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RESUMEN

La salmonicultura chilena, segunda a nivel mundial, enfrenta el desafio del aumento de patoge-
nos y del uso excesivo de antibiéticos, lo que genera impactos ambientales y resistencia micro-
biana. En este contexto, los péptidos de defensa del huésped (HDPs) surgen como una alterna-
tiva sostenible para fortalecer la inmunidad de los peces. Entre ellos, la hepcidina 20 (Hep20), un
péptido inmunomodulador derivado de Oncorhynchus mykiss, representa un modelo adecuado
para estudiar estrategias que optimicen su administracién oral. Dado que los péptidos pueden
presentar una absorcion limitada por degradacion digestiva y barreras intestinales, este estudio
propone evaluar el uso de la fraccidén deacilsaponina (Ds), obtenida de hojas de Quillaja sapona-
ria, como un coadyuvante natural capaz de mejorar la estabilidad, absorcion y efecto inmunomo-
dulador de Hep20 administrado por via oral.

La fraccion Ds fue obtenida mediante extraccidon acuosa, purificacion y posterior hidrdlisis alca-
lina, alcanzando un rendimiento total del 3% de 100 gramos de hojas de quillay y mostrando baja
hemodlisis (HDso, >100 uM) y sin citotoxicidad en concentraciones < 20 uM, validando su seguri-
dad. La combinaciéon Ds/hep20 incrementé el traspaso de hep20 en un 33% en células RTGutGC
y promovié una mayor internalizacién del péptido en células inmunes RTS11. A nivel funcional,
DS indujo una exacerbada respuesta proinflamatoria y antiinflamatoria temprana (il-18, tnfa e
1110), en contraste de la coadministracion se observé una regulacién exacerbada de una regula-
cion compensatoria mediada por il-10, evidenciando una modulacién inmunitaria equilibrada en
todos los tiempos evaluados.

En trucha arcoiris juveniles, la inyeccién de Hep20/Ds estimuld significativamente il1b e il-10 en
rindn anterior y bazo, mientras que la administracién oral produjo una activacién predominante
en el rifdn anterior, principal érgano hematopoyético en peces. Durante el ensayo oral, se regis-
traron mortalidades en grupos control y tratados individuales, posiblemente por infeccién oportu-
nista no confirmada, mientras que los peces alimentados con Ds/Hep20 no presentaron mortali-
dad, sugiriendo un efecto protector.

En conjunto, la fraccién Ds de hojas de quillay constituye una fuente sustentable y segura que
mejora la biodisponibilidad e inmunoestimulacién de Hep20, ofreciendo una alternativa innova-

dora para fortalecer la salud de peces y reducir el uso de antibidticos en acuicultura.

Palabras clave: Hepcidina 20, deacilsaponina, inmunomodulacion, disponibilidad.



ABSTRACT

Chilean salmon farming, the second largest worldwide, faces growing challenges due to the in-
creasing prevalence of pathogens and the excessive use of antibiotics, which leads to environ-
mental impacts and antimicrobial resistance. In this context, host defense peptides (HDPs) have
emerged as a sustainable alternative to strengthen fish immunity. Among them, hepcidin 20
(Hep20), an immunomodulatory peptide derived from Oncorhynchus mykiss, represents an ap-
propriate model to explore strategies aimed at optimizing its oral delivery. Since peptides often
exhibit limited absorption due to digestive degradation and intestinal barriers, this study proposes
evaluating the use of the deacylated saponin fraction (Ds), obtained from Quillaja Saponaria
leaves, as a natural coadjuvant capable of improving the stability, absorption, and immunomodu-

latory effect of orally administered Hep20.

The Ds fraction was obtained through aqueous extraction, purification, and alkaline hydrolysis,
yielding a total of 3% from 100 g of Quillaja leaves and displaying low hemolytic activity (HDs, >
100 uM) with no cytotoxicity at concentrations < 20 uM, supporting its safety. The Ds/Hep20 com-
bination increased Hep20 translocation by 33% in RTGutGC cells and enhanced peptide inter-
nalization in RTS11 immune cells. Functionally, the coadministration induced an early pro-inflam-
matory response (il-18, tnfa), followed by compensatory regulation mediated by il-10, demonstrat-

ing a balanced immunomodulatory profile across all evaluated time points.

In juvenile rainbow trout, injection of Hep20/Ds significantly stimulated tnfa and il-10 expression
in the head kidney and spleen, while oral administration resulted in a predominant activation in
the head kidney, the main hematopoietic organ in fish. During the feeding trial, mortalities were
recorded in the control and single-treatment groups, possibly due to an opportunistic infection not

confirmed, whereas fish fed with Hep20/Ds showed no mortality, suggesting a protective effect.

Overall, the Ds fraction from Quillaja leaves represents a sustainable and safe source that en-
hances the bioavailability and immunostimulatory activity of Hep20, offering an innovative alter-

native to strengthen fish health and reduce antibiotic use in aquaculture.

Keywords: Hepcidin 20, deacylsaponin, immunomodulation, bioavailability.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCCION

La salmonicultura chilena se ha consolidado como un sector clave en la economia nacional, con
una cosecha que superd las 1.080.915 toneladas en 2023 (SERNAPESCA, 2024). Dentro de
esta industria, la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es una especie de cultivo estratégico
para Chile, posicionandose consistentemente entre los principales productores mundiales (Pepe-
Victoriano., et al 2024). Este desarrollo intensivo, caracterizado por sistemas de cultivo de alta
densidad, ha incrementado la vulnerabilidad de los peces a la proliferaciéon de patégenos. Esto
resulta en pérdidas econdmicas multimillonarias, impulsadas especialmente por enfermedades
infecciosas como la piscirickettsiosis (SRS), la cual sigue siendo una de las principales causas
de mortalidad en salmoénidos cultivados, afectando al 38,8% de las muertes en trucha arcoiris en
2024 (SERNAPESCA, 2024). Historicamente, el control de estas infecciones se ha basado en la
aplicacion masiva de antibidticos (Figura 1.1). Sin embargo, esta practica ha generado un pro-
blema de salud publica y ecoldgica de escala global, promoviendo la resistencia antimicrobiana
y la contaminacion ambiental (Chen et al., 2020). Por consiguiente, existe una necesidad urgente
de implementar estrategias terapéuticas y profilacticas que sean a la vez altamente efectivas,

sostenibles y respetuosas con el medio ambiente acuatico.

indice (%) y cantidad (ton) de antimicrobianos (ATB)
obtenido y administrado desde el afio 2007 al afio 2023
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Figura 1.1. Antimicrobianos utilizado por la industria salmonera durante el periodo del 2007-2023. indice de

consumo de antimicrobianos (ICA) (porcentual) y cantidad (tonelada) (Serna pesca b. 2023).

Frente a las limitaciones impuestas por el uso de antibidticos y la eficacia variable de otras es-
trategias profilacticas y terapéuticas (como vacunas y otros inmunoestimulantes) contra patolo-
gias persistentes como el SRS (Figueroa et al., 2020; Thorarinsson et al., 2021), la investigacion

actual se ha reorientado hacia el potenciamiento intrinseco de la inmunidad de los peces. Los

12



péptidos antimicrobianos (HDPs) han emergido como una alternativa bioldégica prometedora
(Drayton et al., 2021). Estas moléculas endogenas actuan como la primera linea de defensa de
los teledsteos, exhibiendo una accién dual que incluye la lisis directa de patégenos y una potente
actividad inmunomoduladora capaz de orquestar las respuestas inmunes (Valero et al., 2020;
Hancock et al., 2022; Asensio-Calavia et al., 2023; Elgendy et al., 2024). Dentro de esta familia
de moléculas, la Hepcidina 20 (Hep20), una isoforma de hepcidina derivada de la trucha arcoiris,
se ha destacado por su robusta actividad antimicrobiana e inmunomoduladora in vitro e in vivo
(Liu et al., 2022; Alvarez et al., 2022; Jin et al., 2023:). Por su perfil, Hep20 constituye un candi-
dato idéneo para la formulacion de inmunoestimulantes que fortalezcan la resiliencia sanitaria en
el cultivo de salmédnidos. El potencial inmunomodulador de Hep20 ha sido validado mediante
ensayos de administracion directa. Diversos estudios han administrado el péptido sintético tanto
por inyeccion intraperitoneal como por via oral en modelos de peces para evaluar sus efectos in
vivo, confirmando su capacidad para modular la expresién de citoquinas clave en tejidos inmunes
como el rifién anterior y el bazo (Alvarez et al., 2022)

Esta comprobacion experimental establece una base sélida para su uso terapéutico. En el con-
texto de la salmonicultura intensiva, siendo la administracion oral de inmunoestimulantes el mé-
todo preferido debido a su viabilidad econdmica, escalabilidad y a la reduccion del estrés en los

peces, lo que la convierte en la Unica via practica para el control sanitario a gran escala.

Sin embargo, la aplicacion efectiva de estos compuestos en condiciones reales se ve critica-
mente limitada, ya que la eficacia de los péptidos administrados por via oral se ve comprometida
por su baja biodisponibilidad, producto de la rapida degradacion enzimatica en el intestino y de
la escasa permeabilidad a través de la barrera intestinal (Chettri et al., 2017; Embregts et al.,
2019; Zhu et al., 2021; Masloh et al., 2023). Para contrarrestar esta degradacién intestinal, se

han empleado estrategias protectoras como la encapsulacion.

En este ambito, Hepcidina 20 ha sido incorporada exitosamente en dietas orales para salmo salar
en dosis de 150 y 300 pg/kg de pez. La dieta suplementada con 300 pg/kg mostré una mayor
modulacion en la expresion de las citoquinas il-18 e il-10, genes fundamentales en la activacion
y regulacion de la respuesta inmune (Mercado et al., 2017; Proyecto FIE-2015-V014). Estos re-
sultados confirman que hepcidina 20 puede ser administrada eficazmente por via oral, constitu-
yendo un compuesto inmunoactivo con potencial para optimizar estrategias de administracion
oral en peces. Su capacidad para inducir una respuesta inmunitaria equilibrada la posiciona como
un candidato prometedor en el desarrollo de dietas funcionales e inmunoestimulantes, orientadas

a fortalecer la salud de peces en sistemas de cultivo intensivo.
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La incorporacion de compuestos bioactivos en dietas orales constituye una estrategia altamente
prometedora, no obstante, la eficacia de estos compuestos depende directamente de su estabi-
lidad y capacidad de absorcién intestinal, procesos condicionados por la estructura de la mucosa
intestinal y por las propiedades de permeabilidad y transporte del epitelio, que limitan el paso de
moléculas bioactivas de mayor tamafo o naturaleza hidrofilica (Chettri et al., 2017). En este con-
texto, el uso de saponinas hidrolizadas, en particular deacilsaponinas obtenidas desde hojas de
Quillaja saponaria (quillay), se presenta como una alternativa biotecnoldgica innovadora y am-
bientalmente responsable. A diferencia de la extraccién tradicional desde corteza que genera
una presion significativa sobre el bosque nativo las hojas constituyen una biomasa renovable y
de recoleccién no destructiva, lo que permite obtener fracciones bioactivas sin comprometer la
integridad del arbol ni la sostenibilidad del ecosistema (Schlotterbeck et al., 2015).

Las saponinas y sus derivados presentan una estructura anfipatica que les confiere la capacidad
de interactuar de manera reversible con los lipidos de las membranas celulares. Esta interaccion
favorece la formaciéon de microporos transitorios que incrementan la permeabilidad del epitelio
intestinal sin comprometer su integridad estructural ni la viabilidad celular. En peces teleésteos,
diversos estudios han demostrado que la inclusion de saponinas en la dieta puede modificar las
propiedades de la barrera intestinal, aumentando la permeabilidad del epitelio y facilitando el
transporte de nutrientes y biomoléculas a través de la mucosa intestinal (Knudsen, 2008; Krog-
dahl,2015). Este efecto se ha asociado principalmente a la interaccién de las saponinas con el
colesterol presente en las membranas epiteliales, o que induce cambios temporales en la orga-
nizacion lipidica y en la funcion de las uniones intercelulares.

En este contexto, el uso de deacilsaponinas surge como una estrategia prometedora para poten-
ciar la absorcion intestinal de péptidos bioactivos administrados por via oral. A diferencia de otras
aproximaciones tecnoldgicas, estos compuestos conservan propiedades fisicoquimicas que per-
miten modular la permeabilidad intestinal de forma controlada y reversible. Estudios recientes
han evidenciado que la suplementacion dietaria con saponinas puede influir en la morfologia
intestinal y en los procesos de absorcion de nutrientes en distintas especies de peces cultivados,
reforzando su potencial como agentes promotores de absorcion intestinal (Wang et al., 2022;
Wang et al., 2023; Yin et al., 2023). En conjunto, estos antecedentes respaldan el empleo de
deacilsaponinas como una herramienta funcional para mejorar la biodisponibilidad oral de pépti-
dos inmunoactivos en sistemas acuicolas.

Sin embargo, el uso de saponinas en la alimentacion de peces representa un desafio debido a
su potencial toxicidad a altas concentraciones (Liao et al., 2021). Aun asi, estudios en mamiferos

han demostrado que ciertas fracciones purificadas, como DS-1 una deacilsaponina obtenida por
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hidrolisis de la fraccidon QS-21, una saponina triterpenoide presente en Quillaja saponaria pre-
sentan baja toxicidad y alta eficacia como agentes permeabilizantes (Guerra et al., 2020). DS-1
ha mostrado incrementar significativamente la absorcion de farmacos administrados por vias na-
sal, ocular y oral en modelos de mamiferos (Chuke et al., 1976; Oakenfull et al., 1979; Zheng et
al., 2022).

Hasta la fecha, no se han reportado estudios sobre el uso de deacilsaponinas en peces, lo que
abre una linea de investigacion completamente innovadora. En este contexto, el presente trabajo
busca desarrollar un sistema eficiente, sustentable y econdmicamente viable, capaz de maximi-

zar la biodisponibilidad del péptido y garantizar que cada dosis administrada ejerza su efecto.

CAPITULO 2

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Panorama productivo y sanitario del cultivo de salménidos en Chile
La salmonicultura chilena se ha consolidado como uno de los pilares de la economia nacional y
como el segundo mayor productor mundial de salménidos, después de Noruega (FAO, 2023).
En 2023, Chile alcanzé una producciéon de 1,08 millones de toneladas, lo que representd un
incremento del 6% respecto al afio anterior y generd exportaciones superiores a US$ 6.000 mi-
llones, equivalentes al 10% de las exportaciones totales del pais (SERNAPESCA, 2024; Salmon-
Chile, 2024). Entre las especies cultivadas, el salmén del Atlantico (Salmo salar) representa apro-
ximadamente el 74% de la produccién nacional, seguido del salmén Coho (Oncorhynchus
kisutch) con un 17% y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con cerca del 8% (Lorena et al.,
2020; Bachmann-Vargas et al., 2021). A pesar de su menor participacion, O. mykiss mantiene
una alta relevancia por su adaptabilidad, rapido crecimiento y valor agregado en mercados inter-
nacionales, posicionando a Chile como uno de los principales exportadores mundiales de esta
especie (FAO, 2023). Sin embargo, el desarrollo intensivo de la industria salmonera ha traido
consigo importantes desafios sanitarios, siendo las enfermedades infecciosas uno de los princi-
pales factores que limitan la productividad y sostenibilidad del sector. En los ultimos afos, la
mortalidad asociada a infecciones bacterianas, virales y parasitarias ha representado mas del
60% de las pérdidas productivas en centros de cultivo del sur de Chile (SERNAPESCA, 2024).
Estas patologias generan efectos acumulativos que incluyen reduccién del crecimiento, aumento

en los costos operacionales, deterioro del bienestar animal y pérdidas econdmicas que superan
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los US$ 800 millones anuales (SalmonChile, 2023). Este escenario evidencia la vulnerabilidad
sanitaria del sistema productivo actual.

Historicamente el manejo de enfermedades infecciosas en la salmonicultura chilena ha depen-
dido del uso intensivo de antibioticos, particularmente frente a patologias bacterianas recurren-
tes. Chile concentra mas del 90% del uso total de antimicrobianos reportado por la industria sal-
monera mundial, empleando principalmente florfenicol y oxitetraciclina (SERNAPESCA, 2023).
Aunque esta practica ha contribuido a controlar brotes agudos, su efectividad frente a infecciones
cronicas es limitada, y su aplicacién prolongada ha derivado en consecuencias sanitarias y am-

bientales significativas.

En este contexto, la industria enfrenta el desafio de mantener la competitividad productiva sin
comprometer la sostenibilidad ambiental ni la salud publica, lo que ha impulsado la busqueda y
desarrollo de estrategias terapéuticas y profilacticas alternativas, basadas en mecanismos natu-
rales de defensa y estimulacion inmunitaria en los peces.

La vacunacion se ha consolidado como la herramienta profilactica mas utilizada en la industria
salmonera (Portigo et al., 2021). Sin embargo, su efectividad ha sido variable, particularmente en
enfermedades de curso cronico como el SRS, donde la proteccion conferida por las vacunas
comerciales no ha logrado erradicar la enfermedad ni disminuir significativamente las pérdidas
(Figueroa et al., 2020; Thorarinsson et al., 2021).

En este contexto, se han desarrollado e investigado estrategias complementarias, como el uso
de inmunoestimulantes (B-glucanos, extractos vegetales, nucleétidos, levaduras), que buscan
potenciar la inmunidad innata de los peces (Porter et al., 2023). Si bien estos compuestos natu-
rales son menos invasivos, su eficacia depende de factores como la especie, la dosis, la formu-
lacién y la via de administracion (Barbosa et al., 2023). Asimismo, el uso de probiéticos y prebid-
ticos ha mostrado efectos beneficiosos sobre el microbiota intestinal y la respuesta inmune local,
aunque su implementacion comercial enfrenta restricciones regulatorias (Jankovic et al., 2010;
Elgendy et al., 2024).

Los suplementos dietarios funcionales también se han propuesto como herramientas de apoyo,
contribuyendo a la mejora del estado fisiolégico general, aunque su accion es principalmente
preventiva y requiere de mayor evidencia experimental para validar su aplicacion terapéutica
(Elgendy et al., 2024). A pesar de los avances, los resultados obtenidos con estas estrategias
han sido insuficientes para controlar de manera efectiva patologias persistentes. Por ello, la bus-

queda de soluciones innovadoras continda siendo una prioridad cientifica y productiva.
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En este escenario, los péptidos de defensa del huésped (HDPs) han emergido como una alter-
nativa prometedora, dado su papel clave en la inmunidad innata de los peces teleésteos. Estas
moléculas enddgenas actuan como la primera linea de defensa frente a patdégenos bacterianos
y virales, combinando funciones antimicrobianas e inmunomoduladoras que las posicionan como
candidatos de alto potencial para el desarrollo de inmunoestimulantes orales sostenibles (Valero
et al., 2020; Bhat et al., 2022;).

2.2. Péptidos de defensa del huésped (HDPs): Caracteristicas estructurales y diver-
sidad funcional

El sistema inmunitario de los peces teledsteos presenta una notable plasticidad, que les permite
responder eficazmente frente a la diversidad de patégenos presentes en el medio acuético. A dife-
rencia de los mamiferos, su inmunidad adaptativa es mas lenta y menos especifica, por lo que la
inmunidad innata cumple un papel central como primera linea de defensa frente a las infecciones
(Magnaddttir, 2010). Esta respuesta innata involucra barreras fisicas, células fagociticas y moléculas
efectoras (Salinas, 2015), entre las que destacan las citoquinas, las lisozimas y, particularmente, los
péptidos antimicrobianos, actualmente denominados péptidos de defensa del huésped (HDPs)
(Katzenback, 2015). El cambio de nomenclatura de “péptidos antimicrobianos” a “péptidos de de-
fensa del huésped” refleja una comprensién mas amplia de su funcion biolégica. Originalmente se
les atribuyé una accidén microbicida directa; sin embargo, hoy se reconoce su papel multifuncional
como moduladores de la respuesta inmune, participando en procesos de sefializacion celular, regu-
lacion inflamatoria y reparacion tisular (Hancock & Sahl, 2006; Mansour et al., 2014).
Los HDPs constituyen componentes bioactivos esenciales de la inmunidad innata en una amplia
variedad de organismos (Figura 2.1) como, anfibios, reptiles, aves y mamiferos (Drayton et al., 2021).
En los peces, estos péptidos actian como una barrera quimica de amplio espectro frente a bacterias,
virus y hongos, desempefiando un doble rol: como efectores antimicrobianos directos y como regu-
ladores inmunoldgicos que contribuyen a mantener la homeostasis frente a los desafios infecciosos
(Huan et al., 2020; Johnstone et al., 2022; Zhang et al., 2021).
Estas moléculas se agrupan en distintas familias estructurales y funcionales, entre las que destacan
las defensinas, catelicidinas, piscidinas (exclusivas de peces) y hepcidina (Drayton et al., 2021). A

pesar de su diversidad, todas ellas comparten motivos conservados de aminoacidos, lo que refleja
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su importancia evolutiva y su papel fundamental en la defensa del hospedador (Masso-Silva & Dia-
mond, 2014; Drayton et al., 2021).
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Figura 2.1. Clasificacion de los péptidos de defensa del huésped (HDPs) segun su origen bioldgico,
tipo de actividad, estructura secundaria y composicion en residuos caracteristicos. Modificada de Huan et
al. (2020).

Desde un punto de vista estructural, los HDPs son péptidos relativamente cortos, formados por 12 a
50 aminoacidos. En la mayoria de los casos presentan una carga neta positiva que oscila entre +1y
+2, atribuida a la abundancia de residuos basicos como lisina, arginina y triptéfano (Drayton et al.,
2021). No obstante, también se han identificado péptidos anidénicos (-1 a —7) y neutros, cuya exis-
tencia evidencia la amplia diversidad funcional dentro de esta familia (Wang et al., 2019).

Estos péptidos contienen una alta proporcion de residuos hidrofébicos (aproximadamente 40-50%),
caracteristica que les confiere solubilidad en medios acuosos y facilita su interaccién con membranas
bioldgicas (Wang, 2023). Su naturaleza anfipatica resultado del balance entre regiones hidrofdbicas
e hidrofilicas esta estrechamente vinculada a su conformacién estructural (Huang & Li, 2023).

De acuerdo con su estructura secundaria predominante, los HDPs pueden clasificarse en diversas
configuraciones estructurales (Figura 2.1), entre las que se incluyen las a-hélices, las B-laminas, las

estructuras extendidas y los bucles (Kumar et al., 2020).
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o« Péptidos con estructuras a-helicoidales (a): No mantienen una estructura definida en
solucién, pero muestran un comportamiento anfipatico al interactuar con membranas bio-
I6gicas. Ejemplo: catelicidinas o las piscidinas.

o Péptidos con estructuras Hojas B (B): Estan estabilizadas por puentes disulfuros. Esta
caracteristica les permite organizarse en moléculas anfipaticas, lo que los mantiene or-
ganizado en solucién. Ejemplo: hepcidina y defensinas.

o Péptidos con estructuras extendida: corresponden a aquellos que no adoptan una es-
tructura secundaria ordenada estable en solucion acuosa; pueden contener un alto nu-
mero de residuos de prolina, histidina, arginina y triptéfano; y suelen adquirir una estruc-
tura definida cuando estan en contacto con membrana bioldgicas.

En resumen, la estructura y estabilidad conformacional de los HDPs determinan su funcién bio-
I6gica y su capacidad para interactuar con membranas celulares. Estas moléculas, presentes en
una amplia variedad de organismos, han evolucionado para cumplir funciones tanto antimicro-
bianas como inmunomoduladoras. Su versatilidad estructural y funcional las convierte en biomo-
Iéculas con gran potencial para el desarrollo de aplicaciones terapéuticas innovadoras, especial-

mente en el fortalecimiento de la salud y la resistencia frente a infecciones.

(A) (B)

’
4

Figura 2.2. Estructuras comunes de los HDPs: A: Hélice a; B: Lamina (3; y C: Estructuras extendidas
(Wang et al., 2019).

(C)
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2.3. Estrategias antimicrobianas e inmunomoduladores de los HDPs para la eliminaciéon
de patégenos

Los HDPs presentan dos mecanismos principales de accién: actividad antimicrobiana directa e
inmunomodulacién.

