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RESUMEN 

En Chile la producción intensiva de salmón del Atlántico impacta negativamente el sistema 

inmune de los peces y aumenta la vulnerabilidad a infecciones como la Piscirickettsiosis. Esta 

enfermedad bacteriana alcanza mortalidades cercanas al 50 % y genera pérdidas de 

aproximadamente USD 700 millones anuales. Pese a invertir más de USD 200 millones en 

antibióticos y vacunas, el 90 % de las 400 t de antimicrobianos utilizados en la acuicultura 

chilena, se destinan a esta enfermedad sin lograr un control efectivo, lo que evidencia la 

necesidad de alternativas más sostenibles. En este contexto, los péptidos antimicrobianos 

(AMPs) surgen como candidatos prometedores debido a su acción directa sobre patógenos y 

su capacidad inmunomoduladora, aunque su uso práctico ha sido limitado por problemas de 

estabilidad y susceptibilidad a degradación. El objetivo de esta tesis fue desarrollar cuerpos de 

inclusión (IBs) basados en AMPs como plataforma inmunoestimulante frente a la Piscirickettsia 

salmonis en salmón del Atlántico. La metodología contempló la producción de estos IBs 

empleando la cepa E. coli BL21 pLysS, los cuales se purificaron mediante lavados con 

soluciones enzimáticas y tampones de lisis, se cuantificaron mediante Western blot, y se 

caracterizaron mediante microscopía electrónica de barrido de emisión de campo (FESEM). 

Se llevaron a cabo análisis de toxicidad e internalización en células RTS-11, para luego evaluar 

el potencial de los IBs para estimular el sistema inmune, mediante ensayos de expresión de 

genes asociados a la respuesta inflamatoria (il-8, il-10, il-1β, tnf-α, iNOS) tanto en células (dosis 

5-20 µg/mL) como en peces (dosis 5 mg/kg). Así mismo se llevaron a cabo ensayos de 

infección in vitro con P. salmonis, y pruebas de actividad antimicrobiana frente a P. salmonis. 

De forma complementaria se comparó la producción de IBs de la citocina modelo IL-1β en 

matraz y biorreactor para evaluar escalabilidad. Los AMPs se produjeron exitosamente en 

forma de IBs, representaron aproximadamente el 70 % del total de proteínas a las 5 h de 

producción, y el rendimiento superó los 30 mg/L, a las 3 h. Asimismo, los IBs demostraron ser 

estables frente a condiciones térmicas y de pH gastrointestinal simulado. El modelo 

complementario de escalamiento en biorreactor fue satisfactorio, obteniendo 

aproximadamente el doble de rendimiento respecto al matraz. Los IBs demostraron citoxicidad 

menor al 10 % en el modelo celular, y modularon la expresión de citocinas pro y 

antiinflamatorias (il-8, il-10 e il-1β), sugiriendo un perfil regulador a las 12 h postratamiento. 

Durante los ensayos in vivo, se incrementó la expresión del gen il-1β a las 6 y 12 h para 

catelicidina y hepcidina respectivamente. En células infectadas no hubo modulación 

significativa de la respuesta génica, no obstante, la exposición directa de P. salmonis a los IBs 

redujo su supervivencia en al menos un 50 %, hasta los 12 días. Finalmente, los ensayos in 

vitro sugieren una tendencia a mayor efectividad del producto obtenido en biorreactor. En 

conclusión, se desarrolló una plataforma biotecnológica basada en IBs para la producción de 

catelicidina y hepcidina de salmón del Atlántico, con potencial de escalamiento industrial. Se 

comprobó que estos IBs basados en AMP modulan la respuesta inmune del hospedador y 

disminuyen significativamente la supervivencia de P. salmonis. Su estabilidad en condiciones 

gastrointestinales simuladas respalda su potencial administración oral. Aunque se requiere 

profundizar en los mecanismos de acción, y confirmar eficacia en desafíos in vivo, los IBs 

evaluados en este estudio tienen potencial para ser una alternativa biotecnológica 

inmunoterapéutica complementaria a las estrategias de control y manejo de la 

Piscirickettsiosis.  
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 Introducción 

La acuicultura representa una proporción cada vez más significativa de la producción mundial 

de alimentos, al año se producen aproximadamente 94 millones de toneladas, proporcionando 

alrededor del 51 % del suministro mundial de productos del mar, con un valor estimado de 

USD 296 mil millones (FAO, 2024). Para Chile, el surgimiento y desarrollo de la industria 

salmonicultora, después de 35 años, se ha convertido en uno de los principales sectores 

exportadores y un importante contribuyente al desarrollo regional (Mardones et al., 2018). 

Entre las especies más cultivadas destaca el Salmón del Atlántico (Salmo salar), de los cuales, 

en 2024 se cosecharon 328,2 t en agua de mar (Sernapesca, 2024). Para el máximo 

aprovechamiento de los espacios, los peces permanecen confinados en jaulas bajo 

condiciones de estrés, lo que suele asociarse con una disminución de la respuesta inmune 

(Valenzuela-Aviles et al., 2022). Por este motivo, estos peces de cría, son dianas vulnerables 

a infecciones por patógenos presentes en el agua donde son criados, cuya transmisión se 

facilita a través de varias vías, incluyendo, el contacto estrecho, y corrientes de agua (Uma, 

2025; Valenzuela-Aviles et al., 2022). En consecuencia, el manejo efectivo de las 

enfermedades infecciosas en la salmonicultura chilena es fundamental para garantizar una 

producción sostenible (Uma, 2025).  

Una de las infecciones más frecuentes en la salmonicultura de Chile es la Piscirickettsiosis, 

cuyo agente etiológico es la Piscirickettsia salmonis, una bacteria Gram negativa, intracelular 

facultativa, que puede ser replicada y propagada en diversos tipos celulares, incluidos los 

macrófagos (Rozas & Enríquez, 2014). Las mortalidades por esta enfermedad representan 

una pérdida de 31,3 t de salmón del Atlántico, generando importantes pérdidas económicas lo 

cual impacta significativamente a la industria salmonera (Sernapesca, 2025a). El control de la 

Piscirickettsiosis ha sido un desafío complejo, ya que el patógeno modula las respuestas del 

sistema inmune, deprimiendo la inmunidad innata y evadiendo la adaptativa (Rozas-Serri, 

2022). Históricamente, su manejo ha dependido del uso masivo de antimicrobianos de lenta 

degradación; por ejemplo, entre 2000 y 2020, Chile utilizó aproximadamente 997 t de 

quinolonas, 3,051 t de tetraciclinas y 4,375 t de florfenicol (F. C. Cabello et al., 2023; F. C. 

Cabello & Godfrey, 2019; Sernapesca, 2025a). En Noruega, en cambio, solo se utilizaron 0,548 

t de estos medicamentos en la producción de alrededor de 1,2 millones de t de salmón, unas 

685 veces menos por millón de toneladas de pescado producidas (F. Cabello et al., 2025). 

Aunque existen vacunas comerciales, su eficacia es limitada debido a factores genéticos, 

ambientales y funcionales que dificultan la inmunización efectiva contra P. salmonis (Figueroa 

et al., 2022; Valenzuela-Aviles et al., 2022). Por lo tanto, el crecimiento sostenible de la 

salmonicultura chilena dependerá de comprender a fondo la patogénesis de P. salmonis y 

https://www.sciencedirect.com/topics/social-sciences/food-production
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desarrollar estrategias efectivas para prevenir y tratar la enfermedad sin depender del uso 

intensivo de antimicrobianos (F. Cabello et al., 2025). 

En el campo de la investigación para el control de patógenos, los péptidos antimicrobianos 

(AMPs) han recibido una atención cada vez mayor debido a sus mecanismos de acción únicos 

sobre un amplio espectro de bacterias, en comparación con las de los antibióticos tradicionales 

(S. Ji et al., 2024). Los AMPs actúan sobre las membranas celulares bacterianas, alterando la 

integridad, y también son conocidos por sus funciones inmunorreguladoras, tales como reclutar 

y activar las células inmunitarias (Rima et al., 2021; Xuan et al., 2023). A pesar del alto 

potencial e interés, la FDA (Food and Drug Administration) ha aprobado solo unos pocos AMPs 

para uso clínico en humanos (daptomicinas, polimixinas, bacitracinas, entre otros) y otros aún 

están en ensayos preclínicos o clínicos (por ejemplo: LL-37, buforin II, Melittina, entre otros) 

(Bucataru & Ciobanasu, 2024). El estudio de los AMPs en bovinos ha sido de gran interés, y 

se han reportado al menos 38 de estos péptidos incluyendo β-defensinas bovinas (TAP, LAP, 

DEFB1, DEFB3, DEFB4 y DEFB5, DEFB10) y las catelicidinas (CATHL 1–7, Bactenecinas, 

Indolicidina Bovina y Péptidos Antimicrobianos Mieloides (BMAPs) (Benincasa et al., 2003; 

Hsu et al., 2005; Sirsat et al., 2024). En la acuicultura, los AMPs se han estudiado como 

aditivos para piensos y fármacos terapéuticos y, a través de la ingeniería genética, 

proporcionan una alternativa potencial a los antibióticos y apoyan la salud y la productividad 

de las especies cultivadas (Rodrigues et al., 2025). Sin embargo, entre las limitaciones de su 

comercialización, o uso, se encuentra en primer lugar, el mecanismo de acción, el cual para 

muchos no está completamente descifrado, pueden generar toxicidad, son poco estables, 

susceptibles a la degradación por proteasas y sensibles a los componentes séricos, la sal y 

las variaciones de pH (Bucataru & Ciobanasu, 2024; Rodrigues et al., 2025). Una manera de 

soslayar estas limitaciones es mediante el uso de cuerpos de inclusión (IBs), que han 

demostrado un enorme potencial para la administración de moléculas biológicas, incluyendo 

los AMPs (Villaverde, 2012).  

Los IBs son agregados proteicos, insolubles, que se forman durante la producción de proteínas 

recombinantes (Garcia Fruitós & Arís Giralt, 2022). Desde una perspectiva biofísica, se 

describen como nanomateriales proteicos o proteínas nanoestructuradas, con tamaños que 

oscilan entre 50 y 800 nm, conformados por un centro de proteína bioactiva, rodeado de 

proteínas en conformación β-amiloide, que le otorga resistencia a la degradación proteolítica, 

y estabilidad mecánica (M. M. Carrió & Villaverde, 2003; Gifre-Renom et al., 2020). Se 

producen en altas cantidades mediante procesos económicamente asequibles, ya que hasta 

el 80 % de las proteínas recombinantes sobreexpresadas en Escherichia coli forman IBs, lo 

que los convierte en una excelente plataforma para la producción de proteínas recombinantes 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/proteinase
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(Singhvi et al., 2020). Aunque el componente principal de los IBs es la proteína recombinante, 

también contienen cantidades varibles de otras moléculas de la cepa bacteriana empleada 

para la producción, como ADN, ARN y componentes de la pared celular, incluidos 

Lipopolisacáridos (LPS) y Peptidoglucanos (PGN), capaces de inducir la respuesta inmunitaria 

(Torrealba, Parra, et al., 2016). Esta característica le otorga potencial inmunomodulador 

intrínseco, que, en conjunto con su estabilidad física, los convierten a los IBs en una potencial 

plataforma para la producción de AMPs recombinantes, como solución biotecnológica, en 

sintonía con alternativas sostenibles en acuicultura. 

Teniendo en cuenta las propiedades únicas de los IBs como sistemas de administración de 

proteínas recombinantes y su potencial inmunoestimulante, el objetivo de esta tesis es 

desarrollar proteínas nanoestructuradas como inmunoestimulantes para la prevención 

de la Piscirickettsiosis en salmón del Atlántico. Este trabajo busca aprovechar la 

capacidad de estas nanoestructuras para administrar moléculas bioactivas basadas en 

AMPs, con el fin de generar una respuesta inmune protectora frente a P. salmonis. A 

través de este enfoque, se pretende ofrecer una alternativa sostenible a los 

tratamientos antimicrobianos convencionales, contribuyendo al manejo sostenible y 

responsable de la salmonicultura en Chile. 
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 Revisión Bibliográfica 

2.1 La Piscirickettsiosis: Un Problema de la Industria Acuícola Chilena 

La línea costera de Chile, especialmente alrededor de Puerto Montt y la Isla de Chiloé en la 

región X, incluyendo las regiones XI y XII, ofrece sitios resguardados con temperaturas de 

agua y salinidad ideales para la producción acuícola (Bjørndal, 2002). La producción acuícola 

chilena depende en gran medida del cultivo de salmónidos (salmón y trucha), en 2025 el 

salmón del Atlántico (Salmo salar) fue la principal especie cultivada, representando el 52,3 % 

de la producción total, seguido del salmón del Pacífico (Oncorhynchus kisutch) con el 11 %, y 

la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) con el 4 % (SUBPESCA, 2025). Las exportaciones 

pesqueras y acuícolas acumuladas a octubre del año 2024 alcanzaron un volumen de 1.492,5 

t, que sumaron una valoración total de USD 7.275,5 millones, del cual el 73,3% correspondió 

a salmónidos, el 15,4% a otros peces, seguido por el grupo de moluscos (6,2%), algas (2,9%), 

crustáceos y otros (1,0%) del valor total de las exportaciones (Morera et al., 2021; SUBPESCA, 

2025).  

Chile es el segundo mayor productor de salmón del Atlántico en el mundo, cosechando un 

volumen de 498,6 mil t en el primer semestre del 2025 (Morera et al., 2021; SUBPESCA, 2025). 

Sin embargo, uno de los principales problemas en las granjas acuícolas de salmónidos 

chilenos son las pérdidas productivas debidas a enfermedades infecciosas. Datos de Servicio 

Nacional de Pesca de Chile (SERNAPESCA), en el 2024 evidenció un 22,1 % de mortalidad 

del salmón del Atlántico relacionada con enfermedades infecciosas, siendo la causa más 

importante la Piscirickettsiosis que causa el 43,1 % de estas muertes, seguida por 

Tenacibaculosis a la que se le asocia el 29,4 % (Sernapesca, 2025a). Debido a la alta tasa de 

mortalidad, la Piscirickettsiosis, es una de las amenazas más importantes para la 

sustentabilidad de la industria salmonera chilena (Rozas & Enríquez, 2014). Genera enormes 

pérdidas anuales que superan los USD 700 millones (Flores-Kossack et al., 2020; Pontigo et 

al., 2021), debido no solo a la mortalidad, sino también a los costos asociados al uso de 

antibióticos, vacunas y otras medidas para su prevención y control (Maisey et al., 2017).  

A pesar de las diversas estrategias preventivas adoptadas por la industria salmonera chilena, 

como el uso de antimicrobianos y la vacunación, ninguna parece ser suficiente para erradicar 

o controlar de forma efectiva esta enfermedad (Mardones et al., 2018; Valenzuela-Aviles et al., 

2022). Una de las principales estrategias de control es el uso de antibióticos, durante el año 

2024 el total de antimicrobianos utilizados en la industria del salmón correspondió a 415,4 t de 

principio activo, y el 97,51 % del total de antibióticos administrados se empleó para el control 

de la Piscirickettsiosis, destacando el florfenicol como el antibiótico más común (Sernapesca, 

https://www-sciencedirect-com.pucv.idm.oclc.org/topics/immunology-and-microbiology/salmo-salar
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2025b). Sin embargo, la naturaleza intracelular de la bacteria dificulta su adecuado tratamiento 

con antibióticos, ya que estos, al tener que atravesar la membrana celular, reducen su efecto 

al poseer una baja eficiencia de retención intracelular (Abed & Couvreur, 2014). Además, el 

florfenicol actúa bloqueando la formación de proteínas por acción directa sobre los ribosomas, 

inhibiendo la replicación de la bacteria, por lo que el efecto es sólo bacteriostático y no 

bactericida, lo que limita su eficacia en la eliminación de la bacteria (Schlünzen et al., 2001; 

Schwarz et al., 2004). La alta cantidad de antibióticos empleados ejerce presión selectiva sobre 

el patógeno, mejorando su resiliencia, dando lugar a la aparición de aislados con una 

susceptibilidad ligeramente reducida, lo que lleva a la aparición de bacterias resistentes 

(Avendaño-Herrera, 2021; X. Guo et al., 2024). 

A pesar que la vacunación, también representa una estrategia de control importante para la 

Piscirickettsiosis, su eficacia suele ser limitada, especialmente cuando se aplica a peces que 

no son completamente inmunocompetentes (Pérez-Sánchez et al., 2018; Rozas-Serri et al., 

2024). Actualmente 33 vacunas contra la Piscirickettsiosis que cumplen con todos los 

requisitos regulatorios y experimentales establecidos por SERNAPESCA, y están disponibles 

comercialmente. Incluyendo vacunas monovalentes y multivalentes, vacunas preparadas con 

antígenos de bacterias P. salmonis muertas o proteínas recombinantes (Blueguard ISA®, 

Aquavac Saristin 2®, Providean Aquatec Sea Lice®), vacunas de ADN y una vacuna viva 

atenuada (LiVac®) (Flores-Kossack et al., 2020). Sin embargo, existen varios problemas 

relacionados con la eficiencia de la vacuna, particularmente en relación con las condiciones 

de campo y la falta de protección durante todo el ciclo de vida de la producción de peces 

(Mardones et al., 2018). Sin embargo, existe evidencia de que hasta el 80 % de los peces 

vacunados aún pueden verse afectadas por la enfermedad clínica, y se han obtenido 

resultados inconsistentes en cuanto a la reducción de la mortalidad o el retraso del brote de la 

enfermedad, por lo que actualmente existe un consenso respecto de que la efectividad de las 

vacunas autorizadas es ineficaz y variable (Figueroa et al., 2022; Mardones et al., 2018). La 

falta de eficacia de las vacunas comerciales se atribuye en gran medida a la capacidad del 

patógeno para modular y comprometer la respuesta celular del huésped, lo que limita la 

estimulación adecuada de la inmunidad celular, y deja en entredicho el mecanismo mediante 

el cual se lograría una protección efectiva por esta vía (Figueroa et al., 2022; Rozas-Serri, 

2022; Valenzuela-Aviles et al., 2022).  

2.2  Biología y patogénesis de la Piscirickettsia salmonis 

P. salmonis, el agente etiológico que causa la Piscirickettsiosis, es una bacteria Gram-negativa 

intracelular, clasificada como Gamma-proteobacteria y es una de las pocas especies que 
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pertenecen a la familia Piscirickettsiaceae (Fryer & Hedrick, 2003; F. Gómez et al., 2009). La 

bacteria se caracteriza por ser no motil, no encapsulada, pleomórfica pero generalmente 

cocoide con un tamaño variable entre 0,5 y 1,5 μm de diámetro (F. Gómez et al., 2009). 

Estudios de genómica comparativa han identificado la existencia de dos genogrupos 

epidemiológicamente relevantes en Chile, el LF-89 y EM-90 (Isla et al., 2021). Estos grupos 

genéticos causan diferentes niveles de morbilidad debido a diferentes factores de virulencia, 

las tasas de supervivencia del salmón del Atlántico durante la infección con LF-89 puede llegar 

a ser del 60 %, mientras que los peces infectados con EM-90 muestran una tasa de 

supervivencia del 30 %, bajo condiciones controladas (Carril, Morales-Lange, et al., 2024; 

Carril, Winther-Larsen, et al., 2024; Rozas-Serri et al., 2017). 

P. salmonis se transmite a través de la piel, branquias y epitelio intestinal, pudiendo inducir 

una epizootia en los confines cerrados dedicados a la cría del salmón, predominantemente en 

agua salada (Mauel & Miller, 2002; Rozas & Enríquez, 2014). Causa infección sistémica, que 

afecta predominantemente al hígado, los riñones y el bazo (Wilhelm et al., 2006). La patología 

macroscópica se caracteriza por manchas hemorrágicas en la piel, decoloración blanquecina 

con pérdida de escamas y endurecimiento, y en estadios más avanzados, ulceración y 

oscurecimiento (P. A. Smith et al., 1999). La fase pre-clinica, clínica y post-clínica ocurren entre 

los días 1–13, 14–28 y 29–45, respectivamente, período posterior al cual al menos el 5 % de 

la población bacteriana permanece de forma silente en el organismo (Fryer & Hedrick, 2003). 

Diversas condiciones favorecen la proliferación descontrolada de P. salmonis, incluida la edad, 

la calidad de los smolts, el microbioma, el sexo, la inmunosupresión, alta densidad en las 

jaulas, nutrición deficiente, estrés, y temperatura (F. C. Cabello et al., 2020). Una vez dentro 

del huésped, las células del sistema inmune innato del huésped, especialmente macrófagos, 

reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) probablemente de la 

flagelina de P. salmonis, mediante los receptores tipo Toll (TLR), especialmente el TLR5, y 

desencadena la activación de la vía dependiente de respuesta primaria de diferenciación 

mieloide 88 (MyD88), lo que lleva a la activación de receptor asociado a interleucina 1/4 (IRAK-

1/4) y factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (TRAF-6) y da como resultado 

la activación del factor nuclear kB (NF-κB), que induce la expresión de citocinas 

proinflamatorias (Gewirtz et al., 2001; Muñoz-Flores et al., 2022; Rozas-Serri, 2022). Durante 

el proceso de infección, los macrófagos fagocitan la bacteria, la cual induce cambios en el 

citoesqueleto de forma progresiva hasta las 48 h posinfección, para formar vacuolas que 

contienen P. salmonis (PCV) (Ramírez et al., 2015). Las PCV actúan como centros de 

replicación y protección del patógeno, desde los cuales este también induce la apoptosis de 
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los macrófagos a través de la activación de la caspasa-3 (McCarthy et al., 2008; Rojas et al., 

2010).  

La clave para la supervivencia intracelular de P. salmonis, reside en su capacidad para 

bloquear la degradación lisosomal, mediante un sistema de secreción Dot/Icm que inhibe 

específicamente la fusión fagosoma-lisosoma, asegurando un ambiente propicio para su 

replicación (F. A. Gómez et al., 2013). El sistema Dot/Icm exporta más de 300 proteínas 

efectoras a las células huésped, las que modulan la biología celular del huésped, incluida su 

modificación de histonas, transcriptoma, proteoma y tráfico de vesículas (Kubori & Nagai, 

2016). De hecho, se ha demostrado que P. salmonis puede manipular las respuestas 

inflamatorias del huésped, de forma que favorece las respuestas antiinflamatorias asociadas 

con la Interleucina 10 (IL-10) y disminuye las respuestas proinflamatorias asociadas con la 

Interleucina 12 (IL-12), para promover la replicación bacteriana intracelular (Álvarez et al., 

2016). Además, P. salmonis modula la evasión del sistema inmune adaptativo, por 

sobreexpresión de CD4 y subexpresión de CD8, durante la fase tardía de la infección (Rozas-

Serri, Peña, & Maldonado, 2018). Finalmente, P. salmonis, induce la transcripción del gen 

foxp3 lo que promueve la diferenciación de células T reguladoras (Treg) que constituyen un 

linaje antiinflamatorio específico de diferenciación de linfocitos T CD4 (Khantakova et al., 2022; 

Morales-Lange et al., 2021). En conjunto, estos mecanismos de evasión e inmunomodulación 

constituyen una sofisticada estrategia de supervivencia intracelular. 

2.3 Sistema Inmune de los Peces Teleósteos 

Fisiológicamente, el sistema inmune de los peces, es similar al de los vertebrados superiores. 

Está conformado por una vasta red de órganos, células, proteínas y sustancias químicas, que 

constituyen dos mecanismos inmunológicos, innato (inespecífico) y adaptativo (específico) 

(Figura 1), lo cuales trabajan en conjunto para proteger al organismo contra patógenos 

invasores como virus, bacterias, hongos y parásitos (J. Cao et al., 2023; Mokhtar et al., 2023). 

En cuanto a la estructura anatómica (Figura 2), el riñón anterior, el timo y el bazo son los 

principales órganos del sistema inmune (Bjørgen & Koppang, 2021). El timo tiene como función 

crear un nicho que albergue células T en desarrollo; El riñón anterior alberga células B y T y 

los macrófagos; El bazo se considera el órgano linfoide secundario primordial, y en el cual se 

generan respuestas inmunitarias adaptativas (Bjørgen & Koppang, 2021; Flajnik, 2018). 

Además, se han descrito tejidos linfoides asociados a la mucosa (MALT), que incluye el tejido 

linfoide asociado al intestino (GALT), el tejido linfoide asociado a la piel (SALT) y el tejido 

linfoide asociado a las branquias (GiALT) (Salinas et al., 2011). Estos MALT representan 

centros específicos de tejidos a partir de los cuales el sistema inmunológico regula los 
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microorganismos ambientales a través de efectores inmunes innatos y adaptativos (Bledsoe 

et al., 2022). 

 

Figura 1. Esquema general de los componentes del sistema inmune de peces teleósteos (Elaboración 
propia). 

 

Figura 2. Representación esquemática de los órganos linfoides de peces teleósteos (Elaboración 
propia).  
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La inmunidad innata se induce rápidamente después de la infección y se caracteriza por una 

ausencia de memoria inmunológica, no es específica del antígeno y está modulada por 

moléculas codificadas por genes de la línea germinal (Collet, 2014). Los componentes del 

sistema inmunológico innato incluyen barreras físicas como la piel, procesos celulares como 

la fagocitosis y componentes humorales como proteínas solubles (Riera Romo et al., 2016). 

Por su parte el sistema inmune adaptativo, es altamente específico para un antígeno en 

particular y puede proporcionar inmunidad a largo plazo (Kordon et al., 2021). Los 

componentes específicos del sistema inmunológico adaptativo, incluye las inmunoglobulinas 

(Igs), los receptores de células T (TCR) y el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) 

(Flajnik, 2018; Kordon et al., 2021).  

Así mismo, tanto el sistema inmmune innato como el adaptativo poseen un componente 

celular, el cual está conformado por células inmunitarias, que, en los peces no son muy 

diferentes de las que se encuentran en los mamíferos (Mokhtar et al., 2023). Las células 

inmunitarias en los teleósteos incluyen células asesinas naturales, células citotóxicas no 

específicas, macrófagos, leucocitos granulares, trombocitos, monocitos, células dendríticas, 

linfocitos, mastocitos y gránulos eosinofílicos. Además, los peces también poseen células de 

rodlet y centros de melanoma (Mokhtar et al., 2023). A continuación, se describen algunas de 

estas células: 

Macrófagos: forman parte de la defensa celular de primera línea contra la infección 

bacteriana, se especializan en fagocitosis, destrucción de microorganismos extraños y 

presentación de antígenos, producen citocinas u otros factores solubles para estimular el 

sistema inmunitario adaptativo (Gordon, 2007; Gordon & Taylor, 2005; Kum, 2011). Los 

macrófagos poseen muchos receptores de reconocimiento de patrones (PRR) que permiten a 

estas células detectar PAMPs, lo que desencadenará la fagocitosis del patógeno (Mogensen, 

2009). Luego, los macrófagos pueden eliminar rápidamente al patógeno mediante la 

producción de intermediarios reactivos tóxicos y la acidificación fagolisosomal (Grayfer et al., 

2018). Además de su función antimicrobiana, estas células también pueden presentar 

antígenos a las células T, y, dependiendo de los estímulos circundantes, pueden orquestar la 

respuesta inmune adecuada a través de la secreción de citocinas (Grayfer et al., 2018). 

Finalmente, una vez que ha cesado una reacción inmune, los macrófagos fagocitan los 

desechos celulares para mantener la homeostasis tisular (Wynn et al., 2013). Es decir, los 

macrófagos tienen una naturaleza dinámica y heterogénea y se pueden activar por diferentes 

vías, en un proceso denominado polarización (Wynn et al., 2013; D. Zhou et al., 2014). Los 

macrófagos se pueden polarizar en dos tipos, M1 o M2, ambos presentan distintos patrones 

fenotípicos y propiedades funcionales, y la polarización depende del tipo de vía que activa al 
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macrófago (Forlenza et al., 2011; G. Liu & Yang, 2013). La vía de activación clásica (M1) 

conduce a un fenotipo inflamatorio típico con la producción de citocinas proinflamatorias, por 

ejemplo: Interleucina 1β (IL1β), Factor de Necrosis Tumoral α (TNF-α), Interferón gamma 

(IFNγ). Por su parte, los macrófagos M2 producen altos niveles de citocinas antiinflamatorias, 

como IL-10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), están involucrados en la 

reparación y remodelación de tejidos, y juegan un papel importante en la supresión de la 

respuesta inmune (G. Liu & Yang, 2013). Existen diferente subtipos de macrófagos M2, que 

se diferencian según el estímulo inductor específico y su rol homeostático; en salmones se 

han identificado tres variantes principales: M2a, activados por interleucina 4 (IL-4) e 

interleucina 13 (IL-13), M2b, inducidos por la combinación de ligandos de receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR y M2c, cuya polarización es gatillada por señales 

desactivadoras como la interleucina 10 (IL-10), y el TGF-β (Amici et al., 2017; Vergadi et al., 

2017; D. Zhou et al., 2014). 

Neutrófilos: son las células más abundantes entre los granulocitos y monocitos en la sangre, 

muestran migración activa y actividad fagocítica, y en peces salmónidos, a diferencia de otros 

peces, son polinucleares (Ghorai & Priyam, 2018). Estas células expresan la quimiocina 

proinflamatoria 8 (IL-8), la cual se induce en respuesta a diversos estímulos, como infecciones 

por bacterias, virus, estrés celular y proteínas proinflamatorias como el Factor de Necrosis 

TNF-α, y la Interleucina 1 β (IL-1β) (P. Santana et al., 2012). La función principal de la IL-8 es 

quimiotáctica, es decir induce el reclutamiento de otros neutrófilos y células inmunitarias al sitio 

de la infección (P. A. Santana et al., 2018).  

Células Dendríticas (DC): estas células se han encontrado en branquias, intestino, piel y 

ovarios, se caracterizan por sus cuerpos celulares pequeños con muchos procesos 

citoplasmáticos (dendritas), y son capaces de iniciar respuestas inmunes innatas y adquiridas 

(Mokhtar et al., 2023; Sayed et al., 2022). Tienen actividad fagocítica, y son activadas por 

ligandos TLR, son potentes inductores del IFN tipo I y son importantes como células 

presentadoras de antígenos (Ghorai & Priyam, 2018). Con la ayuda de los receptores MHC de 

clase 2 (MHC II), estas células entregan los antígenos procesados a los linfocitos T, 

desencadenando la respuesta adquirida mediada por células (Mokhtar et al., 2023).  

