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estimulacién con ConA, como se describe en Materiales y Métodos (por lo tanto, no se
muestran los datos de ConA). * = P <0,05; ** =P <0,01; *** =P < 0,001; *** =P <
0,0001 (ANOVA bidireccional, prueba LSD de Fisher sin correccion). ......................... 88
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RESUMEN

El desarrollo de vacunas eficaces para la acuicultura es crucial para prevenir
enfermedades infecciosas y mejorar la salud de los peces. En la salmonicultura, se
utilizan comunmente vacunas inactivadas y de subunidades; sin embargo, su
inmunogenicidad suele ser limitada, por lo que requieren adyuvantes para aumentar su
eficacia.

En este contexto, se identificaron y caracterizaron variantes adicionales de NK-lisina
en Salmo salar, asi como su distribucién en tejidos inmunes como branquias, bazo y
rindn cefalico, donde presentan alta expresion, lo que sugiere un papel relevante en la
defensa inmunoldgica.

Los péptidos derivados de NK-lisina mostraron actividad antimicrobiana contra
patdgenos relevantes en acuicultura, como Piscirickettsia salmonis y Flavobacterium
psychrophilum, ademas de actividad inmunomoduladora tanto in vitro como in vivo. Estos
péptidos regulan la expresidén de citoquinas asociadas a respuestas inmunes innata y
adaptativa, incluyendo perfiles Th1, Th2'y Th17.

Asimismo, pueden modular respuestas inducidas por patrones moleculares asociados
a patogenos (PAMPs), potenciando la expresion de genes antivirales como IFN-y y Mx
frente a poli (I:C), y regulando la respuesta inflamatoria frente a LPS. También se ha
observado un aumento en la actividad fagocitica de leucocitos del rifidn cefalico, aunque
con efectos variables segun el péptido evaluado.

Debido a su baja toxicidad relativa y a su capacidad de modular la respuesta inmune,
estos péptidos también han sido evaluados como adyuvantes vacunales. En
formulaciones con el antigeno VP2 del virus IPNv, los péptidos SsNK127 y SsNK427
incrementaron la producciéon de IgM y potenciaron respuestas inmunes humorales y
celulares, sugiriendo la activacion coordinada de respuestas Th1, Th2y Th17.

En conjunto, estos resultados indican que los péptidos derivados de NK-lisina no solo
poseen actividad antimicrobiana directa, sino también un fuerte potencial
inmunoestimulante y adyuvante, lo que los posiciona como candidatos prometedores

para mejorar vacunas y el control de enfermedades en la acuicultura del salmon.
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ABSTRACT

The development of effective vaccines for aquaculture is crucial to prevent infectious
diseases and improve fish health. In salmon farming, inactivated and subunit vaccines
are commonly used; however, their immunogenicity is often limited, requiring adjuvants
to enhance their efficacy.

In this context, additional NK-lysin variants were identified and characterized in Salmo
salar, as well as their distribution in immune tissues such as gills, spleen, and head
kidney, where they show high expression levels, suggesting an important role in immune
defense.

NK-lysin-derived peptides showed antimicrobial activity against relevant aquaculture
pathogens, such as Piscirickettsia salmonis and Flavobacterium psychrophilum, as well
as immunomodulatory activity both in vitro and in vivo. These peptides regulate the
expression of cytokines associated with innate and adaptive immune responses,
including Th1, Th2, and Th17 profiles.

Furthermore, they can modulate responses induced by pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs), enhancing the expression of antiviral genes such as IFN-y
and Mx in response to poly(l:C), and regulating inflammatory responses to LPS. An
increase in the phagocytic activity of head kidney leukocytes has also been observed,
although with variable effects depending on the peptide evaluated.

Due to their relatively low toxicity and their ability to modulate immune responses,
these peptides have also been evaluated as vaccine adjuvants. In formulations containing
the VP2 antigen of infectious pancreatic necrosis virus (IPNv), the peptides SsNK127 and
SsNK427 increased IgM production and enhanced humoral and cellular immune
responses, suggesting the coordinated activation of Th1, Th2, and Th17 responses.

Overall, these findings indicate that NK-lysin-derived peptides not only possess direct
antimicrobial activity but also strong immunostimulatory and adjuvant potential,
positioning them as promising candidates to improve vaccines and disease control in

salmon aquaculture.
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I. INTRODUCCION

Acuicultura en Chile

Chile es el segundo mayor productor mundial de salmén después de Noruega,
convirtiendose en una de las principales potencias de la acuicultura [2]. Durante el afio
2024 se cosecharon 1.511.898,70 toneladas de salmonidos, siendo la principal especie
de cultivo el salmén Atlantico (Salmo salar), abarcando un 72% de la produccién del afio
2024. Otras especies de interés comercial son salmoén coho (Oncorhynchus kisutch), y
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) [3]. Uno de los principales problemas que
presenta el cultivo del salmoén Atlantico en Chile son las mortalidades que causan
significativas pérdidas econdémicas. Una de las principales causas de mortalidad
reportadas durante el afno 2025 fue la infecciosa con un 8,4% de las mortalidades en
cultivos en fase de agua dulce. Del total de mortalidad atribuida a causas infeccionas un
60,2% fue clasificada como Micosis y un 24,9% como Flavobacteriosis [4]. En fase agua
de mar el 66% de los centros cultivaron salmoén del Atlantico. Para los centros de cultivo
en agua de mar, durante el afno 2025 se asocié un 25,7% de mortalidad por causa
infecciosa, de la cual un 52,8% fue clasificada como Piscirickettiosis (SRS) y un 31,5%
como Tenacibaculosis [4].

Dado los antecedentes anteriores la salmonicultura se encuentra amenazada
continuamente por la existencia de enfermedades infecciosas generando enormes
pérdidas econdmicas en la acuicultura del salmoén chileno [4]. Las enfermedades

infecciosas provocan varios signos clinicos y una alta mortalidad de los peces, lo que
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afecta la salud, las tasas de crecimiento y la reproduccion, lo que sin duda conduce a
una baja cosecha y fuertes pérdidas econdémicas. Hay varias formas generales de
prevenir y tratar tales amenazas, como la prevencion de infecciones mediante buenas
practicas de manejo, regimenes estrictos de higiene veterinaria, tratamiento de
enfermedades mediante desinfeccion. Por otra parte, una de las soluciones que se ha
implementado ha sido el uso de antibioticos, segun el ultimo reporte entregado por
SERNAPESCA (enero-diciembre 2025), se utilizaron 415,4 toneladas de principio activo,
del cual el 98,83% fue administrado en fase productiva (agua de mar), el principal
antibidtico utilizado fue florfenicol (97,57%), para combatir Piscirekettsiosis (97,51%) [5].
El uso de antibidticos es una problematica, su uso inadecuado ha provocado la aparicion
de cepas bacterianas resistentes y dafio ambiental [6], es por este motivo que se han
reconocido a las vacunas como una alternativa segura, ecoldgica y eficiente para

controlar las enfermedades infecciosas [7-9].

Vacunas en cultivo de salmones

La vacunacion es el mejor método para prevenir enfermedades. Una vacuna es una
preparacion antigénica destinada a producir inmunidad frente a las enfermedades
mediante la estimulacion de la produccion de anticuerpos y de células de memoria [9].
Una “vacuna ideal para peces” deberia tener la capacidad de generar una respuesta
inmune especifica, proteccién y memoria. Existen varios métodos para el desarrollo y
aplicacién de vacunas. Las vacunas se pueden clasificar segun el método de preparaciéon

como vacuna viva atenuada, vacuna inactivada o vacuna de subunidades.
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Las vacunas inactivadas se elaboran a partir de virus y bacterias que se inactivan
mediante métodos fisicos 0 quimicos. Son vacunas seguras ya que no conllevan el riesgo
de mutar a su estado causante de la enfermedad. Induce principalmente inmunidad
humoral y puede no inducir respuestas celulares ni de las mucosas [7, 9].

Las vacunas de subunidades no contienen componentes vivos; se basan en la
administracion de antigenos recombinantes, por lo que no hay riesgo de transmision de
enfermedades. Estas son incapaces de replicarse en el huésped y se consideran
seguras. Sin embargo, suelen inducir una inmunidad protectora débil, ya que sus
antigenos presentan baja inmunogenicidad. Es necesario el uso de adyuvantes y la
aplicacion de dosis de refuerzo [7, 9].

Las vacunas vivas atenuadas utilizan organismos patégenos atenuados, cuya
virulencia ha sido reducida mediante procesos como pases seriados o modificacion
genética, manteniendo su antigenicidad. Estas vacunas pueden inducir una respuesta
estable y duradera de la inmunidad humoral, celular y mucosal. Al ser autorreplicable, no
requiere vacunacion de refuerzo. Proporciona al huésped inmunidad protectora
duradera. Se puede administrar facilmente por via oral o por inmersion. Sin embargo,
conlleva el riesgo de recombinacién entre diferentes cepas, lo que puede dar lugar a
nuevas cepas. Tiene el riesgo de volver a una cepa virulenta que representa una grave
amenaza para los animales no objetivo y el medio ambiente acuatico [7, 9].

La mayoria de las vacunas inscritas en Chile son para combatir SRS, sin embargo,
la baja eficiencia de estas vacunas sigue siendo un problema [10]. La baja proteccion
que brindan las vacunas contra P. salmonis podria explicarse por diversos factores

extrinsecos (bidticos, abidticos y relacionados con el manejo de los peces) e intrinsecos
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(de los peces, del patégeno y relacionados con las vacunas) que pueden actuar de forma
independiente o sinérgica [10].

Las vacunas generalmente no pueden conferir proteccion por si solas; especialmente
aquellas vacunas basadas en antigenos recombinantes o patégenos inactivados. Por lo
tanto, a menudo es necesario el uso de adyuvantes o inmunoestimulantes para aumentar
la eficacia de la vacuna. Los adyuvantes se han definido como un grupo de compuestos
estructuralmente heterogéneos capaces de modular la inmunogenicidad intrinseca de un
antigeno [11-13]. Se pueden clasificar segun su naturaleza quimica o propiedades
fisicas, sin embargo, dado que incluso los compuestos relacionados pueden tener
capacidades inmunomoduladoras muy diferentes, las nuevas clasificaciones se han
centrado en los eventos inmunoldgicos que inducen.

Existen antecedentes de que algunos adyuvantes utilizados en las vacunas para
peces, presentan efectos secundarios, por ejemplo, en adyuvantes en base a aceite se
observan adherencias y reduccion del crecimiento en peces inmunizados [11]. En el
bacalao atlantico se ha observado peritonitis en sitios de inyeccion intraperitoneal con
adyuvante incompleto de Freund [12]. También se ha observado lesiones
intraperitoneales y granulomas en vacunas contra Aeromonas salmonicida en salmoén
Atlantico [13]. La busqueda de moléculas alternativas o ciertas combinaciones de ellas
como adyuvantes es deseable para aumentar el bienestar animal sin reducir los niveles
de proteccion. Por otra parte, la gran falta de vacunas antivirales eficaces para peces
también evidencia la importancia de identificar combinaciones o6ptimas de una
estrategia de vacunacién con el uso de un adyuvante que dirija la respuesta inmune

hacia un tipo de respuesta celular mediada por linfocitos Th1 y linfocitos T citotoxicos.
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La eleccion del adyuvante de la vacuna puede dirigir selectivamente la respuesta
inmunitaria hacia respuestas de tipo 1 (Th1), caracterizadas por una mayor secrecion
de interferon-y (IFN-y), factor de necrosis tumoral (TNF)-q, interleucina (IL)-2 e IL-12.
Una respuesta de tipo Th1 ayudara a combatir los microbios intracelulares [14]. Por
tanto, la identificacion de nuevos adyuvantes que puedan mejorar y modular
eficazmente la respuesta inmunitaria especifica frente al antigeno es de gran
importancia para el desarrollo exitoso de vacunas con aplicaciones tanto humanas

como veterinarias [14, 15].

El desarrollo de vacunas eficaces debe abordarse combinando la busqueda de
antigenos protectores con la aplicacién de adyuvantes especificos y dirigidos que
maximicen la inmunogenicidad y favorezcan la respuesta inmune deseada. Estos
adyuvantes especificos de vacunas pueden desencadenar procesos inmunoldgicos

especificos sin provocar respuestas con efectos secundarios graves.

SISTEMA INMUNE EN PECES

2.1 Organos linfoides

El sistema inmunolégico de los peces consta de 6rganos linfoides primarios como
el timo y el rindn anterior, y érganos linfoides secundarios, que comprenden el bazo, el
tronco del rifdn y los tejidos linfoides asociados a las mucosas (MALT) presentes en los
tejidos inmunitarios periféricos (Fig. 1). Los MALT se pueden dividir en cuatro tejidos
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linfoides principales: tejido linfoide asociado a la piel (SALT), tejido linfoide asociado a
las branquias (GIALT), tejido linfoide asociado al intestino (GALT) y tejido linfoide
asociado al 6rgano olfativo (NALT) [16].

El timo es un organo de diferenciacion y seleccion de linfocitos T. Los linfocitos T
maduran en el timo, donde presentan una alta tasa de mitosis, y migran a otros tejidos.
En el timo se pueden observar dos tipos de linfocitos T, linfocitos T citotdxicos (CTL), y
linfocitos T colaboradores (Th). Los CTL expresan CD8 e interactuan con el complejo
mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC |) mientras que los linfocitos Th expresan
CD4 e interactuan con moléculas del MHC 11 [9, 17]. Los linfocitos T poseen receptores
de células T (TCR) con los cuales reconocen péptidos presentados por el MHC [9].

El rindn anterior es el principal 6rgano hematopoyético, equivalente a la médula
O0sea en los mamiferos. El tronco del rindn, o mesonefro, también cumple funciones
hematopoyéticas ademas de la funcién renal. Los macréfagos del riidn se agrupan
formando centros melano-macrofagos (MMC), que contienen células germinales
primordiales. El riidn anterior también actua como dérgano endocrino y secreta
corticosteroides y otras hormonas que regulan la osmorregulacion, el estrés y la
respuesta inmune. El rindn anterior es el principal 6rgano linfoide productor de
anticuerpos, contiene una gran cantidad de linfocitos B en diferentes etapas de
desarrollo [9].

El bazo es el unico érgano similar a un ganglio linfatico y uno de los principales
organos linfoides secundarios. Consta de pulpa roja y blanca, vasos sanguineos y
elipsoides. Los centros germinales estan ausentes en el bazo, pero el bazo posee MMC,

donde los linfocitos B maduros son activados por antigenos, lo que da como resultado
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el desarrollo de células plasmaticas secretoras de anticuerpos y células de memoria
[16]. El bazo contiene una gran cantidad de eritrocitos y linfocitos, tiene la capacidad de
atrapar particulas en circulacion. La estructura de la pulpa esplénica es similar a la del
rindn anterior y, tras una estimulacion antigénica, un gran numero de linfocitos B

secretan anticuerpos [16].

Figura 1: Organos inmunes en salmén Atlantico. A. Timo, B. Rifién anterior, C. Tronco rifién, D. Bazo,
E. Branquias, 6rgano linfoide asociado a Inter branquial (ILT), F. Bursa, G. érgano olfatorio, asociado al
tejido linfoide de la nasofaringe (NALT). Imagen de: Bjorgen & Olaf 2021 [1].

2 .2 Sistema inmune innato

El sistema inmune innato representa la primera linea de defensa contra los patégenos
en los peces, que puede dividirse en barreras fisicas, componentes celulares y
respuestas humorales [18]. Dentro de las barreras fisicas, las superficies epiteliales y la
barrera mucosa de la piel, las branquias y el tubo digestivo actian como barreras contra
la invasion de patdgenos en los peces [19]. Mientras que la epidermis y el epitelio
branquial actuan principalmente como una interface con el ambiente externo, también
proporcionan un sustrato para la actividad antimicrobiana. EI mucus previene la
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adherencia de patdégenos debido a su continua produccion y posterior desprendimiento
[20]. Ademas, la mucosidad sirve como reservorio quimico de una amplia variedad de
componentes del sistema inmune innato, entre ellos lisozimas, lectinas,
inmunoglobulinas, proteasas y péptidos antimicrobianos [20-22]. Por otra parte, existe
una variedad de células involucradas en la respuesta innata, incluidas macréfagos,
monocitos, células asesinas naturales (NK), células citotoxicas no especificas (NNC),
granulocitos y neutrdéfilos [9]. Entre las funciones que destacan de este grupo de células
se encuentran la fagocitosis, la actividad antimicrobiana, la quimiotaxis y la respuesta
proinflamatoria o antiinflamatoria [17].