1. Actividad antimicrobiana: Los HDPs eliminan patégenos alterando la integridad de sus mem-
branas celulares (figura 2.3), mediante interacciones electrostaticas entre sus residuos cargados
positivamente (lisina, arginina, triptéfano) y los fosfolipidos aniénicos de la membrana bacteriana
(Drayton et al., 2021; Pirtskhalava et al., 2021). Esta interaccion genera despolarizacién y forma-
cion de poros, provocando la pérdida del control osmético y la lisis celular (Mahlapuu et al., 2016).
Ademas, algunos HDPs pueden atravesar la membrana e interferir con procesos intracelulares
esenciales como la sintesis de ADN, ARN y proteinas, o la formacién de la pared celular, blo-

queando asi la replicacion y el crecimiento microbiano (Kumar et al., 2018; Haney et al., 2019).
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Figura 2.3 Modelos de mecanismos antimicrobiano de los HDPs: Interaccion de los péptidos
con la membrana bacterianas. A la izquierda, se representa la entrada directa del péptido al
citoplasma mediante translocacion y su posterior accion sobre blancos intracelulares. A la dere-
cha, se ilustran los mecanismos clasicos de perturbacion de membrana, incluyendo la formacion
de poros toroidales, poros de tipo barril y desestabilizacién superficial de la bicapa. Estos meca-

nismos, dependientes de la estructura anfipatica del péptido y de la organizacion lipidica de la
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membrana, determinan tanto su actividad biolégica como su potencial para modular respuestas
celulares. modificado de Mookherjee et al., (2020)

2. Actividad inmunomoduladora: Los HDPs también regulan la respuesta inmune del hospe-
dador mediante la activacion de diversas células inmunitarias como macrofagos, neutréfilos y
células T, promoviendo la liberacion de citoquinas y quimioquinas que coordinan la inflamacion
(Pirtskhalava et al., 2021) uniéndose a receptores especificos localizados en la membrana celu-
lar, como FPR2 (receptor acoplado a proteina G), P2X7 (canal iénico activado por ATP) y EGFR
(receptor tirosina quinasa), entre otros, a través de los receptores pueden activar distintas rutas
de sefializacion intracelular (NF-kB, MAPK, PI3K/Akt y STAT3) que controlan la produccién de
citoquinas pro y antiinflamatorias (Mookherjee et al., 2006; Prantner et al.,2017; Zhang., et al
2021; Kim et al., 2023). Durante las etapas tempranas de infeccion, los HDPs estimulan media-
dores proinflamatorios como il-18, tnf-a e il-6, que facilitan el reclutamiento de células inmunes.
Posteriormente, inducen la expresion de citoquinas antiinflamatorias como i/-10, promoviendo la
resolucion del proceso inflamatorio y la reparacién tisular (Merkle et al., 2015). Sin embargo, no
todos los HDPs actuan mediante estos mecanismos, ya que su modo de accion puede variar
considerablemente segun su estructura, origen y tipo celular involucrado. En algunos casos, los
receptores o vias especificas a través de los cuales ejercen sus efectos inmunomoduladores aun
no han sido completamente caracterizados, lo que refleja la complejidad y diversidad funcional

de estos péptidos.
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Figura 2.4. Posibles mecanismos de los péptidos de defensa del huésped (HDPs). Modelo esque-
matico de la activacion de receptores de membrana y vias de sefalizacion asociadas.
La figura muestra la interaccion de péptidos o ligandos con receptores de membrana como FPR2, P2X7 y
CXCRZ2, lo que desencadena la activacion de multiples rutas de transduccion de sefiales, incluyendo NF -
kB, p38, ERK1/2, JNK, PIK, Src, TRIF-IRF y TREM. La activacién de estas cascadas conduce a la trans-
locacion de factores de transcripcion como NF-kB, AP-1, AP-2, SP-1, E2F1 y EGR hacia el nucleo, donde
regulan la expresion de genes involucrados en la respuesta inflamatoria, inmunomodulacién y procesos

de defensa celular imagen modificada Hilchie et al., (2013)

Los mecanismos utilizados por los péptidos de defensa del huésped (HDPs) son esenciales para
la eliminacion de patdégenos, haciéndolos componentes clave de la inmunidad innata en una am-
plia variedad de organismos. Entre estos péptidos, la hepcidina destaca por su particular versa-
tilidad funcional, combinando propiedades antimicrobianas, inmunorreguladoras en diferentes or-
ganismos (Alvarez et al., 2016; Shirdel et al., 2019; Ghodsi et al., 2020; Barroso et al., 2021; Liu
et al., 2022; Jin et al., 2023)

2.4. Péptido Hepcidina: modelo biolégico para estudios de inmunoestimulacion

La Hepcidina es un péptido sintetizado en el higado, que fue aislado por primera vez de la sangre
y la orina humana (Krause et al., 2000; Park et al., 2001a; Ghodsi et al., 2020). inicialmente
denominado como LEAP-1 (Péptido antimicrobiano expresado en el higado) debido a su activi-
dad antimicrobiana. Sin embargo, se renombrd como “hepcidina,” donde "hep-" se refiere al hi-
gado, su sitio principal de sintesis en los hepatocitos, y "-cidina" alude a sus propiedades antimi-
crobianas (Malera, 2018).

La hepcidina es generada en forma de preprohepcidina, una molécula compuesta por 84 ami-
nodacidos, que luego se transforma en prohepcidina, que tiene 60 aminoacidos. Por la accion de
las enzimas furina y alfa-1 antitripsina convertasa, la prohepcidina se convierte en hepcidina-25,

que es la forma madura y activa biolégicamente (Figura 2.5) (Rauf et al., 2020).

Péptido de senal

Preprohepcidina . I | -C
9.4KDa 1
b4
Prohepcidina N- | -C
6.9 KDa
Hepcidina N- -C
2,7 KDa

Figura 2.5. Representacion esquematica del procesamiento de Hepcidina. preprohepcidina se es-

cinde y libera su péptido de sefal, dando origen a prohepcidina. Luego a través de furina convertasa (flecha
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roja) da lugar al péptido maduro Hepcidina 25 el cual puede cortarse nuevamente y producir las isoformas
20y 22. Modificada de Malerba et al., (2018)

Hepcidina 25 (Hep25) puede sufrir procesos adicionales que generan dos isoformas truncadas
en el extremo amino-terminal: Hepcidina 22 (Hep22) y Hepcidina 20 (Hep20) (llkovska et
al.,2016). Esta ultima se distingue de Hep25 por la ausencia del motivo amino-terminal ATCUN
(Amino-Terminal Cu(ll)- and Ni(ll)-binding motif), responsable de la union especifica a iones me-
talicos como cobre (Cu?*) y niquel (Ni#*), los cuales participan en su funcién biolégica y estabili-
dad estructural (Subha et al., 2013). A pesar de esta diferencia, ambas isoformas mantienen una
conformacion que presenta aproximadamente un 32 % de laminas B y una estructura tipo hor-
quilla B estabilizada por cuatro puentes disulfuro formados entre ocho residuos de cisteina (Rauf
et al., 2020; Campostrini et al., 2012; Kemna et al., 2008). Estas caracteristicas estructurales son
esenciales para conservar la actividad antimicrobiana y la capacidad de regulacién del metabo-

lismo del hierro propias de la hepcidina.

Propiedades anfipatica

Motivo ATCUN

Lys

- /
h -
Puentes Disulfuro

Lamina B 4

Figura 2.6. Estructura molecular de la hepcidina 25. Las flechas grises son laminas (3 y las de color gris

\

son la columna vertebral del péptido. El color amarillo es un enlace disulfuro, el azul indica residuos posi-
tivos de lisina y arginina, el rojo indica el residuo negativo de acido aspartico y el color verde indica histidina

que contiene amino-terminal. (Faraj et al., 2022)

La Hep25 circula en el torrente sanguineo y actia como un péptido regulador clave en la ho-
meostasis del hierro, en hepatocitos, enterocitos y macrofagos (Pefia-Montes et al., 2014). Su

principal funcidn consiste en controlar la expresién y actividad de la ferroportina (FPN-1), la Unica
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proteina exportadora de hierro conocida en vertebrados. Al unirse a FPN-1, la hepcidina induce
su internalizacion y degradacion, reduciendo asi la absorcion intestinal de hierro y su liberacion
desde los macrofagos hacia el torrente sanguineo (Neneh et al., 2021). Este proceso mantiene
el equilibrio sistémico de hierro y previene su acumulacién excesiva (Ganz et al., 2003; Pefa-
Montes et al., 2014; Bachini et al., 2020; Rauf et al., 2020; Neneh et al., 2021).

Ademas de su funcion como principal reguladora de la homeostasis del hierro, hepcidina también
participa activamente en la modulacion de la respuesta inmunitaria. Durante infecciones o pro-
cesos inflamatorios, su expresidon aumenta en respuesta a citoquinas proinflamatorias como la
interleucina-6 (il-6), lo que conduce a una disminucién de los niveles séricos de hierro al promover
la degradacion de la ferroportina, el Unico exportador conocido de hierro celular (Nemeth et al.,
2004; Ganz & Nemeth, 2015). Este mecanismo, conocido como inmunidad nutricional, constituye
una estrategia de defensa del hospedador para restringir la disponibilidad de hierro a los micro-
organismos patégenos, limitando asi su proliferacion. De este modo, la hepcidina vincula la re-
gulacion metabdlica del hierro con la respuesta inmune innata, desempefando un papel dual
como péptido antimicrobiano directo y como modulador del metabolismo del hierro y la inflama-
cion (Galesloot et al., 2021; Park et al., 2021). Las isoformas truncadas de hepcidina no solo
complementan, sino que también diversifican la funcién de la Hep25 en la regulacion del meta-
bolismo del hierro y en la respuesta inmunitaria. Aunque las isoformas truncadas de hepcidina
presentan una menor eficacia en el control del transporte de hierro debido a la ausencia de re-
giones estructurales criticas (Campostrini et al., 2001), diversos estudios han sugerido que estas
variantes adquieren funciones mas especializadas, particularmente en la modulacion de la res-
puesta inmune y en la defensa frente a microorganismos patégenos (Malerba et al., 2018).
Hep25 ejerce su actividad inmunomoduladora principalmente a través de su unién a la ferropor-
tina, una proteina exportadora de hierro expresada en macrofagos, hepatocitos, enterocitos y
monocitos, provocando su internalizacion y degradacion lisosomal (Nemeth et al., 2013). Esta
interaccién reduce la liberacion de hierro al plasma y genera un entorno intracelular hipoférrico,
que limita la disponibilidad de este metal para los patégenos. Sin embargo, la acumulacién tran-
sitoria de hierro dentro de los macrofagos también promueve la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), las cuales actuan como segundos mensajeros que activan rutas de sefaliza-
cién dependientes del estado redox y del metabolismo férrico (Cronin et al.,2019)

En una primera etapa, estas condiciones estimulan la activacion del factor nuclear kappa B (NF-
kB), un regulador central de la respuesta inflamatoria, que induce la transcripcion de genes proin-
flamatorios y la produccion de citoquinas como interleucina 1 beta (il-18), il-6 y factor de necrosis

tumoral alfa (tnfa) (Morgan et al., 2011). Estas moléculas favorecen la activacién de macrofagos,
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la quimiotaxis celular y la amplificacién de la respuesta inmune, promoviendo la eliminacion de
patogenos intracelulares y el reclutamiento de otras células inmunes hacia el sitio de infeccién.
Posteriormente, una vez controlado el estimulo inflamatorio, se activa de manera regulada la via
del transductor de sefiales y activador de la transcripcién 3 (stat3), la cual esta asociada a la
induccién de citoquinas antiinflamatorias, especialmente interleucina 10 (i/-10). Esta citoquina
actua como un modulador negativo de la inflamacion, inhibiendo la expresion de il-18, il-6 y tnfa,
y restaurando la homeostasis inmunoldgica. (Abreu et al., 2018)

En este contexto de regulacion fina entre inflamacion y resolucién, destaca la hepcidina, un pép-
tido clave de la inmunidad innata. En peces, la hepcidina fue identificada por primera vez en la
lubina blanca (Morone chrysops), y posteriormente se ha detectado en al menos 37 especies,
incluyendo lubina rayada hibrida (Morone saxatilis x M. chrysops) (Shike et al., 2002), pez cebra
(Danio rerio) (Shike et al., 2004), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Zhang et al., 2004),
platija (Paralichthys olivaceus) (Kim et al., 2005) y trucha del Caspio (Salmo caspius) (Shirdel et
al., 2019). La presencia de multiples isoformas de hepcidina en distintos teledsteos ha permitido
realizar estudios comparativos que revelan su alto grado de conservacion y su rol central en la
defensa antimicrobiana. Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado que la hepcidina
cumple funciones fundamentales frente a bacterias, virus y hongos. En trucha del Caspio, por
ejemplo, los desafios con Streptococcus iniae y Yersinia ruckeri indujeron incrementos significa-
tivos de la expresion del gen hepcidna en higado, rindn anterior, bazo y piel, lo que evidencia su
participacién directa en la respuesta inmune de los peces (Shirdel et al., 2019; Yang et al., 2011,
Barroso et al., 2021; Liu et al., 2022). En este escenario, la isoforma sintética Hep20 adquiere
especial relevancia ya que podria contribuir también al mantenimiento del equilibrio inmunolé-
gico. Para profundizar en la comprensién de sus funciones, una estrategia ampliamente utilizada
es la sintesis quimica, que permite obtener péptidos con secuencias definidas, alta pureza y
estabilidad controlada. Esto facilita tanto su caracterizacion estructural como la evaluacion de su

actividad funcional en diversos modelos biolégicos.
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2.5. Sintesis quimica y aplicaciones de péptidos derivados de Hepcidina (Hep20)

La sintesis quimica de hepcidina 20 (Hep20) proveniente de trucha arcoiris, se ha consolidado
como una herramienta esencial para estudiar las funciones bioldgicas de esta molécula en peces.
La estrategia mas empleada para su obtencién corresponde a la sintesis de péptidos en fase
Sdélida (SPPS), descrita por Merrifield en 1963, la cual permite ensamblar la cadena peptidica de
manera secuencial mediante la adicion controlada de aminoacidos sobre un soporte sélido inerte.
En este procedimiento, el primer aminoacido se ancla a la resina desde su extremo C-terminal,
y la cadena se va extendiendo hacia el extremo N-terminal mediante reacciones de acoplamiento
activadas quimicamente. Para evitar reacciones secundarias, los grupos reactivos de los ami-
noacidos se mantienen protegidos mediante el sistema Fmoc/tBu, en el cual el grupo 9-fluorenil-
metoxicarbonilo (Fmoc) bloquea el extremo a-amino y los grupos tert-butilo (tBu) protegen las
cadenas laterales. La formacion de los enlaces peptidicos se favorece mediante activadores
como DIC, HBTU o TBTU, que permiten una condensacion eficiente y minimizan la racemizacion.
Una vez completada la sintesis, el péptido se libera del soporte y se eliminan los grupos protec-
tores mediante una mezcla de &cido trifluoroacético (TFA), triisopropilsilano (TIS) y 1,2-etanoditiol
(DOT). El producto resultante se purifica mediante cromatografia liquida de alta resolucion en
fase reversa (RP-HPLC) y su identidad se confirma por espectrometria de masas (MALDI o ESI),
garantizando su pureza estructural y funcional.

La sintesis controlada y purificacion de Hep20 ha permitido disponer de un péptido funcional-
mente activo para evaluar su papel como agente antimicrobiano e inmunomodulador en peces
teledsteos. Tras la sintesis, el péptido fue sometido a un proceso de oxidacion controlada desti-
nado a favorecer la formaciéon de los cuatro puentes disulfuro caracteristicos de la estructura
nativa de la hepcidina, los cuales son esenciales para estabilizar su conformacion tridimensional
tipo B-hairpin y conferirle su actividad biolégica.

El péptido sintético Hep20 ha sido ampliamente utilizado para evaluar su actividad inmunomodu-
ladora. Ensayos realizados en células de la linea monocito/macréfago RTS11 han demostrado
que Hep20 es capaz de inducir una modulacién basal de la respuesta inmune, incluso en ausen-
cia de un estimulo infeccioso, lo que evidencia su potencial como agente inmunoestimulante en
peces. La exposicién a 10 yM de Hep20 durante 6 a 24 horas, generd un aumento significativo
a las 24 horas, en la expresion de il16, tnfa e il10, (figura 2.7). Acompafnado de la deteccion
intracelular de las proteinas IL-1B y TNF-a mediante inmunofluorescencia (figura 2.8) (Alvarez et
al., 2022). Este patron de expresién sugiere que Hep20 activa de manera coordinada las vias

proinflamatorias y antiinflamatorias en macroéfagos, promoviendo inicialmente la produccion de
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IL-18 y TNF-a para desencadenar una respuesta inflamatoria efectiva, seguida por la induccion

de IL-10 como mecanismo regulador que atenua la inflamacion y restablece la homeostasis in-
munolodgica.
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Figura 2.7. Perfil de expresion de ARNm de citoquinas en la linea celular RTS11. Expresion relativa
de ARNm de il1B, tnfa e il10 en la linea celular RTS-11 tratada con Hep20 durante 6, 12 y 24 h (verde).
células no tratadas que corresponden al control (Blanco). Los datos se presentan como la media + error

estandar, conn= 4. * p < 0,05, * p < 0,01 de la prueba no paramétrica de Wilcoxon-Mann-Whitney; n.s
(diferencias no significativas). (Alvarez et al., 2022)

CONTROL TNFa IL-1p IL-10

24 h

Figura 2.8. Perfil proteico de citoquinas IL-1B8, TNFa e IL-10 en células RTS11 después de 24 h des-
pués del tratamiento con Hep20. Las citoquinas se detectaron utilizando antisuero especifico de ratén y
el anticuerpo conjugado anti-lgG de raton Alexa-488 (verde). Ademas, se utiliz6 DAPI como tincion de
nucleos (azul). (Alvarez et al., 2022)

En concordancia con los resultados obtenidos in vitro, el efecto inmunomodulador de Hep20 fue
posteriormente evaluado in vivo. En este ensayo, se administraron 20 yg de Hep20 por via intra-
peritoneal a ejemplares de lubina europea (Dicentrarchus labrax), y la expresion génica se ana-
liz6 alos 1, 3, 7, 14 y 21 dias postinyeccion. En el rifidén cefalico, se observé una modulacion
significativa en la expresion de citoquinas proinflamatorias (il-18 y tnf-a) y del marcador antiinfla-

matorio il-10 durante los dias 1, 3, 7 y 14 (Figura 2.9). En contraste, en el bazo se detectaron
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diferencias significativas en il-18 y il-10, con variaciones mas marcadas en los dias 1, 7 y 14

postinyeccién (Figura 2.10) (Alvarez et al., 2022).
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Figura 2.9. Perfil de expresion de ARNm de citoquinas riiiédn cefalico de lubina europea post-inyec-
cién intraperitoneal de Hep20. Expresion de ARNm de tnfa (A), il1b (B) e il10 (C). Peces inyectadas con
hep 20 (barras verdes) y Control peces inyectados con solucién salina tamponada con fosfato (blanco
barras). Las diferencias significativas (p < 0,05 o p < 0,01) entre grupos en cada momento se indican con

(*) o (**) respectivamente (n = 6), ns (diferencias no significativas). (Alvarez et al., 2022).

(A) (B)
104 104
T —_
g 8- 8 8 *
: g
E £
T - 64 *
s 3
L L ns
< <
g 2+
£ E
3 = *%
[ O
z 2 2 !—‘
Z
od
N & A & ~
& & P @

IL-10 mRNA (Fold increase)

28



Figura 2.11. Perfil de expresiéon de ARNm de citoquinas del bazo de lubina europea post-inyecciéon
intraperitoneal de Hep20. Expresion de ARNm de tnfa (A), il1b (B) e il10 (C). Peces inyectadas con hep
20 (barras verdes) y Control peces inyectados con soluciéon salina tamponada con fosfato (blanco barras).
Las diferencias significativas (p < 0,05 o p < 0,01) entre grupos en cada momento se indican con (*) o (**)

respectivamente (n = 6), ns (diferencias no significativas). (Alvarez et al., 2022).

En salmén del Atlantico (Salmo salar), la suplementacion dietaria con hep20 sintética ha demos-
trado efectos inmunomoduladores relevantes. En un ensayo experimental, se incorporaron dosis
de 150 y 300 uyg/k de pez en la dieta, alimentando a los peces durante 20 dias (Mercado et al.,
2017; Proyecto FIE-2015-V014). Los resultados mostraron un aumento significativo en la expre-
sion de las citoquinas il-18 e il-10 en el bazo y el rindn cefalico, érganos clave en la respuesta
inmune de los peces. La induccién de il-18 refleja la activacién de una respuesta proinflamatoria
inicial, mientras que el incremento de il-10 evidencia la activacién de mecanismos reguladores
destinados a mantener la homeostasis inmunolégica. Los peces alimentados con la dosis mas
alta presentaron una mayor resistencia frente a la infeccién y una respuesta inmune mas equili-
brada, confirmando que Hep20 actia como un inmunoestimulante dietario eficaz, capaz de mo-
dular de forma coordinada la inflamacién y potenciar la inmunidad inespecifica en Salmon del
atlantico.

En conjunto, los estudios desarrollados en diversas especies demuestran que Hep20 constituye
un potente inmunoestimulante capaz de inducir respuestas proinflamatorias y antiinflamatorias
equilibradas que fortalecen la inmunidad innata y aumentan la resistencia frente a infecciones
bacterianas. Su eficacia ha sido comprobada en diferentes modelos de peces, tanto marinos
como de agua dulce, y mediante distintas vias de administracion, incluyendo la inyeccion intra-
peritoneal y la suplementacién dietaria, lo que confirma la versatilidad biolégica de este péptido
sintético. Estos resultados respaldan el potencial de la Hep20 como herramienta inmunoprofilac-
tica en acuicultura y abren el camino hacia el estudio de nuevas estrategias de incorporacion de
péptidos bioactivos, orientadas a optimizar su estabilidad, absorcién intestinal y efectividad en

condiciones de cultivo intensivo.

2.6. Vias de incorporacion de péptidos bioactivos en peces

La hep20 ha demostrado ser un inmunoestimulante eficaz en la lucha contra infecciones que
afectan a la industria acuicola. Sin embargo, el uso de péptidos sintéticos en esta industria pre-
senta importantes desafios. En la practica, resulta dificil y costoso obtener las cantidades nece-
sarias para controlar eficazmente las enfermedades presentes en la acuicultura (Tsang et al.,

2020). Por lo tanto, es fundamental desarrollar estrategias de administracion efectiva.
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Actualmente, existen tres tipos de administraciéon de medicamentos en acuicultura: inyeccion,
inmersion y administracion oral. La inyeccion intramuscular o intraperitoneal es el método mas
popular, ya que proporciona una dosis exacta. No obstante, este método genera estrés en los
peces, consume mucho tiempo y es laborioso, lo que lo convierte en una opcién relativamente
costosa (Su et al.,, 2021). La administracién por inmersion consiste en sumergir los peces en una
solucion diluida del medicamento, generalmente durante un periodo de 30 a 60 segundos (Bru-
deseth et al.,, 2013). Sin embargo, la eficacia de este método puede verse afectada por varios
factores, como la concentracion del medicamento, el tiempo de inmersion, el tamafio de los pe-

ces, la presencia de adyuvantes y la temperatura del agua (Su y Su, 2018).

Por otro lado, la administracion oral es un método sencillo y ampliamente utilizado que permite
realizar tratamientos de forma masiva. Este enfoque implica incorporar el medicamento en el
alimento de los peces. A diferencia de los métodos anteriores, la administracion oral requiere una
manipulacién minima, lo que reduce el estrés asociado a la aplicacion de tratamientos. Sin em-
bargo, Sin embargo, su administracion oral se ve significativamente obstaculizada por la degra-
dacion enzimatica, la inestabilidad y la baja permeabilidad a través del epitelio gastrointestinal

(Gl), lo que resulta en una baja biodisponibilidad (Baral et al., 2025).

Es necesario utilizar cantidades considerables de medicamento para garantizar que, tras la in-
gestion, se absorba la cantidad suficiente para producir el efecto deseado. (Chettri et al., 2017;
Embregts et al., 2019). Para abordar este problema, se utilizan compuestos naturales que per-
miten mejorar la absorcion de moléculas bioactivas. Una de ella es la fraccion denominada dea-

cilsaponina obtenida a partir de la hidrolisis de saponinas proveniente del arbol Quillay.

2.7. Saponinas: estructura, funcién y propiedades bioactivas

Las saponinas son compuestos naturales ampliamente distribuidos en el reino vegetal y, en me-
nor medida, en algunos organismos marinos. Estas moléculas se dividen en dos grandes grupos
esteroidales y triterpenoides segun la naturaleza de su aglicona (de Groot et al., 2016). Entre las
principales fuentes de saponinas triterpenoides destaca el Quillay (Quillaja saponaria), un arbol
perenne endémico de Chile, cuya distribucion abarca desde la Regién de Valparaiso (30° S)
hasta La Araucania (38° S) (Schlotterbeck et al., 2015). Este arbol contiene saponinas en su
corteza, hojas y parte del tronco (Donoso et al., 2011; Schlotterbeck et al., 2015), aunque tradi-
cionalmente su extracciéon se ha centrado en la corteza (Guerra et al., 2020).

Las saponinas de quillay han sido ampliamente estudiadas, aisladas y comercializadas, debido
a su gran versatilidad y a su aplicacion en multiples sectores, como las industrias agricola, cos-

mética, alimentaria y farmacéutica (Zufiga et al., 2012; Yang et al., 2013; Barhate et al., 2013;
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Harrer et al., 2014). Esta creciente demanda ha generado una presion considerable sobre los
recursos naturales: entre 2019 y 2020, se estimé un requerimiento de 40.000 a 48.000 toneladas
de biomasa de quillay, superando los limites sostenibles del bosque nativo (Schlotterbeck et al.,
2015). La sobreexplotacion de la corteza ha producido impactos ecologicos significativos y ame-
naza la disponibilidad futura de este recurso.

En los procesos industriales de obtencion de saponinas, las hojas han sido histéricamente ex-
cluidas por su baja proporcion en la biomasa total (solo entre el 4% y el 6% del peso del arbol) y
por la presencia de compuestos interferentes, como la clorofila. Ademas, los métodos de extrac-
cion a partir de hojas no se encuentran integrados en la cadena productiva convencional. Sin
embargo, estudios recientes como el de Schlotterbeck y colaboradores han demostrado que las
hojas de arboles jovenes contienen fracciones ricas en saponinas, lo que representa una fuente
alternativa y sostenible de materia prima, capaz de reducir la presién sobre la corteza y contribuir

a una produccién mas ecoldgica.

