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RESUMEN

En Chile la produccion intensiva de salmon del Atlantico 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 mas de USD 200 millones en
antibidticos 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 mas sostenibles. En este contexto, los péptidos antimicrobianos
(AMPs) surgen como candidatos prometedores debido a su accion directa sobre patégenos y
su capacidad inmunomoduladora, aunque su uso practico ha sido limitado por problemas de
estabilidad y susceptibilidad a degradacién. El objetivo de esta tesis fue desarrollar cuerpos de
inclusion (IBs) basados en AMPs como plataforma inmunoestimulante frente a la Piscirickettsia
salmonis en salmén del Atlantico. La metodologia contemplé la produccién de estos IBs
empleando la cepa E. coli BL21 pLysS, los cuales se purificaron mediante lavados con
soluciones enzimaticas y tampones de lisis, se cuantificaron mediante Western blot, y se
caracterizaron mediante microscopia electrénica de barrido de emisién de campo (FESEM).
Se llevaron a cabo andlisis de toxicidad e internalizacion en células RTS-11, para luego evaluar
el potencial de los IBs para estimular el sistema inmune, mediante ensayos de expresion de
genes asociados a la respuesta inflamatoria (il-8, il-10, il- 18, tnf-a, INOS) tanto en células (dosis
5-20 pg/mL) como en peces (dosis 5 mg/kg). Asi mismo se llevaron a cabo ensayos de
infeccion in vitro con P. salmonis, y pruebas de actividad antimicrobiana frente a P. salmonis.
De forma complementaria se compar6 la produccion de IBs de la citocina modelo IL-1B en
matraz y biorreactor para evaluar escalabilidad. Los AMPs se produjeron exitosamente en
forma de IBs, representaron aproximadamente el 70 % del total de proteinas a las 5 h de
produccion, y el rendimiento supero los 30 mg/L, a las 3 h. Asimismo, los IBs demostraron ser
estables frente a condiciones térmicas y de pH gastrointestinal simulado. ElI 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 expresion de citocinas pro y
antiinflamatorias (il-8, il-10 e il-18), sugiriendo un perfil regulador a las 12 h postratamiento.
Durante los ensayos in vivo, se incrementé la expresion del gen il-718 a las 6 y 12 h para
catelicidina y hepcidina respectivamente. En células infectadas no hubo modulaciéon
significativa de la respuesta génica, no obstante, la exposicion directa de P. salmonis a los IBs
redujo su supervivencia en al menos un 50 %, hasta los 12 dias. Finalmente, los ensayos in
vitro sugieren una tendencia a mayor efectividad del producto obtenido en biorreactor. En
conclusion, se desarroll6 una plataforma biotecnolégica basada en IBs para la produccién de
catelicidina y hepcidina de salmén del Atlantico, con potencial de escalamiento industrial. Se
comprobd 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 administracién oral. Aunque se requiere
profundizar en los mecanismos de accién, y confirmar eficacia en desafios in vivo, los IBs
evaluados en este estudio tienen potencial para ser una alternativa biotecnolégica
inmunoterapéutica complementaria a las estrategias de control y manejo de la
Piscirickettsiosis.
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1. Introduccion

La acuicultura representa una proporcion cada vez mas significativa de la produccién mundial
de alimentos, al afio 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 afos, se ha convertido en uno de los principales sectores
exportadores y un importante contribuyente al desarrollo regional (Mardones et al., 2018).
Entre las especies mas cultivadas destaca el Salmoén del Atlantico (Salmo salar), de los cuales,
en 2024 se cosecharon 328,2 t en agua de mar (Sernapesca, 2024). Para el maximo
aprovechamiento de los espacios, los peces permanecen confinados en jaulas bajo
condiciones de estrés, lo que suele asociarse con una disminucion de la respuesta inmune
(Valenzuela-Aviles et al., 2022). Por este motivo, estos peces de cria, son dianas vulnerables
a infecciones por patégenos presentes en el agua donde son criados, cuya transmision se
facilita a través de varias vias, 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

produccién sostenible (Uma, 2025).

Una de las infecciones més frecuentes en la salmonicultura de Chile es la Piscirickettsiosis,
cuyo agente etiolégico es la Piscirickettsia salmonis, una bacteria Gram negativa, intracelular
facultativa, que puede ser replicada y propagada en diversos tipos celulares, incluidos los
macrofagos (Rozas & Enriquez, 2014). Las mortalidades por esta enfermedad representan
una pérdida de 31,3 t de salmén del Atlantico, generando importantes pérdidas econémicas lo
cual impacta significativamente a la industria salmonera (Sernapesca, 2025a). El control de la
Piscirickettsiosis ha sido un desafio complejo, ya que el patégeno modula las respuestas del
sistema inmune, deprimiendo la inmunidad innata y evadiendo la adaptativa (Rozas-Serri,
2022). Historicamente, su manejo ha dependido del uso masivo de antimicrobianos de lenta
degradacion; por ejemplo, entre 2000 y 2020, Chile utiliz6 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 produccion de alrededor de 1,2 millones de t de salmén, unas
685 veces menos por millon 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 inmunizacién efectiva contra P. salmonis (Figueroa
et al., 2022; Valenzuela-Aviles et al., 2022). Por lo tanto, el crecimiento sostenible de la

salmonicultura chilena dependerd de comprender a fondo la patogénesis de P. salmonis y
1


https://www.sciencedirect.com/topics/social-sciences/food-production

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 investigacion para el control de patégenos, los péptidos antimicrobianos
(AMPs) han recibido una atencion cada vez mayor debido a sus mecanismos de accion Unicos
sobre un amplio espectro de bacterias, en comparacion con las de los antibiéticos tradicionales
(S. Jietal., 2024). Los AMPs actlan 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 clinico en humanos (daptomicinas, polimixinas, bacitracinas, entre otros) y otros aln
estan en ensayos preclinicos o clinicos (por ejemplo: LL-37, buforin Il, 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 B-defensinas bovinas (TAP, LAP,
DEFB1, DEFB3, DEFB4 y DEFB5, DEFB10) y las catelicidinas (CATHL 1-7, Bactenecinas,
Indolicidina Bovina y Péptidos Antimicrobianos Mieloides (BMAPSs) (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 farmacos terapéuticos y, a través de la ingenieria genética,
proporcionan una alternativa potencial a los antibioticos y apoyan la salud y la productividad
de las especies cultivadas (Rodrigues et al., 2025). Sin embargo, entre las limitaciones de su
comercializacién, o uso, se encuentra en primer lugar, el mecanismo de accioén, el cual para
muchos no estd completamente descifrado, pueden generar toxicidad, son poco estables,
susceptibles a la degradacién 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 inclusion (IBs), que han
demostrado un enorme potencial para la administracion de moléculas biologicas, incluyendo
los AMPs (Villaverde, 2012).

Los IBs son agregados proteicos, insolubles, que se forman durante la produccion de proteinas
recombinantes (Garcia Fruités & Aris Giralt, 2022). Desde una perspectiva biofisica, se
describen como nanomateriales proteicos o proteinas nanoestructuradas, con tamafios que
oscilan entre 50 y 800 nm, conformados por un centro de proteina bioactiva, rodeado de
proteinas en conformacion -amiloide, que le otorga resistencia a la degradacion proteolitica,
y estabilidad mecénica (M. M. Carrié & Villaverde, 2003; Gifre-Renom et al., 2020). Se
producen en altas cantidades mediante procesos econdOmicamente asequibles, ya que hasta
el 80 % de las proteinas recombinantes sobreexpresadas en Escherichia coli forman IBs, lo
gue los convierte en una excelente plataforma para la produccion de proteinas recombinantes
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(Singhvi et al., 2020). Aunque el componente principal de los IBs es la proteina recombinante,
también contienen cantidades varibles de otras moléculas de la cepa bacteriana empleada
para la produccion, como ADN, ARN y componentes de la pared celular, incluidos
Lipopolisacéridos (LPS) y Peptidoglucanos (PGN), capaces de inducir la respuesta inmunitaria
(Torrealba, Parra, et al.,, 2016). Esta caracteristica le otorga potencial inmunomodulador
intrinseco, que, en conjunto con su estabilidad fisica, los convierten a los IBs en una potencial
plataforma para la produccion de AMPs recombinantes, como solucién biotecnolégica, en

sintonia con alternativas sostenibles en acuicultura.

Teniendo en cuenta las propiedades Unicas de los IBs como sistemas de administracion de
proteinas recombinantes y su potencial inmunoestimulante, el objetivo de esta tesis es
desarrollar proteinas nanoestructuradas como inmunoestimulantes para la prevencién
de la Piscirickettsiosis en salmén del Atlantico. 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.



2. Revision Bibliogréfica

2.1 La Piscirickettsiosis: Un Problema de la Industria Acuicola Chilena

La linea costera de Chile, especialmente alrededor de Puerto Montt y la Isla de Chiloé en la
region X, incluyendo las regiones Xl y Xll, ofrece sitios resguardados con temperaturas de
agua y salinidad ideales para la produccion acuicola (Bjgrndal, 2002). La produccién acuicola
chilena depende en gran medida del cultivo de salménidos (salmén y trucha), en 2025 el
salmon del Atlantico (Salmo salar) fue la principal especie cultivada, representando el 52,3 %
de la produccién total, seguido del salmon del Pacifico (Oncorhynchus kisutch) con el 11 %, y
la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) con el 4 % (SUBPESCA, 2025). Las exportaciones
pesqueras y acuicolas acumuladas a octubre del afio 2024 alcanzaron un volumen de 1.492,5
t, que sumaron una valoracion total de USD 7.275,5 millones, del cual el 73,3% correspondi6
a salmonidos, el 15,4% a otros peces, seguido por el grupo de moluscos (6,2%), algas (2,9%),
crustaceos y otros (1,0%) del valor total de las exportaciones (Morera et al., 2021; SUBPESCA,
2025).

Chile es el segundo mayor productor de salmén del Atlantico 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 acuicolas de salmonidos
chilenos son las pérdidas productivas debidas a enfermedades infecciosas. Datos de Servicio
Nacional de Pesca de Chile (SERNAPESCA), en el 2024 evidencio un 22,1 % de mortalidad
del salmén del Atlantico relacionada con enfermedades infecciosas, siendo la causa mas
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 mas importantes para la
sustentabilidad de la industria salmonera chilena (Rozas & Enriquez, 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

antibiéticos, vacunas y otras medidas para su prevencion 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 vacunacién, 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 antibiéticos, durante el afio
2024 el total de antimicrobianos utilizados en la industria del salmén correspondi6 a 415,4 t de
principio activo, y el 97,51 % del total de antibidticos administrados se emple6 para el control
de la Piscirickettsiosis, destacando el florfenicol como el antibiético mas comun (Sernapesca,
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2025b). Sin embargo, la naturaleza intracelular de la bacteria dificulta su adecuado tratamiento
con antibidticos, ya que estos, al tener que atravesar la membrana celular, reducen su efecto
al poseer una baja eficiencia de retencion intracelular (Abed & Couvreur, 2014). Ademas, el
florfenicol actia blogueando la formacién de proteinas por accion directa sobre los ribosomas,
inhibiendo la replicacion de la bacteria, por lo que el efecto es sdélo bacteriostatico y no
bactericida, lo que limita su eficacia en la eliminacion de la bacteria (Schllinzen et al., 2001;
Schwarz et al., 2004). La alta cantidad de antibiéticos empleados ejerce presion selectiva sobre
el patégeno, mejorando su resiliencia, dando lugar a la aparicion de aislados con una
susceptibilidad ligeramente reducida, lo que lleva a la aparicion de bacterias resistentes
(Avendafio-Herrera, 2021; X. Guo et al., 2024).

A pesar que la vacunacién, 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-Sanchez 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 estan disponibles
comercialmente. Incluyendo vacunas monovalentes y multivalentes, vacunas preparadas con
antigenos de bacterias P. salmonis muertas o proteinas 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 relaciéon con las condiciones
de campo y la falta de proteccién durante todo el ciclo de vida de la produccién de peces
(Mardones et al., 2018). Sin embargo, existe evidencia de que hasta el 80 % de los peces
vacunados aun pueden verse afectadas por la enfermedad clinica, y se han obtenido
resultados inconsistentes en cuanto a la reduccion 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
patégeno para modular y comprometer la respuesta celular del huésped, lo que limita la
estimulacion adecuada de la inmunidad celular, y deja en entredicho el mecanismo mediante
el cual se lograria una proteccion efectiva por esta via (Figueroa et al., 2022; Rozas-Serri,
2022; Valenzuela-Aviles et al., 2022).

2.2 Biologiay patogénesis de la Piscirickettsia salmonis

P. salmonis, el agente etiologico 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. Gomez et al., 2009). La
bacteria se caracteriza por ser no motil, no encapsulada, pleomorfica pero generalmente
cocoide con un tamafo variable entre 0,5 y 1,5 um de diametro (F. Gémez et al., 2009).
Estudios de gendmica comparativa han identificado la existencia de dos genogrupos
epidemiol6gicamente 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 salmon del Atlantico durante la infeccion 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 cria del salmén, predominantemente en
agua salada (Mauel & Miller, 2002; Rozas & Enriquez, 2014). Causa infeccion sistémica, que
afecta predominantemente al higado, los rifiones y el bazo (Wilhelm et al., 2006). La patologia
macroscopica se caracteriza por manchas hemorragicas en la piel, decoloracion blanquecina
con pérdida de escamas y endurecimiento, y en estadios mas avanzados, ulceracion y
oscurecimiento (P. A. Smith et al., 1999). La fase pre-clinica, clinica y post-clinica ocurren entre
los dias 1-13, 14-28 y 29-45, respectivamente, periodo posterior al cual al menos el 5 % de

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

Diversas condiciones favorecen la proliferacion descontrolada de P. salmonis, incluida la edad,
la calidad de los smolts, el microbioma, el sexo, la inmunosupresion, alta densidad en las
jaulas, nutricion deficiente, estrés, y temperatura (F. C. Cabello et al., 2020). Una vez dentro
del huésped, las células del sistema inmune innato del huésped, especialmente macréfagos,
reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) probablemente de la
flagelina de P. salmonis, mediante los receptores tipo Toll (TLR), especialmente el TLR5, y
desencadena la activacion de la via dependiente de respuesta primaria de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88), lo que lleva a la activacion 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 activacion del factor nuclear kB (NF-kB), que induce la expresion de citocinas
proinflamatorias (Gewirtz et al., 2001; Mufioz-Flores et al., 2022; Rozas-Serri, 2022). Durante
el proceso de infeccion, los macrofagos fagocitan la bacteria, la cual induce cambios en el
citoesqueleto de forma progresiva hasta las 48 h posinfecciéon, para formar vacuolas que
contienen P. salmonis (PCV) (Ramirez et al., 2015). Las PCV actian como centros de

replicacién y proteccion del patégeno, desde los cuales este también induce la apoptosis de



los macrofagos a través de la activacion 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
bloguear la degradacién lisosomal, mediante un sistema de secrecién Dot/lcm que inhibe
especificamente la fusion fagosoma-lisosoma, asegurando un ambiente propicio para su
replicacion (F. A. Gomez et al., 2013). El sistema Dot/lcm exporta mas de 300 proteinas
efectoras a las células huésped, las que modulan la biologia celular del huésped, incluida su
modificacion de histonas, transcriptoma, proteoma y trafico de vesiculas (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 replicacion bacteriana intracelular (Alvarez et al.,
2016). Ademas, P. salmonis modula la evasién del sistema inmune adaptativo, por
sobreexpresion de CD4 y subexpresion de CD8, durante la fase tardia de la infeccién (Rozas-
Serri, Pefia, & Maldonado, 2018). Finalmente, P. salmonis, induce la transcripcion del gen
foxp3 lo que promueve la diferenciacion de células T reguladoras (Treg) que constituyen un
linaje antiinflamatorio especifico de diferenciacién de linfocitos T CD4 (Khantakova et al., 2022;
Morales-Lange et al., 2021). En conjunto, estos mecanismos de evasion e inmunomodulacion

constituyen una sofisticada estrategia de supervivencia intracelular.

2.3 Sistemalnmune de los Peces Teledsteos

Fisiologicamente, el sistema inmune de los peces, es similar al de los vertebrados superiores.
Esta conformado por una vasta red de 6rganos, células, proteinas y sustancias quimicas, que
constituyen dos mecanismos inmunoldgicos, innato (inespecifico) y adaptativo (especifico)
(Figura 1), lo cuales trabajan en conjunto para proteger al organismo contra patdégenos
invasores como virus, bacterias, hongos y parasitos (J. Cao et al., 2023; Mokhtar et al., 2023).
En cuanto a la estructura anatémica (Figura 2), el riidn anterior, el timo y el bazo son los
principales érganos del sistema inmune (Bjgrgen & Koppang, 2021). El timo tiene como funcién
crear un nicho que albergue células T en desarrollo; El rifién anterior alberga células By Ty
los macrofagos; El bazo se considera el érgano linfoide secundario primordial, y en el cual se
generan respuestas inmunitarias adaptativas (Bjgrgen & Koppang, 2021; Flajnik, 2018).
Ademas, 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 especificos de tejidos a partir de los cuales el sistema inmunolégico regula los
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microorganismos ambientales a través de efectores inmunes innatos y adaptativos (Bledsoe

et al., 2022).
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La inmunidad innata se induce rapidamente después de la infeccién y se caracteriza por una
ausencia de memoria inmunolégica, no es especifica del antigeno y esta modulada por
moléculas codificadas por genes de la linea germinal (Collet, 2014). Los componentes del
sistema inmunoldgico innato incluyen barreras fisicas como la piel, procesos celulares como
la fagocitosis y componentes humorales como proteinas solubles (Riera Romo et al., 2016).
Por su parte el sistema inmune adaptativo, es altamente especifico para un antigeno en
particular y puede proporcionar inmunidad a largo plazo (Kordon et al., 2021). Los
componentes especificos del sistema inmunoldgico adaptativo, incluye las inmunoglobulinas
(Igs), los receptores de células T (TCR) y el complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
(Flajnik, 2018; Kordon et al., 2021).

Asi mismo, tanto el sistema inmmune innato como el adaptativo poseen un componente
celular, el cual esta conformado por células inmunitarias, que, en los peces no son muy
diferentes de las que se encuentran en los mamiferos (Mokhtar et al., 2023). Las células
inmunitarias en los teleésteos incluyen células asesinas naturales, células citotéxicas no
especificas, macrofagos, leucocitos granulares, trombocitos, monocitos, células dendriticas,
linfocitos, mastocitos y granulos eosinofilicos. Ademas, los peces también poseen células de
rodlet y centros de melanoma (Mokhtar et al., 2023). A continuacién, se describen algunas de

estas células:

Macrofagos: forman parte de la defensa celular de primera linea contra la infeccion
bacteriana, se especializan en fagocitosis, destruccion de microorganismos extrafios y
presentaciéon de antigenos, producen citocinas u otros factores solubles para estimular el
sistema inmunitario adaptativo (Gordon, 2007; Gordon & Taylor, 2005; Kum, 2011). Los
macrofagos poseen muchos receptores de reconocimiento de patrones (PRR) que permiten a
estas células detectar PAMPs, lo que desencadenara la fagocitosis del patdgeno (Mogensen,
2009). Luego, los macrofagos pueden eliminar rapidamente al patégeno mediante la
produccion de intermediarios reactivos téxicos y la acidificacion fagolisosomal (Grayfer et al.,
2018). Ademas de su funcién antimicrobiana, estas células también pueden presentar
antigenos a las células T, y, dependiendo de los estimulos circundantes, pueden orquestar la
respuesta inmune adecuada a través de la secrecién de citocinas (Grayfer et al., 2018).
Finalmente, una vez que ha cesado una reaccién inmune, los macréfagos fagocitan los
desechos celulares para mantener la homeostasis tisular (Wynn et al., 2013). Es decir, los
macroéfagos tienen una naturaleza dinamica y heterogénea y se pueden activar por diferentes
vias, en un proceso denominado polarizacién (Wynn et al., 2013; D. Zhou et al., 2014). Los
macréfagos se pueden polarizar en dos tipos, M1 o M2, ambos presentan distintos patrones

fenotipicos y propiedades funcionales, y la polarizacién depende del tipo de via que activa al
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macrofago (Forlenza et al., 2011; G. Liu & Yang, 2013). La via de activacion clasica (M1)
conduce a un fenotipo inflamatorio tipico con la produccién de citocinas proinflamatorias, por
ejemplo: Interleucina 1B (IL1B), Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a), Interferon gamma
(IFNy). Por su parte, los macrofagos M2 producen altos niveles de citocinas antiinflamatorias,
como IL-10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), estan involucrados en la
reparacion y remodelacion de tejidos, y juegan un papel importante en la supresion de la
respuesta inmune (G. Liu & Yang, 2013). Existen diferente subtipos de macréfagos M2, que
se diferencian segun el estimulo inductor especifico y su rol homeostético; en salmones se
han identificado tres variantes principales: M2a, activados por interleucina 4 (IL-4) e
interleucina 13 (IL-13), M2b, inducidos por la combinacion de ligandos de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR y M2c, cuya polarizacion es gatillada por sefiales
desactivadoras como la interleucina 10 (IL-10), y el TGF-B (Amici et al., 2017; Vergadi et al.,
2017; D. Zhou et al., 2014).

Neutrofilos: son las células mas abundantes entre los granulocitos y monocitos en la sangre,
muestran migracién activa y actividad fagocitica, y en peces salménidos, 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 estimulos, como infecciones
por bacterias, virus, estrés celular y proteinas proinflamatorias como el Factor de Necrosis
TNF-q, y la Interleucina 1 8 (IL-1B) (P. Santana et al., 2012). La funcién principal de la IL-8 es
quimiotéctica, es decir induce el reclutamiento de otros neutrofilos y células inmunitarias al sitio
de lainfeccién (P. A. Santana et al., 2018).

Células Dendriticas (DC): estas células se han encontrado en branquias, intestino, piel y
ovarios, se caracterizan por sus cuerpos celulares pequefios con muchos procesos
citoplasmaticos (dendritas), y son capaces de iniciar respuestas inmunes innatas y adquiridas
(Mokhtar et al., 2023; Sayed et al., 2022). Tienen actividad fagocitica, y son activadas por
ligandos TLR, son potentes inductores del IFN tipo | y son importantes como células
presentadoras de antigenos (Ghorai & Priyam, 2018). Con la ayuda de los receptores MHC de
clase 2 (MHC II), estas células entregan los antigenos 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 osmética y apoptosis mediada por
granzima, ademas el IFN-a/B, y otras citocinas innatas, como la IL-12 regulan su actividad
(Biron et al., 1999). Existe una retroalimentacién positiva entre las células NK y los macrofagos.

Las células NK activan a los macrofagos 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 I, el principal regulador Thl, 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 By T. Las células T
expresan un receptor (TCR), que en el salmon del Atlantico incluye las cadenas a, 8, y, and 9,
las cuales determinan el mecanismo de la célula T, mientras las células T-y® reconocen
antigenos directamente, las células T-aBT reconocen péptidos de antigenos mediante la union
al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Kordon et al., 2021). Segun su funcién, las
células T-aB pueden ser citotéxicas CD8"* y células T cooperadoras CD4* (Th) (Kordon et al.,
2021).

