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RESLJMEN 

El incremento de las enfennedades que afectan a peces en cultivo ha determinado que la indtistna en 
Chile esté expuesta a perder su competitividad intemacional. El gran desaflo actual de Ia industria 
salmonera es aumentar el conocimiento acerca de la respuesta inmune de los peces, para identificar y 
desarrollar moldculas que puedan actuar como moduladores de la respuesta inrnunológica. 

El uso de inmunoestimulantes es una práctica eficaz para aurnentar la immunocompetencia y la 
resistencia a enfermedades de los peces. Algunos de estos inmunoestimulantes estan siendo utilizados 
actualmente en la industria acuicola y se basan en moléculas altarnente conservadas en los 
microorganismos, denominadas patrones inoleculares asociados a patógenos (PAMPs), que son 
reconocidos por receptores de reconocimiento de patron (PRRs), como los receptores tipo Toll (TLRs), 
presentes tanto en leucocitos corno en cdlulas epitehales. 

En trucha arcoiris han sido identificadas dos isoformas de TLR5: la de membrana TLRSM y la soluble 
TLR5S, ambas unen flagelina. Adernás, La activaciOn de TLR5M induce la expresión de TLR5S, con lo 
cual se amplifica la respuesta celular al PAMP flagelina, permitiendo asi una mayor respuesta 
inmunológica, que consiste en la expresiOn de citoquinas proinflarnatorias y quimioquinas. 

En el modelo de mteracción entre flagelina de Salmonella typhimurium y TLR5 de mamiferos, los 
doininios cave de union y activación de TLR5 han sido establecidos. En base a esta información y 
utilizando corno modelo flagelina del patógeno de peces Vibrio anguillarum. se  produjeron diversos 
péptidos sintéticos derivados del dominio Dl de flagelina y protelnas recombinantes de la moldcula 
conipleta y del extrerno amino del dominio Dl de la proteina 

La activación de células inmunitarias modelo por los péptidos sintéticos y las proteinas recombinantes 
fue evaluada a través de la sobreexpresión del TLR5S en células de higado de trucha arcoIris, además de 
la sobreexpresiOn en macrOfagos de dorada y trucha arcoiris de genes asociados a la respuesta inmune 
inn ata. 

Los resultados generados en esta tesis, demuestran que el péptido 518 asi como las protein as 
recombinantes, son capaces de inducir la sobre-expresión de las citoquinas IL-I 13  y TNF-a, además de 
la quimioquina IL-8 in vitro, genes pro-inflamatorios cave en la regulación de la respuesta inmune innata 
de los peces. 

Las moléculas generadas en esta tesis, tanto sintéticas como recombinantes, poseen un potencial 
inmunomodulador analogo al efecto de PAMPs, sobre leucocitos de peces. Futuros ensayos in vivo 
proyectarian su potencial uso y contribución para la modulaciOn de una inmunidad robusta en peces 
cultivados masivamente. 



ABSTRACT 

Pathologies fish has increased in the last decades; this has affected to the fish industry in Chile, which is 
exposed to competitiveness international loss. The main challenge of the salmon industry is increase 
knowledge about the immune response of fish for identify and develop new molecules, which can act as 
modulators of the immune response. 

Efficiencies and effective use of immunostimulants increase immunocompetence and disease resistance 
of fish- Actually, some of these immunostimulants are currently being used in the aquaculture industry 
and are based on highly conserved molecules in microorganisms called pathogen-associated molecular 
patterns (PAMPs) that are recognized by pattern recognition receptors (PRRs), Toll-like receptors 
(TLRs), which are present in leucocytes and epithelial cells. 

In rainbow trout have been identified two isoforms of TLR5: membrane TLRSM and soluble TLR5S, 
both bind flagellin. Furthermore, activation of TLRSM induces TLRSS expression, which is amplified 
cellular response to flagellin PAMP, allowing greater immune response, which is the expression os 
proinflamrnatory cytokines and chemokines. 

in the model of interaction between Salmonella lyphimuriurn flagellin and TLR5 in mammals key 
binding domains and activation of TLR5 has established. Based on this information and using flagellin 
as a model fish pathogen Vibrio anguillarum were produced various synthetic peptides derived from 
flagellin domain Dl, recombinant proteins of the whole molecule and the amino terminal domain Dl of 
the protein. 

Activation of immune cells by synthetic peptides model and recombinant proteins was evaluated by 
overexpression in liver cells TLRSS rainbow trout as well as in macrophages overexpression seabrearn 
and rainbow trout genes associated with innate immune response. 

The results generated in this investigation show that the peptide 518 as well as recombinant proteins are 
capable of inducing overexpression of the cytokines IL-I 3, TNF-a and the chemokine IL-8 in in vitro, 
key pro-inflammatory genes regulator of the innate immune response of fish. 

The molecules generated in this thesis, both synthetic and recombinant possess immunomodulatory 
potential analogous to the effect of PAMPs on fish leukocytes. Future trials in viva and its potential use 
would project contribution to the modulation of robust immunity in massively farmed fish. 
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1. INTRODUCCION 

Hoy en dia Chile es el segundo mayor productor de salrnónidos a fivel mundial, produciendo màs de 

400 mil toneladas anuales y con un nivel de exportación sobre los US 2000 milones (Fuente: 

SairnonChile). Sin embargo, ci incremento de las enfermedades que afectan a los peces en cultivo ha 

determinado que la industria salmonera esté expuesta a perder su competitividad internacional. 

El gran desafió actual de la industria salmonera es aumentar y mejorar el conocimiento de la respuesta 

inmune de los peces, para identificar y desarrollar nuevas moléculas que puedan actuar como 

moduladores de la respuesta inmunológica. 

La aplicación de t-ratarnientos clásicos como antibióticos y vacunas, no ha sido efectiva ante las altas 

mortalidades debidas a patógenos, en consecuencia surge la necesidad de emplear otras estrategias que 

se basen en la activación de la respuesta inmune, para reforzar las defensas de los peces en las 

situaciones adversas provocadas por Ia invasion de agentes patOgenos (Cabello, 2006). 

El uso de inmunoestimulantes en peces es un método eficaz para aumentar la immunocompetencia y la 

resistencia a enfermedades, algunos están siendo utilizados actualmente en la industria de la 

acuicultura. Estos se basan en inoléculas aitamente conservadas en los microorganismos denorninadas 

patrones moleculares asociados a parógenos (PAMPs), que son reconocidos par distintos tipos de 
receptores presentes tanto en leucocitos coma en células epiteliales (Rebi etal., 2010). 

Las investigaciones se centran en Ia producción de moléculas derivadas de los PAMPs naturales a 

sintéticas y en dilucidar sus mecanismos de acción. Los más utilizados son los que activan a los 

receptores tipo toll 9 y 7, como ci oligodeoxinucleotido CpG ligando del TLR9 e iniidazoquinolinas 
ligando de TLR7 (Kileng et al., 2008; Strandskog el al.. 2008). 

En tracha arcoiris se han identificado dos isoformas del receptor tipo toll 5 (TLR5) que liga flagelina, 

una de meinbrana TLR5M y otra soluble TLR5S (Tsujita et al., 2004). La estimulación de TLR5M por 
su ligando natural flagelina permite entre otros la expresiOn de TLR5S, éste amplifica la respuesta 

inmune al desplazarse par los liquidos circulantes, y unido a su ligando logra activar una mayor 

cantidad de células inmunitarias, originando una respuesta inmunologica potente, basada en Ia 



producción de citoquinas y en la activación de leucocitos mvolucrados en la inmunidad adaptativa 
(Tsujita etal., 2004; Tsukada etal., 2005; Rebi etal., 2010; Palti, 2011). 

Considerando los antecedentes expuestos, postulamos que el uso de moléculas smtëticas o 
recombinantes analogas al dominio funcional de flagelina, podrIan estimular TLR5 favoreciendo la 
expresión de genes pro-inflamatorios, para la generación de efectos inmunomoduladores. 
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2. REVISION BI13LIOGRAFICA 

2.1 La Industria de la Salnionicultura en Chile 

Una de las actividades económicas y pilar en la competitividad de nuestro pals es la industria de la 

Salmonicultura, la que ha experimentado un rápido crecimiento en la producción de salmones y truchas 

a partir de la década de los noventa (Fig. 2.1). 
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Figura 2.1 Producción histórica de Salmónidos en la lndustna Chile en toneladas brutas (Fuente: Sernapesca). 

La actividad de esta mdustria se concentra principalmente en el cultivo de tres especies, Salmon del 

Atlántico (Salmo salar), Trucha arcoIris (Oncorhynchus mykiss) y SalmOn coho (Oncorhynchus 

kitsuich), siendo la mayor La de Salmon del Atlántico. 

Hasta hace dos anos atrás producia más de 400 mil toneladas de salmónidos en el pals, ocupando el 

segundo lugar en la producción Mundial de salmOn y trucha cultivado (fig. 2.2 A), con tin 27 % de la 

producción total, después de Noruega (SalmonChile, 2011), mostrando un crecimiento vigoroso y de 

importancia econOmica siendo uno de los principales rubros de exportaciOn en Chile. La X y Xl 

regiones son las que concentran la producciOn acuicola de salmones en Chile. 



El principal destino de las exportaciones chilenas de salmónidos se centTa en Japón con un 44,2 %, en 

segundo lugar se ubica Estados Unidos con un 21,8 %, America latina con un 16,8 %, Asia con un 

7,5% entre otros con un 9,7 /o (Fig. 2.2 B, AquaChile, 2010). 

A) B) 

Otros, 9,7% 

Asia (sin 
JapOn). 7,5% 44 

 JapOn. 44,2% 

America 
Latina, 16,8% 

EE. UU.. 

Figura 2.2 A) ProducciOn Mundiai de Salmon y Trucha en Miles de toneladas brutas y porcentaje del total 
(Fuente: SalmonChile). B) Principales destinos de las exportaciones chilenas en ci año 2010 en miles de USD 
FOB (Memoria Anual AquaChile 2010). 

Sin embargo, año tras ailo la proiiferacion de diversos agentes patógenos amenaza la industria 

produciendo pérdidas significativas. Dichos patógenos se aprovechan de las liniitaciones asociadas a 

cuitivos confinados tales como el hacinamiento y las escasas inedidas sanitarias, mientras que la 

importacióii de ovas también contribuye a la introducción de nuevos agentes infecciosos (Asche et al., 

2010). 

Entre los patOgenos que están causando mayores problemas en nuestro pals destacan, entre otios, los 

virus IPN e ISA; el parásito ('aligus rogercressey; y multiples bacterias, tales como las del género 

t'ibrio, Plavobacieriurn psvchrophilum, ..4erornonas salrnonicid.o, Renibacteriujn sa/moninaruin y 

Piscirk'keitsia salmonis (Bravo y Midtlyng, 2007). Lo que hace necesario tomar medidas que permitan 

conirolar y neutralizar su potencial impacto en el futiiro para disminuir las pérdidas que se generan aiio 

aaflo. 
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2.2 Respuesta Inmune en peces 

La respuesta inmune de todos los vertebrados, incluidos los peces, se orgarnza en base a dos 

estrategias: Ia respuesta inmune innata, y la respuesta inmune adquinda (Watts el al., 2001; 

Magnadóttir, 2006; Lovy ci al.. 2009). Es importante sefialar que el sisteina inmune innato constituye 

un mecanismo de defensa fundamental en peces a través de sus componentes humorales y celulares 

(Magnadóttir, 2006). 

Con respecto a los principales órganos linfoides en teleósteos, destacan el timo, riiión cefálico (pro y 

mesonefros) y el bazo (Patel c/ al., 2009). 

El limo es un órgano par localizado subcutáneamente en el borde dorsal del opérculo, produce 

linfocitos T implicados en la estimulación de Ia fagocitosis, y en la produceión de anticuerpos por las 

células B (Ellis 1988: Zapata ci al., 2006). El fenóineno de involución tIrnica es més dependiente de los 

ciclos hoimonales y de las variaciones estacionales que de la edad. Se compone mayoritariarnente de 

células linfoides, ilamados timocitos. en distintos estadios de maduración, dispuestos en una red 

formada por células epitelio-reticulares. También por células mieloides del tipo macrófagos y 

granulocitos eosinófilos (Zapata el al., 2006). En alevines muy jOvenes la cápsula que Jo reviste se 

compone de una capa de células que aisla a los timocitos del agua, sin embargo, presenta 

fenestraciones o poros que sugieren que puede haber contacto directo entre los antIgenos externos y el 

órgario que desaparece cuando los peces alcanzan Ia madurez (Zapata ci al., 2006). 

El mon macroscOpicamente es un órgano homogdneo, que está dividido en dos segmentos uno 

anterior y otro posterior. El riflón anterior está constituido fundarnentalmente por tejido Imfo-

hematopoyético, análogo a la mddula ósea de los mamiferos, en el que se produce la eritropoyesis, 

granulopoyesis y linfopoyesis (Razquin el al., 1990). En el predominan los macrófagos responsables de 

la fagocitosis, los centros melanomacrofágicos (CMMs) para la formaciOn de La memoria 

inmunolôgica por el procesanliento de antigenos, porque aqui se separa y concentra el material 

fagocitado, las células linfoides en todos sus estadios evolutivos, mayoritariarnente cdlulas Ig+ 

(linfocitos B) (Agius y Roberts 2003; Tort ci al., 2003; Rauta et al., 2012). El riñón anterior es un 

órgano bien inervado que sirve como órgano endocrino, homologo a las glandulas suprarrenales en 

mamiferos, liberando corticoesteroides y otras honnonas. Asi el riflOn anterior es un órgano importante 
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con funciones regulatorias claves y órgano central de las interacciones inniune-neuroendocrinas y el 
sitio principal de la producción de anticuerpos (Rauta etal., 2012). 

El bazo es un órgano abdominal que es generalmente ñnico, está recubierto por una ctipsula fibrosa y 
no presenta una clara diferenciación entre pulpa blanca y pulpa roja, caracterIstica que lo diferencia del 
bazo de los marniferos. Está coinpuesto por los CMMs y tejido linfoide (Ferguson, 1989). En los 
CMMs hay macrófagos que provienen de los capilares que irrigan el órgano donde han participando 
activamente en la fagocitosis de antIgenos séricos (Press ci al., 1995). El bazo contribuye en la 
hematopoyesis, la degradación de antIgenos y el procesarniento de anticuerpos (Rauta et al., 2012). 

En cuanto a las células del sisteina imnunitario, está bien establecido que los peces teleósteos poseeii 
monocitos/macrófagos, células citotóxicas no especificas (NCC), células agresoras naturales (natural 
killer, NK), granulocitos, células B y células T (Pettersen el al., 2000; Rønneseth et al., 2007; Randelli 
ci £71., 2008; Moore el al., 2009; Overland ci al., 2010). Las principales células del sistema inrnune 
innato son los macrófagos cuya función esencial es [a fagocitosis, además, producen una variedad de 
citoquinas tales corno interleuquinas, interferones y factor de necrosis tumoral, que regulan la respuesta 
inmune (Mulero el al., 2008). Existen tres tipos de granulocitos identificados en peces, los neutrófilos, 
eosinófilos y basôfilos (Overland ci al., 2010). Estas células son fagocitos no profesionales porque 
tienen solo cierta capacidad fagocitica, es decir, un limitado rango de ingesta de partIculas, no pueden 
producir especies reactivas del oxigeno (ROS) y oxido nitrico (NO) y producen citoquinas diferentes a 
las que producen los macrOfagos. Los neutrófilos son las primeras células circulantes que son 
reclutados para llegar al sitio de infecciOn, donde se activan y regulan por citoquinas (Overland ci al., 
2010). 

En los peces, las células B, producen predominantemente 1gM a diferencia de los mamIferos que 
expresan cinco clases de inmunoglobulinas nombradas segUn su isótipo de cadena pesada (IgA, IgD, 
lgE, EgM e 1gG) (Zwollo ci al., 2005). Recientemente, han sido identificadas en peces isotipos de 1gM, 
nombradas lgD, 1gT o 1gZ (Randelli ci al., 2008). La 1gM de teleOsteos existe como tetrámero (780 
kDa). la concentraciOn en suero es menor a 1mg/mi (Magnadóttir, 1998). El nàmero de células B es 
alto en riflOn, sangre y bazo, en el timo y tejido linfoide asociado a mucosas es bajo, estas cdlulas son 
consideradas fagocitos no profesionales (Overland ci al., 2010). 
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Los linfocitos T, son los principles efectores en la defensa inmune adquinda, reconoce y responde a 

péptidos antigénicos asociados a las moléculas MHC clase I y II presentes en las células somáticas y en 

las células inmunitarias respectivarnente (Randelli ci at., 2008). Genes codificando MHC clase 1 y II, 

TCR y sus co-receptores CD8 y CD4 han sido clonados en varias especies de peces y se han 

desarrollado anticuerpos para estudiar la expresión proteica en el contexto de su morfologla y 

funcionalidad (Fisher etal., 2013). 

A pesar de [a ausencia de anticuerpos reactivos, varias observaciones ofrecen tentadoras evidencias de 
que células homólogas a células dendriticas de marniferos (mDCs) existen en peces. Esta evidencias 

incluyen: 1) Ia descripción de una red de células positivas a MHC clase II en areas ricas en cdlulas T 

del bazo de Nurse Shark (Rumfelt ci al., 2002); 2) cultivos celulares esplénicos de trucha cuya 

mantención en el tiempo origina células no adherentes designadas como células dendriticas DCs 

basadas en su rnorfologIa (Ganassin ci al., 1996); 3) la identificación de los granulos de tipo Birbeck 

en las células de tejido linfoide y epitelio branquial de salmónidos ( Lovy ci al., 2008); 4) la 

descripciOn de una linea celular fagocitica tipo células dendriticas desde Salmon del Atlántico 

(Pettersen et a!,. 2008); y 5) Ia inmunotincion de células en el bazo y riñón anterior de salmon del 

Atlántico y trucha arcoiris con un anticuerpo especifico CD207llangerin (antigeno expresado en Ia 

superficie de celulas dendriticas de mamiferos de la pie!, especializadas denominadas cdlulas de 

langerhans) (Lovy ci al., 2009). Adicionalmente, Lugo-Villarino et al., (2010) describieron la 

existencia de APCs dendriticas en Zebrafish basados en la morfologIa, caracteristicas de tinción y 

ensayos funcionales. Mientras estas observaciones indican la existencia de células dendriticas (DCs), la 

caractenzaciOn funcional con respecto a los tipos celulares relevantes, especificarnente con respecto a 
la presentaciOn de antigenos, ann es débil. La funciOn de las células dendriticas (DCs), células 
presentadoras de antIgenos (APCs) especializadas es en gran parte Un resultado de su capacidad para 

expresar altos niveles de moldculas coestiniulatorias (Bassity ci al., 2012). 

Un paso crucial en la iniciaciOn de los mecanismos de defensa mmune innata, es el reconocimiento de 

los patrones moleculares asociados a patOgenos (PAMPs), ligandos de los receptores de 

reconocirniento de patrories (PRR) (Rebi ci al.. 2010). Las células de [a inmunidad innata expresan 

diversos PRRs, tales como los receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo RIG-1(ácido retinoico 

inducible del gen 1) y los receptores tipo NOD (dorninlo de oligomerizacion de union a nucleOtidos) 
(Kumar ci al., 2009) (Fig.2.3). Estos receptores presentes en varios compartimientos celulares, 

desencadenan la expresión de citoqumas e interferones tipo I (Rebl ci al., 2010). 
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Figura 2.3. Localización celular de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). 

Las citoquinas son una fainilia de moléculas secretadas y regulatonas con una actividad tipo hormona y 
con una masa molecular que va desde 10 a 50 kDa, las cuales a menudo son glicosiladas (Scapigliati et 

al., 2006; Zhu et al., 2013). Su rol en la iniciación de los eventos inflamatorios en respuesta a la 
exposición bacterial es bien conocido en mamiferos, donde una cascada de citoquinas permite la 
atracción de tipos particulares de leucocitos y Ia activación de su via antimicrobiana (Secoinbes c/ al., 
2009). Son producidas transitoriamente y localmente, actuando de manera paracrina o autocrina, 
pueden inducir una respuesta con tan solo cantidades en el rango de picomolar (Scapigliati et al., 2006; 
Zhu eiaL, 2013). 

Dentro de las citoquinas involucradas en Ia inmunidad innata se encuentran, el factor de necrosis 
tumoral a (TNF-a) que es la primera citoquina liberada en esta cascada de seflalización y que permite 
Ia expresión no abajo de La interleukina IL-P y quimioquinas como IL-8 (Secombes et al., 2009). Estas 
citoquinas han sido identificadas en varias especies de peces, sus funciones y seflalización han sido 
investigadas con grandes progresos (Zhu etal., 2013). 
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IL- I t y TNF-a han sido ampliarnente usados como marcadores para evaluar una respuesta inflamatoria 

general en marnIferos, principalmente en la evaluación de inmunoestimulantes ya que los niveles de 

iranscripción de estas dos citoquinas pueden generar La inducción de la respuesta inflamatoria o no por 

el inniunoestimulante (Zhimg el al., 2009). Son citoquinas de respuesta temprana en inflarnaciOn y 

regulan la producción de muchas citoquinas (Zhang et al., 2009). 

IL-8 fue primero identificada en mamiferos corno una nuevo tipo de citoquina activando neutrofilos y 

denominada CXCL8 por ser miembro de Ia sub-familia CXC de quimioquinas, es producida por una 

amplia vanedad de células en respuesta a muchos tipos de estimulos (Abdelkhalek ci al., 2009). Es una 

quimioquina que genera cambios bastante dinamicos en sus niveles de expresión, en tejidos sanos es 

apeiias detectable pero su expresión puede ser inducida rápidarnente de 10 a 100 veces por varios 

inductores, los que incluyen TNF-a, IL-I 3, bacterias, productos virales o estrés celular (Abdelkhalek et 

al., 2009). La función principal es promover La activación y reclutamiento de neutrófilos a las areas de 

inflarnación aguda y su subsecuente adherencia a células endoteliales (Harun el al., 2008; Abdelkhalek 

ci al., 2009). 