El sistema inmunitario innato depende en gran medida de los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) [23, 24]. Estas proteinas son expresadas por células
del sistema inmunitario y su funcién es el reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) y patrones moleculares asociados a dafio (DAMP). Los
PAMP bacterianos comunes incluyen lipopolisacarido (LPS), manosa, ADN/ARN
bacteriano, flagelina, peptidoglucanos y acidos lipoteicoicos [25]. Los cuatro tipos
principales de PRR descritos en peces incluyen receptores tipo Toll (TLR), receptores
tipo NOD (NLR), receptores de lectina tipo C (CLR) y proteinas de reconocimiento de
peptidoglicano (PGRP), que pueden clasificarse segun su funcion o su asociaciéon con
un ligando especifico [23].

El sistema inmune innato humoral se compone de tres elementos principales: el
sistema del complemento, las proteinas de fase aguda y los péptidos antimicrobianos.
En los peces teledsteos, el sistema del complemento esta formado por mas de 35

proteinas, tanto circulantes como de superficie celular. Este sistema se activa por tres
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vias: la alternativa, la clasica y la via de las lectinas, que generan funciones como la
opsonizacion y la lisis celular [26]. Los péptidos antimicrobianos (AMP) son los
componentes mas importantes de los mecanismos de defensa de las mucosas de los
peces. Las principales clases de AMP presentes en peces son las piscidinas,
defensinas, hepcidinas, catelicidinas, derivados de histonas [9] y NK-lisinas [27]. Las
proteinas séricas de fase aguda (APPs), contribuyen a la defensa del huésped frente a

infecciones [28].

2.3 Sistema inmune adaptativo

El sistema inmunoldgico de todos los vertebrados con mandibula se compone de dos
subsistemas principales: el inmunitario innato (no especifico) y el adaptativo
(especifico). La inmunidad innata es la primera respuesta frente a los agentes
infecciosos; sin embargo, no proporciona una protecciéon duradera. El sistema
inmunitario adaptativo se activa mas tarde y responde a patégenos con especificidad y
memoria. Los componentes principales de la respuesta inmune adaptativa en peces con
mandibula son los receptores de células T (TCR), el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), inmunoglobulinas (Igs) y el gen activador de la

recombinacion (RAG) [29].
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2.4 Respuesta inmune adaptativa humoral

La inmunidad humoral adaptativa esta mediada por las Igs, que tienen funciones
como la neutralizacion de virus, la activacion del complemento y la opsonizacion de
patogenos. Las inmunoglobulinas, juegan un papel importante en la inmunidad de las
mucosas [9]. Se han identificado tres tipos de Igs en peces; IgM, IgD e IgZ/T. IgM es la
primera en identificarse y la mas abundante en plasma; puede encontrarse como
proteina de superficie o como anticuerpo secretado [30]. IgM puede activar el sistema
del complemento, induce aglutinacién, media la citotoxicidad celular, e induce la
capacidad fagocitica en los macréfagos a través de la opsonizacion especifica de
antigeno [30]. La IgD se expresa en tejidos linfoides y mucosas, incluyendo la piel y las
branquias, donde se cree que participa en la inmunidad mucosa, aunque sus funciones
aun no estan completamente dilucidadas. La IgT constituye la principal inmunoglobulina
especializada en la inmunidad mucosal de los peces, particularmente en el intestino, la
piel, las branquias y la cavidad nasal, desempefiando un papel funcional analogo al de
la IgA de los mamiferos. A diferencia de los mamiferos, los peces teledsteos no realizan
cambio de isotipo (class-switch recombination), por lo que los linfocitos B mantienen el
isotipo con el que se desarrollan. Ademas, aunque presentan hipermutacion somatica,
la maduracién por afinidad de los anticuerpos es menos eficiente debido a la ausencia

de centros germinales organizados [9, 31].
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2.5 Respuesta inmune adaptativa celular

Los linfocitos T y B son células efectoras inmunitarias que desempenan funciones
criticas en la inmunidad adaptativa, la cual se asocia con la expresion de citocinas,
quimiocinas, interferones, interleucinas, linfocinas y factores de necrosis tumoral como
respuesta a la invasion de un patdégeno [32]. Los antigenos de grupos de diferenciacion
(CD) son moléculas de superficie celular expresadas en leucocitos y otras células del
sistema inmune. En peces, las moléculas CD3 y TCR (T cell receptor) coexisten en
células T, formando una estructura basica para el reconocimiento especifico de
antigenos por medio del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y la transmisién
de sefiales para la activacion celular. Los linfocitos T se pueden dividir en T auxiliares
(Th) y células T citotoxicas (CTL), que se distinguen por la expresiéon de las
glicoproteinas CD4 y CD8, respectivamente [33]. Las células CD4+ interactuan con el
MHC Il y las células citotoxicas que expresan moléculas de CD8 interactuan con el MHC
| [32].

Las células T CD4+ en peces pueden diferenciarse en células Th1, Th2, Th17 y Treg,
con la participacion de citocinas en la regulacion de la funcion inmunoldgica [33]. Las
células Th1 pueden expresar el factor de transcripcion Tbet, secretar interleucina-2 (IL-
2) e interferon gamma (IFN-y) y desempefian un papel importante en la defensa frente
a parasitos, virus y bacterias intracelulares. Las células Th2 pueden expresar el factor
de transcripcién asociado al gen 3 (Gata3), secretar interleucina 4/13A (IL-4/13A) y
desempenar un papel en la resistencia a la invasion de parasitos. Las células Th17

pueden secretar interleucina 17 (IL-17A/F) y desempefian un papel en la respuesta
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frente a parasitos y bacterias extracelulares. En respuesta inflamatoria, las células Treg
pueden expresar el factor de transcripcion forkhead 3 (Foxp3), secretar el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) e interleucina 10 (IL-10), y suprimir la respuesta
inflamatoria [31, 33] (Fig. 2).

Los interferones (IFN) son un grupo de citocinas con funciones importantes en la
defensa contra los virus. En la respuesta inmune innata, el IFN-y es producido por
células asesinas naturales (NK) estimuladas con IL-12 y/o IL-18, asi como por fagocitos
mononucleares y otras APC infectadas por patégenos. Durante las respuestas inmunes
adaptativas, el IFN-y es producido por las células Th1 CD4+ y los linfocitos T citotdxicos
CD8+ [30, 34]. Dentro de las citocinas que participan en la diferenciacién de linfocitos T
CD4+ encontramos a interleucina 4 (IL-4). IL-4 en mamiferos es una citocina
caracteristica del subgrupo Th2; actua como citocina inductora y efectora. IL-4, junto
con la interleucina 13 (IL-13), contribuye a una forma alternativa de activacion del
macrofago, distinta de la respuesta al IFN-y [35-37]. En peces se han encontrado genes
similares a IL-4 con alta similitud con IL-13; por este motivo, en peces se les denomina
IL-4/13A e IL-4/13B [34]. Por otra parte, IL-22 estimula la secrecion de quimiocinas que
reclutan neutréfilos y macréfagos hacia los sitios de inflamacion [38]. Entre las
principales citocinas proinflamatorias se encuentran la interleucina 1 (IL-1) y el factor de
necrosis tumoral (TNF). IL-1B es producida principalmente por fagocitos mononucleares
activados, neutrdfilos, células epiteliales y endoteliales [39]. TNF-a mejora la actividad
fagocitica de los leucocitos de peces, promueve la supervivencia de los macrofagos y
también restringe el crecimiento bacteriano en macréfagos infectados. TNF-a también

promueve la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) [38]. Entre las
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citocinas con funcién regulatoria se encuentran la interleucina 10 (IL-10) y el factor de
crecimiento transformante 3 (TGF-[3). IL-10 es una citocina antiinflamatoria que suprime
las respuestas inmunitarias [38]. En los peces, es crucial para la homeostasis branquial
[30]. En peces, TGF-B1 actua como una molécula que induce la diferenciacion de Th17
en combinacidén con otras citoquinas (como IL-6), pero también es una citoquina
inmunosupresora clave secretada por las células Treg [38]. Interleucina 18 (IL-18) es
una citocina importante que inicialmente induce la produccion de IFN-y y promueve la
inmunidad de tipo Th1, pertenece a la familia de las IL-1 y juega un papel importante en

la regulacién de la inflamacion en los tejidos de la mucosa como la piel y el intestino

[38].
CD4* T cell
Th1 Th2 Th17 Treg
T-bet Gata3 IL-17A/F Foxp3
IL-2 IL-4/13A TGFB
IFNy IL-4/13B IL-10
En respuesta a En respuesta En respuesta Supresion de
parasitos, virus y a parasitos a parasitos la respuesta
bacterias inflamatoria

Figura 2: Diferenciacion de células T y participacion de las citocinas en la regulacién de la funcion
inmunoldgica en peces teledsteos. Las células T CD4+ pueden diferenciarse en células Th1, Th2, Th17
y Treg. Las células Th1 pueden expresar T-bet, secretar IL-2 e IFN-y y desempefar un papel importante
en la defensa frente a parasitos, virus y bacterias. Las células Th2 pueden expresar Gata3, secretar IL-
4/1L-13A e IL-4/IL-13B y desempefar un papel importante en la resistencia a la invasion por parasitos.
Las células Th17 pueden secretar IL-17A/F y desempefan un papel en la respuesta a parasitos y
bacterias. En la respuesta inflamatoria, las células Treg pueden expresar Foxp3, secretar TGF- e IL-10
y suprimir la respuesta inflamatoria. Imagen editada de Cao et al., 2023 [32].
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2.6 Péptidos antimicrobianos (AMP)

Los AMP son péptidos anfipaticos que desempenan un papel importante en la defensa
innata [40-42]. Se han aislado de una amplia variedad de organismos, incluidos insectos
[43], anfibios [44], mamiferos [45], bacterias [46] y peces [42]. Se definen comunmente
como aquellos que tienen entre 12 y 50 aminoacidos, de los cuales el 50 % o mas son
hidrofébicos y cationicos [41]. Estos péptidos estan codificados por genes y se expresan
constitutivamente y/o se regulan positivamente durante una infeccion. Ademas, la
regulacion transcripcional de los AMP suele ser especifica de la especie y depende del
tipo de célula [47, 48]. Los péptidos antimicrobianos se pueden clasificar segun su
estructura secundaria y su composicion, como lineales, a-helicoidales, enriquecidos en
uno o dos aminoacidos, los que contienen cisteinas y forman puentes disulfuro, y los que
provienen de fragmentos de otras proteinas mas grandes con actividad antibacteriana
[47-49]. Si bien existe homologia entre la clasificacion estructural de los AMP, los
péptidos exhiben una alta variabilidad entre las secuencias, lo que a menudo se asocia
con los roles multifuncionales de estos péptidos, asi como con la variedad de patégenos
altamente especificos que encuentra en cada huésped [50]. Los modos de accion
antimicrobiana incluyen; modelo de barril, modelo poro toroidal, modelo de capa lipidica
o alfombra [51]. Estos modelos se basan en la carga positiva de los AMP y su atraccion
electrostatica hacia las superficies polianidnicas de las paredes, ya sea por los acidos
teicoicos y lipoteicoicos en las bacterias Gram positivas o los lipopolisacaridos en las
Gram negativas [52]. También se ha reportado que algunos AMP no tienen una funcion

directa sobre la membrana y son capaces de traspasarlas, acumularse internamente y
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unirse al ADN mediante motivos de unién relacionados con las histonas [53], e incluso
mediante la unién a enzimas como la topoisomerasa | y la ARN polimerasa [54]. Los AMP
también tienen la capacidad de modular la respuesta inmune frente a patdgenos,
mejorando la fagocitosis, induciendo quimiocinas, modulando la expresion de citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias, promoviendo la diferenciacion de células dendriticas

y mejorando el reclutamiento de monocitos, mastocitos y macréfagos [55].

Dadas las multiples funciones de los AMP, identificar las vias de sefializacién de los
AMP de teledsteos sera de gran interés para que la comunidad cientifica comprenda los

mecanismos mediante los cuales estos péptidos modulan la respuesta inmune en peces.

2.6.1 Péptidos antimicrobianos de NK-Lisina

NK-lisina es un tipo de granulisina que se aislé por primera vez del intestino delgado
de cerdo como efector peptidico de las células CTL y NK, con propiedades
antimicrobianas [56]. Esta presente en las células CD8+, CD2+ y CD4+, y es producido
por las células CTL y NK después de una sobreestimulacion con interleucina 2 [56]. Estos
péptidos tienen 74-78 residuos de aminoacidos y contienen seis residuos de cisteina que
forman tres enlaces disulfuro. Tienen una estructura globular tridimensional. La NK-lisina
porcina exhibe una potente actividad antibacteriana contra Escherichia coli y Bacillus
megaterium, y una actividad moderada contra Acinetobacter calcoaceticus vy
Streptococcus pyogenes. El péptido también es litico contra varios tipos de células
tumorales, pero no es litico para los eritrocitos [56]. NK-lisina se une al LPS de varias
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especies bacterianas a través de la interaccion con la parte lipidica del LPS, y esta unién
inhibe la unién del LPS a los granulocitos de raton y los efectos producidos por el LPS
en las células de la médula ésea del ratdn [57]. Algunos investigadores estudiaron si los
péptidos derivados de NK-lisina de pollo modulan la respuesta inmunitaria en la linea
celular de macrofagos de pollo HD11 y en cultivo primario de monocitos de pollo
mediante la evaluacién de la induccién de quimiocinas, las propiedades antiinflamatorias
y la activacion de las vias de senalizacion. cNK-2 indujo la expresion de CCL4, CCL5 e
IL-1B8 en células HD11 y CCL4 y CCL5 en cultivo primario monocitos. Ademas, cNK-2
suprime la respuesta inflamatoria inducida por lipopolisacarido al anular la expresiéon de
IL-1B. La actividad inmunomoduladora de cNK-2 involucra la via de sefializacién mediada
por proteinas quinasas activadas por mitdgeno, que incluye p38, MEK1/2 y quinasas N-
terminales c-Jun [58]. Estos resultados posicionaron a cNK-2 como un nuevo agente

inmunomodulador potencial en lugar de un agente antimicrobiano.

2.6.2 Péptidos antimicrobianos de NK-lisina en peces

En teledsteos, se ha identificado NK-lisina en Ictalurus punctatus [59], Paralichthys
olivaceus [60], Cynoglossus semilaevis [61], Salmo salar [27], Larimichthys crocea [62],
Danio rerio [63], Cyprinus carpio [64], Oreochromis niloticus [65, 66], Oncorhynchus
mykiss [67], Trachinotus ovatus [68], Pangasianodon hypophthalmus [69], entre otros.
En humanos, cerdos y caballos se ha reportado un unico gen para NK-lisina, sin
embargo, en peces se ha reportado una triplicacién/cuadruplicaciéon de genes para NK-
lisina [63, 64, 71, 72]. Los péptidos NK-lisina descritos en peces tienen 120-150 residuos
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de aminoacidos, cada gen esta compuesto por 3-4 intrones, una region 3UTR y 5’UTR,
con marco de lectura que presenta un péptido sefial, dominio Saponina B y una sefal de
poliadenilacion, ademas de 6 cisteinas altamente conservadas [63, 64, 67]. Los genes
estan ubicados en diferentes cromosomas como por ejemplo en Oncorhynchus mykiss,
tiene 6 genes para NK-lisina distribuidos en los cromosomas 25 y 19 [67]. Un estudio en
salmon atlantico demostré que NK-Lisina se encuentra secretada en el mucus asociando
su funcién con una actividad bacteriostatica [73]. Ademas, de manera constitutiva, los
genes de NK-Lisina se expresan principalmente en tejidos asociados a érganos linfoides
de la respuesta inmune en peces, como bazo, branquias y rindn anterior [66, 72, 74], y
también se ha observado una modulacién de la expresion génica de estos genes frente
a un estimulo o patdgeno [66, 72, 74, 75].