Células asesinas naturales (NK):contribuyen de manera importante a la inmunidad innata al 

destruir las células infectadas por virus a través de una lisis osmótica y apoptosis mediada por 

granzima, además el IFN-α/β, y otras citocinas innatas, como la IL-12 regulan su actividad 

(Biron et al., 1999). Existe una retroalimentación positiva entre las células NK y los macrófagos. 

Las células NK activan a los macrófagos induciéndolos a producir IFN tipo I, IL-12 e IL-18. 
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Estas citocinas inducen a las células NK a producir IFN tipo II, el principal regulador Th1, lo 

que convierte a estas células en el puente clave entre la inmunidad innata y adaptativa a los 

virus (Pirhonen et al., 1999). 

Linfocitos: son células del sistema inmune adaptativo, incluyen células B y T. Las células T 

expresan un receptor (TCR), que en el salmón del Atlántico incluye las cadenas α, β, γ, and δ, 

las cuales determinan el mecanismo de la célula T, mientras las células T-γδ reconocen 

antígenos directamente, las células T-αβT reconocen péptidos de antígenos mediante la unión 

al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Kordon et al., 2021). Según su función, las 

células T-αβ pueden ser citotóxicas CD8+ y células T cooperadoras CD4+ (Th) (Kordon et al., 

2021).  

Las células T CD8+ se activan por péptidos derivados de antígenos intracelulares y 

presentados por moléculas del MHC clase I (MHC I), y su función es eliminar células huésped 

infectadas (Kordon et al., 2021). Por otro lado, las células T cooperadoras CD4+ son 

estimuladas por péptidos derivados de antígenos extracelulares y presentados por moléculas 

del MHC II, y regulan las respuestas de otros leucocitos (Andersen et al., 2006; Banchereau & 

Steinman, 1998; Kordon et al., 2019).  

De igual forma, los linfocitos B son células presentadoras de antígenos (CPA) profesionales, 

producen anticuerpos (inmunoglobulinas, Igs, IgM, IgD e IgT) frente a antígenos y median la 

inmunidad humoral, además son los responsables de la memoria inmunológica al diferenciarse 

en células B de memoria (Mokhtar et al., 2023; Tafalla, 2025). Estas reconocen al antígeno 

mediante su unión al receptor de células B (BCR), posteriormente, el antígeno es procesado y 

entregado a las células T auxiliares (Th) por MHC II en la superficie de las células B, lo que 

permite la activación y diferenciación de las células B vírgenes (Mokhtar et al., 2023). Las 

células B activadas pueden diferenciarse en células B de memoria, que son detectables a partir 

de la semana 7 posinfección y circulan por todo el cuerpo, incluso después de 6 meses 

después de la infección, en el salmón del Atlántico se han detectado anticuerpos específicos 

de antígenos durante 80 semanas después de la inmunización (Chan et al., 2024; Mechlaoui 

et al., 2025). 

Otro componente importante del sistema inmune innato y adaptativo es el componente 

humoral, estas son repuesta mediadas por macromoléculas producidas por células y liberadas 

en los fluidos extracelulares después de la infección por un patógeno. Algunos de los 

componentes humorales más estudiados en los peces incluyen el sistema del complemento, 

la lisozima, los AMPs y las proteínas de fase aguda (N. C. Smith et al., 2019). A continuación, 

se describen algunas de las respuestas humorales del sistema inmune: 
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Citocinas: son proteínas secretadas en respuesta a los estímulos inmunológicos, y una vez 

liberadas, ejercen sus efectos uniéndose a receptores específicos en la membrana celular, lo 

que desencadena múltiples vías de señalización intracelular (Mokhtar et al., 2023). Esta 

señalización induce, estimula o suprime en cascada la expresión de genes regulados en el 

núcleo, desencadenando así la respuesta inmune (J. F. Cao et al., 2025; Mokhtar et al., 2023).  

La familia de interleucinas (IL), es el grupo grande de citocinas, se puede clasificar en: 

• La familia IL-1: citocina proinflamatoria de la inmunidad innata, incluye IL-1β e IL-18 

(Ogryzko et al., 2014; Secombes et al., 2011). La IL-1 β induce la inflamación como 

respuesta a la infección, para ello se une al receptor de IL-1β, y estimula la producción 

de otras citocinas (cascada de citocinas), como la interleucina 8 (IL-8), la interleucina 

6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y más de sí misma (Frenette et al., 

2023). Por su parte, IL-18 está regulada positivamente en respuesta a infecciones 

bacterianas y promueve la expresión de IFN-γ, mejora la inducción de óxido nítrico 

(NO) y especies reactivas de oxígeno (ROS) en fagocitos y activa directamente células 

T CD8+, por lo que cumple un rol importante en la respuesta inmunitarias (C. Yu et al., 

2024; Yuan et al., 2026).  

• La familia IL-2: citocina inmunomoduladora esencial que promueve la proliferación, 

activación y diferenciación de las células T (Sogo et al., 2009). Incluye IL-2, IL-4/13, IL-

7, IL-15 e IL-21 (J. F. Cao et al., 2025).  

• La familia IL-6: citocina altamente pleiotrópica, es producida por un grupo diverso de 

células, incluyendo linfocitos T, macrófagos, fibroblastos, neuronas, células 

endoteliales y gliales, para favorecer los procesos inflamatorios, en respuesta a 

estímulos proveniente de productos microbianos, IL-1β o TNF-α, lo que conduce a la 

atracción de neutrófilos, monocitos y macrófagos, además induce a la proliferación y 

diferenciación de las células T así como la expresión de IgM por las células B. (J. F. 

Cao et al., 2025; Scheller et al., 2011; Zhao et al., 2024).  

• La familia IL-10: citocina antiinflamatoria y supresora de la respuesta inmune, cumple 

un rol esencial en el mantenimiento de la homeostasis inmunológica y en la limitación 

de respuestas robustas para evitar daños colaterales al cuerpo durante una infección 

(Grayfer et al., 2011). Es decir, actúa como un mecanismo intrínseco para limitar la 

inflamación excesiva en el teleósteo después de la estimulación inmunológica 

(Chakkalakkal et al., 2025). La IL-10 actúa inhibiendo la producción de citocinas 

proinflamatorias como el TNF-α, la IL-6 y la IL-1β, además, en especies como la carpa 

y la tilapia, se ha observado que inactiva neutrófilos y macrófagos y reduce la 

proliferación de células T (J. F. Cao et al., 2025; K. Li et al., 2023; Reyes-cerpa et al., 

https://www-sciencedirect-com.pucv.idm.oclc.org/topics/agricultural-and-biological-sciences/t-cell
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2013; Sakai & Tomoya, 2021). Otras citocinas antiinflamaotias conocidas en peces 

teleósteos son, el TGF-β, el cual puede inhibir la expresión y secreción de la citocina 

proinflamatoria IL-1β; Interleucina-11 (IL-11), que inhibe la producción de citocinas 

proinflamatorias en macrófagos que han sido estimulados por bacterias o sus 

componentes; Interleucina-35 (IL-35), involucradas en la inhibición de la proliferación 

de células T y la inhibición del desarrollo y diferenciación de células Th17 (K. Li et al., 

2023; J. Zhang et al., 2019).  

• La familia IL-12: citocina heterodimérica compuesta por subunidades p35 y p40 que 

induce la diferenciación de las células auxiliares Th1 y estimula la producción de IFN-

γ por parte de las células T y las células NK (Huang et al., 2000). Aunque son pocos 

los estudios sobre la caracterización y función de la familia IL-12 en peces, hasta la 

fecha se han identificado cuatro miembros de la familia IL-12: IL-12 (p35/p40), IL-23 

(p19/p40), IL-27 (p28/EBI3), IL-35 (p35/EBI3) e IL-39 (p19/EBI3) (J. F. Cao et al., 2025).  

• La familia IL-17: son citocinas proinflamatorias producidas principalmente por células 

Th17, en peces muestran una regulación positiva en los tejidos inmunológicos y 

mucosos ante el desafío bacteriano (González-Fernández et al., 2024). Sus funciones 

en la respuesta inmunológica hacia patógenos están dadas por su unión a los 

receptores de IL-17 (IL-17R), los principales leucocitos que expresan estos receptores 

son: los neutrófilos (IL-17RA); células Treg y Th2 (IL-17RB); monocitos y células 

dendríticas (IL-17RC); basófilos (IL-17RD y ) IL-17RB (González-Fernández et al., 

2024). Se han encontrado en peces teleósteos L-17A / F1, IL-17A / F2, IL-17A / F3, IL-

17C, IL-17D y IL-17N (J. F. Cao et al., 2025). 

Otra familia relevante de citocinas es la B-Jellyroll, o también conocida como superfamilia 

de factores de necrosis tumoral (TNF), cumplen un rol fundamental en la regulación de la 

respuesta inflamatoria y la comprenden tres miembros principales: TNF-α (TNF-α tipo I o 

II en el salmón del Atlántico), linfotoxina (LT) -α (también llamada TNF-β) y LT-β (Zou & 

Secombes, 2016). Tanto el TNF-α como el LT-α se liberan como homotrímeros que 

interactúan con los receptores en las células diana, mientras que LT-β forma un complejo 

LT-α / LT-β unido a la membrana (Zou & Secombes, 2016). En salmónidos, TNF-α 

desencadena la expresión de una serie de genes inmunes asociados con la inflamación, 

incluidos il-1β, il-8, il-17c, tnf-α y cox-2, activa la vía de señalización NF-κB, mejora la 

actividad fagocítica de los leucocitos, y promueve la supervivencia de los macrófagos 

mediante una mayor generación de especies oxidativas reactivas (ROS) mediante la 

inactivación de las fosfatasas, permitiendo la fosforilación de NF-kB (Blaser et al., 2016; 

Zou & Secombes, 2016).  

https://www-sciencedirect-com.pucv.idm.oclc.org/topics/agricultural-and-biological-sciences/t-helper-cell
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Los interferones (IFN) son citocinas que tienen un papel clave en la regulación de las 

respuestas inmunitarias innatas y adaptativas, tienen actividad antiviral y modulan las 

respuestas inmunes (Martin et al., 2007). Hasta la fecha solo se han identificado los tipos 

I (IFN α y β) y II en peces (IFN-γ), y recientemente se han encontrado evidencias de IFN 

tipo IV (IFN-υ) (B. Li et al., 2024; Martin et al., 2007). Los IFN, al igual que otras citocinas, 

una vez que se secretan, necesitan interactuar con los receptores en la superficie celular 

para iniciar respuestas intracelulares, IFNI: IFNAR1 e IFNAR2; IFNII: IFNGR1 e IFNGR2, 

IFNIV: IFNUR1 e IL-10R2 (S. N. Chen et al., 2022; B. Li et al., 2024).  

Una vez que el IFN se une a su receptor específico, activa la vía JAK-STAT, lo que provoca 

la fosforilación y dimerización de proteínas STAT (principalmente STAT1 y STAT2) (Gan 

et al., 2020). Cuando la vía de señalización es mediada por el IFNI (IFN α y β), la unión 

al receptor, forma un complejo asociado con el factor regulador del interferón 9 (IRF9), 

dando lugar a un factor génico 3 estimulado por IFN (ISGF3). ISGF3 transloca al núcleo 

donde se une a los elementos de respuesta estimulados por IFN (ISREs) en los promotores 

de genes, lo que conduce a la transcripción de genes estimulados por IFN (ISG) (Lukhele 

et al., 2019). Por otra parte, los JAKs pueden fosforilar e iniciar la formación de complejos 

STAT fosforilados de los homodímeros STAT1 y STAT3, donde el homodímero STAT1 se 

asocia con una respuesta proinflamatoria, mediada por la unión a secuencias activadas 

por gamma (GAS), y el homodímero STAT3 inhibe indirectamente la expresión génica 

inflamatoria, restringiendo las respuestas proinflamatorias (Ivashkiv & Donlin, 2014). Por el 

contrario, en la vía mediada por el IFN-II (IFN-γ), los STAT1 fosforilados forman 

homodímeros (STAT1-STAT1), conocidos como factor de unión a GAS (GAF). Este 

homodímero GAF se transloca al núcleo, pero en lugar de unirse a elementos ISRE, se 

une a GAS (Gan et al., 2020). La activación de genes a través de elementos GAS conduce 

a una respuesta más especializada en inmunomodulación, que incluye la potenciación de 

la presentación de antígenos a través de la regulación del MHC y la activación de funciones 

efectoras en macrófagos, conectando así de manera más directa la inmunidad innata con 

la adaptativa (Gan et al., 2020). 

Péptidos Antimicrobianos (AMPs): son parte de la respuesta inmune innata, se localizan en 

aquellas partes de los animales que tienen más probabilidades de entrar en contacto con 

patógenos del medio ambiente, como la piel, ojos, y las superficies epiteliales (Hancock & 

Scott, 2000). Se pueden producir a nivel constitutivo, pero también se pueden inducir en 

respuesta a patógenos (Katzenback, 2015). En general, la longitud de los AMPs es de 12 a 50 

aminoácidos, sin embargo, en salmónidos varían de 11 a 79 aminoácidos (Brunner et al., 

2020). Un factor clave que influye directamente en la actividad antimicrobiana de los AMPs es 
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la carga positiva, que en salmónidos, oscila entre 0 y 30, en conjunto con la hidrofobicidad, 

que suele oscilar entre el 8 y el 22 %, aunque teóricamente puede llegar a contener hasta 50 

% de residuos hidrófobos (alanina, valina, prolina, leucina, tirosina, lisina, metionina, triptófano) 

(Brunner et al., 2020; Hancock & Scott, 2000). La tercera propiedad común de los AMPs es la 

anfipatía, que se refiere a la abundancia relativa de residuos o dominios de aminoácidos 

hidrófobos e hidrófilos dentro de un péptido (Akhavan-Bahabadi et al., 2024). Los AMPs 

catiónicos suelen exhibir un equilibrio entre los residuos de aminoácidos hidrofóbicos y 

cargados positivamente que les permite adoptar una conformación anfipática, esto facilita la 

interacción con superficies cargadas negativamente y la inserción en membranas bacterianas, 

mientras mayor sea el potencial mayor será la atracción electrostática (Figura 3) (Bechinger & 

Gorr, 2017).  

 

Figura 3. Modelo general del mecanismo antimicrobiano de los AMPs.  

Los AMPs se consideran la herramienta más poderosa contra los patógenos de los peces. 

Actúan de dos formas: eliminando al patógeno directamente al intervenir en la estructura de la 

membrana y modulando la respuesta inmune (Akhavan-Bahabadi et al., 2024). En cuanto a la 

acción directa sobre el patógeno, los AMPs tienen un amplio espectro de actividad lítica; su 

adsorción en las membranas está impulsada por interacciones electrostáticas e hidrofóbicas, 

e induce cambios estructurales tanto en el péptido como en la membrana lipídica (Sani & 

Separovic, 2016). Los mecanismos de permeabilización de membranas, es decir, la acción de 

formación de poros y superficies, se puede clasificar en: poros toroidales, duela de barril, y 

modelo de alfombra (Pandidan & Mechler, 2021). 
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• Mecanismo de poros toroidales: es uno de los mecanismos de disrupción de la 

membrana mejor caracterizados. Los AMPs se unen en la región del grupo de cabeza 

polar de los lípidos, separando los grupos de cabeza e induciendo una deformación de 

curvatura positiva (Kabelka & Vácha, 2021; Shai, 1999). Esto da como resultado un 

poro revestido por ambos AMPs. Al interrumpir la curvatura de la bicapa y formar un 

toroide, los péptidos insertados causarían permeabilización o desintegración de la 

membrana (Pandidan & Mechler, 2021).  

• Modelo de poro de duela de barril: en este modelo, los AMPs se colocan en un anillo 

similar a un barril alrededor de un poro acuoso (Kumari & Booth, 2022). La cara 

hidrofóbica del AMP apunta hacia afuera del poro para que esté en contacto con las 

cadenas lipídicas de acilo de la membrana, mientras que las caras hidrofílicas del AMP 

forman el revestimiento interno del poro (Kumari & Booth, 2022).  

• Modelo de alfombra: en este modelo los AMPs se adhieren paralelos a la superficie 

de la membrana, luego el péptido obtiene un pliegue helicoidal en la superficie de la 

membrana de manera que las cargas positivas de los aminoácidos interactúan con la 

cabeza de los lípidos cargados negativamente o las moléculas de agua, cubriendo la 

superficie de la membrana en forma de alfombra (Pandidan & Mechler, 2021). Los 

péptidos rotan, y conducen la reorientación de los residuos de péptidos hidrofóbicos, 

hacia la región central de la membrana hidrofóbica, y finalmente rompen la membrana 

(Pandidan & Mechler, 2021). 

Los AMPs, cuentan con otros mecanismos junto con la penetración de membranas y la 

formación de poros, es decir, un solo péptido puede actuar a través de varios mecanismos 

dependiendo de la estructura del péptido (ya que requieren motivos estructurales específicos 

principalmente de prolina), la proporción péptido-lípidos y las propiedades de la membrana 

lipídica (Bechinger & Gorr, 2017; Cheng-Foh et al., 2017). En consecuencia, no alteran la 

membrana, pueden atravesarla y alcanzar objetivos intracelulares e interrumpir procesos 

celulares (Kumari & Booth, 2022). Los AMPs de acción intracelular, pueden interactuar 

directamente con el ADN o el ARN (por ejemplo: catelicidinas, y β-defensinas) interfiriendo así 

con sus procesos de replicación; intervenir en el plegamiento de proteínas (por ejemplo: la 

pirrocoricina y la apidaecina que inhiben las chaperonas DnaK y el GroEL); inhibir proteasas 

(por ejemplo la histatina); también pueden bloquear la síntesis de la pared celular (por ejemplo: 

mersacidina, que bloquea el paso de transglucosilación en la biosíntesis de la pared celula) 

(Cheng-Foh et al., 2017; Kumari & Booth, 2022; Pandidan & Mechler, 2021).  

Además de la actividad antimicrobiana, los AMPs modulan la inmunidad, al estimular la 

respuesta inmune para prevenir infecciones y, al mismo tiempo, suprimir otras respuestas 
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proinflamatorias para evitar la inflamación incontrolada (Auvynet & Rosenstein, 2009). El papel 

de los AMPs en el proceso inmunológico es extremadamente complejo. Mantienen el equilibrio 

dinámico del microambiente inmunológico mediante la regulación de la sección de citocinas, 

como interleucinas, TNF, IFN, quimiocinas y actividades de células inmunes como células 

dendríticas, monocitos, macrófagos, mastocitos, granulocitos y linfocitos (Q. Y. Zhang et al., 

2021). Estos péptidos, incluyendo catelicidinas, hepcidinas, β-defensinas y NK-lisinas, regulan 

los receptores de la superficie celular, como los receptores de citocinas, los receptores de 

quimiocinas y los receptores acoplados a proteínas G (GPCR), incluidos los receptores de 

péptidos de formilo (FPR), los TLR, y varias vías de señalización intracelular como el NF-κB, 

la quinasa 1/2 regulada por señales extracelulares (ERK1/2), p38, la quinasa activada por 

mitógenos de la quinasa N-terminal JUN (JNK), la proteína quinasa activada por mitógenos 

(MAPK), y la fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) (Q. Y. Zhang et al., 2021).  

Hasta la fecha, se han identificado más de 90 AMPs de peces, los cuales se pueden dividir en 

cinco familias principales según su estructura: catelicidinas, hepcidinas, β-defensinas, 

piscidinas, y péptidos derivados de histonas y (Katzenback, 2015). 

• Catelicidinas: en salmónidos se han descrito dos genes distintos de catelicidina, que 

exhiben patrones de expresión diferenciales. CATH_1 es indetectable en tejidos sanos, 

mientras que CATH_2 se expresa constitutivamente en múltiples órganos, con la 

excepción del hígado (Chang et al., 2005, 2006). Se forman a partir de una secuencia 

amino-terminal homóloga y una secuencia carboxi-terminal extremadamente diversa, la 

cual comprende un sitio de escisión QKIRTRR para elastasa y una secuencia madura de 

catelicidina única (Katzenback, 2015; Valero et al., 2020). Catelicidina madura tiene una 

extensión de 47-69 péptidos de aminoácidos y presenta una carga general de +8 a +17 

en condiciones fisiológicas (pH 7) (Chang et al., 2005, 2006; Maier et al., 2008; Scocchi et 

al., 2009). Tienen acción contra una amplia gama de bacterias Gram positivas y Gram 

negativas, (por ejemplo, Yersinia ruckeri, Escherichia coli, Vibrio anguillarum, 

Pseudomonas aeruginosa), y pueden ser inducida por PAPMs, a través de TLR u otros 

PRR (Broekman et al., 2013). Las catelicidinas, al igual que otros AMPs, ejercen sus 

efectos antimicrobianos al alterar las membranas bacterianas, lo que lleva a la lisis celular 

y la muerte (Zhu et al., 2025). Se expresan como respuesta a citocinas proinflamatorias 

como IL-1β e IL-6, alcanzando un máximo de expresión a las 24 h, además tienen efecto 

inmunomodulador, favoreciendo el incremento de IL-8 (Bridle et al., 2011; Katzenback, 

2015). 

• Hepcidinas: es un grupo de péptidos ricos en cisteína, que, en su naturaleza como AMP, 

muestra una separación espacial de sus cadenas laterales hidrofílicas con carga positiva 
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de las hidrofóbicas (Asmamaw, 2016). La función más conocida, es regular negativamente 

la liberación de hierro de los macrófagos, lo que resulta en una reducción de las reservas 

de hierro corporal (Fleming, 2008; M. Liu et al., 2022). Hepcidina se une a la ferroportina 

(FPN1) presente en la superficie celular, induce la fosforilación de aminoácidos ubicados 

en un bucle intracelular de FPN1, desencadenando la internalización del complejo 

hepcidina-FPN1, lo que lleva a la ubiquitinización de FPN1 y la degradación lisosomal de 

ambas proteínas (Fleming, 2008). Los peces teleósteos presentan dos tipos de hepcidina: 

hamp1 presenta una función inhibitoria conservada sobre la ferroportina, mientras que 

hamp2 realiza principalmente funciones antimicrobianas (Neves et al., 2015, 2017). La 

hamp1 se regula al alza en presencia de P. salmonis, debido a que la secuencia QSH en 

el N-terminal puede estar asociada con interacciones con transportadores de hierro y la 

regulación de la absorción de este, inhibiendo así el crecimiento de patógenos 

intracelulares (Álvarez et al., 2022; Díaz et al., 2021).  

• β-Defensinas: son AMPs catiónicos ricos en cisteína y componentes integrales del 

sistema inmunológico innato, que se expresan principalmente en los tejidos inmunológicos 

y mucosos, incluidos el intestino, las branquias, los riñones, el bazo, la piel y el hígado, 

aunque se distribuye ampliamente a casi todos los tejidos con excepción del cerebro. 

(Harte et al., 2020; Katzenback, 2015). Tienen tres puentes disulfuro conservados (C1-

C5, C2-C4 y C3-C6) que mantienen una estructura de plegamiento bien conservada (Harte 

et al., 2020). Aunque la expresión de β-defensinas parece ser constitutiva, se modula en 

respuesta a inductores como LPS, ADN bacteriano, oligodesoxinucleótidos CpG no 

metilados, y β-glucano, así como patógenos que incluyen bacterias Gram negativas, 

bacterias Gram positivas y virus (M. Guo et al., 2012; Katzenback, 2015). Además, activan 

otras respuestas inmunitarias innatas, como la expresión de la proteína Mx1 ligada a GTP 

inducida por interferón, que incrementa el IFN, la expresión de citocinas proinflamatorias 

como IL-1β, y estimula la fagocitosis en leucocitos del riñón anterior (M. Guo et al., 2012; 

Ruangsri et al., 2013). 

• Piscidinas: familia de AMPs que se encuentran en los teleósteos, caracterizadas por ser 

péptidos catiónicos lineales α-helicoidal con actividad de amplio espectro contra bacterias, 

hongos e incluso virus (Fernandes et al., 2010). Se presenta como diferentes isómeros, en 

varias especies de peces, desde la piscidina 1 hasta la 7, aunque son estructuralmente 

similares, son funcionalmente diferentes (Raju et al., 2021). Se regula al alza en respuesta 

a PAMPs, a través de PRR, mediante la acción de una cascada de señalización intracelular 

que incluye MyD88, receptores TLR, TRAF6, IRAK1 e IKK (Campoverde et al., 2017). La 

cascada de señalización ayuda en la activación de NF-κB que se transloca al núcleo, donde 

los AMPs y las moléculas efectoras se activan transcripcionalmente (Campoverde et al., 
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2017). Esta vía activa la expresión tanto de genes proinflamatorios como IL-1β, COX1 y 

TNF-α, así como de genes antiinflamatorios, por ejemplo IL-10 (Raju et al., 2021). 

• ,Péptidos derivados de histonas (HDAP): son fragmentos de péptidos de >10 kDa 

generados a partir de la escisión proteolítica de histonas H1 y H2A, se encuentran en la 

piel y el moco (Katzenback, 2015). Los estudios sobre péptidos derivados de histonas de 

peces han revelado que pueden producirse en respuesta al daño epidérmico, LPS o ciertas 

bacterias Gram negativas, y tienen actividad antimicrobiana contra un amplio espectro de 

bacterias Gram positivas y Gram negativas, parásitos y hongos (Katzenback, 2015). La 

ausencia de péptidos señal y la plausible localización nuclear del péptido son rasgos 

característicos de los HDAP. Además, presentan una alta proporción de aminoácidos 

básicos como lisina y arginina, y disruptores de hélice, como la prolina, características 

comunes en las señales de localización nuclear (Lanford y Butel 1984).  

Sistema de complemento: es un conjunto de más de 30 proteínas plasmáticas y 

componentes celulares, que actúan cooperativamente para mediar los mecanismos de 

defensa, incluida la eliminación de patógenos a través de la opsonización, la fagocitosis y la 

promoción de la respuesta inflamatoria (Bavia et al., 2022; N. C. Smith et al., 2019). Estas 

proteínas pueden activarse por tres vías: la vía clásica, que se activa de forma específica 

cuando un anticuerpo (IgM o IgG unido a un antígeno) es reconocido por la proteína 

componente del complemento 1q (C1q). La vía de la lectina, que se activa de forma innata 

cuando proteínas plasmáticas se unen directamente a patrones de carbohidratos típicos de la 

superficie de los patógenos; y la vía alternativa, que se activa de forma innata y espontánea 

cuando la proteína componente del complemento 3 (C3), se une directamente y se activa en 

superficies extrañas, sin necesidad de anticuerpos ni lectinas (Nonaka & Smith, 2000). Una 

vez activado, el sistema del complemento es capaz de desempeñar importantes funciones 

inmunológicas como la opsonización, lisis, inflamación y modulación de las respuestas 

inmunitarias innatas y adaptativas (Bavia et al., 2022).  

Inmunoglobulinas: forman parte del componente humoral del sistema inmune adaptativo. 

Son glicoproteínas de reconocimiento altamente especializadas que pueden reconocer una 

gran variedad de antígenos de bacterias, virus y otros organismos causantes de enfermedades 

y reclutar otras células y moléculas para destruir estos patógenos (Salinas et al., 2011). Se 

secretan en los principales tejidos linfoides asociados a la mucosa en los teleósteos son el 

tejido linfoide asociado al intestino (GALT), el tejido linfoide asociado a las branquias (GIALT), 

el tejido linfoide asociado a la piel (SALT) y el tejido linfoide asociado a la nasofaringe (NALT). 

(Bilal et al., 2021). Se componen de dos cadenas pesadas (H) idénticas y dos cadenas ligeras 

(L) idénticas también, que proporcionan dos sitios de unión al antígeno por los dominios 
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variables aminoterminales (V) de las cadenas H y L (Salinas et al., 2011). Las formas 

secretadas de teleósteos son IgM, IgD e IgT / Z (Y. Yu et al., 2020). Aunque, las células B se 

dividen en tres subpoblaciones principales según la expresión de los receptores de células B: 

células B IgM + (IgM + / IgD + / IgT −), células B IgD + (IgM − / IgD + / IgT −) y células B IgT + 

(IgM − / IgD − / IgT +) (Bilal et al., 2021). La IgM tiene funciones tanto en la inmunidad innata 

como en la adaptativa, ya que activa el sistema del complemento, la opsonización, la 

aglutinación para la fagocitosis, la citotoxicidad mediada por células dependientes de 

anticuerpos y la eliminación de patógenos (Bilal et al., 2021). 

Desde una perspectiva general resumida, la respuesta principal del organismo ante un 

patógeno, es función del sistema inmune innato, que, en el caso específico del componente 

celular, reconoce tempranamente a los patógenos y activa las respuestas proinflamatorias por 

secreción de citocinas. Tras el reconocimiento de PAMPs, por parte de los PRR, y los TLR, se 

activa vías de señalización intracelular, que pueden ser dependientes o independientes de la 

proteína adaptadora MyD88, y desencadena la sobreexpresión de diversos genes implicados 

en la inmunidad innata (por ejemplo: il-12, tnf-α, tlr1, c3, il-1β) (Rozas-Serri, Peña, & 

Maldonado, 2018). Como resultado, se induce la producción de citocinas proinflamatorias 

como TNF-α, IL-1β, IL-12, IL-8, IL-6 e IFN, algunas de las cuales median la activación de la 

respuesta del sistema inmune adaptativo, reclutando así linfocitos T colaboradores (Th), 

linfocitos T citotóxicos, y linfocitos B (anticuerpos), dependiendo del patógeno (Martínez et al., 

2018). Para el control de patógenos intracelulares, como P. salmonis, la IL-12 promueve la 

diferenciación de linfocitos Th1 y estimula la secreción de IFN-γ. Esta citocina regula a su vez 

la proliferación de otros linfocitos Th, y la maduración de linfocitos T citotóxicos (CD8+). Aunque 

P. salmonis es capaz de modular y evadir este mecanismo de respuesta (Rozas-Serri, 2022). 

2.4 Inmunomoduladores 

Los inmunomoduladores son sustancias naturales o sintéticas que modulan o modifican la 

respuesta inmunitaria (Y. Sharma et al., 2024). Estos pueden ser de acción específica, como 

por ejemplo las vacunas cuya acción está dirigida a antígenos específicos, o pueden presentar 

acción inespecífica, actuando como estimuladores o supresores de la respuesta inmune, sin 

dirigir la actividad de las células estimuladas hacia un antígeno específico, alterando la 

respuesta del sistema inmunitario al aumentarla (inmunoestimulador) o disminuirla 

(inmunosupresor) (Y. Sharma et al., 2024). Los inmunomoduladores influyen en las células, 

creando mediadores disolubles como las citocina (Y. Sharma et al., 2024). Por ello, en la 

inmunoterapia, el sistema inmunitario está designado para ayudar a eliminar infecciones, 

basado en los mecanismos celulares involucrados en la infección (Parra et al., 2020; Y. 
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Sharma et al., 2024). Entre estos se encuentran respuestas como proliferación de linfocitos, 

incremento de la expresión de citocinas, inducción de IFN y otros agentes inmunológicos, de 

forma tal que el patógeno capaz de evadir la protección, encuentre una alta resistencia al 

ataque en el organismo (Palstra et al., 2018).  