2.3 Receptores tipo toll 

Los receptores tipo toll (TLR) son protelnas de transmernbrana con una masa molecular en un rango de 

89 a 120 kDa en mamiferos (Kirschning ci al., 2001). Con dorninios extracelular, transinembrana e 

intracelular (Fig.2.4). El dominio N-terminal extracelular tiene aproximadamente 16-28 repeticiones 

ricas en leucina (LRRs), cada una de estas repeticiones tiene entre 20-30 arninoácidos con ci motivo 

"LXXLXLXXN" conservado (Kumar el al., 2009). El dominio C-terminal de seflalización 

citoplasmático posee un domimo TIR (receptor Toll/IL-I) el que es requerido para la interacción y 

reclutainiento de varias moléculas adaptadoras que activan Ia via de señalización rIo abajo (Kirschning 

el al., 2001; West el al., 2006; Kumar el al., 2009). Pennitiendo la activación del factor de 

transcripción nuclear kappa B (NF-kB), el cual controla la inducciOn de citoquinas proinilatnatorias y 

quimioquinas, asi corno la sobre-regulación de moléculas coestimulatorias en células dendriticas, 

esenciales para la activación de células T naïve (Means ci al., 2003; Kawai ci al., 2007). 
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Figura 2.4. Estructura de un receptor tipo toll (TLR). En el dorninio extracelular, LRR, corresponde a una 
region rico en leucinas. El TIR corresponde a un doniinio citoplasmático del receptor [L-1 I Toll, TM 
corresponde al dominio de transmembrana (Sandor el at, 2005). 

En mamiferos Los TLRs han sido descritos en macrOfagos, granulocitos, células dendrIticas (DCs) y 

células B. asi como también en células no inniunes, como fibroblastos, células epiteliales y 

queratinocitos (Kawai et al., 2007). La farnilia de los TLRs en inaniiferos está compuesta por más de 

11 tipos, cada uno liga en forma especIfica distintos PAMPs, derivados de virus, bacterias, protozoos y 

hongos (Akira y Sato 2003). En peces se han descrito 17 tipos de TLRs (TLR1, 2, 3, 4, 5, 5S, 7, 8, 9, 

13, 14, 18, 19, 20, 21, 22, 23) los que se han identificado en más de una docena de especies de 

teleósteos, con claros ortologos de los TLRs de mamiferos (Rebl et al., 2010). 

Los PAMPs incluyen lipopolisacandos (ligando de TLR4), lipoprotelnas (ligando de TLR2), flagelina 

(ligando de TLR5), ADN bacterial CpG (ligando de TLR9), RNA de hebra simple (ligando TLR7) y 

RNA viral de hebra doble (ligando de TLR3) (Kawai et al., 2007). Los TLRs tanto en mamiferos 

como en peces pueden actuar como monômeros o diineros en ci reconocimiento del PAMP (Purcell c-

al., 2006; Kumar et a!,. 2009). 

El anälisis filogenético molecular de varios componentes claves de la cascada de seflalizaciOn de los 

TLRs, da como resultado que las moléculas activadas son altamente conservadas entre peces y 

mamiferos (Purcell ci al., 2006; Rebl ci al., 2010). Leucocitos de Trucha estimulados con diferentes 

PAMPs, reconocidos como activadores de TLRs de mamIferos, responden con la expresión de tres 
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clases de genes de citoquinas comunes para ambos grupos: a) interferon tipo I, b) citoqumas pro-
inflarnatorias (isofoima 1 de interleuquina-1J3, interleuquina-8 y la isoforma I y 2 del factor de 
necrosis turnoral alfa) y c) citoquina inniunoregulatoria de transformaeión del factor de crecimiento 
beta I (TGFbeta) (Purcell ci al., 2006). 

El análisis genómico de diferentes especies de peces, utilizando como modelo pufferfish (Takijugu 
rubripes) y zebrafish (Danio rerio), ha permitido el estudio de TLR especIficos, aumentando el 
conocimiento de Ia especificidad de patógenos y patrones de expresión de los TLRs y sus adaptadores 
en teleósteos (Baoprasertkul el al., 2007). 

De los 17 tipos de TLRs identificados en peces, solo se ha enconfrado evidencia directa de La 
especificidad de su ligando para 5 de estos TLR, los que incluyen: TLR2, TLR3, TLR5M, TLR5s y 
TLR22 (Tabla I). 

Tabla 2.1 
Ligandos especificos conocidos para algunos TLRs en peces. Adaptado de Palti, 2011 

TLR E species de peces Ligando 

Fugu 
Lipopéptidos ThR2 Zebrafish 
Pam2CSk4  Common carp 

TLR3 
Fugu 

dsRNA, polyl:C ZebratIsh 

TLR5S 
Fugu 

Flagelina Rainbow trout 

TLR5M 
Fugu 

Flagelina Rainbow trout, 

TLR22 
Fugu 

dsRNA, polyl:C Zebrajish 

Por lo tanto, el reconociniiento de los PAMPs por los TLR es un paso cave para la inducción de la 
respuesta inflarnatoria, asi corno para la instrucción de Ia respuesta adaptativa contra patógenos. El 
reconocirniento de los PAMPs por los TLRs pennite al sistenia i.nrnune innato distinguir entre clases de 
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patógenos y coordinar respuestas inmunes innata y adaptativa, la que es lograda por la inducción 
diferencial de citoqumas y moléculas coestirnulatorias dependiendo del tipo de agonista usado, los 
tipos celulares estimulados, y el repertorio de TLRs expresados por ]as diferentes celulas (Kumar et al., 
2009). 

2.4 Flageina 

El sistenia inmune reconoce PAMPs expresados en la superficie de agentes infecciosos pero no en 
células del hospedero. Bacterias Grain negativas móviles expresan en su superficie el flagelo, el cual 
les permite desplazarse a través de los tejidos durante la infección contribuyendo, ademãs, en la 
vinilencia de bacterias patogénicas (Takeda ci al., 2003). 

La flagelina es una proteina monomérica de 55 kDa (Akira y Sato, 2003), la cual posee una estructura 
aitarnente comp1eja, siendo el componente principal del flagelo de bacterias Gram positivas y Gram 
negativas, y el ligando del receptor tipo Toll 5 (TLR5) (Eaves-Pyles etal., 2001; Hayashi etal., 2001). 
La act-ivación del TLR5 en mamiferos, moviliza el factor nuclear NF-kB y estimula la producciOn de 
citoquinas proinflamatorias (TNF, IL-8), permitiendo de esta manera la activación de respuestas 
inmunes innatas (Hayashi el al., 2001). Los genes de flagelina de una variedad de bacterias Gram 
negativas comparten regiones altamente conservadas en su amino y carboxilo terminal, y estas regiones 
son responsables para Ia actividad inmunoestimulatoria de flagelina (Eaves-Pyles ci al., 2001; Takeda 
etal.. 2003). 

Flagelina FliC de Salmonella typhirnuriurn ha sido cristalizada y su estructura molecular caracterizada 
(10.2210/pdb1UCU/PDB), posee cuatro dominios conectados linealmente denorninados DO, Dl, D2 y 
D3, los cuales están organizados desde el interior al exterior del filamento (Fig.2.5). El N-tenninal de 
la cadena se inicia desde el dominio DO, pasando a través del dorninio Dl, D2 liegando a D3 y a 
continuación viielve a través de D2 y Dl, terminando con el C-terminal de la cadena en DO. Los tres 
dorninios de conexión están formados por pares de cadenas antiparalelas cortas, y las que conectan los 
dorninios DO y Dl son conocidos como region spoke (S) (Yonekura ci al., 2003). 
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Figura 2.5.- Estructura cristalizada de flagelina deSamonella typhirnuriun:. DO: Dominio DO, Dl: Dominio 
Dl, D2: Dominio D2, D3: Dorninio D3. S: region Spoke. 

Una gran variedad de bacterias flageladas ha sido rastreada por su capacidad de ser reconocida por ci 

TLR5, estimulando el TLR5 de manera dependiente de Ia activaciOn NF-kB (Akira y Sato, 2003). 

TLR5 humano y de ratón reconocen la flagelina bacterial y envian la seflal para activar el factor de 

transcripciOn NF-kB. TLR5 junto con TLR4 también activan el factor 3 regulatorio del interferOn 

(IRF-3) en respuesta a flagelina (Tsujita el al.. 2006). Sin embargo, aigunas bacterias flageladas 

(Proteobacterias c y 1) que sintetizan flagelinas no son reconocidas pot TLR5 a pesar de su vigorosa 

motilidad (Andersen-Nissen ci al., 2005). Flagelina de S typhimurium sufre N-metilación de los 

residuos de lisina en la superficie expuesta del flagelo (Bumens ci al., 1997) y glicosilación en algunas 

bacterias corno P. aeruginosa (Arora et al., 2001). Experimentos realizados para producir vacunas 

recombinantes a través de la expresión de antigenos foráneos de la superficie del flagelo, han dado 

cuenta que la nietilaciOn podria afectar la antigenicidad de estos epItopes, modificando o supriniiendo 

la respuesta inmune dirigida contra ellos (Burnens el al.. 1997). Sin embargo, en expenmentos 

utilizando flagelina, FliC de Salmonella lyphimurium expresada y secretada en células CHO (Ovario de 

Hamster Chino) se determinó que ]as modificaciones post-traduccionales de Ia flagelina no son 

requeridas para el reconocimiento de TLR5 (Smith ci al., 2003). La flagelina induce la via de 

señalizaciOn de TLR5 en una variedad de tipos celulares de mamiferos, como monocitos, células 

dendrIticas, y células epiteliales positivas a TLR5 (Hayashi ci al.. 2001; McSorley el al., 2002; Mizel 

ci al., 2002). Flagelina, FliC de S. typhimurium puede estimular céluias del epitelio intestinal y liberar 
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mediadores proinflamatorios claves como IL-8 (Gewirtz el al., 2001), contribuyendo tarnbién a la 

activación de células T CD4+ en el intestino (McSorley el al., 2002). Aumenta Ia expansion clonal de 

células T CD4+ in vivo e induce la producciOn de interferón-y (IFN-y) in vitro (McSorley el at., 2002). 

Algunas flagelinas también son capaces de inducir la producción de IL-8 a través de la activación de 

NF-kB dependiente de TLR5 y a través de la señalización de MAPK (Harrison ci al., 2008). 

Por tanto, Ia actividad de flagelina como un ligando especifico para TLR5 proporciona un puente 

potencialinente importante entre la respuesta inmune innata y adaptativa. La compiensiOn de cOmo esta 

molécula Cs capaz de estirnular a TLR5 se basa en diversos estudios. Se ha dernostrado que flagelina, 

FIiC de E. co/i enteroagregativa posee dos regiones en ci dorninio Dl conservado que son requendos 

para la activación de TLR5 y liberación de IL-8 (Donnelly el al., 2002). A través de ensayos 

bioquimicos, se ha demostrado que mutantes que carecen de los residuos 386-407 del dorninio 

extracelular de TLR5 son incapaces de interactuar con flagelina, lo que hace referencia a que ésta se 

unirla directamente a TLR5 a través de estos residuos (Mizel et at., 2003). Smith et al., (2003) cornparO 

]as secuencias aminoácidicas de flagelinas desde diferentes bacterias, conocidas por tener actividad 

estirnulatoria de TLR5 e identificO los residuos de arninoácidos conservados en estas regiones del 

dominlo Dl de flagelina que podrian ser esenciales para ci reconociniiento del TLR5 en marnIferos 

(Fig. 2.6). ReaiizO experimentos de mutagenesis de alanina (Atanine-scanning mutagenesis) y generó 

22 mutantes, de las cuales, 9 no afectaron significativarnente ci reconocimiento del TLR5, 3 reducen 

significativamente el recoriocirniento del TLR5 en un 50-75 % (NIOOA, D412A y R431A) y 10 

reducen sign ificativarnente ci reconocimiento del TLR5 en un 76-97 % (L88A, Q89A, R90A, 1-94A, 

Q97A, El 14, 1411, 1-415. T420A y L425A). 

S. typhimudum2 117 42C 1.: - 4 1 
S.tvph,muriuml . . •. - 117 409 i,.(.! . 439 
P. aerugiriose - •. !17 328 . - . ., . 3 

pneumophifa '° r 

rn  

P . 17 3j .. 114A 41. 
E. co/i 19 - - : . 17 AP  

S.marcesens -' I -- 17 261 3. ------- 

L. 

  
B. sublilus ... ........ 1. C . . 11.7 218 •.-- .-------------- -------.- ., 249 

Lmonocytogenes i -. -. . .- . . _15 CO A . . ..-... - . 1 231 

Figura 2.6.- Secuencias proteicas de flagelinas de bacterias que estiniulan ci TLR5 en manilferos. Las 
secuencias fueron aiineadas con CiustaiW, Las flechas indican los residuos de aminoácidos que fueron mutados a 
aianina en flagelina (Smith etal.. 2003) 
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Además, en flagelina. FliC de P. aeruginosa cepa PAOI se ha identificado una secuencia de 10 

aminoácidos (LQRIRDLALQ, aminoácidos 88 al 97) en el extremo N-terminal de flagelina, que 

participa en Ia union de esta proteina a su receptor (Ver -na et al., 2005). 

Por lo tanto, flagelina es una proteina bacterial altamente conservada que provoca respuestas 

inflarnatorias dependientes de TLR5. In situ juega un rol importante en la patogenicidad bacterial 

porque facilita la motilidad y la adhesion a los tejidos del huésped, siendo un potente activador inmune. 

Con respecto a peces teleOsteos, el primer TLR5 que se identificO en peces Oseos es una fonna soluble 

sin dominio de transmembrana y sin dominio TIR de trucha arcoiris (Tsujita el al., 2004; Fig. 2.7). Esta 

forma soluble de TLR5 también se ha identificado en pufferfish (Oshiunii et al., 2003), salmon del 

atlántico (Tsoi ci al., 2006), catfish (Baoprasertkul ci al., 2007) y Sparus aurata (Muñoz ci al., 2013), 

además de su forma unida a la meinbrana (TLR5M, Fig. 2.7). Sin embargo, ninguna forma de TLR5 

soluble ha sido identificada en el genorna de mamIferos (Baoprasertkul et al., 2007). 

rtTLR5S []ILD 
rtTLR5M  

LRRs -;z— - TIR 

p 
Figura 2.7.- Representación esquemItica de Ia orgarnzación de TLR5M y TLRSS de trucha arcoins. LRRs: 
corresponde a las repeticiones ricas en leucinas, LRR-CT: Region C-terminal que se asemela a un dominio LRR, 
TM: dominio de transmembrana, TIR: corresponde a un dominio citoplasmâtico del receptor de IL-I/Toll 
(Tsujita ci a!,, 2004). 

Además, se ha observado que en trucha TLR5 de membrana es expresado ubicuamente, mientras que 

su forma soluble se expresa solo en el hIgado (Tsujita et al., 2004). En catfish TLR5S no solo se 

expresa en el higado sino también en riiión anterior, bazo, agallas, piel, ovario y cerebro (Rebi el al., 

2010). Un perfil similar se ha encontrado en pufferfish, el cual presenta una fuerte expresión de 

TLRSS en órganos digestivos. Además, en catfish la expresiOn de TLR5 es aumentada en todos los 
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tejidos después de la infección con Edwarsiella ictulari, un patógeno flagelar, observándose que 

TLRSM y TLR5S se unen a flagelina in vitro (Bilodeau el al., 2006). Experimentos realizados para 

generar una quimera de TLR5S de trucha fusionado al dominio TTR intracelular de TLR5 hmnano, 

transfectada en céiulas HeLa huniana, fue capaz de activar el promotor de un gen reportero en 
respuesta a flagelina (Tsukada ci al., 2005). En la linea celular RTH149 de trucha, TLR5S es sobre 
regulado dentro de 8 horas después de un desaflo con Vibr;o anguillarurn o flagelina purificada. Estos 

resultados, sugieren que en peces TLR5S es una protelna de fase aguda que censa Ia infección bacterial 

a través del reconocirniento de una variedad de flagelinas para aumentar la activación de NF-kappaB, y 
puede ser importante para la sobreviviencia de los peces con infección bacterial en el agua (Tsukada ei 
al., 2005). Se ha desarrollado tin mecanismo hipotético para la detección de flagelina en trucha arcoiris, 

donde, la estiinulación de TLR5M con flagelina causa la inducción de TLR5S en el higado, uniéndose 

eficientemente a flagelina circulante, pudiendo activar a TLRSM, Jo que provoca la amplificación de Ia 
seflalización en un feedback positivo (Tsujita et al.. 2004). 

2.5 InmunomoduIación por Flagelina 

La inmunomoduiación puede ser definida como una acción fisiologica ejercida sobre ci sistema inmune 

para generar una mayor defensa ante agresiones externas, esta puede ser ejercida a través de sustancias 

de origen biológico o quirnico para estirnular o suprimir la respuesta inrnunológica. La mayoria de 
estos inmunomoduladores actüan sobre células del sistema inmunitario induciendo la liberaciOn o 
inhibición de diferentes mediadores. Están asociados a moléculas altarnente conservadas en los 
microorganismos denominadas patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP), pudiendo ser 
reconocidos por distintos tipos de receptores presentes tanto en leucocitos corno en células epiteliales. 
Entre estos PAMPs se encuentra la flagelina que es el principal coinponente del flagelo en bacterias 
Gram positivas y Gram negativas y es ci ligando que activa especificamente los receptores Toll tipo 5 

(TLRS) (Smith ci al., 2003). 

El rol que tendrIa flagelina en la inmunidad de los peces es de gran importancia principalmente en la 
Trucha arcoiris, al presentar dos isoformas de TLRS, una isofonna de membrana y otra soluble (Tsujita 
c/ al., 2004, Baoprasertkul et al., 2007). Expermientos realizados en la linea celular de hepatoma de 
Trucha arcoiri s RTI-J- 149, han dado cuenta que Ia estirnulación de TLRSM con Vihrio anguil/arurn o 
flagelina permite Ia regulacion de TLR5S, y que la activación de NF-kB por flagelina es más 

significativa en la presencia del estIrnulo o expresión de TLR5S. Flagelina primero induce la activación 
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basal de NF-kB via TLR5M facilitando la producción de TLR5S y un minimo de proteInas de fase 

aguda en el higado. Luego la expresión de TLR5S inducible captura la flagelina bacterial en la 

circulación y la Ileva a TLRSM, el cual actüa como un receptor de seflalizaciOn amplificando la 

respuesta celular en nfl tedback positivo (Tsujita ci at., 2004). Por lo tanto, TLR5S en los peces estaria 

generando un efecto sistémico amplificando la respuesta inflamatoria generada por TLR5 de 

membrana, donde las células inmunes aumentan la sensibilidad a flagelina. 

Además se conocen efectos locales generados por flagelina de Vibrio anguillarum en leucocitos 

aislados de rifiOn cefãlico de Trucha arcoiris, donde la estimulación de los leucocitos con dos diferentes 

dosis de flagelina (1 y 10 ig/rnL) genera una sobre regulación de la expresión de citoquinas 

proinflamatorias tales como TNF-a, 1L113 y la quimioquina IL-8 (Purcell ci at,, 2006). Los efectos de 

flagelina a nivel de la inmunidad rnnata han sido comprobados en peces, sin embargo, todos los 

antecedentes que existen hasta la fecha son a nivel tanscripcional, debido principalmente a La escasez 

de herramientas adecuadas para poder medirlo a nivel de fenotipo. 

Antecedentes de experimentos realizados en mamIferos dan cuenta que el estimulo de flagelina-TLR5 

no solo afectarla la respuesta inmune innata sino tambidn la adaptativa. Flagelina ha sido estudiada 

como un modelo de antIgeno ütil, blanco de células T CD4 munno durante la infección con Salmonella 

Typhimurium. Adeinás de ser blanco del sistema inmune adaptativo, flagelina bacterial puede activar 

directamente respuestas inmunes innatas en monocitos y células epiteliales, donde la exposición de 

flagelina in vitro a estas células activa NF-kB y secreta citoquinas inflamatorias. Esta capacidad 

inmunoestimuladora en mamIferos estarIa siendo ejercida por TLR5 expresado en la superficie de 

monocitos, células dendriticas inmaduras y células epiteliales (McSorley ci al., 2002). 

Un estudio reciente comparo la eficacia de la fonnulación de una vacuna suplementada con un 

adyuvante basado en 4 flagelinas de V. anguillarum (FlaA, FlaB, FlaD y FlaE) utilizando como modelo 

lenguado japonés (Japanese Flounder), dernostrándose que flagelina, FlaB recombinante de V 

anguillarum posee una fuerte inmunogenicidad e induce una protección significativamente alta in i'ivo, 

inedida como porcentaje relativo de supervivencia, sugiriendo que podria ser utilizada como vacuna o 

inmunoestitnulante en el control de Las enfermedades en peces asociados con V anguillarum u otros 

patógenos (Jia ci al., 2013). 
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2.6 Uso y evaluación de inmunoestimulantes en peces 

Los inmunoestimulantes activan mecanismos celulares no especIficos de la inmunidad innata, por lo 

que la mayorIa de los estudios de evaluación de los efectos inniunológicos de éstos como candidatos 

para su uso, se basan en la activación de macrófagos y granulocitos (Fierro-Castro ci al., 2012). Son 

seguros y efectivos para la protección de la salud de los peces cultivados, mejoran Ia inmunidad innata. 

proporcionando protección contra wia gran variedad de patógenos de peces (Sakai, 1999). 

Los mecanismos por los cuales los inmunoestimulantes aumentan la protección contra los patogenos es 

mediada por el reconocimiento especifico de los patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPs), los que son reconocidos por los PRRs en las células del huesped (Akira et al., 2004, 2006). 

La uniOn de éstos receptores con sus respectivos PAMPs, desencadena las vias de seflalización 

intracelular permitiendo la producciOn y liberaciOn de citoquinas pro-inflamatonas, generando una 

respuesta inmune innata (Rebl c/ al., 2010). 

En peces, el desarrollo de los inmunoestimulantes se basa en la utilizaciOn de PAMPs como. LPS, 1-

glucanos y RNAs doble hebra, los cuales aumentan Ia protecciOn no especifica por activaciOn de las 

respuestas proinflarnatorias y actividad microbicida a través de los PRRs (Sakai, 1999; 111ev ci al., 

2005; Strandskog etal., 2008; Fierro-Castro etal., 2012). 

Sin embargo, para otros inmunoestimulantes tipo levamisol, los mecanismos por los cuales provocan 

respuestas proinflamatoria y microbicida no es del todo claras. Adernás modificaciones en la forma 

molecular y procesarniento de purificaciOn de los PAMPs usados como inniunoestimulantes pueden 

dar lugar a diferencias notables en la respuesta inniune como se ha demostrado para el LPS (lliev ci al., 

2005). No todas las especies de peces cultivados responden de la misma manera a un 

inmunoestiinulante, ya que existen diferencias genéticas y adaptativas importantes entre ellos que 

afectan el sisterna inmune de los peces (Brickiiell ci al., 2005). 