Por otra parte, existen antecedentes de la funcién antibacteriana e inmunomoduladora
de un péptido derivado de NK-lisina, de 27-29 aminoacidos, que estda compuesto por las
a-hélices H2 y H3 del dominio Saponina B [27, 68, 76-78]. Un péptido derivado de NK-
lisina de Hemibarbus Ilabeo mostro actividad antibacteriana contra Vibrio
parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus y Listeria monocytogenes [79], ademas
de presentar proteccion de los peces después de una infeccion con A. hydrophila,
aumentando la expresion relativa de IL-18 y TNF-a en rifidn anterior y bazo [79]. Por otra
parte, péptidos derivados de NK-lisina de Oreochromis niloticus inhiben el crecimiento
bacteriano de Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa y Aeromonas hydrophila,
ademas de mejorar la funcion fagocitica de monocitos/macréfagos y la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Ademas, se observd una sobreexpresion de IL-

12, IFN-y, TLR9, Myd88 y JAK1, y una disminucion de la expresion de IL-10 y TGF-8 en
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monocitos/macrofagos tratados con péptidos derivados de NK-lisina [66]. También se ha
observado en Carassius cuvieri y Carassius auratus, después de una infeccion con A.
hydrophila, una sobreexpresion de NK-lisina en higado, rifidon anterior y bazo. Ademas,
5 dias post-inyeccion de NK-lisina en los peces se observo una sobreexpresion de IL-113
y TNF-a [74]. Un estudio con un péptido de 27 aminoacidos derivados del péptido de NK-
lisina de Paralichthys olivaceus mostro actividad antimicrobiana contra varias bacterias
Gramnegativas [60]. Ademas, se demostré que después de la exposicién a Edwardsiella
ictaluri, la expresion de NK-lisina de Ictalurus punctatus se redujo inicialmente a las 4 h
después del desafio, pero se detecté una expresion elevada de NK-lisina 3 dias después
del desafio y continué aumentando hasta 7 dias post-desafio [59]. Otro estudio demostrd
que la expresion de NK-lisina en Cynoglossus semilaevis ocurre en multiples tejidos y
aumenta con infecciones bacterianas y virales, de manera dependiente del tiempo [61].
Estos estudios de expresion sugieren una implicacion de NK-lisina en la respuesta
inmune del huésped frente a infecciones bacterianas y virales. Por otra parte, cuando se
sobreexpresa NK-lisina en Cynoglossus semilaevis, se observa una sobreexpresion de
IL-1 e IL-8 en el bazo y el rifidn anterior, lo que sugiere una activacion de la respuesta
proinflamatoria [61]. Ademas de IL-1 e IL-8, la expresidon de CsCXCe1 y CD28 también
aumentd significativamente. CsCXCe1 es una quimioquina que promueve la migracion
de linfocitos y estimula la respuesta inmune innata frente a la infeccion bacteriana,
mientras que CD28 es un receptor de B7-1/B7-2 en las células presentadoras de
antigenos y es esencial para la activacion de las células T [61]. EI aumento de la
expresion de estos genes sugiere la posible activacion de los linfocitos T. Ademas, las

cargas de patégenos tras infecciones bacterianas y virales en tejidos de peces que sobre
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expresaban NK-lisina fueron significativamente mas bajas que en los peces del grupo
control [61]. Ademas, NKLP27, derivado de la NK-lisina de Cynoglossus semilaevis y
compuesto por 27 aminoacidos, posee actividad bactericida frente a bacterias
Gramnegativas y Grampositivas, incluidos los patégenos acuicolas comunes. Durante su
interaccién con las células bacterianas objetivo, NKLP27 destruyd la integridad de la
membrana celular, penetro en el citoplasma e indujo la degradacion del ADN gendmico.
El estudio in vivo mostré que la administracion de Cynoglossus semilaevis con NKLP27
antes de la infeccion bacteriana y viral redujo significativamente la diseminacion y la
replicacion de patogenos en los tejidos. Un estudio adicional revelé que los peces a los
que se les administré NKLP27 presentaron una expresion significativamente mayor de
genes inmunitarios, incluidos aquellos conocidos por estar involucrados en la defensa
antibacteriana y antiviral. Estos resultados indican que NKLP27 es un nuevo
antimicrobiano frente a patdégenos bacterianos y virales [80]. Un estudio identificé un gen
de NK-lisina, llamado Lc-NK-lisina, en Larimichthys crocea, que puede estar implicado
en la respuesta inmunitaria de los peces, ya que su expresion génica aumentd
significativamente durante una infeccion por parasitos y bacterias. Se sintetizaron dos
tipos de péptidos derivados del péptido maduro Lc-NK-Lisina, que mostraron actividad
bactericida frente a diversas bacterias patdgenas de peces [62]. Estudios recientes en
tilapia y carpa comun también demostraron el importante papel de las NK-lisina frente a

bacterias [64, 65].
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2.6.3 NK-Lisina de Salmo salar

En Chile, el salmén Atlantico es la principal especie producida, seguido del salmon
coho (Oncorhynchus kisutch) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) [3]. El segmento
salmonero chileno se ha posicionado como el segundo mayor productor a nivel mundial.
Sin embargo, la principal limitacién para la acuicultura son las enfermedades infecciosas
[4]. Es por esta razdn que el Salmo salar sera el modelo de estudio en este trabajo.

Se han descrito 4 péptidos similares a la NK-lisina de Salmo salar identificados desde
la base de datos EST [27, 81]. Las cuatro transcripciones identificadas se denominaron
SsNK-lisina-1 (GenBank: NM_001141110.1), Ss-NK-lisina-2 (GenBank:
XM_014139176.2), SsNK-lisina-3 (GenBank: EG810337.1) y SsNK-lisina-4 (GenBank:
XM_014210204.2). EI ORF de SsNK-lisina 1 consta de 384 pb y codifica una proteina de
127 residuos de aminoacidos, con un peso molecular teérico de 12041,04 Da y un punto
isoeléctrico (pl) de 6,76. EI ORF de SsNK-lisina-2 consta de 390 pb y codifica una
proteina de 129 residuos de aminoacidos, con una masa molecular teérica de 12200,33
Da y un Pi de 8,67. El ORF de Ss-NK-lisina-3 consta de 390 pb y codifica una proteina
de 129 aminoacidos, con una masa molecular tedrica de 12208,42 Da y un pl de 9,10.
El ORF de SsNK-lisina-4 consta de 411 pb y codifica una proteina de 136 residuos de
aminoacidos, con un peso molecular de 12992,35 Da y su punto isoeléctrico es de 8,18.
Los primeros 22 aminoacidos en cada secuencia corresponden a un péptido sefal,
ademas de un dominio asociado al dominio tensioactivo de la proteina B (saposina B)
que se encuentra entre los aa 44—-117 en SsNK-lisina 1, aa 47-119 en SsNK-lisina 2, aa

47-119 para SsNK-lisina 3 y aa 54—116 para SsNK-lisina 4 [27]. Por otra parte, in vitro,
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los péptidos cortos derivados de NK-lisina fueron capaces de inducir la expresion de IL-
18 e IL-8 en leucocitos de rifidn anterior de Salmo salar. Estos resultados indican que los
péptidos derivados de NK-lisina son capaces de modular la respuesta inmune, lo que
sugiere su potencial uso como inmunomodulador en peces [27]. Por otra parte,
recientemente se publicaron 2 nuevos genes denominados; SsNK-lisina-5 (GenBank:
XM_014125754.1) y Ss-NK-lisina-6 (GenBank: XM_014129907.1) [81]. Los
alineamientos multiples revelaron seis residuos de cisteina en los dos péptidos maduros
de SsNK-lisina aqui descritos, altamente conservados entre las especies de peces. Sin
embargo, todas las NK-lisinas de S. salar contienen al menos un residuo adicional de
cisteina, conservado entre ellas. SsNK-lisina-1 y SsNK-lisina-6 comparten ocho residuos
de cisteina en el péptido maduro, y SsNK-lisina-5 posee ocho residuos de cisteina, uno
de los cuales no se conserva entre las secuencias de NK-lisina de S. salar. EI marco
abierto de lectura (ORF) de la SsNK-lisina-5 tiene 402 pb y codifica una proteina de 133
residuos de aminoacidos. Contiene un péptido sefial N-terminal (1-22 aa) y un dominio
SapB (49-123 aa). La masa molecular tedrica de la SsNK-lisina-5 es de 12578,83 Da y
el punto isoeléctrico (pl) es de 8,14. El ORF de la SsNK-lisina-6 tiene 402 pb y codifica
una proteina de 133 residuos de aminoacidos. Contiene un péptido sefial N-terminal (1-
22 aa) y un dominio SapB (49-123 aa). La masa molecular tedrica de la SsNK-lisina-6

madura es de 12615,85 Da y el pl es de 8,14 (Fig. 3).
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Dado que la longitud de los NK-lisina dificulta su obtencidn por sintesis quimica, se
han disefiado y estudiado péptidos cortos derivados de estas moléculas. Se ha
demostrado que estos péptidos poseen actividades inmunomoduladoras vy
antimicrobianas. Anteriormente disefiamos y sintetizamos dos pequenos péptidos,
SsNK127 y SsNK227, derivados de SsNK-lisina 1 y SsNK-lisina 2, basandonos en
alineamientos entre secuencias de NK-lisina identificadas en S. salar y NKLP27, un
péptido derivado de la NK-lisina de Cynoglossus semilaevis [61]. SSNK127 y SsNK227
se componen de 27 residuos que forman las a-hélices H2 y H3 del dominio SapB de
SsNK-lisina-1 y SsNK-lisina-2, respectivamente [27]. Los péptidos SsNK327, SsNK427,
SsNK527 y SsNK627 derivados de los genes SsNK-lisina-3, 4, 5y 6 se disefiaron a partir
de la alineacion de secuencias entre secuencias de NK-lisina identificadas en S. salar.
El péptido derivado SsNK327 resulté idéntico en un 96% a SsNK227, mientras que el
péptido SsNK527 y SsNK627 fueron idénticos a SsNK127 (Fig. 4). Por lo tanto,
caracterizamos tres péptidos derivados de la NK-lisina, denominados SsNK-127, SsNK-

227y SsNK-427 para el desarrollo de la presente tesis.
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SsNK-lysin 1 SsNK-lysin 2
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SsNK-lysin 4 SsNK-lysin 5 SsNK-lysin 6

Figura 3: Estructura modelada de péptidos de NK-lisina de S. salar (SWISS-MODELserver). Se
indica la region correspondiente a los péptidos derivados de NK-Lisina en color morado. También se
indican las cisteinas implicadas en los enlaces disulfuro (Ortega et al., 2024).

Péptido senal Dominio Saponina B
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Péptido derivado de NK-Lisina

Figura 4: Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de los genes de NK-lisina 1,2,3,4,5
6. Se muestra el alineamiento de las secuencias de aminoacidos correspondientes a las proteinas SsNK1,
SsNK2, SsNK3, SsNK4, SsNK5 y SsNKG6. Los recuadros resaltan regiones estructurales conservadas entre
las secuencias: el péptido sefial en el extremo N-terminal (recuadro rojo), el péptido derivado de NK-lisina
(recuadro verde) y el dominio de saponina B (recuadro amarillo). El sombreado de los residuos indica el
grado de conservacién de las posiciones aminoacidicas entre las secuencias analizadas, mientras que los
guiones representan posiciones introducidas para optimizar el alineamiento
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Il. HIPOTESIS

"Los péptidos derivados de las NK-lisinas de Salmo salar presentan actividad
antimicrobiana frente a patégenos bacterianos de relevancia en la salmonicultura
y modulan la respuesta inmune innata y adaptativa de Salmo salar, potenciando la
respuesta frente a un antigeno vacunal, lo que les otorgaria potencial de uso como

inmunomoduladores y como adyuvantes moleculares en la salmonicultura.”



lll. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el potencial de los péptidos derivados de las NK-lisinas de Salmo salar como
inmunomoduladores y como adyuvantes moleculares en salménidos, mediante la
caracterizacion de su actividad antimicrobiana y de su efecto sobre la respuesta inmune

innata y adaptativa frente a un antigeno vacunal.

Objetivos especificos

Objetivo especifico 1. Analizar in vitro la capacidad inmunomoduladora de péptidos

derivados de NK-lisina de S. salar en la modulacion de la respuesta inmune.

Objetivo especifico 2. Evaluar la actividad antimicrobiana de péptidos derivados de NK-

lisinas de S. salar frente a microorganismos patdégenos.

Objetivo especifico 3. Determinar in vivo las acciones inmunomoduladoras de péptidos

de NK-lisina de S. salary su potencial uso como adyuvantes moleculares en vacunas de

subunidades.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Mantenimiento de ejemplares de S. salar

Los peces donados por la piscicultura de Rauco MOWI, fueron mantenidos en las
dependencias del laboratorio de Piscicultura y patologia acuatica del departamento de
oceanografia de la Universidad de Concepcion (cédigo 80126). Los peces fueron
mantenidos en tanques de 0,4 m3en agua dulce, con aireacion y alimentacion a saciedad
(dieta comercial Micro, EWOS). Los peces se aclimataron durante 2 semanas antes de
cada ensayo experimental. Los ejemplares se mantuvieron bajo un ciclo luz: oscuridad
de 12:12 horas.

El estudio con animales fue aprobado por el Comité de ética y bioseguridad de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion CEBU 6973-2020. El
manejo de residuos se realizé segun los reglamentos de la Universidad de Concepcion
a través de MATPEL, respetando las clausulas del Manual de Normas de Bioseguridad

editado por CONICYT en 2008.

4.2 Sintesis de péptidos

Los péptidos derivados de NK-lisina de S. salar, SsNK127
(TLKQKLLSVCDKVGFLKSMCKGLMKKH), SsNK227
(EIKQKLLSYCGKLPLVKSTCEDLVKKH) y SsNK427

(EIKQKLLSVCDKMGLLKSLCKGMVKKH) se disefiaron mediante el analisis del
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alineamiento de secuencias de péptidos derivados de NK-lisina (Seccion 2.63). Los
péptidos  fueron  enviados a  sintetizar a la  empresa  Genscript
(https://www.genscript.com). Estos péptidos son mas cortos compuestos por 27 residuos
que forman las a-hélices H2 y H3 del dominio SapB de péptidos de NK-lisina de S. salar.
Los péptidos fueron resuspendidos en DMSO a una concentracién de 4 mg/ml y

almacenados a -20°C.

4.3 Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA se utilizé el reactivo Trizol (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La cuantificacion del RNA fue realizada por medio de un
equipo Synergy HTX microplate reader (BioTek Instruments, USA). La concentracion y
pureza de las muestras de ARN se evaluaron por espectrofotometria. En el caso del
ARN, la relacion de absorbancias A260/280 con un valor entre 1.8 y 2.0 se considero
indicativa de un ARN de pureza Optima. Por otra parte, la integridad del ARN fue
visualizada mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE; aquellas
muestras que presentaban las bandas resultantes del ARN ribosomico (ARNTr) fueron

consideradas de buena calidad para los futuros analisis de qPCR.

4.4 Transcripcion inversa

Las muestras fueron tratadas con ADNasa | #M0303 (New England BiolLabs),

utilizando 2 ug de ARN en un volumen final de 11 pL, segun protocolos del fabricante.
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La reaccion contenia 1 yL de Buffer 10X con MgCLz, 0,5 uL de DNase | (1 U), 0,5 pL de
Ribolock, agua de grado biologia molecular hasta completar 11 pL. Las muestras fueron
incubadas a 37 °C durante 10 minutos. Para la inactivacion de la enzima, se anadié 1 yL
de 50 mM EDTA y se incub6 por 10 minutos a 75 °C.

Para la sintesis de cDNA se utilizo el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis
(Thermo Scientific), utilizando como plantilla de ARN todo el volumen de las muestras
tratadas con ADNasa (11 pL). A las muestras se les afadié; 1 yL Random primer
hexamer, 4 uL Buffer 5X, 2 yL dNTPs (10 mM), 1 uL Ribolock RNAse Inhibitor (20 U/uL),
1 uL RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL); volumen final de reaccion: 20 yL. Las reacciones
se incubaron en el Termociclador Basico Professional (Biometra) a 25 °C durante 5
minutos, luego a 42 °C durante 60 minutos y, finalmente, a 70 °C durante 5 minutos. Para

cada muestra se realiz6 un control negativo sin retrotranscriptasa (control No-RT).

4.5 Estandarizacién de primers

La herramienta Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) se
utilizé para el disefio del cebador. Se seleccionaron oligonucleétidos especificos, que no
amplificaban variantes de transcripcion y estaban alineados con una unién exén-exén,
para los productos deseados. Las secuencias y la informacién de los cebadores
utilizados en todos los ensayos de RT-qPCR se muestran en la Tabla I. Para la
estandarizacién de primer mediante PCR convencional se utilizé el kit GoTaq G2 Green
Master Mix (Promega). La eficiencia de los primers se determind mediante el rango

dinamico en el equipo AriaMx Real-Time PCR System (Agilent, EE.UU.), utilizando el kit
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Brilliant 1l SYBR ® Green QRT-PCR Master Mix, 1-Step y 2-Step para los diferentes

experimentos (Agilent, EE.UU.).

4.6 Analisis de expresion constitutiva de genes de NK-lisina

Para los analisis de expresion constitutiva de genes de NK-lisina en tejido de S. salar,
se analizaron 5 peces al azar; a cada pez se le extrajeron 9 tejidos (piel, musculo,
branquias, corazon, rindn anterior, higado, bazo, estdmago e intestino), los cuales fueron
almacenados en RNALater (Invitrogen) a -80 °C. La extraccion y cuantificacion del ARNm
se realizé a cada muestra por separado de acuerdo con el punto 4.3. Los analisis de los
genes de NK-lisina de Salmo salar se realizaron en muestras de ARNm procedentes de
un pool de tejido de 5 peces.