2.8. Estructuray funcioén de las saponinas

La estructura de las saponinas esta compuesta por una aglicona triterpenoide, denominada acido
quillaico, a la cual se enlazan distintos oligosacaridos tales como D-glucosa, D-galactosa, acido
D-glucurénico, D-fucosa, D-xilosa, L-ramnosa o L-arabinosa. En la mayoria de los casos, la ca-
dena de azucares se une al carbono C-3 del esqueleto triterpénico, dando origen a las saponinas
monodesmosidicas. En otros casos, se presenta una segunda cadena de azucares unida en C-
26 o0 C-28, conformando las saponinas bidesmosidicas (Figura 2.11). Ademas, algunas molécu-
las poseen una cadena lateral con un grupo acilo, caracteristica estructural que desempefia un

papel relevante en determinadas actividades bioldgicas (Sun et al., 2009).

Quillaic acid
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Figura 2.11. Estructura general de saponinas triterpenoides proveniente de Quillaja saponaria. su
estructura se compone acido quillaico, unido a un trisacarido ramificado o un disacarido, Un residuo de
fucosa enlazado a éster en C-28 y por un residuo de monosacarido y por un grupo acilo. (Sun et al.,
2009)

Las saponinas pueden diferenciarse segun variaciones en su estructura, las cuales dependen
del nivel de oxidacién del esqueleto del acido quillaico, el numero y tipo de azucares, su posicion
de enlace y la presencia o ausencia de grupos acilo (Roner et al., 2014). Esta complejidad es-
tructural les confiere una naturaleza anfipatica, compuesta por una region hidrofobica (la agli-
cona) y una regién hidrofilica (los azucares) (de Groot et al., 2016; Fleck et al., 2019). Esta dua-
lidad explica su capacidad para formar espuma y, especialmente, para interactuar con el coles-
terol de las membranas celulares, generando poros que aumentan la permeabilidad de la mem-
brana (Lacaille-Dubois et al., 2017). Este fendmeno fue descrito por primera vez en 1962 por
Dourmashkin, quien observd, mediante microscopia electronica, la formacién de poros en la en-
voltura del virus del sarcoma de Rous inactivado con saponinas. A partir de este hallazgo, la
capacidad de las saponinas para alterar la integridad de las membranas bioldgicas se ha estu-
diado extensamente y se conoce comunmente como actividad hemolitica de las saponinas, con-
siderada la base molecular de su accion litica sobre células y microorganismos (Agustin et al.,
2011)

En la actualidad, no se han podido determinar completamente los procesos utilizados por la sa-
ponina para generar esta interaccidon, aunque se han planteado un modelo de accion de las sa-
poninas hacia las membranas (Figura 2.12) El primer modelo se centra en la formacion esponta-
nea de complejos entre saponinas y colesterol en las membranas, y a continuacion se encuentra
la asociacion de estos complejos en "estructuras bidimensionales de tipo micelar" en la mem-
brana. Las cadenas de azucar hidréfilas de las saponinas, que se rumorea que estan ubicadas
centralmente en el complejo de tipo micelar, conducen a la formacion de un poro acuoso. Los
poros citados representan un incremento en la permeabilidad de la membrana. En el segundo
modelo descrito se aprecia una incorporacion de la saponina en la monocapa de la membrana,
dentro de la membrana las saponinas se ensamblan con los esteroles, lo cual puede convertirse
en curvatura tras la acumulacién de esteroles, lo cual puede conducir a la eliminacién de estero-
les a través de la formacion de vesiculas. EI modelo mas reciente descrito, se us6 saponinas de
quillay, las cuales provocaron una perturbacion adicional de los sistemas de membrana a partir
de simulaciones de dinamica molecular (so Lin y Wang, 2010). En este modelo, las saponinas

migran en la membrana a los dominios de membrana enriquecidos en esfingomielina y colesterol,
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las denominadas balsas lipidicas, En consecuencia, este nuevo modelo no requiere de la acu-

mulacion de complejos, mas bien solo se da la interaccion y se produce una perturbacion directa.

Figura 2.12. Modelos de mecanismos de interaccion saponina con la membrana. Las saponinas se
internalizan a través de su region hidrofébica, posteriormente se produce una interaccidn con los esteroles
a través de su regién hidrofilica, dicha interaccién produce una curvatura de la membrana tras la acumu-
lacién de saponinas. Para finalmente dar lugar A: poros en la membrana B: o a la formacidn de vesiculas
que se desprenden de la membrana. C: es el mecanismo donde no hay una reorganizaciéon de la mem-
brana, mas bien hay una disrupcion directa de la membrana. Las saponinas se integran a la membrana
hasta las balsas lipidicas e interfieren con la funcionalidad de estos dominios modificada de Agustin et al.,
(2011)

Es importante destacar que la capacidad de las saponinas para permeabilizar las membranas
puede tener efectos beneficiosos cuando se incorporan en pequefias cantidades a la dieta. Esto
se debe a que faciliten la absorcién de nutrientes, farmacos y toxinas al aumentar la permeabili-
dad de la mucosa del intestino delgado (Chuke. 1976; Oakenfull et al., 1979; Zheng et al., 2022)
En peces existen varios estudios que han demostrado el efecto de las saponinas sobre la mem-
brana celular, el crecimiento animal y la ingesta de alimento, la digestion de proteinas, el meta-
bolismo del colesterol, la reproduccion animal y el sistema inmunolégico (Francis et al., 2002;
abarca et al., 2021).
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2.9. Aplicaciones de saponinas extraida desde quillay

Los extractos obtenidos de la corteza de Quillaja saponaria han sido ampliamente utilizados en
diversas industrias, especialmente en la farmacéutica y veterinaria, debido a sus propiedades
adyuvantes e inmunoestimulantes. Entre las fracciones mas estudiadas se encuentra QuilA, una
mezcla heterogénea de saponinas triterpenoides con alto potencial biolégico. La purificacion frac-
cionada de QuilA permite aislar componentes especificos, tales como QS-7, QS-18 y QS-21, que
difieren notablemente en su estructura, potencia inmunolégica y grado de toxicidad (Rajput et al.,
2007).

Dentro de estas, QS-18 ha mostrado una toxicidad elevada en modelos murinos, mientras que
QS-7 y QS-21 presentan menor toxicidad y conservan una potente capacidad adyuvante (Kensil
y Marciani, 1991; Marty-Roix et al., 2016). En particular, QS-21 ha sido objeto de numerosos
estudios debido a su abundancia relativa en los extractos de quillay y a su extraordinaria capaci-
dad para potenciar la respuesta inmune adaptativa, razén por la cual se utiliza actualmente en

formulaciones vacunales aprobadas, como AS01 (Zhu et al., 2016).

Dado que las saponinas pueden presentar efectos hemoliticos y citotoxicos dependientes de su
concentracion y estructura, se han realizado numerosos estudios para determinar los rangos de

seguridad bioldgica de estas fracciones. En la tabla 2.1 se resumen los valores reportados de
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hemolisis (HDs,) y citotoxicidad (ICs,) para las principales saponinas derivadas de Quillaja sapo-

naria.

Tabla 2.1 Rangos de hemdlisis y citotoxicidad reportados para saponinas de Quillaja saponaria

Fraccion Parametro Concentracion Modelo Referencia
HDso (hemolisis50%)  3,5-4,5uM Eritrocitos de oveja Zhu et al., 2015
HDso (hemolisisS0%)  6,5-9 uM Eritrocitos de conejo  Sun et al., 2006
Qs-21
ICso (citotoxicidad) 7uUM Células humanas Guzman etal., 2020
SNU-1
QuilA HDso (hemdlisis50%) 15 pM Eritrocitos de conejo ~ Zhuetal., 2015
QS-7 Toxicidad baja <40 pM modelos murinos Kensil & Marciani,
1991
QS-18 Toxicidad alta >5uM modelos murinos Caoetal., 2025

La fraccion QS-21 se ha utilizado en vacunas veterinarias y humanas como adyuvante ya que
induce una inmunidad equilibrada Th1 / Th2, caracteristica importante para incluirla en una am-
plia gama de aplicaciones en la lucha contra diversos patégenos microbianos, canceres y otras
enfermedades (Zhu et al., 2016; Wang., 2021). Sin embargo, la toxicidad y el efecto hemolitico
indeseable representan un problema para el uso de esta fraccion, ya que existe una limitacién
en la dosis para evitar efectos secundarios. De esta manera se ha estudiado estrechamente la
relacion entre la estructura y funcién, donde se ha visto que al modificar parte de la estructura se

produce un cambio en la actividad adyuvante y toxicidad (Liu et al., 2002; Wang. 2021).
2.10. Fraccion deacilsaponina: propiedades y potencial biotecnolégico en acuicultura

Si bien las fracciones purificadas del quillay, como QS-21, poseen un alto potencial inmunoesti-
mulante y adyuvante, su aplicacion directa en organismos acuaticos o en formulaciones orales
presenta limitaciones importantes debido a su citotoxicidad y efecto hemolitico. En ensayos in
vitro, QS-21 provoca un 50 % de hemdlisis (HDs,) a concentraciones entre 3,5-4,5 uM, restrin-
giendo su uso en sistemas biolégicos sensibles, incluidos los peces. Esta elevada reactividad ha
impulsado el desarrollo de derivados estructuralmente modificados que conserven la actividad
bioactiva de QS-21, pero con mayor seguridad y estabilidad biolégica. En este contexto, las frac-
ciones deacilsaponinas han surgido como alternativas promisorias para el disefio de agentes

permeabilizantes y adyuvantes de nueva generacion.
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Mediante hidrdlisis alcalina controlada, Pillon y colaboradores lograron eliminar el grupo acilo de
QS-21, originando la fraccidén deacilsaponina 1 (DS-1). Esta variante exhibe una toxicidad signi-
ficativamente menor que su precursor, con una reduccion drastica de la hemdlisis: DS-1 no al-
canza niveles del 50 % de hemodlisis en los rangos donde QS-21 ya es fuertemente hemolitica y
requiere concentraciones mucho mayores (superiores a 40 uM) para inducir efectos comparables
(Pillon et al., 1996; Chao et al., 1998). Esta menor citotoxicidad permite que DS-1 sea utilizada
en concentraciones mas altas, ampliando su margen de aplicacion sin comprometer la viabilidad
celular. En modelos de mamiferos, DS-1 ha demostrado mejorar la absorcion nasal, ocular y oral
de diversos compuestos hidrofilicos, como insulina, manitol, decapéptidos y antibiéticos amino-
glucosidos, cuando se administra entre 650 y 1320 uM (Recchia et al., 1995; Chao et al., 1998;
Araujo et al., 2017). Estos efectos dependen estrictamente de la coadministracion simultanea, ya
gue su aplicacién previa no genera mejoras en la biodisponibilidad. Ademas, la eficacia de DS-1
como potenciador de absorcion quedd demostrada en estudios in vivo donde, combinado con un
principio activo, aumentoé la supervivencia de ratones infectados experimentalmente con Esche-
richia coli. Posteriormente, se confirmé que su mecanismo de accion involucra un aumento re-
versible de la permeabilidad transepitelial a través de rutas mayoritariamente transcelulares en
cultivos Caco-2, sin alterar la morfologia ni la viabilidad del epitelio, lo que subraya su caracter

seguro y su potencial como agente de permeacion (Chao et al., 1998; Francis et al., 2002).

Desde una perspectiva molecular, no existe evidencia de que las saponinas incluidas fracciones
deaciladas como DS-1 formen enlaces covalentes o complejos estables con péptidos bioactivos.
En cambio, su actividad se basa en interacciones transitorias de naturaleza hidrofdbica y elec-
trostatica con los lipidos y el colesterol de la membrana, produciendo microporos reversibles que
facilitan el paso de moléculas hidrofilicas a través del epitelio intestinal (Pillon et al., 1996; Podo-
lak et al., 2010). Esta combinacién de permeabilizacién eficiente y baja citotoxicidad convierte a

DS-1 en una herramienta altamente atractiva para aplicaciones biotecnoldgicas.

En peces, el uso de saponinas derivadas de Quillaja saponaria ha cobrado especial relevancia.
Diversos estudios han mostrado que extractos de quillay pueden modular la expresién de genes
inmunes, aumentar la actividad fagocitica y mejorar la resistencia frente a infecciones bacterianas
como Piscirickettsia salmonis, uno de los patégenos mas importantes en salmonicultura (Cortés
et al., 2021; Diégenes et al., 2020; Kumar et al., 2022). Ademas de su efecto inmunoldgico di-
recto, las saponinas de quillay actuan sobre la barrera intestinal, facilitando la captacion y el
transporte de antigenos o compuestos bioactivos administrados por via oral, lo que las posiciona

como herramientas versatiles para estrategias de inmunonutricion.
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La transicion hacia fracciones deaciladas como DS-1 representa un avance significativo para su
aplicacion en especies acuicolas, ya que combina los beneficios inmunomoduladores caracteris-
ticos de las saponinas con un perfil de seguridad adecuado para peces, cuyo epitelio intestinal
es especialmente sensible a compuestos tensioactivos. Asi, las deacilsaponinas incluyendo
aquellas obtenidas desde hojas de Quillay emergen como plataformas sustentables y de alta
compatibilidad fisiolégica para el desarrollo de formulaciones orales destinadas a mejorar la bio-

disponibilidad y el efecto inmunomodulador de moléculas bioactivas, como el péptido Hep20.

En conjunto, estos antecedentes confirman que la fraccién deacilsaponina actia como un agente
de permeacion eficaz, seguro y reversible, con un papel estratégico en el disefio de nuevas for-
mulaciones orales para la acuicultura moderna, orientadas a potenciar la salud intestinal, mejorar

la inmunidad y reducir la dependencia de antibidticos en peces cultivados.

2.11. Planteamiento de problema

La salmonicultura chilena enfrenta importantes desafios sanitarios derivados de su produccién
intensiva, destacando la alta incidencia de enfermedades infecciosas una de las principales cau-
sas de mortalidad en salménidos. A pesar de los avances en vacunacion y manejo, el uso de
antibidticos continua siendo la herramienta predominante de control, generando impactos am-
bientales y promoviendo la resistencia antimicrobiana. Esta situacién evidencia la necesidad de
desarrollar estrategias inmunoprofilacticas mas sostenibles y seguras que fortalezcan las defen-

sas naturales de los peces.

En este contexto, los péptidos de defensa del huésped, como la Hepcidina 20, surgen como
alternativas biotecnoldgicas prometedoras por su doble accion antimicrobiana e inmunomodula-
dora, capaces de mejorar la respuesta inmunitaria de los peces cultivados. Sin embargo, su apli-
cacion por via oral presenta desafios asociados a la limitada absorcion intestinal de estos com-

puestos, lo que restringe su eficacia en condiciones de cultivo.

Para superar esta limitacion, se propone el uso de deacilsaponina del quillay, moléculas naturales
que pueden incrementar la permeabilidad intestinal de manera reversible y segura, favoreciendo

la absorcion de biomoléculas como la Hepcidina 20. La falta de estudios en peces sobre esta
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interaccion representa una oportunidad cientifica relevante para desarrollar formulaciones orales
innovadoras, eficientes y ambientalmente sostenibles que fortalezcan la salud y resiliencia de los

salmoénidos en la acuicultura moderna.

2.12, HIPOTESIS

La fraccion deacilsaponina (DS) obtenida a partir de hojas de Quillaja saponaria (quillay) incre-
menta la absorcién del péptido Hepcidina 20 (Hep20) a través de la barrera epitelial, respecto a
su administracion sin Ds, lo que se traduce en un aumento de su actividad inmunomoduladora

en trucha arcoiris (Oncorhynchus myekiss).

2.13. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto de la fraccion deacilsaponina (DS) obtenida de quillay sobre la absorcion y la
actividad inmunomoduladora del péptido Hepcidina 20 (Hep20) en la trucha arcoiris (Oncorhyn-

chus mykiss).
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Objetivos Especificos

1.- Estandarizar la extraccién de la fraccion deacilsaponina y su concentracion no toxica, para

disponer de una fraccidon segura para su uso en ensayos in vitro e in vivo

2.-Evaluar el efecto de la fraccidon deacilsaponina sobre el traspaso e internalizacion de Hep20
en lineas celulares epiteliales intestinales (RTGutGC) y monocito/macréfagos (RTS11, con el

proposito de determinar si Ds, puede favorecer el ingreso de hep20 a distintos tipos celulares

3.-Determinar la modulacién de la expresion de citoquinas mediante la coadministracion de la
fracciéon deacilsaponina (DS) y el péptido Hepcidina 20 (Hep20) en modelos in vitro e in vivo, a
fin de establecer su accién inmunomodulador y su viabilidad como estrategia de administracion

oral en peces.

2.14. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL UTILIZADA PARA EL OBJETIVO 1

El primer objetivo se enfocd en la obtencion de deacilsaponina (Ds) y la sintesis del péptido
Hepcidina 20, con el fin de emplearlos en ensayos posteriore. Para ello, se realizé una extraccién
acuosa de saponinas a partir de hojas del arbol Quillaja saponaria (Quillay), purificacion y

hidrolisis que permitieron obtener la fraccién Ds.

La determinacion del perfil del extracto de saponina y la fraccion hidrolizada se llevdé a cabo

mediante cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC).

De forma paralela, se sintetizd quimicamente el péptido Hepcidina 20, el cual ademas fue
oxidado y acoplado a fluoreceina. La pureza y composicién fueron confirmadas mediante RP-

HPLC y cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS).

La concentracion optima de la fraccién Ds se establecidé a partir de ensayos de hemdlisis en

eritrocitos de trucha arcoiris y pruebas de citotoxicidad en lineas celulares de peces.
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Figura 2.12. Esquema de estrategia experimental para el objetivo general 1

2.15. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL UTILIZADA PARA EL OBJETIVO 2

El segundo objetivo especifico se enfocd en evaluar la biodisponibilidad del péptido Hepcidina
20 coadministrado con la fraccién deacilsaponina, utilizando lineas celulares de trucha arcoiris

RTgutGC (epitelial intestinal) y RTS11 (monocito/macrofagica).

Para cuantificar la biodisponibilidad, se realizé un ensayo de translocacién en monocapa de cé-
lulas RTgutGC, en el cual se midi6 el paso del péptido Hepcidina 20, previamente marcado con
fluoresceina (FITC-Hep20), a través del epitelio celular, tanto en presencia como en ausencia de
la fraccién deacilsaponina. Este enfoque permitiéo determinar si la coadministracién favorecia el

transporte y disponibilidad del péptido hacia el compartimento basal.

Adicionalmente, se emplearon técnicas de inmunofluorescencia en las lineas celulares RTgutGC

y RTS11 con el propésito de confirmar la presencia y distribucion del péptido Hepcidina 20 en las
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células, aportando evidencia complementaria sobre el posible efecto de la deacilsaponina en su
biodisponibilidad.
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Figura 2.13. Esquema de Estrategia experimental para el objetivo general 2

2.16. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL UTILIZADA PARA EL OBJETIVO 3

Para evaluar el efecto inmunomodulador de la coadministracién de la fraccion deacilsaponina y

el péptido Hepcidina 20, se desarrollaron tres ensayos experimentales complementarios.

En el primer ensayo, se utilizé la linea celular macrofagia RTS11, la cual fue expuesta a la com-
binacion de deacilsaponina y Hepcidina 20. Tras 6,12 y 24 horas de incubacion, se analizé la
expresion de genes asociados a la respuesta inmune mediante cuantificacién del ARN mensajero
por PCR en tiempo real (qQPCR), enfocandose en citoquinas proinflamatorias (tnf-a, il-18) y anti-
inflamatorias (il-10).

El segundo ensayo se realiz6 en trucha arcoiris y consistié en la administracién intraperitoneal

de cuatro tratamientos: control (PBS), fraccion deacilsaponina, péptido Hepcidina 20 y la combi-
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nacién Hep20/Ds. Transcurridas 24 horas post inyeccion, se recolectaron muestras de bazo y

rindn anterior para analizar la expresion génica de las mismas citoquinas (tnf-a, il-18 e il-10).

Finalmente, en el tercer ensayo, se evalud la administracion oral mediante la formulacion de
cuatro dietas correspondientes a los tratamientos mencionados: control, fraccion Ds, péptido
Hep20 y combinaciéon Hep20/Ds. Los peces fueron alimentados durante 21 dias, y se tomaron
muestras de bazo y rifidén anterior en los dias 7, 14 y 21, con el objetivo de determinar la expresion

temporal de las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias previamente senaladas.
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Figura 2.14. Esquema de Estrategia experimental para el objetivo general 3

CAPITULO 3

3.1. Materiales y Métodos

3.1.1. Material Biolégico

3.1.1.1. Material vegetal: Se recolectaron hojas de Quillaja saponaria (Mol.) en el campus Cu-
rauma de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso de un arbol, las hojas colectadas fueron
sacadas de ramas previamente podadas. Esta especie fue seleccionada de acuerdo a parame-
tros morfoldgicos caracteristico como hojas coriaceas, de superficie brillante y margen entero y
Frutos tipo capsula seca con foliculos en forma de “estrella” que contienen semillas aladas.
3.1.1.2. Animales de Experimentacion: En los ensayos in vivo de inyeccién se utilizaron ejem-
plares de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en diferentes estadios de desarrollo. Para los
ensayos inmunoldgicos, se emplearon peces juveniles con un peso promedio entre 40 y 50 g,

correspondientes al estadio juvenil avanzado, provenientes de la Piscicultura de Rio Blanco (Los
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Andes, Regién de Valparaiso, Chile). Los peces fueron trasladados y mantenidos en el Labora-
torio del Grupo de Marcadores Inmunolégicos de Organismos Acuaticos, del Instituto de Biologia
de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, bajo condiciones controladas se mantuvieron
en estanques de 500 L con flujo circulante, a una temperatura de 14 £ 1 Celsius con un rango de
8 £+ 1 mg L-1 de oxigeno disuelto, en ciclos de 12 horas dia/12 horas noche.

Por otro lado, para los ensayos de dieta, se utilizaron 52 peces trucha arcoiris con un peso entre
10y 15 g, correspondientes al estadio juvenil temprano, provenientes de la piscicultura comercial
Mundova — Cultivo Integral de Trucha (Ridpar, Albacete, Espana). Estos ejemplares fueron man-
tenidos en las instalaciones del Bioterio de la Universidad Miguel Hernandez (UMH), donde se
realizaron las pruebas experimentales bajo condiciones controlada a temperatura de 14 Celsius,
con un sistema de recirculacién de agua declorada y fotoperiodo. Un lote anterior de peces pre-
sentaba signos de saprolegnia, por lo cual como medidas preventivas se les realizaba bafos
cortos con NaCl previamente al comienzo del ensayo.

3.1.1.3. Lineas Celulares: "El estudio se llevo a cabo utilizando dos modelos celulares clave del
sistema inmune y de barrera de la trucha arcoiris. Se empleé la linea celular epitelial intestinal
(RTgutGC) y la linea celular monocito/macréfago (RTS11), derivada del bazo. Se destaca que,
si bien son ampliamente utilizadas en investigacion, estas lineas celulares fueron establecidas
en laboratorios especificos y no poseen un numero de catalogo ATCC. Ambas fueron obtenidas

mediante donacion al Laboratorio de Marcadores Inmunoldgicos en Organismos Acuaticos."

3.1.2. Reactivos

3.1.2.1. Reactivos utilizados para obtencion de la fraccion deacilsaponina: Agua Milliq,
metanol, unidades de filtracion (0,45 y 0,22 ym),MeOH grado HPLC, Columnas de extraccion
preparativa C18, Acetonitrilo grado HPLC, &cido trifluoroacético (TFA) grado HPLC, Hidroxido
de sodio (NaOH) y Acido Acético (CH;COOH), columnas de Sephadex G10 (Sigma)

3.1.2.2. Reactivos de Sintesis Quimica del péptido Hepcidina 20

Malla de polipropileno (Cole—Palmer, tamafio de poro 105 uym), Resina Rink amida, sustitucion
0,59 meqg/g, N,N,N’,N'-Tetrametil-O- (1H-benzotriazol-1-il) uronio hexafluorofosfato (HBTU), O-
(1H-6-Clorobenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio hexafluorofosfato (HCTU) y OxymaPure®
provienen de Iris Biotech GmbH; N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), azul de bromofenol, N,Ndi-
metilformamida (DMF), 2-propanol (IPA), diclorometano (DCM), metanol (MeOH), acetonitrilo
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(ACN), y dietil eter grado HPLC, piperidina (PP), acido trifluoroacético (TFA), triisopropilsilano
(TIS) (Merck)

3.1.2.3. Medios de Cultivo utilizados para mantenimiento de lineas Celulares: Medio
leibovitz L-15 con glutamina (Gibco), suero fetal bovino (FBS, de sus siglas en inglés; Biological
Industries), solucion de antibidtico Penicilina/Streptomicina (Biological Industries) y Gentamicina
(HyCLONE). Gibco™ Tripsina-EDTA (0,25%), rojo de fenol

3.1.2.4. Soluciones y tampones: Tampoén fosfato salino (PBS): 137mM NaCl, 2,7mM KCI,
10mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,0. Buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE): 40mM Tris, 20mM
acido acético (Merck), 1TmM de EDTA, pH 8. Buffer Tris-Salino (TBS): Tris20 mM y NaCl: 150 mM
benzocaina (BZ-20, Veterquimica) Triton X-100, Albumina de suero bovino (BSA, de sus siglas
en inglés; CALBIOCHEM), Tween (Bio-Rad), DMSO (Dimetilsulféxido), marcaje de membrana se
realizé con Cloruro de octadecil rodamina B, solucion de montaje DAPI, solucién de quenching
(50mM de Cloruro de amonio), solucion de bloqueo y permeabilizacion (TBS 1x, 0,3% de tri-

ton,3% BSA) solucion de cristal violeta al 0,5%

3.1.2.5. Anticuerpos utilizados para el desarrollo de inmunofluorescencia: Anticuerpo pri-
mario anti-hepcidina (Anticuerpos realizados en el Laboratorio de marcadores inmunoldgicos en

organismos acuaticos). anti-lgG de ratén conjugado Alexa flior 488 (Thermo Fisher Scientific).