Varios estudios en peces, han demostrado que los -glucanos son un imnunoestirnulante potente, el 

cual permite mejorar el estado ininunológico y conirolar enfenriedades en peces de cultivo (Meena Ci 

al., 2012). Se ha demostrado que el efecto de los 3-g1ucanos varIa con la especie de estudio, y depen- 
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de la cantidad incorporada en la dieta, la duraciOn en la alimentación y temperatura ambiental. Los 3-

glucanos solubles pueden ser absorbidos por el intestino y por tanto ser nutritivos. Se ha demostrado su 

efecto en: inmunoestimulación de peces sanos, inmunoestimulaciOn en peces inmunocomprometidos, 

inmunoestimulación por inyección (asi como su efecto adyuvante), estimulaciOn de la ininunidad 

adaptativa (Lin ci al.. 2011; Meena ci al., 2012). 

Se ha demostrado que flagelina, FIaD recombinante de V anguillarurn utilizada con un adyuvante con 

el antIgeno LPH (heinocianina de polyphemus hemoiymph) en un estudio de inmunizaciOn dosis-

respuesta, estimula el sistema immune innato del salmon, induciendo efectos proinflarnatotios en los 

dIas 2, 4 y 7 y la expresión de citoquinas importantes como TNFa, IL-6, IL-8 e IL-113 las que fueron 

sobre-reguladas significativamente en el bazo (Hynes et al., 2011). 

Un estudio reciente comparo la eficacia de la formulaciOn de una vacuna suplenientada con adyuvante 

basado en 4 flagelinas, FlaA, FlaB, FlaD y FlaE de V. anguillarurn, utilizando como modelo lenguado 

japonds (Japanese Flounder), encontrándose que estas flagelinas difieren en sus propiedades 

intnunoestimulantes y exhiben mveles variados de inmunoprotectividad y adyuvancia, sugiriendo que 

flagelina de V angui/Iaru,n podrIa ser utilizada como vacuna o inmunoestimulante en ci control de las 

enfennedades en peces asociados con V anguillarurn u otros patOgenos (Jia etal., 2013). 

En base a los antecedentes antes mencionados, flagelina de una gran variedad de bacterias presenta un 

alto grado de conservaciOn respecto de su dominic Dl (Anexo 11, figura 1). dominio iinportante para ci 

reconocmiiento de su receptor y considerando que la estructura de flagelina de 5'. typhiniuriuni está 

cristalizada, podemos predecir la estructura de flagelina de V anguillarwn y proponer que flagelina y 

péptidos derivados del dommio DI de esta protelna, al presentar un alto grado de hornologia en los 

residuos de aminoácido descritos. pueden activar leucocitos de peces induciendo la sobreexpresión de 

moléculas claves en la respuesta inmune innata de éstos. 
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

El dominio NDI y péptidos derivados del dominio Dl de flagelina de Vibrio anguillarum producen 

efectos inrnunoestiinuladores de tipo pro-inflamatono en leucocitos de peces. 

OBJETIVO GENERAL 

Comprobar el efecto imnunoestimulador del dominio ND I y péptidos sintéticos denvados del dominio 

Dl de flagelina de Vibrio anguil/arurn en leucocitos de peces teleôsteos. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Identificar in silico regiones conservadas y residuos de importancia funcional del dominio Dl 

de flagelina de V anguillarurn. 

2 Obtener el dorninio NDI recombinante y los péptidos sintéticos disefiados derivados de 

flagelma de V. anguillarurn. 

3. Demostrar el efecto inmunoestimulador de las moléculas generadas en base a modelos 

estandarizados de cultivo celular primario en diferentes peces teleósteos. 
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4. MATERIALES V METODOS 

4.1. Material Biolégico 

4.1.1. Peces 

Los peces utilizados en este trabajo fueron dos especies, trucha arcoIris (Onchorynchus mykiss) y 

dorada (Sparus aurata). Las truchas fueron de un tamaño de 50 g y proporcionadas por el animalario 

de Ia Universidad Miguel Heniández de Elehe, España. Además de truchas de 100 - 200 g, que fueron 

obtenidas desde el Laboratorio Experimental de Acuicultura de la Universidad Católica de Valparaiso, 

Chile (LEDA). Las doradas utilizadas tenian un peso de 300-500 g y fueron proporcionadas pot el 

Centro Oceanográfico de Murcia, España. 

4.1.2. Ralones 

Se utilizaron hembras de 2 semanas de gestación. cepa CF-I, las que fueron obtenidos del Instituto de 

Salud Püblica de Chile y trasladados al biotério de la Universidad Católica de Valparaiso, donde fueron 

mantenidos y aclimatados pot al menos 2 semanas antes de ser inmunizados. 

Todos los animales fueron manipulados de acuerdo a norinas internacionales que considera el bienestar 

animal. 

4.2. Diseño de secuencias epItopes para TLR5S de trucha arcoIris y Flagelina de V. anguillarum 

Para la generación de anticuerpos se realizó un aná.lisis in silico de la secuencia prirnaria de la 

moléculas, identificandose epItopes inmunogénicos a través del método de Kolaskar y Tongaonkar 

(1990), usado desde el servidor de bioinformàtica del grupo de inmunomedicina de la Universidad de 

Complutense de Madrid [http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl]. Además se analizaron los parámetros 

de hidrofobicidad, flexibilidad y accesibilidad a Iravés del servidor Expasy (Gasteiger el al., 2003). Se 

realizó la büsqueda de las estructuras tridiniensionales, PDB, de las moléculas de mterés a través del 

servidor RGSB Protein Data Bank y se proyectó La estructura para insertar las secuencias candidatas a 
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epitopes a trav6s del programa Swiss-Pdb Viewer 4.0.1., donde las secuencias rnás expuestas fueron 

seleccionadas corno epItopes. 

4.3. Diseño de péplidos derivados del dommio DI de flagelina de Vibrio anguillarum. 

Las regiones de flagelina de Vibrio anguillarum que potencialmente se asocian a TLR5 en salmónidos, 

se identificaron a partir de la secuencia de flagelina de Salmonella lyphimurium, disponible en base de 

datos con su estructura cristalizada (I0.2210/pdblUCU/PDB) (Yonekura el al., 2003). Se realizaron 

alineamientos a travds de ClustaiW (Larkin ci al., 2007) para determinar los domthios conservados 

entre las distintas secuencias de flagelinas disponibles en base de datos de secuencia proteicas del 

servidor UniProtKB. Una vez identificados los dominios responsables de Ia interacción de flagelina 

con el TLR5, y que son conservados en las distintas flagelinas, se identificaron los residuos de 

arninoticidos responsables de Ia activación de este receptor de acuerdo a to señalado por Smith el al., 

(2003). Una vez obtenidos, se establecieron como candidatos en la secuencia de flagelina de V 

anguillarm. Posteriorniente, utilizando el programa Swiss-Pdb Viewer 4.0. 1, se generó la estructura 3D 

de flagelina de V anguillarum a partir del PDB de Flagelina de S. typhimurium, obteniendo los 

pdptidos candidatos a través de la superposición de ambas estnicturas. 

4.4. SIntesis qwmica de secuencias epItopes y péptidos derivados de flagelina de Vibrie 

anguillarum 

Para la sintesis quirnica se utilizó la técnica en fase sólida mediante la estrategia de bloqueo Fmoc de 

los grupos funcionales de los aniinoácidos (Houghten, 1985). Los aminoácidos utilizados para la 

sintesis de los diferentes péptidos tienen su grupo funcional bloqueado con el grupo 9-

fluorenilmetoxicarbonil (Frnoc). Para la sintesis de cada uno de los péptidos, la adición de cada uno de 

los aminoãcidos se realizó priniero con la desprotección del grupo funcional Fmoc, a travds de la 

adición de 20 %(v/v) piperidina en dimetilformamida (DMF). Para comprobar que los grupos arninos 

están desprotegidos y dispuestos para un nuevo acople, se realizó el test de ninhidrina o test de Kaiser 

(Kaiser ci al., 1970; Narvaez ci al., 2010). Luego de la desprotección se realizó la adiciOn del 

arninoácido protegido con su grupo funcional Fmoc junto con los reactivos de acoplaniiento I-

hidroxibenzotriazol (HOBt) en exceso de lies equivalentes con agitación ocasional y durante 3 horas, 

posteriormente se realizó el test de ninhidrina para comprobar la incorporación del aminoácido. Se 

realizó este procedimiento hasta la adición del ültimo aminoácido constituyente del peptido. Finalizada 
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la smntesis, fueron clivados de la resina con ácido Irifluoroacético (TFA). La pureza de los péptidos se 

verificó por HPLC y su peso molecular a través de espectroscopia de masas MALDI-TOF. Los 

péptidos generados fueron numerados de acuerdo al orden en la peptidoteca del laboratono de 

marcadores inmunologicos de organismos acuáticos de La PUCV. 

4.5. Generación de anticuerpos 

4.5.1. Jnmunización 

Los ratones fueron inmunizados los dIas 0, 7, 14 y 21 mediante una inyección intraperitoneal con 60 

jig del péptido sintético y el péptido FIS, (1: I), como un activador de células T helper (Narvaez ci at., 

2010), y con adyuvante coinpieto de Freud. El dia 6 se inyectó una dosis de Prisiane (Sigma Aldrich) 

para inducir la formación de tumor ascitico (Narvaez ci al., 2010). El dIa 30, los ratones fueron 

anestesiados con pequeflas dosis de cloroformo y se drenó el lIquido ascitico rico en lgG anti-péptido 

epItope. El fluido fue centrifugado a 300 xg por 10 minutos y el sobrenadante rico en IgGs se 

recolectó, alicuotó y fue congelado a -80°C hasta su utilización. 

4.5.2. Purificacion de anlicuerpos par CN-Br-4B 

Para Ia purificación de IgGs desde el lIquido ascitico, primero se realizó la union del péptido sintético 

a la resina ('NBr-aciivaied Separopore (Bio World), para lo cual se utilizó 200 mg de resina, La que 

se lavO con 1,5 mL de HCJ 1,0 mM por 15 min a t°  ambiente en agitador orbital. Se centrifugO a 3000 

xg pot 5 min a 4 °C y posteriormente se lavó con 1,5 mL de Bufjèr acoplante (NaHCO3  0,1 M, NaCL 

0,5 M, pH 8.4) por 2 min a t°  ambiente en orbital y se centrifugó a 3000xg por 5 min a t° ambiente. 

Luego, se resuspendiO 1,5 mg de péptido sintético liofilizado en buffer acoplante y se agregó I rnL de 

éste a la resina, se mcubó por 2 horas a temperatura ambiente en agitador orbital. Transcurridas las 2 

horas, se centrifugo a 3000xg por 5 mm, se recuperó el sobrenadante como péptido no retemdo y se 

guardó a -20 °C. Se bloquearon los sitios activos no acoplados de la resina con Tris-HCI 0,1 M, pH 8.0 

por 2 horas a t° ambiente en agitador orbital. Se centrifugO a 3000xg por 5 min a 4°C y se IavO la 

resina con 500 Lit de acetato de sodio 0,1 M, NaCI 0,5 M, pH 4.0. Luego Ia resina fue puesta en una 

colunma previamente preparada y se lavó con 20 voltimenes de resina alternando entre acetato de 

sodio pH 4.0 y Tris-HCI 0,1 M, NaCI 0,5 M. pH 8.3. Luego se lavó 3-5 veces con buffer acoplante. 

Finalmente, se realizó Ia uniOn y eluciOn de la IgG especifica. Para esto, se diluyó 1:10 el lIquido 
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ascItico con buffer acoplante y se cargo 1 mL de la diluciOn lentamente en la columna para asegurar la 

union de la 1gG al péptido. Para eluir las IgGs, se usó I mL de glicina 100 mM, pH 2.5. La fracciOn se 

recuperO en an tubo que contenia 120 AL de Tris I M, pH 8.0 y se guardo a -20 para su cuantificación. 

4.5.3. Pruehas inmunologicas 

Las IgGs de ratOn purificadas se cuantificaron por ELISA directo, utilizando una IgG comercial de 

ratôn como calibrado (Invitrogen). El inmunorreconocimiento positivo de la secuencia epItope de 

TLRSS de Irucha arcoiris y flagelina de V. anguillarum se evaluO por Dot blot y cuantitativamente por 

ELISA indirecto (Narvaez ci al., 2010). 

4.6. ELISA 

Para Ia implementaciOn del ensayo de ELISA indirectos, el antIgeno (muestra biologica) fue absorbido 

a la placa de ELISA (NUNC-immune plate plysorp surface) a una conceniraciOn de 30 ng/j.tL y en an 

volurnen final de 100 AL de tampon carbonato 0,06 M, pH 9.6, a temperatura ambiente y con agitaciOn 

suave durante toda la noche. El bloqueo de la placa se realizó en un volumen final de 200 AL de BSA 

1 % (ply), pot 2 horas a 37 °C con agitación suave. Posteriormente, se realizaron 4 lavados con PBST 

(PBS IX + 0,05% v/v Tween-20) luego de la incubación con el anticuerpo. La incubación con el 

primer anticuerpo (anti-TLR5S, anti-IL-8) se realizó a una concentraciOn de 40 ng/j.tL en an volumen 

final de 100 AL de BSA 1% (ply) en PBS IX por 90 minutos a 37 °C y con agitación suave. El 

segundo anticuerpo anti-IgG de ratOn conjugado a peroxidasa (goal anti-mouse 1gG (Fe) horseradish 

peroxidase. 931437, termo Scientific) se preparó a una diluciOn de 1: 7000 en un volumen final de 100 

pL de BSA 1% en PBS IX por 75 minutos a 37 °C y con agitación suave. Para revelar se utilizaron 

100 AL del reactivo TMBLUE  (invitrogen) por pocillo y se dejO incubando por 15 minutos a 37°C y 

con agitaciOn suave. Para detener la reacción se utilizaron 50 j.tL de ácido sulfürico por pocilJo. La 

lectura se realizO a 450 run. 
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4.7. Clonamiento de rFla y rND1 de Vibrio anguillarum 

4.7. 1. Clonamiento de flagelinay del extremo amino del Dominio Dl deflagelina de V anguillarum 

Para la arnplificación del gen de flagelina. FlaB, se utilizó una cepa de Vibrio anguillarum obtenido en 

el laboratorio de Biotecnologia y Patologla Acuática de la Universidad Austral de Chile (NCIMB:6; 

ATCC19264, Lisionella anguillarum). El ADN genómico fue extraido utilizando el kit "E.Z.NA 

Tissue DNA" (Omega Bio-Teck) segán protocolo clescrito por el fabricarite. El gen FlaB de flagelina 

coinpieta de V anguillarum se obtuvo por PCR, utilizando el ADN genómico de Vibrio anguillarum. 

Se clonaron las regiones codificantes de flagelina completa, conteniendo los aminoácidos del 1-376, 

denominada Fla y otra codificando una protelna más pequeña del extrerno amino del dominio Dl de 

flagelina, denominada ND!, conteniendo los residuos de aniinoácidos del 45 - 132. Los 

oligonucleótidos utilizados para su amplificación fueron diseflados a partir de la secuencia de ADN 

depositada en GenBank (N° acceso: U52198. 1, McGee et at, 1996) y descritos en el Anexo I (Tabla 

Al.). 

4.7.2. ReacciOn en cadena de ía polimerasa (PCR) 

La aniplificaciOn de Fla y NDI de Vibrio anguillarum se desarrolló en las siguientes condiciones: 

denaturación inicial de 95 °C durante 5 min y 30 ciclos de: denaturación a 95 °C por 1 mm, union del 

partidor a la temperatura de anneal/n de 60 °C por I min y extension a 72 °C por 1,5 mm; seguido de 

una extensiOn final a 72 °C por 7 mm. Cada reacción contenla 1X tampon de PCR GoTaq® Flexi, 6 

mM de MgCl2, 0,4 mM de dNTPs, 1 tM de cada partidor, I U de GoTaq® DNA polimerasa 

(Promega) y 100 ng ADN. 

4.7.3. Ligación del producto de PCR al vector pGEMT-easy o pTXBI 

Para la ligación de los productos de PCR al vector pGElvIT-easv, se prolongo la extensiOn final de la 

reacciOn de PCR pot 30 minutos, ésto para favorecer Ia inserciOn de nucleOtidos de adenina en los 

extremos del producto de PCR. Se utilizaron 30 p.L de producto de PCR purificado, 10 111 de Tampon 

5x Colorless Goiaq Flexi (Promega), 0,5 tL de DNA polimerasa GoTaq Flexi (Promega), 2 j.iL dNTPs 

10 mM (Promega), I p.L MgCl2  (Promega), 6.5 p1 de agua libre de nucleasa y se incubO a 72°C por 30 
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minutos. Para la Iigacion del producto de PCR al vector pGEMT-easy de clonamiento o el vector 

pTXB I de expresión, se utilizó; 5 pL de Rapid ligation 2x T4 DNA ligase (Promega), 1 .xLde1 vector 

(50 ng), 3 jiL del producto de PCR y I jit de T4 DNA ligasa. Se incubó a 4°C toda la noche o a 16°C 

en termociclador por un tiempo minirno de 1 horn para posteriormente desarrollar las transformación 

en células competentes, Escherichia co/i JMI09 (cepa de clonamiento) o en células Escherichia co/i 

ER2566 (cepa de expresión). 

4.7.4. Trans/brrnación de Escherichia co/i competentes con ADNp/asrnidial 

Para realizar la incorporaciOn de ADN plasmidial recombinante en células E. co/i competentes, las 

células se descongelaron en hielo, y se transfirió 100 iL de estas células bacterianas a tubos de 1,5 ml 

pre-enfriados en hielo y se agregó todo el volumen de la mezcla de ligación (vector/inserto. 10 tL), 

incubando 20 minutos en hielo y agitando suavemente cada 5 minutos. Posteriormente, el tubo con la 

mezcla se incubó a 42°C durante 45 segundos en un bafio de agua. La mezcla de F. co/i y ADN 

plasmidial se transfirió a un tubo de 15 mL con 1 mL de medio LB y se incubó en agitador a 200 rpm 

por 1 V2 horas a 37°C. Posteriormente, se sernbraron las células cepa JM109 en placas de LB-agar-

ampicilina (100 xg/rnL) que contenian además 40 1iL de X-gal (20 rngfrnL) y 12 1iL (200 mg/mL) de 

IPTG por placa. Transcunido el tiempo, las colomas trarisformadas se aislaron y se cultivaron en 

medio LB liquido conteniendo 100 jiglmL de ampicilina por 16 h, para posteriormente extraer el ADN 

plasmidial. 

4.7.5. Extracción de ADNplasrnidia/ a pequeña esca/a por el "Método Ebu/lición" 

Se inoculó una colonia de F. co/i recombinante, obtenida en la sección 4.7.4 en 3 mL de medio LB 

fresco suplementado con 100 fig/mL de ampicilina, en un tubo de 15 mL y se incubó durante 16 h a 37 

°C y 200 rpm. Las células bacterianas se recolectaron por centrifugación a maxima velocidad durante 

3 min- El sedimento bactenano se resuspendió en 100 jiL de solución STET (sacarosa 8%; Tris-HC1 

50 mM, pH 8.0; EDTA 50 mM; Triton X-100 5 %) y en el momento se agregó 10 jiL de lisozima (50 

mg/rnLl). La mezcla se agitó con vortex y luego se hirvió en baño marIa por I mm. El lisado 

bacteriano se centrifugó a 12000xg por 10 mm a 4 °C y el ADN plasmidial contenido en el 

sobrenadante fue aislado y se precipitó con un volumen de isopropanol. Se centrifugó a 12000xg por 

15 min a 4 °C. El ADN precipitado se lavó con 0.5 mL de Etanol 70% frio. Finalmente, el ADN 

precipitado se deshidratO a temperatura ambiente y se resuspendió con 30 1tL de agua destilada estéril. 
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Este ADN plasmidial se usó para digerirlo con enzimas de restricción y rastrear los plasmidios 
conteniendo el inserto del gen Fla y el fragmento ND 1. Una vez obtenidos, se realizó Ia extracción de 
ADN plasmidial utilizando el kit E.Z.N.A. plasmid Mini Kit II (Omega Bio-Teck), siguiendo el 
protocolo del fhbricante. 

4. 7.6 Digesliones de ADN plasmidial con enzimas de reslricción 

Las digestiones del ADN plasmidial con enzimas de restricciOn se realizaron segün las condiciones 
sugeridas por el fabricante. Para ello se utilizaron 2 1iL de ADN plasmidial, I juL de tanlpón de la 
enzirna a una concentración de IX. 0,2 p.L de Ia enzima correspondiente (10 U/iL) en un volumen 
final de 10 1.tL. Luego, se incubo a 37°C por mInimo 2 h. 

4.7.7. Fraccionarniento de ADN en geles de agarosa 

Para separar los fragmentos de ADN y productos de PCR, se utilizaron geles de agarosa al 1 % y  1,5 
%( ply) en tampon TAE IX pH 8.0. La agarosa se fundiO a 70 °C aproximadamente y se Ic agregO 5 
1.iL de GelRed. El fraccionarniento electroforético se realizó a 80 volts constante, durante 50 minutos 
en tampon TAE IX pH 8.0. Una vez fmalizada la electroforesis se visualizó el ADN por exposición a 
lu.z U.V. en transiluminador (Vilber Lourmat TFX-20.M). Para estimar los tamafios de los fragmentos 
de ADN, se utilizaron estándares de tarnaiio molecular conocido (100 pb Biolabs). 

4.8. Expresión de protelnas recombinantes (rFla y rND1 de Vibrio anguilarum) 

4.8.1 Expresión de las proleInas recombinantes (P/a y ND]) 

Para la expresión de las protelnas recombinantes se utilizO el vector pTXB I. Este vector contiene una 
inteina del gen gyrA de IvIycobacieriurn xenopi de 198 resi duos de aminoácidos, el cual esta 
modificado para generar un corte inducido con thiol en ci extremo N-terminal. Para expresar la 
proteina de interés esta fue fusionada a! extremo C-terminal de un tag de intemna de -28 kDa capaz de 
auto cortarse y que contiene un domimo de uniOn a quitina (CDB, 6kDa), el que pemute la 
purificación por afinidad en una columna de quitina. 
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Para inducir  la expresión de la protelna recombinante en la cepa de E. co/i ER2566, primero se inoculó 
una coloma de E. co/i ER2566 conteniendo el plasmido pTXB1-Fla y otra conteniendo el plasmido 
pTXB1 -ND 1 en 3 mL de medio LB, suplementado con 100 gg/mL de ampicilina cada uno y se cultivó 
a 37°C por 16 h con agitación a 200 rpm. Posteriormente, se tomó 250 sL de cada cultivo y se 
inocularon en 250 mL de medio LB conteniendo 100 ig/mL de ampicilina y se cultivo hasta ilegar a 

un 0D600  = 0.5. Luego, se torno una alicuota control de cada uno y se indujo con IPTG a una 
concentración final de 0,4 mM, para inducir la expresión de las proteinas. 