Para las reacciones de g-PCR se utiliz6 el kit KAPA SYBR FASTOne-Step gqRT-PCR
MasterMix (KapaBiosystems, USA) de acuerdo con el siguiente protocolo; 5 uL de Qpcr
Master Mix (2X), 200 mM primer reverse, 200m mM primer forward, 1 yL cDNA (Punto
4.4), 3,6 pL de agua grado biologia molecular, volumen final de reaccion de 10 yL. Las
condiciones de amplificaciéon utilizadas fueron: 40 ciclos de 95 °C por 15s,30s a T° de
alineamiento (de acuerdo con cada gen, Tabla I), seguidos de la curva de melting (95 °C
por 30 s, 65 °C por 30 s y 95 °C por 30 s). Se incluyé un control negativo sin ADNc. Los
gPCR se realizaron con 3 réplicas técnicas. Para todos los ensayos de gPCR se utilizé
el gen EF-1 de S. salar como gen housekeeping para normalizar los datos de expresion.
Se utilizé el equipo AriaMx Real-Time PCR System (Agilent, EE.UU.) y la expresion

relativa se determiné segun el modelo matematico de Paff [82].
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Tabla I: Secuencias de primers utilizados para los analisis de RT-PCR.

Gen Secuencia Tamaino | Tm°C Nt;mero de
cceso
F CACCACCGGCCATCTGATCTACAA
SSEF1 78 58 AF321836
R TCAGCAGCCTCCTTCTCGAACTTC
omiL1p |F ACATTGCCAACCTCATCATCG o s 1223954
R TTGAGCAGGTCCTTGTCCTTG
F GGCCCTCCTGACCATTACT
SsIL-8 102 58 | NM 001140710
s R ATGAGTCTACCAATTCGTCTGC -
F GGCCATCCGTGGACAGATAC
SsTGF-B1 92 58 | XM 014196504.1
STGF-p1 ¢ GGGAGGTTGGGACTTTCTCG -
SeTNFa |_F TGTGTGGCGTCCTCTTAGTAGCAGCTT o 5 | NM 001123580 1
R CTCCATTTTGTCCTGCATCGTTGC - '
S CGCTATGGACAGCATCCTGAAGTTC 1 s | XM 014168417 1
R GTGGAAGATGTTTCCGATGGAGTCG - '
F CCGTACACCGATTGAGGACT
SsIFN- 133 58 FJ263446.1
SFNY IR GCGGCATTACTCCATCCTAA
F CGGGAGTCTGTGGAGACCTA
SsIL-17 83 58 | XM_014193546.2
R TACCAAACCCGACAGTGAGC
SsiL- F ACCCACCACAAAATGCAAGGAGT
71 58 | NM 001204895.1
4/13A R ACGTGGCATTTTTCACGGAG -
F ATCTGCTGCCTGCATGTAA
omiL-22 151 58 | NM 001164064.1
m R TAGCATAGTGAGGCGGAAG -
F TCGGGAAATGGAAGGCACAA
SsMx 99 58 | XM 014133087.2
R CCCTTCCACGGTACGTCTTC -
SsNK- F | ATTGCAGTACATTTTGTATCATCTCCAAATG
58 119 58 | NM _001141110.1
Lisina1 | R TGAGCTTTATTTTTTAGCTAGCC -
] F TGTCAGTCTTAGTCTTAAACT
SsNK GTGTCAGTCTTAGTC TG 144 58 | XM 014130176.1
Lisina2 | R TACTATCAAATTGAGGTTTATTTTTTGC -
] F TGTATAGTCATTCTAAATTGCAGT
SsNK GTGTATAGTCATTC GCAG 115 58 | XM 014210204.2
Lisina4 | R TTCACACAAACATAAAACATTCG -
F AGCAGATGATTGCCGGTTCA
SsIL-18 129 58 | NM _001141408.1
R TTCTTCTCGCAGCACACCAT -
F CCTGCCATGAAACCTGAGAAGA
SsIFN-1a 108 58 | NM _001123710.1
R TTTCCTGATGAGCTCCCATGC -
F GCATCAAGCAGTGGTCGAGT
SsEF-1a 140 58 | NM 001124339.1
R AGATCAGATGGCCTGTGGTG -

Ss: Salmo salar, Om: Oncorhynchus mykiss
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4.7 Actividad fagocitica

La actividad fagocitica se analiz6 mediante un ensayo fluométrico de microplaca
utilizando pHrodo™ Green E. coli Bioparticles™ conjugate (Molecular Probes/Thermo
Fisher Scientific), compuesto por E. coli inactivado marcado con un fluoréforo sensible al
pH. El ensayo se basé en el aumento de la fluorescencia de las particulas en el entorno
acido de los fagosomas, lo que permitié cuantificar la captacion fagocitica. Las particulas
se suspendieron en un buffer Live Cell Imaging Solution (Molecular Probes/Thermo
Fisher Scientific) suplementado con glucosa al 0,2% (p/v) (LCIS-glu) a una densidad de
1 mg/ml, agitando en vértex durante 2 minutos y sonicando durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Los leucocitos de rindn anterior se sembraron a una densidad de
1x108 células/pocillo en placas de 96 pocillos en medio L-15 suplementado con 2% FBS,
e incubaron a 18 °C por 24 horas. Luego las células se lavaron con HBSS y la poblacién
enriquecida con fagocitos se incub6 durante 30 minutos a 18 °C con 50 pL de LCIS-Glu,
y luego con 50 uL de bioparticulas. Los péptidos derivados de NK-lisina fueron evaluados
a 0, 10 y 50uM. Se utilizaron como control pocillos sin células; solo contenian
bioparticulas para permitir restar la fluorescencia del fondo de las particulas a pH neutro.
Las células, el péptido y las bioparticulas se incubaron durante 3 y 6 horas a 18°C. La
fluorescencia se registr6 en el equipo Synergy HTX microplate reader (BioTek
Instruments, USA) en modo de escaneo de area de pozo, con longitudes de onda de
excitacion y emision de 488 y 528 nm, respectivamente. Los datos se calcularon como
porcentaje de fagocitosis en relacion con las muestras de células de control incubadas

con bioparticulas en ausencia de estimulos, tras sustraccién de la fluorescencia de fondo
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de las particulas (control sin células).

4.8 Ensayo de respuesta inmune a PAMP en células SHK-1 estimuladas con

LPS y Poli (I:C).

Se sembraron 3 x 10° células/pocillo de SHK-1 en medio L15 (suplementado con 10%
de suero bovino fetal). Luego de 24 horas, las células fueron estimuladas con 1 ug/mL
de lipopolisacarido (LPS de E. coli, 0111:B4) (Sigma) y poli (I:C) (Sigma), ademas de 50
MM de NK-lisina (SsNK-127, SsNK-227, SsNK-427) durante 6 y 12 horas. Se usaron como
controles células tratadas unicamente con LPS o con poli (I:C), y células tratadas
unicamente con los péptidos. Se determind la expresion relativa de TNF-a, IL-13 e IL-8
en respuesta a LPS mediante qRT-PCR. Para poli I:C, se determiné la expresién de IFN-
al y Mx que estan involucrados en la respuesta antiviral. La RT-PCR se realiz6 de

acuerdo con el punto 4.6.

4.9 Ensayo antimicrobiano

Se evalud la actividad antimicrobiana directa de los péptidos derivados de NK-lisina
(SsNK127, SsNK227, SsNK427) frente a Piscirickettsia salmonis (LF-89) y Flavobacterium
psychrophilum. La MIC y la IC50 de los péptidos se determinaron mediante el método de
microdilucién en caldo con modificaciones [83]. P. salmonis se cultivd en medio Tryptic
Soy Broth (TSB, Merck, Darmstadt, Alemania) suplementado con NaCL 3 g/L, suero

bovino fetal (SBF) al 2,5%, L-cisteina al 0,05% y FeCls 0,01 g/l a 18°C [84] y F.
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psychrophilum se cultivé en un caldo compuesto por Triptona 4g/L, MgSO4 0,5g/L, CaCl2
0,5g/L, extracto de levadura 0,4g/L, pH 7.2 a 15°C [85]. El cultivo de bacterias en fase de
crecimiento logaritmico se diluydé en medio de cultivo hasta una absorbancia de 0,001 a
600 nm, que es equivalente a 10° ufc/ml. El microorganismo diluido (90 pL) se mezcld en
una placa de 96 pocillos de polipropileno (Greiner Bio-One, Alemania) con 10 yL de
medio (control de crecimiento microbiano) o con 10 yL de los péptidos antimicrobianos
derivados de NK-lisina diluidos en serie V2, partiendo de una concentracion de 200 uM.
El crecimiento fue monitoreado midiendo el cambio en la absorbancia del cultivo a 600
nm utilizando un lector de microplacas, tras 2 y 5 dias de incubacion a 15 °C y 18 °C,
para F. psychrophilumy P. salmonis, respectivamente. La MIC se determiné mediante la
verificacion visual de la sedimentacion microbiana y la lectura de la absorbancia a 600
nm. Ademas, se determind la concentracién inhibitoria media (IC50), que es una medida
de la eficacia de un compuesto en inhibir una funcién biolégica o bioquimica e indica qué
cantidad de un determinado farmaco u otra sustancia (inhibidor) se necesita para inhibir

a la mitad un proceso bioldgico.

4.10 Actividad hemolitica de los péptidos derivados de NK-lisina.

Se determind la actividad hemolitica de péptidos sintéticos derivados de NK-lisina
(SsNK127, SsNK227, SsNK427) en eritrocitos humanos y de S. salar siguiendo el método
descrito previamente [86]. Brevemente, eritrocitos humanos y de S. salar frescos (5 ml)
se lavaron con PBS. Finalmente fueron resuspendidos en PBS suplementado con

glucosa (0,2%, p/v). Se agregaron los péptidos derivados de NK-lisina (concentraciones
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finales de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 pM) diluidos en PBS a 90 L de la
suspension de eritrocitos (1%). Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 37 °Cy
luego se centrifugaron durante 10 minutos a 3500 rpm a temperatura ambiente. Los
sobrenadantes (70 pL) fueron transferidos a una placa de microtitulacién de 96 pocillos
y la densidad optica se determiné a 405 nm en el lector de microplacas Synergy HTX
(BioTek Instruments, USA). El porcentaje de hemdlisis se calculd en relacion con la
hemdlisis observada con la suspension de eritrocitos tratada con SDS al 0,1% (100% de
hemodlisis). Se realizaron dos experimentos individuales, con réplicas de las muestras

para cada péptido.

4.11 Analisis de las propiedades fisicoquimicas

La hidrofobicidad, el momento hidrofébico, la carga neta total, el punto isoeléctrico
tedrico y los pesos moleculares de cada péptido se calcularon utilizando la base de datos
de actividad antimicrobiana y estructura de péptidos (https://dbaasp.org/home) y la
plataforma ExPASy (http://web.expasy.org/compute_pi/). Las propiedades
fisicoquimicas de los tres péptidos derivados de NK-lisina seleccionados se enumeran

en la Tabla Ill.

4.12 Aislamiento y cultivo de leucocitos de riiidn anterior (HKL)

Los HKL se aislaron de S. salar segun el método descrito previamente [87].

Brevemente, los especimenes se sacrificaron mediante sobreexposicion a benzocaina

54



(20%) y el rindn anterior se extrajo asépticamente y se homogenizo a través de una malla
de nylon de 40 ym utilizando medio Leibovitz (L-15, Gibco, EE.UU.) suplementado con
penicilina (100 Ul/ml, Gibco, EE.UU.), estreptomicina (100 pg/ml, Gibco, EE.UU), y suero
bovino fetal (SBF, Hyclone, EE.UU.) al 2%. La suspension celular resultante se deposito
en gradientes de Percoll con densidades de 51%/34% y, a continuacién, se a 800 g
durante 40 min a 15 °C. La fraccién correspondiente a los leucocitos fue recolectada, y
lavada dos veces (1800 g durante 5 min a 15 °C). Finalmente, el pellet celular fue
resuspendido en medio L-15 suplementado con un 10% de SBF, penicilina (100 Ul/ml,
Gibco, EE.UU.), estreptomicina (100 ug/ml, Gibco, EE.UU). La concentracion de células
viables se determind por el método de exclusion con azul tripan. El numero de células a

sembrar se calculé segun el disefio experimental.

4.13 Citotoxicidad de NK-lisina en células de HKL y SHK-1.

Se determind la citotoxicidad de los péptidos derivados de NK-lisina (SsNK127,
SsNK227, SsNK427) en leucocitos de rifldn anterior previamente extraido de acuerdo con
el punto 4.12 y en células SHK-1 de S. salar. Se utiliz6 el kit Cell Proliferation Kit | (MTT,
Roche) segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, se sembraron 500.000
células por pocillo de leucocitos de rifion anterior y 100.000 células por pocillo de SHK-1
en placas de 96 pocillos. Luego de 24 horas, se incubaron con 50 uM de SsNK127,
SsNK227 y SsNK427 durante 24 y 48 horas a 20 °C. Posterior a la incubacion, las células
fueron incubadas con 1 mg/ml de MTT a 20 °C, durante 6 horas. Finalmente se elimind

todo el MTT y se resuspendieron las sales de formazan en 100 uL de isopropanol. Las
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placas fueron medidas a 570nm en el equipo Synergy HTX microplate reader (BioTek

Instruments, USA).

4.14 Ensayo in vitro

Los HKL se mantuvieron en placas de 24 pocillos a una densidad de 4 x 10° células
por pocillo, a 18 °C, en medio L-15 de Leibovitz (Gibco) suplementado con suero bovino
fetal (SBF) al 10 % y penicilina (100 Ul/ml, Gibco, EE.UU.), estreptomicina (100 pg/ml,
Gibco, EE.UU.). Previo al tratamiento, se cultivaron monocapas de HKL y se dejaron en
reposo durante al menos 24 horas. Para el tratamiento, el sobrenadante que contiene
macrofagos y monocitos no adheridos fue eliminado. Las monocapas que contenian
macrofagos adheridos se incubaron en medio L15 en presencia o ausencia de los
péptidos derivados de NK-lisina (SsNK127, SsNK227, SsNK427, 50 uM) durante 6, 12 y 48
h. El ensayo se realizé por triplicado, en el que cada réplica correspondia a un pez
individual. Tras la estimulacion, se extrajo el ARN total de acuerdo con el punto 4.3y,
para los analisis por qPCR, se evalud la expresion relativa de los genes IL-1p3, IL-8, IL-

18, TNF-a, IL-10, IFN-y, TGF-B y Mx (Tabla I).

4.15 Ensayo in vivo

Veinticinco S. salar por grupo de aproximadamente 50 g de peso corporal se
aclimataron durante dos semanas a 10-12 °C. Los peces fueron mantenidos en tanques

de 0,18 m3en agua dulce, con aireacion y alimentacion a saciedad (dieta comercial Micro,
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EWOS), bajo un ciclo luz: oscuridad de 12:12 horas. Tras este periodo, se inyectaron
100 uL a los animales por via intraperitoneal con los péptidos derivados de NK-lisina
(SsNK127, SsNK227 y SsNK427) a una dosis de 20 pg por pez. Los peces del grupo control
fueron inyectados con 100 puL de PBS. Alos 1, 3, 7, 14 y 21 dias de la inyeccién, se
practico la eutanasia a los peces (n = 5 por grupo de tratamiento y punto temporal) y se
recolectaron los rinones anteriores en RNAlater, los cuales fueron almacenados a -80 °C
hasta su posterior analisis (Fig. 5).

La extraccion y cuantificacion del ARNm se realizaron de acuerdo con el punto 4.3.
Los analisis de expresion génica de los genes asociados a respuestas inmunitarias (IL-
18, IL-8, Mx, IFN-y, IL-4/13A e IL-22) se realizaron mediante primers especificos para

cada gen (Tabla I).

