ademas de un rapido tiempo de analisis (Reizer y Caprioli 2005). Frente
a ello, la espectrometria de masas surge como herramienta analitica que hace
posible la identificacidon de proteinas y péptidos, asi como su peso molecular,
modificaciones estructurales y secuencia de aminoacidos (Di Girolamo et al

2013).

La espectrometria de masas es una técnica instrumental que estudia la materia
mediante la formacion de iones en fase gaseosa, permitiendo la determinacién de
la relacibn masa/ carga (m/z) de un compuesto dado, el que ha sido sometido a
los efectos de un campo magnético que permite el movimiento de dichos iones.
De este modo, esta técnica, brinda informacién de la masa molecular de un
compuesto (o biomoléculas), haciendo posible su identificacién y cuantificacién a

partir de cantidades realmente pequefias (algunos pmoles) de analito.

El espectrometro de masas contempla un sistema de entrada donde es colocada
la muestra o analito, la cual es seguidamente inyectada o vaporizada en la
camara de ionizacion a muy baja presion, donde a través de alguna forma de
energia, como un laser de electrones de alta energia, perturba la estabilidad
electrénica formando fragmentos ionizados que son impulsados posteriormente a
un analizador masico, gracias a un campo magnético diferencial, a través de una
trayectoria lineal que separa y clasifica dichos iones en funcion a su relacion

masa/carga (m/z). Estos iones alcanzan un detector de iones que distingue y



17
cuantifica el tipo y cantidad de iones presentes en la muestra. Como los iones son
inestables y muy reactivos, se deben manipular en alto vacio, el cual es condicién

de funcionamiento del equipo.
Dependiendo de la forma de ionizacion, podemos clasificarla en:

1. lonizacion en fase gaseosa:
e lonizacion electrénica (El)

¢ lonizacién quimica (CI)

2. lonizacion por bombardeo de particulas:

e Bombardeo con atomos rapidos (FAB).

e Espectrometria de masas de iones secundarios (SIM).
3. lonizacion a presion atmosférica:

¢ |onizacion por electroevaporacion. (ESI).

¢ |onizacién quimica a presién atmosférica (APCI).
4. lonizacién por desorcién laser:

e Desorcion/ ionizacion laser asistida por matriz. (MALDI)

De acuerdo al tipo de analizador masico presente, podemos clasificar el equipo

en:

1. Analizadores cuadrupolares.

2. Analizadores de trampa de iones.
3. Analizador de sectores.

4. Analizador de tiempo de vuelo (TOF)
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De acuerdo a ello, en la Universidad Nacional de Tumbes, se cuenta con un
espectrometro de masas con sistema de ionizacibn MALDI (Matrix-assisted laser
desorption/ionization) y un doble analizador de tiempo de vuelo (TOF/TOF), el
cual, ademas de realizar una identificacion inicial de iones, permite en un segundo
andlisis (o segundo tiempo de vuelo o TOF/TOF) fragmentar los iones a fin de
identificar los componentes de cada fragmento. De forma patrticular, en el estudio
protedmico, permite conocer la secuencia y composicion de aminoacidos en cada
fragmento ionizado, el cual posteriormente permite la identificacion de la proteina

de origen.

Esta técnica fue desarrollada en 1980 por Karas y Hillenkamp y Tanaka y
colaboradores, la cual esta basada en el uso de una matriz fotosensible que
inicialmente absorbe energia laser y posteriormente permite la generacion de
iones. Cuando un pulso laser incide en la muestra (cocristales de matriz y analito),
esta energia es absorbida inicialmente por la matriz que se vaporiza, llevando
consigo a las moléculas de analito. En fase gaseosa se intercambian iones entre
la matriz y el analito, mediante mecanismos de transferencia protonica, generando
moléculas de analito cargadas, llamadas aductos o iones cuasi moleculares.
Ademas, el éxito de esta técnica radica, en que la matriz es capaz de absorber
gran cantidad de energia a la longitud de onda del laser y posteriormente sufre
una relajacion, cediendo la energia emitida a las moléculas de la muestra de una
forma controlada, de manera que permite la desorcion de las moléculas quedando

como iones intactos en fase gaseosa (AB Sciex 2009).

La aplicacion de la espectrometria de masas MALDI TOF/TOF en el estudio

protedmico de las neurohormonas asociadas a la reproduccion en peces es uno
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de los enfoques con interés en la acuicultura de especies como el paiche, a razén
que la reproduccién es un proceso que implica tanto regulacién endocrina como
ambiental y el éxito de este proceso reproductivo implica que la gametogénesis
ocurra normalmente y que las interacciones hormonales a lo largo del eje cerebro-

hipofisis-gonada (CPG) se encuentren todas aseguradas (Vizziano 2010).

La estimulacion endocrina de la cascada reproductiva mediante la secrecion de
melatonina en el hipotalamo, es solo el inicio de una compleja interaccion que
incorpora otros péptidos y proteinas, tal como el péptido de activacién de la
adenilato ciclasa, la hormona de crecimiento, la hormona liberadora de
corticotropina y la hormona liberadora de gonadotropinas o GnRH (Falcon et al

2007).

En el eje CPG, la GnRH, un decapéptido hipotalamico, es el principal mediador de
la reproduccion regulando la sintesis y liberacién de gonadotropinas, teniendo un
rol clave en la regulacion del comportamiento sexual por modulacién de la
actividad neural en el sistema nervioso central (Ando et al 2013). Adicional a la
GnRH, una segunda hormona, recientemente reconocida como un potente
regulador de la reproduccion de vertebrados, ha sido identificada con el nombre
de Kisspeptin, la cual ejerce su funcién sobre las neuronas GnRH, a las cuales
induce para la produccion y liberacion de la hormona con el mismo nombre a nivel

de la pituitaria.

En vertebrados no mamiferos, como en los teleGsteos en general, se han
identificado dos paralogos de Kisspeptin con funciones conservadas en la

reproduccion, ejerciendo un efecto regulador en la maduracion sexual y sobre el
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dimorfismo de individuos juveniles, siendo el responsable inicial del proceso
reproductivo. Ademas, estudios en el pez cebra Danio rerio, han mostrado una
estrecha relacion entre kiss2 y GnRH3 en el area pre-Optica del cerebro,
atribuyéndoles el rol de reguladores predominantes de la sintesis de

gonadotropinas en peces. (Ogawa y Parhar 2013).

La aplicacion de la espectrometria de masas MALDI TOF/TOF en el estudio de
potenciales biomarcadores, a través de la caracterizacion e identificacion de
péptidos precursores especificos de diversas proteinas, ha sido ampliamente
enfocada en el bienestar de los peces para la acuicultura, nutricion, salud, calidad
y seguridad alimentaria (Rodrigues et al 2012). Este enfoque permite la
identificacion de proteinas asociadas a diversas condiciones fisiolégicas y
metabdlicas del organismo, tal como las relacionadas al estrés, siendo una

herramienta potencial en el diagnostico de dicha condicion (Provan et al 2006).

Otros enfoques, tal como la protebmica comparativa, ha contribuido al
conocimiento de las respuestas inmunitarias a agentes no infecciosos,
involucrando una produccion potenciada de proteinas de la fase aguda en

hospederos (Peng 2013).

2.3. Definicion de términos basicos.

Protedmica: Es el estudio del proteoma y se enfoca exhaustivamente al estudio
de los procesos bioldgicos a través del analisis sistematico de las proteinas
expresadas en una célula o tejido (Aebersold y Goodlett 2000). Estas proteinas

son consideradas los “caballos de batalla” de la célula, involucradas en todas las
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reacciones bioquimicas celulares, como transmisores, receptores y mensajeros
dentro y entre las células (Haga et al 2014). Provee no solo informacion a nivel
mecanico, sino que captura ademas los cambios en la actividad de las proteinas

tal como las modificaciones post traduccionales (Rodrigues et al 2012).