Para inducir la expresión de flagelina recombinante, la bacteria se cultivo a 18°C por 4 h. Para el caso 
de NDI, la cepa se cultivo a 37°C por 4 h, Posteriormente las células fueron sedimentadas por 
centrifugación a 4500xgpor 15 minutos a 4°C, y se guardaron a -20°C hasta su utilización. 

4.8.2. Extracción de proleInas iota/es 

Para extraer las proteinas totales de Ia cepa F. co/i ER2566, el sedirnento obtenido en Ia sección 4.7.8 
se resuspendió en 5 mL de tampon de [isis [500 mM NaCi; 20 mM Tris-HCI, pH 8.5; 1 mM EDTA, 
1:20 cocktel inhibidor de proteasas (Sigma)]. Posteriormente, las bacterias fueron lisadas por 
sonicaciOn mediante 5 pulsos de 15 segundos, separarlos por descansos de 45 segundos para evitar el 
sobrecalentamiento de la muestra, la amplitud utilizada fue de 25 % y el ciclo se repitió cada 0,7 
segundos. El homogenizado se centrifugó a I 0000xg por 10 minutos a 4 °C, para eliminar los restos 
celulares. Las proteinas solubles contenidas en el sobrenadante, se guardaron a -20°C para 
posteriormente realizar la purificación de la proteina recombinante. 

4.8.3. Cuantificación de proteinas 

La determinación de la concentración de las proteinas recombinantes y de las proteinas totales de los 
cultivos de células, se realizó utilizando el método del ácido BicinconInico (BCA) por kit (Pierce), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizO una curva de calibración de albümina de 0-1 
j.tg/p.L. El volumen de muestia fue de 25 1tL al que se le agregó 200 j.tL de reactivo (rnezcla de Los 
reactivos del kit A y B en proporción 1:50) y se incubo a 37°C por 30 minutos, se determinó su 
absorbancia a 562 rim (Smith ci a/., 1985). Este método se basa en la reducción del Cu  a Cu'' en 
medio alcalino dependiente de la concentración de las proteinas. El Cu" forma un complejo altamente 
especifico con el ácido bicinconinico que tiene una absorbancia máxinia a 562 rim. 



4.8.4. Purticación de las proi'emnas recombinantes 

La purificación de las proteInas recombinantes, se realizó utilizando el sistema IMPACT (Intein 
Mediated Purification with an Affinity Chum-binding Tag) (NEB) ci que permite la purificación de la 
proteina recombinante, a tiavés de la actividad de corte de los elementos de splicing de la protelna, 
(denorninados intelnas) para separar la protelna blanco del "tag" de afinidad (inteina). Cada tag de 
inteina posee un dominio de union a quitina, lo que permite su purificaciOn a través de una resina de 
quitina (NEB # SS665 IS). Por lo tanto, se equilibrO I mL de resina de quitina con 10 volUmenes de 
tampon de columna (20 mM Tris-HCI, pH 8,5; 500 mM NaCl; I mM EDTA) y se cargaron las 
protelnas solubles, obtenidas en la sección 4.7.9., con un flujo de 0.5-1 rnL/min. Posteriormente se 
lavO la columna con 20 volümenes de tampon de columna con un flujo de 2 mL/min. Luego Sc iavO 
rápidamente con 3 voiümenes de tampon de corte (20 mM Tris-HCI, pH 8.5; 500 mM NaCi; 50 mM 
DTT; 1 mM NaCi) y se detuvo ci flujo para incubar un tiempo de minimo 40 h a 23 °C. Para eluIr la 
protelna de la columna se usO tampon de columna. La protelna en soluciOn fue dializada y concentrada 
por centricon (Amicon). Para La protelna Fla se usó un centricon de 30 kDa y para ND 1 uno de 10 
kDa. Las proteinas se cuantificaron por el método del ácido Bicinconinico y se guardaron a -80°C con 
10% glicerol. 

4.8.5. ElectroJbresis en geles de poliacrilarnina en condiciones denalurantes 

Se prepararon geles con ci sistema de tampon discontinuo en condiciones denaturantes descrito 
originalmente por Laerninli (1970). Las dirnensiones de los geles fueron las siguientes 95 x 100 x 0,75 

mm y 16 x 20 x 0.5 cm respectivamente, organizados entre dos placas de vidrio y espaciadores de 
teflOn. El gel separador se preparó con acrilamida-bisacrilaniida 30% (ply) 0,8% (ply) 
respectivamente, a una concentración final de 12 % y 15 %, tamponado con Tris-HCI 1,5 M, pH 8.8 y 
SDS 0,4 %. El gel espaciador se preparO a una concentración final de 4 % (ply) tamponado con Tris-
HCI 0,5 M y SDS 0,4 %. Ambos geles fueron polimerizados con persulfato de anionio 0,05 % (ply) y 
TEMED 0,15 % (ply) de concentraciOn final. Las muestras con tampOn de muestra fueron denaturadas 
calentándolas por 5 minutos a 95 °C en termociclador, para posteriormente ser cargadas 
cuidadosamente en los surcos del gel. Una vez que el sistema fue inontado e mmerso en tampOn de 
con-ida, se le aplicO una corriente de 150 volts hasta que ci indicador del frente iOnico liegO al borde 
inferior del gel. Finalizada la electroforesis, ci gel se fijó con soluciOn de fijación (Metanol 50 %; 
ácido acético 12 %) por 30 minutos y luego se dejó tiflendo toda la noche en soluciOn de teflido (Azul 
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de coomasie R-250 0,3 %, metanol 50 %, ácido acético 10 %). Finalmente el gel se destifló mediante 

repetidos lavados con soluciôn de desteñido (30 % Metanol, 7 % Acido acético) hasta que el gel 

quedara completainente claro y solo se apreciaran las bandas teflidas. Todas estas etapas se realizaron 

con agitación suave y constante en una plataforma rotatoria. 

4.8.6. Western Not 

Luego de realizada la electroforesis, se realizó Ia transferencia a una inembrana de mtrocelulosa a 150 

volts por 90 minutos en cámara de hielo. Se bloquearon los sitios mespecIficos con BSA al 3 % (ply) 

por 90 min a 37 °C, posteriormente se realizaron 4 lavados con PBST (NaCL136,89 Mm, 2,68 mM 

KCL, Na2HPO4  10 mM, pH 7.4, Tween-20 0,2 % (v/v) ) y se incubó con el primer anticuerpo anti-

Flagelina (519) a una concentración de 200 ng/iL en BSA 1 % por 90 minutos a 37 °C con agitación 

suave, se realizaron 4 lavados con PBST 0,2 % y se incubó con ci anticuerpo secundario anti-1gG de 

ratón conjugado a peroxidasa 1:1000 por 2 Ii a 37 °C con agitación suave. Se realizaron 4 lavados con 

PBST 0,2 % y se realizó el revelado para to que se incubó con I mL de DAB (10 mg/mL) y 15 j.tL de 

H202  en 20 mL de PBSIX. La reacción se detuvo sumergiendo la membrana en agua y realizando 

varios lavados. 

4.8.7. Inmunofluorescencia 

El analisis de inniunofluorescencia se realizó en células SHK- 1 inducidas con rFla y rND I por 3 h. 

Luego de realizados los estimulos, las células se fijaron en paraformaldehido 4 % en PBS IX por 10 

minutos y luego se lavaron con PBS IX. Posteriormente las células se bloquearon con BSA 5 % (ply), 

triton X-100 0,3 % (v/v) en PBS IX por 30 minutos a temperatura anibiente. Para la incubación con ci 

anticuerpo priniario se utilizó una dilución 1:50 (anti- IL-8) y se incubó toda la noche a 4 °C. 

Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBST 0,1 % por 15 minutos y luego se incubó con ci 

anticuerpo secundario, anti-mouse Alexa 488 (mvitrogen) a una diiución de 1:200 en BSA 1 % en 

PBS IX por I h a temperatura ambiente y en oscundad. Posteriormente se incubó con BSA 1 % 

contemendo Hoechst en una clilución 1:1000 por 15 minutos para tefiir los nticleos. Posterior mente se 

lavó 2 veces con PBST 0,1 % por 15 minutos cada uno y se montaron Las células sembradas sobre 

portaobjetos redondos de 12 mm utilizando medio de montaje Dako Fluorecent Mounting Medium, se 

dejo secar y se observaron at microscopio de fluorescencia (Olympus BX-5 1) y microscopio Confocal 
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FluoView 1000, de la escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencia de Ia Universidad Austral de 

Chile 

4.9. Ensayos de inmunomodulación 

4.9.1. Cu/iivo Ce/u/ar primarlo 

Para el desarrollo de los ensayos funcionales se utilizaron dos especies de peces, trucha arcoiris y 

dorada. En trucha arcoIris se realizó extracción de macrofagos de rifión anterior y extracción de células 

de higado, respectivamente. Los macrófagos de rifion anterior de trucha se obtuvieron por gradiente de 

percoll al 34 %/51 %, segiin protocolo descrito (Secombes, 1993; Bethke el al., 2012). Para Ia 

obtención de las células totales de higado, él órgano fue depositado en medio LI 5 suplementado con 

glutamina y 2 % (v/v) de ampicilina, el órgano fue macerados en malla de nylon de 100 urn, y las 

células fueron lavadas 3 veces con 10 mL de medio L15 con 2 % ampicilina, en cada lavado estas 

células se centrifugaron a 800xg por 5 mm. Fmaimente, los macrófagos como las células totales se 

resuspendieron en I mL de medio LI 5 conteniendo 5 % (v/v) suero fetal bovino y 2 % de ampicilina. 

Se determinó la concentración celular y la viabilidad celular con azul de tripan en cámara de 

Neubauer. 

En dorada, la suspension celular de nfión anterior se desarrollo segün protocolo descnto (Sepuicre ci 

al., 2002) para lo cual, las células totales (40x106) fueron incubadas toda la noche a 23°C en frascos de 

25 cm2  en medio sRPMI (medio de cultivo RPMI-1640 con 0,35 % NaCl) libre de suero. 

4.9.2. Ensayo de aclivación de TLR5 

Las células totales de higado obtenidas en la secciOn 4.9.1, se sembraron en placas de 12 o 24 pocillos 

tratadas previamente con 0,1% de polilisina y ajustadas a una concentraciOn de lxi 06  I ,5x 106  células 

de higado en 500 j.i.L de medio L15, conteniendo 5 % (v/v) suero fetal bovino y 2 % de ampicilina. Las 

células fueron estabilizadas a 18 °C por toda Ia noche. Se realizaron los estImulos con los péptidos 

sintéticos, rFLA y rND1 a una concentraciOn de 2,41 iM equivalente a la concentraciOn de flagelina 

de 0,1jig/mL y a una concentraciOn 24, 1 j.tM para los péptidos y rND I para Ia deterrninaciOn del 

transcrito de TLRSS a las 6h post estImulo y para la detenninaciOn de la protelna a las 24h post 
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estIrnulo. La determinación de la proteIna se realizó a través de un ensayo de ELISA y el transcrito fue 

deterniinado por PCR cuantitativo. 

4.9.3. Ensayo de inrnunoesi/rnulaciOn 

Para la deterrninación de las citoquinas pro-inflamatonas en trucha los macrófagos de riiión anterior se 

sembraron en placas de 48 pocillos y a una concentración de 5x10' células en 500 j.tL de medio L15, 

conteniendo 5 % (v/v) suero fetal bovino y 2 % de ampicilina. Las células fueron estabilizadas a 18 °C 

por toda la noche. Los rnacrófagos de dorada obtenidos en la seción 4.9.1 en monocapa fueron lavados 

2 veces para eliminar las células no adherentes con buffer fosfato salino (PBS, p14 7.2-7.4) e incubadas 

en medio sRPM1 suplementado con 100 U1ImL de penicilina y 100 .tg/mL estreptomicina (Biochrorn) 

y 0,1 % suero. Se realizaron los estirnu.los por 3h con los péptidos sintéticos, rFLA y rND1 a una 

concentración de 2,41 p.M equivalente a la concentración de flagelina de 0,1 jig/mL y a una 

concentración 24, 1 jiM para los pdptidos y rND1 en macrófagos de nflón anterior, tanto para trucha 

como para dorada. Adicionalmente se realizo un tiempo de 61i para los niacrófagos de trucha arcoIris. 

Las células en cada experimento, después del estIrnulo, fueron recogidas con buffer de lisis o trizol y 

guardadas a -80°C para su posterior utilización. 

Para realizar la curva dosis-respuesta del péptido 518, los macrofagos de riñón anterior de trucha 

arcoiris fueron sembrados en placa de 12 pocillos y a una concentración de 1.5x 1  06   celulas en I mL de 

medio L15, conteniendo 5 % (v/v) suero fetal bovino y 2 % de ampicilina. Las células fueron 

estabilizadas a 18 °C por toda Ia noche. Se realizon los estirnulos con 0,01 j.tg/mL, 03 j.tg/mL y I 

j.tg/mL con ci péptido 518 por 3h. La determinación de la citoquma fue realizada a través de ELISA 

indirecto segün sección 4.6. 

Los estiniulos con rFia y rND1 tarnbién fueron realizados en la lInea celular derivada de rifldn anterior 

de salmon (SFIK-1) por 3 h para ci desarroilo de inmunofluorescencia. 

En todos los casos se uso como control negativo, células estimuladas solo con PBS I X. 
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4.9.4. Extracción de ARN desde cu/livo de ce/u/as 

La extracciôn de ARN desde las células obtenidas en la sección 4.9.1 se realizó por kit. Para las células 

de rifión e higado de trucha arcoiris, se utilizó el kit RNAquos Micro (AM1931-Ambion). Este kit 

permite obtener RNA total desde cultivos con < 500.000 células. Para la obtención de ARN total de los 

macrófagos obtenidos de rifion anterior de dorada se utilizó el kit "PureLink-Tm RNA Mini Kit" 

(Ambion). Todos los procedirnientos se lievaron a cabo siguiendo las instrucciones de los fabricantes. 
El RNA fue cuantificado por NanoDrop (Thermo scientific) y almacenado a -80°C hasta su uso 

4.9.5. Smntesis de ADN complementarlo 

La reacción de transcripciôn reversa fue realizada usando dos protocolos, el primero, con 1 jig de ARN 

(8 jiL) el que fue tratado con 1 jiL de DNAsa (1 U/pt, fennentas) y 1 jiL de tampon lox con M9Cl2. 

Esta mezela fue incubada 10 minutos a 37 °C, y se agregó 1 j.tL de EDTA 25 MM y se incubó a 65 °C. 

Posteriormente se agregó I j.tL de oligodT (50 jiM), 1 jiL de dNTP's 10 mM y se incubo a 65 °C por 5 
minutos, se dejo en hielo y se agregó 4 j.tL de tampOn 4X de La SuperScriptlll, I AL de DTT 0,1 M, I 

jit de RNAsa OUT (40 U/pt, invitrogen) y I jiL de la enzima SuperScriptlll (200 U/pt, invitrogen). 

Se incubO a 50 °C por 50 minutos y luego a 70 °C por 15 minutos en termociclador. Posteriormente se 

agrego 80 ILL de agua de biologia molecular (Sigma). El cDNA se guardó a -20°C, hasta su uso. El 

segundo protocolo se desarrollO utilizando 5 jiL de ARN, 1 j.tL de dNTPs 10 mM, 1,6 j.tL de oligodT15  

125 jig/niL y 7.4 j.tL de agua libre de nucleasas y se incubo a 60 °C por 10 minutos, se dejó en hielo y 

se agregó 0,5 jiL de RNAsin (10 IJ/j.tL, promega) y 0,5 1j.L de Ia enziina transcriptasa reversa (M-MLV. 

200 U/pt, promega) y se incubo a 42 °C por 60 minutos, postenonnente se incubo a 72 °C por 10 
minutos. En ambos casos, el cDNA sintetizado se guardO a -20 °C para su posterior cuantificación por 
PCR tiempo real (qPCR). 

4.9.6. Cuantificación de cDNA mediante PCR cuantilativo (qPCR) 

Cada reacciOn de ampliflcaciOn para la determinaciOn de IL-113. IL-8. TNFa en macrOfagos de trucha 

arcoiris y dorada, y TLR5S en células de hIgado de trucha arcoiris, se realize einpleando como 

templado 5 ILL de cDNA, previamente diluido 1:5 y obtenido segàn sección 4.9.5., 0,3 AL de partidores 

especificos (5 jiM) (descritos en el anexo 1, tabla A.2.) y 10 giL de rnezcla de ampliflcación "Power 
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SYBR®Green PCR Master Mix" (Applied Biosysterns). La reacción se llevó a cabo en un 
termociclador 7500 Fast (Applied Biosystms). 

Para el cálculo de la expresión relativa mediante la técnica de qPCR se realizaron las reacciones de 
arnplificación del cDNA del gen endógeno (EF- I, para trucha y rps 18 para dorada) en cada muestra y 
de los genes (IL-10, TNFa, IL-8, TLRSS) a determinar en las diferentes células estimuladas con 
péptidos sintéticos, rFLA y rND1 respectivamente. El cálculo se realizó a través del método 
comparativo CT (Delta CT). Para lo cual se realizaron los siguientes pasos de normalización con 
respecto a! gen endógeno y con respecto al calibrador, en este caso control sin estimulo. 

Paso 1: Normalización respecto del gen endógeno 

Ctgcn  blanco - Ct en endogeno  —ACt 

Paso 2: Normalización respecto del calibrador 

ACt etra - ACtcaljbmdor  AACt 

Paso 3: Formula 

4.9. 7. A na/isis esiadIsiico 

Todos los datos fueron mostrados como las medias + error estándar de muestras por triplicado. Las 
diferencias estadisticas fueron analizadas con Student's t-test y las diferencias fueron consideradas 
estadisticamente significativas si el valor de p <0.05. Se utilizo el software GradPad Prism 5 para crear 
todos los graficos y hacer los análisis estadisticos. 
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5. RESULTADOS 

Esta tesis generé pdptidos smtéticos y proteinas recoinbmantes del dominio Dl de flagelina de V. 

anguillarurn con efectos inrnunoestirnulantes, capaces de inducir la expresión de moléculas pro-
inflamatorios en leucocitos de dos especies de peces. 

Los resultados obtenidos en esta tesis serán presentados en 5 parte. 

Parte I: Diseflo in silico y sintesis qulmica de peptidos derivados del doinmio Dl de flagelina de V. 
anguillarurn. 

Parte II: GeneraciOn de anticuerpos policloriales monoespecificos contra epitopes especIficos 

Parte III: GeneraciOn del domimo ND  recombinante y flagelina recombinante de V. anguillarurn 

Parte IV: Análisis de la función biologica de los péptidos sintéticos y de las proteinas recombinantes 
en funciOn de la expresión de TLR5S en células totales de higado a nivel transcripcional y de 
proteinas. 

Parte V: Análisis del efecto de los péptidos sintéticos y de las proteinas recombinantes sobre la 
expresión génica de citoquinas expresadas en cultivo de leucocitos de diferentes especies de peces. 
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5.1. PARTE I 

Diseño in silko y sIntesis quimica de péptidos derivados del dominio Dl de 

flagelina de Vibrio anguillarum. 

Se realizaró el alinearniento a través de Clustal W del EBI (http://www.ebi.ac.ukltools/msalclustalw2/)  
de flagelina de S typhirnururn (N° acceso UniProtKB/Swiss-Prot: P06179.4) con la de V. anguillarum 

(N°acceso UniProtKB/Swiss-Prot: Q56572.3) (Figura 5.1). Se identificó el dominio Dl, destacado en 
rojo (Fig. 5.1) y dentro de esta secuencia se buscaron los residuos de aminoácidos que son 
responsables de Ia activación del receptor (achurado en amarillo, Fig5J) segün lo señalado por Smith 
et a!,, (2003). Si bien, no hay una gran homologla de secuencia, al comparar solo los residuos de 
aminoácidos responsables de Ia activación del receptor y del dominio Dl, éstos están conservados en 
an 100 % en ambas especies. 