Las células T CD8* se activan por péptidos derivados de antigenos intracelulares y
presentados por moléculas del MHC clase | (MHC 1), y su funcién es eliminar células huésped
infectadas (Kordon et al., 2021). Por otro lado, las células T cooperadoras CD4* son
estimuladas por péptidos derivados de antigenos extracelulares y presentados por moléculas
del MHC Il, 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 antigenos (CPA) profesionales,
producen anticuerpos (inmunoglobulinas, Igs, IgM, IgD e IgT) frente a antigenos y median la
inmunidad humoral, ademas son los responsables de la memoria inmunolégica al diferenciarse
en células B de memoria (Mokhtar et al., 2023; Tafalla, 2025). Estas reconocen al antigeno
mediante su unién al receptor de células B (BCR), posteriormente, el antigeno es procesado y
entregado a las células T auxiliares (Th) por MHC Il en la superficie de las células B, lo que
permite la activacion y diferenciacion de las células B virgenes (Mokhtar et al., 2023). Las
células B activadas pueden diferenciarse en células B de memoria, que son detectables a partir
de la semana 7 posinfeccion y circulan por todo el cuerpo, incluso después de 6 meses
después de la infeccion, en el salmoén del Atlantico se han detectado anticuerpos especificos
de antigenos durante 80 semanas después de la inmunizacion (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 infeccidbn por un patégeno. Algunos de los
componentes humorales més estudiados en los peces incluyen el sistema del complemento,
la lisozima, los AMPs y las proteinas de fase aguda (N. C. Smith et al., 2019). A continuacion,

se describen algunas de las respuestas humorales del sistema inmune:
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Citocinas: son proteinas secretadas en respuesta a los estimulos inmunolégicos, y una vez
liberadas, ejercen sus efectos uniéndose a receptores especificos en la membrana celular, lo
que desencadena multiples vias de sefializacion intracelular (Mokhtar et al.,, 2023). Esta
sefalizacién induce, estimula o suprime en cascada la expresién de genes regulados en el

nucleo, desencadenando asi 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:

o La familia IL-1: citocina proinflamatoria de la inmunidad innata, incluye IL-13 e IL-18
(Ogryzko et al., 2014; Secombes et al., 2011). La IL-1 B induce la inflamacion como
respuesta a la infeccién, para ello se une al receptor de IL-1B, y estimula la produccion
de otras citocinas (cascada de citocinas), como la interleucina 8 (IL-8), la interleucina
6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y mas de si misma (Frenette et al.,
2023). Por su parte, IL-18 esta regulada positivamente en respuesta a infecciones
bacterianas y promueve la expresion de IFN-y, mejora la induccién de éxido nitrico
(NO) y especies reactivas de oxigeno (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).

e La familia IL-2: citocina inmunomoduladora esencial que promueve la proliferacion,
activacion y diferenciacion de las células T (Sogo et al., 2009). Incluye IL-2, IL-4/13, IL-
7,1L-15 e IL-21 (J. F. Cao et al., 2025).

o La familia IL-6: citocina altamente pleiotrGpica, es producida por un grupo diverso de
células, incluyendo linfocitos T, macréfagos, fibroblastos, neuronas, células
endoteliales y gliales, para favorecer los procesos inflamatorios, en respuesta a
estimulos proveniente de productos microbianos, IL-18 o TNF-qa, lo que conduce a la
atraccion de neutréfilos, monocitos y macréfagos, ademas induce a la proliferacion y
diferenciacion de las células T asi como la expresion de IgM por las células B. (J. F.
Cao et al., 2025; Scheller et al., 2011; Zhao et al., 2024).

e LafamiliaIL-10: citocina antiinflamatoria y supresora de la respuesta inmune, cumple
un rol esencial en el mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica y en la limitacién
de respuestas robustas para evitar dafios colaterales al cuerpo durante una infeccion
(Grayfer et al., 2011). Es decir, actia como un mecanismo intrinseco para limitar la
inflamacién excesiva en el teleésteo después de la estimulacién inmunolégica
(Chakkalakkal et al., 2025). La IL-10 actua inhibiendo la produccion de citocinas
proinflamatorias como el TNF-q, la IL-6 y la IL-1B, ademas, en especies como la carpa
y la tilapia, se ha observado que inactiva neutréfilos y macrofagos y reduce la

proliferacion de células T (J. F. Cao et al., 2025; K. Li et al., 2023; Reyes-cerpa et al.,
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2013; Sakai & Tomoya, 2021). Otras citocinas antiinflamaoctias conocidas en peces
teledsteos son, el TGF-B, el cual puede inhibir la expresidn y secrecion de la citocina
proinflamatoria IL-1B; Interleucina-11 (IL-11), que inhibe la produccion de citocinas
proinflamatorias en macréfagos que han sido estimulados por bacterias o sus
componentes; Interleucina-35 (IL-35), involucradas en la inhibicion de la proliferacion
de células T y la inhibicion del desarrollo y diferenciacién de células Th17 (K. Li et al.,
2023; J. Zhang et al., 2019).

e La familia IL-12: citocina heterodimérica compuesta por subunidades p35 y p40 que
induce la diferenciacion de las células auxiliares Thl y estimula la produccién de IFN-
y por parte de las células T y las células NK (Huang et al., 2000). Aunque son pocos
los estudios sobre la caracterizacion y funcion de la familia IL-12 en peces, hasta la
fecha se han identificado cuatro miembros de la familia 1L-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).

e Lafamilia IL-17: son citocinas proinflamatorias producidas principalmente por células
Th1l7, en peces muestran una regulacion positiva en los tejidos inmunoldgicos y
mucosos ante el desafio bacteriano (Gonzalez-Fernandez et al., 2024). Sus funciones
en la respuesta inmunolégica hacia patdgenos estan dadas por su union a los
receptores de IL-17 (IL-17R), los principales leucocitos que expresan estos receptores
son: los neutrdfilos (IL-17RA); células Treg y Th2 (IL-17RB); monocitos y células
dendriticas (IL-17RC); basofilos (IL-17RD y ) IL-17RB (Gonzélez-Fernandez et al.,
2024). Se han encontrado en peces teleésteos 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 regulacién de la
respuesta inflamatoria y la comprenden tres miembros principales: TNF-a (TNF-a tipo | o
Il en el salmon del Atlantico), linfotoxina (LT) -a (también llamada TNF-B) y LT-B (Zou &
Secombes, 2016). Tanto el TNF-a como el LT-a se liberan como homotrimeros que
interacttan con los receptores en las células diana, mientras que LT-f forma un complejo
LT-a / LT-B unido a la membrana (Zou & Secombes, 2016). En salménidos, TNF-a
desencadena la expresion de una serie de genes inmunes asociados con la inflamacion,
incluidos il-18, il-8, il-17c, tnf-a y cox-2, activa la via de sefializacion NF-kB, mejora la
actividad fagocitica de los leucocitos, y promueve la supervivencia de los macrofagos
mediante una mayor generacion de especies oxidativas reactivas (ROS) mediante la
inactivacion de las fosfatasas, permitiendo la fosforilacion de NF-kB (Blaser et al., 2016;
Zou & Secombes, 2016).
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Los interferones (IFN) son citocinas que tienen un papel clave en la regulacién 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 ay B)y Il en peces (IFN-y), y recientemente se han encontrado evidencias de IFN
tipo IV (IFN-u) (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: IFNARL 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 especifico, activa la via JAK-STAT, lo que provoca
la fosforilacion y dimerizacién de proteinas STAT (principalmente STAT1 y STAT2) (Gan
et al., 2020). Cuando la via de sefializacion es mediada por el IFNI (IFN a y B), la union
al receptor, forma un complejo asociado con el factor regulador del interferon 9 (IRF9),
dando lugar a un factor génico 3 estimulado por IFN (ISGF3). ISGF3 transloca al nucleo
donde se une a los elementos de respuesta estimulados por IFN (ISREs) en los promotores
de genes, lo que conduce a la transcripcion de genes estimulados por IFN (ISG) (Lukhele
et al., 2019). Por otra parte, los JAKs pueden fosforilar e iniciar la formacion de complejos
STAT fosforilados de los homodimeros STAT1 y STAT3, donde el homodimero STAT1 se
asocia con una respuesta proinflamatoria, mediada por la unién a secuencias activadas
por gamma (GAS), y el homodimero STAT3 inhibe indirectamente la expresién génica
inflamatoria, restringiendo las respuestas proinflamatorias (Ivashkiv & Donlin, 2014). Por el
contrario, en la via mediada por el IFN-Il (IFN-y), los STAT1 fosforilados forman
homodimeros (STAT1-STAT1), conocidos como factor de union a GAS (GAF). Este
homodimero GAF se transloca al nlcleo, pero en lugar de unirse a elementos ISRE, se
une a GAS (Gan et al., 2020). La activacion de genes a través de elementos GAS conduce
a una respuesta mas especializada en inmunomodulacién, que incluye la potenciacion de
la presentacion de antigenos a través de la regulacién del MHC y la activacion de funciones
efectoras en macrofagos, conectando asi de manera mas directa la inmunidad innata con

la adaptativa (Gan et al., 2020).

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

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

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

aminoacidos, sin embargo, en salménidos varian de 11 a 79 aminoacidos (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 salmoénidos, oscila entre 0 y 30, en conjunto con la hidrofobicidad,
que suele oscilar entre el 8 y el 22 %, aunque tedricamente puede llegar a contener hasta 50
% de residuos hidréfobos (alanina, valina, prolina, leucina, tirosina, lisina, metionina, triptéfano)
(Brunner et al., 2020; Hancock & Scott, 2000). La tercera propiedad comun de los AMPs es la
anfipatia, que se refiere a la abundancia relativa de residuos o dominios de aminoacidos
hidréfobos e hidréfilos dentro de un péptido (Akhavan-Bahabadi et al., 2024). Los AMPs
cationicos suelen exhibir un equilibrio entre los residuos de aminoécidos hidrofébicos y
cargados positivamente que les permite adoptar una conformacion anfipatica, esto facilita la
interaccion con superficies cargadas negativamente y la insercion en membranas bacterianas,
mientras mayor sea el potencial mayor sera la atraccion electrostéatica (Figura 3) (Bechinger &
Gorr, 2017).
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Figura 3. Modelo general del mecanismo antimicrobiano de los AMPs.

Los AMPs se consideran la herramienta mas poderosa contra los patdgenos de los peces.
Acttian de dos formas: eliminando al patégeno directamente al intervenir en la estructura de la
membrana y modulando la respuesta inmune (Akhavan-Bahabadi et al., 2024). En cuanto a la
accion directa sobre el patégeno, los AMPs tienen un amplio espectro de actividad litica; su
adsorcion en las membranas esta impulsada por interacciones electrostaticas e hidrofébicas,
e induce cambios estructurales tanto en el péptido como en la membrana lipidica (Sani &
Separovic, 2016). Los mecanismos de permeabilizacién de membranas, es decir, la accion de
formacion de poros y superficies, se puede clasificar en: poros toroidales, duela de barril, y
modelo de alfombra (Pandidan & Mechler, 2021).
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e Mecanismo de poros toroidales: es uno de los mecanismos de disrupcién de la
membrana mejor caracterizados. Los AMPs se unen en la region del grupo de cabeza
polar de los lipidos, separando los grupos de cabeza e induciendo una deformacién de
curvatura positiva (Kabelka & Vacha, 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 causarian permeabilizacién o desintegracion de la
membrana (Pandidan & Mechler, 2021).

e 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
hidrofébica del AMP apunta hacia afuera del poro para que esté en contacto con las
cadenas lipidicas de acilo de la membrana, mientras que las caras hidrofilicas 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 gue las cargas positivas de los aminodacidos interactlian con la
cabeza de los lipidos 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 reorientacion de los residuos de péptidos hidrofébicos,
hacia la region central de la membrana hidrofébica, y finalmente rompen la membrana
(Pandidan & Mechler, 2021).

Los AMPs, cuentan con otros mecanismos junto con la penetracion de membranas vy la
formacion 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 especificos
principalmente de prolina), la proporcién péptido-lipidos y las propiedades de la membrana
lipidica (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 accién intracelular, pueden interactuar
directamente con el ADN o el ARN (por ejemplo: catelicidinas, y B-defensinas) interfiriendo asi
con sus procesos de replicacion; intervenir en el plegamiento de proteinas (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 sintesis de la pared celular (por ejemplo:
mersacidina, que bloquea el paso de transglucosilacion en la biosintesis de la pared celula)
(Cheng-Foh et al., 2017; Kumari & Booth, 2022; Pandidan & Mechler, 2021).

Ademas 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 inflamacién incontrolada (Auvynet & Rosenstein, 2009). El papel
de los AMPs en el proceso inmunolégico es extremadamente complejo. Mantienen el equilibrio
dindmico del microambiente inmunol6gico mediante la regulacion de la seccién de citocinas,
como interleucinas, TNF, IFN, quimiocinas y actividades de células inmunes como células
dendriticas, monocitos, macréfagos, mastocitos, granulocitos y linfocitos (Q. Y. Zhang et al.,
2021). Estos péptidos, incluyendo catelicidinas, hepcidinas, B-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 proteinas G (GPCR), incluidos los receptores de
péptidos de formilo (FPR), los TLR, y varias vias de sefalizacion intracelular como el NF-kB,
la quinasa 1/2 regulada por sefales extracelulares (ERK1/2), p38, la quinasa activada por
mitdgenos de la quinasa N-terminal JUN (JNK), la proteina quinasa activada por mitdgenos
(MAPK), vy la fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) (Q. Y. Zhang et al., 2021).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 90 AMPs de peces, los cuales se pueden dividir en
cinco familias principales segin su estructura: catelicidinas, hepcidinas, B-defensinas,

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

e Catelicidinas: en salmoénidos se han descrito dos genes distintos de catelicidina, que
exhiben patrones de expresion diferenciales. CATH_1 es indetectable en tejidos sanos,
mientras que CATH_2 se expresa constitutivamente en mdltiples 6rganos, con la
excepcion del higado (Chang et al., 2005, 2006). Se forman a partir de una secuencia
amino-terminal homéloga y una secuencia carboxi-terminal extremadamente diversa, la
cual comprende un sitio de escision QKIRTRR para elastasa y una secuencia madura de
catelicidina Unica (Katzenback, 2015; Valero et al., 2020). Catelicidina madura tiene una
extension de 47-69 péptidos de aminoéacidos y presenta una carga general de +8 a +17
en condiciones fisiologicas (pH 7) (Chang et al., 2005, 2006; Maier et al., 2008; Scocchi et
al., 2009). Tienen accién 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 AMPSs, 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-1B e IL-6, alcanzando un maximo de expresion a las 24 h, ademas tienen efecto
inmunomodulador, favoreciendo el incremento de IL-8 (Bridle et al., 2011; Katzenback,
2015).

e Hepcidinas: es un grupo de péptidos ricos en cisteina, que, en su naturaleza como AMP,

muestra una separacion espacial de sus cadenas laterales hidrofilicas con carga positiva
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de las hidrofébicas (Asmamaw, 2016). La funcidbn mas conocida, es regular negativamente
la liberacién de hierro de los macréfagos, lo que resulta en una reduccién 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 fosforilacion de aminoacidos ubicados
en un bucle intracelular de FPN1, desencadenando la internalizacién del complejo
hepcidina-FPN1, lo que lleva a la ubiquitinizacion de FPN1 y la degradacion lisosomal de
ambas proteinas (Fleming, 2008). Los peces teledsteos presentan dos tipos de hepcidina:
hampl presenta una funcion inhibitoria conservada sobre la ferroportina, mientras que
hamp2 realiza principalmente funciones antimicrobianas (Neves et al., 2015, 2017). La
hamp1l 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
regulacion de la absorcion de este, inhibiendo asi el crecimiento de patdégenos
intracelulares (Alvarez et al., 2022; Diaz et al., 2021).

B-Defensinas: son AMPs catidnicos ricos en cisteina y componentes integrales del
sistema inmunoldégico innato, que se expresan principalmente en los tejidos inmunolégicos
Yy mucosos, incluidos el intestino, las branquias, los rifiones, el bazo, la piel y el higado,
aungue se distribuye ampliamente a casi todos los tejidos con excepcién del cerebro.
(Harte et al., 2020; Katzenback, 2015). Tienen tres puentes disulfuro conservados (C1-
C5, C2-C4y C3-C6) que mantienen una estructura de plegamiento bien conservada (Harte
et al., 2020). Aungue la expresion de B-defensinas parece ser constitutiva, se modula en
respuesta a inductores como LPS, ADN bacteriano, oligodesoxinucleétidos CpG no
metilados, y B-glucano, asi como patégenos que incluyen bacterias Gram negativas,
bacterias Gram positivas y virus (M. Guo et al., 2012; Katzenback, 2015). Ademas, activan
otras respuestas inmunitarias innatas, como la expresion de la proteina Mx1 ligada a GTP
inducida por interferén, que incrementa el IFN, la expresion de citocinas proinflamatorias
como IL-1B, y estimula la fagocitosis en leucocitos del rifion anterior (M. Guo et al., 2012;
Ruangsri et al., 2013).

Piscidinas: familia de AMPs que se encuentran en los teledsteos, caracterizadas por ser
péptidos cationicos lineales a-helicoidal con actividad de amplio espectro contra bacterias,
hongos e incluso virus (Fernandes et al., 2010). Se presenta como diferentes isémeros, 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 accién de una cascada de sefalizacion intracelular
que incluye MyD88, receptores TLR, TRAF6, IRAK1 e IKK (Campoverde et al., 2017). La
cascada de sefalizacion ayuda en la activacion de NF-kB que se transloca al nucleo, donde

los AMPs y las moléculas efectoras se activan transcripcionalmente (Campoverde et al.,
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2017). Esta via activa la expresion tanto de genes proinflamatorios como IL-13, COX1y
TNF-a, asi como de genes antiinflamatorios, por ejemplo IL-10 (Raju et al., 2021).

o ,Péptidos derivados de histonas (HDAP): son fragmentos de péptidos de >10 kDa
generados a partir de la escisidén proteolitica 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 dafio epidérmico, LPS o ciertas
bacterias Gram negativas, y tienen actividad antimicrobiana contra un amplio espectro de
bacterias Gram positivas y Gram negativas, parasitos y hongos (Katzenback, 2015). La
ausencia de péptidos sefial y la plausible localizacién nuclear del péptido son rasgos
caracteristicos de los HDAP. Ademas, presentan una alta proporcién de aminoacidos
basicos como lisina y arginina, y disruptores de hélice, como la prolina, caracteristicas

comunes en las sefiales de localizacién nuclear (Lanford y Butel 1984).

Sistema de complemento: es un conjunto de mas de 30 proteinas plasmaticas y
componentes celulares, que actlan cooperativamente para mediar los mecanismos de
defensa, incluida la eliminacion de patégenos a través de la opsonizacion, la fagocitosis y la
promocion de la respuesta inflamatoria (Bavia et al., 2022; N. C. Smith et al., 2019). Estas
proteinas pueden activarse por tres vias: la via clasica, que se activa de forma especifica
cuando un anticuerpo (IgM o IgG unido a un antigeno) es reconocido por la proteina
componente del complemento 1q (C1q). La via de la lectina, que se activa de forma innata
cuando proteinas plasmaticas se unen directamente a patrones de carbohidratos tipicos de la
superficie de los patdgenos; y la via alternativa, que se activa de forma innata y espontanea
cuando la proteina componente del complemento 3 (C3), se une directamente y se activa en
superficies extrafias, sin necesidad de anticuerpos ni lectinas (Nonaka & Smith, 2000). Una
vez activado, el sistema del complemento es capaz de desempefiar importantes funciones
inmunoldgicas como la opsonizacion, lisis, inflamacién y modulacion de las respuestas

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

Inmunoglobulinas: forman parte del componente humoral del sistema inmune adaptativo.
Son glicoproteinas de reconocimiento altamente especializadas que pueden reconocer una
gran variedad de antigenos de bacterias, virus y otros organismos causantes de enfermedades
y reclutar otras células y moléculas para destruir estos patégenos (Salinas et al., 2011). Se
secretan en los principales tejidos linfoides asociados a la mucosa en los teleésteos 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 hasofaringe (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 unién al antigeno por los dominios
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variables aminoterminales (V) de las cadenas H y L (Salinas et al., 2011). Las formas
secretadas de teledsteos son IgM, IgD e IgT / Z (Y. Yu et al., 2020). Aunque, las células B se
dividen en tres subpoblaciones principales segun la expresion 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 opsonizacion, la
aglutinacion para la fagocitosis, la citotoxicidad mediada por células dependientes de

anticuerpos y la eliminacién de patdégenos (Bilal et al., 2021).

Desde una perspectiva general resumida, la respuesta principal del organismo ante un
patdgeno, es funcién del sistema inmune innato, que, en el caso especifico del componente
celular, reconoce tempranamente a los patégenos y activa las respuestas proinflamatorias por
secrecién de citocinas. Tras el reconocimiento de PAMPs, por parte de los PRR, y los TLR, se
activa vias de sefializacion intracelular, que pueden ser dependientes o independientes de la
proteina adaptadora MyD88, y desencadena la sobreexpresion de diversos genes implicados
en la inmunidad innata (por ejemplo: il-12, tnf-a, tirl, c3, il-18) (Rozas-Serri, Pefia, &
Maldonado, 2018). Como resultado, se induce la produccion de citocinas proinflamatorias
como TNF-qa, IL-1B, IL-12, IL-8, IL-6 e IFN, algunas de las cuales median la activacion de la
respuesta del sistema inmune adaptativo, reclutando asi linfocitos T colaboradores (Th),
linfocitos T citotéxicos, y linfocitos B (anticuerpos), dependiendo del patégeno (Martinez et al.,
2018). Para el control de patdgenos intracelulares, como P. salmonis, la IL-12 promueve la
diferenciacion de linfocitos Thl y estimula la secrecién de IFN-y. Esta citocina regula a su vez
la proliferacion de otros linfocitos Th, y la maduracion de linfocitos T citotéxicos (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 accion especifica, como
por ejemplo las vacunas cuya accion esta dirigida a antigenos especificos, o pueden presentar
accion inespecifica, actuando como estimuladores o supresores de la respuesta inmune, sin
dirigir la actividad de las células estimuladas hacia un antigeno especifico, 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 esta designado para ayudar a eliminar infecciones,

basado en los mecanismos celulares involucrados en la infeccién (Parra et al., 2020; Y.
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Sharma et al., 2024). Entre estos se encuentran respuestas como proliferacion de linfocitos,
incremento de la expresion de citocinas, induccion de IFN y otros agentes inmunoldgicos, de
forma tal que el patdgeno capaz de evadir la proteccién, 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 inmunolégico innato y adquirido (P. Sharma et al.,
2017). Por ejemplo, las algas marinas pueden representar inmunoestimulantes con actividad
antibacteriana, que podrian usarse como componentes de alimentos para peces que
promueven la salud, ofreciendo asi una alternativa para el uso de antibiéticos (Bansemir et al.,
2006). Generalmente, los inmunoestimulantes actian fomentando los mecanismos fagociticos
y bacterianos de destrucciébn de macréfagos, vias del complemento, linfocitos y células
citotoxicas innatas para lograr una mayor inmunidad (Gupta et al., 2021). Otro ejemplo son los
B-glucanos, estos polisacaridos complejos provenientes de muchas fuentes naturales, como
la avena, la cebada, las levaduras, los hongos y las algas, tienen propiedades
inmunomoduladoras, induciendo una proteccion inespecifica contra las infecciones y el estrés,
regulan la inflamacion, la activacion de la fagocitosis, la estimulacion de citocinas y lisozimas,

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

Los inmunomoduladores son cada vez mas usados en la acuicultura, como aditivos
funcionales, que mejoran la inmunidad, la salud intestinal y la resistencia a patégenos, que a
Su vez promueven una acuicultura sostenible (Abdul Kari, 2025). Entre los mas comunes se
encuentran los probidticos (por ejemplo, Bacillus subtilis y Lactobacillus spp.), prebioticos (por
ejemplo, inulina y fructo-oligosacaridos (FOS)), fitoquimicos (por ejemplo, flavonoides, aceites
escenciales y saponinas) y compuestos de origen marino (por ejemplo algas, omega 3 y acidos
grasos) (Abdul Kari, 2025). Cada uno acttia de forma distinta, aunque en general proporciona
ventajas integrales a las especies acuaticas 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 acido-lacticas; VaxSap®,
extracto de Quillaja saponaria; SelenoExcell®, seleno-levadura; AquaStar®, probibtico
multiespecie; EM® producto, contiene bacterias lacticas, fototrofas y levaduras; MicroPan®,:
complejo de bacterias fermentativas y enzimas; Fishery PrimeTM, mezcla especial de
microbios probi6ticos. Han logrado controlar con éxito patbgenos 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 aplicaciéon ha sido

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

Més alla de los inmunomoduladores antes mencionados, la bdsqueda de nuevas alternativas
continla, 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 patégenos, con una
muy baja probabilidad de que su aplicacion extensiva produzca genes resistentes en las
bacteria, y ademas fortalecen las funciones inmunolégicas del huésped (Hancock & Scott,
2000). Aunque existe un interés creciente en el potencial de los AMPs para reemplazar parcial
o completamente los antibidticos, los mecanismos potenciales de los AMPs con respecto a la
inmunologia del huésped, no estan claros (Lyu et al., 2023). Ademas, la aplicacién de AMPs
en la practica estad severamente limitada debido a su pequefia escala de produccion, como
proteina recombinante y alto costo de purificacion, sin dejar de lado, que la estabilidad de los
AMPs in vivo es generalmente baja, porque son facilmente degradados por las enzimas

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

Diferentes estrategias se han explorado para superar los inconvenientes descritos
anteriormente, la encapsulacion en nanocarriers emerge como la mas prometedora (Rima et
al., 2021). Estos sistemas de administracion consisten en particulas nanométricas (1-1000 nm)
compuestas de biomateriales poliméricos como alginato o carbono que protegen fisicamente
a las proteinas recombinantes de la degradacién por proteasas, mejorando asi su estabilidad
in vivo (Giri et al., 2021). De hecho, se ha demostrado que la encapsulacién del AMP IK8, con
nanovarillas de oro en hidrogeles de polietilenglicol, protegié el AMP de la protedlisis y
proporciond una liberacion desencadenada de la molécula terapéutica (Moorcroft et al., 2020).
Una ventaja clave de los nanocarriers es que pueden disefarse con ligandos que los dirigen a
células especificas, maximizando su accién terapéutica y controlando su destino biolégico
(Angulo et al., 2021). Entre las diversas plataformas, las nanoestructuras proteicas destacan
por su complejidad y sofisticacion, poseen propiedades Unicas, como un alto reconocimiento
molecular, actividad catalitica especifica, biodegradables, no téxicos y biofuncionales, lo que
los convierte en un formato terapéutico ideal y sostenible para su aplicacién en acuicultura
(Hernandez-Garcia, 2021; F. Li et al., 2020; Rudiger et al., 2018). No obstante, a pesar de que
la produccién de AMPs recombinantes en el laboratorio mitiga parcialmente el problema, los
altos costos asociados a los procesos de sintesis y purificacion siguen representando una

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

2.5.1 Formacién de las proteinas nanoestructuradas

Las proteinas nanoestructuradas o IBs, se forman en bacterias recombinantes,
inmediatamente después de la induccion de la expresion génica, como consecuencia de la
sobreexpresion de genes heterdlogos, en especial bajo condiciones de estrés ambiental (M.
M. Carrié & Villaverde, 2001a; De Marco et al., 2019; Garcia-Fruités et al., 2007; Rinas et al.,
2017). Este escenario, produce un desbalance en la homeostasis proteica, la rapida asociacion
y deposicién de las cadenas polipeptidicas 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 traduccion las proteinas se pliegan de forma tal, que las cadenas
laterales hidr6fobas como los donantes/aceptores de enlaces de hidrogeno de la columna
vertebral, estan expuestos al solvente y pueden interactuar, ya sea intramolecularmente para
guiar a la proteina hacia la estructura funcional o intermolecularmente para formar especies
agregadas (de Groot et al., 2009). Los contactos intermoleculares especificos, cuya formacién
esta fuertemente influenciada por el entorno local de la proteina, pueden dar lugar a la
formacion una fibrilacion ordenada (B-amiloide) (Garcia-Fruitds et al., 2011). La condensacion
de parches hidrofébicos disponibles por la proteina diana mal plegada, interactia con una capa
externa hecha de proteina transportadora hidréfila altamente soluble formando un ndcleo
(Figura 4) (De Marco et al., 2019). Como resultado de esto, los IBs se forman como particulas
proteicas esféricas o ligeramente ovaladas con tamafios que varian entre 50 y 700 nm,
altamente enriquecidas con la proteina recombinante y que también contienen cantidades
menores de proteinas celulares (principalmente chaperonas), trazas de acidos nucleicos y

otros componentes celulares (Villaverde, 2012).
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Produccion de Proteinas Recombinante
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Figura 4. Esquema general de formacion de los cuerpos de inclusion. La produccion de proteinas
recombinantes, en matraz o biorreactor a temperaturas desde los 37 °C, a 250 rpm, en sistemas
heterdlogos, favorece el plegamiento de diferentes conformaciones proteicas, las cuales forman IBs
por la accién de chaperonas.