Espectrometria de masas: Es la herramienta mas importante en la actualidad
para el estudio de la protedbmica (Aebersold y Goodlett 2000). Esta técnica genera
espectros de masa a partir de células o tejidos, donde cada sefial corresponde a
un Unico péptido o proteina, el cual puede ser posteriormente identificado en base
a la informacién de la secuencia generada directamente de la sefal (m/z) de

interés (Reizer y Caprioli 2005).

MALDI-MS: Espectrometria de masas por ionizacion/desorcién por laser asistido
por matriz (Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) - Mass
Spectrometry (MS)). Esta referido a una fuente poderosa y versatil para la
produccion de iones intactos en fase gaseosa de un amplio rango de
componentes térmicamente labiles y no volatiles (como las proteinas), haciendo
uso de una matriz (solvente que contiene pequefias moléculas organicas), factor
crucial para el éxito del método de desorcion y la ionizacion, en el cual se basa
esta técnica. Durante la desorcion, a través de la incidencia de un laser, la
energia acumulada por la matriz permite su sublimacién haciendo contacto con el
analito en una pluma de expansion. Durante la ionizacién, el estado excitado
permite la transferencia de iones a las moléculas, las cuales son aceleradas en el
vacio, separandola entre si de acuerdo a la masa, hasta llegar al detector

(Hoffmann y Stroobant 2007).



3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. Localidad y periodo de ejecucion.

El presente estudio fue desarrollado en diferentes etapas: el mantenimiento de los
individuos de paiche A. gigas se realizé en el centro acuicola experimental
CEBAP, ubicado en Villa Puerto Pizarro, Tumbes. El procesamiento inicial de las
muestras se realizdé en el laboratorio de Biologia molecular y biotecnologia de
Inca’Biotec SAC, ubicado en la ciudad de Tumbes. El procesamiento final y
analisis protedmico se realiz6 en el laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar de la Universidad Nacional de
Tumbes, ubicado en Villa Puerto Pizarro-Tumbes. El estudio tuvo una duracion de

dos afios (Marzo 2014 a Febrero 2016).

3.2. Poblacion, muestra y muestreo.

La muestra de paiches empleados en el desarrollo del presente proyecto fueron
donados por la Universidad Nacional de Tumbes (UNT) en el 2015, consistiendo
de 12 juveniles de 7 kg peso promedio aproximado de 1,5 afios de edad.
Adicionalmente, se realizaron dos evaluaciones de individuos provenientes del

cultivo de paiche de la UNT, donde se tomaron diversas muestras de interés.

Para el estudio de la identificacion de neurohormonas asociadas a la
reproduccion, se trabajé con individuos destinados a la produccién (2015), los
cuales fueron sacrificados mediante shock térmico (en frio) y a los cuales se les
extrajo el cerebro. Adicionalmente, se sacrificaron tres individuos de los 12

destinados a la investigacion.
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Para el diagndstico de patdgenos presentes en el mucus de paiche, se realizé dos
colectas de muestras (mucus) en pools de individuos provenientes de la actividad
productiva de la UNT durante los muestreos de biometria y sacrificio organizados
por la misma. El estudio de moléculas inmunitarias se realizé con los individuos
destinados a la investigacion, en los cuales se tom6 de forma independiente,

muestras de sangre y mucus.

3.3. Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

La metodologia de estudio fue dividida en tres tipos de acuerdo a las diferentes

orientaciones del muestreo:

El estudio de la neurohormonas asociadas a la reproduccion se realiz6 a partir de
cerebros frescos colectados de forma inmediata al sacrificio de los individuos y su
almacenamiento en nitrdgeno liquido hasta el procesamiento de las muestras.
Previo a la extraccién de proteinas, los cerebros fueron segmentados en sus
respectivos lobulos (olfatorio, 6ptico), la region del telencéfalo, mesencéfalo,
hipotalamo y pituitaria para un mejor manejo. Dichas muestras fueron maceradas
adicionando buffer de lisis (5 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 40 mM Tris-HCI
pH 8.5, 1 mM MgCI2, 65 mM DTT, 1 mM PMSF) y sobre hielo. Posteriormente, las
muestras fueron sometidas a ultrasonido dos veces por 15 minutos y
homogenizadas con el “vértex”. Las muestras fueron centrifugadas a 16000 g por
10 minutos y el sobrenadante fue recuperado en tubos nuevos, donde se realizé
la precipitacion con acetona helada en un volumen de 4:1 acetona/muestra. Al

igual que en el mucus, las proteinas precipitadas fueron lavadas dos veces en
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metanol helado y 2 veces en acetona helada. Los pellet secos fueron
almacenados en -20°C hasta su uso y se tomaron alicuotas (50 ul) de las mismas
para su digestion con tripsina (13ng/ul) en bicarbonato de amonio con 10% de
acetonitrilo segun el protocolo descrito por Schevchenko et al (2007). Los pellet
finales fueron resuspendidos en 10 ul de ACN 80% con 0.1% TFA y
posteriormente depositados en la placa MALDI junto a un volumen igual de matriz

(CHCA).

La identificacion de patdgenos presentes en el mucus de paiche se llevo a cabo a
través de la colecta del mucus de la piel, la cual se realiz6 con ayuda de laminas
portaobjeto estériles, haciendo un ligero raspado en las regiones dorsolateral de
los individuos y se depositaron en forma combinada de hasta 7 muestras aprox.
en tubos estériles de 15 ml. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 1000
rpm/30 seg para retirar particulas contaminantes del mucus, el cual fue separado
y sometido a la extraccion de proteinas. EI mucus limpio de particulas
contaminantes (como arena o fibras) fue diluido en un volumen igual con buffer de
lisis (5 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 40 mM Tris-HCI pH 8.5, 1 mM MgCI2,
65 mM DTT, 1 mM PMSF). Posteriormente, la precipitacion de proteinas se
realiz6 con acetona helada en relacibn 3:1 acetona/muestra. Las proteinas
precipitadas fueron lavadas dos veces en metanol helado y 2 veces en acetona
helada. Los pellet secos fueron almacenados en -20°C hasta su uso. Se tomaron
alicuotas (50 ul) de las mismas para su digestiébn con tripsina (13ng/ul) en
bicarbonato de amonio con 10% de acetonitrilo segun el protocolo descrito por
Schevchenko et al (2007). Los pellet finales fueron resuspendidos en 10 ul de
ACN 50% con 0.1% TFA y posteriormente depositados en la placa MALDI junto a

un volumen igual de matriz (CHCA).
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Para el estudio de proteinas en sangre, individuos previamente anestesiados con
isoeugenol (anestesia leve) en solucién al 1% stock, fueron empleados para la
toma de muestras de sangre con sistema al vacio en tubos con activadores de la
coagulacion (tapa roja) a partir de la vena caudal de los paiches. Las muestras
fueron centrifugadas a 5000rpm/10 min y el suero resultante fue colectado de
forma aséptica. La precipitacion se realiz6 directamente sobre el suero con
acetona helada en un volumen 4:1 acetona/muestra. Se incub6 a -20°C por 1,5
horas y posteriormente se centrifugd a 16000g/10 min donde se recupero el pellet,
el cual fue lavado 2 veces con acetona helada. Los pellet secos fueron
almacenados en -20°C hasta su uso. Se tomaron alicuotas (50 ul) de las mismas
para su digestion con tripsina (13ng/ul) en bicarbonato de amonio con 10% de
acetonitrilo segun el protocolo descrito por Schevchenko et al (2007). Los pellet
finales fueron resuspendidos en 10 ul de ACN 50% con 0.1% TFA vy
posteriormente depositados en la placa MALDI junto a un volumen igual de matriz

(CHCA).

Para el procesamiento de todas las muestras, se emple6é un espectrometro de
masas MALDI TOF/TOF 5800 (AB SCIEX) con un laser de Nd:YAD de 349 nm de
longitud de onda. Las condiciones de corrida (Job Run) fueron configuradas
manualmente de acuerdo a calibraciones previas con espectros mas resolutivos y

posteriormente de forma automatica para todas las muestras (Spot Set).
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3.4. Procesamiento y andlisis de datos.