Por tanto, de los datos obtenidos del alineamiento de las secuencias de flagelina se logró identificar en 
la secuencia de flagelina de V. anguillarum los residuos de aminoácidos importantes para la activaciOn 
del TLR5, y a partir de estos residuos de arninoácidos se diseñaron los péptidos que fueron utilizados 
para los ensayos postenores. Los residuos de aminoácidos que activan el receptor se encuentran en ci 
dominio Dl de flagelina, ci cual no está en una secuencia lineal, por tanto, para poder incluir todos los 
residuos de aminoácidos que activan el receptor, se diseñaron 4 péptidos de flagelina de V. 
anguillarum, de los cuales, dos poseen una bisagra de prolina (pOptido 5 17 de 20 aminoácidos y 
péptido 518 de 50 aminoácidos), adernás de an péptido de 27 aminoácidos que incluye solo el extrenio 
amino del dominio Dl (jéptido 515) y otro de 21 aminoãcidos del extrerno carboxilo del dominio Dl 
de flagelina (péptido 519) (Figura 5.2). 
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S. typhirnuriurn -AQVINTNSLSLLTQNNLNl<SQSALGTAIERLSSGLRINSAKDDAQAT 49 
V. an guilia rum MM NVSTNVSAMTAQRYLNNAADGTQKSMERLS SGYKINSARDDAAGLQI 50 

S. typhijnuriuin 99 
V. anguiliarum SNRLTSQSRGLDMAVRNANDGISIAQTAEGAMNETTNILQB1'4RDLSLQSA 100 

S. typhirnuriurn 148 
V. anguiiiarurn NGSNSSSERQAIQEEVSALNDELNRIAETTSFGGtKLLNGSFGNKSFQIG 150 

S. typhimuriurn A:[:GTi LI T LLKQINSQTLGLDTLNVQQIYKVSDTAATVTGYADTTIALD 198 
V. anguiliarurn ADSGEAVMLSMSDMRSDTKANG ---- GKSYVATN -----------  GAPD 185 

S. typhirnuriurn NSTFKASATGLGGTDQKIDGDLKFDDTTGKYYAKVTVTGGTGKDCYYEVS 248 
V. anguiiiarurii WSVTNATDLTLSYTDKQGE------------AREVTINAKAGDD--LEEV 221 

. :: . **:: : •: :k. * 

S. typhirnuriwn VDKTNGEVTLAGGATSPLTGGLPATATEDVKNVQVANADLTEAKAALTAA 298 
V. anguiiiarwn ATYINGQN-----------GDIKASVGD-------------EGKLQLFAA 247 

S. typhirnuriuzn GVTGTASVVKMSYTDNNGKTIDGGLAVKVGDDYYSATQNKDGSISINTTK 348 
V. anguiilarwn NQKVSS-----------DVTIGGGLGTEIG--------------------266 

S. typhirnuriwn YTADDGTSKTALNKLGGADGKTEVVSIGGKTYAASKAEGHNFKAQPDLAE 398 
V. anguiiiarwn FAAGKDVTVKDIN----------VTTVGG---------------------285 

S. typhirnuri urn AAATTTE1' LcE(I DAA1AQVDTI S[:.AVQNkENsA: TNLGNTVNNLTS 448 
V. anguillarum SQEAVALIDGALKAVDSQRASLGAFQNRFGHAISNLDNINENVNA 330 

S. typhirnuriwn VRSRJEDSDYATEVSNNSRAQILQQAGTSVLAQANQVPQNVLSLLR 494 
V. anguiliarurn SRSRIKDTDYARETTQMTKSQILQQASTSVLAQAKQSPSAALSLLG 376 

****:*:*** *.::*:::******.*******:* *. • 4*4* 

Figura 5.1. Selección de los aminolcidos responsables de la activación de TLRS. La figura rnuestra el 
alineamiento máltiple de flagelina de Salmonella typhimurium y Vibrio anguilkirum. En rojo se destaca el 
Dominio DI, en amarillo los aminoácidos responsables de la activación del receptor toll 5. Los asteriscos (*) 
indican un I00% de conservación en los residuos de aniinoácidos importantes para la activación de TLR5 
marcados en amarillo. 
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I 
519 

*'j 

NO Péptido 

515 MRD SL',)SANGSNSSSERQAIQE Ii  

517 L Q  RMRD L SLQ-PP-VAL' F)GAL 

518 1 QRMRDLSLQSANGSNSSSERQAIQEE-PP-IDGALKAVDSQRASLGAFQNR 

519 [L)GA!KAVDQRASI GAFQNR 

Figura 5.2. Secuencia de péptidos anilogos al dominio Dl de flagelina de V.anguillarum. En rojo se 
ejemplifican los residuos de arninoácidos que son responsables de la activaciôn del receptor tipo toll 5, en azul se 
muestra Ia bisagra de prolina. 

Una vez diseiiados Los péptidos in silico, los cuales incluyen los residuos de aminoácidos responsables 
de Ia activación del receptor, se proyecto su estructura 3D in silico, para esto se utilizô la estructura 
cristalizada de S. typhirnururn (PDB: I UCU). Primero se superpuso la secuencia de flagelina de V. 
anguillarurn sobre el modelo tridimensional de la proteIna cristalizada para obtener una proyección de 
Ia estructura 3D de flagelina de V. anguiflarurn. Una vez obtenido este modelo teórico se proyectaron 
los péptidos, obteniéndose la predicción de estructura 3D de los mismos, lo cual se realizO, utilizando 
el prograrna Swiss.Pdb Viewer 4.0.1. (Fig. 5.3), 

Figura 5.3. Estructura 3D de los péptidos diseñados. Mediante el prograrna SwissPdb Viewer 4.0. 1 se realizó 
La proyeccion 3D de los péptidos diseflados a partir de la estructura de flagelina de Vangitillarurn. En rosado la 
proyección de cada péptido y en Calipso Los residuos de arninoãcidos importantes en la activación del TLRS. 
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Una vez diseñados y proyectada su estructura, los péptidos fueron sintetizados quirnicarnente, 
ulilizando la técnica en fase sólida Fmoc. descrita en la sección 4.4 de materiales y métodos. 
Posteriormente, a los péptidos ya sintetizados se les realizó HPLC para verificar su pureza (Figura 
5.4.1 A, 5.4.2 A, 5.4.3 A). Los resultados obtenidos para los tres péptidos, muestran un perfil 
correspondiente para un extracto crudo de cada uno de los péptidos. Los resultados de la rna.sa  
molecular de cada uno de los péptidos fue confirmada por espectroscopia de inasa, Maldi-Tof (figura 
5.4.1 B, 5.4.2 B, 5.4.3 B). 

Péptido 517: LQRMRDLSLQPPVALIDGAL 
PM: 2206.70 Da 
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Figura 5.4.1. Conlirmación de la pureza y masa molecular del péptido 517. En el panel A, se muestra el 
I-IPLC del extracto cnido del péptido sintético 517 y en el panel B su espectro de masa por MALDI TOF. El 
péptido 517 corresponde al péptido de 20 aminoácidos y que posee una bisagra de prolina. 

 

 

.3 



Péptido 518: 
LQRMRDLSLQSANGSNSSSERQAIQEEPPLDGALKAVDSQRASLGAFQNR 
PM: 5428.90 Da 

A) Auto-Scaled Chrorn 8t09ram 
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Figura 5.4.2. Confirmación de la pureza y masa molecular del péptido 518. En el panel A, se muestra el 
HPLC del extracto crudo del péptido sintético 518 y en el panel B su espectro de masa por MALDI TOF. El 
péptido 518 corresponde al péptido de 50 aminoácidos y que posee una bisagra de prolina. 
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Péptido 519: IDGALKAVDSQRASLGAFQNR 
PM: 2217.60 

A) Auto •Sciilod Chromatogram 
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Figura 5.4.3. Confirmación de la pureza y masa molecular del péptido 519. En el panel A, se muestra el 
HPLC del extracto crudo del péptido sintético 519 y en el panel B su espectro de masa par MALDI TOF. El 
péptido 519 corresponde al péptido de 21 aniinoácidos. 
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5.2. PARTE 11 

Generación de anticuerpos policlonales monoespecificos contra epitopes 

especIficos 

Se desarrollaron 2 anticuerpos policlonales monoespecIficos para las siguientes moléculas: TLR5S y 

flagelina de V. anguillarurn, necesarias para el alcance de objetivos especificos. Estas moléculas se 

generaron de acuerdo a como se detalló en las secciones 4.4 y 4.5 de Materiales y Métodos 

TLR5S [Oncorhyncizus mykiss] (773) 

Como se ha mencionado anterionnente, TLR5S es un receptor soluble, que se expresa en el hIgado de 

trucha arcoiris. Su secuencia primaria consta de 664 aminoácidos (N°acceso NBCI: 
NP 001117680.1), y de esta secuencia el péptido candidato posee 18 residuos 

(EDKLLGKHFRLLKLNS) (Fig. 5.5 A y B) el cual fue sintetizado y utilizado para generar el 

anticuerpo policlonal contra TLR5S, el que fue denominado 773 deacuerdo a] orden asignado en la 

peptidoteca del laboratorio. 

Los resultados obtenidos por herrarnientas bioinformáticas, muestran que ci péptido candidato, posee 
una baja hidrofobicidad y propiedades de flexibilidad descritas para anticuerpos generados por 
epitopes (Anexo II, grafico 1 y 2) (Tamer el al., 1984; Hoop et al., 1985). En Ia figura 5.5 B, se 

muestra la estructura 3D del receptor, realizada utilizando la estructura cristalizada del receptor Toll 3 
de ratón (DOI:lO.2210/pdb3cig/pdb) (Liu el al., 2008). En la figura 5.5 B, se indica en rosado la 

region del epitope el cual está expuesto al reconocimiento por ci anticuerpo generado. El péptido fue 

sintetizado usando la estrategia Fmoc, su pureza fue confirmada por RP-HPLC (fig. 5.5 C) y su masa 

molecular (2090,48 Da) por espectroscopia de masa(MALDI-TOF MS) (fig. 5.5 D). 

El rnmi.tnoreconocimiento del anti-epitope de TLR5S fue demostrado por dot blot, usando las lgGs de 

los tumores ascIticos como anticuerpo primario (fig.5.5 D). El reconocimiento del péptido sintético fue 

confirmado por ELISA indirecto (Fig.5.5 E), en donde la regresión lineal (R2  = 0.9907), indica que no 

tiene reacción cruzada con otra secuencia epitope. 
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NQIDRGAFWGLENI.QRLNLSI LNLJGEIYSYTFDNLPNILELDL.SY NI-Il 
GAIAIWQAFTGLPNI QI1I)LTGNSIRQIXi1YGYLAPLPNlLLLNLAl)N 
KIThLE(il A.GFANSI1ILNVQNNRI,TNI IDVYIVLAKFMRIERIWYGN 
NNIKWUFSSNISV'AVNSLKLLELRNIAlLWGF{GVCLDVFENIJKL 
FsIA)LsFr'SIRALP[)GI1KGLvsLEEMDLSFNSr1YLQPDIFPASl K1V 
1)LSYNFLSSPDPAAiSSISWINLYRNRFIICDGGLKJ)FIJIWMNRT74VT 
FPDP(iVAEFSCEI"PSDLIlGVSILNYSKVrrEKYPKPSUKl 

SECIJENCIA:EDLLGFCGKIITRLLKLNS-NtI2 PM: 2090.48 

C) D) 

2 I CO) 

Figura 5.5. Generaciôn de un anticuerpo anti-TLR5S a partir de una secuencia epitope. A) Secuencia 
primaria de TLR5S de trucha arcoiris (NP_001 117680.1), en rojo se muestra la secuencia epitope de TLR5S. B) 
Estructura secundaria de TLR5S para trucha arcoiris, generada a partir del PDB de TLR3 de Talon (PDB: 3C1G), 
en rosado se muestra el epitope de TLR5S. C) HPLC del péptido sintético. D) Espectro de masa del péptido. E) 
Correlación ernie el anticuerpo y el péptido sintético por ELISA y F) Detección por Dot blot del péptido 
sintético con 3 ig/.tL de anti-péptido epitope de TLR5S de ratón. C (+): corresponde a 0,5 IlL de liquido 
ascitico, I: corresponde a lug de péptido sintético, 2: corresponde a 2 jg de péptido sintético. 
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Flagelina I Vibrio anguillarurnj (519) 

Como se ha mencionado anterionnente flagelina es el ligando natural que activa el TLR5, la 
importancia de generar un anticuerpo contra esta molécula se basa en poder corroborar que la proteina 
recombinante generada corresponde a flagelina 

La secuencia prunaria de flagelina de V anguil/arurn se obtuvo desde La base de datos 
LJiProtKB/Swiss-Prot: Q56572.3, la que posee 376 arninoacIdos. A partir de esta secuencia se disefió 
un péptido de 21 residuos (IDGALKAVDSQRASLGAFQNR) (Fig. 5.6 A y B). Esta secuencia 
peptidica fue sintetizada y usada para generar el anticuerpo policlonal contra Flagelina, el péptido 
sintético fue denominado 519 de acuerdo al orden asignado en la peptidoteca del laboratorio. 

Los resuitados obtenidos por herramientas bioinforrnáticas, muestran que ci péptido candidato, posee 
una baja hidrofobicidad y propiedades de flexibilidad descritas para anticuerpos generados por epItopes 
(Anexo II, grafico 3 y 4) (Tamer et al., 1984 Hoop el al., 1985). En la figura 5.6 B. se muestra ci 
modelo de su posible estructura 3D, proyectada desde la estructura cristalizada se S. typhiinuriutn 
(PDB: 1UCU) a través del programa Swiss. Pdb Viewer 4.0.1., en rosado se indica la region epitope que 
está expuesta al reconocimiento por ci anticuerpo generado. 

El péptido fue sintetizado usando Ia estrategia Fmoc, su pureza confinnada por RP-HPLC (fig. 5.6 C) y 
su masa molecular correspondiente a 2216,70 Da por espectroscopia de masa (MALDI-TOF MS) (fig. 
5.6 D). 

El inmunoreconocimiento del anti-epitope de Flagelina fue dernostrado por dot blot, usando las IgGs 
de los tutnores ascIticos como anticuerpos primarios (fig.5.6 F). El reconocimiento del péptido 
sintético fue confirmado por ELISA (Fig.5.6 E), en donde la regresiOn lineal (R2  = 0.9967), indica que 
no tiene reacción cruzada con otra secuencia epitope. 
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Figura 5.6. Generación de tin anticuerpo anti-Flagelina a partir de una secuencia epitope. A) Secuencia 
priniaria de Flagelina de Vibrio angziillarum (Q56572.3), en rojo se muestra la secuencia epitope. B) Modelo de 
la estructurasecundaria de flagelina de V. angui/larum, obtenida a partir del PDB de flagelina de salmonella 
typhimurium (PDB:IUCU) utilizando el programa Swiss.PdbViewer 4.0.1., en rosado se muestra el epitope. C) 
HPLC del péptido sintético, D) espectro de masa del péptido, E) Correlación entre el anticuerpo y ci péptido 
sintético por ELISA y F) Detección por Dot blot del pdptido sintético con 3 ig4iL de anti-péptido epitope de 
Flagelina de ratOn, C (+): corresponde a 0,5 IiL de liquido ascItico, I corresponde a I tg  de péptido sintético, 2: 
corresponde a 2 lag de péptido sintdtico. 
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5.3. PARTE HI 

Generación del dominio NDI recombinante y flagelina recombinante de 

Vibrio anguillarum. 

Para corroborar Si los péptidos diseñados obtenidos en el objetivo I son funcionales, se generó 

flagelina recombinante de V anguillarum, La que fue utilizada como control positivo en los ensayos 

funcionales. Al mismo tiempo se desarrolló una proteina truncada de flagelina de V. anguillarum 

correspondiente al extremo amino del dorninio Dl de flagelina, regiOn conservada en ]as rnoléculas de 

flagelina, para comprobar el rol de este dominio en la activación de TLRS. 

Recientes reportes indican que el genoma de V. anguillarum consta de 5 genes, flaA, flaB, flaC, JiaD y 

fluE respectivamente que codifican las distintas flagelinas (Naka el at., 2011). En esta tesis se generO 

la proteina recombinante del isotipo flagelina Fla-B. 

El gen de flagelina. FlaB, consta de 1128 nucieótidos que codifican una proteina de 376 arninoácidos, 

esta proteina consta de 4 dominios, DO, DI. D2 y D3 (Fig. 5.7 A y B), de los cuales está bien descrito 

que ci dorninio DI de esta proteina, dominio conservado, es el responsable de la activaciOn del TLR5 

(Takeda et at., 2003; Eaves-Pyles et at., 2001). 

Se desarrollaron partidores para la amplificaciOn del gen FlaB completo de 1128 pares de bases y para 

la regiOn amino del dominio Dl del gen FlaB de V. anguillarum de 396 pares de bases, denorninada a 

ésta proteina truncada de flagelina, ND  (Fig. 5.7 A y B). Para obtener la estructura 3D de la proteina 

truncada ND 1, dsta se superpuso con Ia estructura de V. anguillarum, obtenida a partir de Ia estructura 

cristalizada de flagelina de S lyphirnuriurn (PDB:IUCU) (Fig. 5.7 C. proteina truncada destacada en 

rosado). 

Una vez desarrollados los análisis de secuencia y de estructura del gen FlaB, se reaIizó Ia extracciOn 

de ADN genóinico de V anguillarum desde una cepa Nacional (NCIMB:6; ATCC 19264, Lisionella 

anguillarum) (Fig. 5.8 A). A partir de este ADN genómico se realizó un PCR en gradiente utilizando 

los partidores descritos cii ci anexo I (Table A.1), lográndose amplificar la region correspondiente a 

flagelina completa de 1128 pb. la que denominaremos Fla y Ia regiOn correspondiente al extremo 

amino del dominio Dl de flagelina de 396 pb, la que denomiriamos ND1 (Fig. 5.8 B). 
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El producto de PCR obtenido fue purificado e insertó en el vector de clonarniento pGEMT-easy en la 

cepa Ex  oh JMI09. Como se describió en inateriales y métodos, el producto de PCR fue aniplificado 

utilizando partidores con los sitios de restricción Ndel. La existencia de cada inserto en el vector fue 

detectada por la digestion con la enzima Ndel (Fig. 5.8 C) la que genera los productos de digestion 

esperados para ambos clones (Fig. 5.8 D). Estos productos de digestion fueron secuenciados, 

presentando un 100% de identidad de secuencia nucleotIdica (dato no mostrado). 
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Figura 5.7. Representación esquemática de flagelina de V.anguillarum. A) Organizacion estnictural de los 
dominios que conforman el gen FlaB, ]as flechas indican la posición de los partidores utilizados para clonar el 
gen FlaB de 1128 pb y el dominio N-Dl de 396 ph. B) Secuencia nucleotidica y aminoácidica de flagelina de 
Vanguillarutn. C) Estructura secundaria de flagelina de Vanguillarum generada a partir del PDB de Salmonella 
lyphimurium (1 UCU), en rosado se indica Ia parte amino del dominio Dl. 
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Comprobada su identidad de secuencia para cada inserto, y utilizando los productos de digestion 

generados anterionnente (Fig. 5.8 C y D) se desarrolló el clonamiento de estos insertos en el vector de 

expresión pTXB 1 en Ia cepa E. coil JM 109 para aumentar el nñmero de copias de cada constructo. 
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Figura 58. Clonamiento de flagelina y el dominio N-DI de flagelina V. anguillarum en el vector pGEM-T-
easy, células E.coli JM109. A) Electroforesis de ADN genómico de V anguil/arlirn, en gel de agarosa a! 1,5%. 
B) Productos del PCR en gradiente para flagelina (FlaB) y la parte amino del dominio Dl de flagelina (NDI) con 
los sitios de restricciOn Ndel. C) Gel de agarosa al 1,5% del ADN plasmidial de los clones obtenidos para FlaB y 
NDI, (2) ADN plasmidial sin digerir, (3) Corresponde al ADN plasmidial del constructo pGEMT-easy-FlaB-
Ndel digerido con Ndel, (4) Corresponde al ADN plasmidial del constructo pGEMT-easy-ND 1-Ndel digerido 
con Ndel. D) Gel de agarosa al 1,5% de los productos de digestion, insertos preparados con los sitios de 
restricción para ser clonados en el vector pIXBl. Para todos los casos (1) corresponde a! estandar de 100 pares 
de bases (axygen). 

La verificación del inserto, correspondiente a flagelina completa en el vector de expresión pTXB I fue 

detectada por la digestiOn con Ndel, enzima de restricciOn que genera un fragmento de 1128 pb, la 

orientación se verificO con la enzima Psil, la que generó los fragmentos esperados, uno de 925 pb y 
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otro de 303 pb (Fig. 5.9). Para ND! se realizO la digestion con Ndel, obteniéndose ci fragmento de 

digestion esperado de 396 pb (dato no mostrado). 

Comprobado el cionamiento de ambos insertos en ci vector de expresiOn, se desarrollO Ia 

transfonnación de cada uno de estos constructos, pTXBi-F1a-Ndel y pTXB1 -ND I-Nde!, en la cepa de 

expresión E. coil ER2566. 
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Figura 5.9. Ensayo de restricción del ADN plasmidial del clonamiento de flagelina de V.anguillarum en el 
vector de expresión pTXB1 en E.coli JMIO9. (I) corresponde at estándar de 1000 pares debases (axygen), (2) 
corresponde at ADN plasmidial de E.coi JM109 lievando ci constructo con el vector de expresiOn, pTXB1-FIa-
NdeI sin digerir, (3) corresponde at ADN plasmidial del constructo digerido con Ndel, (4) corresponde al ADN 
plasmidial del constructo digerido con Ps/i. Las flechas indican los tamaños de los fragmentos obtenidos con ]as 
enzimas de restricción. 
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Una vez transformada Ia cepa de E. co/i ER2566 con cada uno de los constructos, pTXB1-Fla-Ndel y 

pTXB1-ND1-Ndel mdependientemente, se realizó la mducción de La expresión de cada proteina con 

PTG. Para la expresión de Fla se usó 0,4 mM de IPTG y se incubó por 6h a 18°C, obtemdndose la 

expresión del con structo con un peso aparente por SDS-PAGE de 110 kDa con respecto al control sin 

TPTG (Fig. 5.10 A, lIneas 2, 3 y 4). 

Obtenida la expresión de la proteina soluble (Fig. 5.10 A, lInea 4) se realizó la punficación de Fla a 

través de una columna de quitina (chilin beadc NEB#S665 1). Esta pennite Ia union de La proteina 

carrier (inteina), proteina que posee un dominio de union a quitina y por tanto facilita su uniOn a la 

columna para su posterior escisión de la proteina, de interés por medlo de an agente reductor (DTT) y 

asI obtener la proteina recombinante pura (Fig. 5.10 A, linea 8). 

En La figura 5.10 A, lInea 8, se observa la proteina purificada a través de SDS-PAGE, con un peso 

molecular aparente de 40 kDa, obteniéndose además, agregados de la proteina los que podrian 

corresponder a dImeros de la misma. Para corroborar este resultado se realizó un ensayo de western 

blot utilizando el anticuerpo generado (anti-flagelina, 519), observándose que la proteina 

efectivarnente forma agregados (Fig. 5.10 B). El peso molecular de la proteina de 4 1.900,65 Da the 

establecido por ESI-MS-TOF. 

Figura 5.10. ExpresiOn y purificaciôn de rFla de V. anguillarum desde E. coli ER2566, usando el vector 
pTXB1. A) SDS-PAGE a! 12% del perfil de expresiOn y purificaciOn de flagelina recombinante. (1) Estándar de 
peso molecular (invitrogen, #10748-010), (2) Extracto de proteinas totales de E. co/i sin inducir, (3) Extracto de 
proteinas totales de E. coli inducidas a 18°C por 6h con 0,4 mM de IPTU. (4) Extracto de proteinas totales 
solubles de Ecoli inducidas a 18°C por 6h con 0,4 mM de IPTG. (5) Flujo a través de la columna de quitina 
(VU), (6) Flujo del lavado de la columna de quitina, (7) Flujo a través de la columna con DTT, (8) Eluido de la 
proteina recombinante. B) Western blot para rFla, utilizando 2 1iL de la proteina purificada en condiciones 
reductoras y denaturantes. El anticuerpo utilizado fue anti-Flagelina (519) a una concentración de 200 ng4tL. 
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Con respecto a la proteina truncada (ND 1). se logró expresar el constructo pTXB1 -ND 1-Ndel en La 

cepa de E. co/i ER2566 inducida con IPTG a 37°C por 0 con respecto a la cepa sin ser inducida con 

IPTG, observada por SDS-PAGE (Fig. 5.11, lineas 2 y 3). 