Diversos metabolitos secundarios derivados de plantas en productos naturales son capaces 

de modular varios componentes del sistema inmunológico innato y adquirido (P. Sharma et al., 

2017). Por ejemplo, las algas marinas pueden representar inmunoestimulantes con actividad 

antibacteriana, que podrían usarse como componentes de alimentos para peces que 

promueven la salud, ofreciendo así una alternativa para el uso de antibióticos (Bansemir et al., 

2006). Generalmente, los inmunoestimulantes actúan fomentando los mecanismos fagocíticos 

y bacterianos de destrucción de macrófagos, vías del complemento, linfocitos y células 

citotóxicas innatas para lograr una mayor inmunidad (Gupta et al., 2021). Otro ejemplo son los 

β-glucanos, estos polisacáridos complejos provenientes de muchas fuentes naturales, como 

la avena, la cebada, las levaduras, los hongos y las algas, tienen propiedades 

inmunomoduladoras, induciendo una protección inespecífica contra las infecciones y el estrés, 

regulan la inflamación, la activación de la fagocitosis, la estimulación de citocinas y lisozimas, 

la respuesta pro- y antioxidante (Pogue et al., 2021). 

Los inmunomoduladores son cada vez más usados en la acuicultura, como aditivos 

funcionales, que mejoran la inmunidad, la salud intestinal y la resistencia a patógenos, que a 

su vez promueven una acuicultura sostenible (Abdul Kari, 2025). Entre los más comunes se 

encuentran los probióticos (por ejemplo, Bacillus subtilis y Lactobacillus spp.), prebióticos (por 

ejemplo, inulina y fructo-oligosacáridos (FOS)), fitoquímicos (por ejemplo, flavonoides, aceites 

escenciales y saponinas) y compuestos de origen marino (por ejemplo algas, omega 3 y ácidos 

grasos) (Abdul Kari, 2025). Cada uno actúa de forma distinta, aunque en general proporciona 

ventajas integrales a las especies acuáticas al modular las respuestas inmunitarias (Abdul Kari, 

2025). Algunas marcas registradas con productos que se distribuyen en el mercado son: 

Biogen®, contiene cepas bacterianas; Pronifer®, contiene bacterias ácido-lácticas; VaxSap®, 

extracto de Quillaja saponaria; SelenoExcell®, seleno-levadura; AquaStar®, probiótico 

multiespecie; EM® producto, contiene bacterias lácticas, fotótrofas y levaduras; MicroPan®,: 

complejo de bacterias fermentativas y enzimas; Fishery PrimeTM, mezcla especial de 

microbios probióticos. Han logrado controlar con éxito patógenos en peces y camarones como: 

Aeromonas hydrophila, A. salmonicida, Edwardsiella tarda, E. ictaluri, Vibrio anguillarum, V. 

vulnificus, V. salmonicida, Yersinia ruckeri, Streptococcus spp. Por lo que su aplicación ha sido 

importante para controlar enfermedades en la acuicultura (Wu et al., 2019). 
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2.4.1 AMPs Como Inmunomoduladores 

Más allá de los inmunomoduladores antes mencionados, la búsqueda de nuevas alternativas 

continúa, impulsada por la necesidad de moléculas con mayor potencia y menor riesgo de 

generar resistencia (Rossolini et al., 2014). En este contexto, los AMPs se perfilan como 

candidatos de excepcional promesa, ya que suprimen el crecimiento de patógenos, con una 

muy baja probabilidad de que su aplicación extensiva produzca genes resistentes en las 

bacteria, y además fortalecen las funciones inmunológicas del huésped (Hancock & Scott, 

2000). Aunque existe un interés creciente en el potencial de los AMPs para reemplazar parcial 

o completamente los antibióticos, los mecanismos potenciales de los AMPs con respecto a la 

inmunología del huésped, no están claros (Lyu et al., 2023). Además, la aplicación de AMPs 

en la práctica está severamente limitada debido a su pequeña escala de producción, como 

proteína recombinante y alto costo de purificación, sin dejar de lado, que la estabilidad de los 

AMPs in vivo es generalmente baja, porque son fácilmente degradados por las enzimas 

digestivas endógenas del huésped (Lyu et al., 2023).  

Diferentes estrategias se han explorado para superar los inconvenientes descritos 

anteriormente, la encapsulación en nanocarriers emerge como la más prometedora (Rima et 

al., 2021). Estos sistemas de administración consisten en partículas nanométricas (1-1000 nm) 

compuestas de biomateriales poliméricos como alginato o carbono que protegen físicamente 

a las proteínas recombinantes de la degradación por proteasas, mejorando así su estabilidad 

in vivo (Giri et al., 2021). De hecho, se ha demostrado que la encapsulación del AMP IK8, con 

nanovarillas de oro en hidrogeles de polietilenglicol, protegió el AMP de la proteólisis y 

proporcionó una liberación desencadenada de la molécula terapéutica (Moorcroft et al., 2020). 

Una ventaja clave de los nanocarriers es que pueden diseñarse con ligandos que los dirigen a 

células específicas, maximizando su acción terapéutica y controlando su destino biológico 

(Angulo et al., 2021). Entre las diversas plataformas, las nanoestructuras proteicas destacan 

por su complejidad y sofisticación, poseen propiedades únicas, como un alto reconocimiento 

molecular, actividad catalítica específica, biodegradables, no tóxicos y biofuncionales, lo que 

los convierte en un formato terapéutico ideal y sostenible para su aplicación en acuicultura 

(Hernandez-Garcia, 2021; F. Li et al., 2020; Rüdiger et al., 2018). No obstante, a pesar de que 

la producción de AMPs recombinantes en el laboratorio mitiga parcialmente el problema, los 

altos costos asociados a los procesos de síntesis y purificación siguen representando una 

limitante significativa para su escalamiento comercial (Rima et al., 2021). 
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2.5 Proteínas Nanoestructuradas  

2.5.1 Formación de las proteínas nanoestructuradas 

Las proteínas nanoestructuradas o IBs, se forman en bacterias recombinantes, 

inmediatamente después de la inducción de la expresión génica, como consecuencia de la 

sobreexpresión de genes heterólogos, en especial bajo condiciones de estrés ambiental (M. 

M. Carrió & Villaverde, 2001a; De Marco et al., 2019; García-Fruitós et al., 2007; Rinas et al., 

2017). Este escenario, produce un desbalance en la homeostasis proteica, la rápida asociación 

y deposición de las cadenas polipeptídicas recién sintetizadas, ocurre a una velocidad que 

excede la capacidad de las chaperonas para plegarlas y de las proteasas para degradar los 

agregados, formando nanoestructuras o agregados proteicos insolubles, que se localizan 

especialmente en los polos de las células bacterianas (De Marco et al., 2019; Rinas et al., 

2017). Bajo una alta tasa de traducción las proteínas se pliegan de forma tal, que las cadenas 

laterales hidrófobas como los donantes/aceptores de enlaces de hidrógeno de la columna 

vertebral, están expuestos al solvente y pueden interactuar, ya sea intramolecularmente para 

guiar a la proteína hacia la estructura funcional o intermolecularmente para formar especies 

agregadas (de Groot et al., 2009). Los contactos intermoleculares específicos, cuya formación 

está fuertemente influenciada por el entorno local de la proteína, pueden dar lugar a la 

formación una fibrilación ordenada (β-amiloide) (García-Fruitõs et al., 2011). La condensación 

de parches hidrofóbicos disponibles por la proteína diana mal plegada, interactúa con una capa 

externa hecha de proteína transportadora hidrófila altamente soluble formando un núcleo 

(Figura 4) (De Marco et al., 2019). Como resultado de esto, los IBs se forman como partículas 

proteicas esféricas o ligeramente ovaladas con tamaños que varían entre 50 y 700 nm, 

altamente enriquecidas con la proteína recombinante y que también contienen cantidades 

menores de proteínas celulares (principalmente chaperonas), trazas de ácidos nucleicos y 

otros componentes celulares (Villaverde, 2012). 
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Figura 4. Esquema general de formación de los cuerpos de inclusión. La producción de proteínas 
recombinantes, en matraz o biorreactor a temperaturas desde los 37 °C, a 250 rpm, en sistemas 

heterólogos, favorece el plegamiento de diferentes conformaciones proteicas, las cuales forman IBs 
por la acción de chaperonas.  

El proceso de formación de los IBs es dinámico, ya que está sometido a una sofisticada red 

de control de calidad de proteínas, que es una colección de chaperonas y proteasas que ayuda 

con el repliegue de proteínas mal plegadas, protege de la agregación irreversible, o, 

eventualmente, las marca para su degradación (Christensen et al., 2022). Algunas chaperonas 

clave, son DnaK, DnaJ, GrpE, ClpB, GroEL y GroES, que pueden, por ejemplo, unirse a tramos 

hidrofóbicos de aproximadamente cinco residuos de largo, que quedan expuestos al plegarse 

incorrectamente (Christensen et al., 2022; De Marco et al., 2019). Una parte importante de la 

proteína eliminada de los IBs sufre un ataque proteolítico y se degrada, mientras que una 

fracción alcanza una forma completamente funcional (M. M. Carrió & Villaverde, 2003). La 
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agregación de proteínas como IBs, sería entonces, el resultado de la incapacidad de las 

chaperonas y proteasas para procesar grandes cantidades de proteína mal plegada, y pueden 

llegar a representar hasta el 50 % o más de la producción total de proteínas (M. M. Carrió & 

Villaverde, 2001b). 

2.5.1.1 Factores que afectan el rendimiento y calidad de los IBs 

Varios parámetros afectan el rendimiento y la calidad de los IBs, tales como: el vector de 

expresión, la temperatura, el medio de crecimiento, la cantidad de inductor, el tiempo de 

inducción y el tiempo de cosecha (Rani et al., 2023).  

Vector de expresión: el vector de expresión, es un factor clave en el rendimiento de la 

producción de IBs, por ejemplo, sistemas fuertes como el promotor T7 inducidos con IPTG 

favorecen una alta tasa de transcripción que supera la capacidad de plegamiento de la célula, 

promoviendo la agregación (Rani et al., 2024). Además de este promotor, se utilizan muchos 

promotores variables, incluidos el promotor araBAD (inducido por arabinosa) y el sistema 

promotor rhamBAD (inducido por ramnosa), aunque exhiben tasas transcripcionales basales 

más bajas, lo que resulta en una reducción de la formación de IBs y una mayor fracción soluble 

de proteínas en comparación con el sistema promotor T7 (Rani et al., 2024). La elección del 

vector de expresión también debe considerar la cepa bacteriana que se empelará como 

sistema para la expresión, la cual deben ser particularmente cepas diseñadas para favorecer 

la formación de enlaces disulfuro en el citoplasma como E. coli SHuffle, para favorecer la 

propensión a la agregación (Rani et al., 2024) 

Temperatura: por ejemplo, se ha demostrado que una temperatura más baja durante la 

inducción (16–25 °C) puede aumentar el rendimiento final de proteína soluble, por lo que se 

asume que una velocidad de traducción más lenta podría favorecer el plegamiento correcto de 

la proteína, además los IBs formados a altas temperaturas son más estables frente a la 

proteólisis que los formados a baja temperatura (Vera et al., 2007).  

pH: un pH no controlado, aumenta un 28 % aproximadamente la formación de IBs, en 

comparación con un pH controlado (7,0). Bajo la hipótesis de que la alcalinización del medio 

de cultivo puede causar pequeños cambios citoplasmáticos, que forman ambientes que 

favorecen la acumulación y precipitación de proteínas huésped y recombinantes, cuyos puntos 

isoeléctricos son similares al pH citoplasmático perturbado. Además, proteínas de estrés como 

las codificadas por ibpB, lon, dnaJ, dnaK, clpB, clpX y grpE, entre otras, podrían estar 

implicadas en el mantenimiento de la proteostasis (homeostasis del plegamiento de proteínas), 
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como respuesta a la producción de proteínas recombinantes y a los cambios externos del pH. 

(Castellanos-Mendoza et al., 2014).  

Medio de cultivo y la estrategia de alimentación: impactan directamente, ya que 

componentes como micronutrientes específicos (magnesio, hierro) y aditivos como glicina o 

sorbitol pueden modular el estrés celular y el rendimiento de proteínas recombinantes, se han 

empleado comúnmente Luria Broth (LB), Terrific Broth (TB), Super Broth (SB), medio de 

autoinducción, y otros (Rani et al., 2024; Studier, 2005). No obstante, los medios definidos 

suelen ser comúnmente empleados para la producción de productos farmacéuticos proteicos 

a escala industrial, incluyendo IBs (Hoffmann et al., 2004; Kopp et al., 2019). Dado que La 

composición del medio influye en la producción de proteínas recombinante, es necesario 

optimizarlo previo al escalamiento, con el objetivo de reducir el coste total del producto, 

aumentar los rendimientos, y mejorar la precisión metabólica (Hoffmann et al., 2004; Kopp et 

al., 2019; Schmidt, 2005). 

El sistema de expresión más ampliamente utilizado para la producción de IBs y de proteínas 

recombinantes en general es E. coli (Garcia Fruitós & Arís Giralt, 2022). Su popularidad está 

relacionada con la facilidad de manejo, el costo reducido, el alto rendimiento y la posibilidad 

de optimizar los procesos posteriores mediante procesos de escalado accesibles (Garcia 

Fruitós & Arís Giralt, 2022). Sin embargo, por la presencia de endotoxinas bacterianas en las 

proteínas provenientes de E. coli, se está convirtiendo en una preocupación importante para 

las agencias reguladoras, además, el proceso de eliminación de endotoxinas no solo tiene 

costos asociados importantes, sino que también presenta el riesgo de destruir el plegamiento 

y la función de las proteínas, siendo un paso que debe evitarse, especialmente para aquellas 

proteínas que son difíciles de purificar, como las proteínas nanoestructuradas (M. Carrió et al., 

2005; Parlane et al., 2011). Por este motivo, se han desarrollado sistemas de expresión 

alternativos, siendo las Bacterias Ácido Lácticas (por ejemplo, Bacillus subtilis y Lactococcus 

lactis), clasificadas como Generalmente Reconocidas Como Seguras (GRAS) (Garcia Fruitós 

& Arís Giralt, 2022). 

Los IBs puedes ser recuperados mediante procesos de purificación que incluyen centrifugación 

y lavados en tampones que contienen sales y otros solventes, como surfactantes (Palmer & 

Wingfield, 2012). Aunque es necesario considerar que se deben encontrar las condiciones 

óptimas para cada proteína, ya que estas son susceptibles a alteraciones químicas y físicas 

que conducen a la pérdida de actividad (Garcia Fruitós & Arís Giralt, 2022). En general se lisan 

las células, se eliminan los componentes de la pared celular y la membrana, los agregados se 

lavan con tampones, y también pueden ser solubilizados mediante la adición de solubilizantes 
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proteicos como urea 8M, o HCl (Garcia Fruitós & Arís Giralt, 2022). La adición de algunos tags, 

como la Histidina (HHHHHH), etiqueta de epítopo FLAG (DDYKDDDK) o c-Myc (KLISEEDL), 

en el extremo C de las proteínas de fusión permiten visualizar la expresión mediante Western 

blot (Garcia Fruitós & Arís Giralt, 2022). También se han desarrollado algunos portadores de 

fusión como N pro y la isomerasa de ketosteroide (KSI) para inducir deliberadamente la 

formación de IBs que de otro modo se expresarían de manera soluble, otras etiquetas de fusión 

son un péptido α-helicoidal 18A (EWLKAFYEKVLEKLKELF), un péptido β-lámina ELK16 

(LELELKLKLELELKLK), y pequeños péptidos tipo surfactante (L6KD, L6K2, DKL6), que 

pueden inducir la formación de agregados de proteínas altamente activos en E. coli (Garcia 

Fruitós & Arís Giralt, 2022). 

Versiones truncadas de la proteína diana, otras proteínas codificadas por plásmidos, y 

proteínas de la célula huésped, incluidas las chaperonas, pueden quedar atrapadas dentro o 

asociadas a los IBs bacterianos (Villaverde et al., 2012). En su mayoría, la mayoría de los 

contaminantes derivados de la célula huésped y los plásmidos (por ejemplo, ADN plásmido, 

lípidos, componentes de membrana) en las preparaciones de IBs reflejan una adsorción y 

coprecipitación inespecíficas de restos celulares durante la purificación de IBs (Rinas & Bailey, 

1992). La mayoría de estos contaminantes pueden eliminarse mediante procedimientos de 

purificación exhaustivos, que permiten obtener estas partículas relativamente libres de restos 

celulares contaminantes, y especialmente de bacterias vivas que escapan de la lisis celular 

(Villaverde et al., 2012). 

2.5.2 Uso de las proteínas nanoestructuradas 

Las proteínas nanoestructuradas tienen características únicas que pueden explotarse para la 

investigación médica y las aplicaciones biotecnológicas. En primer lugar, son mecánica y 

químicamente estables, además de ser biofuncionales, lo que constituye la base de sus 

aplicaciones emergentes como biomaterial en medicina (De Marco et al., 2019; Rinas et al., 

2017; Singh et al., 2020). En segundo lugar, la propensión de los IBs a agregarse 

homogéneamente con una alta densidad presenta una oportunidad para el aislamiento rápido 

de proteínas expresadas (Ramón et al., 2014). Por lo cual, las aplicaciones industriales de las 

proteínas IBs han cobrado impulso con los avances tecnológicos actuales y los esfuerzos de 

investigación invertidos en los últimos años, incrementando su interés en el uso, exploración y 

posterior adaptación de IBs como materiales funcionales nanoestructurados (Bhatwa et al., 

2021).  
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La estructura de β-amiloide de los IBs, proporciona un estado muy estable y altamente 

compactado desde el cual puede tener lugar la liberación controlada de proteína recombinante 

funcional in vivo, así como en condiciones suaves (no desnaturalizantes) in vitro (Maji et al., 

2009). Esta característica, que recuerda a un sistema de administración de fármacos, condujo 

al concepto de las "nanopíldoras", es decir, nanopartículas que pueden liberar proteínas con 

efectos terapéuticos directamente desde el interior de las células, que no muestran ningún 

signo de toxicidad (Vázquez et al., 2012; Villaverde, 2012).  

Las proteínas liberadas por los IBs penetran en las células expuestas y actúan desde adentro, 

además de acumularse en el medio y actuar extracelularmente (De Marco et al., 2019). En 

este sentido, los IBs libres interactúan estrechamente con la membrana celular, a través de 

filopodios emitidos por células que promueven la internalización de IBs por micropinocitosis 

(De Marco et al., 2019). Aunque parte del IBs se degrada en los lisosomas, cantidades 

significativas de IBs aún son detectables intracelularmente por inmunohistoquímica (De Marco 

et al., 2019). De este modo, los IBs actúan como vehículos eficaces para la entrega intracelular 

de proteínas, permitiendo que estas ejerzan su actividad tanto en el espacio intracelular como 

en el medio extracelular. 

Los IBs catalíticamente activos, se han utilizado para sintetizar precursores clave de 

importantes fármacos. Por ejemplo, IBs catalíticamente activos de la aldolasa del ácido siálico 

(SAA), precursor del fármaco antivirótico Relenza®, expresados en células de E. coli BL21 

(DE3) mostraron la misma actividad que la enzima SAA soluble, mientras que los IBs catalíticos 

liofilizados mostraron el 93 % de la actividad original (Nahálka et al., 2008). Otros IBs, como 

citocinas (por ejemplo, IL1β, IL6, IL8, Tnf-α) tanto de peces como de especies relevantes en 

ganadería, y proteínas de patógenos (por ejemplo, proteínas de la cápside de virus) han 

demostrado modular la expresión de genes asociados a respuestas del sistema inmune innato 

y adaptativo al ser administrado de forma oral, intraperitoneal, o incluso como solución nasal 

(Tabla 2.1) (Gifre-Renom et al., 2020; Montesino et al., 2019; Rojas-Peña et al., 2022; Thwaite 

et al., 2018; Torrealba, Seras-Franzoso, Mamat, Wilke, Villaverde, Roher, & Garcia-Fruitoas, 

2016; Wang et al., 2022; Wedrychowicz et al., 2007). Estos hallazgos respaldan el uso de los 

IBs no solo como sistemas de administración, sino también como biocatalizadores y 

moduladores inmunitarios estables y funcionales.  

Aunque no se puede anticipar cómo los usos potenciales de los IBs en medicamentos 

emergentes estarán limitados por restricciones regulatorias, son una herramienta para 

desarrollo y, posible incorporación de medicamentos nuevos (Villaverde et al., 2012). Con base 

en la evidencia, la producción de moléculas como AMPs en forma de IBs, se presenta como 
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una estrategia novedosa y eficaz para fortalecer o modular el sistema inmune de salmones 

expuestos a P. salmonis, con la ventaja adicional de no generar resistencia bacteriana. La 

capacidad de los IBs para proteger las proteínas de la degradación, facilitar su internalización 

celular y liberar gradualmente moléculas bioactivas, sumada a la factibilidad de producir AMPs 

recombinantes de forma económica en sistemas bacterianos, consolida a esta plataforma 

como una alternativa prometedora frente a los esquemas tradicionales de inmunoestimulación. 

Por lo tanto, explorar el diseño y aplicación de AMPs vehiculizados en IBs representa una 

solución técnica y económicamente viable y una oportunidad estratégica para avanzar hacia 

una acuicultura más sostenible y resiliente. 

Tabla 2.1. IBs empleados en modelos animales de acuicultura y ganadería.  

 
NA: No Aplica. IBs derivados del hospedador: MMP9 (metaloproteinasa de matriz-9), IL-1β, IL-6, IL-8, 
TNF-α. IBs derivados del patógeno: CPFhW (cisteína proteinasa de Fasciola hepática), OMP1c/OMP2c 
(proteína de membrana externa 1 o 2 de Lawsonia intracellularis), INVASc (invasina, proteína de 
secreción de L. intracellularis), OmpK (proteína de membrana externa K de Vibrio sp.), OmpK-GST 
(OmpK fusionada con la etiqueta glutathione S-transferase), OmpK-MBP (OmpK fusionada con la 
proteína de unión a maltosa), CO-VNNV (proteína de la cápside del betanodavirus ibérico), VP1 
(proteína de la cápside del virus de la fiebre aftosa), GP-SVCV (glicoproteína G del virus de la septicemia 
hemorrágica primaveral de la carpa), GP-SVCV-IFN (GP-SVCV unido a interferón gamma), FhSAP2 
(saposina-2 de F. hepática).  
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 Hipótesis y Objetivo 

3.1 Hipótesis 

Péptidos antimicrobianos del salmón del Atlántico producidos como proteínas 

nanoestructuradas son una plataforma biológica capaz de incrementar la respuesta inmune 

innata y antagonizar la supervivencia de Piscirickettsia salmonis. 

3.2 Objetivos General y Específicos 

3.2.1 Objetivo General 

Desarrollar péptidos antimicrobianos en forma de proteínas nanoestructuradas como 

plataforma inmunoestimulante frente a Piscirickettsia salmonis en salmón del Atlántico. 

3.2.2 Objetivos Específicos 

1. Producir y caracterizar proteínas nanoestructuradas de salmón del Atlántico con 

potencial inmunoestimulante en Escherichia coli. 

2. Analizar la capacidad de las proteínas nanoestructuradas para estimular el sistema 

inmune del salmón del Atlántico. 

3. Evaluar la eficacia de las proteínas nanoestructuradas para el control de P. salmonis y 

su potencial para ser administradas por vía oral.  
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 Materiales y Métodos 

4.1 Objetivo 1: Producir y caracterizar proteínas nanoestructuradas de salmón del 

Atlántico con potencial inmunoestimulante en Escherichia coli 

4.1.1 Selección de proteínas, diseño de constructo y cepas transformante 

Se seleccionaron dos AMPs del salmón del Atlántico, cuyos estudios han demostrado que 

presentan múltiples propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras, por un lado, 

catelicidina 2 (Cat; Uniprot Q49TU5). Catelicidina aumenta la lisis de bacterias intracelulares 

como Listeria monocytogenes, y en especial catelicidina 2 se regula al alza durante los 

procesos infecciosos y presenta un potente rol inmunoestimulante (Duarte-Mata & Salinas-

Carmona, 2023; Guerra et al., 2024). Por otra parte, se seleccionó hepcidina 1 (Hep; Uniprot 

B5X878). Hepcidina 1 se ha demostrado que se regula al alza durante la infección por P. 

salmonis, inhibiendo su crecimiento in vitro, y cumple un rol en la modulación del sistema 

inmune de los salmones favoreciendo las señales proinflamatorias (Álvarez et al., 2022; 

Asmamaw, 2016). La secuencia de ambos AMPs se modificaron mediante la adición de una 

secuencia ketosteroid isomerase (KSI) de Pseudomonas putida en el extremo N-terminal, la 

cual favorece la formación de IBs (Garcia Fruitós & Arís Giralt, 2022).  

Una vez seleccionadas las secuencias, se evaluaron las características fisicoquímicas, 

incluyendo peso molecular (PM), índice alifático e índice de inestabilidad, mediante la 

herramienta ProtParam de Expasy (https://www.expasy.org/), también se determinó la 

solubilidad mediante DeepSoluE (http://39.100.246.211:10505/DeepSoluE/result.html). 

Adicionalmente, se seleccionó como la proteína fluorescente del infrarrojo cercano (iRFP) 

como control de IB no inmunogénico. Esta pertenece a nueva generación de proteínas 

fluorescentes, que tienen una alta demanda para técnicas de imagen de cuerpo entero, debido 

a la reducción de la autofluorescencia, la dispersión de baja luz (Filonov et al., 2011; 

Shcherbakova et al., 2015; Shcherbo et al., 2010). En comparación con proteínas similares a 

GFP de rojo lejano, la iRFP tiene una relación señal-fondo sustancialmente mayor en un 

modelo murino debido a sus espectros desplazados por el infrarrojo (Filonov et al., 2011; 

Shcherbakova et al., 2015; Shcherbo et al., 2010). En acuicultura se ha empleado para 

cuantificar el comportamiento alimentario de peces, y se ha empleado como control no 

inmunogenico de IBs (Torrealba, Seras-Franzoso, Mamat, Wilke, Villaverde, Roher, & Garcia-

Fruitós, 2016; C. Zhou et al., 2017). 

A todas las proteínas seleccionadas se les añadió una cola de seis histidinas (H6), otorgada 

por el C-terminal para su posterior identificación (His-tag). Las secuencias codificantes se 

https://www.expasy.org/
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optimizaron para su expresión en E. coli y se sintetizaron en el plásmido pET-22b(+) (AmpR) 

(Novagen, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), el cual es inducible por Isopropil-beta-D-

tiogalactósido (IPTG). Este proceso de optimización fue realizado por GenScript Biotech Corp 

(Hong Kong, China). Posteriormente, el plásmido se transformó en la cepa E. coli BL21 Star™ 

(DE3) pLysS (CmR) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) siguiendo el protocolo de 

la casa comercial. La transformación se verificó mediante PCR y los clones positivos se 

preservaron a -80°C en medio LB con glicerol al 12 %. 

4.1.2 Cinética de producción de proteínas recombinantes 

La producción de los IBs, se llevó a cabo en el Laboratorio de Biotecnología del Departamento 

de Producción de Rumiantes del Instituto de Investigación y Tecnología Agroalimentarias 

(IRTA, España). Para ello, duplicados de un cultivo over night (ON) de la cepa transformada 

de E. coli se ajustó a una densidad óptica a 600 nm (OD600) inicial de 0,05-0,1 en matraces de 

2 L conteniendo 500 mL de medio Luria Bertani (LB) (Merck, Darmstadt, Germany) 

suplementado con 100 µg/mL de ampicilina (VWR International LLC, Radnor, Pennsylvania, 

USA). Se incubó a 37°C con agitación constante a 250 rpm (Shaking incubator, BIOBASE, 

BJPX-200B). Se monitoreó la OD600 cada 30 minutos y, los cultivos se indujeron con 1 mM de 

IPTG (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) cuando alcanzaron una OD600 = 0,5.  

Se determinó la cinética de producción de las proteínas recombinantes solubles e IBs, para 

ello, se tomaron 25 mL de muestra durante la producción a 1, 3 y 5 h postinducción. Las células 

obtenidas en cada tiempo se recuperaron mediante centrifugación a 6.000 ×g, 15 min, 4°C y 

se resuspendieron en 500 µL de una solución estéril de PBS 1X (NaCl 137 mM (Merck, 

Darmstadt, Germany), KCl 2,7 mM (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), Na₂HPO₄ 10mM 

(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), KH₂PO₄ 1,8 mM (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania)) 

y phenylmethanesulfonyl fluoride 1 mM (PMSF, Roche Diagnostic, Mannheim, Germany, 

Mannheim, Germany). Las muestras fueron sonicadas en dos rondas (1,30 min, 10 %) 

(Branson SFX550 Sonifier, Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, USA), se centrifugó 

a 15.000 ×g, 15 min 4 °C y se separó la proteína soluble (sobrenadante) y los IBs (pellet). 