El proceso de formacion de los IBs es dindmico, ya que estd sometido a una sofisticada red
de control de calidad de proteinas, que es una coleccion de chaperonas y proteasas que ayuda
con el repliegue de proteinas mal plegadas, protege de la agregacion irreversible, o,
eventualmente, las marca para su degradacion (Christensen et al., 2022). Algunas chaperonas
clave, son DnaK, DnaJ, GrpE, ClpB, GroEL y GroES, que pueden, por ejemplo, unirse a tramos
hidrofébicos 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
proteina eliminada de los IBs sufre un ataque proteolitico y se degrada, mientras que una

fraccion alcanza una forma completamente funcional (M. M. Carri6 & Villaverde, 2003). La
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agregacion de proteinas como IBs, seria entonces, el resultado de la incapacidad de las
chaperonas y proteasas para procesar grandes cantidades de proteina mal plegada, y pueden
llegar a representar hasta el 50 % o mas de la produccion total de proteinas (M. M. Carrié &
Villaverde, 2001b).

2.5.1.1 Factores que afectan el rendimiento y calidad de los IBs

Varios parametros afectan el rendimiento y la calidad de los IBs, tales como: el vector de
expresion, la temperatura, el medio de crecimiento, la cantidad de inductor, el tiempo de

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

Vector de expresion: el vector de expresion, es un factor clave en el rendimiento de la
produccion de IBs, por ejemplo, sistemas fuertes como el promotor T7 inducidos con IPTG
favorecen una alta tasa de transcripcion que supera la capacidad de plegamiento de la célula,
promoviendo la agregacion (Rani et al., 2024). Ademas 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
mas bajas, lo que resulta en una reduccion de la formacion de IBs y una mayor fraccion soluble
de proteinas en comparaciéon con el sistema promotor T7 (Rani et al., 2024). La eleccién del
vector de expresién también debe considerar la cepa bacteriana que se empelara como
sistema para la expresion, la cual deben ser particularmente cepas disefiadas para favorecer
la formacion de enlaces disulfuro en el citoplasma como E. coli SHuffle, para favorecer la

propension a la agregacion (Rani et al., 2024)

Temperatura: por ejemplo, se ha demostrado que una temperatura mas baja durante la
induccion (16-25 °C) puede aumentar el rendimiento final de proteina soluble, por lo que se
asume que una velocidad de traduccién mas lenta podria favorecer el plegamiento correcto de
la proteina, ademas los IBs formados a altas temperaturas son mas estables frente a la

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

pH: un pH no controlado, aumenta un 28 % aproximadamente la formacién de IBs, en
comparacion con un pH controlado (7,0). Bajo la hipétesis de que la alcalinizacién del medio
de cultivo puede causar pequefios cambios citoplasmaticos, que forman ambientes que
favorecen la acumulacién y precipitacion de proteinas huésped y recombinantes, cuyos puntos
isoeléctricos son similares al pH citoplasmatico perturbado. Ademas, proteinas de estrés como
las codificadas por ibpB, lon, dnad, dnaK, clpB, clpX y grpE, entre otras, podrian estar

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

(Castellanos-Mendoza et al., 2014).

Medio de cultivo y la estrategia de alimentacién: impactan directamente, ya que
componentes como micronutrientes especificos (magnesio, hierro) y aditivos como glicina o
sorbitol pueden modular el estrés celular y el rendimiento de proteinas recombinantes, se han
empleado comunmente Luria Broth (LB), Terrific Broth (TB), Super Broth (SB), medio de
autoinduccién, y otros (Rani et al., 2024; Studier, 2005). No obstante, los medios definidos
suelen ser comunmente empleados para la produccién de productos farmacéuticos proteicos
a escala industrial, incluyendo IBs (Hoffmann et al., 2004; Kopp et al., 2019). Dado que La
composicion del medio influye en la produccién de proteinas recombinante, es necesario
optimizarlo previo al escalamiento, con el objetivo de reducir el coste total del producto,
aumentar los rendimientos, y mejorar la precisiéon metabdlica (Hoffmann et al., 2004; Kopp et
al., 2019; Schmidt, 2005).

El sistema de expresibn mas ampliamente utilizado para la produccién de IBs y de proteinas
recombinantes en general es E. coli (Garcia Fruités & Aris Giralt, 2022). Su popularidad esta
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
Fruitds & Aris Giralt, 2022). Sin embargo, por la presencia de endotoxinas bacterianas en las
proteinas provenientes de E. coli, se esta convirtiendo en una preocupacion importante para
las agencias reguladoras, ademas, el proceso de eliminacion de endotoxinas no solo tiene
costos asociados importantes, sino que también presenta el riesgo de destruir el plegamiento
y la funcién de las proteinas, siendo un paso que debe evitarse, especialmente para aquellas
proteinas que son dificiles de purificar, como las proteinas nanoestructuradas (M. Carri6 et al.,
2005; Parlane et al., 2011). Por este motivo, se han desarrollado sistemas de expresion
alternativos, siendo las Bacterias Acido Lacticas (por ejemplo, Bacillus subtilis y Lactococcus
lactis), clasificadas como Generalmente Reconocidas Como Seguras (GRAS) (Garcia Fruitds
& Aris Giralt, 2022).

Los IBs puedes ser recuperados mediante procesos de purificacion que incluyen centrifugacion
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
Optimas para cada proteina, ya que estas son susceptibles a alteraciones quimicas y fisicas
gue conducen a la pérdida de actividad (Garcia Fruités & Aris 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 adicion de solubilizantes

26



proteicos como urea 8M, o HCI (Garcia Fruitds & Aris Giralt, 2022). La adicién de algunos tags,
como la Histidina (HHHHHH), etiqueta de epitopo FLAG (DDYKDDDK) o c-Myc (KLISEEDL),
en el extremo C de las proteinas de fusion permiten visualizar la expresion mediante Western
blot (Garcia Fruitds & Aris Giralt, 2022). También se han desarrollado algunos portadores de
fusién como N pro y la isomerasa de ketosteroide (KSI) para inducir deliberadamente la
formacion de IBs que de otro modo se expresarian de manera soluble, otras etiquetas de fusion
son un péptido a-helicoidal 18A (EWLKAFYEKVLEKLKELF), un péptido B-lamina ELK16
(LELELKLKLELELKLK), y pequefios péptidos tipo surfactante (L6KD, L6K2, DKL6), que
pueden inducir la formacion de agregados de proteinas altamente activos en E. coli (Garcia
Fruités & Aris Giralt, 2022).

Versiones truncadas de la proteina diana, otras proteinas codificadas por plasmidos, y
proteinas de la célula huésped, incluidas las chaperonas, pueden quedar atrapadas dentro o
asociadas a los IBs bacterianos (Villaverde et al., 2012). En su mayoria, la mayoria de los
contaminantes derivados de la célula huésped y los plasmidos (por ejemplo, ADN plasmido,
lipidos, componentes de membrana) en las preparaciones de IBs reflejan una adsorcion y
coprecipitacion inespecificas de restos celulares durante la purificacion de IBs (Rinas & Bailey,
1992). La mayoria de estos contaminantes pueden eliminarse mediante procedimientos de
purificacién exhaustivos, que permiten obtener estas particulas 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 proteinas nanoestructuradas

Las proteinas nanoestructuradas tienen caracteristicas Unicas que pueden explotarse para la
investigacion médica y las aplicaciones biotecnolégicas. En primer lugar, son mecanica y
guimicamente estables, ademas 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 propension de los IBs a agregarse
homogéneamente con una alta densidad presenta una oportunidad para el aislamiento rapido
de proteinas expresadas (Ramon et al., 2014). Por lo cual, las aplicaciones industriales de las
proteinas IBs han cobrado impulso con los avances tecnoldgicos actuales y los esfuerzos de
investigacion invertidos en los dltimos afios, incrementando su interés en el uso, exploracion y
posterior adaptacion de IBs como materiales funcionales nanoestructurados (Bhatwa et al.,
2021).
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La estructura de B-amiloide de los IBs, proporciona un estado muy estable y altamente
compactado desde el cual puede tener lugar la liberacion controlada de proteina recombinante
funcional in vivo, asi como en condiciones suaves (no desnaturalizantes) in vitro (Maji et al.,
2009). Esta caracteristica, que recuerda a un sistema de administracion de farmacos, condujo
al concepto de las "nanopildoras", es decir, nanoparticulas que pueden liberar proteinas con
efectos terapéuticos directamente desde el interior de las células, que no muestran ningdn
signo de toxicidad (Vazquez et al., 2012; Villaverde, 2012).

Las proteinas liberadas por los IBs penetran en las células expuestas y actian desde adentro,
ademas de acumularse en el medio y actuar extracelularmente (De Marco et al., 2019). En
este sentido, los IBs libres interactian estrechamente con la membrana celular, a través de
filopodios emitidos por células que promueven la internalizacién de IBs por micropinocitosis
(De Marco et al., 2019). Aunque parte del IBs se degrada en los lisosomas, cantidades
significativas de IBs aun son detectables intracelularmente por inmunohistoquimica (De Marco
et al., 2019). De este modo, los IBs actian como vehiculos eficaces para la entrega intracelular
de proteinas, permitiendo que estas ejerzan su actividad tanto en el espacio intracelular como

en el medio extracelular.

Los IBs cataliticamente activos, se han utilizado para sintetizar precursores clave de
importantes farmacos. Por ejemplo, IBs cataliticamente activos de la aldolasa del acido sialico
(SAA), precursor del farmaco antivirético Relenza®, expresados en células de E. coli BL21
(DE3) mostraron la misma actividad que la enzima SAA soluble, mientras que los IBs cataliticos
liofilizados mostraron el 93 % de la actividad original (Nahéalka et al., 2008). Otros IBs, como
citocinas (por ejemplo, IL1B, IL6, IL8, Tnf-a) tanto de peces como de especies relevantes en
ganaderia, y proteinas de patdgenos (por ejemplo, proteinas de la capside de virus) han
demostrado modular la expresion de genes asociados a respuestas del sistema inmune innato
y adaptativo al ser administrado de forma oral, intraperitoneal, o incluso como solucion nasal
(Tabla 2.1) (Gifre-Renom et al., 2020; Montesino et al., 2019; Rojas-Pefia 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 administracién, sino también como biocatalizadores y

moduladores inmunitarios estables y funcionales.

Aungque no se puede anticipar como los usos potenciales de los IBs en medicamentos
emergentes estaran limitados por restricciones regulatorias, son una herramienta para
desarrolloy, posible incorporacion de medicamentos nuevos (Villaverde et al., 2012). Con base

en la evidencia, la produccion 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 proteinas de la degradacion, facilitar su internalizacién
celular y liberar gradualmente moléculas bioactivas, sumada a la factibilidad de producir AMPs
recombinantes de forma econdmica en sistemas bacterianos, consolida a esta plataforma
como una alternativa prometedora frente a los esquemas tradicionales de inmunoestimulacién.
Por lo tanto, explorar el disefio y aplicacion de AMPs vehiculizados en IBs representa una
solucion técnica y econémicamente viable y una oportunidad estratégica para avanzar hacia

una acuicultura mas sostenible y resiliente.

Tabla 2.1. IBs empleados en modelos animales de acuicultura y ganaderia.

Proteina IB Modelo animal Afeccion Estrategia de Dosis Marcador molecular Referencia
Administracion Expresion Proteina en plasma
génica (RNA)
MMP9 Bos taurus mastitis Infusién por glandulas 0,012-12mg NA tLactoferrin, 1BSA (Gifre-Renom et al., 2020)
mamarias
MMP9 Bos taurus mastitis Infusién por glandulas 12 mg NA tLactoferrin, TBSA (Parésetal, 2021)
mamarias
CPFhW Bos taurus, Ovis aries Fasciola hepatica Suspension nasal 300 pg NA T1GGT, tlgG, |IgA (Wedrychowiczetal.,
2007)
IL-1B, IL-6, IL-8, Sus domesticus Inmunosupresion Oral 20 pglkg (n.s.) tnf-a, (n.s.) (n.s.)IL-8, (n.s.)IL-10, (n.s.)IL- {Lépez-Cano, Bach, et al.,
TNF-a cldnd, (n.s.) bd1, 6, (n.s.) TNF-a 2022)
(n.s.) bd2, (n.s.) i
6
OMP1c, OMP2c, Sus domesticus Lawsonia intracellularis  Inyeccion intramuscular ~ 100-200 pg/mL NA tlgG (Salazar et al., 2021)
INVASc
OMP1c, OMP2c, Susdomesticus, Mus Lawsonia intracellularis  Inyeccion intramuscular 5-200 pg/mL 1il-12, toas2, 1CD4+, 1lgG (Montesino et al., 2019)
INVASc musculus ted4
OmpK-GST Mus musculus Vibrio sp. Inyeccién subcutanea 80 - 40 pg/mL NA tlgG (W. Wanget al., 2021)
OmpK-MBP
CP-VNNV Solea senegalensis  Nervous necrosisvirus  Inyeccién intraperitoneal 50-500 pg targ2, ligt | cd8, tight (Thwaite et al | 2020)
tcd4, tigm
VP1 Danio rerio Pseudomonas Inyeccion intraperitoneal 5,5mg/kg tinf-a, (n.s.) 116, NA (Torrealba, Seras-
aeruginosa til-1b, 1il-8, tcox2, Franzoso, Mamat, Wilke,
(n.s.) camp1, Villaverde, Roher, &
(n.s.) socs3, Garcia-Fruitoas, 2016)
tmmp9
TNF-a Danio rerio Mycobacterium Intubacién 10-20 g til-1b, til-6, ti-10, NA (J. Jietal, 2019)
marinum (n.s.)il-22, tcox2,
(n.s)e3, tmmp9,
t+HrS
GP-SVCV, GP- Danio rerio Spring viremia of carp  Inyeccién intraperitoneal 10 ug ttnf-a, til-1b, 1il- NA (Rojas-Peria et al., 2022)
SVCV-IFN virus 10, tvigd, tTmx,
timp2, tirf1, tccld,
tifngr1, 1prf19b,
tgzma
FhSAP2 Mus musculus Fasciola hepatica Inyeccién subcutanea 20 g NA (n.s) IFNy, JIL-4, 1TNF-a, (Rivera & Espino, 2016)

tlgG1, tlgG2a

NA: No Aplica. IBs derivados del hospedador: MMP9 (metaloproteinasa de matriz-9), IL-1p, IL-6, IL-8,
TNF-a. IBs derivados del patégeno: CPFhW (cisteina proteinasa de Fasciola hepatica), OMP1c/OMP2c
(proteina de membrana externa 1 o 2 de Lawsonia intracellularis), INVASc (invasina, proteina de
secrecion de L. intracellularis), OmpK (proteina de membrana externa K de Vibrio sp.), OmpK-GST
(OmpK fusionada con la etiqueta glutathione S-transferase), OmpK-MBP (OmpK fusionada con la
proteina de union a maltosa), CO-VNNV (proteina de la capside del betanodavirus ibérico), VP1
(proteina de la capside del virus de la fiebre aftosa), GP-SVCV (glicoproteina G del virus de la septicemia
hemorragica primaveral de la carpa), GP-SVCV-IFN (GP-SVCV unido a interferon gamma), FhSAP2
(saposina-2 de F. hepatica).
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3. Hipotesis y Objetivo
3.1 Hipotesis

Péptidos antimicrobianos del salmén del Atlantico producidos como proteinas
nanoestructuradas son una plataforma biolégica capaz de incrementar la respuesta inmune

innata y antagonizar la supervivencia de Piscirickettsia salmonis.

3.2 Objetivos General y Especificos

3.2.1 Objetivo General

Desarrollar péptidos antimicrobianos en forma de proteinas nanoestructuradas como

plataforma inmunoestimulante frente a Piscirickettsia salmonis en salmén del Atlantico.

3.2.2 Obijetivos Especificos

1. Producir y caracterizar proteinas nanoestructuradas de salmén del Atlantico con
potencial inmunoestimulante en Escherichia coli.

2. Analizar la capacidad de las proteinas nanoestructuradas para estimular el sistema
inmune del salmén del Atlantico.

3. Evaluar la eficacia de las proteinas nanoestructuradas para el control de P. salmonis y

su potencial para ser administradas por via oral.

30



4. Materiales y Métodos

4.1 Objetivo 1: Producir y caracterizar proteinas nanoestructuradas de salmén del

Atlantico con potencial inmunoestimulante en Escherichia coli

4.1.1 Seleccion de proteinas, disefio de constructo y cepas transformante

Se seleccionaron dos AMPs del salmoén del Atlantico, cuyos estudios han demostrado que
presentan mdltiples 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 seleccion6 hepcidina 1 (Hep; Uniprot
B5X878). Hepcidina 1 se ha demostrado que se regula al alza durante la infeccion por P.
salmonis, inhibiendo su crecimiento in vitro, y cumple un rol en la modulacién del sistema
inmune de los salmones favoreciendo las sefiales proinflamatorias (Alvarez et al., 2022;
Asmamaw, 2016). La secuencia de ambos AMPs se modificaron mediante la adicion de una
secuencia ketosteroid isomerase (KSI) de Pseudomonas putida en el extremo N-terminal, la
cual favorece la formacién de IBs (Garcia Fruitos & Aris Giralt, 2022).

Una vez seleccionadas las secuencias, se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas,
incluyendo peso molecular (PM), indice alifatico e indice de inestabilidad, mediante la
herramienta ProtParam de Expasy (https://www.expasy.org/), también se determind la
solubilidad mediante DeepSoluE (http://39.100.246.211:10505/DeepSoluE/result.html).

Adicionalmente, se seleccion6 como la proteina fluorescente del infrarrojo cercano (iRFP)

como control de IB no inmunogénico. Esta pertenece a nueva generacion de proteinas
fluorescentes, que tienen una alta demanda para técnicas de imagen de cuerpo entero, debido
a la reduccion de la autofluorescencia, la dispersién de baja luz (Filonov et al., 2011,
Shcherbakova et al., 2015; Shcherbo et al., 2010). En comparacién con proteinas similares a
GFP de rojo lejano, la iRFP tiene una relacién sefial-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-
Fruitos, 2016; C. Zhou et al., 2017).

A todas las proteinas seleccionadas se les afiadié una cola de seis histidinas (H6), otorgada
por el C-terminal para su posterior identificacion (His-tag). Las secuencias codificantes se
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optimizaron para su expresion en E. coli y se sintetizaron en el plasmido pET-22b(+) (AmpR)
(Novagen, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), el cual es inducible por Isopropil-beta-D-
tiogalactésido (IPTG). Este proceso de optimizacién fue realizado por GenScript Biotech Corp
(Hong Kong, China). Posteriormente, el plasmido se transformé en la cepa E. coli BL21 Star™
(DE3) pLysS (CmR) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) siguiendo el protocolo de
la casa comercial. La transformacion se verific6 mediante PCR y los clones positivos se

preservaron a -80°C en medio LB con glicerol al 12 %.

4.1.2 Cinéticade produccién de proteinas recombinantes

La produccion de los IBs, se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia del Departamento
de Produccion de Rumiantes del Instituto de Investigacién y Tecnologia Agroalimentarias
(IRTA, Espafa). Para ello, duplicados de un cultivo over night (ON) de la cepa transformada
de E. coli se ajust6 a una densidad éptica a 600 nm (ODsoo) 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 pg/mL de ampicilina (VWR International LLC, Radnor, Pennsylvania,
USA). Se incub6 a 37°C con agitacion constante a 250 rpm (Shaking incubator, BIOBASE,
BJPX-200B). Se monitored la ODsoo cada 30 minutos y, los cultivos se indujeron con 1 mM de
IPTG (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) cuando alcanzaron una ODego = 0,5.

Se determind la cinética de produccion de las proteinas recombinantes solubles e IBs, para
ello, se tomaron 25 mL de muestra durante la produccion a 1, 3y 5 h postinduccién. Las células
obtenidas en cada tiempo se recuperaron mediante centrifugacion a 6.000 xg, 15 min, 4°C y
se resuspendieron en 500 pL de una solucién estéril de PBS 1X (NaCl 137 mM (Merck,
Darmstadt, Germany), KCI 2,7 mM (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), Na,HPO, 10mM
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), KH,PO, 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 centrifugd
a 15.000 xg, 15 min 4 °C y se separ0 la proteina 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 sefiales obtenidas se cuantificaron
mediante el software ImageJ v1.5 (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA), y se
estimo la proporcion relativa de cada fraccion proteica en base a su intensidad de banda. Para
cada tiempo, se consider6 el 100 % como la suma de la sefial de las fracciones soluble e
insoluble. A partir de ello, el porcentaje de cada fraccion se calcul6 como el cociente entre la

intensidad de dicha fraccion y el total de ambas, expresado como porcentaje (Apéndice 11.1).
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Los graficos de las proporciones proteicas en cada tiempo se hicieron en R (v. 2025.5.1.513;

todas las librerias empleadas en esta tesis se encuentran en el Apéndice 11.1011.10)

4.1.3 Produccién, purificacion y cuantificacién de los IBs

Para la produccion de los IBs, cultivos ON de la cepa transformada de cultivaron bajo las
mimas condiciones mencionadas anteriormente (ODego inicial = 0,05, medio LB, 37°C, 250
rpm), se afiadié IPTG 1mM cuando el cultivo alcanzé una ODego = 0,5 y se continu6 durante 3
h. Luego las células se recuperaron por centrifugacién 6.000 xg, 15 min, 4°C. El pelletde 1 L
de produccion se resuspendié en 600 mL de PBS 1X, y la ruptura celular se llevo a cabo con
disruptor celular a 20 Kpsi (Constant system, KT1). Inmediatamente se afiadi6 PMSF 1mM y
lisozima 0,01 mg/mL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), se incub6 a 37°C, 2 h a
250 rpm. Se afiadio triton X-100 al 4 % (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), durante 1 h a
250 rpm; en este punto de realizé un control de esterilidad en placas LB, y en caso de existir
células viables, se llevaron a cabo ciclos de congelacion y descongelacién. Luego se afiadid
NP-40 0,25 % (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), y se incub6 1 h a 4 °C en
agitacion; se agregé DNAsa | a 0,6 pg/mL (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) y MgSO,
a 0,6 pg/mL (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) y se dej6 actuar durante 1 h a 37°C, 250
rpm. El pellet fue recuperado por centrifugacién a 6.000 xg, 30 min, y se resuspendié en 100
mL de tampdn 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
centrifugacion el pellet fue resuspendido en 10 mL de PBS 1X para el lavado final, y se

recuperé por centrifugacion a 15.000 xg, 15 min, 4 °C, este se mantuvo a -80°C hasta su uso.

Finalmente, se determind la integridad de los IBs mediante SDS-PAGE, y se cuantificaron por
Western blot utilizando un anticuerpo anti-His-tag. La concentracién de proteina se obtuvo
mediante el software ImageJ, a partir de una curva estandar realizada con la fraccion de la
proteina recombinante soluble producida. Cabe destacar que esta técnica es semicuantitativa,

por tanto, no refleja exactitud la concentracion.