Comprobada la expresión de la proteina soluble (Fig. 5.11. linea 3) se reaLizó su purificación 

utiLizando una columna de quitina, obteniéndose una proteina con un peso aparente de 15 kDa (Fig. 

5. 11, linea 8). El peso molecular de La proteina de 16.044,29 Da fue establecido por ESI-MS-Trap. 
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Figura 5.11. Expresión y purificación de rND1 de V. anguillarum desde E. co/i ER2566, usando el vector 
pTXB1. SDS-PAGE al 15°/s del perfil de expresiôn y purifación del dominio ND! recombinante. (1) Estándar de 
peso molecular (invitrogen, #10748-010), (2) Extracto de proteinas totales de E. co/i sin inducir, (3) Extracto de 
proteinas totales de E. co/i inducidas a 37°C por 4h con 0,4 mM de IPTG, (4) Extracto de proteinas totales 
solubles de E.co/i inducidas a 37°C por 4h con 0,4 mM de IPTG, (5) Flujo a través de la columna de quitina 
(VO), (6) Flujo del lavado de la columna de quitina, (7) Flujo a través de la columna con DTT, (8) Eluido de la 
proteina recombinante. 
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5.4. PARTE IV 

Análisis de la función biológica de péptidos sintéticos y de las proteinas 
recombinantes en función de Ia expresión de TLR5S en células totales de 

hIgado a nivel transcripcional y de proteinas. 

De acuerdo a to descrito en La literatura, el rnRNA de TLR5S es inducido significativamente en la 
lmnea celular de hepatoma de irucha (RTH- 149) en respuesta a 10 unidades formadoras de colonias de 
V. anguillarurn. De igual forma, se observó el mismo efecto utilizando 1 p.g/mL de una flagelina 
recombinante de V.anguillarurn (FlaA). En ambos casos, éste efecto se observó a las 4 horas post 
estImulo y su nivel máximo de expresión fue a las 6 horas, disminuyendo gradualmente, no 
observándose expresión del mRNA a las 48 horas post estImulo (Tsujita et al., 2004). Considerando 
éste antecedente, se realizó un ensayo similar utilizando células aisladas a partir de un tamizado de 
higado de trucha arcoiris, éstas células fueron estimuladas con 1 tg/mL de los péptidos 517 (20 
aminoácidos con bisagra de prolina), 518 (péptido de 50 aminoácidos con bisagra de prolina), 519 
(pdptido de 21 aminoácidos) y con las proteinas recombinantes. En el caso de la inducción con rFla se 
utilizó una concentración de 0,1 jig/mL y para rND1 0,1 jag/niL y 1 jag/mL, respectivamente. Todos 
Jos estImulos fueron realizados por 6 horas de acuerdo a los resultados obtenidos por Tsujita en el 
2004. 

La expresión gdnica de TLR5S se deterrninó por qPCR, observándose que 0,1 jag/mL de rFla aumenta 
de forma significativa la expresión de TLR5S, a las 6 h post estImulo, con un aumento de 8,8 veces 
respecto del control de células sin estirnulo (Fig. 5.12). Para los estImulos con rNDI se utilizaron dos 
concentraciones de 0,1 y 1 jag/mL, observándose que al usar 0,1 1gIInL de rND 1 se induce 1,6 veces 
Ia expresión del transcrito, y a! utilizar 1 Vg/ml- se logra una inducción de 2,2 veces la expresión de 
TLR5S respecto del control, siendo en ambos casos estadIsticarnente significativa. 

Estos resultados muestran que las proteinas recombinantes generadas son capaces de activar el 
TLR5M, lo que origina una sei'Ialización iniracelular que desemboca en la mducción del mRNA de 
TLR5S y su subsecuente sobreexpresión (Tsujita ci al., 2004; Tsukada ci al., 2005; Hynes et al., 
2011). 
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Con respecto a los péptidos generados, tanto el 517, 518 y 519 activan este receptor, utilizando una 

concentración de 1 p.g/ml como estimulo por 6h. Los resuliados generados, dan cuenta de que el 

péptido 517 es capaz de inducir el mRNA de TLR5S en estas células y genera una sobreexpresión de 

1,8 veces respecto al control. El péptido 518 es capaz de estimular el mRNA de TLR5S en 1,5 veces 

respecto at control y que ambos péptidos generan una diferencia significativa. Ahora bien, con 

respecto al péptido 519 éste también fue capaz de generar una sobreexpresión del mRNA de TLR5S 

de 1,1 veces sobre el control, que se traduce en un auniento del 10 % en la cantidad relativa del RNA 

inensajero para TLR5S bajo las condiciones de ensayo, sin embargo la cliferencia no es significativa 

(Fig. 5.12). 
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Figura 5.12. Setección del mejor péptido en función de In expresión de TLR5S en células aisladas de hIgado 
de trucha arcoiris. A) Determinaciôn de TLR5S a las 6 hrs post estimulo por qPCR, utilizando como gen 
endógeno ci factor de eiongaciôn 1 (EF-1) en células aisladas de un homogenizado de higadode trucha arcoiris. 
Control: corresponde al control sin estimulo, rFla: flagelina recombinante de Vangwllctrum, rNDl: proteina 
recombinante del dominio Di de flagelina de L'anguil1arum, 517: péptido de 20 aminoácidos, 518: peptido de 50 
arninoãcidos, 519: péptido de 21 aminoácidos. Los resultados muestran las medias * error estándar de muestras 
por triplicado. Los (*) indican diferencias significativas con respecto al control sin estimulo, analizados por t-
student, p<0,05. 

Dada la capacidad de los distintos péptidos sintéticos derivados de flagelina de V anguillarurn de 

inducir la expresión de TLR5S, se realizó la determinación de la proteina sintetizada mediante ELISA 

en el sobrenadante del cultivo de las células, utilizando el anticuerpo anti-TLR5S previamente 

generado en la parte II. Para dste ensayo, las cdlulas aisladas de higado de trucha arcoiris, fueron 



estimuladas con una concentración de I .tg/mL de rND I y del pdptido 518. Como control positivo se 

uso 0,1 .tg/mL de rFla, la proteina fue medida a las 24 h post estimulo (Fig. 5.13). 

Los resultados representan Las veces de cambio en la concentración de la proteina respecto al control 

sin estimulo, obteniéndose que tanto las protemnas recombinantes, como el péptido disefiado activarian 

el TLRSM, a las 24h post estimulo, produciendo la expresión y sIntesis de TLRSS y su posterior 

secreción. Se observó en todos los Iratarnientos un incremento de Ia proteina de a lo menos 1,1 veces 

respecto al control sin estimulo, es decir 10 % sobre los niveles basales; sin embargo, no se obtuvieron 

diferencias significativas en ninguno de los casos en funciOn del método y tiempo empleado (Fig. 

5.13). 
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Figura 5.13. Determinación de TLR5S en células aisladas de higado de trucha arcoiris a las 24h post 
estimulo por ELISA, utilizando un anticuerpo anti-TLRSS de trucha arcoiris. Control: corresponde al 
control sin estimulo, rFla: flagelina recombinante de Vanguillarum, rND1: proteina recombinante del dominio 
Dl de flagelina de Vanguillarum, 518: péptido de 50 aminoácidos. Los resultados muestran las medias + error 
estándar de muestras por triplicado. 

Los resultados, obtenidos tanto a nivel de transcrito como de la proteina nos dan cuenta que las 

proteIias recombinantes y los péptidos son capaces de generar la estimulación de las células aisladas 

de higado, pudiendo activar su receptor de membrana, generando Ia sobreexpresión del mensajero para. 

TLRSS de 1,1 a 8,8 veces respecto al control sin estimulo. Sin embargo, los datos obtenidos a nivel de 

transcrito no permiten detenmnar cuá.I de los péptidos es el más efectivo, pnncipalmente porque los 

tires péptidos estudiados generaron la inducción de la expresión del TLRSS de una manera similar. 
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5.5. PARTE V 

Análisis del efecto de los péptidos sintéticos y de las protemnas 
recombinantes sobre la expresión génica de citoquinas expresadas en 
cultivo de leucocitos de diferentes especies de peces 

Los ensayos funcionales para medir las propiedades inmunomoduladoras de los péptidos sintéticos y 
de las protelnas recombinantes se desarrollaron en dos modelos de peces; Trucha arcoIris 
(Oncorhynchus mykis) y Dorada (Sparus aurata), utilizando macrófagos aislados de riñón anterior, los 
cultivos de las células se obtuvieron segirn protocolo descrito en La sección 4.8.2 de materiales y 
métodos. 

Como se ha mencionado anterionnente flagelina se une al TLR5 de membrana y al TLR5 soluble. En 
el caso de TLR5M, su activación permite que La proteina adaptadora MyD88 inicie una cascada de 
señalización activando factores de transcripcion y kinasas lo que resulta en Ia sobre-regulación de 
varias citoquinas inflamatonas para producir efectos proinflaniatorios (Kawai el a! 2007). 

La funcionalidad de las protelnas recombinantes y de los péptidos sintéticos generados, se determinó 
por qPCR a través de la expresiOn de genes relevantes en Ia respuesta inmune innata como son las 
citoqumas proinflamatorias IL-10, TNF-a y Ia quirnioquina TL-8. Los partidores utilizados en cada 
caso se especifican en el anexo I (complementos de materiales y métodos, Tabla A.2). 

Primero, se determinó la dosis de rFla y rNDl necesaria para producir la expresión de IL-113 en 
macrófagos de dorada, esta citoquma fue utilizada en consideración que su expresión es estimulada 
por diferentes PAMPs (Sepuicre et al., 2007), entre ellos flagelina a las 3h post estimulo. Para rFla se 
utiliz.aron dos concentraciones 0.01 y 0.1 jig/ml y para rND I se utilizó 0.0 1, 0.1 y I jtg/ml de estimulo 
(Fig. 5.14). 

Los resultados de qPCR muestran que rFla es capaz de incrementar en más de 300 veces la expresión 
de la citoquina IL-10 a las dos concentraciones utilizadas 0.01 y 0.1 jig/mL y con diferencias 
sigrnficativas con respecto al control sin estimulo. Ahora bien, con respecto a rND I, las ties 
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concentraciones de estimulo utilizadas generan una inducción en la expresión de IL- I 3, obteniéndose 
que con 0,01 pglmL se incrementa 3 veces la expresión de esta citoquina, al utilizar una concentración 
de 0.1 .tg/mL el increinento es de 9 veces y al utilizar 1 ig/mL hay un aumento de 50 veces con 
respecto al control sin estimulo (Fig.5. 14). 

Estos resultados nos indican que tanto rFla como rNDI aumentan la expresión de IL-1f3 a las 3h post 
estIrnulo en macrófagos de dorada y que la respuesta es dosis-dependiente. En base a este resultado se 
determinó que Ia mejor dosis a usar en los ensayos posteriores para rFla y rND1 es 0.1 p.g/mL. 
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Figura 5.14. Dosis-respuesta de macrófagos de Dorada (Sparus aurata) estimulados por 3h con las proteinas recombinantes, rFla y rND1de Vanguillarum, respectivamente. El incremento del mRNA de IL-113 flue medido a través de la norrnalización con el mRNA S18 de dorada (rps18) y son presentados respecto al control sin estimulo. Los resultados son presentados como las medias + error estándar de muestras por triplicado. Los (*) indican cliferencias significativas con respecto al control sin estimulo, analizados por t-student, p<0,05. 

Determinada Ia concentración necesaria para estimular los macrófagos de dorada se realizó Ia 
determinación de IL-113 utilizando corno estimulo los péptidos 517, 518, 519 y las proteinas 
recombinantes a una concentración de 0.1 j.tg/mL equivalente a 2,41 1.tM; sin embargo, para los 
péptidos se utilizó esta misma concentración y una diez veces más alta. Se realizó la conversion a 
molaridad para tener las misnias condiciones con todos los estlinulos utilizados. Adcmás se utilizó 
como control flagelina de Bacillus subtilis (InvivoGen) para validar nuestra flagelina recombinante y 
asI poder utilizarla como control positivo en los ensayos siguiente. 
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Los anãlisis de expresión del transcrito por qPCR inuestran que rFla genera una expresión de IL- 10 de 
rnás de 900 veces con respecto al control sin estimulo y de más de 50 veces con respecto a flagelina 
cornercial. Con respecto a rND 1, se obtiene un aumento de La expresión de IL-10 de 6 veces más 
respecto a! control (Fig. 5.15) y los tres péptidos sintéticos generan an aumento de la expresión de al 
menos 2,5 veces rnás respecto al control sin estimulo cuando se utiliza una concentración de 0,1 
jigImL. Cuando la concentración de los péptidos se aurnenta a I jtglmL el péptido 517 aumenta de 2,5 
a 4,3 veces rnás respecto del control sin estirnulo, el péptido 518 aunlenta de 5 a 240 veces respecto 
del control sin estimulo y el péptido 519 se mantiene constante a ambas concentraciones utilizadas 
(Fig. 5.15). Cabe destacar que todas las diferencias son significativas respecto del control sin estimulo. 
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Figura 5.15. Determinación de IL-lb por qPCR en macrofagos de Dorada, usando 0,1 jig/ml y 1 jig/ml de 
estimulo por 3h. C: control sin estimulo, rFla: flagelina recombinante de Jangziillarurn, rNDI: proteina 
recombinante del dominio rND1 de flagelina de Vanguil/arum, C(+): Flagelina comercial (invivogen), 517: 
péptido de 20 aminoácidos, 518: péptido de 50 aminoãcidos, 519: péptido de 21 aminoácidos. Los resultados 
muestran ]as medias ± error estándar de muestras por triplicado. Los (*) indican diferencias significativas con 
respecto al control sin estimulo, analizados por t-student, p<O,OS. 

Con estos resultados se deterrninó que Ia concentración necesaria para obtener una buena respuesta de 
los péptidos en los macrofagos de dorada era de I .tg/mL, 10 veces más de lo que se utilizO de rFla. 
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Una vez obtenidos los resultados para IL- I 3 se determinó la expresión de TNF-a e IL-8 en macrófagos 
de dorada. La concentración de estimulo the de 0.1 .tg/1nL de rFla, sin embargo, para estudiar el efecto 
de los distintos péptidos se utilizo una concentración de 1 jig/mL, tal corno se menciono 
anteriormente. En Ia figura 5.16 A se puede observar que rFla genera tin aumento en la expresión de 
TNF-a de 7 veces, respecto al control sin estimulo y de 4 veces respecto al control positivo, siendo 
estas diferencias significativas. Con respecto a rNDl y los péptidos 517, 518, 519, todos generan un 
aumento en la expresión de TNF-a de a lo menos 1,3 veces sobre los niveles basales del control sin 
estimulo (Fig. 5.16 A). Ahora con respecto a IL-8, los análisis de qPCR muestran que los rnacrófagos 
de dorada responden a todos los estImulos analizados, obteniéndose que rFla estirnula la expresión de 
este gen en 900 veces con respecto al control sin estimulo y en 500 veces con respecto al control 
positivo, con diferencias significativas. Cabe seflalar, que de los tres péptidos utilizados para 
estiniular las células, ci péptido 518 the el que generó la mayor expresión de IL-8 en éstas células, 
produciendo una expresiOn de 100 veces, respecto al control sin estimulo, y el ünico de mayor 
inducción entre las diferentes citoquinas ensayadas (Fig. 5.16 B). 
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Figura 5.16. Determinación de TNFa en macréfagos de Dorada, estimulo utilizado de 0,1 jig/ml y I jig/ml 
por 3h. C: control sin estimulo, rFla: flagelina recombinante de Vanguillarum, WD I: proteina recombinante del 
dominio Dl de flagelina de Vanguillarurn, C(--): Flagelina comercial (invivogen), 517: péptido de 20 
arninoácidos, 518: péptido de 50 aminoácidos, 519: péptido de 21 aniinoácidos. Los resultados muestran las 
medias ± error estándar de muestras por triplicado. Los (*) indican diferencias significativas con respecto al 
control sin estimulo, analizados por t-student, p<0,05. 



Basándonos en los resultados de qPCR obtenidos para las citoquinas IL-1p, TNFa y la quirnioquina 
IL-8 en los niacrófagos aislados de dorada y considerando que en la parte III de esta tesis no se obtuvo 
resultados concluyentes respecto del péptido más efectivo en función al método aplicado asociado a la 
expresión de TLR5S en Las células aisladas de higado, tanto a nivel transcripcional corno de protemnas, 
se optó por el péptido 518 para estimular los macrófagos de trucha arcoiris y evaluar la inducción del 
los mRNA de IL- 10, TNF-ct y la quimioquina IL-8, dado que en macrófagos de dorada, éste presentó 
los mejores resultados. 

Coino se contaba con un anticuerpo policlonal monoespecIfico anti-IL-8 de trucha arcoiris (Santana et 

al., 2012) y basándonos en los resultados obtenidos a nivel transcripcional para este gen en dorada, se 
desarrollO una curva dosis-respuesta del péptido sintético 518 en macrófagos de trucha arcoiris a las 3 
h post estimulo. Los resultados determinados por ELISA muestran un incremento de 1,09 veces en la 
liberaciOn de la proteina cuando se utiliza 0.1 1g/rnL del péptido, y de 1,23 veces cuando se utiliza una 
concentración de I tg/mL respecto del control sin estimulo, traduciéndose en un aumento del 90/0  y 
23% sobre el basal, respeclivarnente, y que ambas diferencias son significativas estadisticarnente a las 
3h (Fig. 5.17). 
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Figura 5.17. Dosis-respuesta de macréfagos de trucha arcoiris estimuladas por 3h con el péptido sintético. 
El incremento de Ia quimioquina IL-8 flue medido por ELISA y expresado como las veces de cambio respecto a] 
control sin estimulo. Los resultados son presentados como las medias ± error estándar de tres peces por 
duplicado. Los (*) indican diferencias significativas con respecto al control sin estimulo, analizados por t-
student, p<0,05. 
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Para los ensayos de qPCR los inacrofagos fueron estirnulados con 0.1 ig/rnL de rFla; sin embargo, se 
utilizó una dosis de 1 .tg/rnL para rND1 y para el péptido 518. Basándonos en los resultados obtenidos 
previarnente en dorada se determinó por qPCR la expresión de IL-I 3, TNF-CL e IL-8 a las 3 y 6 h post 
estimulo. 

Los resultados obtenidos muestran que rFla es capaz de estimular los macrófagos de trucha arcoiris, 
obteniéndose un incremento de 19 veces en la expresión de IL-1J3 a las 3h de estIrnulo. El mcremento 
de la expresión de TN F-a fue de 1,3 veces respecto al control sin estimulo y de 40 veces en la 
expresión de IL-S, todos con diferencias significativas respecto al control sin estimulo, lo que 
dernuestra que esta protelna recombinante es funcional tanto en dorada como en trucha arcoiris (Fig. 
5.18 A, ByC). 

Con respecto a rNDl y el péptido 518, ambos son capaces de estimular los macrófagos de trucha 
arcoiris a las 3h de incubación. incrernentando la expresión de los tres genes evaluados con respecto al 
control y que las diferencias son significativas. Los resultados muestran un incremento de IL- I 3 en 2,1 
veces utilizando rND 1 y 1,4 veces con el péptido 518 (Fig.5. 18 A). Para TN F-ct, el incremento flue de 
1,8 veces para rND1 y 1,2 veces para el péptido con respecto a! control (Fig. 5.18 B). Con respecto a 
IL-8, se obtiene un incremento del transcrito en 3,1 veces para rNDI y de 2,5 veces para el pdptido 
518 (Fig. 5.18 Q. 



A) 

LIM C) 

 

E 

tt 

 

C' h- Il 
0.1 pg/rnL I .tg/m1. 

Figura 5.18. Anãlisis de expresión por qPCR de genes involucrados en In respuesta inmune innata en 
macrófagos de trucha arcoiris posterior a 3h de estimulación. Control: control sin estimulo, rFla: flagelina 
reconibinante de Vanguillar:i,n, rNDl: proteIna recombinante del dominio Dl de fiagelina de Vanguillaruin, 
518: péptido de 50 aminoácidos (El *10,  indica la cantidad de estimulo por 10). Los resultados son presentados 
como las niedias ± error estándar de muestras por triplicado. Los (*) indican diferencias significativas con 
respecto al control sin estimulo, analizados por t-student, p<0,05. 

Paralelarnente, se realizó el mismo experirnento con 6h de estimulo, los resultados del qPCR muestran 

que rFla y rND1 incrementan la expresión de los tres genes estudiados, respecto al control sin estimulo 

(Fig. 5.19 A, B y C) y las diferencias son significativas. Sin embargo, los niveles de expresión son 

menores, principalmente en la inducciOn del mRNA de IL-8, la que disminuye más del 50 % con 

respecto a Jo obtemdo a las 3h de inducción (Fig. 5.18 A, B y Q. Con respecto al péptido 518, la 

inducción de los genes estudiados disniinuye considerablemente con respecto al control sin estimulo. 
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Figura 5.19. Anáhsis de expresión por qPCR de genes involucrados en la respuesta inmune innata en 
macrófagos de tnicha arcoIris después de ser estimulados por 6h. Control: control sin estimulo, rFla: 
flagelina recombinante de J'languil/arum, rND1: protelna recombinante del dominio Dl de flagelina de 

anguillarum, 518: péptido de 50 aminoácidos (El *10  indica la cantidad de estimulo por 10). Los resultados 
son presentados corno Las medias * error estãndar de muestras por triplicado. Los (*) indican diferencias 
significativas con respecto al control sin estimulo, analizados por t-student, p<0.05, 

De acueido a los resultados obtenidos a nivel transcripcional, se puede afirmar que las protelnas 

recoinbinantes generadas en esta tesis, asi como el péptido siiitético 5 18 disefiado a partir de la 

secuencia prirnaria de flagelina de V. anguillarurn, son capaces de estimular la actividad 

transcripcional de rnacrofagos aislados de dos especies de peces teleósteos, trucha arcoiris y dorada, 

determinándose un incrernento en Ia expresión de genes involucrados en la respuesta inmune de estos 

peces. 
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Para verificar la sintesis de las distintas citoquinas por efecto de la inducción generada con los 

péptidos y protelnas recombinantes, se desanollaron ensayos de inmunofluorescencia en Ia lInea 

celular derivada de rifión anterior de sal-man (SHK-1). Se realizó la detenninacián de la quirnioquina 

IL-8, la cual en los resultados anteriores a nivel transcripcional incrementó sustancialinente sus niveles 

de mensajero cuando las células son estimuladas con las protelnas recombinantes. Para este ensayo se 

utilizó una concentración de 0,1 j.ig/mL de rFla y 1 g/mL de rND1 y se deterrninó Ia expresión y 

localización por imnunofluorescencia de IL-8 a las 3h post estimulo, y como control negativo del 

experimento se utilizó PBS 1X. 