@ Inyeccién @ Muestreo
ﬁlmul
V‘ Dias post estimulacién
: Salmo salar f

] 0 1 3 14 21
l l n=25 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Grupo Control: Grupo 2: Grupo 3: Grupo 4: I I I I I |
PBS SsNK1z SsNK227 SsNKd4a7 - - - - -

) J/ —/ | 4 y) Rifion anterior

Figura 5: Disefno experimental y esquema de muestreo para la evaluacion de la respuesta de Salmo
salar a la estimulacion con los péptidos derivados de NK-lisina. Se muestran las dos etapas
principales del experimento: (1) inyeccioén, en la que los peces fueron administrados con 100 yL de PBS
(grupo control), SsSNK1,, (grupo 2), SsSNK2,, (grupo 3) y SsSNK4,, (grupo 4), segun el tratamiento
experimental; y (2) muestreo, realizado a los 0, 1, 3, 7, 14 y 21 dias post-estimulacién. En cada punto
temporal se obtuvieron muestras de rindn anterior para los analisis posteriores. El nimero de individuos

analizados en cada punto temporal se indica como “n”.
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4.16 Real-time PCR para ensayos in vitro e in vivo

Las gPCR de los ensayos in vitro (Punto 4.14) e in vivo (Punto 4.15) a partir de
muestras de ARN se realizaron utilizando el kit Brilliant II SYBR ® Green QRT-PCR
Master Mix, 1-Step (Agilent, EE.UU.) en un volumen final de reaccion de 10 pL. La
reaccion consistia en 2 yL de ARN, 0,4 pL de enzima bloqueante de ARNasas
(RT/RNase), 5 uL de Brilliant Il SYBR Green gRT-PCR Master Mix (2X), 200 mM primer
forward, 200 mM primer reverse y agua de grado biologia molecular hasta completar
volumen final 10 yL. Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron: 95 °C por 10
min, 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 30 s a T° de alineamiento (de acuerdo con cada gen,
Tabla 1), seguidos de la curva de melting (95 °C por 30 s, 65 °C por 30 s y 95 °C por 30
s). Se incluyé un control negativo sin ARN. Los qPCR se realizaron con 3 réplicas
técnicas. Para cuantificar la expresién génica de los genes de interés, se utilizoé el método

AACt comparativo [88].

4.17 Antigeno recombinante

VP2 es la proteina de mayor tamano y el principal determinante inmunogénico del
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNv) [89, 90]. La secuencia de ADN del
antigeno VP2 (RV06, serotipo 5, GenBank: KF964930.1) se clon6 en el vector de
expresion pET28a(+) de GenScript (https://www.genscript.com/). El vector se verifico
mediante analisis de restriccion con las enzimas Ncol y EcoRI (New England BiolLabs,

Ipswich, MA, EE. UU.), obteniéndose una banda de aproximadamente 1,4 kb,
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correspondiente a la esperada para el gen VP2. La cepa E. coliBL21 (DE3) se transformé
con el plasmido pET28a (+): RV06. Las bacterias transformadas se cultivaron en caldo
Luria-Bertani (LB) (10 g de triptona (Gibco), 10 g de NaCl (Winkler), 5 g de extracto de
levadura Bacto (Gibco) por 1 L de caldo) con 50 pyg/mL de kanamicina (PhytoTech LABS)
a 37 °C y 150 rpm. La induccion de la proteina VP2 se realizé afadiendo isopropil 3-D-
1-tiogalactopirandsido (IPTG, USBiological Life Sciences) al caldo a una concentraciéon
final de 0,4 mM. El cultivo se mantuvo durante 4 horas a 30 °C y 150 rpm. Se determino
mediante SDS-PAGE, utilizando geles de poliacrilamida al 10 % en condiciones
reductoras y no reductoras, y se tifieron con Azul Brillante de Coomassie R-250 (GE
Healthcare, Suecia), que la proteina VP2 (RV06) se expresaba como cuerpos de
inclusion, los cuales se separaron por centrifugacion (4260 g durante 10 min) para su
posterior purificaciéon. Los cuerpos de inclusién previamente aislados se desnaturalizaron
con urea al 8 M (Winkler) durante 6 horas. A continuacion, el sobrenadante y el
precipitado se separaron mediante centrifugacion a 4260 g durante 10 min. El
sobrenadante se sometié a un proceso de renaturalizacién mediante dilucién gota a gota
en tampon PBS durante 12 horas y, posteriormente, se filtr6 con un Amicon con una

membrana de 100 kDa (Merck Millipore Ltd., Irlanda).

4.18 Formulacion de la vacuna

Las vacunas se formularon utilizando una fase acuosa al 40% que contenia el
antigeno (VP2, 1 ug por gramo de peso corporal del salmén) y los péptidos

inmunomoduladores seleccionados: péptidos SsNK127 y SsNK427, y una combinacién de
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ellos, SsNK127+SsNK427 (20 pg por pez), y un 60% de adyuvante comercial
(MONTANIDE™ [SAS50). Se utilizaron PBS y E. coli con adyuvante comercial como
grupos de control negativo. Los salmones del Atlantico (95 gramos) se dividieron en seis
grupos de 30 peces y se aclimataron durante 14 dias en agua dulce (15 °C) con
alimentacion periodica. Posteriormente, se les inyectd 200 pL de la formulacion con los
péptidos estimulantes o de la formulacién control, de forma intraperitoneal. Tras 315
unidades térmicas acumuladas (UTA), equivalentes a 21 dias, los peces recibieron una
dosis de refuerzo mediante el mismo procedimiento. Tres dias después de la dosis de
refuerzo, se sacrificaron cinco Salmo salar por grupo debido a la sobreexposicion a
benzocaina al 20 %. Se recogieron muestras de rindn anterior y bazo, que se fijaron con
el reactivo de estabilizacién de ARN RNAlater® (Invitrogen) y se almacenaron a -80 °C
hasta la extraccion del ARN. Para el analisis de anticuerpos especificos IgM mediante
ELISA, se extrajo sangre de la vena caudal a los 3 dias antes de la primera vacunacion,
18, 35, 49, 60 dias post vacunacion. El suero se preparé mediante centrifugacion a 3000
rom durante 10 min y las muestras de suero se almacenaron a -20 °C. Tras finalizar el
experimento a 900 UTA (60 dias), se recolectaron rifiones anteriores de cinco peces de

180-200 g por grupo para el cultivo de leucocitos y el ensayo de reestimulacién in vitro.
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Figura 6: Cronograma experimental y esquema de muestreo de los peces vacunados durante el
ensayo de estimulacién. Se representa la secuencia temporal del experimento, incluyendo el periodo de
aclimatacion, la administracion de la primera dosis al dia 0 (n= 25) y de la segunda dosis a los 21 dias
post-primera dosis (n= 20). Se realizaron extracciones de sangre en los dias -3, 18, 35, 49 y 60,
correspondientes a 3 dias antes de la primera dosis y a los dias 18, 35, 49 y 60 posteriores a la primera
dosis, respectivamente (n= 15 por punto de muestreo). Adicionalmente, se realizaron extracciones de rifién
y bazo alos 24 dias (n=5) y de rifidn a los 60 dias (n= 5). La escala superior indica el tiempo transcurrido
desde la primera dosis en dias, mientras que la escala inferior corresponde al tiempo experimental en
unidades térmicas acumuladas (UTA).

419 Estimulacién antigénica a leucocitos de rifidn anterior de peces

vacunados.

Al finalizar el ensayo de vacunacion (900 UTA), se recolecto el rindn anterior de cinco
peces de 180-200 g por grupo para el cultivo de leucocitos. Se sembraron leucocitos de
Salmo salar de cinco peces vacunados por grupo en placas de cultivo de 24 pocillos en
medio L-15 con 10 % de suero fetal bovino (FBS) y se cultivaron a 18 °C. Cada réplica
experimental correspondié a células procedentes de diferentes animales y se dividié en
tres grupos: células incubadas con concanavalina A (5 ug/ml), con proteina recombinante

VP2 (10 pg/ml) o con medio de cultivo como control negativo. Las células se recolectaron
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a las 3 y 12 horas después de la estimulacion. En todos los tratamientos, las células se
mantuvieron en incubacion a 18 °C. La expresion de IFN-y, IL-17 e IL-4/13A se determino

mediante qRT-PCR.

4.20 Deteccion de anticuerpos en sangre

Se realizaron extracciones de sangre a los 3 dias antes de la primera dosis y a los
dias 18, 35, 49 y 60 posteriores a la vacunacién, todos los peces de cada grupo fueron
anestesiados con benzocaina y se obtuvieron muestras de sangre de la vena caudal.
Las muestras de suero se recolectaron mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 10
min y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Los anticuerpos especificos para VP2 se
detectaron mediante ELISA indirecto. Brevemente, se recubrieron placas de
microtitulacién de 96 pocillos con VP2 (RV06, 20 pg/ml en 50 uL de PBS) y se incubaron
a 4 °C durante la noche. Posteriormente se realizaron lavados con PBS/Tween-20 (PBS-
T) al 0,05 % y se incubaron las placas con leche descremada al 3 % en PBS a
temperatura ambiente (TA) durante 2 h. Tras el bloqueo, las placas se lavaron con 200
ML de PBS-T. Tras el lavado, se afiadieron a cada pocillo 50 yL de diluciones seriadas
Y2 de suero obtenido a partir de la sangre de salmones previamente vacunados vy
controles y se incubaron las placas a 4 °C durante la noche. A continuacion, se afadio
el anticuerpo monoclonal anti-lgM (MyBioSource.com; diluido 1:1000) y se incubd a
temperatura ambiente durante 2 h. Tras el lavado con PBS-T, se afadieron 50 uL de
anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa (diluido 1:13000) y se incub6 a
temperatura ambiente durante 2 h. Tras lavar con PBS-T, el sustrato OPD (diclorhidrato

de o-fenilendiamina, Thermo Scientific) se preparo disolviendo 5 mg de OPD en 12,5 mL
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de tampdn de sustrato y afiadiendo 5 uL de H,0O, a este volumen justo antes de su uso.
A continuaciéon, se anadieron 50 pL de esta solucion a cada pocillo y se incubd a
temperatura ambiente durante 15 minutos. La reaccion se detuvo al afiadir 25 uL de
H,SO, 2 M a cada pocillo. La densidad o6ptica (DO) se midié a 492 nm con un lector de
microplacas Sinergy® HTK Take3 (BioTek, Agilent Technologies). Los titulos de
anticuerpos se expresaron como el reciproco de la mayor dilucién, que resultdé en un

valor dos veces superior al del suero preinmune de cada animal.

4.21 Analisis estadisticos

Los grupos de animales tratados y control fueron seleccionados y conformados al
azar. La normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov,
y la homogeneidad de varianza mediante la prueba de Bartlett (para comparaciones entre
mas de dos grupos) o la prueba F (para comparaciones entre dos grupos). De acuerdo
con estos resultados, se aplicaron pruebas paramétricas o no paramétricas segun

correspondiera.

Para los ensayos de actividad fagocitica y de modulacién de la respuesta inducida
por LPS y poli(l:C), los datos se analizaron mediante ANOVA de una via seguido de la
prueba de comparaciones multiples de Sidak. Para los ensayos de expresion de
citoquinas en leucocitos de riidn anterior estimulados in vitro con los péptidos los datos
se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones
multiples de Dunn. Las comparaciones se realizaron entre tratamientos en funcion del
tiempo. Para el andlisis de la cinética de expresion génica in vivo tras la inyeccion de los
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péptidos, se utilizod ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones multiples
de Dunnett, dado que las comparaciones se realizaron frente a un unico grupo control
(PBS). Para los titulos de anticuerpos IgM se utilizo6 ANOVA de dos vias seguido de la
prueba de comparaciones multiples de Tukey. Para el ensayo de expresion de genes en
rindn anterior y bazo post vacunacién se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. Para el ensayo de reestimulacion con el antigeno VP2, se utiliz6 un Modelo de

efectos mixtos.
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V. RESULTADOS

5.1 Analisis de expresion constitutiva de genes de NK-lisina en diferentes

tejidos de S. salar.

Se analizo la expresion constitutiva de tres genes de NK-lisina, SsNK-lisina 1, SsNK-
lisina 2 y SsNK-lisina 4, de S. salar en nueve tejidos (Fig. 7). SsNK-lisina 1 mostro los
mayores niveles de expresion en piel, rindn anterior, bazo y branquias, con su mayor
nivel en branquias. Ademas, SsNK-lisina 1 también se expresé en musculo, intestino,
higado y corazén. SsNK-lisina 2 se expresoé en todos los tejidos analizados, pero mostro
un mayor nivel de expresion en el rindn anterior y el bazo; sin embargo, presentd los
niveles de expresidon mas bajos entre los tres transcriptos analizados. Por otro lado,
SsNK-lisina 4 mostré su nivel de expresion mas alto en las branquias, el bazo y el rifidn
anterior. Ademas, SsNK-lisina 4 también se expresé en musculo, piel, higado, corazén e
intestino. Los tejidos de intestino y estbmago mostraron los niveles de expresion mas

bajos para todos los transcriptos analizados.
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Figura 7: Perfiles de expresion relativa de ARNm de SsNK-lisina 1, 2 y 4 en nueve tejidos de salmon
Atlantico no infectados. El gen EF-1a se utiliz6 como normalizador y el estdmago como calibrador. La
expresion relativa se determiné segun el modelo matematico de Paff [82]. Los datos se presentaron como
media + DE n=3 réplicas técnicas de un pool de 5 peces.

5.2 Citotoxicidad de péptidos derivados de NK-lisina en leucocitos de riiién

anterior y SHK-1.

La citotoxicidad de los péptidos derivados de NK-lisina en HKL y SHK-1 fue evaluada
por el ensayo de viabilidad celular MTT. Los resultados se muestran en la figura 8.
Ninguno de los péptidos estudiados tuvo una toxicidad significativa a 50 uM, luego de 24
y 48 horas de tratamiento. La viabilidad mas baja para HKL fue de 87% para SsNK427 y

un 82% para SsNK127 en SHK-1.
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Figura 8: Efectos de péptidos derivados de NK-lisina (SsNK127, SsNK2,7, SsNK4,7) sobre la viabilidad
celular (ensayo MTT) en (A) leucocitos de rifién anterior y (B) SHK-1, luego de 24 y 48 horas de tratamiento
a una concentracion de 50 uM. Los datos representan el promedio + DE, n = 6.

5.3 Estimulacion de la actividad fagocitica de leucocitos de riiidn anterior con

péptidos derivados de NK-lisina.

Se evaluod la capacidad de los péptidos SsNK127, SsNK227 y SsNK427 para estimular
la fagocitosis en leucocitos del riidn anterior (Fig. 9). Los resultados mostraron que los

péptidos SsNK127y SsNK427 aumentan la capacidad fagocitica de HKL a la concentracién
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mas alta estudiada, independientemente del tiempo evaluado. El péptido SsNK227 no

tuvo efecto sobre la capacidad de fagocitosis de HKL (Fig. 9).
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Figura 9: Efectos sobre la actividad fagocitica de los leucocitos de rinén anterior (HKL) de S. salar
estimulados con los péptidos derivados de NK-lisina. Los datos representan la media + DE de tres
experimentos independientes realizados en triplicado. Los datos se analizaron mediante ANOVA, seguida
de la prueba de comparaciones multiples de Sidak (**p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001).

5.4 Expresion de citocinas inducidas por péptidos derivados de NK-lisina en

leucocitos de rindn anterior.

La capacidad de los péptidos derivados de NK-lisina para inducir la expresion de
citocinas se evalué in vitro en HKL de S. salar. Se evaluaron los niveles de expresion de
dos citocinas antiinflamatorias, IL-10 y TGF-, en respuesta a la estimulaciéon con los
péptidos derivados de NK-lisina in vitro. En la figura 10 se observa que ningun péptido
aumentd la expresion de IL-10 a las 6 horas, mientras que a las 12 horas todos

aumentaron la expresion de IL-10 en comparacion con el control. Este aumento también
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se observo a las 48 horas en los péptidos SsNK227 y SsNK427. Para el gen TGF-§3 se
observo un aumento significativo de expresion a las 12 y 48 horas para la estimulacion
con SsNK427 en comparacion con el control de células sin estimular.

También se evaluaron los niveles de expresion de citocinas proinflamatorias (IL-8,
TNF-a, IL-18, IL-1B) (Fig. 11). En los niveles de expresion de las citocinas
proinflamatorias IL-13, IL-8 y TNF-a se observa un aumento significativo a las 12 horas
de estimulacién con los péptidos SsNK127 y SsNK427, mientras que a las 6 y 48 horas no
se observan diferencias significativas con respecto al control. IL-18 no presenta cambios
en los niveles de expresién a las 6 y 12 horas de estimulacion; sin embargo, se observa
un aumento significativo en los niveles de expresion tras una estimulacion con SsNK127
alas 48 h.