La proteina soluble se produjo bajo las mismas condiciones de los IBs. Para su purificacion,
los pellets de cultivos de 500 mL se resuspendieron en 120 mL de Tampon de Unién (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 afladi6 1 mM de PMSF. El sobrenadante se recuperd por centrifugacion a 15.000 xg
durante 45 min a 4 °C. Inmediatamente se afiadieron MgCI2 0,6 mM y DNasa 0,6 mM, y la

muestra se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente con agitacion continua. Luego, se
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filtr6 a través de una membrana PVDF de 0,22 um (Whatman, Merck, Darmstadt, Germany)
utilizando una bomba de vacio. Finalmente, la purificacion se realizé6 mediante cromatografia
liquida 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 proteina se dializaron toda la noche en 2 L de
acido acético al 0,01 %. Se realiz6 una segunda dialisis durante 2 h en 2 L frescos de &cido
aceético al 0,01 %. La fraccion soluble se recupero por centrifugacion a 15.000 xg a 4 °C, y el
sobrenadante se recogio y almacen6 a -80 °C. La cuantificacion de esta fraccion se realizo con
un fluordmetro Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

4.1.4 Caracterizacion Microscoépica

La estructura fisica de los IBs se analiz6 mediante Microscopia Electronica de Barrido por
Emision de Campo (FESEM, Zeiss, Oberkochen, Alemania), mediante un acuerdo de
colaboracion con el IRTA, Espafia. Para ellos, las muestras se diluyeron en agua ultrapura
(1:50) y se sometieron a bafio ultrasénico durante 1 min. Posteriormente, se depositaron 10
uL en chips de silicio dejandolos secar al aire durante la noche a temperatura ambiente. Para
la obtencién de imagenes las muestras fueron metalizadas y observadas bajo voltaje de
aceleracion (EHT) 3,00 kV, distancia de trabajo (WD) 5,1 mm y aumentos acordes a la muestra
(5.000 — 10.000 X).

Para el analisis morfométrico, se midieron al menos 200 particulas por muestra utilizando el
software ImageJ. Los datos obtenidos se emplearon para generar gréaficos de distribucion de
tamafio mediante R (v. 2025.5.1.513). La normalidad de la distribucion de tamafios fue
evaluada aplicando el test de Shapiro—-Wilk (a = 0,05).

4.1.5 Determinacion de laresistenciade los IBs ante condiciones solubilizantes

Para evaluar la resistencia estructural y a la accién proteolitica sobre los IBs, se ajustaron a
una ODs50 = 1.0 en PBS 1X. Se incubaron con una bateria de urea (0-8 M) (PanReac
AppliChem, Darmstadt, Alemania), en agitacion orbital constante de 100 rpm (Allsheng OS-
200), a temperatura ambiente, se monitore6 la OD a las 3y 24 h. Por otra parte, se determin6
la resistencia a proteasas al ser incubados con proteinasa K a 6 pg/mL (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Alemania), a 37°C, acorde a las indicaciones del fabricante, se midié la OD cada

10-20 minutos. Una vez estabilizada la OD se afiadieron 60 pg/mL para digestion completa.

Empleando R (v. 2025.5.1.513) se aplicd el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para
determinar diferencia entre los grupos, ademas el Conover-Iman test en caso de obtener
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diferencia estadisticamente significativa, el test de Wilcoxon se empled para determinar si

existia diferencia con el tratamiento de proteinasa K.

4.2 Objetivo 2: Analizar la capacidad de las proteinas nanoestructuradas para

estimular el sistema inmune del salmén del Atlantico

4.2.1 Evaluacion de la citotoxicidad de los AMPs en células RTS-11

Se determind la citotoxicidad de los IBs en la linea celular RTS-11 (macréfagos y monocitos
de trucha arcoiris) proporcionada por el Laboratorio de Inmunologia de Peces del Instituto de
Biologia de la PUCV, con el fin de definir un rango de dosis que no afectara negativamente los
modelos bioldgicos 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 1x10°
células/pozo y se mantuvieron a 18°C durante 24 horas. Posteriormente, se probaron tres
concentraciones de IBs (2, 10 y 20 pg/mL), el control negativo correspondié a PBS 1X. Tras 6
y 24 h de exposicion, la viabilidad celular se evalué mediante tincién con azul de tripano 0,4 %
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y conteo en camara de Neubauer por

triplicado.

Se aplico 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 Determinacién de la capacidad de las células RTS-11 para fagocitar los AMPs

Se comprob6 que los IBs pueden ser fagocitados por las células RTS-11 mediante ensayos
de inmunofluorescenciay citometria de flujo. Para visualizar los IBs, se marcaron con Atto 488-
NHS éster (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) a una proporcién molar 1:2 (proteina:
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 10° células/pozo, con 20 ug/mL de Cat o Hep, durante 4 h, el control negativo correspondié

a PBS 1X; se considero triplicado de cada tratamiento.

Para los ensayos de inmunofluorescencia, las células se lavaron tres veces con PBS 1X y se
fijaron con paraformaldehido al 4 % (PFA, Merck, Darmstadt, Germany) durante 15 min a -
20°C. Posteriormente, se lavd nuevamente con PBS 1X, se dejo secar y se afiadié solucion
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 lavé con PBS 1X y finalmente el nucleo celular se tifié 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 microscopia de epifluorescencia
(Leica) acoplado al software Leica Application Suite Advanced Fluorescence (Leica, Wetzlar,

Alemania).

Para el analisis por citometria de flujo, tras la incubacién con los cuerpos de inclusion, 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
uL de tripsina (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.UU.). La suspension celular se
centrifugd a 200 xg durante 5 min, se descarto el sobrenadante y se afiadié 500 pL de tripsina
diluida previamente en PBS 1X hasta una concentracion final de 1 mg/mL. A continuacion, se
incorporé 1 mL de medio L-15 suplementado con 2 % de FBS, se centrifugd nuevamente a
200 xg durante 5 min y se descart6 el sobrenadante. Finalmente, las células se resuspendieron
en 300 pL de PBS 1X. Las mediciones, para determinar el porcentaje de células fluorescentes
positivas (marcadas con Atto-488), se realizaron utilizando un citbmetro de flujo Gallios

(Beckman Coulter, Brea, USA.), acoplado al software CytExpert 1.2.

Se aplico 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 empled el Conover Test como prueba posterior en caso de existir diferencia significativa
entre los grupos (p < 0,05), esta prueba utiliza la distribucién t de Student en lugar de la
distribucién normal, lo que proporciona mayor precisibn en comparaciones por pares, cuando
el nimero de muestras es pequefio. Todos los analisis se realizaron con el software R (v.
2025.5.1.513).

4.2.3 Evaluacion de la capacidad de los AMPs para modular el sistema inmune en
células RTS-11

Para evaluar si los IBs podian modular respuestas inmunitarias, células RTS-11, se cultivaron
en medio L-15 suplementado con FBS al 10 %, a una densidad de 1x10° células/pozo, y
mantenidas a 18 °C durante 24 h. Luego fueron estimuladas con diferentes concentraciones
de IBs (5, 10 y 20 pg/mL), se emple6 como control positivo LPS 10 pg/mL, iRFP 10 pg/mL
como control de IBs, y PBS 1X como control negativo; se consideré cada tratamiento por
triplicado. Tras 12 h de estimulacion, se evaludé la expresion génica de los marcadores

inmunoldgicos proinflamatorios: tnf-a, il-1-8, INOS, e il-8 asociados a la activacion de la
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respuesta inmune innata y al reclutamiento de células efectoras, y del marcador

antiinflamatorio il-10, mediante gPCR.

4.2.3.1 Evaluacion temporal del efecto de los AMPs para modular el sistemainmune 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 108 células/pozo, y mantenidas a 18 °C durante 24 h. Luego fueron estimuladas con la
10 ug/mL de Cat o Hep, por ser la dosis intermedia. Como control positivo se emple6 LPS 10
pg/mL, iRFP 10 ug/mL como control de IB, y PBS 1X como control negativo; se consideré cada
tratamiento por triplicado. Tras 4, 12 y 24 h de estimulacién, se evalud la expresion génica de

los marcadores inmunolégicos tnf-q, il-1-B, il-10, e INOS, mediante qPCR.

4.2.4 Analisis de expresién de genes del sistema inmune por gPCR

Con el fin de analizar el efecto inmunomodulador de los cuerpos de inclusion sobre las células
RTS-11, se evalud la expresion de genes representativos de la respuesta inmune mediante
gPCR. El ARN total de las células fue extraido usando TRI Reagent™ Solution (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segun las indicaciones del fabricante. Las
células no adherentes (monocitos) se recuperaron del medio de cultivo por centrifugaciéon a
3.500 xg, 5 min, a 4 °C y luego se afiadieron al pozo con células adherentes (macréfagos) que
contenia TRI Reagent. La concentracién de ARN se midié con NanoDropTM device (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La integridad de las bandas 18S y 28S del rRNA se
evalud en geles de agarosa al 1,5 % tefiidos con SBYR-safe DNA gel stain (Invitrogen). La
sintesis de ADNc se realiz6 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 llevo a cabo con SYBR Green (KAPA SYBR® FAST, Merck,
Darmstadt, Germany) en el termociclador de PCR en tiempo real AriaMX (Agilent), por
duplicado. La expresion de los genes se normaliz6 con el gen constitutivo factor de elongacion
1 alfa (ef7a), el cual ha demostrado ser estable entre individuos, entre tejidos como bazo y
rifidn, y leucocitos, incluso durante procesos infecciosos, y fue validado empleando el gen de
referencia B-actina reportado en la publicacion 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 expresion 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 expresion génica, se realizo la prueba no paramétrica de Kruskal—
Walllis para determinar diferencias significativas entre los grupos, y se empleé 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 Evaluaciéon de la respuesta inmune mediada por los AMPs en el salmén del

Atlantico

Este ensayo se llevd a cabo en las instalaciones de TEKbios (Puerto Montt, Chile), durante
septiembre del 2023, bajo la aprobacion de comité de bioética y bioseguridad de la PUCV
(BIOEPUCV-BA648-2023). Se utilizaron 240 peces de salmén del Atlantico (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/m®) para cada
uno de los tratamientos (Cat y Hep), el control negativo correspondié a PBS (HyClone, Cytiva),
y el control de IB no inmunogénico correspondié a iRFP. Los peces se aclimataron durante
dos semanas en agua salada a una temperatura de 11 + 1 °C, oxigeno 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 manipulacion (AQUI-S; 25 mL/100 mL de agua) y la

eutanasia se realiz6 mediante sobredosis de anestesia.

Los peces anestesiados recibieron una unica dosis de 300 pL de IBs (Cat o Hep) a 5 mg/kg,
por via intraperitoneal, 300 pL de PBS, o 300 pL de iRFP a 5 mg/kg. Diez peces al azar fueron
sacrificados a las 0, 6, 12 y 24 h postratamiento, y se extirp6 el rifibn anterior, el cual fue
conservado en RNAlater a -20 °C, para el andlisis de expresion de los genes inmunolégicos:
il-8, il-1B6, tnf-a e il-10. Paralelamente, en cada tiempo se extrajeron muestras de sangre, que
fueron centrifugadas a 1.000 xg por 10 min para la obtencion de suero, el cual fue analizado

por ELISA para la cuantificacion de la proteina TNF-a.

Para el andlisis de expresion génica, se emple6 3 mm de tamafio del tejido, los cuales se
homogeneizaron en 700 uL 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 traspas6 a un tubo eppendorf nuevo y se continu6é con el método

descrito en el punto 4.2.4.

La cuantificacion de TNF-a por ELISA se realizé en el laboratorio de Inmunologia de Peces,

del Instituto de Biologia de la PUCV. Para ello se realizé una cuantificacion de proteinas totales
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con el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Luego
15 ng/uL se bloquedé con BSA al 5 % en PBS, las placas se incubaron durante 90 min a 37 °C
con 40 ng/ uL del anti-epitopo 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 midi6
con un lector ELISA a 450 nm (Versa max, microplate reader). Todos los ensayos se realizaron

por triplicado.

Los andlisis estadisticos, se hicieron empleando el software R (v. 2025.5.1.513). Se aplicé la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para determinar diferencias significativas entre los
grupos, y se empleé el Conover Test como prueba posterior en caso de existir diferencia

significativa entre los grupos (p < 0,05).

4.2.6 Evaluacion de la biodistribucién de IBst a 6rganos del sistema inmune en el
salmén del Atlantico

Este ensayo se llevé a cabo en el Centro de Investigacién en Acuicultura Sustentable (CIAS-
PUCYV), durante junio 2025. Para este estudio, los peces se mantuvieron en un sistema de
recirculacién acuicola que constaba de nueve estanques, cada uno con un volumen util 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/ms3. Los peces fueron alimentados diariamente con una racion correspondiente al 1

% de su peso corporal con un alimento comercial.

Para determinar si los IBs se distribuyen hacia 6rganos linfoides, se utilizaron 18 ejemplares
de salmén del Atlantico smoltificado de un peso promedio de 180 * 2 g, provenientes de un
centro de cultivo en la Region de Los Lagos. A cada pez se le administrd, por via
intraperitoneal, una dosis de 300 pL de catelicidina a 4 mg/kg, previamente marcada con Atto
488. Se realizaron muestreos a las 24, 48 y 72 h posinyeccién, recolectando bazo y rifién
anterior. Los 6rganos fueron lavados con PBS 1X, y las células fueron disgregadas mediante
un tamiz celular de 100 um. Posteriormente, se ajusto6 el volumen final a 4 mL utilizando medio
L-15 suplementado con 2 % de FBS y 7 mM de EDTA. Para realizar un choque osmético, se
afadieron 36 mL de agua ultrapura durante 15 segundos, seguido de la adicién de 4 mL de
PBS 10X, y se incubd 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 centrifugacion
a 600 x g durante 7 minutos a 12 °C. El pellet celular se resuspendié en 5 mL de medio L-15

suplementado con 2 % de FBS. Finalmente, las suspensiones celulares fueron analizadas por
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citometria de flujo, en la cual, se determind como P1 la poblacién de células mieloides

(monocitos, macrofagos, y otros granulocitos).

Se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para determinar diferencias significativas
entre los grupos, y se empled 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 proteinas nanoestructuradas para el control
de P. salmonis y su potencial para ser administradas por via oral.

4.3.1 Evaluacion de la eficacia de los AMPs para modular las respuestas
inmunoldgicas de P. salmonis en células RTS-11

Este experimento tuvo como propésito determinar si los IBs podian conferir un efecto
profilactico y regular la respuesta inmune de las células RTS-11 durante una infeccién in vitro
con P. salmonis. Para ello, una densidad celular de 1x10° de la linea RTS-11, en medio L-15
suplementado con FBS al 10 % se estimularon con Cat a 20 ug/mL durante 4 h a 18°C.
Posteriormente las células fueron infectadas con 1x10° de P. salmonis LF-89 (MOI 1) durante
24 h a 18°C, se consideraron los siguientes controles: sélo catelicidina, PBS 1X, y P. salmonis
sin tratamiento. Una vez transcurrido el tiempo de infeccion, las células fueron recuperadas,

para el analisis de expresién de los genes tnf-a, interferon gamma (ifn-y), il-10, il-12, e iNOS.

Con el fin de determinar si la exposicién repetida al inmunoestimulante podia potenciar o
restaurar la respuesta inmune tras la infeccion, se realiz6 una segunda estimulacion con Cat
a 20 ug/mL durante 4 h posinfeccion. Esta estrategia permitié evaluar si los IBs no sélo inducen
un efecto profilactico, sino también si son capaces de reforzar la activacion inmunitaria una

vez que las células han sido desafiadas por el patégeno.

Por otra parte, se analiz6 la respuesta inmunogénica de las células SHK-1 (rifién anterior de
salmon del Atlantico) en ADL Diagnostic Chile. Debido a la importancia de la diversidad celular
en la evaluacion de las respuestas inmunitarias. Mientras que, RTS-11 es una linea celular de
monocitos y macrofaga derivada del bazo de trucha arcoiris, la SHK-1 se deriva de leucocitos
renales de cabeza de salmon atlantico que exhiben caracteristicas similares a macrofagos.
Por ende, pueden presentar diferencias en los niveles relativos de expresion de ciertos genes
proinflamatorios, incluyendo il1-G, il-8 e il-6, que suelen ser mayor en la linea celular RTS-11,
debido a que la abundancia de macréfagos, se relaciona con mayor disponibilidad de
receptores de membrana. Si bien, en los ensayos para evaluar inmunoestimulantes lo idoneo

es validar los resultados obtenidos de lineas celulares, con cultivos primarios, la linea SHK-1
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al ser derivada de rifibn de salmén del atlantico, 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 1x10°, en
medio L-15 suplementado con FBS al 2 % fueron tratadas con 20 uyg/mL de Hep o Cat durante
24 h a 18°C, y luego infectadas con P. salmonis (MOI 10) por 24 h adicionales. Se incluyo el
control iRFP a 10 pg/mL y el control negativo PBS 1X. Finalmente, se analizd la expresion
génica de tnf-q, il-18, il-10, il-8 e INOS.

4.3.2 Evaluacioén de la eficacia de los AMPs para el control de P. salmonis

Se evalud la eficacia de los AMPs al ser afiadidos directamente sobre P. salmonis. Para ello,
cultivos frescos de P. salmonis LF-89 se ajustaron a una ODsgo de 1x108, en solucion ringer
(B.Braun, Chile), y se afiadieron los IBs diferentes concentraciones (0,1, 1, 5, 10, y 20 uM). Se
consider6 como control iRFP a 10 pg/mL y como control negativo solucién ringer, cada
tratamiento se hizo por triplicado. Se incubé a 18 °C y se midié ODsoo a las 6 y 24 h. Finalmente,
se calculé el porcentaje de supervivencia bacteriana, calculando la razén entre el tratamiento

y el control (Apéndice 11.4).
4.3.3 Determinacién de la estabilidad de los AMPs

Como parte de la caracterizacion de los IBs, y para prospectar su potencial uso como farmacos

orales, se evalué la estabilidad de Cat bajo las siguientes condiciones:

Temperatura: se evalud 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 (HCI, Fermont, México, pH metro Orion Star
Al111, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) durante 3 h, 4 °C con agitacion orbital
constante de 100 rpm, se recuperaron por centrifugacion a 10.000 xg, 5 min, y se incubaron
en PBS 1X pH 8 (NaOH, Bioquimica.Cl, Chile) durante 6 h, 4 °C. El control correspondi6 a

PBS 1X pH 7 en las mismas condiciones.

Liofilizacién: los IBs se liofilizaron (Telstar, Lyo Quest) bajo las siguientes condiciones:
Congelacion: -80 °C durante 24 h. Secado primario: A presion 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 evalué en células RTS-11 (1
x 108 células/mL), tratadas con 20 pg/mL durante 24 h a 18°C. Como marcadores de respuesta

inmune, se analizo la expresion de los genes il-8 e il-10 mediante qPCR.
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5. Resultados

5.1 Objetivo 1: Producir y caracterizar proteinas nanoestructuradas de salmon del

Atlantico con potencial inmunoestimulante en Escherichia coli

5.1.1 Seleccion de proteinas, disefio de constructo y cepas transformante

Se seleccion6 Cat y Hep, como potenciales proteinas moduladoras del sistema inmune, a las
cuales se adicion6 una secuencia KSI, para promover la formacion de IBs (Garcia Fruités &
Aris Giralt, 2022). Se fusiond 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 aminoacidicas de los componentes para la expresion
de Caty Hep en forma de proteinas nanoestructurada.

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

La fusion de Cat (PM tedrico: 5,846 kDa) y Hep (PM tedrico: 2,881 kDa) con la secuencia KSI
modificé sus propiedades fisicoquimicas. Estos cambios incluyeron el peso molecular, la
estabilidad, la hidrofobicidad y el indice alifatico (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.
Ademas, se observ6 una notable mejora en la estabilidad, con reducciones en el indice 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 indice alifatico increment6 de 18,62 a 60,82 para Cat y de
31,220 a 71,29 para Hep. La hidrofobicidad (GRAVY) impact6 més a Cat, que pasé de -1,378
considerado como hidrofilico a -0,478 (hidrofébico) y en Hep de 0,028 a -0,103. Ambas
proteinas mostraron una alta probabilidad de insolubilidad cuando se incluyé la secuencia KSI
(Cat: 0,1643; Hep: 0,1305), en contraste, en ausencia de esta secuencia, la prediccién indico

una mayor tendencia a la solubilidad (Cat: 0,7832; Hep: 0,5442). La proteina control iRFP tuvo
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un PM tedrico de 35,4 kDa, indice de inestabilidad 47,74, indice alifatico de 97,92 y un valor
GRAVY de -0,031

Tabla 5.2. Comparacion de parametros fisicoquimicos de Caty Hep respecto a la fusion con la secuencia
KSI.

Propiedad Cat Cat-KSlI Hep Hep-KSI iRFP
Peso molecular (kDa) 5,846 20,46471 2,881 17,4997 35,4
Punto isoeléctrico (pl) 12,31 10,12 8,53 6,88 5,96
Aminod&cidos con carga negativa (Asp + Glu) 2 17 0 15 38
Aminoéacidos con carga positiva (Arg + Lys) 14 25 3 14 29
indice de inestabilidad 46,20 29,95 77,52 31,99 47,74
indice alifatico 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 Cinéticade produccién de proteinas recombinantes

Se determind la proporcion de la fraccion proteica soluble e IBs, ambas fracciones producidas
en matraces Erlenmeyer, y colectadas a las 1, 3 y 5 h postinduccién, considerando como 100
% de produccion la cantidad total obtenida en cada tiempo de muestreo (

Figura 5). En el caso de Cat, la distribucion de ambas fracciones proteicas, a 1 h postinduccion,
fue aproximadamente equitativa, y la proporcion en IBs incrementd progresivamente
representando el 75,5 % a las 5 h. Hep mostr6 una tendencia inicial similar, con distribucion
equilibradaal hyun 76,4 % enIBs alas 5 h, aunque a las 3 h la fraccion insoluble representé

el 84,8 % del total de la produccidn, sugiriendo variabilidad en la dinAmica de agregacion segun
la proteina.
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Figura 5. Cinética de produccion de proteina soluble (blanco), e IBs (gris), para (A) Caty (B) Hep,
fracciones colectadas a las 1, 3 y 5 h postinduccion.

5.1.3 Produccién, purificacién y cuantificacion de los IBs

Los IBs producidos durante 3 h se cuantificaron mediante western blot, empleando una curva
de proteina soluble (Cat), previamente purificada y cuantificada. A las 3 h, la cuantificacion
total de Cat fue de 42 mg/L en la fraccion soluble y 84 mg/L en los IBs, mientras que para Hep,

la fraccion soluble contenia 2,08 mg/L y la fraccion de IBs 36 mg/mL.
5.1.4 Caracterizacién MicroscoOpica

Los IBs obtenidos a las 3 h postinduccién se analizaron mediante FESEM (Figura 6).
Morfolégicamente, presentaron una superficie rugosa con forma redondeada u ovalada. Cat
mostré una mayor tendencia a la compactacion, formando estructuras aglutinadas con
apariencia pegajosa. El tamafio promedio de los IBs de Cat fue de 0,329 um (SD = 0,107), y
la prueba de Shapiro-Wilk indic6 una distribucién no normal (p = 0,0023). En contraste, los IBs
de Hep aparecieron menos compactos en comparacién con los de Cat, aunque con una
morfologia general similar. El tamafio promedio de particula para Hep fue de 0,484 um (SD =
0,122), y presentaron una distribucién normal (Shapiro-Wilk p = 0,3934). Cabe destacar que,
en ningun caso, fue posible confirmar la presencia de IBs completamente individuales, en su
lugar, se observé una clara tendencia a la agregacion, formando conglomerados de particulas
mas grandes.
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Figura 6. Microscopia por FESEM a 10,000 KX de (A) Caty (B) Hep producidos en matraz a 37 °C,
250 rpm. Imagenes FESEM a 50,000 KX muestran en detalle la morfologia de agregados individuales
de Cat (C) y Hep (D). Distribucién de tamafio de (E) Caty (F) Hep.

5.1.5 Determinacion de laresistencia de los IBs ante condiciones solubilizantes

Se determind la resistencia de los IBs de Cat y Hep ante agentes caotropicos, para ello se
expusieron a una bateria de urea (0-8 M), y se determind la turbidez mediante absorbancia a
350 nm a las 3y 24 h, se incluyé iRFP como control de IBs. El analisis post hoc de Conover,
revel6 que la concentracion 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

concentracion (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 concentracién, aunque la solubilidad es mas evidente a concentraciones
superiores a 4 M.