Los resultados de esta ininunofluorescencia dan cuenta que existe un aumento en la disponibilidad de 

esta quimioquina, observandose aparentemente una mayor señal en las células tratadas, ya sea con rFla 

o bien con rNDl respecto al control sin estImulo y su localización es perinuclear (Fig. 5.20 C, D y  B, 

respectivaniente). 
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Figura 5.20. DetcrminaciOn de IL-8 en células SHK-1 estirnuladas con rFla y rND1 por 31i a través de 
miscroscopia confocal. A) corresponde al control sin primer anticuerpo. B) Control del experimento. sin 
estimulo. C) corresponden a células SHK-1 estimuladas con rFla. D) corresponden a las células SHK-1 
estimuladas con rNDl. El anticuerpo primario utilizado es anti-IL-8 de trucha arcoiris :50 y el anticuerpo 
secundario es anti-IgG de ratOn conjugado a Alexa Fluor 488, 1:200. Los nücleos fueron teñidos con Hoechst. 
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6. DISCUS1ON 

La flagelina es Ia subunidad monomérica del flagelo, un importante factor de virulencia asociado a la 

motilidad en bacterias Gram positivas y Gram negativas, y además es el ligando que se une y activa el 

receptor tipo Toll 5 (TLRS) (Eaves-Pyles el al., 2001; Hayashi et al., 2001; Akira y Sato, 2003; Smith 

et a!, 2003). La activación de este receptor permite la transducción de seflales a través de la via 

MyD88, en células del sistema inmunológico y epitelios, lo que genera Ia activación del factor de 

transcripción NF-kB, la expresión de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas e interferones 

(Gewirtz et al., 2001; Means ci al., 2003; Rebl el al.. 2010). Los genes de flagelina de una gran 

variedad de bacterias comparten regiones altamente conservadas en su extremo amino y carboxilo 

terminal del dominio Dl, y estas regiones son las responsables de la actividad inmunoestimulatoria de 

flagelina (Eaves-Pyles etal., 2001; Takeda ci al., 2003). 

En trucha arcoIris (Oncorhynchus mykiss) y otras especies de teleOsteos se ha identificado una forma 

soluble de TLR5, el cual no está presente en mamiferos (Oshiurni et al., 2003; Tsujita el al., 2004; 

Tsoi et al., 2006; Baoprasertkul el al., 2007; Hwang el al., 2010). Este receptor soluble carece del 

dominio de señalización citoplasmático y solo posee un dominio extracelular rico en repeticiones de 

leucina (LRR), el cual se genera a partir de un gen especIfico (Tsoi el al., 2006). Interesantemente, 

ambas isofornias del receptor son capaces de reconocer flagelina en su forma monomérica, lo cual 

sugiere la generación de una respuesta inmune robusta, mediada por estos receptores (Tsujita el al., 

2004). En base a éste antecedente, en esta tesis se desarrollaron por primera vez péptidos sintéticos y 

proteinas recombinantes derivados del dominio Dl de flagelina de Vibrio anguillarum, y se deterrninO 

in vitro su efecto ininunomodulador a travds de la expresión de citoquinas pro-inflamatorias en cdlulas 

inmunitarias de peces teleósteos. 

Para ci desarrollo de los péptidos de flagelina de Vibrio anguillarurn, nos basamos en los expenmentos 

realizados por Smith et al., (2003), el cual a través de ensayos de mutagenesis con alanina (Alanine-

scanning mulagenesis). identificó 13 residuos de arninoácidos en el dominio Dl de flagelina F1IC de 

Salmonella lyphirnurium que son importantes para el reconocimiento del receptor Toll 5 en manilferos. 

Por tanto, la secuencia primaria de flagelina de S. typhirnuriurn se alineO con la secuencia primana de 

flagelina de V. anguiliarurn (Fig. 5.1). Se identiflcO en ambas secuencias el dominio Dl, dominio 

conservado en estas proteinas y responsable de Ia activación del TLRS. AsI misino, ci análisis in sI!ico 
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rnostro que los aminoácidos responsables de la activación del receptor en este dominio tainbién se 

encuentran conservados en ambas secuencias 

Además Jacchien y sus colaboradores realizaron una büsqueda in si/leo para predecir la region coimin 

de flagelinas de Salmonella enlérica serovar Tvphimurium (Gillen ci at., 1991), Listeria 

monocytogenes (Sanchez-Campillo ci al., 1995), and I'. aeruginosa (Totten ci al., 1990) que 

interactuara con el TLR5. Esta bñsqueda confinnO que el dominio Dl está involucrado en el 

reconocimiento del TLR5 en Salmonella (Jacchieri ci' al., 2003; Smith ci al., 2003; Murthy ci al.. 

2004). Además se ha dernostrado que flagelina de g y a Proteobacterias no son reconocidas por TLRS, 

ya que éstos organismos poseen carnbios especIficos en el dominio Dl, que previene el 

reconocimiento de flagelina por TLR5 (Andersen-Nissen et al., 2005). Asi mismo en P. aeruginosa 

cepa PAO I se ha identificado una secuencia de 10 arninoácidos (LQRIRDLALQ. aminoácidos 88 al 

97) en el extremo N-terminal de flagelina, la cual participa en Ia union de esta proteina a su receptor 

(Verma ci at., 2005). Más especificamente, para esta proteina de P. aeruginosa fue predicho que Ia 

interacciOn flagelina-TLR5 involucra los residuos E552 (TLR5) / Q89 (flagelina), D555 (TLR5) /R92 

(flagelina), y R558(TLR5) /D93. Se ha demostrado en Ia linea celular Caco-2 (células epiteliales de 

adenocarcinoma colorectal humano) que flagelina de E. coil enteroagregativa posee dos regiones en el 

dominio Dl conservado que son requeridos para la activación del TLR5 y la expresiOn y liberación de 

IL-8 (Donnelly et al., 2002). Finalmente, considerando la distribuciOn del dominio Dl a lo largo de la 

secuencia aminoácidica de flagelina y los estudios de mutagénesis de la proteina de S. typhimurium, S. 

entérica, S muenchen y P. aeruginosa han indicado que ciertos residuos del dominio Dl de flagelina 

son importantes para la activación del TLR5 (Smith ci al., 2003; Murthy ci al., 2004; Verma ci al.. 

2005). 

A partir de los estudios de la estructura 3D de la forma cristalizada de flagelina FIiC de S. 

typhimuriurn (PDB: 1UCU) se ha determinado que existen 4 dorninios conectados linealmente 

denominados DO, Dl, D2 y D3. El N-terminal de la cadena polipeptidica se inicia desde el dominio 

DO, pasando a través del dominio Dl, D2 liegando a D3 y a continuaciOn vuelve a través de D2 y D 1, 

terminando con el C-terminal de la cadena en DO (Fig.2.5). Los tres dominios Dl, D2 y D3 están 

formados por pares de cadenas antiparalelas cortas y las que conectan los dominios DO y Dl son 

conocidos como regiOn spoke (Yonekura ci al., 2003). Este antecedente nos perrnitiO realizar el 

modelamiento tridimensional de flagelina de V. anguiliaru,n y de cada uno de los péptidos disefiados. 



y asi a partir de la secuencia de flagelina de Salmonella lyphimuriurn obtener Ia estructura de cada uno 

de los péptidos (Fig. 5.3). 

A La luz de éstos antecedentes, se disefiaron 4 péptidos análogos a! dominio Dl de flagelina de V 

anguillarum (Fig. 5.2) que incluyeran los residuos del dominio Dl, péptido 515 ubicado hacia el 

extremo amino y péptido 519 ubicado hacia el extremo carboxilo de la flagelina. Además, se disefló 

otro péptido que incluyera todos los residuos de aminoácidos responsables de la activación del 

receptor y unidos por una bisagra de prolina (péptido 518) y un péptido que incluya sOlo los residuos 

de aniinoãcidos que forman el nücleo central, unidos por una bisagra de prolina (péptido 517) (fig. 

5.3). El diseño de los péptidos 517 y 518 se basó en estudios estnicturales y funcionales que han 

demostrado que los residuos R90, L94 y Q97, los cuales están contenidos en estos dos péptidos, 

fonnan un n6c1eo central en la estructura de flagelina, el cual es esencial para el reconocirniento del 

receptor (Smith el al., 2003). 

De los péptidos disefiados fueron sintetizados el 517 que posee 20 aminoácidos, el 518 de 50 

arninoácidos y el 519 de 21 aminoácidos, a través de la técnica en fase sOlida F-moc de los grupos 

funcionales de los aminoácidos (Houghten, 1985). La pureza de cada uno de los péptidos sintéticos, fue 

verificada a través de HPLC, utilizando un exiracto crudo de cada uno de los péptidos, (Fig. 5.4. IA, 

5,4,2A, 5.5.3A) y determinándose el peso molecular de cada péptido por espectroscopia de masas (Fig. 

5.4.IB, 5.4.2B. 5.5.3B). 

Se generó flagelina, FlaB recombinante completa de V anguillarum, Ia cual se aplicó como control 

positivo en cada uno de los ensayos destinados a validar la actividad biologica de los péptidos 

generados y una protelna recombinante correspondiente al extremo amino del dominio Dl de flagelina 

de V. anguillarum (ND 1). Finalmente se generó un anticuerpo contra flagelina de V. anguillarum y 

contra el TLRSS. 

El anticuerpo generado para la detección de flagelina recombinante fue capaz de reconocer Ia proteina 

completa (40 kDa) y Los agregados que ésta genera, analizado por western blot (Fig. 5,10B). Estos 

agregados tarnbién han sido descritos por otros autores al generar la proteina recombinante flagelina, 

FlaB de S. thyphirnurium, dernostrando La autoagregaciOn de la protelna en diferentes condiciones de 

fuerza iOnica, lo cual fue verificado a través de microscopia electrOnica (Saijo-Haiano el al., 2004). 
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Una vez obtenidas todas estas herrainientas biotecnológicas, se analizô la función biológica de los 

péptidos sintéticos y de las proteInas recombinantes rFla y rND1, analizando su efecto sobre Ia 

expresión del TLR5S en céhulas totales de hIgado de trucha. A partir de éstos análisis se pudo observar 

que tanto las proteinas recombinantes, como los péptidos sintéticos generados, son capaces de producir 

una respuesta a través del receptor Toll 5 de membrana, obteniéndose que con 0,1 ig/mL de rFLA se 

logra obtener un aumento de la expresiOn de TLR5S a las 6h post estimulo, correspondiente a 8,8 veces 

respecto del control sin estimulo y que además a Ia misma concentración para la proteina truncada, 

rND1 se genera un aumento en la expresión del transcrito de TLR5S de a lo menos 1,6 veces en estas 

células. Los péptidos generados del dominio Dl de flagelina de V. anguiliarurn (517, 518) tainbién 

fueron capaces de activar el TLR5M a las 6h post estimulo, al utilizar una concentración de I ig/mL, 

generando una expresión del transcrito de TLR5S de a lo menos 1,5 veces respecto al control sin 

estimulo, siendo en todos los casos una diferencia significativa (fig. 5.12). 

Estos resultados son comparables con los obtenidos por Tsujita et al., (2004) quienes demostraron que 

el TLR5S es inducido significativamente en la linea celular de hepatoma de trucha (RTH-149) en 

respuesta a 10 unidades formadoras de colonia de V. anguillarurn aten uado, obteniendo un nivel 

mãximo de expresión a las 6 horas post estimuloEstos resultados también fueron observados cuando se 

estimulo esta linea celular RTH-149 con 1 tg/mL de flagelina FlaA recombmante de V. anguillarurn 

(rFlaA). Estos resultados también fueron observados por Tsukada et al., (2005), quien evaluó en las 

mismas cdlulas la expresión de Ia citoquina de fase aguda, IL-l3, encontrando una sobre expresión de 

esta citoquina dentro de lh y con un mñximo a las 3h post estimulo con V. anguil/aruni, lo cual sugiere 

que TLR5S es otra proteina de fase aguda respondiendo a la mfección bacterial. Adernás, utilizando las 

mismas condiciones experiinentales, evaluaron el efecto de Flagelina A recombinante obtenida con 

GST-tag desde E. co/i, La que fue adicionada a las células RTH-149, confinnando los resultados 

obtenidos utilizando V anguillarurn, observandose el aumento de la expresión de TLR5S a las 6h post 

estimulo. Por lo tanto y deacuerdo a nuestro resultado TLR5S es diferencialmente sobre-regulado en 

células de higado para responder positivamente a la respuesta infiamatoria generada por flagelina 

bacterial y mediada por el TLRS de membrana. Flagelina bacterial puede ser capturada en los fluido 

corporales por Ia forma soluble de TLRS (Tsukada el al., 2005). Por lo tanto, al parecer el sistema de 

reconocimiento para flagelina es comparable al sistema de reconocimiento de LPS por el TLR4, donde 

la proteina LBP soluble y CDI4 facilita el reconocimiento del LPS por TLR4 sobre Ia superficie de 

célu.las inmune (Akashi ci al., 2003; Miyake et al., 2004). 
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Tsujita et al., (2006), desarrolló un ensayo para comprobar la capacidad de TLR5S para unir flagelina 

en cdlulas HeLa. Para esto, se generO una quimera para TLR5M, correspondiente al TLR5S fusionado 

al doininio de transmembrana y dominio TIR del TLR5 humano, el cual fue expresado en estas células. 

Ellos observaron que La fracción soluble de TLR5 de trucha tiene Ia capacidad de reconocer flagelina, 

ya que este receptor quimérico fue capaz de activarse y señaiizar Ia presencia de flagelina A y C de V 

anguillarurn a través de su ectodominio, lo cual implica La activaciOn del dominio TIR humano del 

receptor provocando finalmente Ia activación del factor de transcripción NF-kB, evaluado a través de 

un ensayo de lucifersa en ]as células HeLa. Adicionalmente se comprobó que la co-expresión de 

Flagelina interactia con ci TLR5S a través de su dominio rico en repeticiones de leucina, presente en el 

ectodominio. Se comprobó además que Ia co-expression de TLR5 humano con TLR5 soluble en 

células HeLa aumenta la respuesta de flagelina, reflejado en un aumento de Ia activaciOn de NF-kB 

medida por TLR5 humano. Lo anterior sugiere que TLR5S forma un complejo con flagelina, lo cual 

amplificarla la señal generada por La activación de TLR5M. Dc esta manera y a la luz de los resultados 

obtenidos en esta tesis, se puede postular que flagelina no solo es ligando de la forma de membrana y 

soluble de trucha arcoIris (Tsujita el al.,2006) sino que además unida a su receptor induce la expresión 

de la forma soluble del receptor permitiendo una respuesta celular robusta dirigida a patogenos que 

presentan esta proteina. 

Hynes et at., (20 II) generó dos formas diferentes de Ia flagelina D de V. anguillarurn, una 

correspondiente a flagelina D completa de 377 aminoãcidos, con un peso molecular aparente de 40,3 

kDa (FDL) y una forma truncada de la proteina conteniendo los aminoácidos del 45 - 336 con un peso 

molecular aparente de 31,4 kDa (FDS). Para comprobar la capacidad de estas proteinas recombinantes 

de activar ci factor de transcripción NF-kB, se desarrollO un ensayo de luciferasa en células COS-7, 

comprobandose que la forma completa de la proteina (FDL) aparentemente activa mas efectivamente la 

via del TLR5 que la forma truncada (FDS), indicando que los residuos del N- terminal (1 - 44) y del 

C- terminal (337-377) podrian jugar un rol cave en la uniOn de flagelina a su receptor. Sin embargo, 

se piantea que ci aurnento en la activaciOn de NF-kB por la proteina completa con respecto a Ia 

proteina truncada podria deberse a que se han descnto dos receptores tipo-NOD presentes en humanos 

y ratones, el Naip5 y NLRC4, que son capaces de unir flagelina citosOlica y contribuir a Ia activación 

del inflamasoma, generando una respuesta inflamatoria, incluyendo la activaciOn de la caspasa 1 y NF-

kB (Franchi el al., 2009). 



De acuerdo a los antecedentes, rFLa, rNDl y los péptidos diseflados son capaces de activar el TLR5M, 

lo que origina una sefialización intracelular que genera la inducción del mRNA de TLR5S y su 

subsecuente sobreexpresión en células de higado de trucha arcoiris. 

Purcell et al., (2006), dernostrO que leucocitos del rifión anterior de trucha arcoiris son capaces de 

responder in vitro a muchos de los agonistas de los TLRs en marnIferos. Demostrando que diferentes 

tipos de ligandos, estimulan distintos patrones de expresión de citoquinas, donde los genes evaluados 

para medir La inducción de la respuesta pro-inflamatoria son IL-I), 1L8, y TNF-a. 

Por lo tanto, para evaluar los efectos de Los péptidos smtéticos y las protelnas recombinantes en la 

imriunidad de los peces, se desarrolló el análisis de expresión de citoquinas relevantes en la inmunidad 

innata de los peces corno son IL- lI). TNF-a y La quimioquina IL-8 en macrófagos de nñón anterior de 

dos modelos de peces teleósteos, Dorada y Trucha arcoiris. 

La evaluaciOn de La dosis efectiva a utilizar de cada una de las protelnas recombinantes se evaluó 

irtidiendo la citoquina promfiarnatoria IL-ill, citoquina que aurnenta su expresión en cultivo de 

rnacrófagos de dorada al ser estirnulados con diferente PAMPs independienternente (Sepuicre ci al., 

2007). 

Si bien La mayoria de los ensayos en que se evaluia la expresión de citoquinas generadas luego de 

estimular células con flagelina, utilizan 1-10 tg/rnL de Ia proteIna recombinante (Tsujita ei al., 2004: 

Tsukada el al.. 2005; Purcell etal., 2006; Tsujita ci al., 2006; Sepulcre ci al.. 2007; Hynes etal., 2011) 

en esta tesis se desarrollo una curva de dosis/respuesta de 0,01 - 0,1 .tg/mL para rFla y de 0,01; 0,1 y I 

.tg1rnL para rND1, obteniéndose que ha concentraciones menores que las reportadas en bibliografia, 

nuestra proteIna recoinbinante rFLA es capaz de mcrementar en más de 300 veces la expresión de La 

citoquina IL- I I) en dorada y con diferencias significativas a las dos concentraciones utilizadas. De esta 

manera se eligió Ia concentración de 0,1 ig/rnL de la proteina para ser utilizado en ensayos posteriores 

(fig. 5.15). Ahora bien, con respecto a la proteina truncada rND1, se evaluaron 3 concentraciones y 

todas generaron la inducción en la expresión de IL-10 en los rnacrôfagos de dorada de a lo menos 3 

veces con respecto al control sin estimulo (Fig. 5.15). 

Analizando todos los resultados obtenidos en los ensayos funcionales en macrófagos de Dorada y 

Trucha arcoiris, podernos observar que flagelina, FlaB, recombinante de V. anguillarurn (rFla) es capaz 
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de generar una sobre-expresión in vitro de los genes involucrados en la respuesta inmune innata de los 

peces, citoquinas pro-inflamatorias, como son IL-1, TNF-a y La quimioquina IL-8. Además este 

efecto de flagelina de V. anguillarurn es semejante e incluso mayor a los generados por Flagelina de 

Bacillus subtilis, proteina comercial (InvivoGen), ufilizada como control positivo en los ensayos en 

dorada. Los resultados antes descritos son comparables a los obtenidos por Purcell et al., (2006). donde 

el evaluó el efecto de dos diferentes dosis de flagelina purificada desde V. anguillarurn y Edwardsiella, 

(1 y 10 tg/rnL) sobre la expresión de genes involucrados en la respuesta pro-inflarnatoria en leucocitos 

de trucha arcoiris. Para ambas flagelinas se observó que a las 6h post estimulación se genera una sobre-

reguLación en la expresión génica de los genes de las citoquinas proinflarnatorias. 

Sepuicre et al., (2007). caracterizO la capacidad de rnacrófagos de dorada de reconocer y responder a 

diferentes PAMPs, entre éstos flagelina de B. subiilis (invivoGen). Utilizando una dosis de 1 gig/mL de 

esta proteina,  se observó una sobre-regulación de IL-11, TNF-a, COX-2 (Ciclooxigenasa-2) a las 1.5 

horas post estimuLo, sugiriendo que estas células son capaces de responder a flagelina y generar una 

respuesta mflamatoria a través de la producción de citoquinas y la inducciOn de COX-2. 

Ahora con respecto a Ia proteina recombinante truncada de flagelina, FlaB de V. anguillarwn (rND I) 

conespondiente al extremo amino del dominio Dl de esta proteina (fig. 5.7), también generó un 

aumento en La expresión de cada una de Las citoquinas evaluadas in vitro, sugiriendo que esta proteina 

también the capaz de activar ci TLR5 e inducir su señalización intracelular. Verma el al.,  (2005) a 

través de ensayos de mutagenesis identificó 10 residuos de aminoácidos en el extrerno N-terminal de 

flagelina de P. aeruginosa cepa PAO1 los cuales eran importantes para la activación del TLR5. Los 

cuales están contenidos dentro de la proteina recombinante truncada generada en esta tesis. Si bien 

Smith el al., (2001) identificó 13 residuos de arninoácidos presentes en el extrerno N- terminal (L88, 

Q89, R90, L94, Q97, N 100, El 14) y C-terminal (1411, D412, L415, T420, L425, R431) del dominio 

DI de flagelina, FliC de S typhirnuriurn que son requeridos para la activación del TLR5; Más aun, 

Andersen-Niessen el al., (2005) identificó mas especificarnente la existencia de 3 aminoácidos 

ubicados en ci extrerno N-terminal del dominio Dl de flagelina, FliC de S typhimuriurn (L89, Q90. 

1.94), que serian esenciales para la activación del receptor, y que estos residuos son 100% conservados 

entre Las diversas flagelmas bacterianas, lo cual indica que corresponden a residuos especificos y 

esenciales para la activan de TLR5, los cuales además están presente en nuestra proteina truncada de V. 

anguillarum. 
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Considerando los antecedentes antes descritos, los 3 péptidos generados a partir del doininio Dl de 
flagelina FlaB de V anguillarum, connenen parte o la totalidad de estos residuos esenciales 
relacionados con la interacciOn de la proteina con su receptor TLR5. De esta irianera se evaluó el efecto 
de estos péptidos en macrófagos de Dorada, donde todos fueron capaces de activar el TLR5 y generar 
la sefialización intracelular para la inducción de los genes involucrados en la respuesta inmune innata. 
Interesantemente el péptido 518 genero una mayor inducción de los niveles de expresión en los genes 
de citoquinas evaluados. Este péptido contiene los 13 residuos de aminoácidos descritos por Smith et 

at., (2003), confirinando nuevamente la participación de estos residuos en la activación del TLR5. 