Ambas fracciones fueron analizadas por Western blot utilizando un anticuerpo anti-His-tag 

(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA). Las señales obtenidas se cuantificaron 

mediante el software ImageJ v1.5 (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA), y se 

estimó la proporción relativa de cada fracción proteica en base a su intensidad de banda. Para 

cada tiempo, se consideró el 100 % como la suma de la señal de las fracciones soluble e 

insoluble. A partir de ello, el porcentaje de cada fracción se calculó como el cociente entre la 

intensidad de dicha fracción y el total de ambas, expresado como porcentaje (Apéndice 11.1). 
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Los gráficos de las proporciones proteicas en cada tiempo se hicieron en R (v. 2025.5.1.513; 

todas las librerías empleadas en esta tesis se encuentran en el Apéndice 11.1011.10) 

4.1.3 Producción, purificación y cuantificación de los IBs 

Para la producción de los IBs, cultivos ON de la cepa transformada de cultivaron bajo las 

mimas condiciones mencionadas anteriormente (OD600 inicial = 0,05, medio LB, 37°C, 250 

rpm), se añadió IPTG 1mM cuando el cultivo alcanzó una OD600 = 0,5 y se continuó durante 3 

h. Luego las células se recuperaron por centrifugación 6.000 ×g, 15 min, 4°C. El pellet de 1 L 

de producción se resuspendió en 600 mL de PBS 1X, y la ruptura celular se llevó a cabo con 

disruptor celular a 20 Kpsi (Constant system, KT1). Inmediatamente se añadió PMSF 1mM y 

lisozima 0,01 mg/mL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), se incubó a 37°C, 2 h a 

250 rpm. Se añadió triton X-100 al 4 % (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), durante 1 h a 

250 rpm; en este punto de realizó un control de esterilidad en placas LB, y en caso de existir 

células viables, se llevaron a cabo ciclos de congelación y descongelación. Luego se añadió 

NP-40 0,25 % (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), y se incubó 1 h a 4 °C en 

agitación; se agregó DNAsa I a 0,6 µg/mL (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) y MgSO4 

a 0,6 µg/mL (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) y se dejó actuar durante 1 h a 37°C, 250 

rpm. El pellet fue recuperado por centrifugación a 6.000 ×g, 30 min, y se resuspendió en 100 

mL de tampón de lisis (NaCl 0,1 M (Merck, Darmstadt, Germany), Tris 50mM (VRW chemicals), 

EDTA 1mM (Merck, Darmstadt, Germany), Triton X-100 0,5 %). Tras otro ciclo de 

centrifugación el pellet fue resuspendido en 10 mL de PBS 1X para el lavado final, y se 

recuperó por centrifugación a 15.000 ×g, 15 min, 4 °C, este se mantuvo a -80°C hasta su uso.  

Finalmente, se determinó la integridad de los IBs mediante SDS-PAGE, y se cuantificaron por 

Western blot utilizando un anticuerpo anti-His-tag. La concentración de proteína se obtuvo 

mediante el software ImageJ, a partir de una curva estándar realizada con la fracción de la 

proteína recombinante soluble producida. Cabe destacar que esta técnica es semicuantitativa, 

por tanto, no refleja exactitud la concentración.  

La proteína soluble se produjo bajo las mismas condiciones de los IBs. Para su purificación, 

los pellets de cultivos de 500 mL se resuspendieron en 120 mL de Tampón de Unión (20 mM 

Tris, 500 mM, NaCl, 20 mM Imidazol (Merck, KGaA, Darmstadt, Germany)) y se lisaron 

utilizando un disruptor celular a 20 Kpsi (Constant system, KT1). El lisado se mantuvo en hielo 

y se añadió 1 mM de PMSF. El sobrenadante se recuperó por centrifugación a 15.000 ×g 

durante 45 min a 4 °C. Inmediatamente se añadieron MgCl2 0,6 mM y DNasa 0,6 mM, y la 

muestra se incubó durante 15 min a temperatura ambiente con agitación continua. Luego, se 
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filtró a través de una membrana PVDF de 0,22 µm (Whatman, Merck, Darmstadt, Germany) 

utilizando una bomba de vacío. Finalmente, la purificación se realizó mediante cromatografía 

líquida automatizada (AKTA™) usando una columna HisTrap™ HP de 1 mL (GE Healthcare 

AB, Uppsala, Sweden) a un caudal de 0,5 mL/min, integrada con el software Unicorn. Las 

fracciones recuperadas, correspondientes a la proteína se dializaron toda la noche en 2 L de 

ácido acético al 0,01 %. Se realizó una segunda diálisis durante 2 h en 2 L frescos de ácido 

acético al 0,01 %. La fracción soluble se recuperó por centrifugación a 15.000 ×g a 4 °C, y el 

sobrenadante se recogió y almacenó a -80 °C. La cuantificación de esta fracción se realizó con 

un fluorómetro Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).  

4.1.4 Caracterización Microscópica 

La estructura física de los IBs se analizó mediante Microscopía Electrónica de Barrido por 

Emisión de Campo (FESEM, Zeiss, Oberkochen, Alemania), mediante un acuerdo de 

colaboración con el IRTA, España. Para ellos, las muestras se diluyeron en agua ultrapura 

(1:50) y se sometieron a baño ultrasónico durante 1 min. Posteriormente, se depositaron 10 

µL en chips de silicio dejándolos secar al aire durante la noche a temperatura ambiente. Para 

la obtención de imágenes las muestras fueron metalizadas y observadas bajo voltaje de 

aceleración (EHT) 3,00 kV, distancia de trabajo (WD) 5,1 mm y aumentos acordes a la muestra 

(5.000 – 10.000 X).  

Para el análisis morfométrico, se midieron al menos 200 partículas por muestra utilizando el 

software ImageJ. Los datos obtenidos se emplearon para generar gráficos de distribución de 

tamaño mediante R (v. 2025.5.1.513). La normalidad de la distribución de tamaños fue 

evaluada aplicando el test de Shapiro–Wilk (α = 0,05). 

4.1.5 Determinación de la resistencia de los IBs ante condiciones solubilizantes  

Para evaluar la resistencia estructural y a la acción proteolítica sobre los IBs, se ajustaron a 

una OD₃₅₀ ≈ 1.0 en PBS 1X. Se incubaron con una batería de urea (0–8 M) (PanReac 

AppliChem, Darmstadt, Alemania), en agitación orbital constante de 100 rpm (Allsheng OS-

200), a temperatura ambiente, se monitoreó la OD a las 3 y 24 h. Por otra parte, se determinó 

la resistencia a proteasas al ser incubados con proteinasa K a 6 µg/mL (Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, Alemania), a 37°C, acorde a las indicaciones del fabricante, se midió la OD cada 

10-20 minutos. Una vez estabilizada la OD se añadieron 60 µg/mL para digestión completa. 

Empleando R (v. 2025.5.1.513) se aplicó el test no paramétrico de Kruskal–Wallis para 

determinar diferencia entre los grupos, además el Conover-Iman test en caso de obtener 
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diferencia estadísticamente significativa, el test de Wilcoxon se empleó para determinar si 

existía diferencia con el tratamiento de proteinasa K. 

4.2 Objetivo 2: Analizar la capacidad de las proteínas nanoestructuradas para 

estimular el sistema inmune del salmón del Atlántico 

4.2.1 Evaluación de la citotoxicidad de los AMPs en células RTS-11 

Se determinó la citotoxicidad de los IBs en la línea celular RTS-11 (macrófagos y monocitos 

de trucha arcoíris) proporcionada por el Laboratorio de Inmunología de Peces del Instituto de 

Biología de la PUCV, con el fin de definir un rango de dosis que no afectara negativamente los 

modelos biológicos empleados en futuros experimentos. Para ello, las células se cultivaron en 

medio Leibovitz (L-15, Merck, Darmstadt, Germany), suplementado con 10 % Suero Fetal 

Bovino (FBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a una densidad de 1×10⁶ 

células/pozo y se mantuvieron a 18°C durante 24 horas. Posteriormente, se probaron tres 

concentraciones de IBs (2, 10 y 20 μg/mL), el control negativo correspondió a PBS 1X. Tras 6 

y 24 h de exposición, la viabilidad celular se evaluó mediante tinción con azul de tripano 0,4 % 

(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y conteo en cámara de Neubauer por 

triplicado.  

Se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal–Wallis para determinar diferencias significativas 

entre la viabilidad celular a las concentraciones evaluadas a las 6 y 24 h, empleando R (v. 

2025.5.1.513).  

4.2.2 Determinación de la capacidad de las células RTS-11 para fagocitar los AMPs  

Se comprobó que los IBs pueden ser fagocitados por las células RTS-11 mediante ensayos 

de inmunofluorescencia y citometría de flujo. Para visualizar los IBs, se marcaron con Atto 488-

NHS éster (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) a una proporción molar 1:2 (proteína: 

marcador fluorescente) siguiendo las instrucciones del fabricante. En ambos ensayos, se 

estimularon células RTS-11 en medio L-15 suplementado con FBS al 2 % a una densidad de 

5 x 105 células/pozo, con 20 µg/mL de Cat o Hep, durante 4 h, el control negativo correspondió 

a PBS 1X; se consideró triplicado de cada tratamiento.  

Para los ensayos de inmunofluorescencia, las células se lavaron tres veces con PBS 1X y se 

fijaron con paraformaldehído al 4 % (PFA, Merck, Darmstadt, Germany) durante 15 min a -

20°C. Posteriormente, se lavó nuevamente con PBS 1X, se dejó secar y se añadió solución 

de bloqueo (0,3 % triton X-100, 3 % BSA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) en 
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PBS 1X), luego de 1 h se lavó con PBS 1X y finalmente el núcleo celular se tiñó con 4′,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) durante 

3 min. Las muestras se montaron con medio de montaje Fluoromount-G™ (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) y se observaron mediante microscopía de epifluorescencia 

(Leica) acoplado al software Leica Application Suite Advanced Fluorescence (Leica, Wetzlar, 

Alemania). 

Para el análisis por citometría de flujo, tras la incubación con los cuerpos de inclusión, se 

recuperaron tanto las células no adherentes como las adherentes. Las células no adherentes 

se recolectaron retirando el medio de cultivo, mientras que las adherentes se trataron con 25 

µL de tripsina (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.UU.). La suspensión celular se 

centrifugó a 200 ×g durante 5 min, se descartó el sobrenadante y se añadió 500 µL de tripsina 

diluida previamente en PBS 1X hasta una concentración final de 1 mg/mL. A continuación, se 

incorporó 1 mL de medio L-15 suplementado con 2 % de FBS, se centrifugó nuevamente a 

200 ×g durante 5 min y se descartó el sobrenadante. Finalmente, las células se resuspendieron 

en 300 µL de PBS 1X. Las mediciones, para determinar el porcentaje de células fluorescentes 

positivas (marcadas con Atto-488), se realizaron utilizando un citómetro de flujo Gallios 

(Beckman Coulter, Brea, USA.), acoplado al software CytExpert 1.2. 

Se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal–Wallis para determinar diferencias significativas 

entre el control y cada uno de los AMPs marcados con Atto detectados en las células RTS-11. 

Se empleó el Conover Test como prueba posterior en caso de existir diferencia significativa 

entre los grupos (p ˂ 0,05), esta prueba utiliza la distribución t de Student en lugar de la 

distribución normal, lo que proporciona mayor precisión en comparaciones por pares, cuando 

el número de muestras es pequeño. Todos los análisis se realizaron con el software R (v. 

2025.5.1.513).  

4.2.3 Evaluación de la capacidad de los AMPs para modular el sistema inmune en 

células RTS-11 

Para evaluar si los IBs podían modular respuestas inmunitarias, células RTS-11, se cultivaron 

en medio L-15 suplementado con FBS al 10 %, a una densidad de 1x106 células/pozo, y 

mantenidas a 18 °C durante 24 h. Luego fueron estimuladas con diferentes concentraciones 

de IBs (5, 10 y 20 μg/mL), se empleó como control positivo LPS 10 μg/mL, iRFP 10 μg/mL 

como control de IBs, y PBS 1X como control negativo; se consideró cada tratamiento por 

triplicado. Tras 12 h de estimulación, se evaluó la expresión génica de los marcadores 

inmunológicos proinflamatorios: tnf-α, il-1-β, iNOS, e il-8 asociados a la activación de la 
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respuesta inmune innata y al reclutamiento de células efectoras, y del marcador 

antiinflamatorio il-10, mediante qPCR.  

4.2.3.1 Evaluación temporal del efecto de los AMPs para modular el sistema inmune en 

células RTS-11  

Para comprobar si hay una tendencia temporal a la respuesta inmunitaria mediada por los IBs, 

células RTS-11, se cultivaron en medio L-15 suplementado con FBS al 10 %, a una densidad 

de 1 x 106 células/pozo, y mantenidas a 18 °C durante 24 h. Luego fueron estimuladas con la 

10 μg/mL de Cat o Hep, por ser la dosis intermedia. Como control positivo se empleó LPS 10 

μg/mL, iRFP 10 μg/mL como control de IB, y PBS 1X como control negativo; se consideró cada 

tratamiento por triplicado. Tras 4, 12 y 24 h de estimulación, se evaluó la expresión génica de 

los marcadores inmunológicos tnf-α, il-1-β, il-10, e iNOS, mediante qPCR. 

4.2.4 Análisis de expresión de genes del sistema inmune por qPCR 

Con el fin de analizar el efecto inmunomodulador de los cuerpos de inclusión sobre las células 

RTS-11, se evaluó la expresión de genes representativos de la respuesta inmune mediante 

qPCR. El ARN total de las células fue extraído usando TRI Reagent™ Solution (Invitrogen, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) según las indicaciones del fabricante. Las 

células no adherentes (monocitos) se recuperaron del medio de cultivo por centrifugación a 

3.500 ×g, 5 min, a 4 °C y luego se añadieron al pozo con células adherentes (macrófagos) que 

contenía TRI Reagent. La concentración de ARN se midió con NanoDropTM device (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La integridad de las bandas 18S y 28S del rRNA se 

evaluó en geles de agarosa al 1,5 % teñidos con SBYR-safe DNA gel stain (Invitrogen). La 

síntesis de ADNc se realizó con 250 ng de ARN total empleando para ello RevertAid kit 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Finalmente, la qPCR se llevó a cabo con SYBR Green (KAPA SYBR® FAST, Merck, 

Darmstadt, Germany) en el termociclador de PCR en tiempo real AriaMX (Agilent), por 

duplicado. La expresión de los genes se normalizó con el gen constitutivo factor de elongación 

1 alfa (ef1α), el cual ha demostrado ser estable entre individuos, entre tejidos como bazo y 

riñón, y leucocitos, incluso durante procesos infecciosos, y fue validado empleando el gen de 

referencia β-actina reportado en la publicación derivada de este trabajo (Ingerslev et al., 2006; 

Olsvik et al., 2005; Talbot et al., 2021; Torrealba et al., 2024). El resultado final fue calculado 

como la expresión relativa, calculada por el método del Livak (Livak & Schmittgen, 2001) 

(Apéndice 11.2 y 11.3).  
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Para todos los ensayos de expresión génica, se realizó la prueba no paramétrica de Kruskal–

Wallis para determinar diferencias significativas entre los grupos, y se empleó el Conover Test 

como prueba posterior en caso de existir diferencia significativa entre los grupos (p ˂ 0,05), 

empleando el software R (v. 2025.5.1.513).  

4.2.5 Evaluación de la respuesta inmune mediada por los AMPs en el salmón del 

Atlántico 

Este ensayo se llevó a cabo en las instalaciones de TEKbios (Puerto Montt, Chile), durante 

septiembre del 2023, bajo la aprobación de comité de bioética y bioseguridad de la PUCV 

(BIOEPUCV-BA648-2023). Se utilizaron 240 peces de salmón del Atlántico (S. salar, cepa 

FANAD, proporcionada por Camanchaca) un peso promedio de 167,55 ± 40,33 g, distribuidos 

en estanques por duplicado (n = 40 peces por estanque, densidad:13 ± 3 kg/m3) para cada 

uno de los tratamientos (Cat y Hep), el control negativo correspondió a PBS (HyClone, Cytiva), 

y el control de IB no inmunogénico correspondió a iRFP. Los peces se aclimataron durante 

dos semanas en agua salada a una temperatura de 11 ± 1 ºC, oxígeno 9,5 ± 1 mg/L, se 

mantuvieron en sistema a flujo abierto, con 24 h luz y se alimentaron diariamente al 1 % de su 

peso corporal con un alimento comercial sin inmunoestimulantes (Orbit Intro). Los animales se 

anestesiaron antes de cada proceso de manipulación (AQUÍ-S; 25 mL/100 mL de agua) y la 

eutanasia se realizó mediante sobredosis de anestesia.  

Los peces anestesiados recibieron una única dosis de 300 µL de IBs (Cat o Hep) a 5 mg/kg, 

por vía intraperitoneal, 300 µL de PBS, o 300 µL de iRFP a 5 mg/kg. Diez peces al azar fueron 

sacrificados a las 0, 6, 12 y 24 h postratamiento, y se extirpó el riñón anterior, el cual fue 

conservado en RNAlater a -20 ºC, para el análisis de expresión de los genes inmunológicos: 

il-8, il-1β, tnf-α e il-10. Paralelamente, en cada tiempo se extrajeron muestras de sangre, que 

fueron centrifugadas a 1.000 ×g por 10 min para la obtención de suero, el cual fue analizado 

por ELISA para la cuantificación de la proteína TNF-α. 

Para el análisis de expresión génica, se empleó 3 mm de tamaño del tejido, los cuales se 

homogeneizaron en 700 µL TRI Reagent™ Solution, con 3 esferas de metal de 2,4 mm (Bead 

media Omnia International), en dos a tres ciclos de 35 seg a 5,5 m/s (Fast Prep-24 MP 

Biomedicals, Irvine, California, USA), los tejidos se dejaron enfriar en hielo entre cada ciclo. El 

tejido homogeneizado se traspasó a un tubo eppendorf nuevo y se continuó con el método 

descrito en el punto 4.2.4. 

La cuantificación de TNF-α por ELISA se realizó en el laboratorio de Inmunología de Peces, 

del Instituto de Biología de la PUCV. Para ello se realizó una cuantificación de proteínas totales 
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con el kit PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Luego 

15 ng/μL se bloqueó con BSA al 5 % en PBS, las placas se incubaron durante 90 min a 37 ºC 

con 40 ng/ μL del anti-epítopo de TNF, y luego, durante 60 min con 1:20000 de anticuerpo 

comercial anti-cabra IgG-HRP (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Después de los 

lavados, las placas se incubaron durante 30 min con TMB (Life Technologies, USA) y se midió 

con un lector ELISA a 450 nm (Versa max, microplate reader). Todos los ensayos se realizaron 

por triplicado. 

Los análisis estadísticos, se hicieron empleando el software R (v. 2025.5.1.513). Se aplicó la 

prueba no paramétrica de Kruskal–Wallis para determinar diferencias significativas entre los 

grupos, y se empleó el Conover Test como prueba posterior en caso de existir diferencia 

significativa entre los grupos (p ˂ 0,05). 

4.2.6 Evaluación de la biodistribución de IBst a órganos del sistema inmune en el 

salmón del Atlántico 

Este ensayo se llevó a cabo en el Centro de Investigación en Acuicultura Sustentable (CIAS-

PUCV), durante junio 2025. Para este estudio, los peces se mantuvieron en un sistema de 

recirculación acuícola que constaba de nueve estanques, cada uno con un volumen útil de 500 

L, una tasa de recambio de agua de 1,8 veces por hora (1,8 r/h) y una densidad de cultivo final 

de 17 kg/m³. Los peces fueron alimentados diariamente con una ración correspondiente al 1 

% de su peso corporal con un alimento comercial.  

Para determinar si los IBs se distribuyen hacia órganos linfoides, se utilizaron 18 ejemplares 

de salmón del Atlántico smoltificado de un peso promedio de 180 ± 2 g, provenientes de un 

centro de cultivo en la Región de Los Lagos. A cada pez se le administró, por vía 

intraperitoneal, una dosis de 300 µL de catelicidina a 4 mg/kg, previamente marcada con Atto 

488. Se realizaron muestreos a las 24, 48 y 72 h posinyección, recolectando bazo y riñón 

anterior. Los órganos fueron lavados con PBS 1X, y las células fueron disgregadas mediante 

un tamiz celular de 100 µm. Posteriormente, se ajustó el volumen final a 4 mL utilizando medio 

L-15 suplementado con 2  % de FBS y 7 mM de EDTA. Para realizar un choque osmótico, se 

añadieron 36 mL de agua ultrapura durante 15 segundos, seguido de la adición de 4 mL de 

PBS 10X, y se incubó la mezcla en hielo durante 10 minutos. Luego, las muestras se filtraron 

nuevamente a través de un tamiz celular, y las células fueron recuperadas por centrifugación 

a 600 × g durante 7 minutos a 12 °C. El pellet celular se resuspendió en 5 mL de medio L-15 

suplementado con 2 % de FBS. Finalmente, las suspensiones celulares fueron analizadas por 
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citometría de flujo, en la cual, se determinó como P1 la población de células mieloides 

(monocitos, macrófagos, y otros granulocitos).  

Se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal–Wallis para determinar diferencias significativas 

entre los grupos, y se empleó el Conover Test como prueba posterior en caso de existir 

diferencia significativa entre los grupos (p ˂ 0,05), empleando el software R (v. 2025.5.1.513), 

4.3 Objetivo 3. Evaluar la eficacia de las proteínas nanoestructuradas para el control 

de P. salmonis y su potencial para ser administradas por vía oral. 

4.3.1 Evaluación de la eficacia de los AMPs para modular las respuestas 

inmunológicas de P. salmonis en células RTS-11 

Este experimento tuvo como propósito determinar si los IBs podían conferir un efecto 

profiláctico y regular la respuesta inmune de las células RTS-11 durante una infección in vitro 

con P. salmonis. Para ello, una densidad celular de 1x106 de la línea RTS-11, en medio L-15 

suplementado con FBS al 10 % se estimularon con Cat a 20 µg/mL durante 4 h a 18°C. 

Posteriormente las células fueron infectadas con 1x106 de P. salmonis LF-89 (MOI 1) durante 

24 h a 18°C, se consideraron los siguientes controles: sólo catelicidina, PBS 1X, y P. salmonis 

sin tratamiento. Una vez transcurrido el tiempo de infección, las células fueron recuperadas, 

para el análisis de expresión de los genes tnf-α, interferón gamma (ifn-γ), il-10, il-12, e iNOS.  

Con el fin de determinar si la exposición repetida al inmunoestimulante podía potenciar o 

restaurar la respuesta inmune tras la infección, se realizó una segunda estimulación con Cat 

a 20 µg/mL durante 4 h posinfección. Esta estrategia permitió evaluar si los IBs no sólo inducen 

un efecto profiláctico, sino también si son capaces de reforzar la activación inmunitaria una 

vez que las células han sido desafiadas por el patógeno. 

Por otra parte, se analizó la respuesta inmunogénica de las células SHK-1 (riñón anterior de 

salmón del Atlántico) en ADL Diagnostic Chile. Debido a la importancia de la diversidad celular 

en la evaluación de las respuestas inmunitarias. Mientras que, RTS-11 es una línea celular de 

monocitos y macrófaga derivada del bazo de trucha arcoíris, la SHK-1 se deriva de leucocitos 

renales de cabeza de salmón atlántico que exhiben características similares a macrófagos. 

Por ende, pueden presentar diferencias en los niveles relativos de expresión de ciertos genes 

proinflamatorios, incluyendo il1-β, il-8 e il-6, que suelen ser mayor en la línea celular RTS-11, 

debido a que la abundancia de macrófagos, se relaciona con mayor disponibilidad de 

receptores de membrana. Si bien, en los ensayos para evaluar inmunoestimulantes lo idóneo 

es validar los resultados obtenidos de líneas celulares, con cultivos primarios, la línea SHK-1 
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al ser derivada de riñón de salmón del atlántico, puede brindar una perspectiva aproximada 

del modelo de estudio (Salinas-Parra et al., 2025).  

Para evaluar la respuesta inmunogénica en células SHK-1, una densidad celular de 1x105, en 

medio L-15 suplementado con FBS al 2 % fueron tratadas con 20 µg/mL de Hep o Cat durante 

24 h a 18°C, y luego infectadas con P. salmonis (MOI 10) por 24 h adicionales. Se incluyó el 

control iRFP a 10 µg/mL y el control negativo PBS 1X. Finalmente, se analizó la expresión 

génica de tnf-α, il-1β, il-10, il-8 e iNOS. 

4.3.2 Evaluación de la eficacia de los AMPs para el control de P. salmonis 

Se evaluó la eficacia de los AMPs al ser añadidos directamente sobre P. salmonis. Para ello, 

cultivos frescos de P. salmonis LF-89 se ajustaron a una OD600 de 1x108, en solución ringer 

(B.Braun, Chile), y se añadieron los IBs diferentes concentraciones (0,1, 1, 5, 10, y 20 µM). Se 

consideró como control iRFP a 10 µg/mL y como control negativo solución ringer, cada 

tratamiento se hizo por triplicado. Se incubó a 18 °C y se midió OD600 a las 6 y 24 h. Finalmente, 

se calculó el porcentaje de supervivencia bacteriana, calculando la razón entre el tratamiento 

y el control (Apéndice 11.4). 

4.3.3 Determinación de la estabilidad de los AMPs  

Como parte de la caracterización de los IBs, y para prospectar su potencial uso como fármacos 

orales, se evaluó la estabilidad de Cat bajo las siguientes condiciones: 

Temperatura: se evaluó la resistencia térmica incubando los IBs a 1 mg/mL en PBS 1X, a 100 

°C (Labnet, AccuBlock, Digital Bry Bath) durante 30 minutos. 

pH: los IBs se resuspendieron en PBS 1X pH 2,5 (HCl, Fermont, México, pH metro Orion Star 

A111, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) durante 3 h, 4 °C con agitación orbital 

constante de 100 rpm, se recuperaron por centrifugación a 10.000 ×g, 5 min, y se incubaron 

en PBS 1X pH 8 (NaOH, Bioquímica.Cl, Chile) durante 6 h, 4 °C. El control correspondió a 

PBS 1X pH 7 en las mismas condiciones. 

Liofilización: los IBs se liofilizaron (Telstar, Lyo Quest) bajo las siguientes condiciones: 

Congelación: -80 °C durante 24 h. Secado primario: A presión reducida (0,1–0,01 mbar) y 

temperatura de -50 °C durante 48 h. Secado secundario: Incremento gradual a 25 °C durante 

12 h para eliminar trazas de agua.  
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La funcionalidad de los AMPs sometidos a estas condiciones, se evaluó en células RTS-11 (1 

× 10⁶ células/mL), tratadas con 20 µg/mL durante 24 h a 18°C. Como marcadores de respuesta 

inmune, se analizó la expresión de los genes il-8 e il-10 mediante qPCR.  
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 Resultados 

5.1 Objetivo 1: Producir y caracterizar proteínas nanoestructuradas de salmón del 

Atlántico con potencial inmunoestimulante en Escherichia coli 

5.1.1 Selección de proteínas, diseño de constructo y cepas transformante 

Se seleccionó Cat y Hep, como potenciales proteínas moduladoras del sistema inmune, a las 

cuales se adicionó una secuencia KSI, para promover la formación de IBs (Garcia Fruitós & 

Arís Giralt, 2022). Se fusionó a la secuencia de los AMPs mediante un linker (GGGSGGS), 

seguidos inmediatamente de la secuencia His.tag (Tabla 5.1).  

Tabla 5.1 Orden de los constructos y secuencias aminoacídicas de los componentes para la expresión 
de Cat y Hep en forma de proteínas nanoestructurada. 

 

La fusión de Cat (PM teórico: 5,846 kDa) y Hep (PM teórico: 2,881 kDa) con la secuencia KSI 

modificó sus propiedades fisicoquímicas. Estos cambios incluyeron el peso molecular, la 

estabilidad, la hidrofobicidad y el índice alifático (Tabla 5.2). La secuencia KSI aporta un PM 

de 13,35 kDa, por lo que Cat tuvo un PM final de 20,46471 kDa y Hep de 17,4997 kDa. 

Además, se observó una notable mejora en la estabilidad, con reducciones en el índice de 

inestabilidad desde 46,20 a 29,95 en el caso de Cat y desde 77,52 a 31,99 para Hep, valores 

que se consideran estables. El índice alifático incrementó de 18,62 a 60,82 para Cat y de 

31,220 a 71,29 para Hep. La hidrofobicidad (GRAVY) impactó más a Cat, que pasó de -1,378 

considerado como hidrofílico a -0,478 (hidrofóbico) y en Hep de 0,028 a -0,103. Ambas 

proteínas mostraron una alta probabilidad de insolubilidad cuando se incluyó la secuencia KSI 

(Cat: 0,1643; Hep: 0,1305), en contraste, en ausencia de esta secuencia, la predicción indicó 

una mayor tendencia a la solubilidad (Cat: 0,7832; Hep: 0,5442). La proteína control iRFP tuvo 

Orden de las secuencias KSI – Linker – [Hep/Cat] – His-tag 

KSI NTPEHMTAVVQRYVAALNAGDLDGIVALFADDAT

VEDPVGSEPRSGTAAIREFYANSLKLPLAVELTQ

EVRAVANEAAFAFTVSFEYQGRKTVVAPIDHFRF

NGAGKVVSMRALFGEKNIHAGAS 

Linker GGGSGGS 

Hep QSHLSLCRWCCNCCHNKGCGFCCKF 

Cat QKIRTRRGKPSGGSRGSKMGSKDSKGGWRGRP

GSGSRPGFGSSIAGASGRDQGGTRNA 

His-tag HHHHHH 
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un PM teórico de 35,4 kDa, índice de inestabilidad 47,74, índice alifático de 97,92 y un valor 

GRAVY de -0,031 

Tabla 5.2. Comparación de parámetros fisicoquímicos de Cat y Hep respecto a la fusión con la secuencia 
KSI.  

Propiedad Cat Cat-KSI Hep Hep-KSI iRFP  
Peso molecular (kDa) 5,846 20,46471 2,881 17,4997 35,4 
Punto isoeléctrico (pI) 12,31 10,12 8,53 6,88 5,96 

Aminoácidos con carga negativa (Asp + Glu) 2 17 0 15 38 
Aminoácidos con carga positiva (Arg + Lys) 14 25 3 14 29 

Índice de inestabilidad 46,20 29,95 77,52 31,99 47,74 
Índice alifático 18,62 60,82 31,220 71,29 97,92 

GRAVY (hidrofobicidad) -1,378 -0,478  0,028  -0,103 -0,031  
Probabilidad de insolubilidad (0–1) 0,7832  0,1643  0,5442 0,1305 0,8846 

5.1.2 Cinética de producción de proteínas recombinantes 

Se determinó la proporción de la fracción proteica soluble e IBs, ambas fracciones producidas 

en matraces Erlenmeyer, y colectadas a las 1, 3 y 5 h postinducción, considerando como 100 

% de producción la cantidad total obtenida en cada tiempo de muestreo ( 

Figura 5). En el caso de Cat, la distribución de ambas fracciones proteicas, a 1 h postinducción, 

fue aproximadamente equitativa, y la proporción en IBs incrementó progresivamente 

representando el 75,5 % a las 5 h. Hep mostró una tendencia inicial similar, con distribución 

equilibrada a 1 h y un 76,4 % en IBs a las 5 h, aunque a las 3 h la fracción insoluble representó 

el 84,8 % del total de la producción, sugiriendo variabilidad en la dinámica de agregación según 

la proteína. 
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Figura 5. Cinética de producción de proteína soluble (blanco), e IBs (gris), para (A) Cat y (B) Hep, 

fracciones colectadas a las 1, 3 y 5 h postinducción. 