3.1.2.6. Kits commercials: Extraction de RNA (E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit, Omega Biotek). kit
RevertAid First Strand cDNA synthesis Kit (thermo Scientific). 2X Takyon for SYBR Assay-No
ROX (Eurogentec). kit Cell Proliferation Reagent WST-1

3.1.3 Equipos:

Equipo utilizado para la obtencién y caracterizacion de deacilsaponina y hepcidina 20:
Concentrador de vacio SpeedVac (Thermo Scientific), liofilizador (Labconco), Cromatégrafo
marca Jasco con detector UV-2075 Plus, bomba cuaternaria PU-2089 Plus y autosampler AS-
2055 Plus, en una columna Water Corp XBridge TM BEH C18 (100 x 4.6 mm, 3.5 ym) y UFLC-
ESI Shimadzu LCMS-2020.

Equipos utilizados para el desarrollo y analisis de muestra en ensayos in vitro e in vivo: Micros-
copio de EPI fluorescencia (Leica), Cabina de flujo laminar (LabTech), incubadora celular LBI -
250E (LabTech), Termociclador en tiempo real Ariamx, Termociclador de efecto Peltier AERIS,
sistema de electroforesis horizontal (Labnet), Cabina de flujo laminar (LabTech), incubadora ce-
lular LBI - 250E (LabTech), Incubadora Orbital (Stuart Scientific), pHmetro EZDO PL-6. micros-
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copio invertido Nikon ECLIPSE TS100. lector de microplacas VERSmax (Molecular Devices).

Nanodrop (ThermoFisher).

3.2. METODOS
Obtencién de la fraccion deacilsaponina y sintesis quimica del péptido hepcidina 20
3.2.1 Extraccién de saponinas desde hojas

La extraccion de saponinas se efectud siguiendo la metodologia propuesta por Wallace et al.,
(2016), con modificaciones. Las hojas de Quillaja saponaria recolectadas fueron pesadas inme-
diatamente después de la recoleccion para determinar su peso humedo previo a la etapa de
secado y posterior extraccion. Luego, estas hojas se sometieron a liofilizacion a -52°C y 0,090
mbar. Las hojas liofilizadas se pesaron nuevamente y se trituraron. Se agrego agua ultra pura a
las hojas trituradas en una proporcién de 10:1 (agua/peso seco) a temperatura ambiente, con

agitacion suave durante 4 horas. El extracto resultante se filtr6 a través de una tela y se sometié
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a centrifugacion a 5000 g durante 15 minutos a 4 °C. Posteriormente, se pasé por unidades de
filtracion de 0,22 um, el extracto obtenido se liofiliz6. Cuando se logro estandarizar el protocolo

de extraccion se realizo un lote de 45 g peso seco.
3.2.1.1 Purificacion de saponinas

Del extracto liofilizado se pesaron 200 mg, los cuales fueron purificados mediante columnas una
fase sélida de gel de silice C-18 dispuestas en paralelo a un sistema de vacio (Columna Waters
SepPak C-18 (1000mg)). La elucién se realiz6 utilizando un gradiente de metanol (desde 0%
hasta 100%) en agua. Para eliminar por completo el metanol, las muestras se sometieron a un
concentrador de vacio SpeedVac durante 4 horas. Una vez eliminado el metanol, se procedi6 a

la liofilizacion de las muestras.

Para la caracterizacion se pesaron 5 mg/ml del estandar QuilA y de cada fraccion obtenida du-
rante el proceso de purificacién y 2mg/ml de cada fraccion purificada. Estas muestras se anali-
zaron a través de RT-HPLC. Se empled una columna de Water CorpX BridgeTM BEH C4 (100 x
4.6 mm, 3.5 ym) y se aplicé un gradiente de acetonitrilo (ACN) desde 0% hasta 85% en un pe-

riodo de 25 minutos. La deteccién se realizé a 214 nm.
3.2.1.2. Hidrolisis alcalina

Tras la purificacion del extracto de saponina se trabajé de manera conjunta las fracciones 80 y
100% MeOH debido a que mostraron un perfil similar al estandar Quil A. La hidrolisis alcalina se
efectud siguiendo la metodologia propuesta pillon et al., (1996). Se pesé 20 mg del extracto de
saponina y fueron disueltos en 1 ml de la solucion de NaOH 2M, se dejé en agitacion suave
durante una hora, la reaccién se detuvo con la adicién de 400 pl de Acido acético. Posteriormente
la solucién fue rotavaporada para la eliminacion del acido acético, finalmente fue liofilizada. se
pes6é 10 mg de la fraccion obtenida los cuales fueron disuelto en 1 mL de agua Milliq para ser
desalinizados mediante filtracion en gel usando columnas de Sephadex G10. Una vez cargada
la columna fue lavada con 4 mL de agua. La fraccion obtenida fue liofilizada y utilizada para los
ensayos in vitro. Tras la estandarizacion de la hidrolisis, se realizé el método el método con las

saponinas obtenidas desde hojas (3,7 gramos)
3.2.2. Sintesis quimica de péptidos

La sintesis de péptidos se realizé de acuerdo a los Procedimientos Operativos Estandarizados
(POE) del Laboratorio de Péptidos del Nucleo de Biotecnologia Curauma (NBC) de la Pontificia
Universidad Catolica de Valparaiso, Chile (Guzman et al., 2021). Para la sintesis de los péptidos

desde sus extremos C-terminal, se empled una resina Rink amida MBHA. Los aminoacidos se
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acoplaron distintos agentes activadores, TBTU, HBTU o HCTU; Oxima para evitar racemizacion

y N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) para basificar el medio (Guzman et al., 2020, 2021).

Para la construccion de las bolsas se usaron laminas de malla de polipropileno (Numero en ca-
talogo F7221030-72 — www.lumiteinc.com) y todos los aminoacidos utilizados corresponden a L-

aminoacidos protegidos con Fmoc (fluorenilmetiloxicarbonil).
3.2.2.1. Sintesis quimica de péptidos mediante estrategia Fmoc

La metodologia reportada por (Guzman et al., 2020, 2021; Luna et al., 2016), fue utilizada para
la sintesis de péptidos. Se ingresaron las secuencias peptidicas a sintetizar, sus respectivas fa-
milias, secuencia, numero de bolsa, numero de residuos, y demas datos solicitados por el pro-
grama ACUAPEPTIDE SINTESIS (disponible en: http://www.acuapeptide.cl/programas.html) de
sintesis simultanea de péptidos, desarrollado por el Laboratorio de Péptidos del NBC (Guzman
etal., 2021).

3.2.2.2. Preparacion de las “bolsas de té”: Se imprimieron cuadrados de 2.5 x 2.5 cm en la
malla de polipropileno, posteriormente se sellaron y cortaron individualmente. Las bolsas se re-
llenaron con aproximadamente 40 mg de resina (0.55 mmol/g de sustitucién) (Guzman et al.,
2021).

3.2.2.3. Desproteccidn: Las bolsas se agregaron en un solo recipiente de reaccion, y se adicion6
piperidina al 20% en DMF hasta cubrirlas. Se agité suavemente a temperatura ambiente durante
10 minutos. El procedimiento se realizé dos veces descartando las soluciones en cada paso.
Posteriormente, la resina se lavo tres veces con DMF (1 min), una vez con IPA (1 min), una vez
con azul de bromofenol (2 min) para monitorear el acople (azul indica presencia de aminas libres,
amarillo indica ausencia de amina libre), dos veces con DMF (1 min), y dos veces con dicloro-

metano (1min) (Guzman et al.,2021).

3.2.2.4. Acoples: Se realiz6 un primer acople, utilizando botellas plasticas etiquetadas y para
cada aminoacido se agrego el volumen necesario de aminoacido indicado en la pauta de sintesis.
A continuacion, se agrego la cantidad del activador (TBTU). Cada paso fue realizado por dos
profesionales, tal como esta estipulado por el protocolo organizado estandar (POEs) del Labora-
torio de Péptidos del NBC, para garantizar la supervisioén y doble chequeo en la preparacion de

los aminoacidos (Guzman et al., 2021).

Se hizo la distribucion de las bolsas en las botellas plasticas que contienen aminoéacido y activa-
dor de manera horizontal en orden alfabético. Los POEs del Laboratorio de Péptidos del NBC

recomiendan que este procedimiento sea realizado por dos profesionales, uno que distribuye las

47



bolsas y otro que, guiandose por el documento, le indique su ubicacidn segun el correspondiente
aminoacido, y asi evitar errores. Seguidamente, se introducen las bolsas a sus respectivos fras-

cos se agrega la base DIPEA y se deja en agitacion por 2 horas (Guzman et al., 2021).

Posteriormente se realizé un doble acople con un activador distinto al utilizado en el primer acople
(HBTU), para asegurar el acoplamiento del aminoacido en la secuencia. En algunos casos fue
necesario realizar un tercer acople con un activador distinto a los utilizados previamente (HCTU
o DIC). Finalizada la sintesis de péptidos, se tomo unas 2 bolsas con 40 mg de resina para el

acoplamiento de fluoresceina.

3.2.2.5. Clivaje: Finalizada la elongacion del péptido, se realizd el procedimiento de clivaje con
acido trifluoroacético/agualtrihidroxipropilsilano (TFA/H20/TIS) (95:2.5:2.5) con el fin de desan-
clarlo de la resina y quitar todos los grupos protectores de las cadenas laterales. Se incorporaron
utilizaron tubos de 15 mL. Una vez incorporada la solucién de clivaje, se dejaron en agitacion
durante 3 horas, luego se precipitd la con 3 mL éter frio. La aparicion de un solido blanco lechoso
correspondiente al péptido deseado fue centrifugado a 7000 rpm a 4 °C durante 15 minutos y
lavado sucesivamente con eter. El sélido obtenido fue secado, disuelto en agua y finalmente

liofilizado.
3.2.2.6. Purificacion de los péptidos

Purificacién mediante extraccion en fase sélida (SPE): Para la purificacion se utilizaron columnas
que contienen una fase sélida de gel de silice C-18 (Columna Waters SepPak C-18). La C-18 es
una fase sélida para purificar péptidos entre 1000 y 6000 Da, y se eluye con diferentes porcen-
tajes ascendentes de acetonitrilo en agua. Las moléculas hidrofilicas, eluyen a porcentaje de
acetonitrilo bajos, y los mas hidrofébicos con el incremento en el porcentaje de acetonitrilo. Con
este procedimiento se separan péptidos de diferente hidrofobicidad, contaminantes del péptido
de interés y péptidos con grupos protectores, los cuales son productos de las sintesis de péptido
(Guzman et al., 2021).

Cada columna Waters Sep-Pak C-18 (de 500 mg) se activé con 2 mL de metanol (grado HPLC)
con un flujo de 1 ml/min, la que posteriormente se lavé con 2 mL de agua ultra pura. Cada péptido
se disolvio en menos de 1 mL de agua ultra pura y se paso cuatro veces por la columna para
asegurar su retencion en la misma. Para la elucion, se utilizé acetonitrilo (grado HPLC) y solu-
ciones de acetonitrilo en concentraciones de 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 60% y 100%.
Posteriormente, el acetonitrilo de cada una de las elusiones fue evaporado por centrifugacion en

un concentrador al vacio SpeedVac (Thermo Fisher Scientific, Asheville, NC, Estados Unidos).

48



3.2.2.7. Liofilizaciéon de péptidos

Una vez desalinizados y purificados, los péptidos fueron congelados utilizando nitrégeno liquido
(congelacion rapida), permitiendo la formacion de pequefios cristales de agua, que no suponen
un peligro para la estructura del péptido, a diferencia de lo que ocurriria con una congelacion
lenta. Ademas, este proceso protege al péptido de posible dafio microbiolégico producido por
bacterias u hongos para ser posteriormente liofilizados empleando un Liofilizador Labconco Free-

Zone (Labconco Corporation, Kansas City, MO, Estados Unidos).
3.2.2.8. Oxidacion del péptido Hepcidina

Un total de 10 mg del péptido crudo se disolvieron en una solucién de acido acético al 50 % (v/v)
en agua, y posteriormente se diluyeron en 32 mL de buffer de oxidacion compuesto por 10 % de
alcohol isopropilico y 10 % de dimetilsulféxido (DMSO). El pH de la solucion se ajusté a 5,8
mediante la adicion de NH,OH, y la mezcla se sometié a oxidacion por exposicién al aire a tem-
peratura ambiente durante 18 horas. Antes del proceso de purificacidon con cartucho Sep-Pak

C18, el pH se redujo a 2,5 para estabilizar el péptido oxidado.

Las sales remanentes del péptido crudo se eliminaron mediante elucién en una columna Sepha-
dex G-10. Posteriormente, las fracciones obtenidas se aplicaron a un cartucho Sep-Pak C18 Vac,
previamente equilibrado con agua acidificada (0,05 % de acido trifluoroacético en agua ultrapura,
UPW). Tras un lavado con agua acidificada, los péptidos se eluyeron a un caudal de 1 mL/min
utilizando acetonitrilo (ACN) en gradientes de 5 %, 20 %, 40 %, 60 % y 80 % en agua. Las
fracciones correspondientes se recolectaron y el ACN se elimind mediante evaporacioén centri-

fuga en un SpeedVac.
3.2.2.9. Caracterizacion de los péptidos sintetizados

Caracterizacion por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masas (LC-MS): Se
utilizé la técnica de LC-MS para determinar el peso molecular (PM) de los péptidos sintéticos y
asi comprobar su identidad. El quipo empleado fue un Espectrometro de Masas LCMS-2020
Shimadzu, compuesto por: sistema binario de bombas LC-20AD Shimadzu; autosampler SIL-
20A HT Shimadzu; médulo de comunicacion CBM-20A Shimadzu; detector de arreglo de diodos
SPD-M20A Shimadzu; horno de columna CTO-20AC; bomba de alto vacio Edwards E2M28; |am-
para de deuterio Shimadzu; generador de nitrégeno Mistral LCMS V-1, software Lab Solutions
v5.42 SP3 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japén). El tipo de ionizacion empleado fue electrospray
(ESI). La muestra se ionizé por aplicacion de voltaje de 3-5kV y pasé por un nebulizador gene-

rando microgotas, las cuales se someten a temperaturas de 200-250°C. El solvente, al evapo-
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rarse, concentra los iones cargados hasta que ocurre una explosion coulémbica por repulsion de
cargas, y los iones ahora en estado libre entran por vacio al analizador de masas (cuadrupolo) y
llegan al detector de masas. La sefal que generan es intensidad de corriente y una misma mues-
tra, si tiene grupos acidos o basicos (sitios de protonacién/deprotonacion) multiples, puede ge-
nerar un espectro con varias sefales, cada una representa una relacion masa carga (m/z) en

donde el peso molecular original esta dividido por la carga (+1, +2, +3, -1, -2, -3, etc).

Se tomaron entre 0.1 — 0.5 mg de cada péptido sintético y se disolvié en agua ultra pura a 1
mg/mL. Las muestras se corrieron segun los parametros establecidos por el Laboratorio de Pép-
tidos del NBC en sus POE de la siguiente manera: la fase movil fue acido formico al 0.1% en
agua (A) y acido formico al 0.1% en acetonitrilo (B); la condicion inicial de gradiente fue 100% de
A cambiando linealmente a 100% de B en 12 min, y el volumen de inyeccioén fue 10 uL. La longitud
de onda del detector de arreglo de diodos fue de 214 nm. Todos los espectros de masas se

obtuvieron en el rango de m/z 100 — 1900.

Caracterizacion por cromatografia liquida (RP-HPLC): Se realizé cromatografia liquida de fase
reversa de alta eficacia (RP-HPLC) con un equipo HPLC JASCO (Jasco Corporation, Tokio, Ja-
pon) compuesto por: autosampler con capacidad para 50 muestras, modelo AS-2055 Plus;
bomba cuaternaria, modelo PU-2089 Plus; detector UV-Visible, modelo UV-2075 Plus; interfase
con capacidad para cuatro canales, modelo LC-Net II/ADC, para determinar la pureza de los
péptidos sintetizados utilizando una columna Waters C-18 (tamafio de particula 3.5 ym y dimen-
siones 4.6 mm x 100 mm) como fase estacionaria. Las muestras fueron diluidas a razén de 1 mg
de péptido en 1 mL de agua ultra pura y corridas a un flujo de 1 mL/min con una fase movil
constituida por: (A) acetonitrilo (ACN) con acido trifluoroacético (TFA) 0.05% (v/v), y (B) H20 con
0.05% (v/v) de (TFA). Se utilizé6 un método en gradiente de 0-70% (v/v) de ACN durante 8 minu-
tos; volumen de inyeccion 100 uL; la deteccion fue monitoreada a una longitud de onda de 214

nm.

Determinacion de la concentraciéon no toxica para el uso de la coadministracion de deacil-

saponina con Hepcidina 20 (Ds/Hep20)
3.2.3. Ensayo de Hemodlisis

Para determinar la capacidad hemolitica de la fraccion Ds, Se obtuvieron eritrocitos a partir de
sangre de peces trucha arcoiris. El cual fue sacrificado a través de una sobredosis de benzo-
caina, se agrego 1 ml de benzocaina en 1L de agua. Se recolecté 1 ml de sangre del arco hemal

en el pedunculo caudal usando jeringas de 3 ml (agujas 21Gx 11/2) la cual fue agregada en un
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tubo falcon de 15 ml que contenia anticoagulante heparina (20 unid/ml), se mezclé por inmersion
e inmediatamente se centrifugo a 2000 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante fue descartado
y al pellet (eritrocitos) se le adiciond un volumen equivalente de PBS 1X. El ciclo de centrifugacion
fue repetido 3 veces. Los eritrocitos obtenidos son resuspendido en PBS 1X (10 veces el volumen
inicial de la muestra de sangre). En paralelo se preparé una solucién stock de deacilsaponina (2
mg/mL) disuelta en PBS1X, a partir del stock se prepararon las concentraciones finales de 5, 20,
50, 100, 200 y 450 pM, de acuerdo con el método descrito por Pillon et al. (1996) con modifica-
ciones. En un tubo eppendorf se agregan 65 ul de eritrocito y 65 de la soluciéon que contiene
deacilsaponina por triplicado. Como control positivo fue usado 0,5% Triton X-100. Las soluciones
fueron incubadas en agitacion suave (100 rpm) a 37°C por 1 hora, transcurrido el tiempo de
incubacién se realizé una centrifugacién a 3000 x g por 5 min. Se tomo 80 pl del sobrenadante y
se adicion6 la misma cantidad de agua ultrapura en una placa de 96 pocillos (Costar-Corning Life
Sciences)., luego se midi6 la absorbancia 540 nm. Finalmente, para calcular la actividad hemo-

litica se realizé mediante la siguiente ecuacion:

% AH = ((Am/Aloo%)-Ao%*IOO%
Donde:
A= Absorbancia de la muestra

A100% = Absorbancia control 100% hemolisis

3.2.4. Mantenimiento de lineas Celulares

3.2.4.1 Linea celular RTS11: Se compone de dos tipos celulares: Células en suspensién (mo-
nocito y tipo macrofago) y células Adherente (macréfagos) trucha arcoiris (Ganassin et al., 1998).
Se tomaron 3 viales que contenia el stock de RTS11 desde el - 80, una vez descongelado se
tomaron y se adicionaron a un tubo de 15 ml que contenia medio L-15 con FBS al 30%, se realizé
una centrifugacion de 180 g por 5 min a temperatura ambiente, se descart6 el sobrenadante y el
pellet fue resuspendido con 10 ml de medio L-15 con FBS al 30% se tomaron los 10 ml y fueron
adicionados a una botella de cultivo de 25 cm2 (Corning). Las células se incubaron a 20°C en
una incubadora celular. El crecimiento del cultivo fue monitoreado mediante un microscopio in-
vertido. Una vez alcanzada un 60% de la confluencia, las células fueron despegada usando un
raspador celular, luego la mitad del medio con células se traspaso a una nueva botella de cultivo

de 25 cm2 (Corning) y completado con medio fresco.
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3.2.4.2. Linea celular RTGutGC: Linea celular proveniente de intestino de trucha arcoiris se
caracterizan por ser células del tipo adherentes (Minghetti et al., 2017). Para el mantenimiento
de esta linea celular RTGutGC se utilizé botellas de cultivo T 75 cm? (Corning) y medio L-15 con
FBS al 10 %, se mantuvo a una temperatura de incubacion 20°C. Para la generacién de subcul-
tivos, una vez alcanzada la confluencia, se quité el medio de cultivo y fue lavado 3 veces con
PBS 1X, con la finalidad de remover los restos de medios. Realizado los lavados, las células
fueron separadas en adicion tripsina 0,25% en PBS con un periodo de incubacion de 5 min.
Finalmente, la reaccion de la en fue detenida con la adicién de medio L-15 suplementado. La
suspension celular fue centrifugada a 180 g a 17°C durante 5 minutos, se descart6 el sobrena-
dante, el pellet fue suspendido en medio L-15 suplementado y llevado a una botella de cultivo de
T175 cm2 (Corning).

3.2.5. Ensayo de Viabilidad en la linea Celular RTS11

Para el ensayo de viabilidad se utilizé el kit Cell proliferacion Regent WST-1 siguiendo las ins-
trucciones del proveedor. Para este ensayo fueron necesaria 5x10* células por pocillo y se uso
placas de 96 pocillos. Las células fueron acondicionadas durante 24 h. Al siguiente dia las células
fueron estimuladas con la fraccion Ds a diferentes concentraciones [5,10.15,20,50 yM] el rango
de concentraciones administrado se determiné a partir de la actividad hemolitica medida, como
control positivo se utilizé 10% DMSO y como control negativo tampén PBS 1x. Los ensayos fue-

ron realizados por triplicado.

Las células estimuladas fueron incubadas durante 24 horas a 20°C, transcurrido el tiempo se
adicion6 10 ul del reactivo WST1 y se incubo durante 4 horas a 20°C, finalizado el tiempo de
incubacion se midio la absorbancia a 450 nm, utilizando un lector de microplacas. Los resultados
obtenidos de las mediciones de absorbancias se les fue restado el blanco, el cual correspondia

a el medio de cultivo en ausencia de células.
3.2.6 Ensayo de citotoxicidad en la linea Celular RTGutGC

Para medir la citotoxicidad de la fraccion Ds en la linea celular RTgutGC se utilizo la técnica
tincion de cristal violeta 0.5%. Para este ensayo se sembraron 2x10* células por pocillo en una
placa de 96 pocillos. Las células fueron aclimatadas por 24 horas a 20°C, para promover la ad-
hesion. Al siguiente dia las células fueron estimuladas con la fraccion Ds a diferentes concentra-
ciones [5,10.15,20,50 pM] el rango de concentraciones administrado se determiné a partir de la
actividad hemolitica medida. Como control positivo se utilizé 10% DMSO y como control negativo

se utilizé solucién tampdn PBS. Cada tratamiento se hizo por triplicado, incluyendo los controles.
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Las células estimuladas fueron incubadas durante 24 horas a 20°C. Terminado el tiempo de
incubacion fue retirado el medio y se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Posteriormente las células
fueron fijadas con paraformaldehido y una vez agregado a la placa esta se mantuvo en agitacion
durante 10 minutos. Finalizado el tiempo de incubacion la placa fue lavada con agua potable y
secada. Se agrego la solucién de cristal violeta al 0,5%, manteniendo la placa en agitacion du-
rante 20 min. Luego la placa fue lavada con agua potable y secada. Pasado 24 horas se adicion6
metanol, se mantuvo en agitacién durante 20 min y finalmente, se midié la absorbancia a 570

utilizando un lector de microplacas.

Efecto de la fraccion deacilsaponina sobre la traspaso e internalizacion de Hep20 en lineas

celulares
3.2.7 Ensayo de traspaso de Hep20 en presencia de DS por la monocapa RTGutGC

Para el desarrollo del ensayo de traspaso es necesaria la formacién de un modelo de barrera
intestinal de dos compartimentos. Para ello se utilizaron placas de 6 pocillos con insertos
(transwell), con un tamafio de poro de 0,4 um en donde fueron sembrada células RtgutGC a una
concentracion de 1 x 10° células/ml en su lado apical, y el compartimiento basolateral se llené
con 1 ml de L-15 con SFB al 10%. Las células RTGutGC se mantuvieron en cultivo durante dos
semanas a 20 °C, segun Wang et al. (2019). Durante este periodo, se realizaron cambios de
medio una vez por semana tanto en los compartimientos apicales como basolaterales. Una vez
formada el monocapa celular en la camara apical, las células fueron expuestas a una concentra-
cion determinada de hepcidina 20 acoplada a fluoresceina (Hep20-FITC, 100 uM) y a la coadmi-
nistracion de deacilsaponina con Hep20 (Ds/Hep 20) a una concentracién 20 yM de Ds y 100 pM
de hep20-FITC. La concentracion de Ds se definié en funcion de los resultados del ensayo de
citotoxicidad, mientras que la concentracion de Hep20 se selecciond deliberadamente alta con el
objetivo de favorecer su deteccion y cuantificacion durante el ensayo de translocacion. Para ello,
se establecio previamente una curva estandar de fluorescencia con concentraciones de Hep20-
FITC entre 0 y 100 pM. Las soluciones correspondientes se afiadieron al compartimiento apical
de los pocillos que contenian las monocapa de RTGutGC. Posteriormente, se recolectaron 100
ML de medio de cultivo desde la cdmara basolateral en los intervalos de 1, 3, 6 y 24 horas. De
cada punto de muestreo se tomaron 25 pL para la medicion de fluorescencia, la cual se realizé
en un termociclador AriaMX (Agilent Technologies). Transcurridas las 24 horas de exposicion, se
retir6 la malla sobre la cual se encontraba formada el monocapa celular. Para el marcaje de

membrana, las células se incubaron con cloruro de octadecil rodamina B (1:3000) durante 30
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minutos. Posteriormente, se realizé el marcaje nuclear utilizando un medio de montaje conte-
niendo DAPI.