Para Hep se observaron diferencias significativas inicamente a 8 M (p < 0,05), sin diferencias
claras entre las demas concentraciones (Figura 7 B). Esto que sugiere que Hep es mas
resistente que Cat. Por su parte, iRFP, utilizada como control de IBs, también respondio a la
urea con un patron significativo en varias comparaciones intermedias, entre 3y 5 M (p < 0,01),
aunque es mas claro después de los 7 M (Figura 7 C). A pesar de no se observl un patrén
definido y Unico 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 solubilizacién del 57 %. Tras aplicar el test de Wilcoxon para evaluar el impacto del tiempo
en la solubilidad, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. No obstante, se

observa una tendencia que sugiere que el tiempo podria favorecer la solubilizacion de los IBs.
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Figura 7. Resistencia de (A) Cat, (B) Hep y (C) iRFP, expuestos a urea (0-8 M), durante 3y 24 h.

Para determinar la resistencia de los IBs a la accion proteolitica, estos fueron expuestos a
proteinasa K a 6 ug/mL, y una vez estabilizada la OD 350nm, se incrementé la concentracion
final a 60 pg/mL. En este ensayo, los IBs de Cat resultaron mas resistentes a la digestion

enzimatica, ya que fue significativa a partir de los 180 minutos (p < 0,001), coincidiendo con el
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aumento de la concentracion (Figura 8 A). A los 240 min, alcanzd un 65 % de digestion total
(35 % de IBs remanentes), sin diferencias significativas entre 180 y 240 min, lo que indica que

la digestidn se concentrd en los minutos posteriores al aumento en la concentracion.

Por otro lado, Hep present6 una digestion significativa a la menor concentracion de proteinasa
K, observandose diferencias significativas a los 100 minutos (p < 0,01). Posteriormente, tras
el aumento en la concentracién de la enzima, no se observaron diferencias marcadas respecto
al nivel de digestién alcanzado en los primeros 100 minutos (Figura 8 B). A los 240 minutos,
se observo un 71 % de digestion total, 0 29 % de IBs remanentes. Al comparar con la proteina
control IRFP, se observé una digestion progresiva desde los primeros 100 minutos (p < 0,001),
alcanzando una primera digestion maxima a los 140 minutos (p < 0,01) (Figura 8 C). Luego del
aumento en la concentracion, se detectaron nuevas diferencias significativas desde los 160
minutos (p < 0,01), indicando una digestidn continua hasta los 240 minutos. El porcentaje final
de IBs remanentes fue cercano al 35 %, similar al observado para Cat. Aungue las cinéticas
de digestion fueron diferentes, los tres IBs alcanzaron porcentajes similares de digestion total
(aprox. 65 %).
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Figura 8. Resistencia de (A) Cat, (B) Hep y (C) iRFP, expuestos a proteinasa K durante 240 min a
concentraciones de 6 y 60 pg/mL.
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5.2 Objetivo 2: Analizar la capacidad de las proteinas nanoestructuradas para

estimular el sistemainmune del salmon del Atlantico

Una vez obtenidos y caracterizados los AMPs en forma de IBs, se procedié a evaluar su
capacidad inmunoestimulante mediante ensayos in vitro e in vivo. Para ello, previamente se
demostré que los IBs no eran téxicos a nivel celular, y que ademds, pueden interactuar

directamente con las células mediante ensayos de fagocitosis.

5.2.1 Evaluacion de la citotoxicidad de los AMPs en células RTS-11

Se evalud la citotoxicidad de los AMPs, asi como del iRFP, mediante el ensayo de viabilidad
celular con azul de tripan en células RTS-11. Las células fueron expuestas a concentraciones
de 2 a 20 pg/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 andlisis estadistico mediante la prueba de Kruskal-Wallis, revelé que no existien

diferencias significativas entre los grupos tratados (p > 0,05).
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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 pg/mL), a las 6 y 24 h postratamiento.
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5.2.2 Determinacion de la capacidad de las células RTS-11 para fagocitar los AMPs

Para evaluar la capacidad de internalizacion de los IBs por parte de células del sistema inmune,
se realizaron ensayos de fagocitosis en la linea celular RTS-11. Las células fueron expuestas
durante 4 h a 20 uyg/mL de Cat o Hep previamente marcados con el fluoréforo Atto 488. La
localizacion intracelular de los IBs se visualizd por microscopia de fluorescencia, y mediante
citometria de flujo se cuantific6 la proporcion de células fagociticas. Las imagenes
microscopicas (Figura 10) mostraron que ambos péptidos fluorescentes se localizaban
predominantemente en el citoplasma adyacente al nucleo, lo que sugiere una eficiente
internalizacioén celular.

DAPI Atto 488 Merge

Hepcidina Catelidicina

Control

Figura 10. Inmunofluorescencia de células RTS-11 tratadas con 20 pg/mL de Cat y Hep durante 4 h.
Control: sin tratamiento. Nucleos tefiidos con DAPI (azul) e IBs tefiidos con Atto 488 (verde), merge:
composicion de la imagen.

Los resultados descritos anteriormente, se confirmaron mediante citometria de flujo (Figura 11
y Apéndice 11.5). Cat mostré un porcentaje de fagocitosis del 68,5 %, mientras que Hep
alcanzé apenas un 11,2 % bajo las mismas condiciones. El andlisis estadistico, confirmé
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 mas susceptible a la fagocitosis por macréfagos que Hep.
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Figura 11. Porcentaje de células RTS-11 fagociticas tratadas con 20 pg/mL de Cat y Hep durante 4 h.
Control: PBS 1X. * p < 0,05, *** p< 0,001
5.2.3 Evaluacion de la capacidad de los AMPs para modular el sistema inmune en
células RTS-11

Se evalud la expresién de los genes il-8, il-10, tnf-a, INOS e il-18, en células RTS-11 tratadas
con Caty Hep a concentraciones de 5, 10 y 20 ug/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 excepcién de iNOS (p = 0,08).
Para este AMP la expresién de il-18 fue significativamente mayor con 20 ug/mL de Cat (p =
0,021), mostrando diferencia significativa respecto a 10 uyg/mL (p = 0,044), pero no a 5 yg/mL
(Figura 12 A). Mientras que la expresion del gen tnf-a, se ve regulada significativamente a la
baja a 10 ug/mL (p = 0,0002), aunque las concentraciones de 5 y 20 yg/mL no presentaron
cambios significativos respecto al control (Figura 12 B). La expresion de gen il-8, fue
significativa al alza para las concentraciones 5y 20 ug/mL (p < 0,05) (Figura 12 C). Por su
parte, el gen il-10 present6 un incremento significativo en su expresion a 20 ug/mL (p = 0,003),
la cual fue estadisticamente superior respecto a 10 ug/mL (p = 0,0004), aunque sin diferencia
respecto a 5 ug/mL (Figura 12 D). El gen iNOS present6 una tendencia general a la disminucion
para todas las dosis, sin alcanzar significancia estadistica (Figura 12 E). Estos resultados
indican que la concentracion 20 ug/mL de Cat promueve la sobreexpresion de il-8, il-10 e il- 1,
mientras que la concentracion de 10 ug/mL disminuye la expresion de tnf-a. No se observo
una respuesta incremental estricta respecto a la dosis, ya que 5y 20 uyg/mL no presentaron

diferencias significativas en ningun caso.
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Figura 12. Expresion génica relativa de células RTS-11 tratadas con catelicidina Cat (5, 10 y 20 pg/mL)
durante 12 h. Genes evaluados: (A) il-18, (B) tnf-a, (C) il-8, (D) il-10 (E) iNOS. Los valores se expresan
como Log, Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicaciéon y =1 una reduccion
a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre si
(p > 0,05).

En cuanto a Hep, se evidenciaron diferencias significativas en la expresion génica de il-8, tnf-
a e INOS (p < 0,05), y ninguna concentracion indujo cambios significativos en la expresion del
gen il-10 ni il-18 respecto al control (Figura 13 A y D). No obstante, el gen il-8, mostr6 una
expresion significativa al alza en células tratadas con 5 y 20 yg/mL (p < 0,05) (Figura 13 C).
Mientras que, la expresion de tnf-a presenté una tendencia a disminuir con dosis 5-20 pg/mL,
pero solo la concentracion de 10 ug/mL mostré una diferencia significativa respecto al control
(p = 0,0060) (Figura 13 B). La expresion de iINOS, disminuyé significativamente a 10 ug/mL (p

= 0,0133), aunque este efecto también se observé con iRFP, que también difirié
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significativamente del control (p = 0,0177) lo que indica que podria no estar asociado

directamente a la accion de Hep (Figura 13 E).
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Figura 13. Expresion génica relativa de células RTS-11 tratadas con Hep (5, 10 y 20 yg/mL) durante
12 h. Genes evaluados: (A) il-1B, (B) tnf-a, (C) ilI-8, (D) il-10 (E) INOS. Los valores se expresan como
Log, Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicacion y -1 una reduccién a la
mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre si (p >
0,05).
5.2.3.1 Evaluacion temporal del efecto de los AMPs para modular el sistemainmune en

células RTS-11

Con el objetivo de entender la dindmica temporal de la expresion génica, células RTS-11
fueron tratadas con las dosis intermedia 10 pg/mL de cada AMP durante 4, 12y 24 h, y se
evalué la cinética de expresion de los genes evaluados anteriormente, asociados a la
respuesta inmune, il-10, tnf-a, INOS, e il-18. Cat mostro diferencias temporales significativas

(Kruskal-Wallis test p < 0,05), para los genes tnf-a, e INOS (Figura 14). La expresion del gen
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iINOS, disminuy® significativamente a las 12 h, respecto de las 4y 24 h (p= 0,009y p = 0,035
respectivamente), pese a esta diferencia temporal, no se evidencio diferencia respecto al
control en ningun tiempo evaluado (Figura 14 C). La expresién del gen tnf-a (Figura 14 B),
difirié 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 observéd diferencia temporal
significativa (Figura 14 D), y aunque el gen Il-718 no presenté cambios significativos entre los

tiempos, se observé una tendencia al aumento de la expresion a las 24 h (Figura 14 A).
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Figura 14. Expresion génica relativa de células RTS-11 tratadas con Cat a 10 pg/mL durante 4, 12y
24 h. Genes evaluados: (A) il-18, (B) tnf-a, (C) INOS, (D) il-10. Los valores se expresan como Log,
Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicacién y —1 una reduccién a la mitad).
Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre si (p > 0,05).

Por su parte el tratamiento con Hep, disminuy6 significativamente la expresion el gen tnf-a 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
iI-18 no arrojaron diferencia significativa en los tiempos evaluados (Figura 15 A y D), se
observo una tendencia en la disminucion de la expresion de iNOS a las 12 h (Figura 15 C),

mientras que la expresion del gen il-78 se mantiene casi constante hasta las 24 h, tiempo en
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el cual tiende a incrementar su expresion. El gen il-10 no presenté cambios significativos en

su expresion entre los tiempos (Figura 15 E).
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Figura 15. Expresion génica relativa de células RTS-11 tratadas con Hep a 10 ug/mL durante 4, 12y
24 h. Genes evaluados: (A) il-18, (B) tnf-a, (C) INOS, (D) il-10. Los valores se expresan como Log,
Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicacién y —1 una reduccioén a la mitad).
Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre si (p > 0,05).
También, se evalué la expresion 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 pg/mL de
AMPs. Las células tratadas con Cat presentaron una disminucion de la expresion de il-6 a las
24 h respecto al control (p = 0,03), sin diferencia temporal de la expresion (Figura 16 A), aunque
este hecho también se observd en célula tratadas con iRFP. Este AMP, tendi6 a incrementar
la expresion del gen cox-2 a las 24 h, sin diferencia temporal de la expresion (Figura 16 B).
Por el contrario, Hep no indujo ningtn cambio significativo en los genes il-6 y cox-2 (Figura 16

CyD).
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Figura 16. Expresion relativa de los genes il-6 y cox-2, en células RTS-11 tratadas con Cat (Ay B) y
Hep (Cy D) a 10 ug/mL durante 4 y 24 h. Los valores se expresan como Log, Fold Change (escala
lineal simétrica, donde +1 indica una duplicacién y —1 una reduccién a la mitad). Tratamientos que
comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre si (p > 0,05).
5.2.4 Evaluacion de la respuesta inmune mediada por los AMPs en el salmon del

Atlantico

El ensayo in vivo con S. salar se realiz6 utilizando estanques individuales por duplicado para
cada tratamiento (Cat y Hep), ademas 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 proteina iRFP se utiliza ampliamente en biologia
como marcador fluorescente no téxico, por lo que se desconocen los motivos que provocaron
el deceso de los peces, podria asociarse a una contaminacion provenientes de agentes

externos al iRFP.

5.2.4.1 Anélisis de expresion génica

Peces tratados con 5 mg/kg de Cat o Hep mostraron una modulacién en la expresion de los
genes proinflamatorios il-18, il-8, y el gen antiinflamatorio il-10 en rifibn anterior, con

variaciones dependientes tanto del tiempo como del tratamiento. En el caso de Cat, el gen il-
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18 (Figura 17 A) increment6 significativamente su expresién a las 6 h (p = 0,03) y disminuy6
significativamente a las 24 h (p = 0,004). Mientras que, el gen il-8 present6 una expresion al
alza significativa a las 12 h respecto al control 0 h (p = 0,005), aunqgue sin diferencias frente al

control PBS (Figura 17 C). Los genes tnf-a e il-10, no mostraron diferencia significativa en sus

niveles de expresion (Figura 17 B y D)
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Figura 17 Expresion génica relativa del rifién anterior de salmén del Atlantico tratados con Cat 5 mg/kg
durante 6, 12 y 24 h. Genes evaluados: (A) il-18, (B) tnf-a, (C) il-8, (D) il-10. Los valores se expresan
como Log, Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicaciéon y -1 una reduccion

a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre si

(p > 0,05).

El tratamiento con Hep indujo significativamente la expresion del gen il-78 a las 12 h respecto
a los controles de 0 hy PBS (p < 0,005) (Figura 18 A), mientras que a las 24 h se observo una
disminucion significativa de la expresion de este gen (p < 0,005). El gen il-8 se expreso
significativamente al alza a las 12 h (p = 0,004) respecto al control O h, pero no se observo una
diferencia significativa respecto a PBS (Figura 18 C). Para el gen il-10, se observé una
diferencia temporal de la expresion entre las 12 hy las 24 h (p = 0,012), pero el tratamiento no
indujo la respuesta significativa en la expresion respecto a la condicion inicial, ni respecto al

control PBS (Figura 18 D). La expresion de tnf-a no presento diferencias estadisticamente
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significativas temporales o en su expresién respecto al grupo control, aunque se observé una

tendencia a la baja a las 24 h (Figura 18 B).
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Figura 18. Expresion génica relativa del rifion anterior de salmén del Atlantico tratados con Hep a 5
mg/kg durante 6, 12 y 24 h. Genes evaluados: (A) il-18, (B) tnf-a, (C) il-8, (D) il-10. Los valores se
expresan como Log, Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicacién y =1 una
reduccion a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias
significativas entre si (p > 0,05).

5.2.4.2 Cuantificacién de TNF-a en plasma

Se determind la concentracion de la proteina TNF-a en plasma, como marcador inflamatorio
funcional (circulando en sangre) y no solo transcripcional, en diferentes tiempos (6, 12 y 24 h),
en peces tratados con Cat y Hep. El tratamiento con Cat no se presentd diferencias
significativas frente al control PBS en ningun tiempo evaluado. Sin embargo, se detectdé un
incremento significativo en los niveles de TNF-a 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, solo fue

posible determinar, una disminucion temporal entre las 6 y 12 h (p = 0,039) (Figura 19 B)
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Figura 19. Concentracién en plasma de TNF-a de salmén del Atlantico tratados con (A) Caty (B) Hep
a 5 mg/kg durante 6, 12 y 24 h. Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias
significativas entre si (p > 0,05).

5.2.5 Evaluacién de la biodistribucién de IBst a 6rganos del sistema inmune en el

salmoén del Atlantico

Dado que Cat, presentd una mayor fagocitosis en los ensayos in vitro con células RTS-11, se
evalud la biodistribucion de esta proteina nanoestructurada previamente marcada con Atto
488, a 6rganos linfoides (rifidn anterior y bazo) de salmén del Atlantico, tras su administracion
intraperitoneal, mediante citometria de flujo. Se registraron mas de 100.000 eventos por
muestra en cada uno de los tiempos de muestreo 24, 48 y 72 h posinyeccion. Se obtuvo un
porcentaje promedio de células mieloides de 15,5 % + 6,14 % en el bazo y de 43,92 % + 7,18

% en el rifdn anterior.

En el rindn anterior, la proporcion de células fluorescentes fue significativamente mayor
respecto al control (p < 0,05), con un maximo a las 24 h (5,8 %) (Figura 20 A). En contraste,
en el bazo se observo una tendencia opuesta, registrando el maximo a las 72 h (21,7 %), el
cual fue significativamente mayor respecto al control (p < 0,05) (Figura 20 B). Este valor
también representé la Unica diferencia en el analisis comparativo entre ambos 6rganos (p =
0,0044) (Figura 20 C).
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Figura 20. Biodistribucién de Cat a rifién anterior (A) y bazo (B) de salmdn del Atlantico a 24, 48y 72
h. Control = PBS 1X. (C) Rifién anterior vs. Bazo. Tratamientos que comparten la misma letra no
presentan diferencias significativas entre si (p > 0,05).

5.3 Objetivo 3. Evaluar la eficacia de las proteinas nanoestructuradas para el control

de P. salmonis y su potencial para ser administradas por via oral.

5.3.1 Evaluacién de la eficacia de los AMPs para modular las respuestas

inmunoldgicas de P. salmonis en células RTS-11

Con el fin de evaluar el efecto inmunomodulador de Cat frente a un modelo de infeccion in vitro
con P. salmonis, se aplicé una dosis de 20 ug/mL a células RTS-11durante 4 h, la cual en
ensayos previos estimuld los genes il-8, il-10 e il-18. Posteriormente estas células fueron
infectadas con P. salmonis (MOI 1). Se analiz6 la expresion de genes relevantes en la
respuesta inmunitaria a esta bacteria como ifn-y, il-12, il-10, tnf-a e INOS. A pesar de que se
regulo al alza la expresion de los genes tnf-a, il-10 e iINOS, en ningun caso se observo
diferencias significativas entre las células infectadas con o sin tratamiento (Figura 21 A, Dy
E). Los genes ifn-y e il-12 no mostraron cambios significativos entre ninguno de los grupos
(Figura 21 By C).
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Figura 21. Andlisis de expresion génica de células RTS-11 tratadas con Cat a 20 ug/mL durante 4 h e
infectadas con P. salmonis (MOI 1) durante 24 h. Genes evaluados: (A) tnf-a, (B) il-12, (C) ifn-y, (D) il-
10, (E) iINOS. 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 Log, Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicaciéon y —1 una reduccion
a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre si
(p > 0,05).

Dado que, en el experimento previo, el tratamiento con Cat antes de la infecciébn no mostré un
efecto claro sobre la modulacion génica frente a P. salmonis, se planteé una segunda
estrategia experimental para evaluar su efecto posinfeccion. En este nuevo enfoque, las

células RTS-11 fueron inicialmente tratadas con Cat a 20 ug/mL durante 4 h, luego infectadas
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con P. salmonis (MOI 1), y tras 24 h de infeccién, se reaplicé el tratamiento durante 4 h
adicionales. Se evaluaron los mismos genes inmunologicos que en el ensayo anterior (ifn-y, il-
12, il-10, tnf-a e INOS), con el objetivo de comparar los efectos del tratamiento pre y

posinfeccion.

En este esquema, Unicamente los genes tnf-a e INOS mostraron diferencias significativas entre
los grupos experimentales (p < 0,05), mientras que il-10, il-12 e ifn-y no presentaron cambios
significativos en su expresion (Figura 22). En el caso de tnf-a, las células infectadas, tanto
tratadas como no tratadas, incrementaron significativamente la expresion de este gen respecto
al control no infectado (p = 0,0232 y p = 0,0175, respectivamente) (Figura 22 A). Mientras que,
la expresion de iINOS disminuy6 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 replicé en la linea celular SHK-1 para validar los efectos
inmunomoduladores observados en RTS-11, evaluando la accion de Cat y Hep frente a P.
salmonis. Las células fueron tratadas con 20 ug/mL de cada péptido durante 24 h y luego
infectadas con P. salmonis (MOI 10) por 24 h adicionales. Se incluy6 iRFP como control de
proteina en IBs sin efecto inmunomodulador conocido, para discriminar los efectos del carrier.
Se analizaron los genes tnf-q, il-1G, il-10, il-8 e iINOS. Los AMPs no indujeron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de expresion de los genes evaluados, entre las
células infectadas con y sin tratamiento (Figura 23 y Figura 24), aunque llama la atencion 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. Andlisis de expresién génica de células RTS-11 tratadas con Cat a 20 pg/mLpre y
posinfeccion. Genes evaluados: (A) tnf-a, (B) il-12, (C) ifn-y, (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 Log, Fold Change (escala lineal
simétrica, donde +1 indica una duplicacién y -1 una reduccion a la mitad). Tratamientos que
comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre si (p > 0,05).
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Figura 23. Expresion génica relativa de células SHK-1 tratadas con Cat a 20 pg/mL durante 24 h, e
infectadas con P. salmonis (MOI 10) durante 24 h. Genes evaluados: (A) il1-g8, (B) tnf-a, (C) il-8, (D) il-
10, (E) iNOS. Control = PBS 1X. Los valores se expresan como Log, Fold Change (escala lineal
simétrica, donde +1 indica una duplicacién y -1 una reduccion a la mitad). Tratamientos que
comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre si (p > 0,05).
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Figura 24. Expresion génica relativa de células SHK-1 tratadas con Hep a 20 pg/mL durante 24 h, e
infectadas con P. salmonis (MOI 10) durante 24 h. Genes evaluados: (A) il1-g8, (B) tnf-a, (C) il-8, (D) il-
10, (E) iNOS. Control = PBS 1X. Los valores se expresan como Log, Fold Change (escala lineal
simétrica, donde +1 indica una duplicacion y —1 una reduccion a la mitad). Tratamientos que
comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre si (p > 0,05).

5.3.2 Evaluacién 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 uM), y se evalué el efecto a

las 6 y 24 h. Se incluyé como control de IBs iRFP, y como control negativo solucion ringer. El
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analisis de Kruskal-Wallis realizado por patdégeno y tratamiento revel6 diferencias significativas
entre los grupos (p < 0,01).

Cat tuvo efecto sobre P. salmonis a 5 y 20 uM (p < 0,01), sin diferencia significativa entre las
concentraciones, observdndose un 43,3 y 40,6 % de supervivencia bacteriana
respectivamente. Este efecto sOlo se observé a las 6 h, ya que a las 24 h ninguna
concentracion disminuyé significativamente la supervivencia respecto al control (Figura 25 Ay
B). Aunque el grupo control iRFP, tuvo efecto entre 0,1y 5 uM, a las 6 h (p < 0,001), y entre
0,1y 1 puM a las 24 h. Por su parte, Hep a 20 uM no tuvo efecto significativo sobre la
disminucion de la supervivencia de P. salmonis, pero si todas las concentraciones inferiores
(p < 0,05), alcanzando una supervivencia maxima de 40,0 % a5uM alas 6 hy 32 % a las 24
h, sin embargo, sigue una tendencia similar al iRFP (Figura 25 C y D). A los 12 dias, P.
salmonis, tratadas con Cat presenta un promedio de supervivencia del 45 %, mientras que con
Hep del 57 % (Apéndice 11.7)
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Figura 25. Porcentaje de supervivencia de P. salmonis tras exposicion 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 Determinacién de la estabilidad de los AMPs

Para determinar si los AMPs en formato de IBs son potencialmente administrables por via 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 explotacién
industrial y la estabilidad del producto final, se determiné su efectividad posterior a someterse
a la liofilizacion (presentacion para almacenamiento) y a temperaturas de 100°C (simulando la
resistencia al proceso de extrusion). Para todos estos ensayos de estabilidad, se seleccion6
Cat a 20 pug/mL, en células RTS-11 y se cuantificd la expresion del gen proinflamatorio il-8 y

antiinflamatorio il-10 a las 24 h, se consideré como control negativo PBS.

Los IBs liofilizados disminuyeron significativamente la expresion del gen il-10 (p = 0,0231),
mientras que la temperatura de 100°C, favorecid la expresién del mismo respecto a otras
condiciones (p < 0,05), aunque sin diferencia significativa respecto al control negativo (Figura
26 A). Al evaluar la expresion del gen il-8, se observd un incremento significativo de la
expresion 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 expresién de

iI-10 e il-8, aunque, se observé una tendencia a la baja en la expresion de ambos genes.
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Figura 26. Expresion génica relativa de (A) il-10 y (B) il-8, de células RTS-11 tratadas con Cat a 20
pa/mL durante 24 h. Cat Liof = Cat liofilizada, Cat pH = Cat sometida a pH 2y pH 8, Cat Temp =
catelicidina sometida a 100°C durante 30 min.