El analisis de los resultados se realizé con el software ProteinPilotTM (AB Sciex)
considerando las condiciones de alquilacion con iodoacetamide y la digestion con
Tripsina. Se trabajé con bases de datos asociados a teledsteos descargados del
repositorio universal Uniprot (http://www.uniprot.org/) y NCBI

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins).

Los péptidos obtenidos del procesamiento por doble fragmentacion (MS/MS)
fueron posteriormente analizados en funcién a sus caracteristicas de longitud,
porcentaje de confianza, valor de Error (E value, en el ProteinBLAST) y su

identificacion directa por el software ProteinPilot.

En la identificacibn de las neurohormonas GnRH y Kisspeptin, se realizd
adicionalmente un alineamiento con la secuencia de mayor similitud, debido al
interés en la caracterizacion del péptido funcional (decapéptido en GnRH y

dodecapéptido en Kisspeptin).



4. RESULTADOS.

La aplicacion de la espectrometria de doble masa, MALDI TOF/TOF en el estudio
protedmico del paiche se organizé en tres lineas principales: Reproducciéon (Tabla
1), Patologia (Tabla 2) e Inmunologia (Tabla 3). Se identificaron diversas
proteinas con valores de confianza mayores al 90% a partir de las secuencias
generadas por el software ProteinPilot posterior al andlisis doble masa (TOF/TOF)

de las muestras provenientes de diferentes extractos protéicos.

4.1 ldentificacion de neurohormonas asociadas a la reproduccion:

A partir de extractos de proteinas de cerebro de juveniles de paiche, se
identificaron dos isoformas de la hormona kisspeptin (Kiss) (Fig. 1 y 2), asi como
una de las tres isoformas de la hormona liberadora de gonadotropinas (llamada
también gonadoliberina o0 GnRH) (Fig. 3) y otros neuropéptidos (Tabla 1; Fig. 4 a
Fig. 9). La identificacion del péptido de Kisspeptin 1 y de la Proteina de respuesta
al crecimiento temprano se realiz6 a través de la base de datos del ProtinBlast

mientras que los péptidos restantes a partir del software ProteinPilot.

El andlisis de los péptidos identificados de las hormonas kisspeptin y
gonadoliberina no pertenecié a las regiones funcionales de las mismas, sin
embargo permitieron asociar comparativamente y de forma significativa las

relaciones con otras especies.

Los neuropéptidos de paiche identificados en el presente estudio fueron:
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PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: metastasis-suppressor KiSS-1 [Macaca fascicularis] 384 384 100% 0022 100% XP 0153040981
PREDICTED: L OW QUALITY PROTEIN: metastasis-suppressor KiSS-1 [Macaca mulattal 384 384 100% 0022 100% XP _014975220.1

RecName: Full=Metastasis-suppressor KiSS-1: AltName: Full=Kisspeptin-1. Contains: RecName| 38.4 38.4 100% 0.023 100% Q5PXH1.1

PREDICTED: metastasis-suppressor KiSS-1 [Mandrillus leucophaeus] 350 350 100% 036 92% XP 0118458431

PREDICTED: metastasis-suppressor KiSS-1 [Chlorocebus sabagus] 350 350 100% 0.36 92% XP 0079870231

PREDICTED: metastasis-suppressor KiSS5-1 isoform X1 [Cercocebus atys] 325 325 92% 29 92% XP 011893908.1

PREDICTED: metastasis-suppressor KiSS-1 [Colobus angolensis palliatus] 325 325 92% 29 92% XP _011787219.1

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: metastasis-suppressor KiSS-1 [Papio anubis] 320 320 100% 40 85% XP 0038932982
Kiss1 [Macaca fuscata] D
Sequence ID: dbj|BAD20422 1] Length: 146 Mumber of Matches: 1

Range 1: 68 to 80 GenPept Graphics
Score Expect Identities Positives Gaps

38.4 bits(83) 0.022 13/13({100%) 13/13{100%) 0/13({0%)

Query 1 GASLS5PAESSGS 13
GASLS5PAESSGS
Sbjct 68 GASLSSPAESSGS 8@

MNSLVSWQLL LFLCATHFGE PLEKVASVEN SRPTGQQLES LDLSAPWEQS LPCTERKPAA TARLSRRGAS
LSSPAESSGS PQRRGLSAPS SRQIPAPQGA VLVQREKDLP [NINNMINSEGERIE G <REAVPPG AKAEALGGAE
GAGAGQ

E

Fig.1: Identificacion de Kisspeptinl de paiche. A: Espectro simple masa (TOF) de proteinas extraidas de
cerebro de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1446.84 correspondiente a Kisspeptin 1. B,
C: Analisis de identidad por ProteinBlast (NCBI) de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir
del espectro m/z 1446.84. D: Andlisis de homologia con la secuencia de Kissl de Macaca fuscata. E:
Alineamiento y ubicacion del péptido identificado (amarillo) en relacion al sitio activo (rojo) de Kisspeptin 1
de Macaca fuscata.
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1055, 6442(RE420, 8801}

1404 Z0E2(R1 1044, F254)

sad, 1445 2400(R1 2358 B511)

B Unused| Total | % Cov | Accessio... Hame Species | Peptides(95%)
1 2100 2.00 108 | tr|[KOFHM .. | Kizzpeptin 2 OS=Thalazzoma bifasciatum Gh=k._.. | THABI 1
Con... Conf Sequence Modifications Cleavages | AMass | Prec MW | z | Sc| Spectrum Type
2.00 99 | RFNSYIYRRAVER missedRF... | 0.0908| 1728.06...| 1| 4|1.H512.1.3 win...
C

Protein Sequence Coverage - Kisspeptin 2 O5=1halassoma bifasciatum GN=kiss? PE=2 SV=1

RFHSYIYRRAVER

MRLLALVVVC GLMVGEDALQ GLNTAQRTPA TDSVIHALGR RSTGEFVEED PSTCLSLREN EEQRQLLCND
RREKENEMBEIGERE G <RFNS YIYRRAVKRA RTNKFSPLSL FSREPEVPT

D

Fig.2: Identificacion de Kisspeptin 2 de paiche. A: Espectro simple masa (TOF) de proteinas
extraidas de cerebro de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1729.06
correspondiente a Kisspeptin 2. B, C: Andlisis de identidad por ProteinPilot y ubicacién (en verde)
de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z 1729.06 mostrando
homologia con la secuencia Kiss2 de Thalassoma bifasciatum. D: Alineamiento y ubicacion del

péptido identificado (amarillo) en relacidn al sitio activo (rojo) de Kisspeptin 2 de Thalassoma
bifasciatum.
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iCon... Conf Sequence Modifications Cleavages | AMass | PrecMW | z (Sc| Spectrum Type
1.70 99 | CEDRKCSYLR CarbamidomethyiC) |cleavedL-... | -0.1413| 1385.47...| 1| 3|1.F15.921.14 |Win...
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Fig.3: Identificacion de gonadoliberina de paiche. A: Espectro simple masa (TOF) de proteinas
extraidas de cerebro de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1386.48
correspondiente a Gonadoliberina (GnRH). B, C: Andlisis de identidad por ProteinPilot y ubicacion
(en verde) de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z 1386.48
mostrando homologia con la secuencia Gonadoliberina de Scleropages jardinii. D: Alineamiento y
ubicacién del péptido identificado (amarillo) en relacidn al sitio activo (rojo) de Gonadoliberina de
Scleropages jardinii.
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1404 2083(R 11044, 9455

B Unused| Total | % Cov | Accessio... Name Species | Peptides(95%)
2 200 200 23| =p24360... | Galanin receptor type 2 OS=Homo sapiens GM=_.. | HUKAMN 1