Como se ha mencionado anteriormente estirnulación de TLR5M y TLRSS con flagelina, produce la 
expresión de citoquinas inflamatoria, provocando una serie de efectos proinflamatorios y 
quimiotacticos para desencadenar la respuesta inmune innata y adaptativa (Hynes etal., 2010). 

Dentro de las citoquinas evaluadas, TNF-a es un importante factor de activación de macrófagos (MAF) 
producido por los leucocitos y se ha demostrado que induce una respuesta tipica de macrófagos 
activados. evidenciada por un aumento de la especies reactivas del oxigeno, del nitrogeno, fagocitosis y 
producción de acido niirico en varias especies de peces (Hardie ci al., 1994; Mulero ci al., 1998; 
Tafalla ci at., 2001; Garcia-Castillo el al., 2004). TNF-a recombinante de trucha se ha demostrado que 
aumenta la fagocitosis y la quimiotaxis de leucocitos de rifión anterior de trucha arcoiris e induce la 
expresión de un gran nümero de genes mvolucrados en la respuesta inmune corno son IL- I P, IL-8 y 

COX-2 (Whyte, 2007). En base a estos antecedentes, sugieren que los niveles aumentados de IL-113 e 
IL-8, podrian ser una consecuencia del aumento en la expresión generada por TN F-a en los macrófagos 
de Dorada y trucha arcoiris luego de realizar los estImulos con las diferentes proteInas concentraciones 
de rFla, rND1 y péptidos derivados del dominio Dl de flagelina de V anguillarurn. 

Durante etapas tempranas de la infección, IL-8 juega un rol fundamental en Ia iniciación y mediación 
de la respuesta inmune innata a través del reclutamiento de neutrófilos, linfocitos y eosinófilos al sitio 
de infección (Larsen ci at., 1989; Huber ci al., 1991). IL-8 es producida por varios tipos celulares los 
que incluyen monocitos, rnacrofagos, neutrófilos, células endoteliales y células epiteliales (Hoffinann 
ci at.. 2002). Algunos reportes muestran que los PAMPs son sensados a través de sus respectivos PRRs 
en las células del hospedero pudiendo inducir la fosforilacion y la activación de proteinas MAP kinasas 
generando la subsecuente activaciôn de factores de transcripción como NF-kB, AP-1. e NF-I1-6, 
permitiendo la transcripción del gen de IL-8 (D'Angio ci at., 2004) Flagelina de E, co/i 
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enteroagregativa posee dos regiones en el dommio Dl conservado que son requeridos para la 
activación del TLR5 y liberación de IL-8 (Donnelly el at., 2002). Adernás Flagelina puede estimular 

céluias del epitelio intestinal para liberar mediadores inflamatorios claves como IL-8 (Gewirtz et al., 
2001; McSorley c/ al., 2002). Hecho que también ha sido mostrado en células epiteliales de pulrnón 
(Lopez-Boado ci al., 2005), sin embargo los mecanismos por los cuales flagelina induce La expresión 

de IL-8 no han sido bien caracterizados en estas células. 

Los resultados obtenidos al estimular tanto Los macrófagos de dorada como de trucha arcoins con las 
proteinas recombinantes y con el péptido 518 muestran que hay un aumento en la expresión del 
transcrito de IL-8 comparado al control sin estirnulo. Con respecto a la evaluación de La generaciOn de 

la proteina en macrOfagos de trucha arcoIris estimulados con diferentes dosis del péptido 518 (fig. 
5.17) se observa que existe un aumento de esta proteina a nivel intracelular, lo cual es menor al 
compararlo con los cambios de expresión obtenidos a nivel de transcrito. Lo anterior puede ser 
explicado ya que LL-8 al ser una proteina de exportación, se sintetiza y se libera al medlo extracelular, 

lo cual dificultarla poder determinar La actividad tranduccional generada por el aumento del transcrito. 

Lo más adecuado era determmar La proteina en el sobrenadante del cultivo celular, esto no se pudo 
realizar ya que la proteina se degrada fácilmente y se enmascara con la proteina en abundancia del 
suero fetal bovino presente en el medio de cuLtivo. 

Para verificar La sintesis de las distintas citoquinas por efecto de La inducciOn generada con las 
protelnas recoinbinantes, se desarrollaron ensayos de inmunofluorescencia en la linea celular derivada 
de riiiôn anterior de salmon (SHK-1). Se realizO la deterrninación de la quirnioquina IL-8, Ia cual en 
los resultados anteriores a nivel transcripcional incrernentO sustanciaLmente sus niveles de mensajero 
cuando las cdLulas son estunuladas con Las proteInas recombinarites generadas. Para este ensayo se 
uiilizO una concentraciOn de 0,1 .tg/mL de rFla y I j.tg/mL de rND I y se deterniinO la expresiOn y 
localización por inmunofluorescencia de IL-8 a las 3h post esthnulo, como control negativo del 
expenmento se utilizO PBS I X. Los resultados de esta inmunofluorescencia dan cuenta que existe un 
aumento en la sintesis de esta quirnioquina, observándose aparentemente una mayor sefial en las 
celulas tratadas, ya sea con rFla o bien con rNDI respecto al control sin estirnulo, con una localizaciOn 
pennuclear (Fig. 5.20 C, D y B, respectivamente). Aunque este resultado se correlaciona con los 
obtenidos anteriormente a nivel trancripcional en trucha y dorada, no son comparables considerando 
que es una IInea celular de salmon del atlántico (SHK-1). 
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En peces, ci desarrollo de los inmunoestirnulantes se basa en la utilización de PAMPs como, LPS, 13-
glucanos y RNAs dobie hebra, los cuales aumentan la protección no especifica por activación de las 
respuestas proinflaniatorias y actividad microbicida a través de los PRRs (Sakai, 1999; fliev ci at., 
2005). No todas las especies de peces cultivados responden de la misma manera a un 
inmunoestimulante, ya que existen diferencias genéticas y adaptativas importantes entre eilos que 
afectan el sisterna iiumme de los peces (Bnckneil ci al., 2005). Tales probiemas, junto con la alta 
variabilidad de Ia respuesta de los peces, dependiendo de la especie, condiciones ambientales y el 
niantenimiento, dificultan la selección preliminar y la prueba in vivo de drogas como candidatos a 
nuevos imnunoestimulantes, donde un método alternativo epara La evaluación de la actividad biológica 
de estas moléculas es ci uso de cultivos celulares y ensayos in vitro, los cuales como estrategia 
prospectiva para ci uso de imnunoestirnulantes pueden dar resultados más repetitivos y más 
representativos, reduciendo la variabilidad in viva y ci costo de los ensayos de screening (Villena el at., 
2003; FielTo-Castro etal., 2012). 

Tornados juntos todos los resultados de esta tesis se puede concluir que tanto rFLA, rND 1 y ci péptido 
518 son capaces de generar una respuesta en los macrófagos de dos especies de peces, generando Ia 
estiinuJación in vitro de genes que son de importancia en la respuesta inmune innata de estos peces. 

Flagelina como adyuvante en vacuiias de humanos ha sido reportado por varios grupos de 
investigación, aumentado Ia respuesta inmune innata a través de la via de señalización del TLRS, 
promoviendo la inmunidad adaptativa inducida por el antigeno y permitiendo aunientar la protección 
contra desafios bacterianos y virales (Applequist ci al., 2005; Honko et al., 2006; Huleatt ci at., 2007; 
McDonald ci al., 2007). Estudios realizados en modelos murinos han demostrado que tlagelina es un 
inmunogeno por si misma y es capaz de inducir respuestas Thi y Th2 (Cunningham et al., 2004; 
Strindelius ci al., 2004). 

La vacunación con anrigenos conteniendo liposomas msertos con pépfidos es una poderosa estrategia 
para estirnuiar ci sistema inmune innato y adaptativo para ci desarrollo de potenciales vacunas. En este 
sentido péptidos conteniendo una secuencia del dominio N-terminal conservado de flagelina FliC de S 
lyphimuriurn (aminoácidos del 85-111) conteniendo un lag de histidina insertos en liposomas 
prolnueven fuertemente su union a células dendriticas derivada de medula osea murina y a esplenocitos 
CD1lc y Iaunión ala célula se correlaciona con la expresión de TLRS (Faham y Altin, 2010). 
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El genorna de V. anguillarurn consta de 5 genes, flaA, flaB, flaC, jiaD y flaF respectivamente que 

codifican las distintas flagelinas (Naka et al., 2011). Un estudio reciente comparo la eficacia de la 

formulación de una vacuna suplementada con adyuvante basado en 4 de estas flagelinas (FlaA. FlaB, 

FIaD y FIaE) utilizando como modelo lenguado japonés (Japanese Flounder), encontrándose que estas 

flagelinas difieren en sus propiedades inmunoestimulantes y exhiben niveles variados de 

rnmunoprotectividad y adyuvancia. El estudio demostró que flagelina, FlaB recombinante de V. 

anguilfarum posee una fuerte inmunogenicidad e induce una protecciOn significativarnente alta in vivo, 

sugiriendo que flagelina de V anguillarurn podria ser utilizada como vacuna o inmunoestimulante en 

el control de las enfermedades en peces asociados con V. anguillarurn u otros patógenos (Jia el al., 

2013). 

Hynes el al., (2011), generó flagelina, FlaD recombinante de V. anguillarurn en dos fonnas, una de la 

forma total (FDL) y otra truncada (FDS) con porciones en el N- y C-terminal removidas para evitar la 

polimerización. Ambas formas de flagelina flieron utilizadas con un adyuvante con el antigeno LPH 

(hemocianina de polyphemus hemolymph) en un estudio de inrnunización dosis-respuesta. FDS y FDL, 

esflmulan el sistema inmune innato del salmon induciendo efectos proinflamatorios en los dIas 2, 4 y 7 

y la expresiOn de citoquinas importantes como TNFa, IL-6, TL-8 e IL-10 que fueron sobre-reguladas 

significativamente en el bazo. 

Tornados juntos todos los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten postular a rFla, rND 1 y el 

péptido 518 derivado del dorninio Dl de flagelina FlaB de V anguiflarurn como moléculas 

inmunoestimuladoras de peces de importancia en la industria salmonera nacional, pudiendo ser 

utilizados como inmunoestimulantes en peces cultivados, considerando que estas proteinas y peptido 

presentaron efectos inmunomoduladores in vitro en trucha arcoIris. 
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7. CONCLUSIONES FINALES 

- El péptido sintético 518, generado a partir del dominio Dl de flagelina FlaB de V 
anguillarurn, generan la sobre-expresión de los genes de citoquinas pro-inflamatorias del tipo 
IL-10, IL-8 y TNF-a en células de rilion anterior de dorada y trucha arcoiris. 

- Se logró generar flagelina, FlaB recombinante de V. anguillarurn (rFla) y una proteina truncada 
de flagelina (rND I), demostrándose in vitro que ambas proteinas son funcionales, y generan la 
sobre-expresión de genes relacionados con la inmunidad innata de Jos peces, como son las 
citoquinas pro-inflarnatorias del tipo IL-1, IL-8 y TNF-a en células de riflon anterior de 
dorada y trucha arcomns. 
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8. PRO YECCIONES FUTURAS 

La generación de péptidos smtéticos basados en Ia estructura del sitio de union de flagelina a TLR5 y 

Ia producción de dos proteinas recombinantes que resultaron ser funcionales en ensayos in vitro, 

aurnentando los niveles transcripcionales de IL- 10, TNF-a e IL-8, genes que son de importancia en la 

inmunidad mnata de los peces, respaidan el efecto inmunornodulador de flagelina y pétidos derivados 

de flagelina, sugiriendo que pueden ser buenos inmunoestimulantes en peces de cultivo, no solo para el 

control y prevenciOn de la vibriosis, sino que tanibién con un efecto transversal a otras enfermedades, 

pudiendo ser administrada como inmunoestimulante en dieta o inyectable en cornbmaciOn con vacunas 

monovalentes y multivalentes. En futuros estudios se podra evaluar la actividad biolOgica de estas 

proteinas in vivo y corroborar los efectos en el sistema inmune en el organismo completo y determinar 

sus efectos protectivo en desafios con patógenos bacterianos. 
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9. NOMENCLATURA 

ADN: Acido desoxirribonucleico. 

APCs: Célula presentadora de antIgenos (Antigen Presenting Cell) 

ARN: Acido tíbonucleico 

BCA: Acido Bicinconinico 

BSA: Albimina de suero bovino 

CHO: Ovario de Hamster Chino 

cDNA: ADN complemantario (complementary DNA) 

CDB: Dominio de union a quitina (chilin binding domain) 

ClustaiW: Programa para alinearniento mnitiple de secuencias 
CMMs: Centros melanomacrofágicos 

DAB: 3,3-Diaminobenzidina 

DC: Célula dendrItica 

DMF: dimetilformamida 

DTI': Dithiothreitol 

dNTPs: Desoxinibonucleótidos trifosfato 

EBI: Instituto de Bioinformática Europeo (European Biomnfbrmatics Institute) 
EDTA: etanolamina tetra-acétato 

EF: Factor de elongación 

ELISA: Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorheni Assay) 
Fla: Flagelina 

Fmoc: 9-fluorenihnetoxicarbonil 

HPLC: Crornatografia lIquida de alto rendimiento (High-performance liquid chromatography) 
HOBt: I -hidroxibenzotriazol 

Ig: Inmunoglobulina 

IL: Interleuquina 

IPN: Necrosis pancreática infecciosa causada por virus (Infectious Pancreatic Necrosis). 
IPTG: isopropil--D- 1-tiogalactopiranosido 

IRF-3: factor 3 regulatorio del interferon 

ISA: Anemia infecciosa del salmOn causada por virus (Infectious Salmon Anemia). 
LPS: lipopolysaccharide (LPS) 

LB: Medio Luria-Bertani 
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MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (Major Hislocompatibility Complex) 
mRNA: ARN mensajero 

NCC: células citotóxicas no especificas 

ND 1: Extemo amino  del domimo Dl 

NF-kB: factor de transcripción nuclear kappa B 

NK: células agresoras naturales (natural kille) 

NO: Oxido nItrico 

NOD: dominio de ohgomerizaciôn de union a nucleOtidos 

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patOgenos (pathogen-associated molecular patterns) 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction) 

PDB: Base de datos proteica (Protein Data Base) 

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones 

qPCR: Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativo 

RIG- 1: ácido retinoico inducible del gen 1 

ROS: Especies reactivas del oxigeno 

rps 18: ProteIna ribosomal SI 8 

SDS: Dodecil-sulfato de sodio 

SHK-l: Células de riñón anterior de salmon 

TAE: Buffer Tris-Acetato-EDTA. 

TCR: Receptor de células T (7'(-.'ell Receptor). 

TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina 

TFA: ácido thfluoroacético 

TLRs: receptor tipo Toll (toll-like receptor) 

TNF: Factor de necrosis tumoral 

TRIS: tris-(hidroximetil)-arninometano 
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ANEW I 

Complemento a Materiales y Métodos 

Tabla A.I. 

CaracterIsticas de Los partidores diseflados para amplificar Fla y ND  de Vibrio anguilfarum por PCR (N°Acceso 

GenBank U52198.1) 

Gen Partidor Secuencia Tm Tamaño 

Prod ucto 

Fla-F CCTAAGGAGATCAATATGGC 
FlaB 60 1205 pb 

Fla-R ACCTCATAGGTTGGCAGTGA 

Fla-Ndel-F CA TA TGGCAATTAATGTAAGCACTAA 
FlaB 60 1128 

Fla-Ndel-R 
CA TA TGACCCAATAGACTAAGAGCTG  

ND 1-Ndel-F CA TA TGGCAGCGGGTCTACAAATCT 
FlaB 60 396 

ND 1-Ndel-R CA TA TGATAGCTCTTACCGCCCATC 

Tabla A.2. 

Caracteristicas de los partidores utilizados para PCR tiempo real. 

N°acceso 
Especie gen partidores 

GenBank 

Trucha 
IL-113 

F- GGAGAGGTTAAAGGGTGGCGA NM 001124347.1 
—arcoiris  R- TGCCGACTCCAACTCCAACA - 

Trucha 1L-8 F- GGATGTCAGCCAGCCTFGTC AY160981.1 
arcoiris  R- TCCAGAC AAATCTCCTGACCG  

Trucha 
TNFa 

F- AGCATGGAAGACCGTCAACGAT NM 001124357.1 
arcoiris  R- ACCCTCTAAATGGATGGCTGCTT - 

Trucha 
EF-1 

F- ACCCTCCTCTTGGTCGTTTC NM 001124339.1 
arcoiris  R- TGATGACACCAACAGCAACA - 

Trucha F-TGCTTCAAGTTATCTGCGAGGGGA 
arcoiris 

TLRSS 
 R- TGGGGTGCATTTCACCACTTGC NM 001124208.1 

Dorada IL-13 
F- GGGCTGAACAACAGCACTCTC AJ277 166.2 
R- TTAACACTCTCCACCCTCCA  

Dorada IL-8 
F- GCCACTCTGAAGAGGACAGG AM765841 
R- TTTGGTFGTCTTFGGTCGAA  

Dorada TNFa 
F- TCGTTCAGAGTCTCCTGCAG AJ413189 
R- TCGCGCTACTCAGAGTCCATG  

Dorada rps 18 
F- AGGGTGTTGGCAGACGTTAC AM490061 
R- CTTCTGCCTGTTGAGGAACC  

MI 



ANEW II 

Complemento a Resultados 

ProtSoal* output for ussr s.qu.nc. 

1phob. ' Kyt. I. Doo1i*tI 

LA 

o 
 

0 108 200 300 406 580 680 

Position 

ositIon 

Grãfico 1.- Hidrofobicidad en secuencia de TLR5S de trucha arcoiris 

ProtSeale  output for us.r s.qu.nc. 

8.5 
I .rag.f1.xibI1itg- 

8.48 

8.46 

0.44 

8.42 

6.4 

a is 
-. 8 18$ 200 366 400 588 660 

Position 

GrIfico 2.- Flexibilidad en secuencia de TLR5S de trucha arcoiris 
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2 

1.5 

8.5 

0 
S. 
0 
0 

-1 

-1.5 

-e 

-2.5 

Protgoole output for user sequence 

Hphob. ' Kyt. loo1ittl. 

50 100 159 200 259 380 359 
Position 

GrIfico 3.- Hidrofobicidad en secuencia de flagelina de V. anguillarum 

ProtSoale output for user uqu.nc. 
0.52 

8.5 

0.48 

9.46 

5- 
0 
U 

0.44 

0.42 

0.4 

9.38 
50 100 159 280 258 380 350 

Position 

Gráfico 4.- Flexibilidad en secuencia de flagefina de V. anguillarum 

I 6"Or9. fli'xibiUty ------ 

ILi 

MA 



S. t ypb.irnu ri urn PAGQAIANRFThNI KGLTQASRNANDGI S IAQTTEGLNEINNNLQVRELAVQSANS-- 58 
E. coil PGQAIANRFTSNIKGLTQAARNANDGISVAQTTEGALSEINNNLQRqRELIVQATTG-- 58 
B. s ubti Us LQRVRELWQAGNIT 60 
P - aenj gi nosa PAGLQISNRLSNQ I SGLNVATRNANDGI S LAQ1'AEGJLQQS ml LQRI RDLJ½LQSANG- - 58 
V. anguillarimz AGLQISNRLTSQSRMAVJ4ANDGI S IAQThEG ETJ ILQIRDLQSG- - 58 
E. ta ida NGQAISNRFNINGLTQASRNANDGIS LAQTTEGPLNEVNNNLQNIRRLSVQAQNG- - 58 
A. salmon i cida AAGLQISNRLTSQI UGLDQGNRNANDGI SVAQTAEG4 EVTSMLQ RTLPQSJNG- - 58 
P. saimoni s MGYAIITRMrRLKGYDTAVRNASDAVSLVQIAGGAVGQQVNMLQRVRTLILQSAND- - 58 

S. typbimuri urn ThSQSDLDS IkEITQRLNEIDRVSGQTQFMGVKVLA-QDNTLTIQVGANDGETIDIDLK 117 
E. coil TNSESDLSSIQDEIKSRLDEIDRVSGgPQFNGVNVLA-KNGSMKIQ1itANDNTITIDLK 117 
B. subti .1 is QDKATDLQSIQDEISALTDEIWISNRrEFNGKKLLD-GTYKVDTATPANQ-KNLVFQIG 118 
P. aezuginosa SNSDARALQEVAPQQAELTRISDTTTFGKLLEGSFGTTS FQVGSNAYETIDISLQ 118 
V anguillarum IS SSQAIVS ELlA 118 
E. tarda SNS S SDLQS I0J)EI TQRLGE I DRI SQQTDF WLS-KDQKLTIQANDGET IDIDLK 117 
A. salmoni ci da SNNTDDRTALQEYDQLMTE IDRVAGDTT FGQMLL&GYEG- TFQADACQT IT FT 117 
P. sairnoni S TNNTTDRANLNLEVQEI IEEFG VAERTKFiRLLDS LANMFQIGVEVWTLS LTFG 118 

S. typ'ümuri urn PLQKIflnLALQVDTLRSDLGANRFNSAITNLGNTVNNLTSARSRI 454 
S. coil PLKALDDAIAS'TDKFRS S LGANRLtAVTNLNNTrrNLSEQSRI 456 
B. subtilis QLKVDEAINQVSSQPKLGANRLEHTINNLSASNLTAESRI 263 
P. aeruginosa AIAVVALAIDAQDLGAVRFJTIDNLTNISENATRsRI 447 
V. anguillarmzi AVALIALcAVDSQRASLGAFQNRF1AI SDNINVNPSRSRI 335 
E. ta ida PLATLDKALSQVDQLRSGLGAVQNRFEVINNLNSTVNNLSASRSRI 335 
A. sa irnoni ci da ?MANLDYMI KWDSKRAELGAVQNRFDSTIRFNISENVNPARSRI 265 
P. saimoni s TVEIVLALDTLTTIGELGANNRLDVTIASIENQELNLTSARGRI 489 

Figura 1. Alineamiento multiple de la secuencia proteica del dominio Dl de flagelina de diversas bacterias. 
El alineamiento the creado con ClustaiW, obteniéndose un promedio - 50% de identidad entre todas las 
secuencias. 
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