El disefio 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 optimizacion de
los rendimientos de expresion para dichos péptidos, se optd por de evaluar la viabilidad
tecnologica y el comportamiento de la plataforma de IBs, empleando la citocina IL-13 de
salmén del Atlantico como proteina modelo previamente caracterizada en el Laboratorio de

Genética y Gendmica Aplicada (ver Apéndice 11.9).
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6. Discusioén

6.1 Objetivo 1: Producir y caracterizar proteinas nanoestructuradas de salmon del

Atlantico 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 patégenos, sino también por su capacidad de modular la inmunidad
innata a través de la interaccién con receptores de membrana y la activacion de respuestas
celulares tempranas (Katzenback, 2015; Masso-Silva & Diamond, 2014). Sin embargo, su
produccién en sistemas bacterianos representa un desafio técnico, principalmente por su
toxicidad en las células hospedadoras, debido a sus propiedades catidnicas, ademas su
pequefio tamafio, los hace susceptibles a la degradacion proteolitica (Y. Li, 2011). La fusion
de AMPs con dominios estructurales es una estrategia ampliamente utilizada para mejorar
estabilidad, solubilidad o promover agregacion en sistemas recombinantes(Y. Li, 2011; Miao
et al., 2024).

En este contexto, KSI, una proteina de 14 kDa altamente hidrofobica, se ha utilizado para dirigir
proteinas hacia IBs y proteger al hospedador del efecto bactericida de los péptidos (P. M.
Hwang et al., 2014; Kuliopulos & Walsh, 1994; Rodriguez et al., 2014). La incorporacién de
esta secuencia a Cat y Hep provocd cambios fisicoguimicos importantes, tales como, el
aumento del peso molecular, disminucién del 35,2 % y 58,7 % en los indices de inestabilidad
de Cat y Hep respectivamente. Aumento del 65,3 % de hidrofobicidad para Cat, mientras Hep,
mantuvo valores cercanos a la neutralidad hidrofobica. Ademas, la probabilidad de
insolubilidad, aument6 83,6 % para Cat y 86,9 % para Hep. Coherente con reportes que
demuestran que KSI puede duplicar la estabilidad de las proteinas fusionadas (Mehri et al.,
2021), los resultados demuestran que, la KSI podria actuar como un dominio de agregacion, y

por tanto, como un estabilizador estructural.

La propiedades fisicoquimicas intrinsecas de cada proteinas (secuencia, carga neta,
hidrofobicidad), condicionan el patrén de agregacion (Ramon et al., 2014). La agregacion en
forma de IBs, puede representar alrededor del 40-50 % de las proteinas recombinantes totales
(Idicula-Thomas & Balaji, 2007; Kumar, 2011). Esto coincide con nuestras propias
observaciones, los IBs para ambos AMPs a las 5 h, representan mas del 70 % de las proteinas
totales. Esta proporcion, se debe a que, la cepa E. coli BL21(DE3) pLysS permite un control
mas estricto de la expresion de proteinas para la expresion de proteinas toxicas, pero también
promueve la agregacion cuando las tasas de traduccién sobrepasan la capacidad de

plegamiento celular (Agilent Technologies, 2010; Lopez-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 acumulacién de IBs,

en més del 50 % del total de proteinas recombinantes producidas.

La cinética de expresion evidencié que Cat y Hep se acumularon preferentemente en IBs
desde las 3 h. Cabe destacar que la agregacion no es uniforme ni constante, estudios han
reportado una variabilidad significativa incluso para una misma proteinas, ya que los IBs
bacterianos son estructuras dinAmicas que resultan de un desequilibrio entre la agregacién y
los procesos de solubilizacion (M. M. Carri6é & Villaverde, 2001a). Los resultados de la cinética
demuestran que la formacion de IBs no solo estd determinada por la eficiencia del sistema de
expresion, sino también por las caracteristicas propias de cada proteina y su interaccion

dindmica con el entorno celular.

Cabe destacar que la cuantificacion de los IBs mediante Western blot, utilizando como
referencia la fraccion soluble purificada, constituye una estimacion indirecta, por lo tanto,
conlleva un margen de incertidumbre. No obstante, la variabilidad experimental de la
cuantificacion entre viales del mismo lote no supera el 10%, ademas, el R? > 0,98 de la curva
de calibracién valida la relacién entre la carga de la muestra y la intensidad de la banda,
permitiendo determinar el rango lineal de deteccion del ensayo (Arakawa et al., 2025; Pillai-
kastoori et al., 2020). La cuantificacion por Western blot resulta mejor que los ensayos
colorimétricos clasicos como BCA o Bradford, porque los IBs purificados a partir de E. coli no
son agregados homogéneos de la proteina de interés, sino que retienen de forma variable
proteinas de la célula hospedera (Balta-Foix et al., 2024). En consecuencia, la cuantificacion
mediante técnicas como el ensayo de BCA resultaria imprecisa al medir el contenido proteico
total del agregado, generando una sobreestimacion sistematica de la concentracion real del
AMP, aunque podria usarse de forma complementaria al Western blot. Ademas, para escala
industrial la cuantificacibn podria hacerse siguiendo la patente EP2174140B1, esta
metodologia consiste brevemente en la estimacidn de la concentracion proteica mediante el
peso seco de los agregados tras una calibracién por HPLC, eliminando la dependencia de

anticuerpos.

La composicion quimica de los AMPs, la cepa utilizada y las condiciones del cultivo, y el tiempo
de produccién, no solo influye en la eficiencia de formacién de IBs durante la produccion, sino
también en su morfologia.(Masso-Silva & Diamond, 2014; Upadhyay et al., 2012). Cat posee
una mayor hidrofobicidad y un contenido mas elevado de residuos basicos, lo que favorece
interacciones hidrofébicas y electrostaticas fuertes entre proteinas parcialmente plegadas,
promoviendo la formacion de nucleos de agregacion estables y compactos (Ferenczy &

Kellermayer, 2022). En contraste, Hep, presenta un perfil mas hidrofilico, y un menor contenido

69



de residuos bésicos, lo que podria reducir su propension a interacciones fuertes y permitir una
agregacién menos densa. Estas variables dan lugar a las diferencias en forma y tamafo de
los IBs, aunque estos en general, se han descrito como particulas pseudo-esféricas, que
oscilan entre aproximadamente 50 y 500 nm (Garcia-Fruitos et al., 2009; Margreiter et al.,
2008; Masso-Silva & Diamond, 2014).

Se demostré que los IBs presentan diferencias en su resistencia tanto a agentes caotrépicos
como la urea, como a la degradacion proteolitica. Si bien Cat alcanza, al menos, el 50 % de
solubilizacion 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, porgue su accién desestabiliza
tanto las interacciones hidrofébicas como los puentes de hidrégeno que mantienen a las
proteinas agregadas (Balta-Foix et al., 2024; Carr et al., 2013). De esta manera, una menor
concentracion de urea requerida para solubilizar refleja una organizacién menos estable del
agregado, mientras que una mayor concentracién indica una red de interacciones mas fuerte
y compacta. Asi, las diferencias observadas entre Cat y Hep sugieren que cada proteina forma
IBs con distinta composicién estructural y grado de compactacion, lo que repercute

directamente en su resistencia frente a agentes caotrépicos.

Cuando los IBs son expuestos a la proteinasa K, Hep es menos resistente a bajas
concentraciones que Cat. La digestion depende de la heterogeneidad entre las diferentes
conformaciones proteicas presentes en el IB (Singh et al., 2020). En este sentido, la estructura
B-amiloide, en general suele ser mas resistentes que las proteinas en conformacion nativa
(Bocharova et al., 2006; Kushnirov et al., 2020). En otras palabras, un IB con mayor contenido
de proteina en conformacion nativa es mas inestable, que las conformaciones plegados parcial
o0 incorrectamente (Bakholdina et al., 2021). Por lo tanto, la mayor resistencia a la protedlisis
de Cat, podria ser indicativo de que presenta una mayor proporcién de estructuras -amiloide,
en comparacion de Hep, lo cual impacta en la actividad del IB (Peternel et al., 2006). Esto
coincide con los analisis bioinformaticos, 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 proteinas (Chiti & Dobson,
2009). Sin embargo, varia drasticamente dependiendo de las caracteristicas intrinsecas de las
cadenas polipeptidicas y de las condiciones ambientales, por ejemplo: pH, temperatura, estrés
celular, disponibilidad de oxigeno, entre otros (Garcia Fruités & Aris Giralt, 2022; Villar-Piqué
& Ventura, 2014).

70



Aunqgue la propension a la insolubilidad, y por tanto a la agregacion de una proteina, se puede
predecir mediante algoritmos bioinformaticos, la proporcion exacta de estructuras B-amiloides
respecto a la fraccién correctamente plegada, es variable (Garcia Fruités & Aris Giralt, 2022;
Villar-Piqué & Ventura, 2014). Para determinar este porcentaje con precision, se recurre a
métodos semicuantitativos como la tincién con rojo Congo, y fluorescencia con tioflavina (ThT),
gue aprovechan la capacidad de estas moléculas para unirse especificamente a las
hendiduras hidrofébicas de las laminas $-amiloides (Singh et al., 2020; Upadhyay et al., 2012).
Otro método comunmente empleado es la espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de
Fourier (FTIR), que permite una cuantificacion directa al detectar las vibraciones de los enlaces
de la estructura principal de la proteina (region de la amida I), donde las estructuras de
agregados amiloides absorben de manera caracteristica en longitudes de onda especificas
(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 mas precisa la proporcién entre 3-

amiloide y proteina en forma nativa.

6.2 Objetivo 2: Analizar la capacidad de las proteinas nanoestructuradas para

estimular el sistemainmune del salmoén del Atlantico

Los IBs bacterianos pueden liberar cantidades sustanciales de proteina recombinante
funcional in vivo, asi como en condiciones no desnaturalizantes in vitro, caracteristica deseada
en su uso como portadores de enzimas o nanomateriales (Ramon 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 produccién bacteriana, tales como ADN bacteriano, ARN
y componentes de la pared celular, incluidos LPS y PGN, que para productos farmacolégicos
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 demostré que los IBs no afectaron la viabilidad de las células RTS-11,
manteniendo mas 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, posicionandolos como una plataforma
segura de biomateriales (Barguilla et al., 2022). Por otra parte, estudios han vinculado la
alteracion de la integridad de las membranas celulares, con la accion de proteinas mal
plegadas, formadoras de poros, o patrones de agregacion fibrilar, que puede conducir a la

muerte celular (Bucciantini et al., 2004; Gonzalez-Montalban et al., 2006). La alta viabilidad
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celular observada con nuestros IBs sugiere que no adoptan conformaciones fibrilares toxicas

0 que su patron de agregacion no compromete la integridad de la membrana celular.

Se demostr6 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 pg/mL, con una clara ventaja de Cat (68,5 %) frente a Hep (11,2 %). Otros
estudios, han demostrado que alrededor del 70 % de macréfagos de trucha (RT-HKM) tratados
con IBs a 40 pg/mL, son positivos para la captacion de IBs, con una clara correlacion lineal
entre el tiempo y los valores de internalizacion (Torrealba, Seras-Franzoso, Mamat, Wilke,
Villaverde, Roher, & Garcia-Fruités, 2016).

Las caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas, tales como el tamario, 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-a, IL-1(3, IL-6 y
metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) (Algahtani et al., 2020; Gustafson et al., 2015; Lafuente
et al., 2020). En este contexto, las propiedades fisicoquimicas de Cat, tales como, carga
positiva neta, punto isoeléctrico alcalino, y menor tamafio respecto a Hep, favorecen la
interaccion electrostatica con la membrana de los macréfagos y su consecuente internalizacion
(Swami & Shahiwala, 2013). Mientras que Hep, al presentar una carga casi neutra (14 residuos
béasicos frente a 15 &cidos), un pl cercano a la neutralidad (6,88) y un tamafio mayor (0,484

um), podria restingir su eficiencia endocitica (Swami & Shahiwala, 2013).

Esto denota la importancia de la ingenieria de proteinas recombinantes terapéuticas,
orientadas a mejorar el disefio estructural y funcional de proteinas recombinantes (Shad et al.,
2025). Por ejemplo, una estrategia emergente, es la modificaciéon en la carga, ya que las
proteinas positivamente supercargadas pueden ser absorbidas en grandes cantidades en las
células, lo que las hace Utiles para aplicaciones donde se desea la entrega intracelular
(Ebrahimi & Samanta, 2023). De este modo, la manipulacion racional de la estructura y carga
proteica permite alinear el desarrollo de estos biomateriales con los principios de Calidad por
Disefio (QbD), una metodologia sistematica 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 compactacion y carga positiva de Cat
podrian facilitar el arrastre de restos proteicos o material genético residual de E. coli, como se
ha documentado para ADN bacteriano o proteinas de membrana (Brandenburg et al., 2003;
Schromm et al., 1996). Dosis moderadas de LPS pueden inducir la activacion de macréfagos

en especies como O. mykiss y S. salar promoviendo un efecto proinflamatorio, mediante la
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expresion génica de il1-B, il-8 y tIr5 (Nualart et al.,, 2023; Pietretti & Wiegertjes, 2014;
Sukhovskaya et al., 2025; Swain et al., 2008), Por lo tanto, la contribucién del LPS como
componente endotéxico 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 teledsteos, mejorando las respuestas de defensa, e interviniendo en la expresion
de factores inflamatorios como las citocinas il-8, la il-18 y tnf-a, y se estan considerando como
posibles terapias alternativas contra patégenos (Rashidian et al., 2021; Rima et al., 2021).
Ademas de esto, los IBs poseen propiedades inmunoestimulantes intrinsecas, 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 (NFkB) mediada por respuesta primaria de diferenciacién mieloide 88
(MyD88) (S. Liu et al., 1997; Schetters et al., 2020; Torrealba, Seras-Franzoso, Mamat, Wilke,
Villaverde, Roher, & Garcia-Fruit6s, 2016).

En el presente estudio, Cat a 20 pg/mL (1 uM) indujo la expresién de los genes il-8, il-16, e il-
10, alas 12 h y disminuyd la expresion de tnf-a. Este patrén de regulacion sugiere que Cat a
esta concentracion, podria estar promoviendo una respuesta inmune balanceada, donde se
estimula la quimiotaxis y la activacion celular a través de IL-8 e IL-13, mientras se atenua la
inflamacién exacerbada mediante la supresién de TNF-a y la inducciéon de IL-10. Se ha
reportado que Cat induce de la expresién de quimiocinas, la polarizacion de los macréfagos,
la influencia en la fagocitosis, y la regulacién de la activacion de TLR tanto extracelular como
intracelular (De Yang et al.,, 2000; Scheenstra et al., 2020). En el salmén del Atlantico
especificamente, se ha demostrado que Cat regula significativamente al alza la expresion de
il-8 en leucocitos de sangre periférica (PBL), a las 5-8 h después de la estimulacién a
concentraciones de 2,5 uM, 5 yM, 10 uM, aungue el aumento de la expresiéon es transitoria,
regresando a niveles basales a las 16 h en PCL estimulados con catelicidina 2 (Bridle et al.,
2011). Si bien, se podria 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 induccién selectiva de quimioquinas, el
reclutamiento subsecuente de monocitos y macréfagos, ejerciendo actividades
inmunomoduladoras (Van Dijk et al., 2016). Como ya se ha discutido, induce selectivamente
la transcripcion de il-8, aunque también tiene la capacidad de inhibir significativamente la

transcripcion de los genes tnf-a, 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 disminuyd significativamente
la expresion tnf-a a las 12 h, e il-6 a las 24 h, a dosis de 10 pg/mL (0,5 uM). El perfil
antiinflamatorio se ve favorecido con el incremento de la expresion de il-10, a las 12 h a dosis
de 20 pg/mL (1 uM), mucho menor a la dosis de 5 UM reportada por otros autores, para la

sobreexpresion de este gen posterior a las 3 h de tratamiento (Peng et al., 2020).

Por otra parte, en relacion a la regulacion de la expresion el gen cox-2, e iINOS, Cat parece
comportarse de manera similar a otras moléculas que promueven las respuestas
antiinflamatorias. La disminucion de il-6, y el incremento de il-10, indican supresion de las
potenciales respuestas inflamatorias, en las que se suprime la actividad de NF-kB, que es un
factor importante en la regulacion transcripcional de genes proinflamatorios, como il-6, NO,
iINOS 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 modulacién clara sobre los genes relacionados a la
inflamacién, tanto proinflamatorios como antiinflamatorios, por lo cual su funcion se puede

atribuir al mantenimiento del equilibrio homeostatico en la respuesta inmune.

Las hepcidinas de los teledsteos, ademéas de tener propiedades reguladoras del hierro y
antimicrobianas, han demostrado propiedades inmunomoduladoras. En nuestro estudio los
resultados muestran una tendencia similar a la proteina control iRFP a dosis de 10 pg/mL (0,5
UM), 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 expresion del gen il-8, y supresion de
tnf-a e INOS a las 12 h, indican que hay un reclutamiento activo de neutréfilos, mientras se
suprimen ciertos mediadores inflamatorios. Autores han reportado que células RTS-11
tratadas con Hep a 10 uM, expresan la citocina proinflamatoria TNF-a a las 6 h, mientras que
a las 12 h, no hay expresion significativa de esta citocina (Alvarez 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.

Ademas de lo anterior, estudios demuestran que macréfagos tratados con Hep a 16 ug/mL,
durante 1 h, reducen la induccion de TNF-a, IL-1a, IL-8, y IL-6, sugiriendo que Hep tiene un
efecto antiinflamatorio (Dan et al., 2017). Esto promueve la polarizacion de los macréfagos al
tipo M2, con lo cual disminuye la translocacion nuclear de NF-kB, la liberacion de citocinas
proinflamatorias y la formacion de NO, y por ende la subexpresiéon de iINOS (Agoro et al., 2018).
La expresion de cox-2, también dependiente de las vias inflamatorias, por tanto la inactividad

de estas rutas pueden verse reflejado en su expresion (Soares & Hamza, 2016).

En concordancia con lo anterior, se ha demostrado que macrofagos incubados con Hep, son

capaces de regular los efectos inflamatorios provocados por moléculas proinflamatorias,
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mediados por SOCS3, una proteina 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 expresién de citocinas proinflamatorias inducidas por Hep, se pudo haber dado en
tiempos no evaluados, las endotoxinas presentes en el IB, podrian haber aminorado su
expresion. En este caso, la modulacién de Hep como IBs depende de la sinergia entre el LPS

u otros posibles PAMPs presentes, y el efecto intrinseco de Hep.

A pesar de que Hep presenta un perfil proinflamatorio restringido, con una regulacién negativa
de iNOS, el alza en la expresion de il-8, indica que esta quimioquina se expresa por
mecanismos alternativos al dependiente de NF-kB. Esto incluye la activacion de ROS y MAPK
(p38/ERK), que estabilizan el ARNm de IL-8 independientemente de NF-kB/iNOS (Lee et al.,
2007; X. Li et al., 2023). Esto sugiere que Hep, ejerce su efecto inmunomodulador mediante la
activacion preferencial de vias de sefalizacién no dependientes de INOS para la expresion de

iI-8, lo que debe ser explorado en futuros estudios.

La Tabla 6.1 presenta un analisis sistemético de la especificidad biologica y el perfil
transcripcional inducido por los IBs de Cat y Hep en la linea celular RTS-11 tras 12 h de
estimulo. De manera general, los genes tnf-a, iI-10 e INOS exhibieron respuestas no
especificas al AMP, sugiriendo una activacion basal modulada por el sistema. No obstante, se
evidenciaron respuestas especificas de Cat y Hep. Por un lado, los IBs de Cat gatillaron la
regulacion al alza de il-18 e il-8, perfilandose hacia una respuesta de tipo proinflamatoria.
Mientras que, los IBs de Hep indujeron la expresion de il-8. Estos resultados sugieren que, Si
bien ambos AMPs convergen en la activacion de il-8 como un mediador quimiotactico
especifico, Cat promueve un escenario inflamatorio. Es imperativo destacar que, aunque
existieron respuestas no especificas, que podrian ser atribuibles a la presencia de PAMPs
residuales del sistema de expresion heterélogo atrapados covalentemente en la matriz
proteica, estos componentes contribuyen de manera sinérgica al perfil inmunogénico global
del IB actuando como un adyuvante intrinseco. Sin embargo, de cara a su escalamiento e
inocuidad comercial, es fundamental profundizar en la estandarizacion de los procesos de
purificacion para establecer los limites 6ptimos de esterilidad y apirogenicidad que garanticen

un equilibrio reproducible entre la adyuvancia basal y la seguridad biologica de la plataforma.
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Tabla 6.1 Resumen sistematico del efecto biolégico inducido por Cat y Hep sobre la respuesta inmune
de células RTS-11 a las 12 h postratamiento

Cat Hep
Marcador
5 ug/mL 10 pug/mL 20 pg/mL 5 pug/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
i-18 ns ns Especifico ns ns ns
il-8 Especifico ns Especifico Especifico ns Especifico
tnf-a ns No ' ns ns No ' ns
Especifico Especifico
: No
ilI-10 ns ns Especifico ns ns ns
iNOS ns ns ns ns NO, ' ns
Especifico
il-6* NA NS NA NA ns NA
Especifico
cox-2* NA ns NA NA ns NA

NA: No Aplica; ns: sin diferencia significativa respecto al control; Especifico: diferencia significativa
respecto al IRFP (p < 0,05), efecto atribuible al AMP; No Especifico: sin diferencia significativa respecto
al iRFP (p > 0,05), efecto no atribuible estrictamente al AMP; *: efecto observado a las 4 0 24 h.

Con el propdsito de determinar si el uso directo de citocinas recombinantes ofrecia una ventaja
inmunomoduladora superior frente a los AMPs, se compararon las respuestas inmunoldgicas
de las citocinas IL-10 e IL-12 (Apéndice 11.6). Para ambas se observo un patrén similar de
subexpresion de los genes il-8, tnf-a, e INOS, con diferencia en las dosis efectoras. Mientras
IL-10 tiene un efecto mas marcado a dosis mas altas (10 a 20 pg/mL), IL-12 tiene efecto a
dosis mas bajas (5 pg/mL). Aunque ambas desempefian funciones inmunorreguladoras muy
importantes en la defensa del huésped, y la homeostasis inmunitaria los resultados asociados
a respuestas atiinflamatorias, lo que justificé la decisién de proseguir con los AMPs como

plataforma biotecnol6gica inmunoestimulante, con especial atencion 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 expresion de il-8 a
las 12 h, y la disminucién de il-18 a las 24 h, aunque este Ultimo gen tuvo un incremento en su
expresion 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 liberacion de IL-1B8 a través de la activacion 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 érganos
y células del sistema inmune como macrofagos, y monocitos, presenta un dominio de unién
con lipidos, y proteinas, y regula las respuestas proinflamatorias, a través de la secrecion de
citocinas IL-18 e IL-1B (Chiao et al., 2013; Denlinger et al., 2001). La IL-13 también es una de
las principales citocinas detectada en el rifién anterior de lubinas, tratadas con Hep a 0,2 mg/kg
durante 3 dias (Alvarez et al., 2022). La regulacion al alza de il-18 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
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es apenas perceptible, pero su expresion puede ser inducida rapidamente de 10 a 100 veces
por diferentes inductores, como por ejemplo: IL-1B (Abdelkhalek et al., 2009; Alejo & Tafalla,
2011; Torrealba, Parra, et al., 2016). Los patrones de expresién génica observados tras la
administracién de los IBs, sugieren que pueden inducir respuestas proinflamatorias transitorias

en el salmoén del Atlantico, que permanecen por mas 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 méaxima expresion en ambos
modelos alrededor de las 12 h. Asimismo, en ambos sistemas se detecta una represion de tnf-
a bajo ciertas condiciones. Sin embargo, el gen il-718 muestra un comportamiento inverso,
mientras en el sistema in vitro Cat induce su expresion, en el sistema in vivo esta es reprimida
alas 24 h. Esta diferencia podria deberse a mecanismos de regulacién inmunolégica sistémica

gue no se observan en un modelo celular.

Tabla 6.2 Resumen comparativo de la expresién génica in vitro e in vivo tras el tratamiento con AMPs.

Marcador Cat Cat Hep Hep
(in vitro) (in vivo) (in vitro) (in vivo)

il-18 1 20 pg/mL 16h,124h ns 112h | 24 h
il-8 1 5y 20 yg/mL 112h 15 ug/mL 112h
tnf-a 1 10 pg/mL 124h(ns) | 10 yg/mL ns
il-10 1 20 pg/mL 1 24 h (ns) ns ns
iINOS ! 10 pyg/mL (ns) NA 1 10 pg/mL NA
il-6* 124 h NA ns NA
Ccox-2* 1 24 h (ns) NA 14 h (ns) NA

NA: No Aplica; ns: no significativo; * Dosis 10 pg/mL alas 4y 24 h.