Con... | Conf Sequence Modifications Cleavages | AMass | Prec MW | z | 5¢ | Spectrum Type

2.00 99| SGPYLSYYR Tyr-=Leui@d cleavedF-... | 0.0928| 1054.63...) 1| 7|1.H512.1.2 Win...
Protein Sequence Coverage - Galanin receptor type 2 05=Homo sapiens GN=GALR2 PE=1 SV=1 C

SEPYLSYYR

Fig.4: Identificacion de Receptor de galanina tipo 2. A: Espectro simple masa (TOF) de proteinas
extraidas de cerebro de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1055.64
correspondiente al Receptor de galanina tipo 2. B, C: Andlisis de identidad por ProteinPilot y
ubicacién (en verde) de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z
1055.64 mostrando homologia con la secuencia del Receptor de galanina tipo 2 de Homo sapiens.
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1 200 200 24 | HEET4Y | Recombinstion-activating protein 2 (Fragment) OS=Arapaima gigss GHN=R452 PE=4 Sv'=1
Con... * | Conf Sequence Modifications Cleavages | AMass |PrecMW | z [ S5c | Spectrum Type
2.00 9 | RLERGOLELR Leu->Gly@9 missed BL... | -0.0097 | 1210.76...| 1| 5| 1.H5.12.1.15 Win...
Protein Sequence Coverage - Recombination-activating protein 2 (Fragment] 0S=Arapaima gigas GN=RAGZ PE=4 5V=1 C
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Fig.5: Identificacion de la proteina activadora de la recombinacién. A: Espectro simple masa
(TOF) de proteinas extraidas de cerebro de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z
1448.61 correspondiente la proteina activadora de la recombinacion. B, C: Analisis de identidad
por ProteinPilot y ubicacion (en verde) de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a
partir del espectro m/z 1448.61 mostrando homologia con la secuencia de la proteina activadora
de la recombinacién de paiche Arapaima gigas.
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C

V=1

Protein Sequence Coverage - Phosphoglucomutase-1 (Fragment) 0S=Arapaima gigas GN=Pgm1 PE=2
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Fig.6: Identificacion de la proteina Fosfoglucomutasa 1. A: Espectro simple masa (TOF) de
proteinas extraidas de cerebro de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1211.77
correspondiente la proteina Fosfoglucomutasa 1. B, C: Andlisis de identidad por ProteinPilot y
ubicacion (en verde) de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z
1211.77 mostrando homologia con la secuencia de la proteina Fosfoglucomutasa 1 de paiche

Arapaima gigas.
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Fig.7: Identificacion de la proteina NADH Ubiquinona oxidoreductasa. A,B: Espectro simple masa (TOF) de
proteinas extraidas de cerebro de juveniles de paiche donde se observan los espectros m/z 1047.62 y
1055.62 correspondientes la proteina NADH Ubiquinona oxidoreductasa. C-F: Andlisis de identidad por
ProteinPilot y ubicacion (en verde) de las secuencias obtenidas por doble masa (TOF/TOF) a partir del
espectro m/z 1047.62 y 1055.62 mostrando homologia con la secuencia de la proteina NADH Ubiquinona
oxidoreductasa de paiche Arapaima gigas y de Osteoglossum ferreirai.
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Fig.8: Identificacion de la proteina RAG1. A: Espectro simple masa (TOF) de proteinas extraidas
de cerebro de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1386.48 correspondiente a la
proteina RAG 1. B, C: Andlisis de identidad por ProteinPilot y ubicacion (en verde) de la secuencia
obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z 1386.48 mostrando homologia con
la secuencia de la proteina RAG 1 de Osteoglossum sp.
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Fig.9: Identificacion de la proteina de respuesta al crecimiento temprano. A: Espectro simple masa (TOF)
de proteinas extraidas de cerebro de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1019.53
correspondiente a la proteina de respuesta al crecimiento temprano. B-D: Andlisis de identidad por
ProteinBlast de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z 1019.53
mostrando homologia con la secuencia de la proteina de respuesta al crecimiento temprano de peces.
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Tabla 1: péptidos asociados a la identificacién de neuropéptidos asociados
a la reproduccion de paiche

PROTEINA SECUENCIA ESPECIE MW (P)* | MUESTRA | FUNCION
. . Macaca :
Kisspeptin 1 GASLSSPAESSGSPQR fuscata 1445.674 Cerebro endocrino
Kisspeptin 2 RFNSYIYRRAVKR Thalassoma | ;756 56 | Cerebro | endocrino
bifasciatum
CONEEIaET CEDRKCSYLR SC"?rOF’.hﬁgeS 1385.47 Cerebro endocrino
(GnRH) jardinii
Recept_or de SGPYLSYYR Homo sapiens | 1054.63 Cerebro endocrino
galanin 2
Proteina 2 ,
. RLKRGQLKLR Arapaima 1210.76 .
actlvado_ra dfe’ la TNPESESMENLR gigas 1447 651 Cerebro endocrino
recombinacion
FOSng'“iom“tasa ISQLHEKTGR Arg%aalga 1210.76 | Cerebro | endocrino
Lol AVALLVPIIF Arapaima 1054.63 .
oxidoreductasa SILELWIR idas 1046.62 Cerebro endocrino
NADH, cadena 1 919 '
RAG 1 protein QEMDTHMGHLR OSteOSF')OSS“m 1385.47 | Cerebro | endocrino
P. de respuesta al
crecimiento YGSSFQSNR Peces (varios) | 1018.543 Cerebro endocrino
temprano

(*) Peso molecular asociado al ion precursor (P).

4.2 Identificacion de proteinas asociadas a patdégenos:

En el diagnéstico de patdgenos (Tabla 2), la aplicacion de la técnica de

espectrometria de masas MALDI TOF/TOF permitid la identificacion de una

proteina de membrana del

flagelado Spironucleus salmonicida (Familia

Hexamitidae) (Fig. 10), a través del ProteinBlast y el cual fue confirmado

posteriormente por observacion microscépica directa. No se tomaron en cuenta

péptidos asociados a otros patégenos con valores de error altos o valores de

confianza menores al 90%.
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Color kE'y' for alignment scores
<40 40-50 80-200 >=200
Guery
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1 3 [ 9 12 15

Description R Ident Accessiq €
score score cover value

steine-rich membrane protein 1 [Spironucleus salmonicida 511 511 100% 6e-06 100% EST482851

Cysteine-rich membrang protein 1 [Spiranucleus salmonicidal 481 481 100% 6e-05 93% EST423351

Cysteine-rich membrane protein 1 [Spiranucleus salmonicidal 36 36 100% 16 67% EST432361
hypothetical protein [Ferrimonas balearical 308 308 66% 30 90% WP 0133443211

EiDownload ~ GenPept Graphics

Cysteine-rich membrane protein 1 [Spironucleus salmonicidal]
Sequence ID: gblEST48285.1| Length: 350 Number of Matches: 1
e See 1 more title(s)

Range 1: 237 to 251 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps

Query 1 KFCSCQSGSPDACTG 15
KFCSCOSGSPDACTG
Sbjct 237 KFCSCQSGSPDACTG 251

51.1 bits(113) 6e-06 15/15(100%) 15/15(100%) 0/15(0%)

Fig.10: Identificacidon de la proteina de membrana 1 rica en cisteina. A: Espectro simple masa (TOF) de
proteinas extraidas de mucus de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1490.72
correspondiente a la proteina de membrana 1 rica en cisteina. B-D: Analisis de identidad por ProteinBlast de
la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z 1490.72 mostrando homologia
con la secuencia de la proteina de membrana 1 rica en cisteina del patdégeno de peces Spironucleus

salmonicida.



Tabla 2: péptido asociados a la identificacion de patdgenos
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PROTEINA SECUENCIA ESPECIE MW (P)* | MUESTRA | FUNCION
proteina 1 Qe KFCSCQSGSPD | Spironucleus . .
membrana rica . 1489.5636 Mucus diagnostico
= i ACTG salmonicida

(*) Peso molecular asociado al ion precursor (P).