3.2.8. Deteccion mediante inmunofluorescencia hep20 tras coadministracion Ds/hep20 en

las lineas celulares RTS11 y RTgutGC.

Las células RST11 y RTGutGC se sembraron a una concentracion de 1x108 células/ml y 2 x10°
células/ml en placa de 24 pocillos que contenian cubre objeto respectivamente. Las células fue-
ron acondicionadas durante 24 horas y posteriormente estimuladas con Hep20 [10 uM] segun
Alvarez et al., (2022) y la combinacién Hep20/Ds [10 uM /20 pM] a diferentes tiempos de incuba-
cion (3, 6 y 24 horas). Una vez finalizado el tiempo se extrajo el medio y se fijaron con parafor-
maldehido al 4 % durante 10 min. La solucion de fijacion fue extraida y se agrego la solucién de
permeabilizacion y bloqueo durante 30 min. Para la deteccion de Hep20 se utilizé el anticuerpo
primario anti-hepcidina generado en ratén (1:100) y se mantuvo en incubacién durante toda la
noche a temperatura ambiente. Al siguiente dia, se incubd con el anticuerpo secundario anti-IgG
de ratén (1:750) conjugado Alexa fluor 488 durante 1 hora a temperatura ambiente. El marcaje
de membrana se realizé con Cloruro de octadecil rodamina B (1:3000) durante 30 min, para el
marcaje nuclear se utilizé el medio montaje con DAPI. Finalmente, las imagenes fueron obtenidas

utilizando una camara LEICA DFC 450C microscopio de EPI fluorescencia.

Efecto inmunomodulador de la coadministracion deacilsaponina y hepcidina 20 en la linea
celular RTS11

3.2.9. Estimulacion de la linea RTS11 con la combinacién Hep20/Ds

La linea celular RTS11 se mantenian de acuerdo con el apartado 3.1.1.3. Se cultivaron hasta
alcanzar una alta densidad celular. Para el analisis transcripcional las células fueron sembradas
en placas de 12 pocillo en una concentracién de 1x10° células/ml para cada pocillo. Las células
fueron acondicionadas durante 24 h y posteriormente estimuladas con Hep20 [10 pM], la fraccion
Ds [20 uM] y la combinacion Hep20/Ds [10pM/ 20 uM] a diferentes tiempos de incubacion 6, 12
y 24 horas, también se incluyeron pocillos de control no tratados, cada condicién tenia 4 réplicas
experimentales. Los tiempos evaluados se establecieron siguiendo la metodologia propuesta por
Alvarez et al. (2022).

3.2.9.1. Extraccion ARN
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Terminado los distintos tiempos de incubacion se realizé extraccion de ARN mediante la utiliza-
cion del kit E.Z.N.A.® Total RNA Kit I. Se tomo el medio de cada pocillo tratado y fue depositado
en un tubo eppendorff, luego las células fueron centrifugadas a 180 g durante 5 minutos, se
descart6 el sobrenadante y se adicion6 700 pl del buffer de lisis TRK. Posteriormente se agregé
700 pl Etanol al 70% y las muestras fueron agitadas durante 10 segundos. La solucion se tras-
paso a las columnas y se centrifugd a 10000 g durante 1 minuto. Seguidamente se realizaron
lavados utilizando las soluciones de lavado 1 y 2 pertenecientes al kit. Finalmente, la elucién del
RNA se realizé6 mediante la adiciéon de agua grado biologia molecular a las columnas de agua
grado biologia molecular. Afadida el agua, se incubé durante 10 min y luego se centrifugo a
12000 g durante 2 minutos. La concentracion de ARN fue determinada a través del uso de
Nanodrop (Thermo Fisher). La integridad de la muestra se verific6 mediante un gel de agarosa
(Cleaner Scientific) al 1% en buffer TAE.

3.2.9.2. Sintesis de cadena complementaria de ADN (ADNc)

Posterior a la extraccion de ARN se realizé la reaccion de retrotranscripcion para la sintesis de
ADNCc mediante el kit RevertAid First Strand cDNA synthesis Kit, utilizando 200 ng de ARN total
y oligo(dT). El perfil térmico utilizado fue el siguiente: 5 minutos a 65°Celsius, 60 minutos a

42°Celsius y 5 minutos a 70°Celsius.

3.2.9.3. Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR)

Para determinar la expresion relativa de genes asociados a la inmunomodulacién se evaluaron
tres citoquinas, tnfa, il18 (proinflamatoria) y /10 (antiinflamatoria). Por lo tanto, se utilizaron los
partidores disefiados en el laboratorio de marcadores inmunoldgicos en organismo acuaticos ver
en la tabla 3.1 La reaccion para el desarrollo del PCR en tiempo real, fueron realizada ocupando
los siguientes componentes: Takyon 5 pl, oligonucledtidos (100 nM) 0.2 pl, 1ul de ADNc y agua
libre de nucleasas, hasta completar un volumen final de 10 pl. La mezcla se homogenizd y se
llevd a un termociclador en tiempo real ARIAmx. El perfil térmico utilizado fue el siguiente: 1 etapa
de desaturacion (95°Celsius, 10 minutos), seguido de 40 ciclos compuestos por: 15 segundos de
denaturacion a 95°Celsius, 15 segundos de hibridacion a 60°Celsius y 15 segundos de extension
a 72°Celsius. Adicionalmente, se realizé una curva de disociacion con un perfil térmico de: 10
segundos a 95°Celsius, 10 segundos a 25°Celsius, 1 segundo a 70°Celsius y 1 segundo a

95°Celsus. Para el célculo de la expresion relativa (R) se utilizé el método de 24C, el cual ex-
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presa la proporcion obtenida de la relacion entre los valores del ciclo umbral (Ct) de la muestra y
los valores Ct del gen de referencia. Se utilizé como gen de referencia el factor de elongacién 1a
(ELF1 a). El célculo descrito anteriormente se resume en la siguiente ecuacion: R=2-1ACt gen diana -
ACtgenreferencia) v/ |3 expresion relativa de los genes fue calculada mediante la estimacion del AACt

respecto al gen de referencia ELF1 a y normalizando con el grupo control.

Tabla 3.1. Partidores utilizados para evaluar citoquinas proinflamatorias y antinflamatorias

Gen Secuencia Eficiencia
TNFa CTGTGTGGCGTTCTCTTAATAGCAGCTT 1,9 Alvarez et al.,
2022
CATTCCGTCCTGCATCGTTGC
IL10 GCTATGGACAGCATCCTGAAGT 1,9 Alvarez et al.,
2022
CGATGGAGTCGATGGGAGATTTA
IL1B GTCACATTGCCAACCTCATCATCG 1,98 Alvarez et al,
2022
GTTGAGCAGGTCCTTGTCCTTGAA
ELF-1a GTCTACAAAATCGGCGGTAT 1,99 Alvarez et al.,
2022
CTTGACGGACACGTTCTTGA

3.2.10. Coadministraciéon de Ds/hep20 via inyeccién intraperitoneal en trucha arcoiris

Los peces fueron mantenidos y sacrificados de acuerdo con protocolos de manejo animal apro-
bados por el comité de bioética de la PUCV. Las truchas arcoiris tenian un peso entre 40 a 50 g
y tras 7 dias de aclimatacién se separaron de forma aleatoria 4 individuos por estanque. Los
tratamientos fueron administrados via inyeccioén intraperitoneal y consistieron en 4 grupos: con-
trol (PBS), Hep20 [20 ug] Alvarez et al., (2016), Ds [40 ug] modificada de Vinay et al., (2014) y
Ds/hep20 [20 pg/ 40 ug]. Después de 24 hora post-inyeccion, los individuos fueron sacrificados
a través de una sobredosis de benzocaina. Posteriormente cada individuo fue diseccionado en
una campana de flujo laminar, se extrajo el rifidn anterior y bazo. Ambos 6rganos fueron guar-

dados en RNA/ater y congelados a -80 °C.

3.2.10.1. Homogenizacién y extraccion de RNA desde muestras de 6rganos de trucha ar-

coiris (Método Trizol)
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Se tomaron los 6rganos contenidos en RNA/ater, se cortd una porcidon de tejido de 3x5 mm y se
deposité inmediatamente en un tubo de 2ml tapa rosca, el cual contenia 3 cuentas de acero
inoxidable y 700 pl del reactivo trizol. Estos fueron llevados al homogeneizador de tejido, con un
programa de 3 ciclos de 35 segundos a una potencia de 5,5 m/s con pausas de 5 minutos en
entre cada ciclo. Los homogenizados fueron centrifugados a 10000 g por 15 minutos a 4°C, para
la eliminacion de debris celular. El sobrenadante de trizol fue recolectado en un nuevo tubo epen-
dorff libre de nucleasas, se agregd 150 ul de cloroformo se agitdé fuertemente por 15 seg y se
dejo reposar por otros 5 minutos. Luego se centrifugé a 12000 g durante 15 min a 4°C. se tomé
el sobrenadante al cual se le agrego 700 pl de isopropanol, para la precipitacion del ARN, la
solucion se agité vigorosamente y se dejo reposar durante 10 minutos. Luego fue centrifugada a
12000 g por 15 minutos descartando el sobrenadante. El pellet fue lavado con etanol al 75% y
centrifugado a 7500 g por 5 minutos, se descarto el sobrenadante. El pellet se dejo secar bajo
campana. Para la eliminacién de DNA las muestras fueron tratadas con mix de DNAsa | (21,5 ul
agua biomolecular, 2,5 ul de buffer DNAsa | y 1 ul de DNAsa |) e incubadas a 37°c por 30 minutos.
Para detener la accion de la DNasa | se agregd 25 ul acetato de sodio en una dilucién 1:5 a esta
misma solucién fue agregado 100 ul isopropanol e incubados durante 10 minutos, posteriormente
la solucién fue centrifugada a 12000 g por 15 minutos se descart6 el sobrenadante, finalmente
el pellet resultante se lavé con 500 pl de etanol al 75% y luego fue centrifugado en las condiciones
mencionadas anteriormente. Una vez descartado el sobrenadante, el pellet fue secado bajo cam-
pana, resuspendido en 50 ul de agua biomolecular y congeladas a -80°C. Al dia siguiente, se
cuantificd por nanodrop y se visualizaron 5 muestras al azar en gel de agarosa, cargando 1 ug
por muestra para verificar pureza e integridad. Para el siguiente procedimiento de sintesis de

cDNA vy analisis de transcripcional se realizé de igual manera que el apartado 3.2.9.2. y 3.2.9.3.

3.2.11. Efecto en modulacion trucha arcoiris alimentado con dieta suplementada con la

coadministracion Ds/hep20
3.2.11.1. Formulacioén de las Dietas Experimentales

Se formularon un total de cuatro dietas experimentales a partir de un pellet comercial base de 2
mm de diametro (las concentraciones utilizadas para cada tratamiento se especifican en la Tabla
3.2). El proceso de formulacion, se realizé en el Laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad
de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile, consistio la encapsulacién y en la incorpo-

racién de cada tratamiento al pellet mediante la técnica de aceitado (coating).

Para este proceso, se preparo la suspension activa mezclando lentamente cada tratamiento con

el aceite portador en un vaso de precipitado de 500 mL. La mezcla se agité durante 5minutos
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utilizando un mezclador mecanico (Dragon Lab, modelo OS20-S), manteniendo la suspensién en
agitacion constante con un agitador magnético (Thermolyne Nuova Il) para asegurar su homo-

geneidad.

Finalmente, la suspension activa fue incorporada al pellet utilizando una bomba de vacio (Preci-
sion, S35) conectada a un recipiente plastico de 2 litros de capacidad. En este recipiente, se
mezclaron 500 g de pellet con la suspension de cada tratamiento de manera independiente (se-
gun el esquema detallado en la Tabla de Dietas), aprovechando el vacio para garantizar la co-
rrecta absorcion del aceite y el compuesto activo por la matriz del pellet. Las concentraciones de
hep20 fue establecida segun la metodologia utilizada por Mercado et al., (2017). Proyecto FIE-
2015-V014 y para DS segun francis et al., (2002)

Tabla 3.2 Resumen de la formulaciéon de dietas, las concentraciones de la dieta utilizadas se b

Dietas Tratamientos Cantidades (mg) Concentracion Total
Dieta 1 Control e e 500 g
Dieta 2 Hep20 0,15 150ug/ kg pez 500 g
Dieta 3 Ds 0,204 240ug/kg pez 500 g
Dieta 4 Hep20/Ds 0,15 + 0,204 150pg/kg pez+ 240ug/kg pez 500 g

3.2.11.2. Administracion oral de las dietas experimentales

Los protocolos experimentales fueron revisados y aprobados por el Organismo de Bienestar Ani-
mal y el Comité de Etica de la Investigacién de la UMH, asi como por la autoridad competente
de la Consejeria de Presidencia y de Agricultura, Pesca, Alimentacién y Agua. El cuidado de los
animales y todas las actividades que implican manipulacion y experimentacion con animales se
realizaron de acuerdo con las normativas y recomendaciones espafolas [Real Decreto
1201/2005] y de la UE [Directiva UE EC86/609 y Apéndice A del Convenio ETS123,

2007/526/CE] para la experimentaciéon animal.

Para la realizacion de este ensayo se utilizaron 52 peces truchas arcoiris juveniles de 10 a 15
gramos aproximadamente, los cuales fueron aclimatados unas semanas antes de la experimen-
tacion y fueron alimentados con dieta control. Finalizado el tiempo de aclimatacion, los peces

fueron distribuidos aleatoriamente en 4 grupos con un total de 13 peces por estanque, cada es-
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tanque estaba bajo condiciones controlada a temperatura de 14 Celsius, con un sistema de re-

circulacion de agua declorada y microfiltrada en un fotoperiodo 12 horas dia/12 horas noche.

Los peces fueron alimentados una vez al dia a una tasa equivalente al 1 % de su peso corporal,
recibiendo su respectivo tratamiento durante un periodo de 21 dias. Se realizaron muestreos a
los 7, 14 y 21 dias, extrayendo tres ejemplares por estanque en cada punto temporal. Los peces
seleccionados fueron sacrificados mediante sobreexposicion a metanosulfonato de tricaina (MS-
222; Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) a una concentracion de 0,2 g/L y posteriormente disecados

segun el procedimiento descrito en el apartado 3.2.7.

Durante el experimento se registré mortalidad el dia 7 en los tratamientos Control, DS y Hep20;
sin embargo, esta no mostré un patron consistente asociado al tratamiento experimental. Por

este motivo, el analisis y muestreo final se consideraron hasta el dia 14.

3.2.11.3. Homogenizacion y extraccion de ARN desde muestras de 6rganos de trucha ar-
coiris (método kit E.Z.N.A)

Se tomaron los érganos contenidos en RNA/ater, cortando una porcion de tejido de 3x5 mm la
que se depositdé inmediatamente en un tubo de 2ml tapa rosca, que contenia 3 cuentas de acero
inoxidable con 700 pl de buffer TRK y fueron llevados al homogeneizador de tejido, con un pro-
grama de 3 ciclos de 35 segundos a una potencia de 5,5 m/s con pausas de 5 minutos en entre
cada ciclo. Los homogenizados fueron centrifugados a 10000 g por 15 minutos a 4°C, para la
eliminacion de debris celular. Se tomé el sobrenadante y se continué de acuerdo al apartado
3.29.1.,3.29.2.y 3.29.3.

3.2.12. Analisis estadistico

El analisis de datos y la construccion de graficos se realizaron utilizando el software GraphPad
Prism (versién 8.0 para Windows). La normalidad de los datos fue evaluada mediante la prueba
de Shapiro-Wilk, y la presencia de valores atipicos se verific6 mediante la prueba de Grubb’s. En
los ensayos realizados con lineas celulares, los resultados se analizaron inicialmente mediante
una prueba t de Student (dos colas) y ano ANOVA de una via (Dunnett) para comparar trata-
mientos individuales, siempre que los datos cumplieran los supuestos de normalidad. Cuando no
se cumplian dichos supuestos, se aplico un ANOVA de una via no paramétrico (prueba de Krus-
kal-Wallis) para comparar multiples grupos experimentales. Los resultados se expresan como
promedio + desviacion estandar y se consideraron diferencias estadisticamente significativas
cuando p < 0,001(***) p < 0,01(**) p < 0,05 (*).
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CAPITULO 4
RESULTADOS

4.1- Caracterizacion de la fraccion deacilsaponina desde hojas de quillay
Obtencién de Saponinas desde hojas de quillay

El proceso de obtencidn de saponinas a partir de hojas de Quillaja saponaria se realizé mediante
extraccion acuosa y purificacion en fase soélida, seguida de hidrdlisis alcalina para obtener la
fraccién deacilsaponina (Ds). A partir de 100,63 g de hojas frescas se obtuvieron 45 g de material
seco (44,7 % del peso inicial). Posteriormente, se logré un rendimiento del 27,1 % tras la extrac-
cion, un 30,3 % luego de la purificacion, y finalmente un 81,1 % tras la hidrdlisis (Tabla 4.1). En
conjunto, el rendimiento global del proceso desde el material fresco hasta la fraccion hidrolizada

fue de aproximadamente 3,0 %
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Tabla 4.1 Rendimiento de obtencién de la fraccién deacilsaponina desde hojas de Quillaja sapo-

naria
Etapa Gramos % Rendimiento
Peso humedo 100,63 g
Peso seco 45,0 447
Extraccion 12,2 27 1
Purificacion 3,7 30,3
Hidrolisis 3,0 81,1

Para determinar el contendido de saponinas del extracto obtenido tras la purificacién en gradiente
de 0 a 100% de MEOH. Se analizaron de acuerdo a los perfiles cromatograficos de cada fraccion.
En primera instancia se comparé los perfiles de las fracciones obtenidas con las saponinas co-
mercial fue comparada con saponinas de corteza de quillay comerciales grado practico estas
poseen un 25 a 35% de saponinas, el resto de componentes son otros polifenoles, benzoatos.
los resultados mostraron (figura 4 A) que la fraccién 80% y 100% MEOH estaba libre de los
compuestos mencionados, por lo cual fue comparada con el estandar QuilA. Se observo que los
perfiles de la fraccion 80 % correspondia el perfil cromatografico el tiempo de retencidén expuesto
por el estandar QuilA, Por esta razén se utilizé la fraccion 80% para ser hidrolizada, en paralelo
también se hidrolizo el estandar. Los resultados mostraron que al someter a hidrolisis el tiempo
de retencion disminuye. Este fendmeno se en la figura 4C donde se observa que la fraccion 80
y estandar que se someti6 a hidrolisis, presentan el mismo perfil cromatografico.

La determinacion del contenido y pureza del extracto de saponina obtenido desde hojas de quillay
se llevd a cabo mediante el andlisis de perfiles cromatograficos de las fracciones obtenidas tras
una purificacién en gradiente de MEOH (0 a100%). En una instancia preliminar los perfiles de
estas fracciones se compararon con saponinas comerciales obtenida desde corteza de quillay
(grado Industrial/Practico) la cual posee un < 35 % de saponinas, estas saponinas contienen una
alta mezcla de compuestos como polifenoles, azucares y benzoatos. En la figura 4 A se muestra
la eficacia del proceso de purificacién, al comparar las fracciones obtenidas con las saponinas
comercial se observa que las fracciones con mayor concentracion de MEOH, especificamente
80% y 100%, lograron la eliminacién exitosa de las impurezas presente en la region inicial de los
cromatogramas. Una vez purificada las saponinas de hoja fueron comparadas con un estandar
de alta pureza QuilA, La fraccion 80%, presento un perfil cromatografico que coincidié notable-
mente con el estandar utilizado, mostrando un pico principal a un tiempo de retencion idéntico
(aproximadamente 15,5 minutos). Esta coincidencia es una fuerte indicacion de identidad. Es

importante mencionar que QuilA posee entre un 85 a 99% y ademas contiene la mezcla de sa-
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A)

C)

poninas triterpenicas QS-7, QS-17, QS-18 y QS-21. Por lo que podemos concluir que se obtuvo

una fraccion de alta pureza y rica en saponinas.

La saponina de alta pureza fue sometida al proceso de hidrolisis, para la confirmacién de esta

se hizo el mismo procedimiento con el estandar QuilA. En la figura 4C se observa que tras la

hidrolisis se produjo un desplazamiento cromatografico significativo en ambos casos, este feno-

meno se debe a la escision del grupo acilo, resultando en una deacilsaponina, la cual es menos

polar por ende eluye en un tiempo de retencion menor (alrededor de los 14 min), La saponina de

hoja hidrolizada coincidié exactamente con el estandar QuilA sometido a hidrolisis, lo cual con-

firma de manera robusta y concluyente que la saponina aislada de la fraccién 80% del extracto

de hoja es QuilA.

Finalmente, en el analisis del perfil de la fraccion deacilsaponina (saponina hidrolizada de hoja)

muestra que la remocion del grupo acilo resulta en una alteracion en el tiempo de retencion, lo

que subraya la importancia de la acilacion en las propiedades fisicoquimicas.
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Figura4.1. Analisis cromatografico de la purificacién y caracterizaciéon de deacilsaponina de hojas,
El panel de imagenes ilustra las etapas de aislamiento y confirmacion de cambio en la estructura posterior
al proceso de hidrolisis a través de perfiles cromatograficos. A: Purificacién de saponinas de hojas: Perfil
cromatografico de las fracciones obtenidas en gradientes de MEOH en comparacién con saponinas co-
merciales. B: Identificacion; comparacién de los Perfiles cromatografico de las fracciones purificada 80 y
100% con el estandar de alta pureza Quil A. C: Confirmacion estructural: Perfiles cromatografico de las
saponinas hojas y estandar QuilA antes y después de ser sometidos a hidrolisis, demostrando la liberacion
del grupo acilo. D: Perfil cromatografico saponina de hojas y deacilsaponina. D: Perfil cromatografico de la

saponina de hoja purificada y su forma deacilsaponina.

4.2. Sintesis en fase solida y caracterizacion por HPLC/MS del péptido Hepcidina 20 de
trucha arcoiris

El péptido de interés, Hepcidina 20 de trucha arcoiris, fue exitosamente obtenido mediante sin-
tesis quimica en fase sélida y posteriormente purificado. El péptido crudo, en su forma reducida
(con grupos sulfhidrilos libres), presento una masa molecular tedrica, 2229.8 Da. Este péptido se
caracteriza por contener 8 residuos de cisteina en su secuencia, que son capaces de generar
cuatro puentes disulfuros (intramolecular). Para obtener la conformacion activa y estable, se uti-
lizé un protocolo de oxidacidn controlada. Este proceso promueve la formacion de los cuatros
puentes disulfuros a partir de los grupos sulfhidrilo de las cisteinas, utilizando un buffer que con-

tenia DMSQO) como agente oxidante.

La pureza del péptido sintetizado y la posterior oxidacion se determind mediante analisis RP-
HPLC. La figura 4.2, muestra los perfiles cromatograficos de la forma reducida y la forma oxidada
del péptido demostrd un cambio conformacional y de pureza tras la oxidacion. El péptido reducido
exhibié un pico principal alto y estrecho a un tiempo de retencion de 6.0 minutos. En contraste,
la forma oxidada presento un pico dominante a 5,7 minutos, un desplazamiento a menor tiempo
de retencion consistente con la formacion de puentes disulfuros que reduce la hidrofobicidad
molecular. Ademas, el pico oxidado se mostro visiblemente ensanchado, sugiriendo la genera-
cion de formacién de isémeros conformacionales, lo cual distribuye la masa del péptido en un

area cromatografica mas amplia. La identidad de hep20 se confirmd tras el analisis espectral del
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péptido, se confirmé los iones tedricos correspondientes al peso molecular del péptido hepcidina

reducida 2329.8 Da, Los resultados muestran en la figura 4.3. A la presencia de 3 iones tedricos,

los principales peak protonados que se observan son [M+2H]?* (1165.9 Da), [M+3H]** (777.6 Da)

y [M+4H]* (583.4 Da).
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Figura 4.2. Cromatogramas RP-HPLC comparativos del péptido Hepcidina-20 de trucha arcoiris en
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Figura 4.3. Espectros de Masas (MS) del Péptido Hepcidina 20. Analisis de masas del péptido Hep20
tras su sintesis y modificacion. A: Corresponde al espectro de forma Reducida con un peso de 2329.8
Da. B: Corresponde al espectro de forma oxidada con un peso de 2321.8 Da. En cuadrados rojos se des-
tacan los iones tedricos

4.3. Optimizacién de la dosis de deacilsaponina mediante ensayos de hemadlisis y citoto-
xicidad

4.3.1 Actividad Hemolitica

Tras la obtencion de moléculas claves hepcidina 20 y deacilsaponina, fue fundamental establecer
la concentracion optima y segura para los ensayos in vitro e in vivo. Esta precaucion se justifica
por la actividad hemolitica caracteristica de las saponinas, la cual sirve como un indicador directo
de su potencial toxicidad bioldgica. Para mitigar el riesgo, se midié la actividad hemolitica de
varias fracciones clave en eritrocito de trucha arcoiris, evaluando un rango de concentracion am-
plio (5 a 450uM) Las fracciones evaluadas incluyeron el estandar QuilA, Saponinas obtenidas
desde hojas de quillay y deacilsaponina.