Ademas, SsNK127 a 50 uM indujo un aumento significativo en la expresion de la
citocina de tipo Th1, IFN-y, a las 48 horas posteriores al tratamiento. Mientras que
SsNK427 indujo un aumento significativo en la expresion de la citocina IFN-y a las 12 y
48 horas post-estimulacién. SsNK127 también indujo un aumento significativo en la
expresion de la proteina citosélica inducible por IFN-y, Mx, a las 6 horas, mientras que
SsNK427 indujo un aumento en los niveles de expresion a las 12 horas post-estimulacién

(Fig. 12).
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Figura 10: Niveles de expresion relativa de ARNm de citoquinas antiinflamatorias en leucocitos de
rindn anterior de salmén Atlantico estimulados con péptidos derivados de NK-lisina (SsNK127,
SsNK2;7, SsNK4,7). El gen EF-1a se usé como normalizador y el grupo control se usé como calibrador.
Los datos se representan como media + DE (pool de 3 experimentos con 3 réplicas). Los datos fueron
analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Las
comparaciones se realizaron entre tratamientos en funcion del tiempo.
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Figura 11: Niveles de expresion relativa de ARNm de citoquinas proinlamatorias de leucocitos de
rinon anterior de salmon Atlantico estimulados con péptidos derivados de NK-lisina (SsNK127,
SsNK2;,7, SsNK4,7). El gen EF-1a se us6 como normalizador y el grupo de control como calibrador. Los

datos se representan como media *

DE (pool de 3 experimentos con 3 réplicas). Los datos fueron

analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Las
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comparaciones se hicieron entre tratamientos en funcién del tiempo.
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Figura 12: Niveles de expresion relativa de ARNm de genes de respuesta inmune en leucocitos de
rindn de salmén Atlantico estimulados con péptidos derivados de NK-lisina (SsNK127, SsSNK2,,
SsNK4,7). El gen EF-1a se usé como normalizador y el grupo de control como calibrador. Los datos se
representan como media + DE (pool de 3 experimentos con 3 réplicas). Los datos fueron analizados
mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Las comparaciones
se realizaron entre tratamientos en funcion del tiempo.

5.5 Los péptidos derivados de NK-lisina regulan la expresion de citocinas

inducida por PAMP.

Se evaluaron las propiedades inmunomoduladoras de los péptidos derivados de NK-
lisina mediante la modulacion de las respuestas inducidas por LPS y poli (I1:C) en la linea
celular SHK-1. El efecto de los péptidos derivados de NK-lisina sobre los genes
relacionados con las respuestas inflamatorias y antivirales se muestra en las figuras 13
y 14, respectivamente. Se observd que la exposicion a LPS elevé significativamente los
niveles de expresién de citocinas inflamatorias, como IL-13, TNFa e IL-8, en las células
SHK-1 a las 6 y 12 horas posteriores al tratamiento. Sin embargo, el cotratamiento con
LPS y los péptidos derivados de NK-lisina disminuyd significativamente los niveles de
expresion de IL-1B y TNF-a a las 12 horas tras el tratamiento. A las 12 horas, solo el

cotratamiento con LPS y SsNK227 mostré una disminucién significativa de la expresion
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de IL-8. SsNK127 y SsNK427 no mostraron cambios significativos en el nivel de expresion
de IL-8 en presencia de LPS. A las 6 horas, el cotratamiento con LPS y péptidos
derivados de NK-lisina aumento los niveles de expresion de IL-1B e IL-8 en comparacién
con el grupo tratado unicamente con LPS. El cotratamiento de SsNK127 o SsNK227 con
LPS durante 6 horas no mostro diferencias significativas en la expresion de TNF-a. Sin
embargo, el cotratamiento de SsNK427 y LPS durante 6 horas redujo significativamente
el nivel de expresion de TNF-a en comparaciéon con el tratamiento con LPS solo.
Ademas, determinamos si el cotratamiento con péptidos derivados de NK-lisina
modulaba la respuesta inmunitaria antiviral a poli (I:C), un ligando sintético de TLR3 y un
mimético viral en células SHK-1. Se analizaron los niveles de expresion de los genes
IFN-1a y Mx a las 6 y 12 horas posteriores al tratamiento. El poli (1:C) aumento la
expresion de Mx solo a las 6 horas posteriores al tratamiento (Fig. 14.B). La coincubacién
con péptidos derivados de NK-lisina durante 12 horas aumenté significativamente la
transcripcion de IFN-a1 y Mx en comparacion con las células tratadas con poli (1:C) (Fig.
14). A las 6 horas, el cotratamiento de SsNK227 y poli (I:C) redujo significativamente el
nivel de expresion de Mx. SsNK127 y SsNK427 no afectaron el nivel de expresion de Mx
en presencia de poli (I:C). Ademas, a las 6 horas, SsNK127 y SsNK227 redujeron la
transcripcion de IFN-a1, mientras que SsNK427 aumenté significativamente este nivel en

presencia de poli (I:C).

72



Expresion relativa ( IL-8/EF-1a)

I 6 hrs O 12 hrs
*EkE
*kkk

60— *kkk
55_ EEEE
50
45
40 Hkokk
35
30
251
20
15

10

8_

6_

4

2-

0_

S Jz,e“;sﬁ_e*‘:@
ST

ek k

H 6 hrs 12 hrs .
o
dedokk ;‘
- EkEK
I Fokokok
50— Lt |
_— KK
3 45 R
- S
b 40— sk ok |
& 35+ Rk
= 30
S 254
=
% 20 Fl
1
c 15 s
B> 8-
5 3
2+
i =[5 -
T T T T T T T T
NG o> o N > o8 NGO NGOG S
$FE \365\*;,\\*;\\*'0‘@ $EE \‘39,‘\\*;,\:*;@*;&
FLE FEF
W 6hrs [ 12hrs
110
100
’8 KKK
E 901 *kk
kK E 80 'T
FTTTY ? - —|
o % 70 KKK
t 60— ‘
l g 50—
T 40
[
|l‘ - 30
! -
w i:
(101 5
=LA LT 0-
NGO o OO N o NGO S
FFFELFLES FEFLLIELS
Qex Q“" Qex oo(\ ‘.ox %x ‘.ox oo(‘
AR A Vi \3 \3 \3

Figura 13: Modulacion de
coadministracion de péptidos derivados de NK-lisina en SHK.1. (A) IL-1B, (B) IL-8, (C) TNF-a. Los
datos se expresaron mediante la media + DE de tres experimentos independientes, cada uno analizado
por triplicado, y mediante ANOVA seguido de una Prueba de comparaciones multiples de Sidak (*p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
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Figura 14: Modulacion de las respuestas inmunitarias inducidas por poli (I:C) mediante la
coadministracion de péptidos derivados de NK-lisina en SHK-1. (A) IFN-1qa, (B) Mx. Los datos se
expresaron mediante la media + DE de tres experimentos independientes, cada uno analizado por
triplicado, y mediante ANOVA seguido de una Prueba de comparaciones multiples de Sidak (*p < 0,05; **p
<0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

5.6 Actividad antibacteriana de los péptidos derivados de NK-lisina

La actividad antimicrobiana de los péptidos derivados de NK-lisina (SsNK-127, SsNK-
227, SsNK-427) fue determinada contra bacterias que representan importantes patégenos
de peces: F. psicrophilum (Fig. 15) y P. salmonis (Fig. 16).

Los resultados muestran que los 3 péptidos derivados de NK-lisina (SsNK-127, SsNK-
227, SsNK-427) tienen actividad antibacteriana contra F. psychrophilum (Fig. 15),
observandose una inhibicion del crecimiento bacteriano en la concentracion mas alta
evaluada de 200 uM en un 80% para los 3 péptidos evaluados. Se determin6é una MIC

de 12,5 uyM, 100 uM y 50 uM para SsNK127, SsNK227 y SsNK427 respectivamente (Tabla
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Il).

Los resultados muestran que SsNK127 y SsNK427 son activos contra P. salmonis (Fig.
16A y 16C), observandose una inhibicion del crecimiento bacteriano en la concentracion
mas alta evaluada de 200 uM en un 70% para los 2 péptidos. Para el caso de SsNK-227
no mostro actividad antibacteriana contra P. salmonis (Fig. 16.B). Se determiné una MIC
de 6,25 uM, > 200 uM y 12,5 pM para SsNK127, SsNK227 y SsNK427 respectivamente
(Tabla ).

SsNK127 y SsNK427 fueron los péptidos mas activos contra estos patdégenos criticos

para los peces. Por el contrario, SsNK227 exhibi6é un espectro de actividad mas limitado

contra estos patdégenos.
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Figura 15: Viabilidad celular de F. psychrophilum en presencia de péptidos derivados de NK-lisina.
(A) SsNK127, (B) SsNK227, (C) SsNK427. El porcentaje de viabilidad se definio con respecto a la viabilidad
obtenida en bacterias sin incubacion de péptidos de NK-lisina (100% de viabilidad).
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Figura 16: Viabilidad celular de P. salmonis en presencia de péptidos derivados de NK-lisina. (A)
SsNK127, (B) SsNK227, (C) SsNK427. El porcentaje de viabilidad se definié con respecto a la viabilidad
obtenida en bacterias sin incubacion de péptidos de NK-lisina (100% de viabilidad).

Tabla Il: Espectro antimicrobiano de péptidos sintéticos derivados de NK-lisina.

Patégeno P. salmonis F. psychrophilum
MIC (uM) IC50 (uM) MIC (uM) IC50 (pM)
SsNK12; 6,25 1,3 12,5 2,02
SsNK2,; >200 - 100 35
SsNK4,; 12,5 5,03 50 6,3

5.7 Actividad hemolitica de los péptidos derivados de NK-lisina.

La actividad hemolitica de los péptidos sintéticos derivados de NK-lisina (SsNK127,
SsNK227, SsNK427) fue determinada en glébulos rojos humanos y de peces (Fig. 17).
SsNK227 y SsNK427 no fueron hemoliticos para los glébulos rojos de peces en
concentraciones inferiores a 100 yM (Fig. 17.A). Por el contrario, SsNK127 fue hemolitico
en los eritrocitos de peces, alcanzando el 50% de hemdlisis aproximadamente a los 30

uM (Fig. 17.A). Ademas, se observo actividad hemolitica en los globulos rojos humanos
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para SsNK127 de forma dosis-dependiente, alcanzando el 50% de hemdlisis a 25 M
aproximadamente. Por otro lado, SsNK427 alcanz6 un 33% de hemdlisis en la
concentracion mas alta analizada (Fig. 17.B). Por el contrario, SSNK227 no fue hemolitico

para los eritrocitos humanos en concentraciones inferiores a 100 uM (Fig. 17.B).
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Figura 17: Actividad hemolitica de los tres péptidos derivados de NK-Lisina (NK1 = SsNK127, NK2 =
SsNK227 y NK4 = SsNK427) de S. salar contra eritrocitos de (A) peces y (B) humano. El porcentaje de

hemodlisis se definié con respecto a la hemodlisis obtenida con la suspension de eritrocitos tratada con SDS
al 0,1% (100% de hemodlisis).
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5.8 Analisis de las propiedades fisicoquimicas de péptidos derivados de NK-

lisina

Por otra parte, se determinaron las propiedades fisicoquimicas de péptidos derivados
de NK-lisina calculadas utilizando la base de datos de “Actividad antimicrobiana vy
estructura de péptidos” datos resumidos en la Tabla lI.

Estos resultados muestran que SsNK127 presenta una carga neta de +6, mayor que
los otros dos péptidos estudiados, también presenta un mayor momento hidrofébico de
0,53. Por otra parte, SsNK227 es el péptido que presenta menores valores en parametros
como carga neta e hidrofobicidad. El péptido que presenta menor valor para el parametro

momento hidrofébico es SsNK427 con un valor de 0.51.

Tabla lll: Propiedades fisicoquimicas de péptidos derivados de NK-lisina calculadas
utilizando la base de datos de “Actividad antimicrobiana y estructura de péptidos”

(https://dbaasp.org/home).

ID Momento Hidrofobicidad Carga Punto Amphiphilicity
hidrofébico neta isoeléctrico Index
SsNK127 0.53 0.07 6.00 10.56 0.94
SsNK227 0.52 -0.09 3.00 9.52 1.00
SsNK47 0.51 0.09 5.00 10.32 0.93
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5.9 Perfil de expresidén de citocinas en rindn anterior de Salmo salar inyectado

con péptidos derivados de NK-lisina

En el experimento in vivo, se evaluaron los efectos inmunomoduladores de péptidos
sintéticos derivados de NK-lisinas. Para ello, se inyectaron por via intraperitoneal
péptidos derivados de NK-lisina (20 ug por pez) a S.salar (50 g). El grupo control solo
recibio 100 pl de PBS. Alos 1, 3, 7, 14 y 21 dias después de la inyeccion, se sacrificaron
los peces (n = 5 por grupo de tratamiento por punto temporal) y se recolecté el rifidn
anterior para analizar la respuesta inmunitaria mediante RT-qPCR.

Los genes inmunorrelacionados (IL-8, Mx, IL-4, IL-22 e IFN-y) mostraron una
sobreexpresidon en el rindn anterior del grupo inyectado con SsNK127 en comparacién
con el grupo control (Fig. 18.A). La expresion de IL-8 aumentd en los dias 1, 14y 21. La
expresion de Mx aumento el dia 3. La expresion de IL-4 aumentd en los dias 3y 14. La
expresion de IL-22 aumentd en los dias 3 y 14. La expresion de IFN-y aumento el dia 14
(Fig. 18.A).

Cuando se inyectdé SsNK227 a los peces, los niveles de expresion de los genes del
sistema inmunitario (IL-1B, IL-8, IL-4, IL-22 e IFN-y) aumentaron en el rifidn anterior (Fig.
18.B). La expresidn de IL-1B aumentd unicamente el dia 1. La expresién de IL-8 aumentd
en los dias 7 y 21. La expresion de IL-4 aumento en los dias 1y 7. La expresion de IL-
22 aumentd el dia 14. La expresion de IFN-y aumento6 el dia 7 (Fig. 18.B).

Los genes relacionados con el sistema inmunitario (IL-18, IL-8, Mx, IL-4, IL-22 e IFN-
y) aumentaron en el rifidn anterior del grupo inyectado con SsNK427 en comparacién con

el grupo control (Fig. 18.C). La expresion de IL-18 aumentd en los dias 14 y 21. La
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expresion de IL-8 aumento en los dias 1, 14 y 21. La expresion de Mx aumenté el dia 21.
La expresion de IL-4 aumento en los dias 1 y 21. Por otra parte la expresion de IL-22

aumento el dia 21, mientras que la expresion de IFN-y aumento los dias 14 y 21 (Fig.

18.C).
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Figura 18: Nivel de expresion relativa de genes de respuesta inmune en riiién anterior de salmén
Atlanticoalos 1, 3,7, 14 y 21 dias posteriores a la inyeccion intraperitoneal con péptidos derivados
de NK-lisina (SsNK, 20 pg/pez).(A) SsNK127, (B) SsNK227, (C) SsNK427. Control: peces inyectados con
PBS. Los datos se expresaron como media £ S.D. y se analizaron mediante ANOVA seguida de la prueba
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de comparaciones multiples de Dunnett (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; *** p < 0,0001) (n = 5). La
prueba post hoc de Dunnett comparé las medias de los grupos experimentales con la del grupo control.

5.10 Los péptidos inmunomoduladores de NK-lisina potencian la respuesta

inmune humoral a VP2 en Salmo salar

Se realiz6 un esquema de inmunizacion en salmon del Atlantico para evaluar la accidn
inmunopotenciadora de los péptidos inmunomoduladores SsNK127 y SsNK427. Mediante
ELISA indirecto se evalud el suero de salmén en diferentes dias tras la inmunizacion.
Los peces inmunizados con VP2 en presencia o ausencia de los péptidos
inmunomoduladores desarrollaron una respuesta de anticuerpos especifica contra VP2
tras la inmunizacion intraperitoneal, en comparacién con los grupos control. Los niveles
de anticuerpos en el suero de los salmones vacunados aumentaron progresivamente
entre los 35 y 49 dias posteriores a la vacunacion (dpi), y luego se mantuvieron
constantes hasta los 60 dpi (Fig. 19A). Los peces inmunizados con VP2 en presencia de
SsNK127 0 SsNK427 desencadenaron las respuestas de IgM mas potentes. Cabe
destacar que el tratamiento combinado de SsNK127 + SsNK427 resulté en una respuesta
de IgM menor que la de cualquiera de los componentes administrados individualmente.
Como se esperaba, los controles negativos, E. coli y PBS, produjeron los niveles mas
bajos de IgM (Fig. 19A). A los 35 dias posteriores a la inmunizacién, determinamos el
titulo de anticuerpos IgM. Los titulos de anticuerpos de los peces inmunizados con VP2
en presencia de SsNK127 0 SsNK427 fueron superiores a los de los peces inmunizados

solo con VP2, sin diferencias estadisticamente significativas (Fig. 19B).
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comparacion multiple de Tukey).
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5.11 Expresion de genes relacionados con la inmunidad en tejidos post-

inmunizacion

Para explorar las posibles funciones de los péptidos inmunomoduladores como
adyuvantes moleculares de vacunas, se detectaron los niveles de expresion relativa de
genes relacionados con la inmunidad en el rifion anterior (Fig. 20A) y en el bazo (Fig.