4.3 Identificacion de proteinas asociadas a la inmunidad y estrés:

Finalmente, la aplicacion de la espectrometria de masas MALDI TOF/TOF
permitid la identificacion de proteinas asociadas a la inmunidad y metabolismo de
peces a partir de extractos de proteinas del mucus de la piel y suero (Tabla 3). No
se muestran los péptidos asociados a la hemoglobina debido a su recurrencia y
abundancia en las muestras de suero y plasma.

Las proteinas NADH (Fig. 11) y Citocromo c oxidasa (Fig. 14) pertenecieron a
paiche, mientras que Hemopexin (Fig. 16) y HSP (Fig. 18) mostraron homologia
con los géneros Poecilia y Carassius respectivamente. Estas proteinas se
asociaron estrechamente al estrés hipdéxico generado como consecuencia del
manejo de los individuos previo a la toma de muestra. SOX11 (Fig. 12), un
dominio Ig (Fig. 15), folistatin Ig2 (Fig.17), una molécula de adhesién funcional
(JAM) (Fig. 18) y un miembro 10 de inmunoglobulina (Fig. 19) se asociaron a la
condicion inmune de los individuos. Para el analisis de las secuencias de péptidos
se tomaron en cuenta alineamientos con bases de datos de proteinas de peces
contenidas en ProteinBlast, UniprotkKB y ProteinPilot.

Las proteinas de paiche asociadas a la inmunidad y al estrés identificadas en el

presente estudio fueron:
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Color key for alignment scores
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Query
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Rlignments
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Max | Total Query E T N—
score score cover value
MNADH dehydrogenase subunit 5 [Arapaima gigas] 409 611 100% 7e-04 100% BAJ54191.1
MADH dehvdrogenase subunit 5 [Arapaima gigas] 409 611 100% 7Ve-04 100% YP 001816866.1
MNADH dehydrogenase subunit 5 [Mitsukurina owstoni] 384 384 100% 0.005 91% YP 002456408.1
MADH dehvdrogenase subunit 5 [Heterotis niloticus] 375 375 100% 0011 91% ACP04281.1
MADH dehvdrogenase subunit 5 [Heterotis niloticus] 375 375 100% 0011 9% YP 0042218861
MADH dehydrogenase subunit 5 [Oncorhynchus gorbuschal 341 341 100% 017 82% YP 0019745111
MNADH dehvdrogenase subunit 5 [@ncorhynchus mykiss) 341 341 100% 017 82% AAKS543621
MNADH dehydrogenase subunit 5 (mitochondrion) [Arapaima gigas] D
Sequence ID: dbjlBAJS4191.1] Length: 613 Number of Matches: 2
Range 1: 12 to 22 GenPept Graphics ¥ MNext Match
Score Expect Identities Positives Gaps
40.9 bits(39) Te-04 11/11{100%) 11/11{100%) 0/11{0%)
Query 1 LLMIFTILIFP 11
LLMIFTILIFP
Sbjct 12 LLMIFTILIFP 22

Fig.11: Identificacion de la proteina NADH deshidrogenasa subunidad 5. A: Espectro simple masa (TOF) de
proteinas extraidas de mucus de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1288.67
correspondiente a la proteina NADH deshidrogenasa subunidad 5. B-D: Andlisis de identidad por
ProteinBlast de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z 1288.67
mostrando homologia con la secuencia de la proteina NADH deshidrogenasa subunidad 5 del paiche
Arapaima gigas.
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|| HMG box protein Sox11bii [Tor giaojiensis] 604 604 100% 1e-10 100% ACO443991
[LJ Sox11 lictalurus punctatus 60.4 604 100% 1e-10 100% AADOOSY0.1
[ Sox4 [Ictalurus punctatus 604 604 100% 1e-10 100% AADOOBEY.1
[LJ ccSox [ictalurus punctatus 604 604 100% 1e-10 100% AAD0O0SY11
[ Sox-4 protein [Ailuropoda melanoleucal 604 604 100% 1e-10 100% AADOS3T76.2
[L] SOX4 protein [Monopterus albus 604 604 100% 1e-10 100% AADO4TTTA1
BlDownload +~ GenPept Graphics D
HMG box protein Sox11bii [Tor giagjiensis]
Sequence ID: gblACO44399 1| Length: 48 Number of Matches: 1
Range 1: 7 to 23 GenPept Graphics
Score Expect Identities Paositives Gaps
50.4 bits(135) le-10 17/17(100%) 17/17(100%) 0/17({0%)
Query 1 KIMEQSPDMHNAEISKR 17
KIMEQSPDMHNAEISKR
Sbjct 7 KIMEQSPDMHNAEISKR 23

Fig.12: Identificacion de la proteina Sox11 de la caja HMG. A: Espectro simple masa (TOF) de proteinas
extraidas de mucus de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1989.9612 correspondiente a
la proteina Sox11 de la caja HMG. B-D: Analisis de identidad por ProteinBlast de la secuencia obtenida por
doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z 1989.9612 mostrando homologia con la secuencia de la
proteina Sox11 de la caja HMG de Tor giaojiensis.
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nucleotide diphosphate kinase subunit A p19/nm23-H1 [human, Peptide Partial, 12 38.8 388 100% 7e-04 92% AAB19262.1
Nucleoside diphosphate kinase [Chelonia mydas) 4009 797 100% 8e-04 100% EMP33038.1
nucleoside diphosphate kinase [Meurospora crassa ORT4A] 409 409 100% 8e-04 100% XP 0113946341
unnamed protein product [Pneumocystis jiroveciil 409 409 100% @8e-04 100% CCJ312291
PREDICTED: nucleoside diphosphate kinase isoform X1 [Anolis carolinensis) 40.9 409 100% 8e-04 100% XP 003217334.3
MNucleoside diphosphate kinase [Tolypocladium ophioglossoides CBS 100239] 409 409 100% 8e-04 100% KNDI3646.1
BlDownload -~ GenPept Graphics Sortby: | E walue v
Mucleoside diphosphate kinase [Chelonia mydas] D
Sequence ID: gb|EMP33038.1] Length: 332 MNumber of Matches: 2
Range 1: 160 to 171 GenPept Graphics W next Match
Score Expect Identities Positives Gaps
40.9 bits{89) Se-04 12/12({100%:) 12/12(100%:) 0/12({0%)
Query 1 TFIAVKPDGVOR 12
. TEFIAVEPDGWVOR
Sbict 1aa TFIAWKPDGWOR 171
N |Unused| Total | % Cov | Accessio... Hame Specie{ E
1 1.40 1.40 T9|tr|EVCHE ... | Nucleoside diphosphate kinase OS=Eriocheir si... | ERISI |
Peptides in Group
Con... | Conf Sequence Madifications Cleavages | AMass | Prec MW | z | Sc | Spectrum Type
1.40 96 | TF TRVEFDGYOR -0.0990 | 1329.64...| 1| &]1.C15.244.2 Wirn...
Protein Sequence Coverage - Nucleoside diphosphate kinase OS=Eriocheir sinensis PE=2 SV=1
MVRERTFIAVEKPDGVORGLTGE I TKRFEAKGFELVGHMKEF MOATEDHLEKHY ADL ADKPF ¥PGLCEY