5.1.3 Producción, purificación y cuantificación de los IBs 

Los IBs producidos durante 3 h se cuantificaron mediante western blot, empleando una curva 

de proteína soluble (Cat), previamente purificada y cuantificada. A las 3 h, la cuantificación 

total de Cat fue de 42 mg/L en la fracción soluble y 84 mg/L en los IBs, mientras que para Hep, 

la fracción soluble contenía 2,08 mg/L y la fracción de IBs 36 mg/mL.  

5.1.4 Caracterización Microscópica 

Los IBs obtenidos a las 3 h postinducción se analizaron mediante FESEM (Figura 6). 

Morfológicamente, presentaron una superficie rugosa con forma redondeada u ovalada. Cat 

mostró una mayor tendencia a la compactación, formando estructuras aglutinadas con 

apariencia pegajosa. El tamaño promedio de los IBs de Cat fue de 0,329 µm (SD = 0,107), y 

la prueba de Shapiro-Wilk indicó una distribución no normal (p = 0,0023). En contraste, los IBs 

de Hep aparecieron menos compactos en comparación con los de Cat, aunque con una 

morfología general similar. El tamaño promedio de partícula para Hep fue de 0,484 µm (SD = 

0,122), y presentaron una distribución normal (Shapiro-Wilk p = 0,3934). Cabe destacar que, 

en ningún caso, fue posible confirmar la presencia de IBs completamente individuales, en su 

lugar, se observó una clara tendencia a la agregación, formando conglomerados de partículas 

más grandes. 
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Figura 6. Microscopía por FESEM a 10,000 KX de (A) Cat y (B) Hep producidos en matraz a 37 °C, 
250 rpm. Imágenes FESEM a 50,000 KX muestran en detalle la morfología de agregados individuales 

de Cat (C) y Hep (D). Distribución de tamaño de (E) Cat y (F) Hep.  

5.1.5 Determinación de la resistencia de los IBs ante condiciones solubilizantes  

Se determinó la resistencia de los IBs de Cat y Hep ante agentes caotrópicos, para ello se 

expusieron a una batería de urea (0-8 M), y se determinó la turbidez mediante absorbancia a 

350 nm a las 3 y 24 h, se incluyó iRFP como control de IBs. El análisis post hoc de Conover, 

reveló que la concentración de urea solubiliza significativamente los IBs. Para Cat, se 

observaron diferencias significativas entre concentraciones bajas (0 M, 2 M, 3 M) y altas (5 M, 

6 M, 7 M, 8 M), destacando una mejora progresiva en la solubilidad a medida que aumenta la 

concentración (Figura 7 A). En particular, la solubilidad a 8 M fue significativamente mayor (p 
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< 0,001), y no se observaron diferencias significativas entre algunas concentraciones 

intermedias (4 y 6 M). Estos resultados indican que para los IBs de Cat, la urea tiene un efecto 

dependiente de la concentración, aunque la solubilidad es más evidente a concentraciones 

superiores a 4 M.  

Para Hep se observaron diferencias significativas únicamente a 8 M (p ˂ 0,05), sin diferencias 

claras entre las demás concentraciones (Figura 7 B). Esto que sugiere que Hep es más 

resistente que Cat. Por su parte, iRFP, utilizada como control de IBs, también respondió a la 

urea con un patrón significativo en varias comparaciones intermedias, entre 3 y 5 M (p ˂ 0,01), 

aunque es más claro después de los 7 M (Figura 7 C). A pesar de no se observó un patrón 

definido y único para todos los IBs, los porcentajes de solubilidad alcanzados fueron similares, 

aproximadamente 20 % a las 24 h con urea 8 M, mientras que a las 3 h se obtuvo un promedio 

de solubilización del 57 %. Tras aplicar el test de Wilcoxon para evaluar el impacto del tiempo 

en la solubilidad, no se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas. No obstante, se 

observa una tendencia que sugiere que el tiempo podría favorecer la solubilización de los IBs. 

 

Figura 7. Resistencia de (A) Cat, (B) Hep y (C) iRFP, expuestos a urea (0-8 M), durante 3 y 24 h. 

Para determinar la resistencia de los IBs a la acción proteolítica, estos fueron expuestos a 

proteinasa K a 6 µg/mL, y una vez estabilizada la OD 350nm, se incrementó la concentración 

final a 60 µg/mL. En este ensayo, los IBs de Cat resultaron más resistentes a la digestión 

enzimática, ya que fue significativa a partir de los 180 minutos (p < 0,001), coincidiendo con el 
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aumento de la concentración (Figura 8 A). A los 240 min, alcanzó un 65 % de digestión total 

(35 % de IBs remanentes), sin diferencias significativas entre 180 y 240 min, lo que indica que 

la digestión se concentró en los minutos posteriores al aumento en la concentración.  

Por otro lado, Hep presentó una digestión significativa a la menor concentración de proteinasa 

K, observándose diferencias significativas a los 100 minutos (p < 0,01). Posteriormente, tras 

el aumento en la concentración de la enzima, no se observaron diferencias marcadas respecto 

al nivel de digestión alcanzado en los primeros 100 minutos (Figura 8 B). A los 240 minutos, 

se observó un 71 % de digestión total, o 29 % de IBs remanentes. Al comparar con la proteína 

control iRFP, se observó una digestión progresiva desde los primeros 100 minutos (p < 0,001), 

alcanzando una primera digestión máxima a los 140 minutos (p < 0,01) (Figura 8 C). Luego del 

aumento en la concentración, se detectaron nuevas diferencias significativas desde los 160 

minutos (p < 0,01), indicando una digestión continua hasta los 240 minutos. El porcentaje final 

de IBs remanentes fue cercano al 35 %, similar al observado para Cat. Aunque las cinéticas 

de digestión fueron diferentes, los tres IBs alcanzaron porcentajes similares de digestión total 

(aprox. 65 %). 

 

Figura 8. Resistencia de (A) Cat, (B) Hep y (C) iRFP, expuestos a proteinasa K durante 240 min a 
concentraciones de 6 y 60 µg/mL. 
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5.2 Objetivo 2: Analizar la capacidad de las proteínas nanoestructuradas para 

estimular el sistema inmune del salmón del Atlántico 

Una vez obtenidos y caracterizados los AMPs en forma de IBs, se procedió a evaluar su 

capacidad inmunoestimulante mediante ensayos in vitro e in vivo. Para ello, previamente se 

demostró que los IBs no eran tóxicos a nivel celular, y que además, pueden interactuar 

directamente con las células mediante ensayos de fagocitosis. 

5.2.1 Evaluación de la citotoxicidad de los AMPs en células RTS-11 

Se evaluó la citotoxicidad de los AMPs, así como del iRFP, mediante el ensayo de viabilidad 

celular con azul de tripán en células RTS-11. Las células fueron expuestas a concentraciones 

de 2 a 20 µg/mL de cada IB durante 6 y 24 h. En todos los casos, las células mantuvieron una 

viabilidad celular superior al 90 % (Figura 9), demostrando baja citotoxicidad en este modelo 

celular. El análisis estadístico mediante la prueba de Kruskal-Wallis, reveló que no existien 

diferencias significativas entre los grupos tratados (p ˃ 0,05).  

 

 

Figura 9. Viabilidad celular de RTS-11 expuesta a (A) Cat, (B) Hep y (C) iRFP, en un rango de 
concentraciones (2, 10, y 20 µg/mL), a las 6 y 24 h postratamiento. 
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5.2.2 Determinación de la capacidad de las células RTS-11 para fagocitar los AMPs  

Para evaluar la capacidad de internalización de los IBs por parte de células del sistema inmune, 

se realizaron ensayos de fagocitosis en la línea celular RTS-11. Las células fueron expuestas 

durante 4 h a 20 µg/mL de Cat o Hep previamente marcados con el fluoróforo Atto 488. La 

localización intracelular de los IBs se visualizó por microscopía de fluorescencia, y mediante 

citometría de flujo se cuantificó la proporción de células fagocíticas. Las imágenes 

microscópicas (Figura 10) mostraron que ambos péptidos fluorescentes se localizaban 

predominantemente en el citoplasma adyacente al núcleo, lo que sugiere una eficiente 

internalización celular. 

 

Figura 10. Inmunofluorescencia de células RTS-11 tratadas con 20 µg/mL de Cat y Hep durante 4 h. 
Control: sin tratamiento. Núcleos teñidos con DAPI (azul) e IBs teñidos con Atto 488 (verde), merge: 

composición de la imagen. 

Los resultados descritos anteriormente, se confirmaron mediante citometría de flujo (Figura 11 

y Apéndice 11.5). Cat mostró un porcentaje de fagocitosis del 68,5 %, mientras que Hep 

alcanzó apenas un 11,2 % bajo las mismas condiciones. El análisis estadístico, confirmó 

diferencias significativas de ambos AMPs (p ˂ 0,05) tanto frente al control sin tratamiento, 

como entre los tratamientos (p = 0,0156). Estos resultados indican que Cat es 

significativamente más susceptible a la fagocitosis por macrófagos que Hep.  
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Figura 11. Porcentaje de células RTS-11 fagocíticas tratadas con 20 µg/mL de Cat y Hep durante 4 h. 
Control: PBS 1X. * p ˂ 0,05, *** p˂ 0,001 

5.2.3 Evaluación de la capacidad de los AMPs para modular el sistema inmune en 

células RTS-11 

Se evaluó la expresión de los genes il-8, il-10, tnf-α, iNOS e il-1β, en células RTS-11 tratadas 

con Cat y Hep a concentraciones de 5, 10 y 20 µg/mL durante 12 h. Se incluyeron PBS (control 

negativo), LPS (control positivo) e iRFP (control de IBs). El tratamiento con Cat produjo 

diferencias significativas para todos los genes evaluados, a excepción de iNOS (p = 0,08). 

Para este AMP la expresión de il-1β fue significativamente mayor con 20 µg/mL de Cat (p = 

0,021), mostrando diferencia significativa respecto a 10 µg/mL (p = 0,044), pero no a 5 µg/mL 

(Figura 12 A). Mientras que la expresión del gen tnf-α, se ve regulada significativamente a la 

baja a 10 µg/mL (p = 0,0002), aunque las concentraciones de 5 y 20 µg/mL no presentaron 

cambios significativos respecto al control (Figura 12 B). La expresión de gen il-8, fue 

significativa al alza para las concentraciones 5 y 20 µg/mL (p < 0,05) (Figura 12 C). Por su 

parte, el gen il-10 presentó un incremento significativo en su expresión a 20 µg/mL (p = 0,003), 

la cual fue estadísticamente superior respecto a 10 µg/mL (p = 0,0004), aunque sin diferencia 

respecto a 5 µg/mL (Figura 12 D). El gen iNOS presentó una tendencia general a la disminución 

para todas las dosis, sin alcanzar significancia estadística (Figura 12 E). Estos resultados 

indican que la concentración 20 µg/mL de Cat promueve la sobreexpresión de il-8, il-10 e il-1β, 

mientras que la concentración de 10 µg/mL disminuye la expresión de tnf-α. No se observó 

una respuesta incremental estricta respecto a la dosis, ya que 5 y 20 µg/mL no presentaron 

diferencias significativas en ningún caso.  
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Figura 12. Expresión génica relativa de células RTS-11 tratadas con catelicidina Cat (5, 10 y 20 µg/mL) 
durante 12 h. Genes evaluados: (A) il-1β, (B) tnf-α, (C) il-8, (D) il-10 (E) iNOS. Los valores se expresan 
como Log₂ Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una reducción 
a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre sí 

(p > 0,05). 

En cuanto a Hep, se evidenciaron diferencias significativas en la expresión génica de il-8, tnf-

α e iNOS (p < 0,05), y ninguna concentración indujo cambios significativos en la expresión del 

gen il-10 ni il-1β respecto al control (Figura 13 A y D). No obstante, el gen il-8, mostró una 

expresión significativa al alza en células tratadas con 5 y 20 µg/mL (p < 0,05) (Figura 13 C). 

Mientras que, la expresión de tnf-α presentó una tendencia a disminuir con dosis 5-20 µg/mL, 

pero solo la concentración de 10 µg/mL mostró una diferencia significativa respecto al control 

(p = 0,0060) (Figura 13 B). La expresión de iNOS, disminuyó significativamente a 10 µg/mL (p 

= 0,0133), aunque este efecto también se observó con iRFP, que también difirió 
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significativamente del control (p = 0,0177) lo que indica que podría no estar asociado 

directamente a la acción de Hep (Figura 13 E).  

 

Figura 13. Expresión génica relativa de células RTS-11 tratadas con Hep (5, 10 y 20 µg/mL) durante 
12 h. Genes evaluados: (A) il-1β, (B) tnf-α, (C) il-8, (D) il-10 (E) iNOS. Los valores se expresan como 
Log₂ Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una reducción a la 

mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre sí (p > 
0,05). 

5.2.3.1 Evaluación temporal del efecto de los AMPs para modular el sistema inmune en 

células RTS-11 

Con el objetivo de entender la dinámica temporal de la expresión génica, células RTS-11 

fueron tratadas con las dosis intermedia 10 µg/mL de cada AMP durante 4, 12 y 24 h, y se 

evaluó la cinética de expresión de los genes evaluados anteriormente, asociados a la 

respuesta inmune, il-10, tnf-α, iNOS, e il-1β. Cat mostró diferencias temporales significativas 

(Kruskal-Wallis test p ˂ 0,05), para los genes tnf-α, e iNOS (Figura 14). La expresión del gen 
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iNOS, disminuyó significativamente a las 12 h, respecto de las 4 y 24 h (p= 0,009 y p = 0,035 

respectivamente), pese a esta diferencia temporal, no se evidenció diferencia respecto al 

control en ningún tiempo evaluado (Figura 14 C). La expresión del gen tnf-α (Figura 14 B), 

difirió significativamente al alza entre las 12 y las 24 h (p ˂ 0,0001), aunque no del control a 

ninguno de los tiempos evaluados. Para el gen il-10, no se observó diferencia temporal 

significativa (Figura 14 D), y aunque el gen Il-1β no presentó cambios significativos entre los 

tiempos, se observó una tendencia al aumento de la expresión a las 24 h (Figura 14 A).  

 

Figura 14. Expresión génica relativa de células RTS-11 tratadas con Cat a 10 µg/mL durante 4, 12 y 
24 h. Genes evaluados: (A) il-1β, (B) tnf-α, (C) iNOS, (D) il-10. Los valores se expresan como Log₂ 

Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una reducción a la mitad). 
Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre sí (p > 0,05). 

Por su parte el tratamiento con Hep, disminuyó significativamente la expresión el gen tnf-α a 

las 12 h respecto de las 4 y 24 h (p = 0,007) (Figura 15 B). A pesar de que los genes iNOS e 

il-1β no arrojaron diferencia significativa en los tiempos evaluados (Figura 15 A y D), se 

observó una tendencia en la disminución de la expresión de iNOS a las 12 h (Figura 15 C), 

mientras que la expresión del gen il-1β se mantiene casi constante hasta las 24 h, tiempo en 
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el cual tiende a incrementar su expresión. El gen il-10 no presentó cambios significativos en 

su expresión entre los tiempos (Figura 15 E).  

 

Figura 15. Expresión génica relativa de células RTS-11 tratadas con Hep a 10 µg/mL durante 4, 12 y 

24 h. Genes evaluados: (A) il-1β, (B) tnf-α, (C) iNOS, (D) il-10. Los valores se expresan como Log₂ 
Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una reducción a la mitad). 
Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre sí (p > 0,05). 

También, se evaluó la expresión de los genes il-6 y cox-2, ambos indicadores de respuestas 

inflamatorias del sistema inmune innato, a las 4 y 24 h tras el tratamiento con 10 µg/mL de 

AMPs. Las células tratadas con Cat presentaron una disminución de la expresión de il-6 a las 

24 h respecto al control (p = 0,03), sin diferencia temporal de la expresión (Figura 16 A), aunque 

este hecho también se observó en célula tratadas con iRFP. Este AMP, tendió a incrementar 

la expresión del gen cox-2 a las 24 h, sin diferencia temporal de la expresión (Figura 16 B). 

Por el contrario, Hep no indujo ningún cambio significativo en los genes il-6 y cox-2 (Figura 16 

C y D).  
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Figura 16. Expresión relativa de los genes il-6 y cox-2, en células RTS-11 tratadas con Cat (A y B) y 
Hep (C y D) a 10 µg/mL durante 4 y 24 h. Los valores se expresan como Log₂ Fold Change (escala 
lineal simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una reducción a la mitad). Tratamientos que 

comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre sí (p > 0,05). 

5.2.4 Evaluación de la respuesta inmune mediada por los AMPs en el salmón del 

Atlántico 

El ensayo in vivo con S. salar se realizó utilizando estanques individuales por duplicado para 

cada tratamiento (Cat y Hep), además del control negativo (PBS) y el control no inmunogénico 

(iRFP). No se obtuvieron resultados para el tratamiento con iRFP debido a la mortalidad total 

registrada en los estanques de este grupo. La proteína iRFP se utiliza ampliamente en biología 

como marcador fluorescente no tóxico, por lo que se desconocen los motivos que provocaron 

el deceso de los peces, podría asociarse a una contaminación provenientes de agentes 

externos al iRFP.  

5.2.4.1 Análisis de expresión génica 

Peces tratados con 5 mg/kg de Cat o Hep mostraron una modulación en la expresión de los 

genes proinflamatorios il-1β, il-8, y el gen antiinflamatorio il-10 en riñón anterior, con 

variaciones dependientes tanto del tiempo como del tratamiento. En el caso de Cat, el gen il-
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1β (Figura 17 A) incrementó significativamente su expresión a las 6 h (p = 0,03) y disminuyó 

significativamente a las 24 h (p = 0,004). Mientras que, el gen il-8 presentó una expresión al 

alza significativa a las 12 h respecto al control 0 h (p = 0,005), aunque sin diferencias frente al 

control PBS (Figura 17 C). Los genes tnf-α e il-10, no mostraron diferencia significativa en sus 

niveles de expresión (Figura 17 B y D)  

 

Figura 17 Expresión génica relativa del riñón anterior de salmón del Atlántico tratados con Cat 5 mg/kg 
durante 6, 12 y 24 h. Genes evaluados: (A) il-1β, (B) tnf-α, (C) il-8, (D) il-10. Los valores se expresan 
como Log₂ Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una reducción 
a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre sí 

(p > 0,05). 

El tratamiento con Hep indujo significativamente la expresión del gen il-1β a las 12 h respecto 

a los controles de 0 h y PBS (p < 0,005) (Figura 18 A), mientras que a las 24 h se observó una 

disminución significativa de la expresión de este gen (p < 0,005). El gen il-8 se expresó 

significativamente al alza a las 12 h (p = 0,004) respecto al control 0 h, pero no se observó una 

diferencia significativa respecto a PBS (Figura 18 C). Para el gen il-10, se observó una 

diferencia temporal de la expresión entre las 12 h y las 24 h (p = 0,012), pero el tratamiento no 

indujo la respuesta significativa en la expresión respecto a la condición inicial, ni respecto al 

control PBS (Figura 18 D). La expresión de tnf-α no presentó diferencias estadísticamente 
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significativas temporales o en su expresión respecto al grupo control, aunque se observó una 

tendencia a la baja a las 24 h (Figura 18 B).  

 

Figura 18. Expresión génica relativa del riñón anterior de salmón del Atlántico tratados con Hep a 5 
mg/kg durante 6, 12 y 24 h. Genes evaluados: (A) il-1β, (B) tnf-α, (C) il-8, (D) il-10. Los valores se 

expresan como Log₂ Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una 
reducción a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias 

significativas entre sí (p > 0,05). 

5.2.4.2 Cuantificación de TNF-α en plasma 

Se determinó la concentración de la proteína TNF-α en plasma, como marcador inflamatorio 

funcional (circulando en sangre) y no sólo transcripcional, en diferentes tiempos (6, 12 y 24 h), 

en peces tratados con Cat y Hep. El tratamiento con Cat no se presentó diferencias 

significativas frente al control PBS en ningún tiempo evaluado. Sin embargo, se detectó un 

incremento significativo en los niveles de TNF-α en los peces tratados a las 12 y 24 h, respecto 

a los peces control 0 h (p ˂ 0,05) (Figura 19 A). En peces tratados con Hep, no se encontraron 

diferencias significativas respecto a los controles 0 h o PBS en los tiempos evaluados, sólo fue 

posible determinar, una disminución temporal entre las 6 y 12 h (p = 0,039) (Figura 19 B) 
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Figura 19. Concentración en plasma de TNF-α de salmón del Atlántico tratados con (A) Cat y (B) Hep 
a 5 mg/kg durante 6, 12 y 24 h. Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias 

significativas entre sí (p > 0,05). 

5.2.5 Evaluación de la biodistribución de IBst a órganos del sistema inmune en el 

salmón del Atlántico 

Dado que Cat, presentó una mayor fagocitosis en los ensayos in vitro con células RTS-11, se 

evaluó la biodistribución de esta proteína nanoestructurada previamente marcada con Atto 

488, a órganos linfoides (riñón anterior y bazo) de salmón del Atlántico, tras su administración 

intraperitoneal, mediante citometría de flujo. Se registraron más de 100.000 eventos por 

muestra en cada uno de los tiempos de muestreo 24, 48 y 72 h posinyección. Se obtuvo un 

porcentaje promedio de células mieloides de 15,5 % ± 6,14 % en el bazo y de 43,92 % ± 7,18 

% en el riñón anterior.  

En el riñón anterior, la proporción de células fluorescentes fue significativamente mayor 

respecto al control (p < 0,05), con un máximo a las 24 h (5,8 %) (Figura 20 A). En contraste, 

en el bazo se observó una tendencia opuesta, registrando el máximo a las 72 h (21,7 %), el 

cual fue significativamente mayor respecto al control (p < 0,05) (Figura 20 B). Este valor 

también representó la única diferencia en el análisis comparativo entre ambos órganos (p = 

0,0044) (Figura 20 C).  
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Figura 20. Biodistribución de Cat a riñón anterior (A) y bazo (B) de salmón del Atlántico a 24, 48 y 72 
h. Control = PBS 1X. (C) Riñón anterior vs. Bazo. Tratamientos que comparten la misma letra no 

presentan diferencias significativas entre sí (p > 0,05). 

5.3 Objetivo 3. Evaluar la eficacia de las proteínas nanoestructuradas para el control 

de P. salmonis y su potencial para ser administradas por vía oral. 

5.3.1 Evaluación de la eficacia de los AMPs para modular las respuestas 

inmunológicas de P. salmonis en células RTS-11 

Con el fin de evaluar el efecto inmunomodulador de Cat frente a un modelo de infección in vitro 

con P. salmonis, se aplicó una dosis de 20 µg/mL a células RTS-11durante 4 h, la cual en 

ensayos previos estimuló los genes il-8, il-10 e il-1β. Posteriormente estas células fueron 

infectadas con P. salmonis (MOI 1). Se analizó la expresión de genes relevantes en la 

respuesta inmunitaria a esta bacteria como ifn-γ, il-12, il-10, tnf-α e iNOS. A pesar de que se 

reguló al alza la expresión de los genes tnf-α, il-10 e iNOS, en ningún caso se observó 

diferencias significativas entre las células infectadas con o sin tratamiento (Figura 21 A, D y 

E). Los genes ifn-γ e il-12 no mostraron cambios significativos entre ninguno de los grupos 

(Figura 21 B y C). 
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Figura 21. Análisis de expresión génica de células RTS-11 tratadas con Cat a 20 µg/mL durante 4 h e 
infectadas con P. salmonis (MOI 1) durante 24 h. Genes evaluados: (A) tnf-α, (B) il-12, (C) ifn-γ, (D) il-

10, (E) iNOS. Control = PBS 1X. Cat = células tratadas, pero no infectadas, Cat + P. salmonis = 
células tratadas e infectadas. P. salmonis = Células no tratadas e infectadas. Los valores se expresan 
como Log₂ Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una reducción 
a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre sí 

(p > 0,05). 

Dado que, en el experimento previo, el tratamiento con Cat antes de la infección no mostró un 

efecto claro sobre la modulación génica frente a P. salmonis, se planteó una segunda 

estrategia experimental para evaluar su efecto posinfección. En este nuevo enfoque, las 

células RTS-11 fueron inicialmente tratadas con Cat a 20 µg/mL durante 4 h, luego infectadas 
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con P. salmonis (MOI 1), y tras 24 h de infección, se reaplicó el tratamiento durante 4 h 

adicionales. Se evaluaron los mismos genes inmunológicos que en el ensayo anterior (ifn-γ, il-

12, il-10, tnf-α e iNOS), con el objetivo de comparar los efectos del tratamiento pre y 

posinfección.  

En este esquema, únicamente los genes tnf-α e iNOS mostraron diferencias significativas entre 

los grupos experimentales (p < 0,05), mientras que il-10, il-12 e ifn-γ no presentaron cambios 

significativos en su expresión (Figura 22). En el caso de tnf-α, las células infectadas, tanto 

tratadas como no tratadas, incrementaron significativamente la expresión de este gen respecto 

al control no infectado (p = 0,0232 y p = 0,0175, respectivamente) (Figura 22 A). Mientras que, 

la expresión de iNOS disminuyó significativamente en las células infectadas y tratadas con 

Cat, respecto a las células infectadas sin tratamiento (p = 0,0124) (Figura 22 E).  

El experimento se replicó en la línea celular SHK-1 para validar los efectos 

inmunomoduladores observados en RTS-11, evaluando la acción de Cat y Hep frente a P. 

salmonis. Las células fueron tratadas con 20 µg/mL de cada péptido durante 24 h y luego 

infectadas con P. salmonis (MOI 10) por 24 h adicionales. Se incluyó iRFP como control de 

proteína en IBs sin efecto inmunomodulador conocido, para discriminar los efectos del carrier. 

Se analizaron los genes tnf-α, il-1β, il-10, il-8 e iNOS. Los AMPs no indujeron diferencias 

estadísticamente significativas en los niveles de expresión de los genes evaluados, entre las 

células infectadas con y sin tratamiento (Figura 23 y Figura 24), aunque llama la atención el 

alza del gen il-8 en células tratadas con iRFP e infectadas con P. salmonis (Figura 24 C). 
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Figura 22. Análisis de expresión génica de células RTS-11 tratadas con Cat a 20 µg/mLpre y 
posinfección. Genes evaluados: (A) tnf-α, (B) il-12, (C) ifn-γ, (D) il-10, (E) iNOS. Control = PBS 1X. Cat 
= células tratadas, pero no infectadas, Cat + P. salmonis = células tratadas e infectadas. P. salmonis = 

Células no tratadas e infectadas. Los valores se expresan como Log₂ Fold Change (escala lineal 
simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una reducción a la mitad). Tratamientos que 

comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre sí (p > 0,05). 
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Figura 23. Expresión génica relativa de células SHK-1 tratadas con Cat a 20 µg/mL durante 24 h, e 
infectadas con P. salmonis (MOI 10) durante 24 h. Genes evaluados: (A) il1-β, (B) tnf-α, (C) il-8, (D) il-

10, (E) iNOS. Control = PBS 1X. Los valores se expresan como Log₂ Fold Change (escala lineal 
simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una reducción a la mitad). Tratamientos que 

comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre sí (p > 0,05). 
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Figura 24. Expresión génica relativa de células SHK-1 tratadas con Hep a 20 µg/mL durante 24 h, e 

infectadas con P. salmonis (MOI 10) durante 24 h. Genes evaluados: (A) il1-β, (B) tnf-α, (C) il-8, (D) il-
10, (E) iNOS. Control = PBS 1X. Los valores se expresan como Log₂ Fold Change (escala lineal 

simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 una reducción a la mitad). Tratamientos que 
comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre sí (p > 0,05). 

5.3.2 Evaluación de la eficacia de los AMPs para el control de P. salmonis 

Con el objetivo de evaluar la eficacia de los AMPs como tratamiento directo sobre P. salmonis, 

se probaron diferentes concentraciones del tratamiento (0,1 – 20 µM), y se evaluó el efecto a 

las 6 y 24 h. Se incluyó como control de IBs iRFP, y como control negativo solución ringer. El 
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análisis de Kruskal-Wallis realizado por patógeno y tratamiento reveló diferencias significativas 

entre los grupos (p < 0,01). 

Cat tuvo efecto sobre P. salmonis a 5 y 20 µM (p ˂ 0,01), sin diferencia significativa entre las 

concentraciones, observándose un 43,3 y 40,6 % de supervivencia bacteriana 

respectivamente. Este efecto sólo se observó a las 6 h, ya que a las 24 h ninguna 

concentración disminuyó significativamente la supervivencia respecto al control (Figura 25 A y 

B). Aunque el grupo control iRFP, tuvo efecto entre 0,1 y 5 µM, a las 6 h (p ˂ 0,001), y entre 

0,1 y 1 µM a las 24 h. Por su parte, Hep a 20 µM no tuvo efecto significativo sobre la 

disminución de la supervivencia de P. salmonis, pero si todas las concentraciones inferiores 

(p ˂ 0,05), alcanzando una supervivencia máxima de 40,0 % a 5 µM a las 6 h y 32 % a las 24 

h, sin embargo, sigue una tendencia similar al iRFP (Figura 25 C y D). A los 12 días, P. 

salmonis, tratadas con Cat presenta un promedio de supervivencia del 45 %, mientras que con 

Hep del 57 % (Apéndice 11.7) 

 

Figura 25. Porcentaje de supervivencia de P. salmonis tras exposición a (A) Cat por 6 h, (B) Cat por 24 
h, (C) Hep por 6 h, (D) Hep por 24 h. 
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5.3.3 Determinación de la estabilidad de los AMPs  

Para determinar si los AMPs en formato de IBs son potencialmente administrables por vía oral, 

se sometieron a las condiciones de pH (2 y 10) que emulan el tracto digestivo para asegurar 

la resistencia de la molécula. Adicionalmente, con el objetivo de establecer su explotación 

industrial y la estabilidad del producto final, se determinó su efectividad posterior a someterse 

a la liofilización (presentación para almacenamiento) y a temperaturas de 100°C (simulando la 

resistencia al proceso de extrusión). Para todos estos ensayos de estabilidad, se seleccionó 

Cat a 20 µg/mL, en células RTS-11 y se cuantificó la expresión del gen proinflamatorio il-8 y 

antiinflamatorio il-10 a las 24 h, se consideró como control negativo PBS. 

Los IBs liofilizados disminuyeron significativamente la expresión del gen il-10 (p = 0,0231), 

mientras que la temperatura de 100°C, favoreció la expresión del mismo respecto a otras 

condiciones (p ˂ 0,05), aunque sin diferencia significativa respecto al control negativo (Figura 

26 A). Al evaluar la expresión del gen il-8, se observó un incremento significativo de la 

expresión en el grupo sometido a alta temperatura (p = 0,0342) (Figura 26 B). Por su parte, los 

IBs sometidos a pH gastrointestinal simulado, no afectaron significativamente la expresión de 

il-10 e il-8, aunque, se observó una tendencia a la baja en la expresión de ambos genes. 