20B) de cada grupo mediante qPCR a los 3 dias de la segunda vacunacion.
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Figura 20: Respuesta adaptativa en riién anterior y bazo de Salmo salar inmunizados con el
antigeno VP2 y con los péptidos inmunomoduladores SsNK12; y SsNK4,;. Expresion relativa
mediante RT-qPCR de interferon gamma, interleucina 17 e interleucina 4 en (A) rifién anterior y (B) bazo,
3 dias después de la segunda inmunizacién. La cuantificacion relativa se determiné utilizando al grupo
PBS como control y la expresion del gen EF-1a como gen normalizador. (Prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).
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En el rindn anterior, se observéd un aumento significativo de IFN-y e IL-17 en los peces
vacunados con VP2 en presencia de la combinacion de péptidos SsNK127 y SsNK427, en
comparacion con el grupo control (PBS) (Fig. 20A). Por otro lado, en el rindn anterior no
se observaron diferencias significativas en el gen IL-4/13. En el bazo, el IFN-y aument6
significativamente en los peces vacunados con VP2 en presencia del péptido SsNK127,
en comparacion con los grupos control (peces inyectados con PBS, VP2 y E. coli) (Fig.
20B). El gen IL-17 aumento significativamente en el grupo de peces vacunados con

SsNK127 en comparacion con los vacunados unicamente con el antigeno VP2 (Fig. 20B).

5.12 Expresioén de citocinas inducida por VP2 en leucocitos de riiidn anterior
de Salmo salar vacunados con VP2 en presencia de péptidos

inmunomoduladores.

Mediante RT-gPCR se evalu6 la capacidad del antigeno proteico recombinante VP2
de inducir la expresion de citocinas en HKL de S. salar previamente vacunados con el
antigeno en presencia de los péptidos inmunomoduladores SsNK127, SsSNK427
de Salmo salar. Los leucocitos extraidos de cada grupo se dividieron en tres
tratamientos: estimulacion con VP2 o con concanavalina A, y un grupo control sin
estimulacién (ST). El ensayo de estimulacion se realizé durante 3 (Fig. 21) y 12 horas
(Fig. 22). Tras 3 horas de estimulacion con VP2, se observé un aumento en la expresiéon
de IFN-y en HKL de peces vacunados con la combinacion de los péptidos
SsNK127+SsNK427, significativamente mayor que en las células sin estimulacién (ST) y

en los grupos control (HKL de peces inyectados con PBS, VP2 y E. coli) estimulados con
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el antigeno (Fig. 21A). Ademas, se observo un aumento en la expresion de IL-4/13A en
el HKL estimulado con VP2 en los grupos de peces vacunados con todos los péptidos
estudiados: SsNK127 y SsNK427 y la combinacion de SsNK127 + SsNK427, en
comparacion con HKL sin estimulacion. Este aumento también fue significativo en
comparacion con HKL estimulados con VP2 de los grupos control (PBS, E. coliy VP2)
(Fig. 21C).

Tras 12 horas de estimulacion con VP2, se observé un aumento de la expresion de
IFN-y en HKL de peces vacunados con SsNK127, SsNK427 y la combinacion SsNK127 +
SsNK427, en comparacién con las células no estimuladas y los grupos control (HKL
extraidos de peces inyectados con PBS y E. coli). Ademas, se observé un aumento en
los niveles de expresion de IFN-y en HKL de peces vacunados con SsNK127 y SsNK127
+ SsNK427 en comparacion con HKL de peces inmunizados unicamente con VP2 (Fig.
22A). La expresion de IL-17 aumenté en HKL de los peces vacunados con la combinacion
de péptidos SsNK127 + SsNK427 estimulados con el antigeno (aumento de 5,31 veces)
en comparacién con las células no estimuladas y los grupos control (HKL de peces
inyectados con PBS, VP2 y E. coli y estimulados con VP2) (Fig. 22B). La expresién de
IL-17 también aumenté en HKL estimuladas con VP2 de los peces vacunados con
SsNK127, siendo estadisticamente significativa en comparacién con HKL no tratadas y el
grupo control de peces inyectados con E. coli (Fig. 22B). Se observé un aumento en la
expresion de IL-4/13A en HKL estimuladas con VP2 en el grupo de peces vacunados
con la combinacion de péptidos SsNK127 + SsNK427 en comparacion con HKL no
tratadas. Este aumento también fue significativo en comparacién con HKL estimuladas

con VP2 de los grupos control (PBS, E. coliy VP2) (Fig. 22C).
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Figura 21: Respuesta adaptativa en HKL de Salmo salar inmunizados con el antigeno VP2 y los
péptidos inmunomoduladores SsNK127 y SsNK42;. Se aislaron células HKL de animales inmunizados 60
dias post vacunacién se re-estimularon con el antigeno VP2. Expresion relativa mediante RT-qPCR de (A)
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representan el cambio relativo normalizado con respecto a la estimulacion con ConA, como se describe en
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Figura 22: Respuesta adaptativa en HKL de Salmo salar inmunizados con el antigeno VP2 y los
péptidos inmunomoduladores SsNK127 y SsNK4,7. Se aislaron células HKL de animales inmunizados
60 dias post vacunacion se re-estimularon con el antigeno VP2. Expresion relativa mediante RT-qPCR
de (A) IFN-y, (B) IL-17, (C) IL-4/13A, a las 12 horas post estimulacion con VP2. La cuantificacion
relativa se determind utilizando el grupo PBS como control y la expresion del gen EF1a como gen
normalizador. Los valores representan el cambio relativo normalizado con respecto a la estimulacién con
ConA, como se describe en Materiales y Métodos (por lo tanto, no se muestran los datos de ConA). * =
P <0,05; ** =P <0,01; ** =P < 0,001; *** =P < 0,0001 (Modelo de efectos mixtos).
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VI. DISCUSION

Los tejidos inmunitarios mas relevantes en peces teledsteos son el timo, el rifidn
cefalico, el rifidn caudal, la piel, las branquias, el higado, el bazo y el intestino. Las
branquias son tejidos linfoides asociados a mucosas que constituyen una barrera fisica
esencial y estan constantemente expuestas a patdgenos. Por lo tanto, muchas moléculas
relacionadas con la inmunidad pueden detectarse en las branquias. Ademas, el riidn
cefalico y el bazo son sitios importantes de actividad del sistema inmunoldgico y
desempefian un papel clave en la defensa contra la invasion de patdégenos [62]. La
proteina NK-lisina ha sido ampliamente estudiada en mamiferos [91, 92]. Asimismo, la
expresion constitutiva mas abundante de NK-lisina se ha identificado en tejidos y células
linfoides en mamiferos [91, 93-95].

En algunos peces teledsteos, se ha detectado una mayor expresion de NK-lisinas en
las branquias, el bazo y/o el rifidn cefalico [62, 64, 65, 71, 96]. En condiciones fisioldgicas
normales, las NK-lisinas 1, 2 y 4 de S. salar presentan diferentes patrones de expresion
y abundancia. Sin embargo, la mayor expresion de todas las SsNK-lisinas analizadas se
ha detectado en branquias, bazo y/o rindn cefalico. En la trucha arcoiris, una especie de
salmonido, los transcritos nkl1 y nkI3 se expresaron en todos los tejidos examinados. El
nkl1 mostro los niveles mas altos de expresién en las branquias y el bazo, mientras que
nkl3 presentd niveles mas altos en las branquias [67]. La distribucion de los transcritos
nkl2 y nkl4 estuvo principalmente restringida al sistema nervioso central (cerebro y
glandula pineal) y a los ovocitos, pero los niveles de expresion fueron generalmente bajos
[67].

En resumen, las NK-lisinas 1, 2 y 4 de S. salar se expresan principalmente en tejidos
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inmunitarios, lo que sugiere que desempefan un papel en la defensa inmunoldgica del
hospedador.

Las NK-lisinas son moléculas de hasta 100 aminoacidos, lo que dificulta su sintesis
quimica. Por esta razon, se han estudiado péptidos cortos derivados de NK-lisina con
actividades inmunomoduladoras y antimicrobianas. En un estudio previo, disefiamos dos
péptidos de 27 aminoacidos derivados de SsNK-lisina 1 y SsNK-lisina 2. Este disefio se
baso en alineamientos de secuencia entre las NK-lisinas identificadas en S. salar y
NKLP27, un péptido derivado de la NK-lisina de C. semilaevis [27]. En el presente
estudio, SsNK427, derivado de SsNK-lisina 4, fue disefiado basandose en SsNK127 y
SsNK227 de S. salar. Las secuencias de los péptidos disefiados corresponden a las
hélices alfa H2 y H3 del dominio SapB de la NK-lisina [27, 60, 80, 97-100]. Se ha
reportado que estos péptidos derivados de NK-lisina son capaces de modular la
respuesta inmune en diferentes organismos [27, 66, 97, 101, 102]. Este dominio es
esencial para la actividad antibacteriana de las NK-lisinas [61, 65, 101, 103].

La fagocitosis en vertebrados ha sido reconocida como un componente critico de las
respuestas inmunes innata y adaptativa frente a patdégenos, y es crucial para la
homeostasis y remodelacion tisular [104]. Las células responsables de la fagocitosis en
peces teledsteos incluyen neutréfilos, monocitos de 6rganos hematopoyéticos y
macrofagos libres y fijos del bazo y riidn. Estas células logran la eliminaciéon de
patdégenos mediante el estallido respiratorio y produccién de especies reactivas de
oxigeno [105]. En peces teledsteos, el riidn cefalico es un 6rgano linfoide esencial en la
proliferacion y diferenciacion de linfocitos B [106] y en la produccién de macrofagos [107].

Actua como un sitio de captura y procesamiento de patdégenos y sustancias extrafias
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[108].

En el presente trabajo, evaluamos los efectos de los péptidos derivados de NK-lisina
sobre la actividad fagocitica en leucocitos del riidn cefalico de S. salar. Se observo que
la tasa de fagocitosis de las células tratadas con SsNK127 y SsNK427 a 50 yM aumento
significativamente a las 3 y 6 horas postestimulacion en comparacion con el control. Los
resultados previos sobre la actividad fagocitica de péptidos NK-lisina en peces son
controvertidos. Un estudio de 2019 investigé los efectos de un péptido derivado de NK-
lisina de Boleophthalmus pectinirostris (BpNKLP40) sobre Ila fagocitosis en
monocitos/macrofagos de dicha especie, y observo que el tratamiento con BpNKLP40
no tuvo un efecto significativo sobre la fagocitosis de E. tarda marcada con FITC por
estas células [97]. Otro estudio en tilapia del Nilo (O. niloticus) evalué si la actividad
fagocitica de monocitos/macrofagos del riidon anterior podia ser aumentada mediante
estimulacién con proteina NK-lisina de tilapia. Para ello, las células se incubaron con
microesferas fluorescentes (0,5 y 1,0 ym) y bioparticulas (S. agalactiae y A. hydrophila)
y se analizaron por citometria de flujo. Los resultados sugieren que la proteina NK-lisina
mejora la actividad fagocitica de los monocitos/macréfagos, y que este efecto es
dependiente de la dosis [66]. Ademas, se evalué la actividad fagocitica de leucocitos del
rindn anterior y del bazo de P. olivaceus expuestos a rPoNKL, observandose que esta

actividad no vario significativamente en comparacion con células no tratadas [101].

En el presente estudio, mostramos que los péptidos derivados de NK-lisina de S. salar
(SsNK127, SsNK227 y SsNK427) son potentes estimuladores de leucocitos del rifion

anterior de Salmo salar y pueden regular al alza numerosas citoquinas de la respuesta
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inmune innata y adaptativa. Los péptidos de NK-lisina y sus péptidos derivados que
modulan la expresion génica han sido investigados previamente en peces, pero solo se
ha estudiado un numero limitado de genes de citoquinas [27, 66, 109], y los estudios
sobre las funciones inmunomoduladoras de la NK-lisina en salmoénidos son escasos [27,
67]. En nuestra investigacion, los tratamientos con péptidos derivados de NK-lisina en
leucocitos de rifion anterior aumentaron la expresion de la mayoria de los genes inmunes
analizados. SsNK127 y SsNK427 presentaron los efectos mas destacados en la induccién
de citoquinas proinflamatorias (IL-13, TNF-a e IL-8). Ademas, estos péptidos aumentaron
la expresion de la citoquina IFN-y, un potente marcador de diferenciacién celular de tipo
Th1 y de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-B. Aunque SsNK227 induce la
expresion de la mayoria de los genes analizados, su efecto es mas moderado en
comparacion con los péptidos SsNK127 y SsNK427. Se ha demostrado que, ademas de
la capacidad antimicrobiana directa de las NK-lisinas, estas moléculas también pueden
tener efectos reguladores sobre las células inmunitarias. Un estudio mostré que un
péptido derivado de NK-lisina de pollo (cNK-2) indujo la expresion de CCL4, CCL5 e IL-
18 en células HD11, y CCL4 y CCL5 en monocitos primarios de pollo [58]. Ademas, la
granulisina humana aumenté las citoquinas proinflamatorias IL-6, IL-8, TNF-a e IL-12 en
poblaciones de células T colaboradoras [110].

Asimismo, reportamos los efectos de los péptidos derivados de NK-lisina 1 y 2 sobre
la expresion de IL-1B, IL-8 e IFN-y en leucocitos del riidn cefélico tras 4 horas de
tratamiento [27]. Existen algunas diferencias entre nuestros resultados previos y los
obtenidos en el presente trabajo. Estas diferencias pueden deberse a los distintos

tiempos de tratamiento utilizados y al hecho de que los ensayos se realizaron en cultivos
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primarios del rifidn anterior de diferentes peces. Por lo tanto, las respuestas inmunes
pueden variar segun diferencias genéticas entre los animales y factores intrinsecos como

el sexo, la edad y el historial inmunolégico [89].

En el presente trabajo, determinamos el efecto de los péptidos derivados de NK-lisina
de S. salar sobre la respuesta de células SHK-1 frente a patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMPs), LPS y poli (I:C). Demostramos que los péptidos modulan la
respuesta inmune al LPS inhibiendo la expresion de citoquinas proinflamatorias como IL-
18 y TNF-a a las 12 horas de estimulacion. Hasta donde sabemos, no existen estudios
en peces que describan la regulacion ejercida por NK-lisina sobre la respuesta inmune
inducida por PAMPs. El unico reporte existente es en pollo. Kim et al. (2017) demostraron
que un péptido derivado de NK-lisina de pollo (cNK-2) modula la respuesta inflamatoria
inducida por LPS, reduciendo la expresion de IL-1B8 en células HD11 y monocitos [58].
Numerosos estudios demuestran que los péptidos antimicrobianos inhiben las
respuestas proinflamatorias inducidas por diversos ligandos de receptores tipo Toll,

incluido LPS, mediante la reduccion de mediadores proinflamatorios [111-117].