Fig.13: Identificacion de la proteina de la superfamilia Nucleésido difosfato quinasa. A: Espectro simple
masa (TOF) de proteinas extraidas de mucus de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z
1330.64 correspondiente a la proteina Nucledsido difosfato quinasa. B-E: Analisis de identidad por
ProteinBlast (B-D) y ProteinPilot (E) de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del
espectro m/z 1330.64 mostrando homologia con la secuencia de la proteina Nucledsido difosfato quinasa
de Chelonya mydas y Eriocheir sinensis respectivamente.
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0.25 43.1 | LVPLMI GAPD -0.0066 | 1024.55... 1| 5|1.C11.24.1.2 win...
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Fig.14: Identificacion de la proteina Citocromo oxidasa C subunidad 1. A, B: Espectros simple masa (TOF)
de proteinas extraidas de mucus de juveniles de paiche donde se observan los espectros m/z 1080.47;
1080.44 y 1025.53 correspondientes a la proteina Citocromo oxidasa subunidad 1. C-D: Analisis de
identidad por ProteinPilot de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir de los espectros m/z
1080.47; 1080.44 y 1025.53, mostrando homologia con la secuencia de la proteina Citocromo oxidasa
subunidad 1 de paiche Arapaima gigas.
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PREDICTED: uncharacterized protein LOC 101883645 isoform X1 [Danio rerio]
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Fig.15: Identificacion de una proteina no caracterizada con dominio Inmunoglobulina. A: Espectro simple
masa (TOF) de proteinas extraidas del suero de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z
1795.67 correspondiente a una proteina no caracterizada con dominio Inmunoglobulina. C-D: Andlisis de
identidad por ProteinBlast de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z
1795.67, mostrando homologia con la secuencia de una proteina no caracterizada con dominio
Inmunoglobulina de paiche Danio rerio. E: caracteristicas del dominio Ig en la proteina no caracterizada de

Danio rerio.
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|/ PREDICTED: hemopexin [Nothobranchius furzeri] 604 604 100% 3e-10 100% XP_015821414.1
) PREDICTED: hemopexin isoform X1 [Poecilia latipinna 604 604 100% 3e-10 100% XP_014900677.1
) PREDICTED: hemopexin isoform X1 [Poecilia formosa] 604 604 100% 3e-10 100% XP_007547310.1
) PREDICTED: hemopexin isoform X2 [Poecilia mexicana 604 604 100% 3e-10 100% XP_0148685381
) PREDICTED: hemopexin isoform X2 [Poecilia latipinna 604 604 100% 3e-10 100% XP_014900678.1
fBDownload v GenPept Graphics D
PREDICTED: hemopexin [Nothobranchius furzeri]
Sequence ID: ref|XP_015821414 1] Length: 586 Number of Matches: 1
Range 1: 401 to 418 GenPept Graphics
Score Expect Identities Positives Gaps
60.4 bits(135) 3e-10 18/18(100%) 18/18(100%) 0/18(0%)
Query 1 VHLDAITSDDAGNIYAFR 18
VHLDAITSDDAGNIYAFR
Sbjct 481 VHLDAITSDDAGMNIYAFR 418

Fig.16: Identificacion de la proteina hemopexin. A: Espectro simple masa (TOF) de proteinas extraidas del
suero de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1963.78 correspondiente a la proteina
hemopexin. C-D: Anélisis de identidad por ProteinBlast de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF)
a partir del espectro m/z 1963.78, mostrando homologia con la secuencia de hemopexin de paiche
Nothobranchius furzeri.
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Fig.17: Identificacion de una proteina no caracterizada con dominio Folistatin-Ig2. A: Espectro simple masa
(TOF) de proteinas extraidas del suero de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1908.87
correspondiente a una proteina no caracterizada con dominio folistatin-lg2. C-D: Analisis de identidad por
ProteinBlast de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z 1908.87, mostrando
homologia con la secuencia de una proteina no caracterizada con dominio Folistatin-lg2 de Tetraodon
nigroviridis. E: caracteristicas del dominio Ig en la proteina no caracterizada de T. nigroviridis.



47

A 2202 .8203(R201.96,S998)

A3B2.8757 (R

Z210.784a EHEAQILB6(R=2 76,SF:IZ|-()56 P
.““h. m m s \ MAA Gottaondll st ettt
bo ‘ 2a00 ‘ =y
NMass (Im/7=)
B Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 g 10 15 19
Queryseq. P L N 1 5§ B & & L 4 & & & 1 L % % 1 R
Superfanilies HSP90
Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
|EF’O145?5 Heat shock protein HSP 90-beta [Myotis brandtii] S=64 E=3.2e-11 |
Color key for alignment scores
<40 40-50 50-B0 80-200 >=200
auery I
] 1 | 1 1 | 1
1 3 [ 9 12 15 18
Max  Total Query E sy — C
score score cover value
|| Heatshock protein HSP 90-beta [Myotis brandtii] 64.7 647 100% 3e-11 100% EPQ14575.1
[ heatshock protein 90 [Carassius auratus] 64.7 647 100% 3e-11 100% AGO58908.1
[] Heat shock protein 83 [Trichinella nativa] B4.7 B4T 100% 3e-11 100% KRZ53295.1
|| Heatshock protein 83 [Trichinella natival 647 647 100% 3e-11 100% KR753294.1
|| Heatshock protein 83 [Trichinella spiralis] 647 B47 100% 3e-11 100% KRY432731
o, _ oy
) Heatshock protein 83 [Trichinella patagoniensis 47 647 100% 3e-11 100% KRYIOIT51
Heat shock protein HSP 90-beta [Myotis brandtii] D
Sequence ID: gblEPQ14575 1] Length: 80 Mumber of Matches: 1
Range 1: 25 to 43 GenPept Graphics
Score Expect Identities Positives Gaps
4.7 bits(145) Je-11 19/19(100%) 19/19(100%) 0/19(0%)
Query 1 PLNISREMLOQSKILKEVIR 19
PLMISREMLOQSKILEVIR
Shjct 25 PLNISREMLOQOQSKILEVIR 43

Fig.18: Identificacion de la proteina de la superfamilia HSP 90. A: Espectro simple masa (TOF) de proteinas
extraidas del suero de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 2265.78 correspondiente a la
proteina HSP90. C-D: Andlisis de identidad por ProteinBlast de la secuencia obtenida por doble masa
(TOF/TOF) a partir del espectro m/z 2265.78, mostrando homologia con la secuencia de HSP90 de Myotis
brandltii.
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Fig.19: Identificacion de la proteina JAM. A: Espectro simple masa (TOF) de proteinas extraidas del suero
de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1795.82 correspondiente a la proteina JAM-like B.
C-D: Andlisis de identidad por ProteinBlast de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del
espectro m/z 1795.82, mostrando homologia con la secuencia JAM-like B de Salmo salar.
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Fig.20: Identificacion del miembro 10 de la superfamilia inmunoglobulina. A: Espectro simple masa (TOF)
de proteinas extraidas del suero de juveniles de paiche donde se observa el espectro m/z 1193.50
correspondiente al miembro 10 de la superfamilia inmunoglobulina. C-D: Andlisis de identidad por
ProteinBlast de la secuencia obtenida por doble masa (TOF/TOF) a partir del espectro m/z 1193.50,
mostrando homologia con la secuencia miembro 10 de la superfamilia inmunoglobulina de Salmo salar.



Tabla 3: péptidos asociados a la identificacion de proteinas inmunitarias

50

PROTEINA SECUENCIA ESPECIE MW (P)* | MUESTRA | FUNCION
NADH LLMIFTILIFP Arapaima | 1587 8507 | Mucus | inmunidad
deshidrogenasa gigas
Proteina de la caja | KIMEQSPDMHNAEIS Ictalurus : :
HMG Sox 11 KR punctatus 1989.9612 Mucus inmunidad
.SF: Nucle0_3|do TFIAVKPDGVQR Danio rerio | 1329.7405 Mucus inmunidad
difosfato quinasa
Citocromo oxidasa SRINAAATS Arapaima LA s
C subunid 1 LVPLMIGAPD ipas 1024.5581 Mucus inmunidad
SSIGSLMSLVA g9 1079.4659
No caracterizada- | WMFQKKGSNAAENI . . 1794.8835 . .
- Danio rerio Suero inmunidad
Dominio Ig R
Hemopexin Wil BRIV SR Frooel 1962.91 Suero inmunidad
AFR formosa
No caracterizada-
Dominio similar a VIUESINE SRR NI T_etrao_qlo_n 1907.8003 Suero inmunidad
o MAAR nigroviridis
folistatin-Ig2
HSP 90 PLNISREMLQQSKIL | Carassius | 5565 3354 | syero | inmunidad
KVIR auratus
JAM I\_/Iplecula_s de | KGTDVSFVYYEGQF Oncorhy_nchu 1794.8577 Suero inmunidad
adhesion funcional R s mykiss
It e el GTTTPAWHYR Salmo salar | 1192.5625 | Suero | inmunidad

miembro 10

(*) Peso molecular asociado al ion precursor (P).