 

Figura 26. Expresión génica relativa de (A) il-10 y (B) il-8, de células RTS-11 tratadas con Cat a 20 
µg/mL durante 24 h. Cat Liof = Cat liofilizada, Cat pH = Cat sometida a pH 2 y pH 8, Cat Temp = 

catelicidina sometida a 100°C durante 30 min. 

El diseño original de esta tesis contemplaba el escalamiento en biorreactor de las plataformas 

basadas en Cat y Hep. No obstante, debido a limitaciones en los tiempos de optimización de 

los rendimientos de expresión para dichos péptidos, se optó por de evaluar la viabilidad 

tecnológica y el comportamiento de la plataforma de IBs, empleando la citocina IL-1β de 

salmón del Atlántico como proteína modelo previamente caracterizada en el Laboratorio de 

Genética y Genómica Aplicada (ver Apéndice 11.9).  
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 Discusión 

6.1 Objetivo 1: Producir y caracterizar proteínas nanoestructuradas de salmón del 

Atlántico con potencial inmunoestimulante en Escherichia coli 

Los AMPs cumplen un rol esencial en la defensa molecular del hospedador, no solo por su 

actividad directa contra patógenos, sino también por su capacidad de modular la inmunidad 

innata a través de la interacción con receptores de membrana y la activación de respuestas 

celulares tempranas (Katzenback, 2015; Masso-Silva & Diamond, 2014). Sin embargo, su 

producción en sistemas bacterianos representa un desafío técnico, principalmente por su 

toxicidad en las células hospedadoras, debido a sus propiedades catiónicas, además su 

pequeño tamaño, los hace susceptibles a la degradación proteolítica (Y. Li, 2011). La fusión 

de AMPs con dominios estructurales es una estrategia ampliamente utilizada para mejorar 

estabilidad, solubilidad o promover agregación en sistemas recombinantes(Y. Li, 2011; Miao 

et al., 2024).  

En este contexto, KSI, una proteína de 14 kDa altamente hidrofóbica, se ha utilizado para dirigir 

proteínas hacia IBs y proteger al hospedador del efecto bactericida de los péptidos (P. M. 

Hwang et al., 2014; Kuliopulos & Walsh, 1994; Rodríguez et al., 2014). La incorporación de 

esta secuencia a Cat y Hep provocó cambios fisicoquímicos importantes, tales como, el 

aumento del peso molecular, disminución del 35,2 % y 58,7 % en los índices de inestabilidad 

de Cat y Hep respectivamente. Aumento del 65,3 % de hidrofobicidad para Cat, mientras Hep, 

mantuvo valores cercanos a la neutralidad hidrofóbica. Además, la probabilidad de 

insolubilidad, aumentó 83,6 % para Cat y 86,9 % para Hep. Coherente con reportes que 

demuestran que KSI puede duplicar la estabilidad de las proteínas fusionadas (Mehri et al., 

2021), los resultados demuestran que, la KSI podría actuar como un dominio de agregación, y 

por tanto, como un estabilizador estructural.  

La propiedades fisicoquímicas intrínsecas de cada proteínas (secuencia, carga neta, 

hidrofobicidad), condicionan el patrón de agregación (Ramón et al., 2014). La agregación en 

forma de IBs, puede representar alrededor del 40-50 % de las proteínas recombinantes totales 

(Idicula-Thomas & Balaji, 2007; Kumar, 2011). Esto coincide con nuestras propias 

observaciones, los IBs para ambos AMPs a las 5 h, representan más del 70 % de las proteínas 

totales. Esta proporción, se debe a que, la cepa E. coli BL21(DE3) pLysS permite un control 

más estricto de la expresión de proteínas para la expresión de proteínas tóxicas, pero también 

promueve la agregación cuando las tasas de traducción sobrepasan la capacidad de 

plegamiento celular (Agilent Technologies, 2010; López-Cano et al., 2022). Esto, junto con las 
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condiciones de cultivo (37 °C, 250 rpm), y la secuencia KSI, favorecen la acumulación de IBs, 

en más del 50 % del total de proteínas recombinantes producidas.  

La cinética de expresión evidenció que Cat y Hep se acumularon preferentemente en IBs 

desde las 3 h. Cabe destacar que la agregación no es uniforme ni constante, estudios han 

reportado una variabilidad significativa incluso para una misma proteínas, ya que los IBs 

bacterianos son estructuras dinámicas que resultan de un desequilibrio entre la agregación y 

los procesos de solubilización (M. M. Carrió & Villaverde, 2001a). Los resultados de la cinética 

demuestran que la formación de IBs no solo está determinada por la eficiencia del sistema de 

expresión, sino también por las características propias de cada proteína y su interacción 

dinámica con el entorno celular.  

Cabe destacar que la cuantificación de los IBs mediante Western blot, utilizando como 

referencia la fracción soluble purificada, constituye una estimación indirecta, por lo tanto, 

conlleva un margen de incertidumbre. No obstante, la variabilidad experimental de la 

cuantificación entre viales del mismo lote no supera el 10%, además, el R2 ˃ 0,98 de la curva 

de calibración valida la relación entre la carga de la muestra y la intensidad de la banda, 

permitiendo determinar el rango lineal de detección del ensayo (Arakawa et al., 2025; Pillai-

kastoori et al., 2020). La cuantificación por Western blot resulta mejor que los ensayos 

colorimétricos clásicos como BCA o Bradford, porque los IBs purificados a partir de E. coli no 

son agregados homogéneos de la proteína de interés, sino que retienen de forma variable 

proteínas de la célula hospedera (Baltà-Foix et al., 2024). En consecuencia, la cuantificación 

mediante técnicas como el ensayo de BCA resultaría imprecisa al medir el contenido proteico 

total del agregado, generando una sobreestimación sistemática de la concentración real del 

AMP, aunque podría usarse de forma complementaria al Western blot. Además, para escala 

industrial la cuantificación podría hacerse siguiendo la patente EP2174140B1, esta 

metodología consiste brevemente en la estimación de la concentración proteica mediante el 

peso seco de los agregados tras una calibración por HPLC, eliminando la dependencia de 

anticuerpos.  

La composición química de los AMPs, la cepa utilizada y las condiciones del cultivo, y el tiempo 

de producción, no solo influye en la eficiencia de formación de IBs durante la producción, sino 

también en su morfología.(Masso-Silva & Diamond, 2014; Upadhyay et al., 2012). Cat posee 

una mayor hidrofobicidad y un contenido más elevado de residuos básicos, lo que favorece 

interacciones hidrofóbicas y electrostáticas fuertes entre proteínas parcialmente plegadas, 

promoviendo la formación de núcleos de agregación estables y compactos (Ferenczy & 

Kellermayer, 2022). En contraste, Hep, presenta un perfil más hidrofílico, y un menor contenido 
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de residuos básicos, lo que podría reducir su propensión a interacciones fuertes y permitir una 

agregación menos densa. Estas variables dan lugar a las diferencias en forma y tamaño de 

los IBs, aunque estos en general, se han descrito como partículas pseudo-esféricas, que 

oscilan entre aproximadamente 50 y 500 nm (García-Fruitós et al., 2009; Margreiter et al., 

2008; Masso-Silva & Diamond, 2014).  

Se demostró que los IBs presentan diferencias en su resistencia tanto a agentes caotrópicos 

como la urea, como a la degradación proteolítica. Si bien Cat alcanza, al menos, el 50 % de 

solubilización a urea 5 M, Hep lo alcanza a valores mucho mayores (aproximadamente 7 M). 

Esto demuestra que, la resistencia de los IBs es variable, implicando diferencias estructurales 

entre Cat y Hep. La urea a altas concentraciones (6-8M), se ha empleado ampliamente para 

solubilizar los IBs, y da cuenta de la estructura de los mismos, porque su acción desestabiliza 

tanto las interacciones hidrofóbicas como los puentes de hidrógeno que mantienen a las 

proteínas agregadas (Baltà-Foix et al., 2024; Carr et al., 2013). De esta manera, una menor 

concentración de urea requerida para solubilizar refleja una organización menos estable del 

agregado, mientras que una mayor concentración indica una red de interacciones más fuerte 

y compacta. Así, las diferencias observadas entre Cat y Hep sugieren que cada proteína forma 

IBs con distinta composición estructural y grado de compactación, lo que repercute 

directamente en su resistencia frente a agentes caotrópicos. 

Cuando los IBs son expuestos a la proteinasa K, Hep es menos resistente a bajas 

concentraciones que Cat. La digestión depende de la heterogeneidad entre las diferentes 

conformaciones proteicas presentes en el IB (Singh et al., 2020). En este sentido, la estructura 

β-amiloide, en general suele ser más resistentes que las proteínas en conformación nativa 

(Bocharova et al., 2006; Kushnirov et al., 2020). En otras palabras, un IB con mayor contenido 

de proteína en conformación nativa es más inestable, que las conformaciones plegados parcial 

o incorrectamente (Bakholdina et al., 2021). Por lo tanto, la mayor resistencia a la proteólisis 

de Cat, podría ser indicativo de que presenta una mayor proporción de estructuras β-amiloide, 

en comparación de Hep, lo cual impacta en la actividad del IB (Peternel et al., 2006). Esto 

coincide con los análisis bioinformáticos, que demuestran que Cat tiene un GRAVY mayor 

respecto a Hep. De hecho, se acepta ampliamente que la capacidad de autoensamblarse en 

estructuras similares a amiloides es una propiedad inherente de las proteínas (Chiti & Dobson, 

2009). Sin embargo, varía drásticamente dependiendo de las características intrínsecas de las 

cadenas polipeptídicas y de las condiciones ambientales, por ejemplo: pH, temperatura, estrés 

celular, disponibilidad de oxígeno, entre otros (Garcia Fruitós & Arís Giralt, 2022; Villar‐Piqué 

& Ventura, 2014).  
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Aunque la propensión a la insolubilidad, y por tanto a la agregación de una proteína, se puede 

predecir mediante algoritmos bioinformáticos, la proporción exacta de estructuras β-amiloides 

respecto a la fracción correctamente plegada, es variable (Garcia Fruitós & Arís Giralt, 2022; 

Villar‐Piqué & Ventura, 2014). Para determinar este porcentaje con precisión, se recurre a 

métodos semicuantitativos como la tinción con rojo Congo, y fluorescencia con tioflavina (ThT), 

que aprovechan la capacidad de estas moléculas para unirse específicamente a las 

hendiduras hidrofóbicas de las láminas β-amiloides (Singh et al., 2020; Upadhyay et al., 2012). 

Otro método comúnmente empleado es la espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de 

Fourier (FTIR), que permite una cuantificación directa al detectar las vibraciones de los enlaces 

de la estructura principal de la proteína (región de la amida I), donde las estructuras de 

agregados amiloides absorben de manera característica en longitudes de onda específicas 

(De Marco et al., 2019; Upadhyay et al., 2012). Estos se emplean para complementar los 

ensayos de urea y proteinasa K, para determinar de forma más precisa la proporción entre β-

amiloide y proteína en forma nativa.  

6.2 Objetivo 2: Analizar la capacidad de las proteínas nanoestructuradas para 

estimular el sistema inmune del salmón del Atlántico 

Los IBs bacterianos pueden liberar cantidades sustanciales de proteína recombinante 

funcional in vivo, así como en condiciones no desnaturalizantes in vitro, característica deseada 

en su uso como portadores de enzimas o nanomateriales (Ramón et al., 2014). Aunque, un 

aspecto de cuidado en el uso de IBs es la presencia de cantidades indeterminadas de 

moléculas remanentes de la cepa de producción bacteriana, tales como ADN bacteriano, ARN 

y componentes de la pared celular, incluidos LPS y PGN, que para productos farmacológicos 

son considerados contaminantes celulares, porque puede aumentar los riesgos de 

inmunogenicidad (Liu et al., 1997; Torrealba, Seras-Franzoso, et al., 2016; Mohamad Alias et 

al., 2025). Por lo tanto, evaluar si estos pueden generar toxicidad que conlleve con la muerte 

celular es un paso importante. 

En nuestro estudio, se demostró que los IBs no afectaron la viabilidad de las células RTS-11, 

manteniendo más del 90 % de células viables. Estos hallazgos son consistentes con otros 

estudios que han demostrado la ausencia de citotoxicidad, muerte celular, apoptosis, necrosis, 

estrés oxidativo y genotoxicidad inducida por IBs, posicionándolos como una plataforma 

segura de biomateriales (Barguilla et al., 2022). Por otra parte, estudios han vinculado la 

alteración de la integridad de las membranas celulares, con la acción de proteínas mal 

plegadas, formadoras de poros, o patrones de agregación fibrilar, que puede conducir a la 

muerte celular (Bucciantini et al., 2004; González-Montalbán et al., 2006). La alta viabilidad 
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celular observada con nuestros IBs sugiere que no adoptan conformaciones fibrilares tóxicas 

o que su patrón de agregación no compromete la integridad de la membrana celular.  

Se demostró que los IBs pueden ser reconocidos e internalizados por las células RTS- 11, hito 

fundamental para su potencial terapéutico (Gustafson et al., 2015). Las células incorporaron 

ambos AMPs a 20 μg/mL, con una clara ventaja de Cat (68,5 %) frente a Hep (11,2 %). Otros 

estudios, han demostrado que alrededor del 70 % de macrófagos de trucha (RT-HKM) tratados 

con IBs a 40 μg/mL, son positivos para la captación de IBs, con una clara correlación lineal 

entre el tiempo y los valores de internalización (Torrealba, Seras-Franzoso, Mamat, Wilke, 

Villaverde, Roher, & Garcia-Fruitós, 2016).  

Las características fisicoquímicas de las moléculas, tales como el tamaño, la hidrofobicidad y 

la carga superficial positiva, modulan la eficiencia de la fagocitosis y a su vez potencian los 

efectos inflamatorios locales por incremento de efectores, tales como TNF-α, IL-1β, IL-6 y 

metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) (Alqahtani et al., 2020; Gustafson et al., 2015; Lafuente 

et al., 2020). En este contexto, las propiedades fisicoquímicas de Cat, tales como, carga 

positiva neta, punto isoeléctrico alcalino, y menor tamaño respecto a Hep, favorecen la 

interacción electrostática con la membrana de los macrófagos y su consecuente internalización 

(Swami & Shahiwala, 2013). Mientras que Hep, al presentar una carga casi neutra (14 residuos 

básicos frente a 15 ácidos), un pI cercano a la neutralidad (6,88) y un tamaño mayor (0,484 

µm), podría restingir su eficiencia endocítica (Swami & Shahiwala, 2013).  

Esto denota la importancia de la ingeniería de proteínas recombinantes terapéuticas, 

orientadas a mejorar el diseño estructural y funcional de proteínas recombinantes (Shad et al., 

2025). Por ejemplo, una estrategia emergente, es la modificación en la carga, ya que las 

proteínas positivamente supercargadas pueden ser absorbidas en grandes cantidades en las 

células, lo que las hace útiles para aplicaciones donde se desea la entrega intracelular 

(Ebrahimi & Samanta, 2023). De este modo, la manipulación racional de la estructura y carga 

proteica permite alinear el desarrollo de estos biomateriales con los principios de Calidad por 

Diseño (QbD), una metodología sistemática requerida y reconocida por agencias regulatorias 

como la FDA y la UE para garantizar la potencia, seguridad y reproducibilidad de los 

bioterapéuticos (Shin & Landauer, 2023). 

En el contexto de los agregados proteicos, la mayor compactación y carga positiva de Cat 

podrían facilitar el arrastre de restos proteicos o material genético residual de E. coli, como se 

ha documentado para ADN bacteriano o proteínas de membrana (Brandenburg et al., 2003; 

Schromm et al., 1996). Dosis moderadas de LPS pueden inducir la activación de macrófagos 

en especies como O. mykiss y S. salar promoviendo un efecto proinflamatorio, mediante la 
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expresión génica de il1-β, il-8 y tlr5 (Nualart et al., 2023; Pietretti & Wiegertjes, 2014; 

Sukhovskaya et al., 2025; Swain et al., 2008), Por lo tanto, la contribución del LPS como 

componente endotóxico remanente, en el efecto inmunomodulador observado no puede ser 

descartada por completo.  

Como se ha mencionado anteriormente, los AMPs son componentes cruciales de la inmunidad 

innata de los teleósteos, mejorando las respuestas de defensa, e interviniendo en la expresión 

de factores inflamatorios como las citocinas il-8, la il-1β y tnf-α, y se están considerando como 

posibles terapias alternativas contra patógenos (Rashidian et al., 2021; Rima et al., 2021). 

Además de esto, los IBs poseen propiedades inmunoestimulantes intrínsecas, porque en su 

estructura, los restos de otras moléculas provenientes de la E. coli que promueven las 

respuestas proinflamatorias, al activar el factor nuclear kappa-ligera cadena potenciador de 

células B activadas (NFκB) mediada por respuesta primaria de diferenciación mieloide 88 

(MyD88) (S. Liu et al., 1997; Schetters et al., 2020; Torrealba, Seras-Franzoso, Mamat, Wilke, 

Villaverde, Roher, & Garcia-Fruitós, 2016).  

En el presente estudio, Cat a 20 µg/mL (1 µM) indujo la expresión de los genes il-8, il-1β, e il-

10, a las 12 h y disminuyó la expresión de tnf-α. Este patrón de regulación sugiere que Cat a 

esta concentración, podría estar promoviendo una respuesta inmune balanceada, donde se 

estimula la quimiotaxis y la activación celular a través de IL-8 e IL-1β, mientras se atenúa la 

inflamación exacerbada mediante la supresión de TNF-α y la inducción de IL-10. Se ha 

reportado que Cat induce de la expresión de quimiocinas, la polarización de los macrófagos, 

la influencia en la fagocitosis, y la regulación de la activación de TLR tanto extracelular como 

intracelular (De Yang et al., 2000; Scheenstra et al., 2020). En el salmón del Atlántico 

específicamente, se ha demostrado que Cat regula significativamente al alza la expresión de 

il-8 en leucocitos de sangre periférica (PBL), a las 5-8 h después de la estimulación a 

concentraciones de 2,5 μM, 5 μM, 10 μM, aunque el aumento de la expresión es transitoria, 

regresando a niveles basales a las 16 h en PCL estimulados con catelicidina 2 (Bridle et al., 

2011). Si bien, se podría incrementar la dosis de IBs, para ser equiparable a la de otros 

estudios, los resultados revelan que, a la mitad de la dosis reportada por otros autores, se 

alcanza un efecto inmunomodulador. 

Las catelicidinas tienen un efecto asociado con la inducción selectiva de quimioquinas, el 

reclutamiento subsecuente de monocitos y macrófagos, ejerciendo actividades 

inmunomoduladoras (Van Dijk et al., 2016). Como ya se ha discutido, induce selectivamente 

la transcripción de il-8, aunque también tiene la capacidad de inhibir significativamente la 

transcripción de los genes tnf-α, e il-6 del pez cebra y otros modelos animales (C. Chen et al., 
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2019; Van Dijk et al., 2016). En consonancia con lo anterior, Cat disminuyó significativamente 

la expresión tnf-α a las 12 h, e il-6 a las 24 h, a dosis de 10 µg/mL (0,5 µM). El perfil 

antiinflamatorio se ve favorecido con el incremento de la expresión de il-10, a las 12 h a dosis 

de 20 µg/mL (1 µM), mucho menor a la dosis de 5 µM reportada por otros autores, para la 

sobreexpresión de este gen posterior a las 3 h de tratamiento (Peng et al., 2020).  

Por otra parte, en relación a la regulación de la expresión el gen cox-2, e iNOS, Cat parece 

comportarse de manera similar a otras moléculas que promueven las respuestas 

antiinflamatorias. La disminución de il-6, y el incremento de il-10, indican supresión de las 

potenciales respuestas inflamatorias, en las que se suprime la actividad de NF-κB, que es un 

factor importante en la regulación transcripcional de genes proinflamatorios, como il-6, NO, 

iNOS y cox-2 (J. H. Hwang et al., 2016; Wang T et al., 2016; Ryu et al., 2015; Salvado et al., 

2013). Por lo tanto, Cat presenta una modulación clara sobre los genes relacionados a la 

inflamación, tanto proinflamatorios como antiinflamatorios, por lo cual su función se puede 

atribuir al mantenimiento del equilibrio homeostático en la respuesta inmune.  

Las hepcidinas de los teleósteos, además de tener propiedades reguladoras del hierro y 

antimicrobianas, han demostrado propiedades inmunomoduladoras. En nuestro estudio los 

resultados muestran una tendencia similar a la proteína control iRFP a dosis de 10 µg/mL (0,5 

µM), por lo que no se puede descartar la influencia de algunas moléculas presentes en ambos 

IBs, probablemente provenientes de E. coli. El alza en la expresión del gen il-8, y supresión de 

tnf-α e iNOS a las 12 h, indican que hay un reclutamiento activo de neutrófilos, mientras se 

suprimen ciertos mediadores inflamatorios. Autores han reportado que células RTS-11 

tratadas con Hep a 10 µM, expresan la citocina proinflamatoria TNF-α a las 6 h, mientras que 

a las 12 h, no hay expresión significativa de esta citocina (Álvarez et al., 2022; Gao et al., 

2024). Por lo tanto, en concordancia con nuestros resultados, las respuestas inflamatorias 

mediadas por Hep ocurren entre las 4 y 12 h postratamiento. 

Además de lo anterior, estudios demuestran que macrófagos tratados con Hep a 16 μg/mL, 

durante 1 h, reducen la inducción de TNF-α, IL-1α, IL-8, y IL-6, sugiriendo que Hep tiene un 

efecto antiinflamatorio (Dan et al., 2017). Esto promueve la polarización de los macrófagos al 

tipo M2, con lo cual disminuye la translocación nuclear de NF-κB, la liberación de citocinas 

proinflamatorias y la formación de NO, y por ende la subexpresión de iNOS (Agoro et al., 2018). 

La expresión de cox-2, también dependiente de las vías inflamatorias, por tanto la inactividad 

de estas rutas pueden verse reflejado en su expresión (Soares & Hamza, 2016). 

En concordancia con lo anterior, se ha demostrado que macrófagos incubados con Hep, son 

capaces de regular los efectos inflamatorios provocados por moléculas proinflamatorias, 
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mediados por SOCS3, una proteína que modula la actividad de las citocinas inflamatorias 

(Alexander & Hilton, 2004; De Domenico et al., 2010; Yoshimura et al., 2004). En base a esto, 

si bien la expresión de citocinas proinflamatorias inducidas por Hep, se pudo haber dado en 

tiempos no evaluados, las endotoxinas presentes en el IB, podrían haber aminorado su 

expresión. En este caso, la modulación de Hep como IBs depende de la sinergia entre el LPS 

u otros posibles PAMPs presentes, y el efecto intrínseco de Hep.  

A pesar de que Hep presenta un perfil proinflamatorio restringido, con una regulación negativa 

de iNOS, el alza en la expresión de il-8, indica que esta quimioquina se expresa por 

mecanismos alternativos al dependiente de NF-κB. Esto incluye la activación de ROS y MAPK 

(p38/ERK), que estabilizan el ARNm de IL-8 independientemente de NF-κB/iNOS (Lee et al., 

2007; X. Li et al., 2023). Esto sugiere que Hep, ejerce su efecto inmunomodulador mediante la 

activación preferencial de vías de señalización no dependientes de iNOS para la expresión de 

il-8, lo que debe ser explorado en futuros estudios. 

La Tabla 6.1 presenta un análisis sistemático de la especificidad biológica y el perfil 

transcripcional inducido por los IBs de Cat y Hep en la línea celular RTS-11 tras 12 h de 

estímulo. De manera general, los genes tnf-α, il-10 e iNOS exhibieron respuestas no 

específicas al AMP, sugiriendo una activación basal modulada por el sistema. No obstante, se 

evidenciaron respuestas específicas de Cat y Hep. Por un lado, los IBs de Cat gatillaron la 

regulación al alza de il-1β e il-8, perfilándose hacia una respuesta de tipo proinflamatoria. 

Mientras que, los IBs de Hep indujeron la expresión de il-8. Estos resultados sugieren que, si 

bien ambos AMPs convergen en la activación de il-8 como un mediador quimiotáctico 

específico, Cat promueve un escenario inflamatorio. Es imperativo destacar que, aunque 

existieron respuestas no específicas, que podrían ser atribuibles a la presencia de PAMPs 

residuales del sistema de expresión heterólogo atrapados covalentemente en la matriz 

proteica, estos componentes contribuyen de manera sinérgica al perfil inmunogénico global 

del IB actuando como un adyuvante intrínseco. Sin embargo, de cara a su escalamiento e 

inocuidad comercial, es fundamental profundizar en la estandarización de los procesos de 

purificación para establecer los límites óptimos de esterilidad y apirogenicidad que garanticen 

un equilibrio reproducible entre la adyuvancia basal y la seguridad biológica de la plataforma. 
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Tabla 6.1 Resumen sistemático del efecto biológico inducido por Cat y Hep sobre la respuesta inmune 
de células RTS-11 a las 12 h postratamiento 

NA: No Aplica; ns: sin diferencia significativa respecto al control; Específico: diferencia significativa 
respecto al iRFP (p ˂ 0,05), efecto atribuible al AMP; No Específico: sin diferencia significativa respecto 
al iRFP (p ˃ 0,05), efecto no atribuible estrictamente al AMP; *: efecto observado a las 4 o 24 h. 

Con el propósito de determinar si el uso directo de citocinas recombinantes ofrecía una ventaja 

inmunomoduladora superior frente a los AMPs, se compararon las respuestas inmunológicas 

de las citocinas IL-10 e IL-12 (Apéndice 11.6). Para ambas se observó un patrón similar de 

subexpresión de los genes il-8, tnf-α, e iNOS, con diferencia en las dosis efectoras. Mientras 

IL-10 tiene un efecto más marcado a dosis más altas (10 a 20 µg/mL), IL-12 tiene efecto a 

dosis más bajas (5 µg/mL). Aunque ambas desempeñan funciones inmunorreguladoras muy 

importantes en la defensa del huésped, y la homeostasis inmunitaria los resultados asociados 

a respuestas atiinflamatorias, lo que justificó la decisión de proseguir con los AMPs como 

plataforma biotecnológica inmunoestimulante, con especial atención a Cat.  

Los ensayos para evaluar el efecto inmunomodulador en S. salar, a diferentes tiempos (6, 12, 

y 24 h) con dosis de 5 mg/kg, demostraron que, ambos AMPs indujeron la expresión de il-8 a 

las 12 h, y la disminución de il-1β a las 24 h, aunque este último gen tuvo un incremento en su 

expresión a las 6 h para Cat, y a las 12 h para Hep. En peces se ha demostrado que Cat 

promueve el procesamiento y la liberación de IL-1β a través de la activación directa del 

receptor P2X7R, aunque su efecto es transitorio y dependiente del tiempo y la dosis (Haugland 

et al., 2014; C.-H. Li et al., 2015). Este receptor se expresa en mayores cantidades en órganos 

y células del sistema inmune como macrófagos, y monocitos, presenta un dominio de unión 

con lípidos, y proteínas, y regula las respuestas proinflamatorias, a través de la secreción de 

citocinas IL-18 e IL-1β (Chiao et al., 2013; Denlinger et al., 2001). La IL-1β también es una de 

las principales citocinas detectada en el riñón anterior de lubinas, tratadas con Hep a 0,2 mg/kg 

durante 3 días (Álvarez et al., 2022). La regulación al alza de il-1β e il-8, sugiere una sinergia 

entre ambos genes. De hecho, se ha reportado que en los tejidos sanos del pez cebra, la IL-8 

Marcador 
Cat Hep 

5 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 5 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 

il-1β ns ns Específico  ns ns ns 

il-8 Específico  ns Específico Específico  ns Específico 

tnf-α ns 
No 

Específico 
ns ns 

No 
Específico 

ns 

il-10 ns ns 
No 

Específico 
ns ns ns 

iNOS ns ns ns ns 
No 

Específico 
ns 

il-6* NA 
No 

Específico 
NA NA ns NA 

cox-2* NA ns NA NA ns NA 
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es apenas perceptible, pero su expresión puede ser inducida rápidamente de 10 a 100 veces 

por diferentes inductores, como por ejemplo: IL-1β (Abdelkhalek et al., 2009; Alejo & Tafalla, 

2011; Torrealba, Parra, et al., 2016). Los patrones de expresión génica observados tras la 

administración de los IBs, sugieren que pueden inducir respuestas proinflamatorias transitorias 

en el salmón del Atlántico, que permanecen por más tiempo para Cat. 

La complejidad de los sistemas vivos matiza los efectos inmunomoduladores observados en 

el ensayo in vitro. Al comparar los resultados in vitro e in vivo (Tabla 6.2), se observa una 

consistencia notable en el comportamiento de il-8, que alcanza su máxima expresión en ambos 

modelos alrededor de las 12 h. Asimismo, en ambos sistemas se detecta una represión de tnf-

α bajo ciertas condiciones. Sin embargo, el gen il-1β muestra un comportamiento inverso, 

mientras en el sistema in vitro Cat induce su expresión, en el sistema in vivo esta es reprimida 

a las 24 h. Esta diferencia podría deberse a mecanismos de regulación inmunológica sistémica 

que no se observan en un modelo celular.  

Tabla 6.2 Resumen comparativo de la expresión génica in vitro e in vivo tras el tratamiento con AMPs. 

Marcador Cat 
(in vitro) 

Cat 
(in vivo) 

Hep 
(in vitro) 

Hep 
(in vivo) 

il-1β  ↑ 20 µg/mL ↑ 6 h, ↓ 24 h ns ↑ 12 h ↓ 24 h 

il-8 ↑ 5 y 20 µg/mL ↑ 12 h ↑ 5 µg/mL ↑ 12 h 

tnf-α ↓ 10 µg/mL ↓ 24 h (ns) ↓ 10 µg/mL ns 

il-10 ↑ 20 µg/mL ↑ 24 h (ns) ns ns 

iNOS ↓ 10 µg/mL (ns) NA ↓ 10 µg/mL NA 

il-6* ↓ 24 h NA ns NA 

cox-2* ↑ 24 h (ns) NA ↑ 4 h (ns) NA 

NA: No Aplica; ns: no significativo; * Dosis 10 µg/mL a las 4 y 24 h. 

En los ensayos in vivo, no se observó una regulación significativa de otros genes evaluados 

como tnf-α e il-10, en los tiempos considerados (6, 12 y 24 h). Esta ausencia de respuesta 

podría deberse a la dosis, tiempos de respuesta, o a la complejidad de las respuestas inmunes. 