Los resultados, presentados en la figura 4,4 se observa el porcentaje de hemolisis producidas
por las distintas concentraciones de las fracciones evaluadas. Se aprecia que las saponinas de
hojas y el estandar QuilA exhiben una alta actividad hemolitica en eritrocito de trucha, alcanzando
el 50% de hemolisis (HD 50) en una concentracién menor 5 yM. En contraste, la fraccién deacil-
saponina presenta una toxicidad significativamente menor, requiriendo concentraciones superio-
res superiores a 100 uM, para alcanzar el mismo umbral de hemolisis del 50%.

Este hallazgo no solo confirma el éxito de la purificacion, si no que corrobora que el proceso de
hidrolisis al que fue sometido las saponinas de hojas, fue efectivo para disminuir drasticamente
su actividad hemolitica. La reduccién de la toxicidad de la deacilsaponina la convierte en una

candidata biolégicamente mas segura para ser utilizada a concentraciones elevadas en modelos
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Figura 4.4. Actividad hemolitica y determinacién del HD 50. Grafico de dosis respuesta de hemolisis
de eritrocito de trucha arcoiris inducido por fracciones evaluadas en un rango de 0 a 450 uM. Estandar
QuilA (A), Saponinas de hojas (m), Deacilsaponina (), Control negativo (Triton 0,5%) ('¥) Control posi-
tivo (PBS) (¢). La linea roja indica el 50 % de hemolisis (= HDso). Se realizaron 3 replica técnicas por tra-
tamiento

4.3.2. Ensayo citotoxico

La determinacién de la concentracién adecuada de deacilsaponina requirié evaluar la citotéxica
en las lineas celulares de trucha arcoiris que serian ocupadas para el desarrollo de los posterio-
res ensayos in vitro. Los componentes evaluados fueron deacilsaponina y deacilsaponina coad-
ministrada con hepcidina 20, fue un paso metodoldgico critico, no obstante resultados de la acti-
vidad hemolitica nos ayudaron discriminar un rango especifico (5 a 50 pM)

Para evaluar la citoxicidad en lineas celulares con crecimiento diferente, fu necesario establecer
ensayos diferentes para cada linea celular que seria utilizada en los ensayos in vitro. Para la
linea celular RTS11 que crecen parte su poblacién en suspension, se usé el ensayo WST-1, en
contraste de la linea celular RTGutGC que crece adherida a la superficie de cultivo, se utilizé el
ensayo cristal violeta vitro, el uso de este compuesto colorado permitié tener una medida de la
biomasa total y la integridad del monocapa celular remanente tras el tratamiento.

Los resultados mostraron una sensibilidad diferencial entre lineas celulares: En la figura 4.5. A
se muestra linea celular RTGut disminuye su supervivencia en un 35% con respecto al control al
ser expuesta a una concentracion de 50 uM de deacilsaponina, resultado que también se puede
observar en la figura 4.5.B que con una menor superficie de células formando la monocapa, al
igual se muestra en el control positivo con DMSO 10%.

En contraste, la linea celular monocito /macrofagos RTS11 mostro, figura 4.5 C, ser resistente,
manteniendo una alta viabilidad celular en todo el rango de concentracion evaluado (5 a 50 uM)
sin toxicidad significativa.

Basandose en estos hallazgos, se validé que el rango 5 a 20 uM de Deacilsaponina como seguro
para los ensayos funcionales. Ademas, se confirmé, figura 4.5. D la seguridad de la administra-
cion conjunta de ambas moléculas, demostrando que la coadministracion de Deacilsaponina a
20 uM con hepcidina (hasta una dosis maxima de 25 uM) no afecto la viabilidad celular. En con-

junto estos ensayos de citotoxicidad garantizan que la dosis seleccionada no induce efectos t6-
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xicos, asegurando que cualquier cambio observado en la modulacién inmunitaria sea atribuible

directamente a la accion biolégica de la deacilsaponina y hepcidina 20
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Figura 4.5. Evaluacién de la citoxicidad de deacilsaponina y la coadministraciéon de deacilsaponina
mas hepcidina 20 en lineas celulares de trucha arcoiris. El rango utilizado para medir la citoxicidad de
deacilsaponina fue de 5 a 50 yM A: Grafico de supervivencia de la linea epitelial RTGutGC. B: Imagenes
que muestran la monocapa de RTGutGC tras ser tratadas con deacilsaponina. C: Grafico de viabilidad de
monocitos/ macréfagos RTS11. D: Grafico de supervivencia de la coadministracién de deacilsaponina con
hepcidina 20 en dos concentraciones 10 y 25 yM. contaban con un control positivo: células sin tratar y un
control negativo: DMSO 10%. Se realiz6 un test T para comparar los tratamientos. Las diferencias signifi-

cativas (p < 0,05 o p < 0,01) entre los grupos en cada momento se indican mediante (*) o (**) respectiva-
mente (n = 6)

4.4 Diponinibilidad in vitro de la hep20 mediada por deacilsaponina:

4.4. 1. Ensayo de traspaso de hep20 en la linea celular RTGutGC

Se llevo a cabo una evaluacion cuantitativa del flujo transepitelial para determinar la tasa de
traspaso del péptido hep20 utilizando el modelo celular epitelial intestinal RTGutGC. El sistema
se baso en el cultivo de la linea celular en placas Transwell para establecer una monocapa po-

larizada, la cual delimita funcionalmente los compartimentos apical y basolateral. Esta configura-
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cion in vitro es crucial para simular la barrera epitelial biolégica, permitiendo una caracterizacion
rigurosa de la cinética de translocacion de la molécula de interés.

La figura 4.6 A y B presenta la cinética del flujo transepitelial del péptido hepcidina 20 a través
de la monocapa celular RTGutGC, evaluando la medicién mediante la fluorescencia he de hep-
cidina20-fluoresceina (Hep20-FITC) en el compartimiento basolateral a lo largo de 24 horas. Tras
la conversién de intensidad de fluorescencia a valores de concentracién uM utilizando una curva
estandar preestablecida, se observa un marcado efecto potenciador de la deacilsaponina sobre
el traspaso de hepcidina. La condicion de coadministracion exhibié consistentemente el mayor
flujo transepitelial en todos los tiempos evaluados, a las 24 horas la concentracion final de hep-
cidina en el comportamiento basolateral alcanzo un valor maximo aproximado de 80 uM.

Para la condicion donde se administré hepcidina 20, también se mostré un traspaso sostenido,
pero con una eficacia notablemente menor. La concentracion final alcanzada a las 24 horas fue
aproximadamente de 60 uM.

La comparacion de ambos tratamientos muestra que la coadministracion con deacilsaponina re-
sulto en un incremento del traspaso de aproximadamente un 33% respecto a hepcidina 20, lo
que resalta la accion de la deacilsaponina como un potenciador de la absorcioén in vitro.

Por ultimo el traspaso de hepcidina 20 en toda la condicién fue dependiente del tiempo, mos-
trando un aumento sostenido desde la hora 1 hasta las 24 horas, un patréon caracteristico de un
proceso continuo de transporte o difusion a través de una barrera.

Tras el termino de las 24 horas del ensayo, se extrajo la membrana de las placas transwell para
realizar una verificacion por microscopia con el propdsito validar la formacion del monocapa ce-
lular y si aun contenia resto de hepcidina 20 que no fueron traspasada al compartimiento baso-
lateral.

En la figura 4.6 b podemos apreciar que en todo el tratamiento realizado se formé la monocapa,
también se observa la presencia de hepcidina en las condiciones de coadministrada y de forma
independiente. Se aprecia levemente una menor presencia de hepcidina 20 en la coadministra-
cién lo cual seria evidente tras los datos anteriormente mostrado en la grafica.

También se muestra que en tratamiento con la coadministracion la monocapa se ve integra, lo
que sugiere que deacilsaponina actua facilitando el transporte efectivo de hepcidina a través de
la monocapa sin causar una desorganizacion celular visible. EI mecanismo mas probable de
apertura de las uniones estrechas (via paracelular) o el aumento de fluides/ permeabilidad de la

membrana (via transcelular) ambos compatibles con la accion conocida de algunas saponinas.

68



10000+

100+
A) TZ Conieol -~ Hepcidina
§ 8000 = DS 804 - DS +Hep
§ -+ Hepcidina
é 8000 - DS +Hep = 604
3 =
5 4000~ S 40
s
£ 2000 20
£ 0] —————— N
0 T T T T T h b T T T T
Oh 1h 3h 6h 24h 0 1 3 6 24
Tiempo
B) DAPI Hep- fluoresceina Rodamina B- Membrana Merge

Deacilsaponina

o - -

Deacilsaponina+ Hepcidina 20

-

‘

Figura 4.6. Evaluacién del flujo Transepitelial de Hepcidina 20 potenciado por deacilsaponina en
monocapa celulares RTgutGC y validacién microscépica de la formacién y estado de la monocapa
tras las 24 horas. A: Grafica (izquierda) muestra la intensidad de florescencia hepcidina 20-Fluoreceina
en el compartimiento basolateral durante 24 horas. Grafica (derecha) Muestra la conversion de intensidad
de fluorescencia en la concentracion acumulada de Hepcidina 20 en el tiempo. Los tratamientos evaluados
fueron los siguientes: Deacilsaponina (m), Hepcidina 20- Fluoresceina (A ), Deacilsaponina + Hepcidina
Fluoresceina (V) y control PBS (e). Grafica (derecha). B) Imagenes de fluorescencia (20X) que muestran
la distribucién celular. Para la tincién de nucleos se utilizé DAPI (azul), Hepcidina-Fluoresceina (verde) y

membrana se utilizé tincion Rodamina-B (Rojo).
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4.5. Cinética de internalizacion de hep20 en células RTGutGC y RTS11 en presencia de
deacilsaponina

Para elucidar el mecanismo subyacente a esta mejora en el flujo de Hepcidina 20, se evalud la
captacion y distribucion intracelular de RTGutGC y RTS11 del Hep20 mediante inmunofluores-
cencia a diferentes tiempos.

La Figura 4.7 proporciona una clara evidencia del impacto de la deacilsaponina en la cinética de
internalizacion de la hepcidina 20. Inicialmente, a las 3 horas, se observa una mayor presencia
de hepcidina 20 en las células que recibieron el tratamiento de coadministracién con deacilsapo-
nina. Este hallazgo sugiere que la deacilsaponina ejerce un efecto facilitador crucial, promo-
viendo tanto la entrada como la acumulacién intracelular del péptido. Por el contrario, el trata-
miento donde se administré unicamente hepcidina 20 mostré un proceso de internalizacion celu-
lar notablemente lento.

Avanzando en el tiempo, a las 6 horas, el comportamiento entre ambos tratamientos se torna
similar; sin embargo, la formulacién con deacilsaponina es superior. Se detecta hepcidina no solo
en el citoplasma, sino también a nivel de membrana, revelando una notoria y continua acumula-
cion del péptido. Este patron de distribucion y acumulacion es totalmente congruente con el tras-
paso continuo del péptido que se demostro previamente en el ensayo de translocacion de hep-
cidina 20.

Finalmente, a las 24 horas, la diferencia es drastica: mientras que el tratamiento sin deacilsapo-
nina no exhibe presencia residual del péptido, la coadministracidon si muestra hepcidina 20, aun-
que en una cantidad disminuida respecto a los tiempos de 3 y 6 horas. En conclusion, estos
resultados destacan de manera contundente que la coadministracién con deacilsaponina permite
y facilita eficazmente la localizacion intracelular del péptido, asegurando su presencia dentro de

la célula por un periodo de tiempo extendido.
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Figura 4.7. Evaluacion por inmunofluorescencia de la localizaciéon celular del péptido Hep 20 en

3 Horas

6 Horas

24 Horas

presencia y ausencia de deacilsaponina a lo largo del tiempo. Las imagenes de microscopia de EPI
fluorescencia corresponde a células RTGutGC las cuales fueron tratadas con Hep20 [10uM] y la coadmi-
nistracién de deacilsaponina [20uM] y Hep 20 [10uM] diferente tiempo (3,6 y 24 horas). Hep20 fue detec-
tada a través del uso del antisuero especifico de ratén y el anticuerpo conjugado con Alexa-488 de IgG

anti-raton (verde). Se uso cloruro de octadecil rodamina B (R18) para la tincién de la membrana (rojo).

Ademas, se utilizé DAPI como tincion de nucleos (azul).
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El ensayo de inmunofluorescencia, visible en la Figura 4.8, demostré que la DS es un factor
determinante en la dindmica de internalizacion y retencion del péptido Hep en las células tipo
macréfago RTS11 a lo largo del tiempo. A las 3 horas, ambos tratamientos exhiben presencia
del péptido; sin embargo, en el tratamiento con Hep20 solo, la sefial es moderada y se localiza
predominantemente en la periferia celular, sugiriendo una union superficial. En contraste, la coad-
ministracion Hep20/DS resulta en una presencia intensa y difusa que se extiende claramente
hacia el citoplasma, indicando una rapida y masiva internalizacion del péptido promovida por la
DS. La diferencia se acentua a las 6 horas. Mientras que el tratamiento con Hep 20 solo muestra
una clara y drastica ausencia del péptido (sefial minima o indetectable), sugiriendo una rapida
degradacion o eliminacion; el tratamiento DS mantiene una presencia robusta y concentrada en
la region perinuclear. Esta tendencia a la ausencia del Hep20 administrado solo se confirma a
las 24 horas, donde la sefial residual es casi nula. Por otro lado, la coadministraciéon con DS
asegura una presencia significativa y bien definida del péptido en el citoplasma, demostrando
que la DS es esencial para la retencion a largo plazo del Hep20. En conclusion, la DS revierte la
baja internalizacién del péptido Hep20. Es notable que, a pesar de utilizar la misma concentracion
inicial de Hep20 en ambos tratamientos, la presencia de la DS marcé una diferencia critica: no
solo facilité una internalizacién rapida, sino que también garantizé la presencia sostenida del

péptido en el sitio de accidén intracelular hasta por 24 horas

72



DAPI Hep20 Membrana Merge

Hep20

3 Horas

Ds/Hep 20

) $.

Hep20

6 Horas

Hep20

24 Horas

Ds/Hep 20

Figura 4.8. Evaluacion por Inmunofluorescencia de la localizacion Celular del Péptido Hep 20 en
Presencia y Ausencia de Deacilsaponina a lo Largo del Tiempo. Las imagenes de microscopia de EPI
fluorescencia corresponde a células RtS11 las cuales fueron tratadas con hepcidina 20 [10u] y la coadmi-
nistracién de deacilsaponina [20u] y Hep 20 [10p] diferente tiempo (3,6y 24 horas). Hep20 fue detectada a
través del uso del antisuero especifico de raton y el anticuerpo conjugado con Alexa-488 de IgG anti-ratén
(verde). Se uso cloruro de octadecil rodamina B (R18) para la tincidon de la membrana (rojo). Ademas, se

utilizé6 DAPI como tincién de nucleos (azul).

73



4.6. Efecto inmunomodulador de la hepcidina 20 en presencia de deacilsaponina en la li-
nea celular RTS11: Analisis de la expresion de citoquinas.

Para dilucidar el efecto inmunomodulador de Hep20, se evalué la expresion de las citoquinas il-
1B, tnfa e il-10 en células monocito/macréfago RTS11 tratadas con Hep20, Ds y la coadministra-
cion de Hep20/Ds a las 6, 12 y 24 horas, con el fin de caracterizar tanto las fases tempranas
como tardias de la respuesta inmune. A las 6 horas (Figura 4.9 A) se evidencié una activacion
inicial marcada particularmente en el tratamiento con Ds, donde il-18 aumenté aproximadamente
10 veces y tnfa cerca de 120 veces respecto a Hep20, acompafado de un incremento significa-
tivo en il-10. Este patrén indica que Ds es capaz de inducir simultaneamente una sefal proinfla-
matoria intensa y una respuesta reguladora, sugiriendo que la fraccién posee componentes ca-
paces de activar vias tipicas de macrofagos (posiblemente asociadas a receptores de reconoci-
miento de patrones y a la activacion de NF-kB), mientras promueve en paralelo la expresion de
mecanismos antiinflamatorios tempranos como il-10. La coadministracién Hep20/Ds también in-
dujo un aumento significativo en estas citoquinas, aunque de menor magnitud que Ds sola, lo
que revela que la combinacion modula la intensidad de la activacion temprana manteniéndola,
pero sin generar un estimulo tan abrupto como el producido por Ds por separado. A las 12 horas
(Figura 4.9 B), el efecto de Ds disminuyo notablemente, sin diferencias significativas frente a
Hep20, lo que sugiere que la activacion inicial inducida por la fraccién es transitoria. En contraste,
la combinacion Hep20/Ds mantuvo una activacion moderada de tnfa y aumentd significativa-
mente la expresiéon de il-10, indicando que, aun cuando el estimulo proinflamatorio inicial se ate-
nua, la combinacién continla promoviendo una respuesta mas equilibrada, caracterizada por una
activacion controlada y una regulacion antiinflamatoria mas evidente. En la fase tardia, a las 24
horas (figura 4.9 C), la coadministracién mostré el efecto mas robusto, con un aumento pronun-
ciado de tnfa cercano a 250 veces respecto a Hep20 y un incremento paralelo de il-10, lo cual
refleja una modulacién sostenida tanto de la activacion proinflamatoria como de los mecanismos
reguladores. En este mismo tiempo, se observé que Ds sola redujo significativamente la expre-
sion de il-18 en comparacion con Hep20, lo que confirma que su efecto proinflamatorio es potente
pero limitado a las fases tempranas. En conjunto, estos resultados muestran que la fraccion Ds
induce una activaciéon rapida pero fugaz del sistema inmune, mientras que la combinacion
Hep20/Ds promueve una modulacion inmunitaria mas progresiva, sostenida y equilibrada, carac-
terizada por la conduccién coordinada de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias a lo largo
del tiempo. Este patron sugiere que Hep20 podria influir en la duracién y estabilidad de la res-

puesta, potenciando o extendiendo la senalizacion inicial inducida por Ds y contribuyendo a una
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modulacién dinamica que combina activacion y regulacién en las distintas fases temporales eva-

luadas.
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Figura 4.9. Modulacion de la expresion génica de citoquinas por hep20, Ds y coadministracion de
hep20 con Ds en células monocito/macréfago RTS11. Expresion de citoquinas en tejidos linfoides
de trucha arcoiris inyectadas con Hep20 en presencia de Ds La expresion relativa de las citoqui-
nas proinflamatorias il-18 y tnf-a, junto con la citoquina antiinflamatoria il-70, fue cuantificada
mediante gPCR. Las células fueron tratadas con Hep20 [10 pM] (violeta), Ds [20 uM] (verde) y la
coadministracion Hep20/Ds [10 uM / 20 uM] (celeste) durante A) 3 h, B) 6 hy C) 24 h. Los graficos

muestran el cambio relativo de expresion (fold change) para cada gen, normalizado respecto al
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gen de referencia ELF-1a. Las diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante ANOVA de
una via, seguido de la prueba de Dunnett, utilizando Hep20 como grupo de referencia. Las dife-
rencias significativas se indican como: * p < 0,05;** p < 0,01; ** p <0,001; **** p < 0,0001 (n =
3).

4.6. Evaluacion del perfil de expresion de citoquinas en trucha arcoiris bazo y riiién cefa-
lico inyectada intraperitoneal con Hep 20 en ausencia y presencia de deacilsaponina

Se evalud la modulacion de citoquinas inmunitarias en trucha arcoiris as la administracion intra-
peritoneal de la combinacién Hep20/Ds. A las 24 horas post-inyeccion, se recolectaron muestras
de rifidn anterior y bazo, con el objetivo de analizar los niveles de expresion génica de citoquinas
clave involucradas en la respuesta inmune proinflamatoria y antiinflamatoria.

En rifidn cefalico (Figura 4.10) el tratamiento con Hep20, se observd una expresion basal o
moderada de las tres citoquinas evaluadas, lo que sugiere que la administracion del péptido por
si sola induce una activacion leve del sistema inmunitario. Por el contrario, los peces tratados
con Ds mostraron un aumento significativo en la expresion de tnfa, alcanzando valores notoria-
mente superiores en comparacion con Hep20, mientras que il-18 no presenté un cambio en su
expresion. Este patron indica que Ds promueve una activacion proinflamatoria selectiva, princi-
palmente mediada por tnf-a.

En el grupo tratado con la coadministracion Ds/hep20, se observé un incremento marcado en la
expresion de tnfa y, de forma paralela, un aumento significativo en il-10 con respecto a Hep20.
Esta tendencia sugiere una modulacién equilibrada entre las respuestas proinflamatoria y antiin-
flamatoria, lo que podria reflejar una respuesta inmunitaria mas regulada y sostenida frente a la
combinacion de ambos compuestos.

En conjunto, estos resultados evidencian que, a las 24 horas postratamiento, la coadministracién
de Hep20 y Ds induce una fuerte modulacion de la respuesta inmune en el rindn anterior de
trucha arcoiris. Este tratamiento promueve una activacion significativa de las citoquinas proinfla-
matorias, acompafiada de un incremento en la expresion de IL-10, lo que refleja una respuesta
mas intensa, equilibrada y sostenida en comparacion con los tratamientos individuales con
Hep20 o Ds.
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Figura 4.10. Expresion génica de citoquinas en rifién cefalico de trucha arcoiris juvenil tras inyec-
cion intraperitoneal de hep 20 (violeta), Ds (verde), coadministracion Ds/hep20 (celeste). Tras 24
horas post inyeccién se evalud la expresion relativa de las citoquinas IL-18y TNF-ay IL-10, fue cuantificada
mediante qPCR Los graficos fueron expresados en veces de cambio normalizados con respecto al gen de
referencia elf-1 y al grupo control (peces inyectados con PBS). Se utilizo un 4 pez por estanque (n=4) Se
realizé un test T comparando los tratamientos con respecto a hep20 y las diferencias significativas (p <

0,05) entre los grupos en cada momento se indican mediante (*) y ns (diferencias no significativas)

En general, las respuestas de las citoquinas (figura 4.11) en el bazo presentaron una tendencia
distinta a la observada en el rindn anterior. Los tratamientos individuales con Hep20 o Ds no
provocaron cambios marcados en la expresion de las citoquinas analizadas. Sin embargo, la
coadministracion de Ds/he20 desencadend una activacion inmunitaria mas evidente, reflejada en

un aumento pronunciado de il13 y una elevacién significativa de IL-10.

El incremento simultaneo de estas dos citoquinas sugiere que la combinacién de Hep20 y Ds
estimula una respuesta mixta, en la cual coexisten mecanismos proinflamatorios y reguladores,
posiblemente orientados a potenciar la vigilancia inmunitaria sistémica sin inducir una inflamacion
exacerbada. Por lo tanto, a las 24 horas postinyeccion, el bazo evidencia una respuesta inmuno-
l6gica modulada principalmente por la coadministracion Hep20/Ds, mientras que los tratamientos
individuales muestran una escasa capacidad de activacion génica. Este comportamiento indica
que la interaccion entre ambos compuestos potencia de forma coordinada la respuesta inmune

adaptativa y la regulacion homeostatica en tejidos linfoides secundarios.
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Figura 4.10. Expresion génica de citoquinas en bazo de trucha arcoiris juvenil tras inyeccion intra-
peritoneal de hep 20 (violeta), Ds(verde), coadministracion Hep20/Ds (celeste). Tras 24 horas post
inyeccion se evaluo la expresion relativa de las citoquinas IL-18y TNF-a 'y IL-10, fue cuantificada mediante
gPCR Los graficos fueron expresados en veces de cambio normalizados con respecto al gen de referencia
ELF-1 y al grupo control (peces inyectados con PBS). Se utilizo un 4 pez por estanque (n=4) Se realizé un
test T comparando los tratamientos con respecto a hep20 y las diferencias significativas (*p <
0,05;**p<0,001) entre los grupos en cada momento se indican mediante (*) y ns (diferencias no significati-

vas)

4.8. Evaluacién del perfil de expresion de citoquinas en trucha arcoiris bazo y rinén cefa-
lico alimentada con dieta suplementada con Hep20 en ausencia y presencia de deacilsapo-
nina.

Después de evaluar el efecto modulador de la combinacién Ds/Hep20 mediante inyecciones, se
procedié a estudiar el efecto inmunomodulador de hepcidina en presencia de deacilsaponina a
través de su administracion oral. Con este propdsito, se formularon cuatro dietas experimentales:
una dieta control sin aditivos y tres dietas suplementadas con las moléculas individuales Hep20,
Ds,y de manera conjunta Ds/hep20. Las dietas fueron administradas durante un periodo de 21
dias. Sin embargo, la toma de muestras de rifidon anterior y bazo se realiz6 a los 7 y 14 dias
postratamiento, debido a la aparicion de mortalidades en el grupo control durante la primera se-
mana. Esta modificacion en el disefio experimental permitié obtener datos en condiciones donde
fue posible apreciar los efectos inmunomoduladores de las dietas en las etapas iniciales del tra-
tamiento.