En los ensayos in vivo, no se observo una regulacion significativa de otros genes evaluados
como tnf-a e il-10, en los tiempos considerados (6, 12 y 24 h). Esta ausencia de respuesta
podria deberse a la dosis, tiempos de respuesta, 0 a la complejidad de las respuestas inmunes.
Sin embargo, es importante reconciliar estos datos con la cuantificacion en plasma de TNF-a.
Cat indujo un aumento significativo de la proteina TNF-a 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 internalizacion del tratamiento puede desencadenar una activacion
inmune, que se refleja en la secrecion de citocinas proinflamatorias como TNF-a (Chou et al.,
2017; Garcia et al., 2020; Kobayashi, 2010; Kusaka et al., 2014; Murugan et al., 2015). De
hecho, estudios han reportado una correlacién positiva entre TNF-q, y las catelicidina 1y 2 en

macroéfagos de rifién anterior de trucha arcoiris (Hong et al., 2013).
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Por su mayor propensién a la fagocitosis, Cat se administrd por via intraperitoneal para evaluar
si los IBs son capaces de alcanzar 6rganos linfoides de interés, como el rifién anterior y el
bazo. En el rifidbn anterior, la mayor proporcion de IBs (5,8 %) se detectdé a las 24 h
posinyeccidn, aunque estudios han demostrado que la cantidad de nanoparticulas fagocitadas
en el rifién anterior es menor a las 24 h que a las 6 h (Folgueira et al., 2015). También se ha
reportado que, una capacidad fagocitica total del salmén en leucocitos de sangre periférica y
leucocitos de rifion anterior es de aproximadamente 28 % y 12 %, respectivamente, y puede
observarse desde las 3 h (@verland et al., 2010). Dado que no se evaluaron tiempos anteriores
a las 24 h, no se descarta la idea de que el rifién anterior pueda haber alcanzado niveles

mayores de captacién en las primeras horas posinyeccion.

Por su parte, el bazo mostré un mayor porcentaje de captacion de los IBs (21,7 %) a las 72h,
denotando un 18,4 % mas de células marcadas que el rifidn anterior. En concordancia con
este resultado (Torrealba, Parra, et al., 2016), demostraron que en el pez cebra, los IBs
administrados por via intraperitoneal, son distribuidos al bazo y rifibn anterior, este Gltimo con
porcentajes de células positivas mas bajos (78 £ 7,5 % en el bazo, y 22,9 + 2,4 % en el rifidn
anterior, a las 48 h), con disminucion en el tiempo en ambos casos. Es necesario resaltar que,
en teledsteos, los macrofagos muestran diferencias funcionales significativas bajo la influencia
de diferentes microambientes. Esta diferencia se puede observar en monocitos y macrofagos
de diferentes tejidos incluyendo: rifién, bazo o sangre (Forlenza et al., 2011). Por ello, es
necesario evitar extrapolar las capacidades fagociticas de estas células entre diferentes

tejidos.

Esta diferencia puede explicarse por la distinta composicién celular de cada érgano. El bazo
de salmén se compone principalmente de células B (46,8 %), células T (16,7 %), y en menor
proporcion granulocitos (4,6 %) mientras que el rifién anterior tiene una mayor proporcion de
estos (51 %) (Andresen et al., 2024; Sun et al., 2024). Lo cual coincide con nuestras propias
observaciones de citometria, en el bazo (4,51 % de granulocitos) y el rifibn anterior (44 % de
granulocitos). Al analizar el porcentaje total de células marcadas, se detect6 un 1,1 % en el
riidn 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 rifidon. La percepcién de una mayor captacion en el
bazo, especialmente en la poblacién de granulocitos, parece ser una proporciébn mayor
respecto a la célula parental especifica, es decir, el porcentaje de una subpoblacion que

contiene IBs, en lugar del porcentaje de todas las células del 6rgano.
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Finalmente, la dinamica temporal de la biodistribucion de las nanoparticulas en los peces es
muy rapida. Se ha documentado que en tan solo 6 h, moléculas grandes (> 4 um) pueden
migrar desde los pliegues peritoneales hacia las areas vascularizadas, y a las 24 h, la sefal
de los IBs administrados por via oral ya no es detectable en el intestino (Folgueira et al., 2015;
J. Jietal., 2019). En este sentido, la evaluacién de tiempos inferiores a 24 h es una limitacién
en este estudio, por lo cual es necesario incluirlos, asi como incrementar el nimero de peces
por tiempo (al menos 10), para tener una perspectiva mas amplia en cuanto a la dindmica

temporal de la biodistribucién de estas nanoparticulas.

6.3 Objetivo 3. Evaluar la eficacia de las proteinas nanoestructuradas para el control

de P. salmonis y su potencial para ser administradas por via 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 sefalizacion 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 expresion de il-12 no se altera (Alvarez et al., 2016). Ademas, los genes tnf-a
e il-8 también son marcadores de la infeccién temprana (24 h) por P. salmonis en otros
modelos celulares, tales como SHK-1, ASK y ZKPCC, mientras que el ifn-y parece estar mas
relacionado a las respuesta tardia de la infeccion (5 dias) (Ortiz-Severin et al., 2021). En
nuestros resultados, en las células RTS-11 infectada con P. salmonis, se incremento la

expresion de los genes il-10, tnf-a, e INOS.

No se observé efecto sobre la regulacion de la expresién de los genes relacionados a la
infeccion tras el tratamiento previo con Cat a 5 ug/mL durante 4 h, por lo tanto, este esquema
no logré establecer un nivel protector suficiente para inhibir la internalizacion de P. salmonis.
Esta estrategia experimental, que pretendia solapar la cinética transcripcional del
inmunomodulador con el periodo de infeccion bacteriana, sugiere que dicha ventana temporal
genera un desfase cinético que compromete la traduccion efectiva de las sefiales de la célula
hospedera. Ademas, 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 si sola, tiene una efectividad limitada para eliminar patégenos intracelulares (Pashaie
et al., 2025a). No obstante, tras una segunda estimulacion con Cat, posterior a las 24 h de
infeccion, disminuyo significativamente la expresion del gen iINOS, en las células tratadas
respecto a las células infectadas. Este resultado, en contraste con la observacion de un leve
incremento en la media en la expresion del gen il-10, en el primer esquema experimental,

sugieren un efecto antiinflamatorio directo de Cat sobre el proceso infeccioso inducido por P.
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salmonis. Aunque este efecto modulador favorece la sobrevida de las células hospederas
durante los procesos inflamatorios agudos, no resulta antagénico a la supervivencia de la
bacteria (Rozas-Serri, 2022).

Este fendmeno inmunorregulador de catelicidina se ha reportado en otros estudios,
demostrando la capacidad de este AMP para modular los procesos inflamatorios durante la
infeccidn 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 disminucion de
citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF-a) y aumentd de citocinas antiinflamatorias (IL-
10) durante la etapa aguda de la infeccion, probablemente mediado por la inhibicion de la via
MAPK (JNK1/2 y ERK1/2), y la supresion de la via de sefalizacion NF-kB al impedir la
translocacion nuclear de las subunidades NF-kB, promoviendo asi la polarizacién de los
macrofagos a M2 (Fang et al., 2023; He et al., 2023). Dado que la expresion de iNOS es una
respuesta clave provocada por la bacteria, la capacidad de Cat para inhibir la sobrerregulacién
de este geny reducir los niveles de NO, indica que, lejos de amplificar la inflamacion, Cat actla
mitigdndola. 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
supresion completa de NO a dosis de 5 uM, siendo de hecho el efector mas susceptible a la
regulacion 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 regulacién por

Cat sugiere que el péptido cumple un rol en la resolucion del estrés inflamatorio.

En las células SHK-1, los tiempos de estimulacion no indujeron cambios en las respuestas de
expresion para ninguno de los genes evaluado. Aunque el tratamiento con el IB no
inmunogénico (iRFP), promovio la expresion de il-8 en células infectadas. Por lo cual se puede
intuir que algiin componente en este IB, favorece el efecto inflamatorio durante la infeccién 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 (Mufioz-Flores et al.,
2022). Esto abre la puerta a explorar rutas de sefializacion relacionadas al efecto de PAMPs
sobre el control de P. salmonis, asi como el disefio 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 pM 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 patdgenos. En general los AMPs, al estar cargados positivamente, reconocen

las membranas cargadas negativamente de los microorganismos, y se unen en el area
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hidrofébica de la membrana lipidica, lo que provocard inestabilidad de la membranay la muerte
celular (Joo et al., 2016). No obstante, la actividad de los IBs parece ser mas compleja, ya que
pueden tener superficies hidrofobicas 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; Garcia-Fruités et al., 2007; Z. Li et al., 2025).

P. salmonis es un patégeno Gram negativo, por ende, posee una estructura y composicién en
su membrana que las hace menos permeables a los compuestos hidrofébicos (Doyle, 2000).
Por lo cual podemaos atribuir el efecto observado a la interaccion entre los IBs, y la membrana
celular, y no a la internalizacion del mismo. Esta interaccion, esta dada por parches
hidrofébicos de los IBs, que se unen a la membrana celular y la desestabilizan (de Groot et al.,
2009). Aunque algunas nanoparticulas puedan difundir al interior de las células y ocasionar
dafos a nivel de la maquinaria enzimética, esto no es medible mediante OD, por lo cual seria

necesario profundizar el efecto mediante otros métodos.

Se ha demostrado que las catelicidinas de S. salar controlan patégenos marinos como Vibrio
anguillarum, y Yersinia ruckeri, a dosis de entre 40-80 uM (Bridle et al., 2011). Mientras, que
hepcidinas de O. mykiss tienen efecto sobre P. salmonis a 10 yM (Alvarez 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 (Cata 5 uMy Hep a 0,1 uM).

Llama la atencién que patégenos marinos como: Vibrio anguillaru, y Yersinia ruckeri, son méas
susceptibles a las catelicidinas de mamiferos (Bridle et al., 2011). De hecho, los AMPs de
invertebrados marinos introducidos en los mamiferos pueden desempefiar un papel crucial en
la mediacioén de la interaccion entre los sistemas inmunoldgicos innato y adquirido, por lo cual
estan siendo explorados ampliamente para el control de infecciones y tratamientos alternativos
en medicina humanay veterinaria (Guryanova et al., 2023). En este estudio demostramos que
los AMPs en formato de IBs, tienen un potente efecto sobre patégenos de interés agricola
(Apéndice 11.8). Esto significa que, no sélo son capaces de estimular las vias de la inmunidad
innata, sino de que también tienen un efecto directo sobre los patdgenos, pudiendo obtenerse

un efecto protector por ambas vias durante el proceso infeccioso.

Para determinar si los IBs de Cat pueden potencialmente ser administrados por via oral, se
emularon las condiciones de pH del tracto gastrointestinal, asi como altas temperatura (para

tolerar procesos de extrusion) y liofilizacion (como presentacion final). Se evalud la eficacia
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posterior, mediante analisis de expresion de los genes il-10 e il-8. En las condiciones de pH 'y
liofilizacion, no se alterd significativamente la expresiébn de estos genes, mientras que la
temperatura favorecié el incremento de la expresion en ambos genes. Esto se debe a que, el
aumento de la temperatura, aumenta la entalpia, implicando que el aumento del movimiento
térmico, supera las interacciones estabilizadoras de la proteina (como los enlaces de
hidrégeno y las atracciones de van der Waals) que mantienen su conformacion (Durell & Ben-
Naim, 2021). Ademas, se ha demostrado que, en ciertas condiciones controladas, el aumento
de la temperatura puede inducir una reorganizacion estructural que expone preferencialmente
grupos hidrofilicos, facilitando la formacion de nuevos enlaces de hidrégeno intramoleculares
o con el solvente (Durell & Ben-Naim, 2021). Es decir que el incremento de la temperatura
afecta directamente las interacciones moleculares de las proteinas, estableciendo nuevos
arreglos entre las regiones hidrofilicas e hidrofébicas (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 proteina, y favorece la actividad de IL-8 e IL-10 (Balta-Foix et al., 2024).

La evaluacion de la resistencia a pH en los nanomateriales basados en proteinas para la
administracién de farmacos, es importante, ya que por encima del punto isoeléctrico (pl) las
interacciones hidrofdbicas en la proteina 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 pl es de 10,12, por lo cual puede soportar bien las
variaciones de pH del tracto digestivo. Para el salmén del Atlantico, el pH del estémago varia
entre 2,0 y 7,0, mientras que la actividad proteolitica total intestinal éptima varia entre 7,0 y
12,5 (Krogdahl et al., 2015).

Por otra parte, bajar la temperatura deberia resultar en una estabilizacién creciente de la
estructura nativa (Durell & Ben-Naim, 2021). La congelacion es el primer paso de la
liofilizacion, la cual ha surgido como una solucién potencial para superar la estabilidad de las
nanoparticulas, ofreciendo una solucion a las inestabilidades tanto innatas como externas que
surgen durante el uso de nanoparticulas (Gatto & Najahi-Missaoui, 2023). Aunque esta técnica
no esta exenta de posibles efectos que pueden resultar adversos para algunas nanoparticulas,
por ejemplo particulas pequefias pueden agregarse entre si para para alcanzar un estado
termodindmico més favorable (Pal et al., 2011). Ademas la liofilizacion 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 infecciéon (Torrealba, Parra, et al.,
2016).



Finalmente, como actividad complementaria se produjo IL-1B en biorreactor (Apéndice 11.9),
y se compar6 la eficacia de estos IBs entre la produccion en biorreactor y matraz. La
produccién en biorreactor fue considerablemente menor que la produccion en matraz. Esto se
debe a que, en los matraces, no hay control de pH ni de oxigeno, a medida que el pH
disminuye, incrementa el nimero de IBs por células, respecto a los que se producirian bajo
condiciones controladas de pH (Castellanos-Mendoza et al., 2014; Strandberg & Enfors, 1991).
El pH también impacta directamente en el tamafio de los IBs, bajo condiciones no controladas
los agregados tienen un mayor tamafio que los que se producen con pH controlado, los cuales

tienden a ser mas pequefios (Castellanos-Mendoza et al., 2014).

Los IBs obtenidos en ambos sistemas fueron capaces de inducir la expresiéon de respuestas
proinflamatorias mediadas por los genes il-18 y tnf-a, con una tendencia a un mayor efecto
con los IBs generados en biorreactor. Dado que el tamafio es una de las diferencias notables
entre ambos tipos de producciones, el efecto se puede atribuir a esta caracteristica, ya que la
absorcion por la ruta fagocitica se rige por las caracteristicas fisicoquimicas de las
nanoparticulas, incluidos el tamafio, la forma y las propiedades de la superficie (Hillaireau &
Couvreur, 2009). En este sentido, IBs mas pequefios presentan una mayor relacion
superficie/volumen, lo que puede favorecer su interaccion con receptores celulares y su

posterior internalizacion.

Ademas, se confirmé que la IL-1B contenida en los IBs es bioldgicamente activa, y promueve
una via de autoinduccién 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 proteinas recombinantes, sino que
ademas conservan funcionalidad biolégica suficiente para activar respuestas inmunes

especificas.
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7. Conclusiones

Este estudio demuestra que es factible producir 2 tipos de AMPs, catelicidina y hepcidina de
salmon del Atlantico, en forma de proteinas nanoestructuradas o IBs mediante la expresion en
E. coli, utilizando la secuencia KSI para favorecer su formacién. Se lograron rendimientos,
superiores a 30 mg/L, y los IBs representaron aproximadamente el 70 % de las proteinas

totales a las 5 h de produccion.

Las células RTS-11 son capaces de fagocitar ambos AMPs, aunque con un claro
favorecimiento de Catelicidina (68,5 %) en comparacion a Hepcidina (11,2 %). Estas
diferencias podrian asociarse los modos de interaccion con las células. Ademas, se demostro,
gue Catelicidina administrada a S. salar, puede ser distribuida y alcanzar tejidos linfoides
primarios (riibn anterior) y secundario (bazo), este Ultimo con tendencia incremental,

alcanzando el méximo de células positiva a las 72 h.

Ambos AMPs modularon positivamente la expresién de genes relacionados a las respuestas
inflamatorias y antiinflamatorias en condiciones estériles (sin patégenos). En el sistema in vitro,
Catelicidina promovié una respuesta moduladora clara, caracterizada por la induccion al alza
de los genes il-1B8, il-8 (citocinas proinflamatorias) y de il-10 (citocina antiinflamatoria),
especialmente a concentraciones de 20 pug/mL, también suprimié la expresion de las citocinas
proinflamatorias tnf-a e il-6 a las 24 h, a dosis de10 pg/mL. En este mismo modelo, Hepcidina,
favorecio la expresion significativa de il-8, relacionado al reclutamiento de macréfagos y
suprimié significativamente la expresion de tnf-a e INOS a bajas concentraciones (5-10 pg/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 expresion de il- 18 postratamiento a las 6 h con Catelicidina
y 12 h con Hepcidina, y supresion de su expresion a las 24 h para ambos AMPs. De lo cual se
puede concluir que Catelicidina promueve una respuesta proinflamatoria mas rapida y

sostenida que Hepcidina en el salmén del Atlantico.

Cuando Catelicidina es aplicada, previo o posterior a la infeccion con P. salmonis, no hay un
efecto biol6gico medible que indique control del patégeno en RTS-11 o SHK-1. Ademas, el
efecto modulador de Catelicidina parece favorecer la expresion de genes antiinflamatorios
durante la infeccién, lo que favoreceria la supervivencia de P. salmonis. Aunque si es evidente

gue hay un efecto de ambos AMPs, cuando son afiadidos directamente a P. salmonis logrando
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reducir hasta un 60 % la supervivencia bacteriana, a concentraciones menores a 20 UM para

Catelicidina, y 10 uM para Hepcidina.

Los IBs mantuvieron su funcionalidad tras ser sometidos a condiciones de liofilizacion,
temperaturas elevadas y pH gastrico simulado. Resulta destacable, la mejora en la eficacia de
IBs sometidos a 100 °C en el modelo celular. Ademas, los IBs en biorreactor presentan una

eficacia con tendencia mejora respecto al efecto inmunomodulador in vitro.

Resumiendo, se desarroll6 una plataforma biotecnolégica basada en proteinas
nanoestructuradas bioactivas, y potencialmente escalables, de catelicidina y hepcidina de
salmon del Atlantico. 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 demostré un
efecto protector relacionado a la modulacion de la respuesta inflamatoria durante desafios

celulares con P. salmonis.
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8. Recomendaciones

Validar la cuantificacion por Western blot con la proteina soluble de concentracién conocida,
ademas, explorar otros protocolos de cuantificacion como BCA, con previa desnaturalizacion
de los IBs mediante agente caotrdpicos o siguiendo la patente EP2174140B1. Ademas, en

futuros ensayos se deben explorar otros controles para separar efecto AMP/KSI/IB/endotoxina.

Es necesario replantear las estrategias de determinacion de la eficacia de los IBs para el
control de P. salmonis, debido a que la determinacién de la expresién génica no es
determinante para la expresion 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 investigacién y avanzar hacia aplicaciones
practicas, es fundamental determinar la capacidad protectora real de la plataforma frente a un
desafio de infeccion en S. salar. Esta etapa requiere la definicion previa de la dosis letal 50
(LD50) de P. salmonis en el hospedador para asegurar un modelo de desafio controlado.
Sobre esta base, se disefiaran protocolos de inmunizacion que contrasten la eficacia de la via
de administracion intraperitoneal frente a la administracién oral, empleando frecuencias
acordes a las empleadas en los centros acuicolas, y dosis escaladas a partir de los hallazgos
in vitro. La evaluacion del efecto protector incluira marcadores como la mortalidad acumulada,

y la carga bacteriana por gPCR.

Para la administracién por via oral como la estrategia de administracién mas viable para la
industria, es fundamental esclarecer el mecanismo de absorcién de los cuerpos de inclusién a
nivel de la mucosa intestinal del salmén. Por lo tanto, futuros ensayos deben orientarse a
determinar cOmo estas proteinas nanoestructuradas atraviesan la barrera epitelial digestiva y

son capturadas por las células del sistema inmune.

Asimismo, es prioritario establecer ventanas temporales Optimas para los ensayos de
biodistribucién. Esto permitira establecer con precision la cinética de transporte sistémico hacia
los érganos linfoides diana (bazo y rifién anterior) y establecer el tiempo de permanencia del

bioproducto en el organismo.

Para potenciar las caracteristicas intrinsecas de las proteinas nanoestructuradas, se es

necesario la optimizacion de su arquitectura molecular. Esto implica incorporar analisis
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comparativos con otras etiquetas de fusion y sistemas de expresion validados a nivel industrial,

asi como establecer criterios claros de hidrofobicidad y carga.

Con el proposito de establecer la eficacia relativa de esta plataforma frente a los estandares
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 permitira determinar si los IBs ofrecen ventajas competitivas en términos de
efectividad y costo-beneficio respecto a los esquemas de estimulacién inmunolbgica ya
establecidos. En esta misma linea de ideas, es necesario contrastar el efecto biolégico de los
IBs frente a las versiones solubles de Cat y Hep, y refinar los perfiles de dosis-respuesta

mediante la evaluacion 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 tecnoldgica consiste en optimizar
los pardmetros operativos especificamente para la produccion de IBs de Cat y Hep. Esta etapa
debe complementarse con la estandarizacién de métodos de purificaciéon de bajo costo que
prescindan de reactivos de grado analitico, permitiendo proyectar un analisis 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 Util compatible con las cadenas de distribucién acuicola.
Asimismo, para la aplicacion industrial es necesario establecer rigurosos criterios de la
esterilidad, apirogenicidad y seguridad microbioldgica (incluyendo evaluacion de endotoxinas)

del producto final tras los procesos de purificacion.
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9. Nomenclaturas

IB: Cuerpo de Inclusion

IBs: Cuerpos de Inclusién

AMP: Péptido Antimicrobiano

AMPs: Péptidos Antimicrobianos

LPS: Lipopolisacaridos

PGN: Peptidoglicanos

PAMP: Patrones Moleculares Asociados a Patégenos

PRR: Receptores de Reconocimiento de Patrones

TLR: Receptores Tipo Toll

TCR: Receptor de Células T

MHC: Complejo Mayor De Histocompatibilidad

APC: Célula Presentadora de Antigeno

Th: Célula T Colaboradora

GRAS: Generalmente Reconocidas como Seguras

Ig: Inmunoglulina

IL: Interleucina

Cat: Catelicidina

Hep: Hepcidina

IFN: Interferén

KSI: ketosteroid isomerase

iRFP: Proteina Fluorescente del Infrarrojo Cercano

RTS-11: Bazo de trucha arco iris 11 (Rainbow Trout Spleen 11); Linea celular de monocitos /
macrofagos, desarrollada a partir del bazo de la trucha arco iris

SHK-1: Rifidn Anterior de Salmén-1 (Salmon Head Kidney-1)

FESEM: Microscopia Electrénica de Barrido de Emisién de Campo

gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real

ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas

MOI: Multiplicidad de Infeccién

PBS: Solucién Salina Tamponada con Fosfato

pl: Punto Isoeléctrico

GRAVY: indice de Hidrofobicidad (Grand Average of Hydropathy)

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa

iINOS: Oxido Nitrico Sintasa Inducible

COX-2: Ciclooxigenasa-2

IFN: Interferén

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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11. Apéndices

11.1 Calculo de fraccidn proteica

11.2 Primers utilizados para los analisis de expresion génica

total proteina = FS + IB

(FSoIB)
total proteina

Fraccion protéica =

FS = fraccién soluble; IB = fraccidn insoluble o cuerpos de inclusion

Tabla 11.1 Secuencia nucleotidica de los primers de Salmo salar empleados para los analisis de
expresion génica

Gen Secuencia 5'-3' Tamafio del Tm NuUmero de
Producto (pb) (°C) acceso (NCBI)
elf-1a Fw: CAAAGCCCTGAAGTCTGGAG 189 60 NM_001141909.1
(Referencia) .. 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
i-18 Fw: GTCACATTGCCAACCTCATCATCG 95 60 NM_001123582.1
Rw: GTTGAGCAGGTCCTTGTCCTTGA 60
CcOXx-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 Calculo de Livak

El método de Livak, es ampliamente utilizado para analizar datos de PCR cuantitativa en

tiempo real. Este método permite calcular la expresién relativa de un gen diana en

comparacion con un grupo control, utilizando un gen de referencia para la normalizacién. En

este estudio, los resultados fueron expresados como el logaritmo en base 2 del valor de

27A-AACt (log, fold change), con el fin de obtener una distribucion mas simétrica de los datos
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y facilitar el analisis estadistico de las diferencias en la expresion génica. El procedimiento

seguido fue el siguiente:

1. Calculo del ACt: Para cada muestra, se resto el valor de Ct del gen de referencia al
Ct del gen diana:

ACt=Ct(gen diana)-Ct(gen de referencia)

2. Calculo del AACt: Se calculd el valor promedio de ACt correspondiente al grupo
control (muestras sin tratamiento o condicion basal) y luego se obtuvo la diferencia
entre el ACt de cada muestra experimental y el promedio del ACt del grupo control:

AACt=ACt(muestra)-ACt (promedio control)

3. Célculo del cambio relativo de expresion:

2"-AACt

4. Transformacién logaritmica: Con el fin de representar los resultados en escala
lineal y facilitar su interpretacion, se aplicé el logaritmo en base 2:

log2(2*-AACt)

De este modo, los valores positivos representan sobreexpresion del gen diana en
relacion con el control, mientras que los valores negativos indican represion de la

expresion.