Sin embargo, es importante reconciliar estos datos con la cuantificación en plasma de TNF-α. 

Cat indujo un aumento significativo de la proteína TNF-α a partir de las 12 h respecto al grupo 

sin tratamiento, y aunque no difiere del control PBS, hay una tendencia al alza en peces 

tratados. Si bien, este resultado no debe interpretarse como una respuesta inmune 

concluyente, puede ser reflejo de la tendencia a la mayor fagocitosis de Cat, observada en los 

ensayos in vitro, ya que la internalización del tratamiento puede desencadenar una activación 

inmune, que se refleja en la secreción de citocinas proinflamatorias como TNF-α (Chou et al., 

2017; Garcia et al., 2020; Kobayashi, 2010; Kusaka et al., 2014; Murugan et al., 2015). De 

hecho, estudios han reportado una correlación positiva entre TNF-α, y las catelicidina 1 y 2 en 

macrófagos de riñón anterior de trucha arcoíris (Hong et al., 2013). 
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Por su mayor propensión a la fagocitosis, Cat se administró por vía intraperitoneal para evaluar 

si los IBs son capaces de alcanzar órganos linfoides de interés, como el riñón anterior y el 

bazo. En el riñón anterior, la mayor proporción de IBs (5,8 %) se detectó a las 24 h 

posinyección, aunque estudios han demostrado que la cantidad de nanopartículas fagocitadas 

en el riñón anterior es menor a las 24 h que a las 6 h (Folgueira et al., 2015). También se ha 

reportado que, una capacidad fagocítica total del salmón en leucocitos de sangre periférica y 

leucocitos de riñón anterior es de aproximadamente 28 % y 12 %, respectivamente, y puede 

observarse desde las 3 h (Øverland et al., 2010). Dado que no se evaluaron tiempos anteriores 

a las 24 h, no se descarta la idea de que el riñón anterior pueda haber alcanzado niveles 

mayores de captación en las primeras horas posinyección.  

Por su parte, el bazo mostró un mayor porcentaje de captación de los IBs (21,7 %) a las 72h, 

denotando un 18,4 % más de células marcadas que el riñón anterior. En concordancia con 

este resultado (Torrealba, Parra, et al., 2016), demostraron que en el pez cebra, los IBs 

administrados por vía intraperitoneal, son distribuidos al bazo y riñón anterior, este último con 

porcentajes de células positivas más bajos (78 ± 7,5 % en el bazo, y 22,9 ± 2,4 % en el riñón 

anterior, a las 48 h), con disminución en el tiempo en ambos casos. Es necesario resaltar que, 

en teleósteos, los macrófagos muestran diferencias funcionales significativas bajo la influencia 

de diferentes microambientes. Esta diferencia se puede observar en monocitos y macrófagos 

de diferentes tejidos incluyendo: riñón, bazo o sangre (Forlenza et al., 2011). Por ello, es 

necesario evitar extrapolar las capacidades fagocíticas de estas células entre diferentes 

tejidos. 

Esta diferencia puede explicarse por la distinta composición celular de cada órgano. El bazo 

de salmón se compone principalmente de células B (46,8 %), células T (16,7 %), y en menor 

proporción granulocitos (4,6 %) mientras que el riñón anterior tiene una mayor proporción de 

estos (51 %) (Andresen et al., 2024; Sun et al., 2024). Lo cual coincide con nuestras propias 

observaciones de citometría, en el bazo (4,51 % de granulocitos) y el riñón anterior (44 % de 

granulocitos). Al analizar el porcentaje total de células marcadas, se detectó un 1,1 % en el 

riñón anterior y un 1,6 % en el bazo. Este hallazgo sugiere que, a pesar de la diferencia 

significativa a las 72 h, el bazo no necesariamente tiene un porcentaje total de células 

marcadas significativamente mayor que el riñón. La percepción de una mayor captación en el 

bazo, especialmente en la población de granulocitos, parece ser una proporción mayor 

respecto a la célula parental específica, es decir, el porcentaje de una subpoblación que 

contiene IBs, en lugar del porcentaje de todas las células del órgano. 
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Finalmente, la dinámica temporal de la biodistribución de las nanopartículas en los peces es 

muy rápida. Se ha documentado que en tan solo 6 h, moléculas grandes (> 4 µm) pueden 

migrar desde los pliegues peritoneales hacia las áreas vascularizadas, y a las 24 h, la señal 

de los IBs administrados por vía oral ya no es detectable en el intestino (Folgueira et al., 2015; 

J. Ji et al., 2019). En este sentido, la evaluación de tiempos inferiores a 24 h es una limitación 

en este estudio, por lo cual es necesario incluirlos, así como incrementar el número de peces 

por tiempo (al menos 10), para tener una perspectiva más amplia en cuanto a la dinámica 

temporal de la biodistribución de estas nanopartículas.  

6.3 Objetivo 3. Evaluar la eficacia de las proteínas nanoestructuradas para el control 

de P. salmonis y su potencial para ser administradas por vía oral. 

Nos interesamos en saber, si los efectos inmunomoduladores de Cat eran suficientes para 

contrarrestar los efectos ocasionados por P. salmonis en células RTS-11. Se sabe que P. 

salmonis modula la señalización celular para inactivar la respuesta antimicrobiana del 

huésped, y se ha demostrado que en células RTS-11 es capaz de regular al alza IL-10, 

mientras que la expresión de il-12 no se altera (Álvarez et al., 2016). Además, los genes tnf-α 

e il-8 también son marcadores de la infección temprana (24 h) por P. salmonis en otros 

modelos celulares, tales como SHK-1, ASK y ZKPCC, mientras que el ifn-γ parece estar más 

relacionado a las respuesta tardía de la infección (5 días) (Ortiz-Severín et al., 2021). En 

nuestros resultados, en las células RTS-11 infectada con P. salmonis, se incrementó la 

expresión de los genes il-10, tnf-a, e iNOS.  

No se observó efecto sobre la regulación de la expresión de los genes relacionados a la 

infección tras el tratamiento previo con Cat a 5 µg/mL durante 4 h, por lo tanto, este esquema 

no logró establecer un nivel protector suficiente para inhibir la internalización de P. salmonis. 

Esta estrategia experimental, que pretendía solapar la cinética transcripcional del 

inmunomodulador con el periodo de infección bacteriana, sugiere que dicha ventana temporal 

genera un desfase cinético que compromete la traducción efectiva de las señales de la célula 

hospedera. Además, se ha observado, en otros estudios que pese a que existe una tendencia 

hacia una menor viabilidad de bacterias intracelulares, en células tratadas con catelicidina, 

esta, por sí sola, tiene una efectividad limitada para eliminar patógenos intracelulares (Pashaie 

et al., 2025a). No obstante, tras una segunda estimulación con Cat, posterior a las 24 h de 

infección, disminuyó significativamente la expresión del gen iNOS, en las células tratadas 

respecto a las células infectadas. Este resultado, en contraste con la observación de un leve 

incremento en la media en la expresión del gen il-10, en el primer esquema experimental, 

sugieren un efecto antiinflamatorio directo de Cat sobre el proceso infeccioso inducido por P. 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/intracellular-bacterium
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salmonis. Aunque este efecto modulador favorece la sobrevida de las células hospederas 

durante los procesos inflamatorios agudos, no resulta antagónico a la supervivencia de la 

bacteria (Rozas-Serri, 2022).  

Este fenómeno inmunorregulador de catelicidina se ha reportado en otros estudios, 

demostrando la capacidad de este AMP para modular los procesos inflamatorios durante la 

infección bacteriana, mostrando potencial para su desarrollo como agentes antiinfecciosos y/o 

antiinflamatorios (He et al., 2023). En este rol, el péptido se caracteriza por la disminución de 

citocinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6 y TNF-α) y aumentó de citocinas antiinflamatorias (IL-

10) durante la etapa aguda de la infección, probablemente mediado por la inhibición de la vía 

MAPK (JNK1/2 y ERK1/2), y la supresión de la vía de señalización NF-κB al impedir la 

translocación nuclear de las subunidades NF-κB, promoviendo así la polarización de los 

macrófagos a M2 (Fang et al., 2023; He et al., 2023). Dado que la expresión de iNOS es una 

respuesta clave provocada por la bacteria, la capacidad de Cat para inhibir la sobrerregulación 

de este gen y reducir los niveles de NO, indica que, lejos de amplificar la inflamación, Cat actúa 

mitigándola. Este mecanismo de control inflamatorio es consistente con estudios previos 

realizados en células estimuladas con LPS durante 24 h, donde se ha observado incluso la 

supresión completa de NO a dosis de 5 μM, siendo de hecho el efector más susceptible a la 

regulación por parte de Catelicidina (Aktan, 2004; Ciornei et al., 2003; Pashaie et al., 2025b; 

Van Dijk et al., 2016). En nuestro modelo, esta alta susceptibilidad de iNOS a la regulación por 

Cat sugiere que el péptido cumple un rol en la resolución del estrés inflamatorio.  

En las células SHK-1, los tiempos de estimulación no indujeron cambios en las respuestas de 

expresión para ninguno de los genes evaluado. Aunque el tratamiento con el IB no 

inmunogénico (iRFP), promovió la expresión de il-8 en células infectadas. Por lo cual se puede 

intuir que algún componente en este IB, favorece el efecto inflamatorio durante la infección con 

P. salmonis, hecho que se puede contrastar con otros estudios, donde el tratamiento con LPS 

y flagelina, ha demostrado que disminuye la citotoxicidad de P. salmonis (Muñoz-Flores et al., 

2022). Esto abre la puerta a explorar rutas de señalización relacionadas al efecto de PAMPs 

sobre el control de P. salmonis, así como el diseño de IB, como mecanismo de entrega de 

estas moléculas.  

Cuando los IBs son agregados directamente a suspensiones bacterianas de P. salmonis, el 

efecto es notable con dosis desde los 0,1 µM a las 6 h, para ambos AMPs, incluso es evidente 

en el control no inmunogénico, lo cual denota que hay un efecto del IB sobre la membrana 

celular de estos patógenos. En general los AMPs, al estar cargados positivamente, reconocen 

las membranas cargadas negativamente de los microorganismos, y se unen en el área 
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hidrofóbica de la membrana lipídica, lo que provocará inestabilidad de la membrana y la muerte 

celular (Joo et al., 2016). No obstante, la actividad de los IBs parece ser más compleja, ya que 

pueden tener superficies hidrofóbicas significativas expuestas, lo que permite que los 

polipéptidos activos queden atrapados en la superficie, que en conjunto con los AMPs pueden 

establecer un efecto sinérgico entre la carga positiva y la hidrofobicidad, potenciando el efecto 

antimicrobiano (Fink, 1998; García-Fruitós et al., 2007; Z. Li et al., 2025).  

P. salmonis es un patógeno Gram negativo, por ende, posee una estructura y composición en 

su membrana que las hace menos permeables a los compuestos hidrofóbicos (Doyle, 2000). 

Por lo cual podemos atribuir el efecto observado a la interacción entre los IBs, y la membrana 

celular, y no a la internalización del mismo. Esta interacción, está dada por parches 

hidrofóbicos de los IBs, que se unen a la membrana celular y la desestabilizan (de Groot et al., 

2009). Aunque algunas nanopartículas puedan difundir al interior de las células y ocasionar 

daños a nivel de la maquinaria enzimática, esto no es medible mediante OD, por lo cual sería 

necesario profundizar el efecto mediante otros métodos. 

Se ha demostrado que las catelicidinas de S. salar controlan patógenos marinos como Vibrio 

anguillarum, y Yersinia ruckeri, a dosis de entre 40-80 μM (Bridle et al., 2011). Mientras, que 

hepcidinas de O. mykiss tienen efecto sobre P. salmonis a 10 μM (Álvarez et al., 2014). En 

ambos casos, los AMPs han sido solubles, con supervivencias variables entre 50 y 20 %, lo 

que demuestra que los IBs tienen actividad comparable a los péptidos solubles, a dosis 

menores (Cat a 5 μM y Hep a 0,1 µM).  

Llama la atención que patógenos marinos como: Vibrio anguillaru, y Yersinia ruckeri, son más 

susceptibles a las catelicidinas de mamíferos (Bridle et al., 2011). De hecho, los AMPs de 

invertebrados marinos introducidos en los mamíferos pueden desempeñar un papel crucial en 

la mediación de la interacción entre los sistemas inmunológicos innato y adquirido, por lo cual 

están siendo explorados ampliamente para el control de infecciones y tratamientos alternativos 

en medicina humana y veterinaria (Guryanova et al., 2023). En este estudio demostramos que 

los AMPs en formato de IBs, tienen un potente efecto sobre patógenos de interés agrícola 

(Apéndice 11.8). Esto significa que, no sólo son capaces de estimular las vías de la inmunidad 

innata, sino de que también tienen un efecto directo sobre los patógenos, pudiendo obtenerse 

un efecto protector por ambas vías durante el proceso infeccioso.  

Para determinar si los IBs de Cat pueden potencialmente ser administrados por vía oral, se 

emularon las condiciones de pH del tracto gastrointestinal, así como altas temperatura (para 

tolerar procesos de extrusión) y liofilización (como presentación final). Se evaluó la eficacia 
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posterior, mediante análisis de expresión de los genes il-10 e il-8. En las condiciones de pH y 

liofilización, no se alteró significativamente la expresión de estos genes, mientras que la 

temperatura favoreció el incremento de la expresión en ambos genes. Esto se debe a que, el 

aumento de la temperatura, aumenta la entalpía, implicando que el aumento del movimiento 

térmico, supera las interacciones estabilizadoras de la proteína (como los enlaces de 

hidrógeno y las atracciones de van der Waals) que mantienen su conformación (Durell & Ben-

Naim, 2021). Además, se ha demostrado que, en ciertas condiciones controladas, el aumento 

de la temperatura puede inducir una reorganización estructural que expone preferencialmente 

grupos hidrofílicos, facilitando la formación de nuevos enlaces de hidrógeno intramoleculares 

o con el solvente (Durell & Ben-Naim, 2021). Es decir que el incremento de la temperatura 

afecta directamente las interacciones moleculares de las proteínas, estableciendo nuevos 

arreglos entre las regiones hidrofílicas e hidrofóbicas (Durell & Ben-Naim, 2021). De hecho, 

estudios han demostrado que los AMPs en forma de IBs sometidos a temperaturas de 37°C 

logra solubilizar la proteína, y favorece la actividad de IL-8 e IL-10 (Baltà-Foix et al., 2024).  

La evaluación de la resistencia a pH en los nanomateriales basados en proteínas para la 

administración de fármacos, es importante, ya que por encima del punto isoeléctrico (pI) las 

interacciones hidrofóbicas en la proteína se reducen (Tarhini et al., 2017). Esto significa que, 

las variaciones del pH del tracto digestivo pueden alterar las interacciones moleculares dentro 

del IB, aunque en el caso de Cat, su pI es de 10,12, por lo cual puede soportar bien las 

variaciones de pH del tracto digestivo. Para el salmón del Atlántico, el pH del estómago varía 

entre 2,0 y 7,0, mientras que la actividad proteolítica total intestinal óptima varía entre 7,0 y 

12,5 (Krogdahl et al., 2015).  

Por otra parte, bajar la temperatura debería resultar en una estabilización creciente de la 

estructura nativa (Durell & Ben-Naim, 2021). La congelación es el primer paso de la 

liofilización, la cual ha surgido como una solución potencial para superar la estabilidad de las 

nanopartículas, ofreciendo una solución a las inestabilidades tanto innatas como externas que 

surgen durante el uso de nanopartículas (Gatto & Najahi-Missaoui, 2023). Aunque esta técnica 

no está exenta de posibles efectos que pueden resultar adversos para algunas nanopartículas, 

por ejemplo partículas pequeñas pueden agregarse entre sí para para alcanzar un estado 

termodinámico más favorable (Pal et al., 2011). Además la liofilización también puede afectar 

la carga superficial, por lo cual los agregados pueden adquirir conformaciones diferentes 

(Abdelwahed et al., 2006). En nuestro estudio los IBs liofilizados se comportaron de forma 

similar al tratamiento no liofilizado, e incluso se ha demostrado que este proceso no afecta su 

capacidad de proteger a los peces durante procesos de infección (Torrealba, Parra, et al., 

2016). 
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Finalmente, como actividad complementaria se produjo IL-1β en biorreactor (Apéndice 11.9), 

y se comparó la eficacia de estos IBs entre la producción en biorreactor y matraz. La 

producción en biorreactor fue considerablemente menor que la producción en matraz. Esto se 

debe a que, en los matraces, no hay control de pH ni de oxígeno, a medida que el pH 

disminuye, incrementa el número de IBs por células, respecto a los que se producirían bajo 

condiciones controladas de pH (Castellanos-Mendoza et al., 2014; Strandberg & Enfors, 1991). 

El pH también impacta directamente en el tamaño de los IBs, bajo condiciones no controladas 

los agregados tienen un mayor tamaño que los que se producen con pH controlado, los cuales 

tienden a ser más pequeños (Castellanos-Mendoza et al., 2014).  

Los IBs obtenidos en ambos sistemas fueron capaces de inducir la expresión de respuestas 

proinflamatorias mediadas por los genes il-1β y tnf-α, con una tendencia a un mayor efecto 

con los IBs generados en biorreactor. Dado que el tamaño es una de las diferencias notables 

entre ambos tipos de producciones, el efecto se puede atribuir a esta característica, ya que la 

absorción por la ruta fagocítica se rige por las características fisicoquímicas de las 

nanopartículas, incluidos el tamaño, la forma y las propiedades de la superficie (Hillaireau & 

Couvreur, 2009). En este sentido, IBs más pequeños presentan una mayor relación 

superficie/volumen, lo que puede favorecer su interacción con receptores celulares y su 

posterior internalización. 

Además, se confirmó que la IL-1β contenida en los IBs es biológicamente activa, y promueve 

una vía de autoinducción que autores han reportado que puede ser dependiente de la dosis 

(Hong et al., 2001; Peddie et al., 2001). Estos resultados evidencian que los IBs no solo 

representan una forma estable y escalable de producir proteínas recombinantes, sino que 

además conservan funcionalidad biológica suficiente para activar respuestas inmunes 

específicas. 
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 Conclusiones 

Este estudio demuestra que es factible producir 2 tipos de AMPs, catelicidina y hepcidina de 

salmón del Atlántico, en forma de proteínas nanoestructuradas o IBs mediante la expresión en 

E. coli, utilizando la secuencia KSI para favorecer su formación. Se lograron rendimientos, 

superiores a 30 mg/L, y los IBs representaron aproximadamente el 70 % de las proteínas 

totales a las 5 h de producción.  

Las células RTS-11 son capaces de fagocitar ambos AMPs, aunque con un claro 

favorecimiento de Catelicidina (68,5 %) en comparación a Hepcidina (11,2 %). Estas 

diferencias podrían asociarse los modos de interacción con las células. Además, se demostró, 

que Catelicidina administrada a S. salar, puede ser distribuida y alcanzar tejidos linfoides 

primarios (riñón anterior) y secundario (bazo), este último con tendencia incremental, 

alcanzando el máximo de células positiva a las 72 h.  

Ambos AMPs modularon positivamente la expresión de genes relacionados a las respuestas 

inflamatorias y antiinflamatorias en condiciones estériles (sin patógenos). En el sistema in vitro, 

Catelicidina promovió una respuesta moduladora clara, caracterizada por la inducción al alza 

de los genes il-1β, il-8 (citocinas proinflamatorias) y de il-10 (citocina antiinflamatoria), 

especialmente a concentraciones de 20 µg/mL, también suprimió la expresión de las citocinas 

proinflamatorias tnf-α e il-6 a las 24 h, a dosis de10 µg/mL. En este mismo modelo, Hepcidina, 

favoreció la expresión significativa de il-8, relacionado al reclutamiento de macrófagos y 

suprimió significativamente la expresión de tnf-α e iNOS a bajas concentraciones (5-10 µg/mL), 

relacionado a un perfil de tipo antiinflamatorio.  

En el modelo in vivo, ambos AMPs tuvieron la tendencia a la respuesta proinflamatoria 

transitoria, destacando el alza de la expresión de il-1β postratamiento a las 6 h con Catelicidina 

y 12 h con Hepcidina, y supresión de su expresión a las 24 h para ambos AMPs. De lo cual se 

puede concluir que Catelicidina promueve una respuesta proinflamatoria más rápida y 

sostenida que Hepcidina en el salmón del Atlántico.  

Cuando Catelicidina es aplicada, previo o posterior a la infección con P. salmonis, no hay un 

efecto biológico medible que indique control del patógeno en RTS-11 o SHK-1. Además, el 

efecto modulador de Catelicidina parece favorecer la expresión de genes antiinflamatorios 

durante la infección, lo que favorecería la supervivencia de P. salmonis. Aunque si es evidente 

que hay un efecto de ambos AMPs, cuando son añadidos directamente a P. salmonis logrando 
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reducir hasta un 60 % la supervivencia bacteriana, a concentraciones menores a 20 µM para 

Catelicidina, y 10 µM para Hepcidina.  

Los IBs mantuvieron su funcionalidad tras ser sometidos a condiciones de liofilización, 

temperaturas elevadas y pH gástrico simulado. Resulta destacable, la mejora en la eficacia de 

IBs sometidos a 100 °C en el modelo celular. Además, los IBs en biorreactor presentan una 

eficacia con tendencia mejora respecto al efecto inmunomodulador in vitro.  

Resumiendo, se desarrolló una plataforma biotecnológica basada en proteínas 

nanoestructuradas bioactivas, y potencialmente escalables, de catelicidina y hepcidina de 

salmón del Atlántico. Ambos presentan actividad bactericida directa sobre P. salmonis y fueron 

capaces de modular la respuesta inmune innata (in vitro e in vivo), pero no se demostró un 

efecto protector relacionado a la modulación de la respuesta inflamatoria durante desafíos 

celulares con P. salmonis.  
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 Recomendaciones 

Validar la cuantificación por Western blot con la proteína soluble de concentración conocida, 

además, explorar otros protocolos de cuantificación como BCA, con previa desnaturalización 

de los IBs mediante agente caotrópicos o siguiendo la patente EP2174140B1. Además, en 

futuros ensayos se deben explorar otros controles para separar efecto AMP/KSI/IB/endotoxina. 

Es necesario replantear las estrategias de determinación de la eficacia de los IBs para el 

control de P. salmonis, debido a que la determinación de la expresión génica no es 

determinante para la expresión de efectores que participen en la supervivencia celular. En este 

sentido, es inminente medir directamente la supervivencia bacteriana intracelular mediante el 

contaje colonia (UFC) en células infectadas tratadas y no tratadas. 

Para dar continuidad a los hallazgos de esta investigación y avanzar hacia aplicaciones 

prácticas, es fundamental determinar la capacidad protectora real de la plataforma frente a un 

desafío de infección en S. salar. Esta etapa requiere la definición previa de la dosis letal 50 

(LD50) de P. salmonis en el hospedador para asegurar un modelo de desafío controlado. 

Sobre esta base, se diseñarán protocolos de inmunización que contrasten la eficacia de la vía 

de administración intraperitoneal frente a la administración oral, empleando frecuencias 

acordes a las empleadas en los centros acuícolas, y dosis escaladas a partir de los hallazgos 

in vitro. La evaluación del efecto protector incluirá marcadores como la mortalidad acumulada, 

y la carga bacteriana por qPCR. 

Para la administración por vía oral como la estrategia de administración más viable para la 

industria, es fundamental esclarecer el mecanismo de absorción de los cuerpos de inclusión a 

nivel de la mucosa intestinal del salmón. Por lo tanto, futuros ensayos deben orientarse a 

determinar cómo estas proteínas nanoestructuradas atraviesan la barrera epitelial digestiva y 

son capturadas por las células del sistema inmune.  

Asimismo, es prioritario establecer ventanas temporales óptimas para los ensayos de 

biodistribución. Esto permitirá establecer con precisión la cinética de transporte sistémico hacia 

los órganos linfoides diana (bazo y riñón anterior) y establecer el tiempo de permanencia del 

bioproducto en el organismo.  

Para potenciar las características intrínsecas de las proteínas nanoestructuradas, se es 

necesario la optimización de su arquitectura molecular. Esto implica incorporar análisis 
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comparativos con otras etiquetas de fusión y sistemas de expresión validados a nivel industrial, 

así como establecer criterios claros de hidrofobicidad y carga.  

Con el propósito de establecer la eficacia relativa de esta plataforma frente a los estándares 

actuales de la acuicultura, es prioritario evaluar el rendimiento inmunogénico de los IBs en 

contraste con adyuvantes de amplio uso comercial, tales como los extractos de Quillaja 

saponaria. Esto permitirá determinar si los IBs ofrecen ventajas competitivas en términos de 

efectividad y costo-beneficio respecto a los esquemas de estimulación inmunológica ya 

establecidos. En esta misma línea de ideas, es necesario contrastar el efecto biológico de los 

IBs frente a las versiones solubles de Cat y Hep, y refinar los perfiles de dosis-respuesta 

mediante la evaluación de cinéticas tempranas a intervalos inferiores a las 6 h postratamiento. 

Considerando que los ensayos de escalamiento en biorreactor se validaron mediante una 

citocina modelo, una perspectiva clave para la transferencia tecnológica consiste en optimizar 

los parámetros operativos específicamente para la producción de IBs de Cat y Hep. Esta etapa 

debe complementarse con la estandarización de métodos de purificación de bajo costo que 

prescindan de reactivos de grado analítico, permitiendo proyectar un análisis de costo-

beneficio realista. Esto es un requisito indispensable para demostrar la viabilidad financiera de 

la plataforma y su competitividad frente a las terapias antimicrobianas tradicionales, lo cual 

debe incluir con estudios de estabilidad acelerada bajo diversas condiciones de humedad y 

temperatura, asegurando una vida útil compatible con las cadenas de distribución acuícola. 

Asimismo, para la aplicación industrial es necesario establecer rigurosos criterios de la 

esterilidad, apirogenicidad y seguridad microbiológica (incluyendo evaluación de endotoxinas) 

del producto final tras los procesos de purificación.  
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 Nomenclaturas 

IB: Cuerpo de Inclusión 

IBs: Cuerpos de Inclusión 

AMP: Péptido Antimicrobiano 

AMPs: Péptidos Antimicrobianos 

LPS: Lipopolisacáridos 

PGN: Peptidoglicanos 

PAMP: Patrones Moleculares Asociados a Patógenos 

PRR: Receptores de Reconocimiento de Patrones 

TLR: Receptores Tipo Toll 

TCR: Receptor de Células T 

MHC: Complejo Mayor De Histocompatibilidad 

APC: Célula Presentadora de Antígeno 

Th: Célula T Colaboradora  

GRAS: Generalmente Reconocidas como Seguras 

Ig: Inmunoglulina 

IL: Interleucina 

Cat: Catelicidina 

Hep: Hepcidina 

IFN: Interferón 

KSI: ketosteroid isomerase 

iRFP: Proteína Fluorescente del Infrarrojo Cercano  

RTS-11: Bazo de trucha arco iris 11 (Rainbow Trout Spleen 11); Línea celular de monocitos / 

macrófagos, desarrollada a partir del bazo de la trucha arco iris  

SHK-1: Riñón Anterior de Salmón-1 (Salmon Head Kidney-1) 

FESEM: Microscopía Electrónica de Barrido de Emisión de Campo 

qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real 

ELISA: Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas 

MOI: Multiplicidad de Infección 

PBS: Solución Salina Tamponada con Fosfato 

pI: Punto Isoeléctrico 

GRAVY: Índice de Hidrofobicidad (Grand Average of Hydropathy)  

TNF-α: Factor de Necrosis Tumoral alfa 

iNOS: Óxido Nítrico Sintasa Inducible 

COX-2: Ciclooxigenasa-2 

IFN: Interferón  

His: Histidina 

KPC: Klebsiella pneumoniae productora de Carbapenemasa 

MRSE: Staphylococcus epidermidis Resistente a Meticilina 

MSSA: Staphylococcus aureus Sensible a Meticilina  

AmpR: Resistencia a ampicilina 

CmR: Resistencia a cloranfenicol 
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 Apéndices 

11.1 Cálculo de fracción proteica 

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 = 𝐹𝑆 + 𝐼𝐵 

𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑐𝑎 =
(𝐹𝑆 𝑜 𝐼𝐵)

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎
 𝑥 100 

FS = fracción soluble; IB = fracción insoluble o cuerpos de inclusión 

11.2 Primers utilizados para los análisis de expresión génica 

Tabla 11.1 Secuencia nucleotídica de los primers de Salmo salar empleados para los análisis de 
expresión génica 

Gen Secuencia 5'-3' Tamaño del 
Producto (pb) 

Tm 
(°C) 

Número de 
acceso (NCBI) 

elf-1α 
(Referencia) 

Fw: CAAAGCCCTGAAGTCTGGAG 189 60 NM_001141909.1 

Rv: GACTTGGTCACCTTGCCAGT 

tnf-a Fw: GCAGCCATCCATTTAGAGGGTGAA 170 60 DQ787157.1 

Rv: CTAAACGAAGCCTGGCTGTAAACG 60 

il-10 Fw: ATGAGGCTAATGACGAGCTGGAGA 54 60 XM_045705802.1 

Rv: GGTGTAGAATGCCTTCGTCCAACA 60 

iNOS Fw: AGCACCTTTGGGAATGGAGACT 138 60 XM_035787944.2 

Rv: TGCACAGAACTGTGGGTACATC 60 

il-1β Fw: GTCACATTGCCAACCTCATCATCG 95 60 NM_001123582.1 

Rw: GTTGAGCAGGTCCTTGTCCTTGA 60 

cox-2 Fw: CAGTGCTCCCAGATGCCAAG 100 60 XM_014139742.2 

Rv: GCGAAGAAGGCGAACATGAG 60 

il-8 Fw: TGTCGCTGCATTGAGACGGAAA 147 60 NM_001140710.3 

Rv: AGCGCTGACATCCAGACAAATC 60 

il-6 Fw: AGTTTCAGAAGCCCGTGGAAGA 197 60 XM_014143031.2  

Rv: GGGGAGTAGGGTTGATTGAGGGTA 60 

Fw: sentido; Rv: antisentido. Tm: temperatura de alineamiento 

11.3 Cálculo de Livak 

El método de Livak, es ampliamente utilizado para analizar datos de PCR cuantitativa en 

tiempo real. Este método permite calcular la expresión relativa de un gen diana en 

comparación con un grupo control, utilizando un gen de referencia para la normalización. En 

este estudio, los resultados fueron expresados como el logaritmo en base 2 del valor de 

2^−ΔΔCt (log₂ fold change), con el fin de obtener una distribución más simétrica de los datos 
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y facilitar el análisis estadístico de las diferencias en la expresión génica. El procedimiento 

seguido fue el siguiente: 

1. Cálculo del ΔCt: Para cada muestra, se restó el valor de Ct del gen de referencia al 

Ct del gen diana: 

ΔCt=Ct(gen diana)−Ct(gen de referencia) 

2. Cálculo del ΔΔCt: Se calculó el valor promedio de ΔCt correspondiente al grupo 

control (muestras sin tratamiento o condición basal) y luego se obtuvo la diferencia 

entre el ΔCt de cada muestra experimental y el promedio del ΔCt del grupo control: 

ΔΔCt=ΔCt(muestra)−ΔCt (promedio control) 

3. Cálculo del cambio relativo de expresión: 

2^−ΔΔCt 

4. Transformación logarítmica: Con el fin de representar los resultados en escala 

lineal y facilitar su interpretación, se aplicó el logaritmo en base 2: 

log2(2^−ΔΔCt) 

De este modo, los valores positivos representan sobreexpresión del gen diana en 

relación con el control, mientras que los valores negativos indican represión de la 

expresión. 