En el rifdn anterior, (figura 4.12), expresion génica de citoquinas mostrd una clara modulacion

dependiente del tratamiento y del tiempo de exposicion.
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Figura 4.12. Expresion génica de citoquinas en riiidn cefalico de trucha arcoiris juvenil tras admi-
nistracion oral de hep 20 (violeta), Ds(verde), coadministracion Hep20/Ds (celeste). Tras 24 horas
post inyeccion se evalud la expresion relativa de las citoquinas il-18y tnf-a'y il-10, fue cuantificada mediante
gPCR Los graficos fueron expresados en veces de cambio normalizados con respecto al gen de referencia
elf-1 y al grupo control (peces inyectados con PBS). Se utilizo un 3 pez por estanque (n=3) Se realiz6 un
test T comparando los tratamientos con respecto a hep20 y las diferencias significativas (p < 0,05) entre

los grupos en cada momento se indican mediante (*) y ns (diferencias no significativas)

A los 7 dias, se observd que expresion de il13 se incrementd especialmente en los peces ali-
mentados con las dietas que contenian deacilsaponina (Ds) y la combinacion Ds/Hep20 con res-
pecto a la dieta control indicando una respuesta inflamatoria controlada, posiblemente vinculada
a la estimulacion inicial del sistema inmune innato por parte de los tratamientos administrados.
Al mismo tiempo vemos un aumento exacerbado en la expresion de il10, lo que sugiere una
activacion temprana de mecanismos antiinflamatorios en este tejido. En contraste, a los 14 dias
postratamiento, los niveles de ambas citoquinas tendieron a disminuir, lo que podria reflejar una
resolucion del estado inflamatorio 0 una regulacion homeostatica tras la exposicidon continua a
los inmunoestimulantes. En conjunto, estos resultados sugieren que la administracién oral de
deacilsaponina sola o combinada con Hep20 promueve una respuesta inmunomoduladora equi-
librada en el rindn anterior de trucha arcoiris, a través de una induccidon marcadores proinflama-

torios y antiinflamatorios.
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En el bazo (Figura 4.13), la expresion relativa de las citoquinas il1B, tnfa e il10 no presento dife-
rencias estadisticamente significativas entre tratamientos. No obstante, se observaron tenden-
cias biologicamente relevantes en los niveles de transcripcion, dependientes del tratamiento y

del tiempo de exposicion.
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Figura 4.13. Expresién génica de citoquinas en Bazo de trucha arcoiris juvenil administracién oral
hep 20 (violeta), Ds(verde), coadministracion Hep20/Ds (celeste). Tras 24 horas post inyeccion se eva-
lué la expresion relativa de las citoquinas il-18y tnf-a'y il-10, fue cuantificada mediante qPCR Los graficos
fueron expresados en veces de cambio normalizados con respecto al gen de referencia elf-7 y al grupo
control (peces inyectados con PBS). Se utilizo un 3 pez por estanque (n=3) Se realiz6 un test T compa-
rando los tratamientos con respecto a hep20 y las diferencias significativas (p < 0,05) entre los grupos en

cada momento se indican mediante (*) y ns (diferencias no significativas)

A los 7 dias postratamiento, las citoquinas il18 y tnfa mostraron una leve tendencia al aumento
en los grupos alimentados con Hep20 y con la combinacion Ds/Hep20, mientras que en el grupo
tratado con Ds los niveles se mantuvieron similares al control. Estos resultados sugieren una
activacion moderada y transitoria de la respuesta proinflamatoria esplénica. En cambio, la expre-
sion de il10 presentd una tendencia al alza en los grupos tratados, especialmente en la combi-
nacion Ds/hep20, tanto a los 7 como a los 14 dias, lo que podria reflejar una regulacion antiinfla-

matoria compensatoria frente a la estimulacion inicial del sistema inmune.

Aunque las variaciones no fueron estadisticamente significativas, las tendencias observadas en
el bazo indican que la administracion oral de Hep20 y deacilsaponina, individualmente o en con-
junto, podria modular de forma equilibrada la respuesta inmune sistémica, promoviendo un ba-

lance entre senales proinflamatorias y antiinflamatorias en etapas tempranas del tratamiento.
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4.9. Supervivencia de peces alimentada con dieta suplementada con Hepcidina20 en au-
sencia y presencia de deacilsaponina.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar la modulacion basal de la expresion de citoquinas
en trucha arcoiris como respuesta a la suplementacion dietaria con los compuestos inmunomo-
duladores propuestos. En el disefio experimental original no se consideré la medicion de la su-
pervivencia, ni se planificé un ensayo de desafio con patdgenos, dado que el enfoque se centraba
en analizar la respuesta inmune a nivel molecular.

Sin embargo, la supervivencia se transformoé en un hallazgo relevante e inesperado, ya que a
partir del séptimo dia de alimentacion se registré una mortalidad no prevista en los peces expe-
rimentales. La causa subyacente de dichas pérdidas no pudo determinarse con certeza, debido
a la ausencia de analisis microbioldgicos o patolégicos especificos durante el ensayo.

Aunque la piscicultura de origen no reporté la presencia de agentes infecciosos, en el centro
experimental se habia detectado previamente Saprolegnia en un lote anterior de peces prove-
nientes del mismo establecimiento, lo que sugiere la posibilidad de una exposicion previa o per-
sistente al patégeno. No obstante, los ejemplares utilizados en el presente estudio no mostraron
signos clinicos evidentes al momento de su llegada, y como medida preventiva se realizaron
banos de sal antes del inicio del experimento, con el objetivo de minimizar riesgos sanitarios y
estabilizar las condiciones de los peces durante la fase inicial del ensayo.

La supervivencia acumulada (Figura 4.11) de truchas arcoiris alimentadas con las dietas experi-
mentales durante el periodo de ensayo. El grupo control, que no recibié ningun tipo de suple-
mento inmunomodulador, presento la mayor tasa de mortalidad, con una supervivencia final cer-
cana al 60%. Este resultado establece un punto de referencia para estimar el impacto de factores
de estrés o condiciones ambientales no controladas que podrian haber contribuido a las pérdidas
observadas, confirmando ademas la vulnerabilidad basal de los peces en ausencia de estimula-
cion inmunoloégica. Por el contrario, los grupos alimentados con dietas suplementadas con hep20
o con Ds mostraron una mejor supervivencia en comparacion con el control, lo que sugiere un
efecto protector asociado al uso de estos compuestos bioactivos. En particular, la dieta con
Hep20 sola otorgd una proteccion parcial, evidenciada por un aumento intermedio de la supervi-
vencia, posiblemente vinculado a la activacién de mecanismos innatos mediados por este pép-
tido antimicrobiano.

El efecto mas destacado se observd en los peces alimentados con dieta suplementada con
Ds/hep20, donde se alcanzo6 la supervivencia mas alta al final del experimento. Este resultado

sugiere una interaccién sinérgica entre ambos compuestos, en la que la hepcidina podria poten-
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ciar la respuesta inmune, mientras que la deacilsaponina actuaria como adyuvante, favoreciendo

la presentacion antigénica y la activacion de células efectoras del sistema inmune.

110+
Control
£ 100+ = ¥ y -a Hep 20
§ 90 = DS
2 -¥ DS+Hep
2 804
=
D)
= 704
60 1 1 1
1 7 14
Dias

Figura 4.11. Analisis de la Supervivencia de la Trucha Arcoiris sometida a dietas suplementadas.
Curva de supervivencia de peces alimentados durante 21 dias con las diferentes dietas experimentales y
monitoreados tras la aparicién espontanea de mortalidad. La mortalidad inesperada se atribuye a una po-
sible exposicidon a agentes oportunistas o a factores de estrés ambiental desconocidos, ya que no se realizé
un desafio patogénico planificado. Se compararon tres tratamientos: (1) Dieta Control (Ausencia de suple-
mentos, linea gris), (2) Dieta suplementada con Solo Hep20 (linea morada), y (3) Dieta con la Combinacién
de Hepcidina-20 y Deacilsaponina (linea verde). el grafico representa el tiempo (dias de monitoreo) vs

porcentaje de supervivencia.

Aunque la etiologia exacta de las mortalidades no fue determinada y no se asocia con un desafio
patogeénico especifico, la mejor supervivencia observada en los tratamientos suplementados con
Ds/hep20 podria conferir una proteccion inespecifica efectiva, fortaleciendo las defensas fisiolo-
gicas frente a factores ambientales o infecciosos no identificados. Estos resultados respaldan la
potencial aplicacion de Ds/hep20 como aditivos funcionales en dietas para trucha arcoiris, capa-
ces de mejorar la resistencia general y la respuesta inmunitaria, especialmente cuando se admi-
nistran de manera combinada. La evidencia obtenida sugiere que esta formulacién podria inte-
grarse en estrategias de nutricidon inmunoprotectora orientadas a reducir pérdidas productivas

bajo condiciones de estrés o exposicién a agentes oportunistas.
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CAPITULO 5

5. Discusion

5.1. Produccién sustentable de la fraccion deacilsaponina desde hojas de Quillay

La demanda global de saponinas de quillay ha aumentado de manera sostenida durante las ulti-
mas décadas debido a su amplio uso en las industrias alimentaria, farmacéutica, cosmética y
otras. Se estima que entre 2009 y 2012 las cosechas de biomasa aumentaron desde aproxima-
damente 5700 hasta 11 600 toneladas, lo que corresponde a una tasa de crecimiento anual cer-
cana al 19,4 % (Schlotterbeck et al., 2015). Si esta tasa de crecimiento se extendiera tedrica-
mente hasta 2024, la demanda potencial podria situarse entre 80 000 y 100 000 toneladas, es
decir, tres a cuatro veces por sobre el umbral sostenible (27 000 toneladas anuales). Aunque
estas cifras corresponden a una proyeccion hipotética, ilustran claramente la magnitud de la pre-
sion que la industria ejerce sobre los bosques nativos y justifican la necesidad urgente de fuentes

alternativas y renovables de biomasa.

En este contexto, la relevancia econémica del quillay ha aumentado considerablemente. En un
analisis reciente del comercio exterior, el extracto de quillay lideré por primera vez el ranking
anual de Productos Forestales No Madereros (PFNM), con exportaciones por US$ 20,8 millones,
equivalentes al 26,2 % del total del rubro. Esta cifra representa un aumento del 92,5 % respecto
a 2019, lo que evidencia una fuerte expansion de la demanda internacional. Asimismo, los prin-
cipales compradores Suecia (US$ 8,9 millones) y Estados Unidos (US$ 6,4 millones)— concen-
traron el 74 % del total exportado, consolidando al quillay como un producto altamente competi-
tivo en mercados de alto valor (INFOR, 2021). En conjunto, estos antecedentes refuerzan la
urgencia de avanzar hacia modelos de produccion sustentable que reduzcan la presién sobre la

corteza y diversifiquen las fuentes de biomasa.

Histéricamente, las hojas han sido subutilizadas debido a que en arboles adultos representan
solo entre 4 % y 6 % del peso total y porque los procesos industriales tradicionales no consideran
la eliminacion de compuestos como clorofilas y polifenoles (Pulido, 2000; Sfeir, 1990). Sin em-
bargo, estudios recientes demuestran que en plantaciones jovenes las hojas pueden alcanzar un
27,8 % del peso del arbol, convirtiéndose en una fraccion considerablemente mas abundante.
Ademas, contienen cerca de 2,58 % de saponinas en peso seco, similar a la madera, y pueden

aportar hasta un tercio del total de saponinas del arbol (Schlotterbeck et al., 2015). Estas eviden-
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cias sefalan que las hojas constituyen una materia prima renovable, econdmicamente valiosa y

estratégicamente relevante para un modelo de produccion sostenible.

Sobre esta base, en este estudio se desarrolld un protocolo eficiente, reproducible y ambiental-
mente responsable para la obtencion de saponinas y su fraccion deacilada (Ds) a partir de hojas
de quillay. La extraccidén acuosa inicial permitié recuperar 12,2 g de extracto crudo (rendimiento
12 %), seguido de una purificacién en fase sélida (C18) que generd 3,7 g de saponinas puras.
Esto demuestra que, bajo condiciones controladas de laboratorio, las hojas pueden transfor-
marse en una fuente de saponinas de alta calidad, contribuyendo ademas a la valorizacion de

una biomasa histéricamente tratada como residuo (Pulido, 2000).

Metodolégicamente, la combinacién de extraccion acuosa seguida de purificacion mediante SPE
permitié eliminar de manera eficiente clorofilas, polifenoles y otros metabolitos polares caracte-
risticos de matrices foliares, generando fracciones con perfiles cromatograficos definidos y libres
de interferencias. Este nivel de selectividad contrasta con los procesos industriales tradicionales,
que suelen emplear técnicas intensificadas como extraccion ultrasénica, sistemas continuos o
precipitacion con sales orientadas a maximizar el rendimiento, pero que sacrifican la separacion
fina de impurezas y, por ende, limitan la aplicabilidad de los extractos en estudios bioactivos
especificos (Cheok et al., 2014).

Si bien la etapa de purificacién requirié el uso de altas concentraciones de metanol como solvente
organico, su impacto ambiental es considerablemente menor que el de otros solventes historica-
mente utilizados en la extraccion de saponinas, como n-butanol, acetato de etilo o solventes
clorados (p. €j., cloroformo o diclorometano) (Azmir et al., 2013). Dentro del marco de la quimica
verde, el metanol es clasificado como un solvente de menor impacto debido a su biodegradabili-
dad, su alta recuperabilidad mediante destilacion, su baja persistencia ambiental y la posibilidad
de obtenerlo a partir de fuentes renovables, como biomasa lignoceluldsica (Chemat et al., 2019).
Asimismo, el uso de gradientes controlados en SPE reduce notablemente el volumen total de
solvente requerido en comparacion con técnicas convencionales de extraccion liquido-liquido o

procesos industriales intensivos en solventes.

No obstante, el protocolo presenta algunas limitaciones que deben considerarse antes de su
escalamiento. La hidrdlisis alcalina, aunque efectiva para eliminar grupos acilo, puede generar
mezclas heterogéneas si no se controla finamente el pH, la temperatura y el tiempo, pudiendo
resultar en fracciones parcial o excesivamente hidrolizadas. La presente metodologia no incluye
una verificacion estructural completa mediante técnicas de alto poder resolutivo como LC-

MS/MS o RMN, por lo que la composicion final de la fraccion Ds podria variar entre lotes. Ade-
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mas, aunque SPE es altamente selectiva a nivel de laboratorio, su escalamiento industrial re-
quiere sistemas de cartuchos de gran capacidad, aumento significativo de solvente, cambios en
la dinamica de flujo y costos operacionales mayores. A esto se suma que la extraccién acuosa a
gran escala enfrenta desafios como la estabilidad microbiologica del extracto, la variabilidad qui-

mica entre lotes de hojas y la logistica de acopio durante la temporada.

En conjunto, estos resultados demuestran que las hojas de quillay constituyen una fuente eficaz,
renovable y ambientalmente responsable para la produccion de saponinas y Ds equivalentes a
QuilA. El protocolo desarrollado, sustentable, selectivo y de alta pureza, provee una base soélida
para futuras etapas de escalamiento, aunque sera necesario integrar técnicas analiticas estruc-
turales, optimizar las condiciones de hidrdlisis y evaluar sistemas industriales de purificaciéon para
garantizar consistencia y eficiencia en condiciones reales de produccién. Estos avances permiti-
ran consolidar esta aproximaciéon como una alternativa sostenible para el desarrollo de formula-

ciones orales inmunomoduladora en acuicultura moderna.

5.1. Interaccion del grupo acilo con la membrana y toxicidad de saponinas aciladas ver-
sus deaciladas

La notable diferencia en los perfiles de toxicidad entre las saponinas aciladas y deaciladas obte-
nidas desde Quillay puede explicarse desde una perspectiva estructural y, donde el grupo acilo
emerge como un determinante esencial en la magnitud de la interaccién con la bicapa lipidica
(Sun et al., 2009). Las saponinas aciladas, como QuilA o QS-21, presentan un nucleo triterpe-
noide unido a un oligosacarido y a una cadena acilada de longitud variable (Roner et al., 2014).
Esta configuracion confiere a la molécula una geometria altamente anfipatica que favorece su
insercion profunda en la membrana, alterando de manera significativa la organizacion de los lipi-
dos (Fleck et al.,, 2019). En este estudio, tanto el estandar QuilA como las saponinas crudas
obtenidas desde hojas mostraron una hemodlisis elevada, con valores de HD5, inferiores a 5 uM,
lo cual coincide con los rangos reportados para fracciones aciladas evaluadas en eritrocitos de
mamiferos (Zhu et al., 2015). Estos resultados confirman la alta afinidad de estas moléculas por
dominios de membrana enriquecidos en colesterol, cuya interaccion favorece la formaciéon de
poros y explica su marcada actividad hemolitica. En contraste, la fracciéon deacilsaponina (DS)
present6 una hemolisis drasticamente menor (HD5, > 100 uM), lo que indica que la ausencia del
grupo acilo modifica el modo de interaccion de la molécula con la bicapa, reduciendo su capaci-

dad de inducir perturbaciones permanentes.
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Desde la perspectiva del mecanismo de accion, la interaccion del grupo acilo con la membrana
puede desglosarse en cuatro procesos fundamentales: insercion hidrofébica profunda, reduccion
de la energia de curvatura, desestabilizacion de dominios lipidicos enriquecidos en colesterol, y
nucleacién cooperativa de poros (Agustin et al., 2011). La cadena acilada incrementa la hidrofo-
bicidad total de la saponina, disminuyendo la barrera energética requerida para atravesar la re-
giéon polar superficial de la bicapa y accediendo a la zona hidrofébica interna. Esta insercion
profunda genera un desplazamiento lateral de fosfolipidos, aumentando la fluidez local y modifi-
cando el ordenamiento de los dominios lipidicos (So Lin y Wang, 2010; Agustin et al., 2011).
Estudios de dinamica molecular han demostrado que la presencia del grupo acilo incrementa el
tiempo de residencia de la molécula en la membrana respecto a las formas deaciladas, prolon-
gando su capacidad de perturbar la bicapa, esta permanencia extendida favorece la formacion
de agregados saponina colesterol altamente estables, que constituyen la base estructural de la
toxicidad asociada a las saponinas aciladas (Pedebos et al., 2014). Un segundo efecto critico del
grupo acilo es su capacidad para reducir la energia de curvatura de la membrana. La geometria
molecular de las saponinas aciladas con una cabeza polar amplia y una cola hidréfoba larga
favorece la formacién de estructuras con curvatura positiva, como invaginaciones o defectos li-
pidicos transitorios. Esta alteracion facilita la transicion de la membrana desde un estado lamelar
hacia configuraciones mas desorganizadas, en este escenario, la membrana adquiere una mayor
susceptibilidad a la formacién de poros toroidales o mixtos lipido-saponina (Agustin et al., 2011).
El grupo acilo reduce la barrera energética para esta transicién, permitiendo que la saponina no
solo perturbe la bicapa, sino que mantenga la estructura porosa el tiempo suficiente para inducir
la lisis célula (So Lin y Wang, 2010). Ademas, el grupo acilo participa activamente en la estabili-
zacion de dominios lipidicos ordenados (rafts). Estos dominios son microestructuras ricas en co-
lesterol y esfingolipidos que regulan procesos como sefializacion, endocitosis y organizacion es-
tructural de la membrana (Anselmo et al., 2025). La interaccion triterpeno colesterol facilita la
insercion de la saponina en estos dominios, mientras que la cadena acilada incrementa la com-
patibilidad hidrofébica con los acilos saturados presentes en los rafts (Cruz et al., 2023). La con-
secuencia es la formacion de complejos que desestabilizan la integridad del dominio, reducen su
rigidez y promueven la segregacion de lipidos. Esta perturbacion induce una pérdida de cohe-
rencia estructural que puede propagarse a regiones adyacentes de la membrana, amplificando
el dafio y acelerando la hemdlisis. Este fendmeno es particularmente relevante en eritrocitos,
donde la alta concentracion de colesterol en la membrana (Niesor et al., 2022) los convierte en
un blanco particularmente sensible a las saponinas aciladas. Este mecanismo explica la hemdli-

sis abrupta observada en eritrocitos de peces y mamiferos.
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Por el contrario, la fraccion Ds al carecer del grupo acilo presenta una insercion superficial y
menos persistente. Las interacciones que establece con la bicapa son dominadas por fuerzas
electrostaticas y contactos hidrofdbicos restringidos al nucleo triterpenoide, sin la contribucion
anclante de la cadena acilada. Esta interaccion superficial no alcanza la profundidad necesaria
para reducir de manera significativa el orden lipidico, ni para desestabilizar dominios raft de forma
permanente. Como resultado, los defectos transitorios que se generan son rapidamente resella-
dos por la dinamica natural de la membrana, evitando la nucleacién de poros estables. Esta
diferencia estructural explica la drastica disminucién de hemodlisis observada para DS y su com-
portamiento caracteristico de molécula anfipatica de baja agresividad. Desde el punto de vista
funcional, DS mantiene la capacidad de asociarse a la superficie de la membrana un atributo
esencial para facilitar la permeacion de compuestos bioactivos, pero sin comprometer la integri-

dad estructural de la célula.

Los ensayos de viabilidad en lineas celulares RTgutGC y RTS11 complementan este andlisis,
evidenciando que las interacciones superficiales establecidas por DS no inducen citotoxicidad
apreciable ni en epitelio intestinal ni en células inmunitarias. Esta compatibilidad celular es parti-
cularmente relevante en el contexto de administracién oral, donde la integridad de la barrera
epitelial es crucial para la salud del pez y para evitar respuestas inflamatorias no deseadas. La
capacidad de DS para mantener alta viabilidad celular indica que su acciéon como permeador es
regulada y reversible, lo que la posiciona como una alternativa atractiva a los surfactantes sinté-
ticos o a las saponinas aciladas tradicionales, cuyos efectos tdxicos limitan su aplicacién en sis-

temas biolégicos sensibles.

Finalmente, la combinacion de baja toxicidad, afinidad superficial por membranas, estabilidad
funcional y origen renovable convierte a DS en un candidato altamente promisorio para su inte-
gracion en estrategias de administracion oral de péptidos inmunoestimulantes, como Hep20. Su
obtencion desde hojas una fraccion renovable y subutilizada contribuye ademas a la sustentabi-
lidad del proceso, evitando la extraccion de corteza y reduciendo el impacto sobre los bosques
nativos. Estos resultados no solo validan la fraccion DS como un agente de permeacion seguro,
sino que también abren nuevas perspectivas para su uso como adyuvante de baja toxicidad en

acuicultura y otras aplicaciones biotecnoldgicas.
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5.3. Aumento de la disponibilidad y captacion celular de Hep20 mediado por la fraccién Ds
La administracion oral de péptidos bioactivos en peces continlia siendo uno de los principales
desafios en inmunonutricion y biotecnologia acuicola debido a la degradacién proteolitica en el
tracto gastrointestinal, la baja permeabilidad intestinal y la limitada estabilidad estructural de mu-
chas moléculas peptidicas (Embregts et al., 2019; del Hierro et al., 2018). En este contexto, la
Hep20 destaca por su potente accién inmunomoduladora; sin embargo, su efectividad depende
de alcanzar concentraciones suficientes en el epitelio intestinal y posteriormente en células del
sistema inmune. Optimizar su biodisponibilidad mediante estrategias que mejoren su absorcion
oral resulta entonces esencial para aprovechar su potencial biolégico. En peces, se ha demos-
trado que las saponinas, particularmente aquellas derivadas de Quillay, pueden modular la ba-
rrera intestinal y facilitar la captacién de macromoléculas administradas por via oral, aumentando
la absorcién de antigenos proteicos en salménidos y ciprinidos e incluso favoreciendo su trans-
porte hacia tejidos inmunes (Refstie et al.,, 2010; Embregts & Forlenza, 2016; Diégenes et al.,
2020; Kumar et al., 2022).

En este estudio se comprobé que la coadministracion de Hep20 con la fraccién Ds, obtenida
sustentablemente desde hojas de Quillay, incrementé de manera significativa el traspaso del
péptido a través de una monocapa intestinal de RTgutGC y aumentdé su acumulacién intracelular
tanto en células epiteliales como inmunitarias RTS11. Estos resultados constituyen una evidencia
clara de que Ds actiia como un promotor de permeabilidad capaz de modular de forma transitoria
la organizacion de la membrana plasmatica y facilitar el paso de compuestos hidrofilicos de bajo
peso molecular como Hep20, aumentando su captacién sin inducir citotoxicidad y evidenciando
un efecto seguro. El comportamiento observado puede explicarse por la naturaleza anfipatica de
Ds, que le permite interactuar superficialmente con la bicapa lipidica, reducir el empaquetamiento
de los fosfolipidos y modular la fluidez local de la membrana. A diferencia de las saponinas aci-
ladas, cuyo grupo acilo promueve una insercion profunda y altamente toxica, la fraccion deacilada
conserva la capacidad de alterar el orden lipidico sin comprometer la integridad estructural de la
célula. Esta interaccion reversible podria favorecer rutas transcelulares de internalizacién me-
diante reorganizacion de microdominios lipidicos, como rafts enriquecidos en colesterol y esfin-
golipidos, coherente con lo observado para saponinas deaciladas como DS-1, las cuales han
demostrado incrementar la permeabilidad de lineas epiteliales humanas principalmente a través
de mecanismos transcelulares con una participacion menor de la via paracelular (Chao et al.,
1998; Vinarov et al., 2018). En peces, se ha reportado que extractos de Quillaja modulan la ex-

presién de proteinas asociadas a uniones estrechas (claudinas, ocludina, ZO-1), generando au-
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mentos reversibles en la permeabilidad intestinal (Refstie et al., 2010; Vallejos-Vidal et al., 2022),
lo que refuerza la hipétesis de que Ds puede actuar de manera similar facilitando el paso de
Hep20 a través del epitelio. A partir de los modelos utilizados en este estudio es posible aproxi-
marse de manera consistente a los procesos iniciales que determinan la absorcion intestinal de
un péptido administrado por via oral. El aumento del traspaso transepitelial entre los comparti-
mentos apical y basolateral de la monocapa de RTgutGC constituye una evidencia funcional de
que Ds incrementa el flujo neto de Hep20 a través del epitelio, un requisito indispensable para
su absorcion en condiciones in vivo. Paralelamente, la clara internalizacién del péptido tanto en
enterocitos como en células inmunitarias demostré que una vez que Hep20 logra atravesar la
capa epitelial puede ser reconocido y captado por células residentes del sistema inmune intesti-
nal, lo cual es esencial para generar una respuesta biolégica. Si bien el modelo in vitro no repro-
duce la complejidad del tracto digestivo como la presencia de moco, la accién enzimatica luminal,
la dinamica peristéltica o la influencia de la microbiota si permite identificar los dos procesos
criticos que condicionan la absorcién oral: la entrada efectiva del péptido a las células epiteliales
y su transporte transepitelial hacia el compartimento interno. En este sentido, los resultados ob-
tenidos son suficientes para proponer un modelo plausible donde Ds potencia la absorcion de
Hep20 mediante una combinacion de facilitacion de la internalizacion y aumento del transporte
transcelular, mejorando la probabilidad de que el péptido alcance su sitio de accién en el intes-

tino.