5. DISCUSION.

Los avances tecnolégicos en la era de las “Omicas” han sido evidentemente mas
numerosos en el area de medicina humana (Dudley 2014), sin embargo no han
estado lejos de su aplicacion en el sector acuicola, siendo China el pionero en los
estudios mediados por la gendmica, transcriptomica y en la ultima década, la
proteémica (Peng 2013). En relacién a las “omicas” en los peces, algunos
estudios se han centrado en el diagnéstico de patologias, la inmunidad y el
aseguramiento de la calidad, sin embargo la incorporacion en rutina de dichas
metodologias es aun limitada.

Una de las limitantes en el desarrollo de las aplicaciones de las tecnologias
“‘omicas” en los diversos sectores acuicolas se debe a la escasez de bases de
datos relacionados a la gendmica, transcriptomica, protedémica y metabolémica
requeridas para el potenciamiento de dichas tecnologias. Este vacio de
informacion se observa particularmente en el paiche Arapaima gigas, Unica
especie de la familia Arapaidae para la cual no existen bases de datos especificas
ni tampoco para peces de grupos parentales cercanos. Este aislamiento, en
términos de informacion molecular, es debido a su condicién evolutiva relicta y
topograficamente nativa.

A la fecha, sélo 18 proteinas diferentes de paiche Arapaima gigas son contenidas
en las bases de datos de proteinas de peces (ProteinBlast, UniprotKB, SwissProt)
y 69 secuencias de proteinas de paiche depositadas en comparacion a las 59,069
secuencias del pez modelo cebra Danio rerio y las 409,946 secuencias de la base

de datos de proteinas en peces a partir base de datos de UniprotKB.

El estudio protedmico a través de la espectrometria de masas, en particular el

sistema simple masa MALDI TOF, ha cobrado interés en los ultimos afios gracias
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a la mejora en la precision, sensibilidad, velocidad, confiabilidad y simpleza (Haga
y Wu 2014; Aebersold y Goodlett 2000). Estas caracteristicas han revolucionado
la protebmica como tal, dejando atras técnicas que demandan procesamiento
complicado de muestras y de gran consumo de tiempo, reduciendo ademas

contaminantes y pérdida de caracteristicas propias de la misma.

Ademas, el desarrollo del sistema de espectrometria doble masa MALDI
TOF/TOF reduce en gran medida los problemas de identificacion de proteinas y
péptidos por su alta precision en la medicion de las masas y la secuenciacion
masiva de péptidos, en particular generados por digestion enzimatica (Di
Girolamo et al 2013; Peng 2013). Sin embargo, la identificacion de proteinas o
péptidos en escaza proporcion puede ser complicada, siendo enmascarados por
la presencia de otras proteinas mas abundantes en las muestras. Tales
abundancias marcadamente distintas son notables en tejidos endocrinos donde
las hormonas estan presentes en muy bajas concentraciones (Di Girolamo et al

2013).

La aplicacion de la espectrometria de masas en la endocrinologia del paiche se
basa en la identificaciébn de las neurohormonas reproductivas, especificamente
Kisspeptin y GnRH que son los dos iniciadores del ciclo endocrino de la

reproduccion (Okubo y Nagahama 2008; Vizziano 2010).

A nivel de todos los vertebrados, se han caracterizado 25 isoformas de GnRH
(Kim® et al 2011) y 8 isoformas de Kisspeptin (Biran et al 2008). Las isoformas de
GnRH se distinguen a nivel de la secuencia del decapéptido de tipo elicitor
involucrado en la interaccion con el receptor GPCR presente en la membrana de
las células hipotalamicas mientras que las isoformas de Kisspeptin se distinguen a

nivel de dos secuencias peptidicas, respectivamente de 12 y 15 amino acidos, de
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tipo elicitor involucrados en la interaccion con los receptores GPR54 presentes en

la membrana de las “neuronas GnRH” a las cuales induce a nivel del cerebro.

Los estudios en teledsteos han revelado la presencia, por una parte de tres
pardlogos de GnRH (GnRH1l, GnRH2, GnRH3), siendo solo uno o dos
reguladores de la funcién de la pituitaria (Selvaraj et al 2013) y por otra parte dos
paralogos de kisspeptin (Kissl, Kiss2) con sus funciones conservadas en la
reproduccion, la maduracion sexual y el dimorfismo en individuos juveniles

(Kuohung y Kaiser 2006; Messager et al 2005; Tena-Sempere 2012).

Nuestros resultados muestran la identificacion de la isoforma GnRH2 y las
isoformas Kissl y Kiss2 en base a la deteccion y secuenciacién de péptidos
externos a las regiones funcionales elicitoras. Se identificaron secuencias
adicionales (no mostradas por su bajo nivel de confianza, <6%) asociadas a la
isoforma 1 (Kiss1) de mamifero (c.f. roedores) y anfibio (c.f. Xenopus), abarcando

este Ultimo los 4 primeros aminoacidos del dodecapéptido funcional.

Se debe mencionar que Montaner y colaboradores (2001) mostraron por primera
vez la potencia de la aplicacion de la espectrometria de masas MALDI en la

identificacion de la GnRH del pez pejerrey (pjGnRH).

Otros estudios por espectrometria de masas MALDI han demostrado su
aplicacion en la identificacion de Kisspeptin como marcador tumoral del cancer de
mama (Hadi y Jamal 2015), en la cuantificacion del decapéptido Kisspeptin y su
farmacocinética en ratas (Liu® et al 2013) asi como en la identificacion de la
hormona inhibidora de gonadotropinas (Tobari et al 2010) en el que se realiz6 la

identificacion de dicha hormona a partir de un péptido de 10 aminoacidos.
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La identificacion de la hormona GnRH del paiche permite profundizar en el estudio
neurobiolégico de esta especie, en particular para detectar y caracterizar las otras
isoformas de la misma hormona. Considerando el caracter primitivo del paiche,
sera interesante determinar el nimero de las isoformas de GnRH en comparacion
con las especies de peces mas recientes evolutivamente, que pueden tener hasta
tres isoformas de GnRH, como en la dorada, ciclidos, medaka, pejerrey, lubina y
otros (Kim® et al 2011; Karigo y Oka 2013).

La aplicacién de la técnica de espectrometria de masas MALDI TOF/TOF en el
diagnéstico de patologias ha sido desarrollado a través de la identificacion de
biomarcadores especificos (Provan et al 2006; Di Girolamo et al 2014),
principalmente en relacion a la respuesta inmunitaria del hospedero (Brunt et al
2008; Wu et al 2004) o a la interaccion patégeno hospedero (Liu® et al 2013), mas
no a la identificacién directa del agente patdégeno.

De hecho, otras técnicas de deteccion de patdégenos han sido preferencialmente
utilizadas; en particular la PCR y sus variantes en razén de su extrema
sensibilidad y especificidad ligadas al proceso de amplificacion del ADN de
interés. Las técnicas de diagnostico basadas en el uso de anticuerpos,
inmunodiagnadsticos, han sido ampliamente utilizadas pero carecen de gran
sensibilidad ya que no hay amplificacion de los antigenos detectados (Elliott et al

2015; Joyner et al 2014; Kulkarni et al 2011).