11.4 Céalculo de Supervivencia de P. salmonis

Muestra — blanco

Supervivencia (%) = Control — blanco *

11.5 Resultados de fagocitosis en células RTS-11

En la Figura 27 se presentan los histogramas correspondientes al andlisis por citometria de
flujo, empleado con el propésito de evaluar la capacidad fagocitica de la linea celular RTS-11

frente a Cat y Hep, utilizando una dosis de 20 pg/mL durante un periodo de incubacion de 4 h.
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Figura 27. Citometria de flujo de células RTS-11 tratadas con proteinas nanoestructuradas marcadas
con Atto 488 (A) Cat a 20 pg/mL o (B) Hep a 20 pg/mL durante 4 h.

11.6 Resultados de expresién génicade IL-10 e IL-12

De forma comparativa se determing la eficacia de la IL-10 (UNIPROT: AOA1S3LFA1l) e IL-12
subunidad Beta (UNIPROT: B5XDJ5) para estimular los genes evaluados anteriormente por
los AMPs. El tratamiento con la interleucina antiinflamatoria IL-10 generé una modulacion
significativa de los genes proinflamatorios tnf-qa, il-8 e INOS (p < 0,05). El gen il-8 mostré una
disminucion significativa de su expresién a concentraciones de 10 y 20 pyg/mL (p = 0,0066 y p
= 0,0257, respectivamente), sin diferencia estadistica entre estas dos concentraciones (Figura
28 C). Cabe destacar que sélo la concentracién de IL-10 a 10 yg/mL mostré una diferencia
significativa respecto al control iRFP (p = 0,0340), sugiriendo un efecto atribuible a la proteina.
En el caso del gen tnf-a, se observé una disminucion significativa de la expresion desde los
5 ug/mL y consistente hasta los 20 ug/mL (p < 0,001), con una tendencia creciente (Figura 28
B). El gen iNOS reprimid significativamente su expresion a 20 yg/mL (p = 0,0079) (Figura 28
D). Respecto a los genes il-10 e il-18, no se observaron diferencias significativas respecto al
control (Figura 28 Ey A).
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Figura 28. Expresion génica relativa de células RTS-11 tratadas con IL-10 a concentraciones de 5, 10
y 20 ug/mL durante 12 h. Genes evaluados: (A) il-1G, (B) tnf-a, (C) il-8, (D) il-10, (E) iINOS. Control =
PBS 1X. Los valores se expresan como Log, Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica

una duplicacién y -1 una reduccion a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no
presentan diferencias significativas entre si (p > 0,05).

El tratamiento con la proteina proinflamatoria IL-12 en células RTS-11 modulé
significativamente la expresion de los genes tnf-q, il-8 e INOS (p < 0,05), evidenciando un
efecto dependiente de la dosis (Figura 29). En el caso de il-8, se observé una disminucién

significativa en la expresién a la concentracion de 5 pg/mL (p = 0,047) (Figura 29 C). El gen
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tnf-a mostré una represién marcada desde a 5 ug/mL (p = 0,0012), la cual se mantuvo de forma
consistente hasta los 20 uyg/mL (Figura 29 B). Si bien iRFP también indujo una disminucién
significativa de este gen (p = 0,046), la dosis de 20 ug/mL de presentd una diferencia
significativa respecto al control iRFP (p = 0,034), lo que sugiere un efecto propio de la proteina
a concentraciones mas altas. La expresion del gen iNOS se redujo significativamente con IL-
12 a 5ug/mL (p = 0,00304) (Figura 29 E). Los genes il-10 e II-18 no mostraron diferencias

significativas entre tratamientos (Figura 29 Ay B).

La proteina IL-12 mostré un patron de respuesta mas consistente y proporcional a la dosis
administrada, tanto en la supresion como en la posible induccién de algunos genes, lo que
sugiere un efecto regulado y dosis-dependiente sobre la expresién génica en este modelo
celular. También es notable que la proteina disminuye la expresion de los genes
proinflamatorios, y aunque no es significativo, aumenta la expresion del gen antiinflamatorio il-
10, efecto que parece responder a la regulacion de las respuestas inflamatorias, mediadas por
IL-12.
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Figura 29. Expresidn génica relativa de células RTS-11 tratadas con IL-12 a concentraciones de 5, 10
y 20 yg/mL durante 12 h. Genes evaluados: (A) il-16, (B) tnf-a, (C) il-8, (D) il-10, (E) INOS. Los valores
se expresan como Log, Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una duplicacién y -1
una reduccién a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias
significativas entre si (p > 0,05).

11.7 Evaluacion de la eficacia de los AMPs para el control de P. salmonis a los 12 dias

Se determiné la capacidad de los AMPs de afectar la viabilidad de P. salmonis durante un
ensayo de 12 dias, en medio IFOP, a una densidad de cultivo de 1x10°, en un rango de

concentraciones del tratamiento desde 2 mM hasta 0,002 mM. Cat disminuyo
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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 dias, redujo hasta un 45 % la supervivencia de P. almonis a una
dosis de 0,02 mM (p < 0,001) (Figura 30 B)
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Figura 30. Porcentaje de supervivencia de P. salmonis tras exposicion a (A) Caty (B) Hep a los 12
dias.

11.8 Evaluacion de la eficacia de los AMPs para el control de otros patégenos

Se evalu6 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 afadi6 el tratamiento en un rango de dosis desde 0,1
hasta 20 uM y se midi6 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 uM), redujo significativamente
la supervivencia bacteriana, con un promedio de 47 %, siendo una disminucién significativa
respecto al control (p < 0,01), sin diferencias significativas entre las concentraciones (Figura
31 A). En este tiempo, la proteina control iRFP también mostr6 efecto sobre este patdgeno, a
concentraciones de 0,1 y 1 uM, reduciendo la supervivencia bacteriana hasta un 42 % en
comparacion 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 Ay B).

En cuanto al tratamiento con Hep, F. psychrophilum, a las 6 h mostr6 una supervivencia
promedio de 49 %, entre las dosis efectivas, siendo la dosis 1 pM, la Unica que no tuvo efecto
significativo (Figura 31 C y D). Esta molécula, sélo difiere de iRFP a 20 uM (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 participacion de las moléculas tanto Cat como Hep mas notable a los 20 uM. Un
analisis llevado a cabo en medio de cultivo, hasta los 4 dias, indica que no hay efecto en ese

tiempo para ninguno de los AMPs (resultados no mostrados), lo cual podria apuntar a un efecto
bacteriostatico y no bactericida.
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Figura 31. Porcentaje de supervivencia de F. psychrophilum. tras exposicion 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 uM (p
< 0,01) (Figura 32 A). Mientras que, a las 24 h solo las dosis 5y 10 pM, son efectivas, con una
supervivencia maxima de 42 % (Figura 32 B). El control, iRFP también afect6 la supervivencia
bacteriana, reduciéndola a menos del 50 % a concentraciones de 0,1 a5 pM, alas 6 h (p <
0,05), sin diferencias significativas entre estos grupos. El efecto de Cat se ve favorecido a 20
MM 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 uM, disminuyé la supervivencia de T. dicentrarchi, al 29 % alas 6 h (p
< 0,001), sin embargo, a concentraciones < 10 yM, no hubo diferencias significativas en la
supervivencia bacteriana (Figura 32 C y D). A las 24 h, el efecto se extendi6é a concentraciones

mas bajas, 5 UM 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 UM y el efecto se observa desde las 6 h, aunque, a los 4 dia, la supervivencia se incrementa
a un 80 % (data no mostrada).
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Figura 32. Porcentaje de supervivencia de T. dicentarchi, tras exposicion a IBs de (A) Cat durante 6 h,
(B) Cat durante 24 h, (C) Hep durante 6 h, (D) Hep durante 24 h.

Ademas, se evalug la eficacia de los AMPs en formato soluble y como IBs, frente a patdgenos

de interés agricola: Staphylococcus aureus Sensible a Meticilina (MSSA), Staphylococcus

epidermidis Resistente a Meticilina (MRSE), Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC) y

Pseudomonas aeruginosa. La eficacia antimicrobiana de estos patdogenos se evalud

empleando el kit BacTiter-Glo™ en el Laboratorio de Rumiantes del IRTA. Los in6culos se

trataron con cinco concentraciones de I1Bs (0,1; 1; 5; 10 y 20 uM), incluyendo un control (iRFP),
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mientras que para la proteina soluble solo se probaron las tres primeras concentraciones. Tras
4 h de incubacién a 37 °C, se midi6 la luminiscencia con un luminédmetro LumiStar™ (software
Omega).

Respecto a MSSA, Hep no afectd 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 mostro efecto
antibacteriano, al contrario, favorecié el crecimiento a 5y 10 uM, confirmando que la actividad
observada es atribuible especificamente a Cat.

Por su parte, Hep hasta un 25 % la supervivencia de P. aeruginosa (p < 0,05) a 0,1y 1 uM,
aunque paradéjicamente aumenté el crecmiento hasta 3 veces a concentraciones superiores
(Figura 33 D). Este comportamiento también se observé con el control iRFP, que disminuy® la
supervivencia a un 45 % a 1 uM (p < 0,001), sin diferencias estadisticas frente a Hep en esta
dosis. Por el contrario, Cat demostr6 una actividad antibacteriana consistente, reduciendo la
supervivencia de P. aeruginosa a menos del 25 % entre 1 y 10 uM (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 6ptimo
de concentracion para esta molécula (Figura 33 C).
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Figura 33. Porcentaje de supervivencia de MSSA tras exposicion a (A) Cat y (B) Hep. P. aeruginosa
tras exposicién (C) Cat y (D) Hep.
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En una segunda serie de ensayos, se comparé directamente la eficacia de las proteinas en su
forma soluble e IBs, a concentraciones de 0,1 a 5 uM. Para la cepa MSSA, se observé una
marcada reduccién en la supervivencia bacteriana tras el tratamiento con Cat soluble a 1 uM,
alcanzando un 13 % de supervivencia (p < 0,001) (Figura 34 A). Esta formulacién fue
significativamente mas efectiva que los IBs a la misma concentracién (p = 0,0162). A5 uM, la
fraccion soluble también redujo la supervivencia a 21,3 %, aungue no mostr6 diferencias
significativas respecto a la dosis de 1 uM ni frente a los IBs. En el caso de Hep, la fraccion
soluble a 5 pM redujo la supervivencia a 34,8 % (p = 0,0154), sin diferencias estadisticas
respecto a los IBs o la dosis de 1 uM (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 comparacién con sus equivalentes solubles (p < 0,05), siendo
especialmente efectivos a 1y 5 uM (Figura 34 C). En el caso de Hep, a 0,1 uM los IBs respecto
a la proteina 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 uM redujo significativamente
la supervivencia bacteriana respecto al control (p < 0,001), aunque el efecto es menor en

comparacion con los IBs (p = 0,0064).

El rol de los AMPs en la disminucion de la supervivencia de MSSAy P. aeruginosa es evidente.
Aungue iRFP mostro cierta actividad, como en el caso de la concentracion de 1 uM que reduce
la supervivencia de P. aeruginosa al 45 % (Figura 34 C), los AMPs demostraron una mayor
eficacia, en especial la dosis de 1 uM que resultd favorable frente a MSSA y P. aeruginosa,

para la cual los IBs superaron en desempefio a sus formas solubles.
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Figura 34. Efecto de los IBs y proteina soluble (SF) en la supervivencia de MSSA tras exposicion a
(A) Cat, (B) Hep y de P. aeruginosa tras exposicion a (C) Cat, (D) Hep.
Con el objetivo de determinar si eficacia antimicrobiana observada de IBs frente a P.
aeruginosa se debia a su clasificacion 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 méaxima 13,1%, mientras la
fraccion soluble sélo disminuy6 hasta 68,2% a 1 uM, 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
UM (p < 0,001).

En el caso de KPC, los IBs de Cat presentaron mejor actividad que la forma soluble a dosis de
0,1y 1 uM (p <0,001) y comparable a dosis de 5 uM (Figura 35 B). El control iRFP mostr6é una
reduccion de la supervivencia a 1 uM (p < 0,001), sin diferencia estadistica respecto a Cat,
aunqgue en esta Ultima se observa una disminucion de un 34 % mas respecto al iRFP. Ademas,
el iRFP a 5 yM, promovié 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 concentracion.
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Figura 35. Supervivencia (%) de (A) MRSE, y (B)(l;(PC tras exposicion a IBs y proteina soluble (SF) de
at.

Al evaluar el efecto de los IBs en un rango de dosis mas amplio (0,1 a 20 uM) frente a MRSE,
se observa que la dosis mas baja es la mas efectiva, aunque todas las concentraciones
reducen significativamente la supervivencia bacteriana (p < 0,01) (Figura 36 A). Al comparar
Cat con iRFP, este ultimo muestra actividad entre 0,1 y 1 uM, pero a dosis superiores favorece
la supervivencia, lo gue resalta la eficacia de Cat en el control bacteriano. Un patrén similar se
evidencia en la cepa KPC, para la cual Cat disminuye significativamente la supervivencia entre
1y 20 uM (p < 0,05), sin diferencias significativas entre estas concentraciones, mientras que
iRFP favorece la supervivencia a partir de 5 yM (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 uM).
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Figura 36. Supervivencia (%) de (A) MRSE, y (B) KPC tras exposicion a Cat.
11.9 Evaluacién comparativa de la produccion y eficacia inmunoestimulante de los IBs

producidos en biorreactor y matraz Erlenmeyer

Dado que la capacidad de produccion a escala es el principal paso para la aplicacion industrial
de cualquier farmaco, se considero relevante incluir un andlisis preliminar del escalamiento de

IBs en biorreactor. La caracterizacion del escalamiento de los IBs en biorreactor, se llevd a
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cabo en el Laboratorio de Tecnologia en Cultivos Celulares de la Escuela de Ingenieria
Bioguimica. 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 contenian el plasmido pET28a (Novagen, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Alemania) con la secuencia codificante para Interleucina-1p (IL-1pB,
(GenBank, NM001124347), incluyendo el His-Tag (proporcionados por el Laboratorio de
Genética e Inmunologia Molecular del Instituto de Biologia 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 vwm. 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 metodologia de los cultivos en biorreactor
fue similar a la empleada en matraces, excepto por la regulacién del pH, que se mantuvo en
7,0. La induccion se realiz6 a una ODeggonm de 0,5 con IPTG 1mM, y la produccién de proteina
recombinante se extendié 3 h postinduccién. Se realiz6 una segunda serie de produccién en

triplicado en el biorreactor, induciendo a una ODgoonm de 1,0.

Posterior a la produccion, los IBs tanto de matraces Erlenmeyer como de biorreactor se
purificaron como se describié previamente (4.1.3). Se comparé la funcionalidad de ambas
producciones, mediante ensayos por triplicado de eficacia de células RTS-11 a una densidad
de 1 x 10° células por pozo, en medio L-15 suplementado con FBS al 10 %, las cuales fueron
tratadas con 10 pg/mL de IL-1B durante, 4, 12 y 24 h, y se consider6 como control negativo
PBS. Se determiné la expresion relativa de los genes proinflamatorios; il-6, cox-2, iNOS, il-18,

y tnf-a, y el gen antiinflamatorio il.10, mediante gPCR.

Los perfiles de crecimiento en matraz biorreactor fueron similares, lo que descart6 un efecto
del escalamiento de produccion 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 especifico (0,63 + 0,03 y 0,72 + 0,02 h™%, respectivamente; p <
0,05). En los cultivos inducidos, se observo una dréstica disminucion del crecimiento celular,
alcanzando solo el 30 % de la biomasa maxima obtenida sin induccion, 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 méaxima alcanzada con induccion

en matraces y biorreactores.
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Respecto a la concentracion de IL-1B como IBs tras 3 h de induccién en las dos escalas de
produccién, se observéd una disminucion del 63 % en la produccién en el biorreactor respecto
a los matraces (39 £ 1,15y 14,5 + 4,08 mg/L, p < 0,001). En términos de produccién neta, el
mayor volumen de cultivo en biorreactores permitié 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 recuperé el perfil de crecimiento sin induccién
(biomasa: 1,51 £+ 0,18 g/L), y la produccién de IL-13 aument6 a 71,8 £ 5,2 mg/L, cinco veces

mas que con induccion a 3 h en biorreactor y 85 % mas que la obtenida en matraces.

A partir de este escalamiento, el procesamiento de muestras, purificacién y la evaluacion de la
expresion de genes asociados por gPCR 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 seccion experimental contribuyé directamente al desarrollo de la
publicacion (Torrealba et al., 2024). La Tabla 11.2 resume de forma comparativa los resultados

mencionados anteriormente.

Tabla 11.2. Resumen comparativo de la produccion de IL-13 en matraces y biorreactor.

Pardmetro Matraz Erlenmeyer Biorreactor
Volumen de Cultivo 500 mL 15L
Biomasa Maxima (Sin Induccién) 1,78+ 0,16 g/L 1,59 £ 0,22 g/L
Tasa de Crecimiento Especifico (u) 0,63 +0.03 h! 0,72 £ 0.02 h-1
Biomasa Maxima (induccién a 0,5 U/A) 0,50 £ 0,04 g/L 0,48 + 0,01 g/L
Concentracion de IL-1B (3 h Induccién) 39+ 1,15 mg/L 14,5 + 4,08 mg/L
Produccion Neta Total (por lote) 19,5 £ 0,58 mg/lote 21,75 + 6,12 mg/lote

Biomasa Méaxima (induccion a 1,0 U/A) NA 1,51 £ 0,18 g/L
Concentracion de IL-1B (induccién 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
microscopia electronica de barrido por emision de campo (FESEM). Ambos mostraron
morfologias similares (forma redondeada y superficie irregular), pero con diferencias
significativas en tamafio: 540 + 129 nm en matraces vs. 427 + 134 nm en biorreactores (p <
0,0001) (Figura 37).
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Matraz >

Biorreactorw

Figura 37. Microscopia de IL-1( en forma de proteinas nanoestructuradas producidas en matraces
Erlenmeyer (A) y en biorreactor (B). Fuente: (Torrealba et al., 2024)
La eficacia de los IBs obtenidos en biorreactor se compar6 con los obtenidos en matraces,
mediante ensayos en células RTS-11 a una concentracion de 10 pg/mL, durante 4, 12y 24 h.
Se emplearon LPS como control positivo, iRFP como control no inmunogénico y PBS como

control negativo. Se evaluo la expresion de los genes cox-2, tnf-a, il- 18, INOS, e il-6.

En cuanto al gen il-10, no se observo diferencia significativa en su expresién respecto del grupo
control, aunque disminuyo 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 presenté un alza significativa en la expresion 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 ningun
tiempo se registré diferencia significativa respecto al control (Figura 38 D). La expresion del
gel il-18 aumento 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 observé que para el gen tnf-a,
el tratamiento con IB-B favorece su expresion 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 expresion entre los IB-B e IB-M, ni respecto al grupo control

(Figura38 Cy F).
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Figura 38. Andlisis de expresidn génica de células RTS-11 tratadas con IL-1B durante 4, 12y 24 h.
Genes evaluados: (A) il-18, (B) tnf-a, (C) il-6, (D) cox-2, (E) il-10, (F) iINOS. R= biorreactor. M= matraz.
Los valores se expresan como Log, Fold Change (escala lineal simétrica, donde +1 indica una
duplicacion y —1 una reduccion a la mitad). Tratamientos que comparten la misma letra no presentan
diferencias significativas entre si (p > 0,05).

11.10Librerias 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("readxI")

Wickham H, Bryan J (2025). _readxl: Read Excel Files_. doi:10.32614/CRAN.package.readxl
<https://doi.org/10.32614/CRAN.package.readx|>, R package version 1.4.5, <https://CRAN.R-
project.org/package=readx|>.

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, Francois R, Henry L, Miller 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, lllinois. R package version 2.5.6,
<https://CRAN.R-project.org/package=psych>.

library("Imtest")
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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
<https://doi.org/10.32614/CRAN.package.multcompView>, R package version 0.1-10,
<https://CRAN.R-project.org/package=multcompView>.

library("grid")

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("gridExtra™)

Auguie B (2017). _gridExtra: Miscellaneous Functions for "Grid" Graphics._.
doi:10.32614/CRAN.package.gridExtra <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.gridExtra>,
R package version 2.3, <https://CRAN.R-project.org/package=gridExtra>.

library("cowplot")

Wilke C (2024). _cowplot: Streamlined Plot Theme and Plot Annotations for 'ggplot2' .
doi:10.32614/CRAN.package.cowplot <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.cowplot>, R
package version 1.1.3, <https://CRAN.R-project.org/package=cowplot>.

library("onewaytests")
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Dag O, Dolgun A, Konar N (2018). "onewaytests: An R Package for One-Way Tests in
Independent Groups Designs.”" _The R Journal_, *10*(1), 175-199. do0i:10.32614/RJ-2018-022
<https://doi.org/10.32614/RJ-2018-022>.

library("nlme")

Pinheiro J, Bates D, R Core Team (2025). _nlme: Linear and Nonlinear Mixed Effects Models_.
doi:10.32614/CRAN.package.nlme <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.nime>, R
package version 3.1-168, <https://CRAN.R-project.org/package=nime>.

Pinheiro JC, Bates DM (2000). _Mixed-Effects Models in S and S-PLUS _. Springer, New York.
doi:10.1007/b98882 <https://doi.org/10.1007/b98882>.

library("lsmeans")

Russell V. Lenth (2016). Least-Squares Means: The R Package Ismeans. Journal of Statistical
Software, 69(1), 1-33. doi:10.18637/jss.v069.i01

library("coefplot")

Lander JP  (2022). _coefplot: Plots  Coefficients from  Fitted Models._.
doi:10.32614/CRAN.package.coefplot <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.coefplot>, R
package version 1.2.8, <https://CRAN.R-project.org/package=coefplot>.

library("corrplot™)

Taiyun Wei and Viliam Simko (2024). R package 'corrplot:## Visualization of a Correlation
Matrix (Version 0.95). Available from https://github.com/taiyun/corrplot

library("Ime4")

Douglas Bates, Martin Maechler, Ben Bolker, Steve Walker (2015). Fitting Linear Mixed-Effects
Models Using Ime4. Journal of Statistical Software, 67(1), 1-48. doi:10.18637/jss.v067.i01.

library("ggpubr")

Kassambara A (2025). _ggpubr: ‘'ggplot2' Based Publication Ready Plots .
doi:10.32614/CRAN.package.ggpubr <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.ggpubr>, R
package version 0.6.1, <https://CRAN.R-project.org/package=ggpubr>.

library("rstatix")

Kassambara A (2023). _rstatix: Pipe-Friendly Framework for Basic Statistical Tests .
doi:10.32614/CRAN.package.rstatix ~ <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.rstatix>, R
package version 0.7.2, <https://CRAN.R-project.org/package=rstatix>.

library("pander*)#library(FSA) #perform Dunn's Test with Bonferroni correction for p-values

Dar6czi G, Tsegelskyi R  (2025). _pander: An R  'Pandoc’  Writer_.
doi:10.32614/CRAN.package.pander <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.pander>, R
package version 0.6.6, <https://CRAN.R-project.org/package=pander>.
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library("tidyverse")

Wickham H, Averick M, Bryan J, Chang W, McGowan LD, Francois R, Grolemund G, Hayes A,
Henry L, Hester J, Kuhn M, Pedersen TL, Miller E, Bache SM, Miller K, Ooms J, Robinson D,
Seidel DP, Spinu V, Takahashi K, Vaughan D, Wilke C, Woo K, Yutani H (2019). "Welcome to
the tidyverse." Journal of Open Source Software_, *4*(43), 1686. doi:10.21105/joss.01686
<https://doi.org/10.21105/joss.01686>.

library("openxIsx") # permite leer excel

Schauberger P, Walker A (2025). openxisx: Read, Write and Edit xIsx Files .
doi:10.32614/CRAN.package.openxisx <https://doi.org/10.32614/CRAN.package.openxisx>,
R package version 4.2.8, <https://CRAN.R-project.org/package=openxIsx>.

library("rcompanion™)

Mangiafico, Salvatore S. (2025). rcompanion: Functions to Support Extension Education
Program Evaluation. version 2.5.0. Rutgers Cooperative Extension. New Brunswick, New
Jersey. https://CRAN.R-project.org/package=rcompanion

library("kableExtra™)

Zhu H (2024). _kableExtra: Construct Complex Table with 'kable' and Pipe Syntax_.
doi:10.32614/CRAN.package.kableExtra
<https://doi.org/10.32614/CRAN.package.kableExtra>, R  package version 1.4.0,
<https://CRAN.R-project.org/package=kableExtra>.

library("conover.test")

Dinno A (2024). conover.test: Conover-lman Test of Multiple Comparisons Using Rank
Sums_. doi:10.32614/CRAN.package.conover.test
<https://doi.org/10.32614/CRAN.package.conover.test>, R  package version 1.1.6,
<https://CRAN.R-project.org/package=conover.test>.

library ("PMCMRplus")
Pohlert T (2024). _PMCMRplus: Calculate Pairwise Multiple Comparisons of Mean Rank Sums
Extended._. doi:10.32614/CRAN.package.PMCMRplus

<https://doi.org/10.32614/CRAN.package.PMCMRplus>, R package version 1.9.12,
<https://CRAN.R-project.org/package=PMCMRplus>.
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