11.4 Cálculo de Supervivencia de P. salmonis 

𝑆𝑢𝑝𝑒𝑟𝑣𝑖𝑣𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (%) =
𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
∗ 100 

11.5 Resultados de fagocitosis en células RTS-11 

En la Figura 27 se presentan los histogramas correspondientes al análisis por citometría de 

flujo, empleado con el propósito de evaluar la capacidad fagocítica de la línea celular RTS-11 

frente a Cat y Hep, utilizando una dosis de 20 µg/mL durante un periodo de incubación de 4 h. 
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Figura 27. Citometría de flujo de células RTS-11 tratadas con proteínas nanoestructuradas marcadas 

con Atto 488 (A) Cat a 20 µg/mL o (B) Hep a 20 µg/mL durante 4 h. 

11.6 Resultados de expresión génica de IL-10 e IL-12 

De forma comparativa se determinó la eficacia de la IL-10 (UNIPROT: A0A1S3LFA1) e IL-12 

subunidad Beta (UNIPROT: B5XDJ5) para estimular los genes evaluados anteriormente por 

los AMPs. El tratamiento con la interleucina antiinflamatoria IL-10 generó una modulación 

significativa de los genes proinflamatorios tnf-α, il-8 e iNOS (p ˂ 0,05). El gen il-8 mostró una 

disminución significativa de su expresión a concentraciones de 10 y 20 µg/mL (p = 0,0066 y p 

= 0,0257, respectivamente), sin diferencia estadística entre estas dos concentraciones (Figura 

28 C). Cabe destacar que sólo la concentración de IL-10 a 10 µg/mL mostró una diferencia 

significativa respecto al control iRFP (p = 0,0340), sugiriendo un efecto atribuible a la proteína. 

En el caso del gen tnf-α, se observó una disminución significativa de la expresión desde los 

5 µg/mL y consistente hasta los 20 µg/mL (p ˂ 0,001), con una tendencia creciente (Figura 28 

B). El gen iNOS reprimió significativamente su expresión a 20 µg/mL (p = 0,0079) (Figura 28 

D). Respecto a los genes il-10 e il-1β, no se observaron diferencias significativas respecto al 

control (Figura 28 E y A). 

 

A 
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Figura 28. Expresión génica relativa de células RTS-11 tratadas con IL-10 a concentraciones de 5, 10 
y 20 µg/mL durante 12 h. Genes evaluados: (A) il-1β, (B) tnf-α, (C) il-8, (D) il-10, (E) iNOS. Control = 
PBS 1X. Los valores se expresan como Log₂ Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica 

una duplicación y −1 una reducción a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no 
presentan diferencias significativas entre sí (p > 0,05). 

El tratamiento con la proteína proinflamatoria IL-12 en células RTS-11 moduló 

significativamente la expresión de los genes tnf-α, il-8 e iNOS (p < 0,05), evidenciando un 

efecto dependiente de la dosis (Figura 29). En el caso de il-8, se observó una disminución 

significativa en la expresión a la concentración de 5 µg/mL (p = 0,047) (Figura 29 C). El gen 

A B 

C D 
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tnf-α mostró una represión marcada desde a 5 µg/mL (p = 0,0012), la cual se mantuvo de forma 

consistente hasta los 20 µg/mL (Figura 29 B). Si bien iRFP también indujo una disminución 

significativa de este gen (p = 0,046), la dosis de 20 µg/mL de presentó una diferencia 

significativa respecto al control iRFP (p = 0,034), lo que sugiere un efecto propio de la proteína 

a concentraciones más altas. La expresión del gen iNOS se redujo significativamente con IL-

12 a 5 µg/mL (p = 0,00304) (Figura 29 E). Los genes il-10 e Il-1β no mostraron diferencias 

significativas entre tratamientos (Figura 29 A y B). 

La proteína IL-12 mostró un patrón de respuesta más consistente y proporcional a la dosis 

administrada, tanto en la supresión como en la posible inducción de algunos genes, lo que 

sugiere un efecto regulado y dosis-dependiente sobre la expresión génica en este modelo 

celular. También es notable que la proteína disminuye la expresión de los genes 

proinflamatorios, y aunque no es significativo, aumenta la expresión del gen antiinflamatorio il-

10, efecto que parece responder a la regulación de las respuestas inflamatorias, mediadas por 

IL-12. 
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Figura 29. Expresión génica relativa de células RTS-11 tratadas con IL-12 a concentraciones de 5, 10 
y 20 µg/mL durante 12 h. Genes evaluados: (A) il-1β, (B) tnf-α, (C) il-8, (D) il-10, (E) iNOS. Los valores 

se expresan como Log₂ Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicación y −1 
una reducción a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias 

significativas entre sí (p > 0,05). 

11.7  Evaluación de la eficacia de los AMPs para el control de P. salmonis a los 12 días 

Se determinó la capacidad de los AMPs de afectar la viabilidad de P. salmonis durante un 

ensayo de 12 días, en medio IFOP, a una densidad de cultivo de 1x106, en un rango de 

concentraciones del tratamiento desde 2 mM hasta 0,002 mM. Cat disminuyó 
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significativamente la supervivencia bacteriana, hasta un 31,4 % a 2 mM (p ˂ 0,01) (Figura 30 

A), con una tendencia creciente a favor de la supervivencia bacteriana, respecto a la dosis. 

Por su parte Hep, a los 12 días, redujo hasta un 45 % la supervivencia de  P. almonis a una 

dosis de 0,02 mM (p ˂ 0,001) (Figura 30 B) 

 

Figura 30. Porcentaje de supervivencia de P. salmonis tras exposición a (A) Cat y (B) Hep a los 12 
días. 

11.8 Evaluación de la eficacia de los AMPs para el control de otros patógenos  

Se evaluó la eficacia de los IBs sobre Flavobacterium psychrophilum, y Tenacibalum 

dicentrarchi, del mismo modo que para P. salmonis. Las cepas a una densidad de 1x108, 

permanecieron en ringer, a 18 °C, se añadió el tratamiento en un rango de dosis desde 0,1 

hasta 20 µM y se midió la OD correspondiente a las 6 y 24 h. En el caso de F. psychrophilum., 

Cat a las 6 h, a todas las concentraciones evaluadas (0,1 a 20 µM), redujo significativamente 

la supervivencia bacteriana, con un promedio de 47 %, siendo una disminución significativa 

respecto al control (p < 0,01), sin diferencias significativas entre las concentraciones (Figura 

31 A). En este tiempo, la proteína control iRFP también mostró efecto sobre este patógeno, a 

concentraciones de 0,1 y 1 µM, reduciendo la supervivencia bacteriana hasta un 42 % en 

comparación con el control (p < 0,001). A las 24 h, el promedio de supervivencia con Cat, fue 

de 48 %, indicando que hay una prevalencia al menos hasta las 24 h (Figura 31 A y B).  

En cuanto al tratamiento con Hep, F. psychrophilum, a las 6 h mostró una supervivencia 

promedio de 49 %, entre las dosis efectivas, siendo la dosis 1 µM, la única que no tuvo efecto 

significativo (Figura 31 C y D). Esta molécula, sólo difiere de iRFP a 20 µM (p = 0,0477) 

concentraciones a las cuales el efecto de Hep muestra aproximadamente 45 % de 

supervivencia bacteriana, mientras el iRFP se mantiene alrededor del 70 %. A las 24 h, el 

promedio del 49 % supervivencia se mantiene. 
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El efecto de ambos péptidos parece estar influenciado por componentes del IB, aunque existe 

una evidente participación de las moléculas tanto Cat como Hep más notable a los 20 µM. Un 

análisis llevado a cabo en medio de cultivo, hasta los 4 días, indica que no hay efecto en ese 

tiempo para ninguno de los AMPs (resultados no mostrados), lo cual podría apuntar a un efecto 

bacteriostático y no bactericida. 

 

Figura 31. Porcentaje de supervivencia de F. psychrophilum. tras exposición a (A) Cat durante 6 h, (B) 
Cat durante 24 h, (C) Hep durante 6 h, (D) Hep durante 24 h. 

Al evaluar el efecto de Cat sobre T. dicentrarchi, se observa que a las 6 h redujo la 

supervivencia bacteriana a un promedio de 42 %, para concentraciones superiores a 5 µM (p 

< 0,01) (Figura 32 A). Mientras que, a las 24 h solo las dosis 5 y 10 µM, son efectivas, con una 

supervivencia máxima de 42 % (Figura 32 B). El control, iRFP también afectó la supervivencia 

bacteriana, reduciéndola a menos del 50 % a concentraciones de 0,1 a 5 µM, a las 6 h (p < 

0,05), sin diferencias significativas entre estos grupos. El efecto de Cat se ve favorecido a 20 

µM respecto del iRFP, (p = 0,0149), pero no a otras concentraciones, en las que el efecto es 

similar, esto es observable a las 6 h, mas no a las 24 h. 
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Por su parte, Hep a 20 µM, disminuyó la supervivencia de T. dicentrarchi, al 29 % a las 6 h (p 

˂ 0,001), sin embargo, a concentraciones ≤ 10 µM, no hubo diferencias significativas en la 

supervivencia bacteriana (Figura 32 C y D). A las 24 h, el efecto se extendió a concentraciones 

más bajas, 5 µM redujo significativamente la supervivencia bacteriana (p = 0,002), sugiriendo 

un efecto dependiente del tiempo.  

 Estos resultados sugieren que al igual que para T. dicentrarchi, ambos AMPs son favorable a 

20 µM y el efecto se observa desde las 6 h, aunque, a los 4 día, la supervivencia se incrementa 

a un 80 % (data no mostrada). 

 

Figura 32. Porcentaje de supervivencia de T. dicentarchi, tras exposición a IBs de (A) Cat durante 6 h, 
(B) Cat durante 24 h, (C) Hep durante 6 h, (D) Hep durante 24 h. 

Además, se evaluó la eficacia de los AMPs en formato soluble y como IBs, frente a patógenos 

de interés agrícola: Staphylococcus aureus Sensible a Meticilina (MSSA), Staphylococcus 

epidermidis Resistente a Meticilina (MRSE), Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC) y 

Pseudomonas aeruginosa. La eficacia antimicrobiana de estos patógenos se evaluó 

empleando el kit BacTiter-Glo™ en el Laboratorio de Rumiantes del IRTA. Los inóculos se 

trataron con cinco concentraciones de IBs (0,1; 1; 5; 10 y 20 µM), incluyendo un control (iRFP), 
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mientras que para la proteína soluble solo se probaron las tres primeras concentraciones. Tras 

4 h de incubación a 37 °C, se midió la luminiscencia con un luminómetro LumiStar™ (software 

Omega). 

Respecto a MSSA, Hep no afectó significativamente la supervivencia bacteriana a ninguna 

dosis evaluada, mientras que Cat redujo la supervivencia en un 50 % (p < 0,01), sin diferencias 

significativas entre las concentraciones (Figura 33 A y B). El control iRFP no mostró efecto 

antibacteriano, al contrario, favoreció el crecimiento a 5 y 10 µM, confirmando que la actividad 

observada es atribuible específicamente a Cat. 

Por su parte, Hep hasta un 25 % la supervivencia de P. aeruginosa (p < 0,05) a 0,1 y 1 µM, 

aunque paradójicamente aumentó el crecmiento hasta 3 veces a concentraciones superiores 

(Figura 33 D). Este comportamiento también se observó con el control iRFP, que disminuyó la 

supervivencia a un 45 % a 1 µM (p < 0,001), sin diferencias estadísticas frente a Hep en esta 

dosis. Por el contrario, Cat demostró una actividad antibacteriana consistente, reduciendo la 

supervivencia de P. aeruginosa a menos del 25 % entre 1 y 10 µM (p < 0,001), efecto no 

observado en iRFP, y aunque todas las dosis redujeron significativamente la supervivencia, 

estas resultaron significativamente mayor que otras evaluadas, lo que sugiere un rango óptimo 

de concentración para esta molécula (Figura 33 C). 

 

Figura 33. Porcentaje de supervivencia de MSSA tras exposición a (A) Cat y (B) Hep. P. aeruginosa 
tras exposición (C) Cat y (D) Hep. 
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En una segunda serie de ensayos, se comparó directamente la eficacia de las proteínas en su 

forma soluble e IBs, a concentraciones de 0,1 a 5 µM. Para la cepa MSSA, se observó una 

marcada reducción en la supervivencia bacteriana tras el tratamiento con Cat soluble a 1 µM, 

alcanzando un 13 % de supervivencia (p < 0,001) (Figura 34 A). Esta formulación fue 

significativamente más efectiva que los IBs a la misma concentración (p = 0,0162). A 5 µM, la 

fracción soluble también redujo la supervivencia a 21,3 %, aunque no mostró diferencias 

significativas respecto a la dosis de 1 µM ni frente a los IBs. En el caso de Hep, la fracción 

soluble a 5 µM redujo la supervivencia a 34,8 % (p = 0,0154), sin diferencias estadísticas 

respecto a los IBs o la dosis de 1 µM (Figura 34 B). 

En contraste, para P. aeruginosa, Cat soluble e IBs redujeron significativamente la 

supervivencia a todas las dosis evaluadas, sin embargo, los IBs redujeron significativamente 

la supervivencia en comparación con sus equivalentes solubles (p < 0,05), siendo 

especialmente efectivos a 1 y 5 µM (Figura 34 C). En el caso de Hep, a 0,1 µM los IBs respecto 

a la proteína soluble disminuyeron significativamente la supervivencia (hasta un 25,1%) (p < 

0,001) (Figura 34 D). En cuanto a Hep soluble, solo la dosis de 1 µM redujo significativamente 

la supervivencia bacteriana respecto al control (p < 0,001), aunque el efecto es menor en 

comparación con los IBs (p = 0,0064). 

El rol de los AMPs en la disminución de la supervivencia de MSSA y P. aeruginosa es evidente. 

Aunque iRFP mostró cierta actividad, como en el caso de la concentración de 1 µM que reduce 

la supervivencia de P. aeruginosa al 45 % (Figura 34 C), los AMPs demostraron una mayor 

eficacia, en especial la dosis de 1 µM que resultó favorable frente a MSSA y P. aeruginosa, 

para la cual los IBs superaron en desempeño a sus formas solubles. 
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Figura 34. Efecto de los IBs y proteína soluble (SF) en la supervivencia de MSSA tras exposición a 
(A) Cat, (B) Hep y de P. aeruginosa tras exposición a (C) Cat, (D) Hep. 

Con el objetivo de determinar si eficacia antimicrobiana observada de IBs frente a  P. 

aeruginosa  se debía a su clasificación como bacteria Gram negativa o si era un efecto 

dependiente de la cepa, se replicaron los ensayos utilizando Cat, e iRFP como control, frente 

a una cepa Gram positiva (S. epidermidis resistente a meticilina, MRSE) y una Gram negativa 

(K. pneumoniae productora de carbapenemasa, KPC). 

Los resultados mostraron que en el caso de MRSE, los IBs redujeron la supervivencia 

bacteriana a todas las concentraciones evaluadas, siendo la máxima 13,1%, mientras la 

fracción soluble sólo disminuyó hasta 68,2% a 1 µM, estableciendo una clara ventaja de los 

IBs (Figura 35 A). En cuanto a iRFP, también redujo significativamente la supervivencia a todas 

las concentraciones evaluadas (p ˂ 0,001), aunque el efecto ejercido por Cat es mayor a 0,1 

µM (p ˂ 0,001).  

En el caso de KPC, los IBs de Cat presentaron mejor actividad que la forma soluble a dosis de 

0,1 y 1 µM (p ˂ 0,001) y comparable a dosis de 5 µM (Figura 35 B). El control iRFP mostró una 

reducción de la supervivencia a 1 µM (p ˂ 0,001), sin diferencia estadística respecto a Cat, 

aunque en esta última se observa una disminución de un 34 % más respecto al iRFP. Además, 

el iRFP a 5 µM, promovió la supervivencia bacteriana al 213,6 %, mientras que Cat redujo la 

supervivencia a un 16,2 %, por lo tanto, es notable el efecto de Cat a esta concentración.  
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Figura 35. Supervivencia (%) de (A) MRSE, y (B) KPC tras exposición a IBs y proteína soluble (SF) de 
Cat. 

Al evaluar el efecto de los IBs en un rango de dosis más amplio (0,1 a 20 µM) frente a MRSE, 

se observa que la dosis más baja es la más efectiva, aunque todas las concentraciones 

reducen significativamente la supervivencia bacteriana (p ˂ 0,01) (Figura 36 A). Al comparar 

Cat con iRFP, este último muestra actividad entre 0,1 y 1 µM, pero a dosis superiores favorece 

la supervivencia, lo que resalta la eficacia de Cat en el control bacteriano. Un patrón similar se 

evidencia en la cepa KPC, para la cual Cat disminuye significativamente la supervivencia entre 

1 y 20 µM (p ˂ 0,05), sin diferencias significativas entre estas concentraciones, mientras que 

iRFP favorece la supervivencia a partir de 5 µM (Figura 36 B). Estos resultados indican que 

Cat en formato de IBs tiene actividad antimicrobiana consistente frente a las cepas evaluadas 

incluso dosis bajas (˂ 5 µM). 

 

Figura 36. Supervivencia (%) de (A) MRSE, y (B) KPC tras exposición a Cat. 

11.9 Evaluación comparativa de la producción y eficacia inmunoestimulante de los IBs 

producidos en biorreactor y matraz Erlenmeyer 

Dado que la capacidad de producción a escala es el principal paso para la aplicación industrial 

de cualquier fármaco, se consideró relevante incluir un análisis preliminar del escalamiento de 

IBs en biorreactor. La caracterización del escalamiento de los IBs en biorreactor, se llevó a 

A B 

A B 



 

129 

 

cabo en el Laboratorio de Tecnología en Cultivos Celulares de la Escuela de Ingeniería 

Bioquímica. Se compararon los resultados de cultivo entre matraces Erlenmeyer y un 

biorreactor de tanque agitado (New Brunswick Bioflo 115, Eppendorf, Hamburgo, Alemania). 

Para esto, se emplearon clones transformados de E. coli Rosetta-gami (DE3) (Novagen, 

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), que contenían el plásmido pET28a (Novagen, Sigma-

Aldrich, Darmstadt, Alemania) con la secuencia codificante para Interleucina-1β (IL-1β, 

(GenBank, NM001124347), incluyendo el His-Tag (proporcionados por el Laboratorio de 

Genética e Inmunología Molecular del Instituto de Biología de la PUCV).  

Se cultivaron en un biorreactor New Brunswick Bioflo 115 (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) 

con un volumen de trabajo de 1,5 L, a 500 rpm, 1 vvm. 37 °C. Los cultivos no inducidos se 

realizaron sin control de pH, pero se monitorizaron en tiempo real mediante un sensor Mettler 

Toledo (Mettler Toledo, Columbus, OH, EE. UU.). La metodología de los cultivos en biorreactor 

fue similar a la empleada en matraces, excepto por la regulación del pH, que se mantuvo en 

7,0. La inducción se realizó a una OD600nm de 0,5 con IPTG 1mM, y la producción de proteína 

recombinante se extendió 3 h postinducción. Se realizó una segunda serie de producción en 

triplicado en el biorreactor, induciendo a una OD600nm de 1,0.  

Posterior a la producción, los IBs tanto de matraces Erlenmeyer como de biorreactor se 

purificaron como se describió previamente (4.1.3). Se comparó la funcionalidad de ambas 

producciones, mediante ensayos por triplicado de eficacia de células RTS-11 a una densidad 

de 1 x 106 células por pozo, en medio L-15 suplementado con FBS al 10 %, las cuales fueron 

tratadas con 10 µg/mL de IL-1β durante, 4, 12 y 24 h, y se consideró como control negativo 

PBS. Se determinó la expresión relativa de los genes proinflamatorios; il-6, cox-2, iNOS, il-1β, 

y tnf-α, y el gen antiinflamatorio il.10, mediante qPCR. 

Los perfiles de crecimiento en matraz biorreactor fueron similares, lo que descartó un efecto 

del escalamiento de producción sobre el crecimiento de la cepa de E. coli Rosetta-gami (DE3). 

Se detectaron concentraciones de biomasa similares en matraces y biorreactores (1,78 ± 0,16 

y 1,59 ± 0,22 g/L, respectivamente); sin embargo, en el biorreactor hubo un ligero aumento del 

13 % en la tasa de crecimiento específico (0,63 ± 0,03 y 0,72 ± 0,02 h−1, respectivamente; p < 

0,05). En los cultivos inducidos, se observó una drástica disminución del crecimiento celular, 

alcanzando solo el 30 % de la biomasa máxima obtenida sin inducción, tanto en matraz como 

en biorreactor (0,50 ± 0,04 vs. 1,78 ± 0,16 g/L, p = 0,0001, y 0,48 ± 0,01 vs. 1,59 ± 0,22 g/L, p 

< 0,001). No hubo diferencias significativas entre la biomasa máxima alcanzada con inducción 

en matraces y biorreactores. 
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Respecto a la concentración de IL-1β como IBs tras 3 h de inducción en las dos escalas de 

producción, se observó una disminución del 63 % en la producción en el biorreactor respecto 

a los matraces (39 ± 1,15 y 14,5 ± 4,08 mg/L, p < 0,001). En términos de producción neta, el 

mayor volumen de cultivo en biorreactores permitió generar una masa total similar a la de los 

matraces (19,5 ± 0,58 y 21,75 ± 6,12 mg/lote, respectivamente). Al inducir en la mitad de la 

fase exponencial (0,44 g/L o 1,0 U/A), se recuperó el perfil de crecimiento sin inducción 

(biomasa: 1,51 ± 0,18 g/L), y la producción de IL-1β aumentó a 71,8 ± 5,2 mg/L, cinco veces 

más que con inducción a 3 h en biorreactor y 85 % más que la obtenida en matraces.  

A partir de este escalamiento, el procesamiento de muestras, purificación y la evaluación de la 

expresión de genes asociados por qPCR para enlazar funcionalmente este modelo con los 

sistemas Cat y Hep fueron ejecutados por la autora de esta tesis. Cabe destacar que el 

esfuerzo conjunto de esta sección experimental contribuyó directamente al desarrollo de la 

publicación (Torrealba et al., 2024). La Tabla 11.2 resume de forma comparativa los resultados 

mencionados anteriormente. 

Tabla 11.2. Resumen comparativo de la producción de IL-1β en matraces y biorreactor. 

Parámetro Matraz Erlenmeyer Biorreactor 

Volumen de Cultivo 500 mL 1,5 L 

Biomasa Máxima (Sin Inducción) 1,78 ± 0,16 g/L 1,59 ± 0,22 g/L 

Tasa de Crecimiento Específico (μ) 0,63 ± 0.03 h−1 0,72 ± 0.02 h−1 

Biomasa Máxima (inducción a 0,5 U/A) 0,50 ± 0,04 g/L 0,48 ± 0,01 g/L 

Concentración de IL-1β (3 h Inducción) 39 ± 1,15 mg/L 14,5 ± 4,08 mg/L 

Producción Neta Total (por lote) 19,5 ± 0,58 mg/lote 21,75 ± 6,12 mg/lote 

Biomasa Máxima (inducción a 1,0 U/A) NA 1,51 ± 0,18 g/L 

Concentración de IL-1β (inducción a 1,0) NA 71,8 ± 5,2 mg/L 

NA: No Aplica 

Los IBs obtenidos tanto en matraces como en biorreactor se visualizaron mediante 

microscopía electrónica de barrido por emisión de campo (FESEM). Ambos mostraron 

morfologías similares (forma redondeada y superficie irregular), pero con diferencias 

significativas en tamaño: 540 ± 129 nm en matraces vs. 427 ± 134 nm en biorreactores (p < 

0,0001) (Figura 37). 
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Figura 37. Microscopía de IL-1β en forma de proteínas nanoestructuradas producidas en matraces 

Erlenmeyer (A) y en biorreactor (B). Fuente: (Torrealba et al., 2024) 

La eficacia de los IBs obtenidos en biorreactor se comparó con los obtenidos en matraces, 

mediante ensayos en células RTS-11 a una concentración de 10 µg/mL, durante 4, 12 y 24 h. 

Se emplearon LPS como control positivo, iRFP como control no inmunogénico y PBS como 

control negativo. Se evaluó la expresión de los genes cox-2, tnf-α, il-1β, iNOS, e il-6.  

En cuanto al gen il-10, no se observó diferencia significativa en su expresión respecto del grupo 

control, aunque disminuyó significativamente en las células tratadas con IBs provenientes del 

biorreactor (IB-B) a las 24 h respecto a los tiempos anteriores (4 y 12 h) (Figura 38 E). El gen 

cox-2 presentó un alza significativa en la expresión a las 4 h (p = 0,0042) en las células tratadas 

con IB-B respecto a las tratadas con IBs producidos en matraz (IB-M), aunque en ningún 

tiempo se registró diferencia significativa respecto al control (Figura 38 D). La expresión del 

gel il-1β aumentó significativamente a las 12 h, con los IB-B respecto del control (p = 0,0017), 

sin diferencia significativa respecto a los IB-M (Figura 38 A). Se observó que para el gen tnf-α, 

el tratamiento con IB-B favorece su expresión a las 12 h respecto al control (p = 0,0359), sin 

diferencia significativa respecto a los IB-M (Figura 38 B). Los genes il-6 e iNOS, no presentaron 

diferencia significativa en su expresión entre los IB-B e IB-M, ni respecto al grupo control 

(Figura 38 C y F). 
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Figura 38. Análisis de expresión génica de células RTS-11 tratadas con IL-1β durante 4, 12 y 24 h. 
Genes evaluados: (A) il-1β, (B) tnf-α, (C) il-6, (D) cox-2, (E) il-10, (F) iNOS. R= biorreactor. M= matraz. 

Los valores se expresan como Log₂ Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una 
duplicación y −1 una reducción a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan 

diferencias significativas entre sí (p > 0,05). 

11.10 Librerías de R empleadas  

library("xfun") 
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Xie Y (2025). _xfun: Supporting Functions for Packages Maintained by 'Yihui Xie'_. 
doi:10.32614/CRAN.package.xfun <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.xfun>, R 
package version 0.52, <https://CRAN.R-project.org/package=xfun>. 

library("readxl") 

Wickham H, Bryan J (2025). _readxl: Read Excel Files_. doi:10.32614/CRAN.package.readxl 
<https://doi.org/10.32614/CRAN.package.readxl>, R package version 1.4.5, <https://CRAN.R-
project.org/package=readxl>. 

library("readr") 

Wickham H, Hester J, Bryan J (2024). _readr: Read Rectangular Text Data_. 
doi:10.32614/CRAN.package.readr <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.readr>, R 
package version 2.1.5, <https://CRAN.R-project.org/package=readr>. 

library("survival") 

Therneau T (2024). _A Package for Survival Analysis in R_. R package version 3.8-3, 
<https://CRAN.R-project.org/package=survival>. 

library("ggplot2") 

H. Wickham. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. Springer-Verlag New York, 2016. 

library("survminer") 

Kassambara A, Kosinski M, Biecek P (2025). _survminer: Drawing Survival Curves using 
'ggplot2'_. doi:10.32614/CRAN.package.survminer 
<https://doi.org/10.32614/CRAN.package.survminer>, R package version 0.5.1, 
<https://CRAN.R-project.org/package=survminer>. 

library("dplyr") 

Wickham H, François R, Henry L, Müller K, Vaughan D (2023). _dplyr: A Grammar of Data 
Manipulation_. doi:10.32614/CRAN.package.dplyr 
<https://doi.org/10.32614/CRAN.package.dplyr>, R package version 1.1.4, <https://CRAN.R-
project.org/package=dplyr>. 

library("tidyr") 

Wickham H, Vaughan D, Girlich M (2024). _tidyr: Tidy Messy Data_. 
doi:10.32614/CRAN.package.tidyr <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.tidyr>, R 
package version 1.3.1, <https://CRAN.R-project.org/package=tidyr>. 

library("psych") 

William Revelle (2025). _psych: Procedures for Psychological, Psychometric, and Personality 
Research_. Northwestern University, Evanston, Illinois. R package version 2.5.6, 
<https://CRAN.R-project.org/package=psych>. 

library("lmtest") 
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Achim Zeileis, Torsten Hothorn (2002). Diagnostic Checking in Regression Relationships. R 
News 2(3), 7-10. URL https://CRAN.R-project.org/doc/Rnews/ 

library("knitr") 

Xie Y (2025). _knitr: A General-Purpose Package for Dynamic Report Generation in R_. R 
package version 1.50, <https://yihui.org/knitr/>. 

Yihui Xie (2015) Dynamic Documents with R and knitr. 2nd edition. Chapman and Hall/CRC. 
ISBN 978-1498716963 

Yihui Xie (2014) knitr: A Comprehensive Tool for Reproducible Research in R. In Victoria 
Stodden, Friedrich Leisch and Roger D. Peng, editors, Implementing Reproducible 
Computational Research. Chapman and Hall/CRC. ISBN 978-1466561595 

library("car") 

Fox J, Weisberg S (2019). _An R Companion to Applied Regression_, Third edition. Sage, 
Thousand Oaks CA. <https://www.john-fox.ca/Companion/>. 

library("stats") 

R Core Team (2025). _R: A Language and Environment for Statistical Computing_. R 
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. <https://www.R-project.org/>. 

library("multcompView") 

Graves S, Piepho H, Dorai-Raj LSwhfS (2024). _multcompView: Visualizations of Paired 
Comparisons_. doi:10.32614/CRAN.package.multcompView 
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