Sin embargo, los resultados mostraron, de forma positiva, que la espectrometria
de masas MALDI TOF/TOF para la deteccion directa de microorganismos en el
mucus de la piel de paiche mediante la identificacién y caracterizacién de péptidos
constitutivos de proteinas especificas de patdégenos (estructurales, metabdlicas,

de transporte) es factible.
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El protozoario flagelado, Spironucleus salmonicida (Hexamitidae) conocido por
afectar severamente varias especies de peces en cultivo, ha sido diagnosticado
por MALDI TOF/TOF con la identificacion de un péptido de una proteina de
membrana a partir de una muestra de mucus de la piel de paiche con un protocolo
muy sencillo de extraccion de las proteinas. La confirmacion fue realizada
posteriormente haciendo uso de la microscopia electrénica. Es importante resaltar
el caracter no invasivo de la toma de muestra y la posibilidad de deteccion de
numerosas otras proteinas, ya sea de patdogenos o del propio pez, incluyendo la
microbiota del mucus. Es interesante, ademas, considerar el andlisis de costos
comparativo para el diagnéstico de patdgenos por MALDI con otras técnicas,
siendo el ahorro estimado a mas del 50% (Tran et al 2015).

La aplicacién de la técnica de espectrometria de masas MALDI TOF/TOF en el
campo de la inmunologia de los peces es extremadamente innovadora, con la
identificacion de varias proteinas inmunitarias asi como de proteinas de respuesta
a estrés a partir de muestras de mucus de la piel o de suero. Tales estudios de
respuesta frente a estresores biologicos, quimicos o ambientales han sido
clasicamente basados en herramientas transcriptbmicas (Sanchez et al 2011;
Dupuy et al 2014).

Estudios de protebmica comparativa, basada en electroforesis 2D vy
complementados en algunos casos con analisis de spots por espectrometria de
masa, han mostrados alteraciones en los niveles de expresion de proteinas
asociadas a la produccion energética, metabolismo, antioxidantes, chaperonas,
proteinas del citoesqueleto entre otras (Jian et al 2009; Chen® et al 2009; Dupuy

et al 2014).
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Las proteinas identificadas en esta investigacion estan asociadas tanto a la
respuesta inmune como al manejo del estrés, tal como citocromo oxidasa C,
NADH deshidrogenasa y nucleésido difosfato quinasa involucradas en la
respiracion celular y metabolismo oxidativo de la mitocondria. Estas proteinas de
paiche corresponden a procesos bien caracterizados a nivel molecular en otras
especies animales (Sappal et al 2015; Al-Shboul y Mustafa 2015; Lai et al 2013;

Dupuy et al 2014).

La hemopexina y la hemoglobina identificadas en el paiche, son asociadas al

transporte de oxigeno por los globulos rojos.

La proteina de choque térmico 90 (HSP 90), moléculas de adhesion funcional
(JAM), la proteina Sox 11 asociada a la caja HMG y ciertas inmunoglobulinas, que
han sido identificadas, cumplen funciones importantes en la modulacién de las
respuestas inmunitarias (Zhang et al 2014; Cordero et al 2015; van de Wetering et

al 1993).

La identificacién de estas proteinas en conjunto muestra un panorama de estrés
asociado a la hipoxia como consecuencia de la captura y manipulacion de los
individuos, el que se evidencia en la sobrexpresion de proteinas asociadas a la
oxidacion celular en la mitocondria y transportadoras de oxigeno en sangre.
Proteinas como las HSP 90, por su funcién en la reestructuracion de proteinas a
las condiciones de estrés y como respuesta inmune también se ha visto

previamente potenciada, facilitando su deteccion.

Estos estudios de analisis de protedmica por espectrometria doble masa MALDI
TOF/TOF han mostrado la influencia del estado fisiol6gico del animal en funcién

de condiciones ambientales sobre la deteccibn de proteinas, lo que es
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particularmente interesante del punto de vista de la protedmica funcional como es

mencionado por Peng (2013).

El andlisis de datos es el talon de Aquiles de la protebmica mediante la
espectrometria MALDI TOF/TOF (Haga y Wu 2014) ya que busca identificar una
secuencia de péptidos utilizando algoritmos de comparacion con secuencias

disponibles en diversas bases de datos.

Ademas, los algoritmos pueden ser utilizados para los analisis explotando los
datos de espectros de masas obtenidos de experimentos previos y almacenados,
asi como datos de “proteinas hipotéticas” identificadas a partir de secuencias

gendmicas (Haga y Wu 2014),

Por otra parte, la confiabilidad de la secuencia establecida por el MALDI TOF/TOF
puede ser insuficiente para la identificacion certera de algunos péptidos, como fue
el caso de un péptido relacionado a la kisspeptin 1 mencionado anteriormente. Es
por ello, que el analisis de las proteinas realizadas en el presente estudio, son la
seleccién de péptidos identificados con niveles de confianza maximos (mayores al
90%), resultado de las mejores comparaciones entre las masas tedricas y

experimentales.

La tecnologia de espectrometria de masa MALDI TOF/TOF, ademas de las
mejoras a nivel de la bioinformatica previamente explicadas, va a beneficiar de
importantes mejoras a nivel de la preparacion de las proteinas y péptidos. De
hecho, un problema recurrente concierne la dificultad de deteccién de péptidos en
escasas concentraciones dentro una muestra, asi como la deteccion global de los
varios péptidos correspondientes a una misma proteina fragmentada por digestion

enzimatica. Estos problema se sensibilidad de deteccion podrian ser solucionados



58

mediante el tratamiento de las muestras con una biblioteca combinatoria de
hexapéptidos fijados sobre perlasde caracter comercial. Se ha mostrado con este
kit de BIORAD (Protein Miner) que aumenta el niumero de proteinas de baja
abundancia detectadas por (MALDI) (Aebersold y Goodlett 2000; Di Girolamo et al

2013).

Sin embargo, la identificacion de una proteina o sus péptidos generados por
digestion enzimatica, partir de una mezcla muy compleja de proteinas no deja de
ser la principal potencia de la aplicacion de la espectrometria de masas
(Aebersold y Goodlett 2000). Esta potencia es evidente y valorizada en la
aplicacion de “mass imaging” donde las proteinas, los péptidos asi como los
metabolitos pueden ser directamente caracterizados, visualizados y semi-
cuantificados a partir de un corte histolégico, organismos completos o hasta de

colonias microbianas.



6. CONCLUSIONES.

- La aplicacion de la técnica de espectrometria de masas MALDI TOF TOF
en la endocrinologia, patologia e inmunologia del paiche, permitié alcanzar
el objetivo de identificar las principales neurohormonas involucradas en la
reproduccion, la identificacion de patdgenos presentes en el mucus y la

identificacion de proteinas asociadas a la inmunidad y estrés.

- Los conocimientos y las metodologias resultado de esta investigacion
abren la via para futuros trabajos de caracterizacion de otras proteinas de
interés en la endocrinologia, patologia, inmunologia y otros campos de la
fisiologia y biologia del paiche asi como de otras especies de peces de

interés acuicola.

- Innovaciones tecnoldgicas podran ser desarrolladas en particular en el
campo dela técnica “mass imaging”, eventualmente en asociacion con el

uso de anticuerpos para la deteccion especifica de complejos moleculares.



. RECOMENDACIONES.

Complementar con tecnologias de tipo electroforético en gel 2D para
mejorar la resolucion de separacion de las proteinas

Implementar tecnologias de tipo HPLC para disponer de preparaciones de
proteinas no desnaturalizadas y funcionales

Potenciar tecnologias de tratamiento de las muestras con una biblioteca
combinatoria de hexapéptidos fijados sobre perlas para la deteccion de
proteinas en muy baja abundancia

Difundir la técnica de espectrometria de masas MALDI TOF/TOF a nivel
nacional a fin de expandir sus potencialidades de aplicacién a los campos

poco explorados de la proteémica.
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