El aumento de la absorcion de Hep20 en presencia de Ds posee implicancias bioldgicas relevan-
tes para la acuicultura. La posibilidad de modular de manera segura la permeabilidad del epitelio
intestinal representa un avance importante en el diseno de formulaciones orales para peces,
particularmente para moléculas peptidicas que presentan baja estabilidad luminal. En un con-
texto productivo, donde la hepcidina administrada oralmente puede enfrentar degradacion enzi-
matica y condiciones ambientales variables, la accion facilitadora de Ds incrementa la probabili-
dad de que el péptido alcance concentraciones funcionales en células epiteliales o inmunitarias
encargadas de activar mecanismos de defensa. La literatura disponible demuestra que las sapo-
ninas pueden mejorar la estabilidad y entrega de antigenos hacia el intestino medio y posterior,
favoreciendo su reconocimiento por células presentadoras de antigeno y potenciando la res-
puesta inmune (Didgenes et al., 2020; Kumar et al., 2022), lo que refuerza la interpretacién de
que el aumento de captacion e internalizacion observado in vitro podria traducirse en una mayor

eficacia inmunomoduladora in vivo.
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Sin embargo, para validar este potencial de manera robusta, es necesario avanzar hacia estudios
in vivo que permitan integrar los hallazgos obtenidos en modelos celulares con la complejidad
del tracto digestivo de los peces. En particular, resulta fundamental evaluar no solo la estabilidad
del complejo Ds/Hep20 durante el transito gastrointestinal, sino también cuantificar su absorcion
real mediante técnicas sensibles como LC-MS/MS. Asimismo, profundizar en el mecanismo de
entrada del complejo permitira esclarecer si la mejora en la biodisponibilidad se debe principal-
mente al aumento de rutas transcelulares, a la modulacién de paso paracelular o a una combi-

nacién sinérgica de ambas, lo que contribuira a optimizar su formulacion futura.

En conjunto, los resultados de este estudio demuestran que la fraccidon Ds obtenida desde hojas
de quillay potencia de manera significativa la biodisponibilidad y la accion inmunomoduladora de
Hep20, consolidandose como una herramienta prometedora para la administracion oral de pép-
tidos bioactivos en peces. Esta aproximacion representa una estrategia innovadora y sustenta-
ble, coherente con las necesidades actuales de la acuicultura moderna, y ofrece una alternativa
viable para fortalecer la salud intestinal, mejorar la respuesta inmune y reducir la dependencia

de antibidticos en sistemas productivos intensivos.

5.4. Accion sinérgica de la fraccion Ds sobre la respuesta inmunomodulador inducida por
Hep20 en la linea monocitica (RTS11)

La evaluacion temprana de la respuesta inmune (6 h) demostré que la fraccion deacilsaponina
(Ds) actua como un potente inductor de inflamacion en la linea celular RTS11 (monocitos/macré-
fagos), evidenciado por el aumento significativo en la expresion de il18, tnfa e il10 con respecto
a hep 20. Este patrdn sugiere una activaciéon simultanea de vias proinflamatorias y reguladoras,
reflejando una respuesta inmunitaria bifasica en células inmunes de trucha arcoiris. Un perfil
similar, caracterizado por la induccién de citocinas proinflamatorias seguida de una respuesta
reguladora mediada por il-10, ha sido descrito para saponinas vegetales en macréfagos de ma-
miferos, donde estos compuestos son capaces de estimular tnfa, il-16 e il-6 y, de forma conco-
mitante o posterior, promover la produccion de il-10 y la activacion de rutas antiinflamatorias
asociadas a la polarizacion macréfagos (Xiong et al., 2025). Este estudio aporta, por primera vez
en células inmunes de peces, evidencia sobre la naturaleza bifasica de la respuesta inducida por
saponinas, incluso en ausencia de un estimulo patégeno. En esta fase aguda, la presencia de
Hep20 no produjo un efecto atenuador sobre la fuerte induccién mediada por Ds, lo que sugiere
que su accion como inmunomodulador no se manifiesta durante las etapas iniciales del proceso
inflamatorio. Esto coincide con lo reportado por Alvarez et al. (2022), quienes describen que

Hep20 ejerce una modulacion retardada en la linea celular RTS11, con efectos a las 24 horas.

90



En contraste, la coadministracién Ds/Hep20 promovidé un aumento robusto en la expresion de
il1B, tnfa e il10. Este resultado fue inesperado, ya que la pérdida del grupo acilo caracteristica de
la fraccion Ds tedricamente deberia reducir su capacidad inmunomoduladora (Pillon et al., 1996;
Araujo et al., 2017). El grupo acilo confiere a las saponinas mayor hidrofobicidad y capacidad de
insercion en membranas, propiedades que facilitan su interaccidon con receptores celulares y la
activacion de rutas inflamatorias; este comportamiento se ha descrito para QS-21 y otras fraccio-
nes de saponina de Quillaja, donde se ha demostrado la activacion del inflamasoma NLRP3, la
activacion de caspasa-1y la secrecién de il18 e il18 por células presentadoras de antigeno pri-
madas con agonistas de TLR (Marty-Roix et al., 2016). Sin embargo, es posible que la hidrdlisis
alcalina no haya eliminado completamente todas las saponinas aciladas, dejando una fraccion
residual parcialmente acilada capaz de conservar su capacidad de estimulacion inmune. Esta
interpretacion coincide con la naturaleza compleja de los extractos de Quillaja y con trabajos
recientes donde extractos purificados de saponinas de esta especie han mostrado una potente
activacion de macréfagos de salmén atlantico, incluyendo aumento de fagosoma-lisosoma y ex-
presion de mediadores inmunes tanto proinflamatorios como reguladores (Cortés et al., 2021).
Los resultados obtenidos respaldan los mecanismos inmunolégicos descritos para las saponinas,
pero aportan evidencia nueva sobre su dindmica temporal y la magnitud de la respuesta en cé-
lulas inmunes de peces, incluso en ausencia de un patégeno.

Un aspecto clave para comprender la respuesta observada es que las saponinas pueden com-
portarse como DAMPs (Patrones asociado a dano) debido a su capacidad de alterar la integridad
y el orden lipidico de la membrana plasmatica. Estas perturbaciones generan sefiales de dano
como entrada de Ca?", liberacion de ATP u otras moléculas de peligro que son reconocidas por
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) y activan rutas proinflamatorias aun en ausen-
cia de patogenos (Lee et al., 2021; Tizard, 2020). Este mecanismo explica por qué Ds induce
activacion temprana de citocinas en RTS11 y por qué la coadministracion con Hep20 puede po-
tenciar la senal, ya que la reorganizacion de microdominios lipidicos facilita rutas transcelulares
y endociticas dependientes de rafts. En este escenario, la fraccién Ds no actuaria unicamente
como un estimulo proinflamatorio, sino como un modulador dinamico capaz de desencadenar
una fase efectora inicial y una fase reguladora posterior. Esta interpretaciéon concuerda con el
modelo propuesto, pero ademas sugiere que en peces las saponinas podrian adaptar su sefali-
zacioén en funcion del tipo celular, tiempo de exposicion y contexto especifico, ajustando la inten-
sidad de la respuesta para mantener la homeostasis inmunoldgica. El hecho de que en RTS11
se observe una induccién temprana de il-10 es especialmente relevante, ya que estudios con

esta misma linea celular han mostrado que la produccién de il-10 aumenta tras infecciones intra-
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celulares como las causadas por P. salmonis, donde su expresion se asocia a mecanismos de
contencién de la inflamacién y de proteccion del hospedero frente a dafio excesivo (Alvarez et
al., 2016).

Por otra parte, la ausencia de modulacion por parte de Hep20 durante las primeras horas sugiere
que su efecto inmunorregulador podria depender de su internalizaciéon o de la activacién de vias
intracelulares mas lentas, posiblemente relacionadas con el metabolismo del hierro o con la ac-
tivacion de stat3 en fases posteriores, como se ha descrito para la hepcidina en otros modelos
donde regula tanto el trafico de hierro como la intensidad de la inflamacién (Shen et al., 2023).
En este sentido, es probable que Ds actue inicialmente sobre receptores de membrana, mientras
que Hep20 ejerza un efecto complementario al modular la transcripcion de genes vinculados a la
resolucion de la inflamacién. A las 6, 12 y 24 horas, la combinacion Hep20/Ds produjo un au-
mento sostenido de tnfa, indicativo de una fase inflamatoria activa. A las 12 horas, esta respuesta
se mantuvo en un nivel moderado, mientras que a las 24 horas se evidenci6 un incremento exa-
cerbado en todas las citocinas evaluadas, lo que refleja la transicidon hacia una fase regulada y
posteriormente compensatoria de la respuesta inmune. Este equilibrio entre activacion y regula-
cion es fundamental para evitar dafo tisular, manteniendo la eficacia inmunoldgica sin compro-
meter la homeostasis celular, y coincide con lo descrito para otros extractos saponinicos que
presentan una fase efectora temprana seguida de una fase reguladora mas tardia (Xiong et al.,
2025).

Un aspecto clave es que Hep20, por si solo, mostré a las 24 horas una respuesta moderada en
comparacion con la deacilsaponina. Sin embargo, cuando ambos compuestos son coadministra-
dos, la magnitud de la respuesta sugiere un efecto sinérgico. Esto puede explicarse porque la
saponina induce inicialmente sefales de dano celular (DAMPs) debido a su capacidad de alterar
el orden lipidico de la membrana. Estas sefiales activan Receptores de Reconocimiento de Pa-
trones (PRRs) y desencadenan una inflamacion temprana, frente a la cual Hep20 puede amplifi-
car o modular la respuesta. En este contexto, la hepcidina actuaria respondiendo a un microam-
biente inflamatorio inducido por Ds, potenciando la activacion de vias dependientes de NF-kB'y
contribuyendo asi a la respuesta inmunitaria conjunta observada.

Estos resultados tienen una implicancia biotecnologica directa para la acuicultura, ya que de-
muestran que las saponinas de quillay, incluso en su forma deacilada, pueden modular eficaz-
mente la respuesta inmune de peces de manera controlada. En conjunto, la fraccion Ds se perfila
como un modulador inmunoldgico dual, capaz de inducir una inflamacion transitoria y activar
mecanismos de regulacion posteriores, mientras que su sinergia potencial con Hep20 podria

potenciar la inmunidad protectora sin generar efectos adversos. Este comportamiento coincide
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con la tendencia observada en el desarrollo de adyuvantes basados en saponinas para uso ve-
terinario y humano, donde se busca maximizar la respuesta protectora minimizando la toxicidad
(Cao et al.,, 2025). En este sentido, Ds representa una base prometedora para el desarrollo de
inmunoestimulantes orales sostenibles, orientados a fortalecer la resistencia de los peces frente

a patoégenos y reducir la dependencia de antibidticos en la produccion acuicola.

5.5. Efecto potenciador de Ds sobre la actividad inmunomodulador de Hep20 en adminis-

traciones oral e inyectable

La evaluacién de la respuesta inmune tras la administracion intraperitoneal de Hep20 en presen-
cia de Ds evidencié que la magnitud y el tipo de modulaciéon inmunitaria dependen estrechamente
del érgano analizado. A las 24 horas postinyeccion, el rifién anterior y el bazo mostraron perfiles
de expresién génica claramente diferenciados, lo que refleja la especializacion funcional de estos
tejidos dentro del sistema inmune de los teledsteos (Secombes et al., 2012). En el rindn anterior,
la administracién de Hep20 generd una respuesta basal o moderada en las citoquinas evaluadas,
confirmando que el péptido, por si solo, induce una activacién inmune de baja intensidad. En
contraste, los peces con Ds/hep20 mostraron un aumento pronunciado de il-18 e il-10. Esta sen-
sibilidad es especialmente relevante en el riidn anterior, dado que este érgano constituye el
principal centro hematopoyético e inmunoldgico de los peces, donde residen abundantes pobla-
ciones de macréfagos, monocitos y granulocitos altamente reactivos a estimulos inflamatorios
(Secombes et al., 2012). La coadministracién Ds/Hep20 produjo el patrén mas robusto, un incre-
mento marcado en il-183, acompafado de una elevacién significativa de il-10, indicando una res-
puesta inmunitaria bifasica. La activacion inicial mediada por Ds podria favorecer la internaliza-
cion y accion posterior de Hep20, permitiendo que el péptido module rutas mas lentas asociadas
a la regulacion inflamatoria. Esta combinacion de sefales proinflamatorias y antiinflamatorias
sugiere un mecanismo de cooperacion donde Ds actia como un iniciador de la inflamacion,
mientras que Hep20 contribuye a activar circuitos reguladores, generando una respuesta mas
equilibrada y sostenida que cualquiera de los compuestos por separado. Estos resultados con-
firman que, a las 24 horas postinyeccion, la combinacién Ds/Hep20 induce una activacién inmune
intensa y regulada en el rindn anterior, lo que se alinea con su papel central como 6rgano inte-
grador de sefiales sistémicas y generador de citoquinas pro- y antiinflamatorias.

A diferencia del rifidn anterior, el bazo presentd una respuesta mas moderada y orientada a la
regulacion homeostatica. Los tratamientos individuales con Hep20 o Ds no generaron cambios

marcados en la expresién de las citoquinas evaluadas. Sin embargo, Ds/Hep20 desencadend un
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aumento evidente de il-18 y il-10, sugiriendo una activacion mixta, tipicamente asociada a tejidos
linfoides secundarios donde predominan linfocitos y células presentadoras de antigeno dedica-
das a la vigilancia sanguinea (Zapata et al., 2006). Esta respuesta mas contenida puede reflejar
que, a nivel esplénico, los estimulos evaluados promueven vigilancia y regulacion mas que infla-
macion activa, evitando una activacion excesiva que pudiera comprometer la homeostasis sisté-
mica.

Los resultados obtenidos durante el ensayo de alimentacion evidencian que la administracion
oral de deacilsaponina (Ds), sola o0 en combinacién con Hep20, es capaz de modular la expresion
de citoquinas en trucha arcoiris, especialmente en el rindn anterior. A los 7 dias de tratamiento,
tanto Ds como la combinacion Ds/Hep20 indujeron un aumento de il18 y il10, patrén que indica
una activacién temprana del sistema inmune innato acompafada de una respuesta regulatoria
compensatoria. Este comportamiento sugiere que Ds actua como un estimulo inicial capaz de
desencadenar inflamacion moderada y simultaneamente promover mecanismos de control ho-
meostatico, coherente con la naturaleza anfipatica de las saponinas, que pueden activar rutas

dependientes de PRRs mediante cambios en la integridad y orden de la membrana celular.

La marcada similitud entre la dieta con Ds sola y la dieta con Ds/Hep20 indica que, en estas pri-
meras etapas del tratamiento oral, la fraccién deacilsaponina constituye el principal determi-
nante de la modulacién inmune, mientras que Hep20 no muestra un efecto adicional evidente.
Este fendmeno puede explicarse por dos razones: (i) la biodisponibilidad reducida de péptidos
administrados por via oral, y (ii) el hecho de que la sefalizacion inducida por Ds es suficiente-
mente fuerte como para dominar la respuesta inicial. A los 14 dias postratamiento, la disminu-
cion de il1B e il10 sugiere un proceso de resolucion y adaptacion inmunolégica, posiblemente

asociado a tolerancia intestinal frente a compuestos bioactivos de la dieta.

Los resultados obtenidos coinciden con lo descrito previamente para la via intraperitoneal en
estudios con Hep20. Alvarez et al. (2022) reportaron una activacién inmunitaria marcada en ri-
AdNn y una respuesta mas moderada en bazo durante el primer dia posterior a la inyeccion. De
manera similar, en el presente trabajo la administracion oral reprodujo este patrén organoespe-
cifico: una activacién intensa en el riidn anterior y una respuesta mas contenida en el bazo,
aun cuando el estimulo inmunitario se origin6 a nivel intestinal. Estos hallazgos refuerzan la
idea de que la organizacion funcional de los tejidos inmunes determina la magnitud y el tipo de

modulacion, independiente de la via de administracion utilizada.
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El patron observado también se alinea con estudios de saponinas de quillay administradas por
via oral. Recientemente, se demostré que extractos de quillay suplementados en la dieta de
salmon Atlantico modulan genes inmunes clave y reducen la mortalidad durante desafios por P.
salmonis (Cortés et al., 2023), apoyando su funcion como inmunoestimulantes dietarios no far-
macoldgicos. Del mismo modo, otras especies de peces presentan una activacion sistémica
tras ingesta de saponinas vegetales, lo que indica que el intestino es capaz de traducir sefales
bioactivas hacia érganos como el rifidn anterior, aun cuando las moléculas presenten baja ab-
sorcion. En este contexto, el comportamiento del bazo durante el ensayo de dieta sin cambios
significativos, pero con incrementos suaves y persistentes de il. 10 es consistente con su rol
como o6rgano linfoide secundario orientado a la vigilancia sistémica. El bazo evita respuestas
inflamatorias excesivas frente a estimulos dietarios y favorece senales reguladoras que man-
tengan la homeostasis, lo cual explica la ausencia de aumentos marcados en i1 o tnfa pese a

las variaciones bioldgicamente relevantes observadas en il10 (Morales et al., 2021).

Los resultados del ensayo de dieta muestran que la deacilsaponina es el componente mas de-
terminante en la modulacién inmune temprana tras administracion oral, mientras que Hep20 po-
dria requerir mayor estabilidad o absorcion para ejercer plenamente su efecto. La combinacién
Ds/Hep20 no potencia la respuesta mas alla de Ds sola en los primeros 14 dias, pero si genera
un perfil regulado y fisioldgicamente seguro, lo que resulta relevante para disefiar inmunoesti-
mulantes orales que actuen sin inducir inflamacion crénica ni dafo tisular. Estos hallazgos, su-
mados a la evidencia previa en peces, refuerzan el potencial de Ds como modulador inmunita-

rio sostenible para uso en acuicultura intensiva.

5.6. Efecto protector de la combinacion Hep20/Ds en ensayos in vivo

Durante el ensayo de administracién oral se registraron mortalidades en los grupos control,
Hep20 y Ds entre los 7 y 14 dias posteriores al inicio de la alimentacion experimental. Es rele-
vante sefialar que existian antecedentes de brotes de saprolegniosis en otros lotes provenientes
de la misma piscifactoria. Debido a ello, los peces de este estudio recibieron un tratamiento pre-
ventivo previo a su traslado al centro experimental. No obstante, estos antecedentes sugieren
que los peces podrian haber estado expuestos previamente al agente infeccioso, lo que habria

comprometido parcial o subclinicamente su estado inmunoldgico al inicio del ensayo.
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La saprolegniosis, causada por Saprolegnia parasitica, es una de las principales patologias que
afectan a salmones en agua dulce. Se caracteriza por lesiones algodonosas en piel y branquias,
y puede desencadenar altas tasas de mortalidad (Elameen et al., 2021). En este estudio, algunos
peces manifestaron signos clinicos compatibles con esta enfermedad. Sin embargo, no se reali-
zaron analisis microbiolégicos ni moleculares que permitieran confirmar la presencia del paté-
geno, por lo que no es posible atribuir de manera concluyente la mortalidad observada a Sapro-
legnia. Esta limitacion metodolégica obliga a interpretar los resultados con cautela, aunque las

evidencias clinicas sugieren una posible afectacion de este tipo.

Un aspecto destacable fue que los peces alimentados con la dieta que contenia la combinacion
Ds/Hep20 no presentaron mortalidades. Este resultado podria interpretarse como un posible
efecto protector frente a infecciones oportunistas o condiciones de estrés inmunolégico. Las sa-
poninas se han descrito con actividad antifungica y antimicrobiana, siendo capaces de inhibir el
crecimiento de diversos hongos ambientales y fitopatégenos, como Penicillium roquefortii, As-
pergillus ochraceus, Fusarium oxysporumy Pythium ultimum (Dixit et al., 2010; Chapagain et al.,
2007). Si bien no existen reportes especificos contra Saprolegnia, esta evidencia sugiere que las
fracciones deaciladas, como Ds, podrian ejercer un efecto antifungico indirecto o contribuir al
fortalecimiento de la inmunidad innata, reduciendo la susceptibilidad frente a infecciones subcli-
nicas. Adicionalmente, las saponinas poseen la capacidad de activar macréfagos y estimular la
produccion de citocinas proinflamatorias, fortaleciendo las defensas iniciales del hospedero
frente a patdgenos ambientales (Francios et al., 2000; Lin & Wang, 2010). En ensayos in vivo,
se ha reportado que dietas suplementadas con extractos de saponinas reducen significativa-
mente la mortalidad en salménidos expuestos a agentes infecciosos (Cortés et al., 2023). Bajo
esta perspectiva, Ds/hep20 podria haber potenciado la respuesta inmune basal, aumentando la
resistencia de los peces frente a infecciones oportunistas no detectadas durante el experimento.
Sin embargo, la imposibilidad de determinar con certeza la causa de la mortalidad observada
obliga a interpretar estos resultados como preliminares. Para confirmar con mayor precision el
potencial protector de esta combinacién, sera necesario realizar un ensayo especificamente di-
sefado para evaluar su efectividad frente a un desafio experimental controlado. Este tipo de
estudio permitiria establecer si la reduccién de mortalidad observada se debe efectivamente a
un efecto inmunoestimulante o antifungico de DS/hep20, fortaleciendo la evidencia para su apli-
cacion en condiciones de cultivo. Este hallazgo refuerza el valor de las deacilsaponina como
componentes funcionales capaces de mejorar la salud y supervivencia de los peces en sistemas

de cultivo, ofreciendo una alternativa natural y sostenible a tratamientos convencionales.
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CAPITULO 6
6. CONCLUSIONES

e Obtenciéon sustentable: La fraccién deacilsaponina puede obtenerse eficientemente
desde hojas de Quillaja saponaria mediante un procedimiento sencillo y reproducible, lo
que representa una alternativa sostenible frente al uso tradicional de la corteza. Este en-
foque contribuye al aprovechamiento de recursos renovables y a la conservacion de los
bosques nativos.

o Seguridad mejorada: La fraccion deacilsaponina obtenida desde hojas presenté una ac-
tividad hemolitica y citotoxicidad significativamente reducidas en comparacion con las sa-
poninas comerciales derivadas de corteza, demostrando ser una fuente mas segura y
biocompatible para su uso en sistemas bioldgicos.

e Aumento de biodisponibilidad de Hepcidina 20: La combinacion de deacilsaponina
con Hepcidina 20 (DS/Hep20) incrementd disponibilidad del péptido en las lineas celula-
res RTGutGC y RTS11, evidenciando su capacidad como potenciador de permeabilidad
intestinal y facilitador de la internalizacion celular.

e Potenciacion de la respuesta inmunomoduladora: La combinacién DS/Hep20 indujo
una respuesta inmunoldgica mas robusta y equilibrada en peces, tanto en ensayos de
administracion oral como inyectable, destacando un perfil caracterizado por la activacion
inicial de citocinas proinflamatorias (il- 18, tnfa) seguida por una regulacion compensatoria
mediada por il10.

¢ Potencial biotecnolégico y como adyuvante: La fraccion deacilsaponina demostro po-
seer actividad inmunomoduladora intrinseca y baja toxicidad, posicionandola como un
candidato promisorio para su uso como adyuvante natural en formulaciones vacunales y
en estrategias de inmunoestimulacién oral en peces, aportando una herramienta sosteni-

ble y eficaz para fortalecer la salud en sistemas acuicolas.
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Nomenclatura

%= Porcentaje

pg= Microgramos

pL= Microlitros

pm= Micrometros

RTS11= Linea celular derivada de bazo de trucha arcoiris
RTGutGC= Linea celular intestinal de trucha arcoiris
FITC= Fluoresceina

il-10= Interleuquina 10

il-1p= Interleuquina 1 beta

tnfa= Factor de necrosis tumural

C-terminal= Extremo carboxilo terminal
N-terminal= Extremo amino terminal

SPPS= Sintesis de péptidos en fase solida

PCR= Reaccion en cadena de la polimerasa

qPCR= PCR en tiempo real cuantitativo

IFAT= Inmunofluorescencia

HPLC= Cromatografia liquida de alta eficacia
RT-PCR= Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa

PBS= Buffer fosfato salino

ARN= Acido ribonucleico

ARNm= ARN mensajero

ADNc= ADN complementario

98



ELF-1o= Factor de elongacion 1 alfa

Hep25= Péptido maduro de hepcidina de trucha

Hep20= Variante de péptido maduro de hepcidina de trucha
Hep20-FITC= Variante de péptido maduro de hepcidina de trucha
acoplado a fluoresceina

ATCUN= Amino-terminal copper and nickel binding

DMSO= Dimetilsulfoxido

DS= Deacilsaponina

DAMPs= Patrones asociado a dano
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