Por otro lado, demostramos que los péptidos modulan la respuesta inmune al poli (1:C)
al aumentar la expresiéon de genes antivirales como IFN-a1 y Mx a las 12 horas de
estimulacién. Los estudios que describen el papel de los péptidos antimicrobianos en la
regulacion de la respuesta inmune inducida por poli (I:C) son mas controvertidos. Por
ejemplo, LL37 un péptido antimicrobiano cationico humano, aumenté los niveles de IL-6

e IFN-B inducidos por poli (I:C) en comparacién con poli (I:C) solo en células epiteliales
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bronquiales [118]. Ademas, el tratamiento de PBMC humanas con LL37 o poli (I:C) por
separado tuvo efectos modestos sobre los niveles de IL-1a, MCP-1 (Proteina
quimioatrayente de monocitos-1) e IP-10 (proteina inducida por interferén gamma de 10
kD, CXCL10) pero la combinacion de LL37 y poli (1:C) aumentd los niveles de IL-1q,
MCP-1 e IP-10 al menos diez veces por encima de los observados con cada uno por
separado [118]. Estos resultados demuestran que la combinacion de LL37 y poli (I:C)
potencia la produccién de citoquinas en células primarias, asi como en lineas celulares
inmortalizadas. Otro estudio evalué el efecto de poli (I:C) en la linea celular RAW 264.7
en presencia o ausencia del péptido BMAP-28 (péptido antimicrobiano mieloide bovino
de 28 residuos de aminoacidos) [112]. Poli (I:C) aumentd la expresion del gen IFN- en
células estimuladas durante 3 horas. BMAP-28 incrementd significativamente esta
respuesta. Aunque poli (I:C) por si solo fue un inductor débil de los genes IL-13, TNF-a
e IL-6 en comparacion con el efecto producido por LPS, su efecto aumenté de forma
detectable en presencia de BMAP-28 [112]. Otro estudio determind el efecto de la
defensina humana hBD3 sobre la respuesta de macréfagos primarios a poli (1:C). Como
resultado, se observé que poli (I1:C) en presencia de hBD3 provoca una respuesta
exacerbada de IFN-B y disminuye la produccion de CXCL10, tanto in vitro en células
humanas primarias como in vivo en ratones [119]. Sin embargo, los resultados de otros
estudios contradicen los descritos anteriormente [111, 120]. Se evalud el efecto del
péptido antimicrobiano LL-37 sobre las respuestas proinflamatorias de fibroblastos
gingivales humanos (HGF) estimulados con compuestos activadores de receptores tipo
Toll (TLR) microbianos como poli (I:C). LL-37 suprimié la expresién inducida por poli (I:C)
de IL-6, IL-8 y CXCL10 [111]. Otro estudio mostré que macréfagos RAW 264.7
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produjeron TNF-a, IL-6 e IL-1p3 tras la estimulacion con poli (I:C), y que esta respuesta
fue inhibida de manera dependiente de la dosis por los péptidos MCRAMP o LL37. Este
estudio mostré que la senalizacién TLR3 no fue potenciada, sino drasticamente inhibida
por LL37 o el péptido antimicrobiano relacionado con catelicidina de ratbn (InCRAMP) en
macrofagos, células microgliales y células dendriticas, y que esta inhibicion se
correlacioné con la formacion de un complejo fuerte entre los péptidos antimicrobianos y
poli (I:C), lo que inhibié parcialmente la union de poli (1:C) a TLR3 [120].

Considerando los resultados anteriores, se requieren estudios adicionales para
investigar mas a fondo el efecto de los péptidos de NK-lisina sobre la respuesta inducida
por PAMPs y su mecanismo de accion. Es importante sefalar que los genes antivirales
IFN1a y Mx fueron seleccionados debido a que existen estudios, tanto in vitro como in
vivo, que demuestran que poli (I:C) induce la expresién de estos genes en varias
especies [119, 121-124]. En la mayoria de los estudios in vitro previos se utilizé una dosis
de poli (I1:C) de 10, 25 0 50 pg/ml [111, 119, 125]. El efecto de poli (I:C) a estas dosis es
mucho mayor que el obtenido en el presente trabajo. Sin embargo, para evaluar mejor
los efectos inmunorreguladores de los péptidos sobre la expresidn de genes antivirales
inducidos por poli (I:C), decidimos utilizar una dosis mucho menor (1 pg/ml) en nuestros
ensayos. Sugerimos que la dosis es la razéon fundamental por la cual el efecto de poli
(I:C) es mucho menor que el reportado en estudios previos.

Como se menciond anteriormente las secuencias de los péptidos disehados
corresponden a las hélices alfa H2 y H3 del dominio SapB de la NK-lisina [27, 60, 80, 97-
100]. Este dominio es esencial para la actividad antibacteriana de las NK-lisinas [27, 60,

80, 97-100]. Se ha demostrado que las NK-lisinas de peces teledsteos poseen actividad

95



antimicrobiana contra diversos microorganismos [61, 62, 68, 69, 97, 126-128]. Sin
embargo, no existen estudios que demuestren el efecto antimicrobiano de estos péptidos
contra P. salmonis y F. psychrophilum. Estos dos patdgenos criticos causan importantes
pérdidas econdmicas en la acuicultura del salmén en Chile [4]. En este estudio,
evaluamos las actividades antibacterianas de los péptidos derivados de NK-lisina de
Salmo salar frente a P. salmonis 'y F. psychrophilum. SsNK127 y SsNK427 demostraron
actividad antibacteriana contra ambas bacterias Gram negativas. Sin embargo, SsNK227
solo fue activo contra F. psychrophilum. Estos resultados sugieren que estos péptidos
podrian ser eficaces en la eliminacién de dichas bacterias.

La capacidad de los péptidos antimicrobianos (AMPs) para lisar células eucariotas es
uno de los principales obstaculos para su uso. En el presente trabajo, evaluamos la
actividad hemolitica de péptidos sintéticos derivados de NK-lisina. Como resultado,
obtuvimos que SsNK127 fue el péptido mas hemolitico en eritrocitos humanos y de peces,
en comparacion con SsNK227 y SsNK427. Este péptido, en comparacion con los otros
dos, presenta la mayor carga neta (+6) y el mayor momento hidrofébico (0,53), asi como
un valor intermedio de hidrofobicidad (0,07). Diversos estudios muestran que la actividad
hemolitica de los AMPs alfa-helicoidales esta relacionada con las caracteristicas
hidrofébicas del péptido [86, 129, 130]. Otros estudios han demostrado que la carga neta
modula la especificidad y eficacia de la actividad antimicrobiana y hemolitica de estos
péptidos [86, 131]. Ademas, el aumento del momento hidrofébico, que representa una
medida cuantitativa de la anfipaticidad, incrementa la actividad hemolitica [86, 132]. Sin
embargo, es importante destacar que no existe un unico factor que determine la actividad

antimicrobiana y citotéxica de un AMP; mas bien, estas actividades estan influenciadas
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por una combinacion de factores como la secuencia, la carga neta, la hidrofobicidad y la
posicion de los residuos cationicos [133]. Existen relativamente pocos estudios que
evaluen la actividad hemolitica de los péptidos derivados de NK-lisina. La mayoria de
estos estudios muestran una baja actividad hemolitica para estos péptidos [60, 100, 103,
134-137].

Los péptidos antimicrobianos pueden utilizarse como inmunoestimulantes o
adyuvantes moleculares. Sin embargo, para utilizar un péptido antimicrobiano como
inmunoestimulante o adyuvante de vacunas para peces, es necesario primero
comprender los eventos de la respuesta del hospedador, la activacion de las respuestas
inflamatorias y los mecanismos de defensa adaptativa.

Entre los posibles péptidos antimicrobianos (AMPs) de peces, los péptidos derivados
de NK-lisina han mostrado actividades antibacterianas, antivirales y antiparasitarias
directas o indirectas [60, 61, 63, 77, 79, 80, 102, 138, 139]. Sin embargo, solo unos pocos
estudios han evaluado la actividad inmunomoduladora de la NK-lisina en peces in vivo
[61, 74, 78, 80]. No tenemos conocimiento de otros informes que demuestren
directamente los efectos de la NK-lisina sobre citoquinas de la respuesta inmune
adaptativa.

En el presente estudio, utilizamos un enfoque dirigido para determinar el impacto de
los péptidos derivados de NK-lisina de Salmo salar sobre genes inmunes relevantes
seleccionados, con el fin de obtener informacién detallada sobre estos eventos en
nuestra especie modelo, el salmén del Atlantico (Salmo salar). A diferentes niveles de
intensidad y en distintos tiempos posteriores a la inyeccion, los péptidos derivados de

NK-lisina de S. salar indujeron la expresion de citoquinas proinflamatorias IL-1j3, IL-8; la
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proteina antiviral Mx; la citoquina Th1 IFN-y [34]; la citoquina Th17 IL-22 [34] y la
citoquina Th2 IL-4/13 [34]. Nuestros resultados en salmén del Atlantico muestran que las
respuestas inmunes innatas y adaptativas se activan tras la inyeccion de péptidos
derivados de NK-lisina, activando multiples vias. Todos estos datos sugieren que NK-
lisina puede utilizarse como un potente inmunoestimulante o como adyuvante de
vacunas en la acuicultura de peces.

Los adyuvantes son materiales estructuralmente heterogéneos capaces de modular
la inmunogenicidad intrinseca de un antigeno, mejorando asi la eficacia de diferentes
tipos de vacunas [8, 140]. En la acuicultura, las vacunas comerciales para peces se
basan principalmente en patégenos inactivados; sin embargo, estas presentan
limitaciones en su capacidad para inducir respuestas inmunes robustas y duraderas, lo
que a menudo requiere dosis de refuerzo. Por otro lado, las vacunas de subunidades,
que incorporan unicamente componentes inmunogénicos, ofrecen una alternativa con
menos efectos adversos [7, 15, 141]. Sin embargo, su inmunogenicidad es generalmente
baja y no pueden generar proteccién mucosal ni celular, por lo que requieren el uso de
adyuvantes. Por lo tanto, el uso de adyuvantes se asocia con una mejora en la potencia,
amplitud y duracion de las respuestas inmunes, aumentando asi la eficacia de las
vacunas [142, 143]. Tradicionalmente, en la piscicultura se han utilizado principalmente
adyuvantes en emulsién o basados en sales de aluminio [7]. Sin embargo, estos
adyuvantes también presentan desventajas, como la dificultad para inducir una fuerte
respuesta inmune celular (respuesta Th1) [144] y la posibilidad de reacciones adversas,
como adherencias tisulares [11], lo que puede afectar negativamente el bienestar de los

peces y la calidad del producto final.
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La investigacion de péptidos inmunomoduladores como  adyuvantes
(inmunoadyuvantes) representa una alternativa prometedora de amplio espectro, ya que
fortalecen el sistema inmunoldgico y pueden presentar otras actividades antimicrobianas
o antitumorales [145]. Ademas, se consideran efectivos, seguros y econdomicamente
viables para el disefio de vacunas de nueva generacion [142, 146].

En este trabajo, utilizamos una formulacién de vacuna de subunidad para IPNv (Virus
de la Necrosis Pancreatica Infecciosa), que contenia la proteina recombinante VP2
expresada como cuerpos de inclusion en E. coli, junto con un adyuvante en emulsion
como modelo para estudiar el efecto de los péptidos inmunomoduladores SsNK127 y
SsNK427 como adyuvantes. Nuestros resultados mostraron que los niveles de IgM en
todos los grupos inmunizados fueron similares al dia 60 postvacunacion. Sin embargo,
al dia 35 post-inmunizacion, se observo una tendencia, aunque no significativa, hacia un
aumento de los niveles de IgM en los peces inmunizados con VP2 en presencia de
SsNK127 0 SsNK427. Aunque estos resultados no son concluyentes, sugieren que los
péptidos adyuvantes podrian potenciar la respuesta humoral. Resultados similares se
observaron en un estudio que evalué el papel del péptido NK-lisina 2 de pollo o de IL-7
como adyuvantes en la vacunacion con el factor de elongacién-1a de Eimeria contra la
infeccion por E. maxima. La inmunizacién con NK2 solo o combinado con IL-7 produjo
los niveles séricos mas altos de IgY, lo que sugiere una potenciacion de la produccion
de anticuerpos, correlacionada con una mejor eficacia vacunal [147, 148]. Ademas, de
manera interesante, nuestros resultados mostraron que la combinacién de SsNK127 y
SsNK427 (20 ug cada uno) produjo titulos de IgM mas bajos a los 35 dpi que cuando se

administraron como formulaciones individuales (20 pg cada uno por separado).
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Resultados similares se observaron en un estudio en ratones vacunados con
formulaciones que contenian dos péptidos antimicrobianos como adyuvantes (Oreoch-
1/Oreoch-2, de Oreochromis niloticus). Este estudio planteé que la combinacion de
adyuvantes podria disminuir la inmunogenicidad debido a interacciones fisicas entre los
componentes de la vacuna, afectando su estabilidad, consistencia o inmunogenicidad
[149]. Ademas, resultados previos demostraron que SsNK127 y SsNK427 inducen la
expresion de IL-1B a través de la via p38 MAPK [81]. Por lo tanto, la respuesta observada
podria estar relacionada con la regulacién a la baja de vias de sefializacién compartidas
inducidas por ambos péptidos en etapas tempranas, lo que podria resultar en una
disminucién de la activaciéon de células B y de la produccién de anticuerpos. Sin embargo,
se necesitan mas estudios para evaluar esta hipétesis.

El andlisis de la expresion de las citoquinas IFN-y, IL-17 e IL-4/13A en tejidos a los 3
dias de la segunda inmunizacién mostré aumentos significativos de estas citoquinas. Sin
embargo, estos resultados variaron dependiendo de la formulacién del péptido adyuvante
y del tejido evaluado. La induccién de citoquinas relacionadas con la activacion de
respuestas Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4/13A) y Th17 (IL-17) se asocia con adyuvantes
inmunomoduladores que son agonistas de distintos tipos de receptores de
reconocimiento de patrones [144]. Los resultados de expresién de citoquinas en tejidos
de animales inmunizados con VP2 mas péptidos inmunomoduladores adyuvantes son
consistentes con nuestros resultados previos, donde caracterizamos la funcion y el
potencial adyuvante de estos compuestos. Estudios de expresion de IFN-y, IL-4/13A e
IL-22 en el rindn cefalico de salmén del Atlantico estimulado con SsNK127 y SsNK427

mostraron aumentos significativos de estos genes [81]. Por otro lado, a diferencia del
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efecto inhibidor de la combinacion SsNK127 + SsNK427 sobre la respuesta humoral, estos
péptidos mostraron un efecto sinérgico en la activacién de las respuestas Th1y Th17 en
el rindn anterior. Este resultado diferencial puede reflejar el perfil inmunomodulador de
los péptidos combinados, favoreciendo la inmunidad celular por sobre la produccién de
anticuerpos. Ademas, la expresion de citoquinas se evalud a los 3 dias posterior a la
segunda inmunizacion, mientras que los niveles de IgM se midieron al dia 35, lo que
indica que ambas respuestas podrian no estar alineadas temporal ni mecanisticamente.
Cabe destacar que la expresion de IL-4/13A no aumentd significativamente en el grupo
SsNK127 + SsNK427, o que podria ser consistente con la reduccion en la produccion de
IgM. Sin embargo, estudios previos en trucha arcoiris también han demostrado que las
isoformas de IL-4/13A pueden aumentar las células B secretoras de IgM sin afectar los
niveles de transcripcion de IgM [150]. Esto sugiere que la expresion de citoquinas no
siempre se correlaciona directamente con los titulos de anticuerpos. Ademas, se
observaron diferencias en la expresién de citoquinas inducidas por los distintos grupos
inmunizados entre los dos tejidos analizados. En teledsteos, se ha descrito que érganos
linfoides como el bazo y el rifidn cefalico responden de manera diferencial a la
vacunacion intraperitoneal. En un estudio en Lates calcarifer, se observaron cambios
tempranos en el perfil transcriptdmico del bazo y, posteriormente, tres semanas después
de la vacunaciéon, cambios en el transcriptoma del rindn cefalico. Se ha planteado que
esto podria deberse a la compartimentalizacion diferencial de células B, células
plasmaticas y células T en el bazo y el rindn cefalico [151]. La respuesta observada en
este estudio a los 3 dias después de la segunda inmunizacion podria estar relacionada

con una respuesta retardada en el rindn cefalico y con variaciones en la expresion de
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genes asociados a la respuesta inmune. Estos factores pueden generar diferencias en
la eficacia con la que los péptidos adyuvantes inducen una respuesta.

Finalmente, se evaluo la respuesta inmune mediada por células en leucocitos del rindn
cefalico (HKLs), aislados al dia 60 postvacunacién, reestimulados con VP2. Los
resultados mostraron que la estimulacion con el antigeno indujo una expresion
significativa de genes relacionados con la activacion de respuestas Th1, Th2 y Th17 en
células aisladas de los grupos inmunizados con péptidos adyuvantes. Los resultados
indicaron que la respuesta mas alta fue la Th1 en el tiempo mas temprano de
estimulacién. Los péptidos inmunomoduladores SsNK127 y SsNK427 estimularon
eficientemente respuestas Th1, Th17 y Th2 a las 12 h de reestimulacién con el antigeno,
mediante el aumento de la expresion de IFN-y, IL-17 e IL-4/13A, respectivamente.

Estos resultados son consistentes con lo observado en la respuesta tisular, con
induccién de todas las citoquinas evaluadas. De manera similar, en un estudio donde
esplenocitos de ratones inmunizados previamente con los péptidos adyuvantes Oreoch-
1y Oreoch-3 fueron reestimulados con antigeno, se observé un aumento en la secrecion
de IFN-y, lo que demuestra una activacién de la respuesta Th1 [149].

Por lo tanto, los resultados de este modelo in vitro de HKL aislados de peces
inmunizados sugieren que los péptidos inmunomoduladores adyuvantes SsNK12z,
SsNK427 activan la inmunidad adaptativa a través de respuestas Th1, Th2 y Th17, tras
la vacunacion previa y la reestimulacion con el antigeno, lo que sugiere un efecto

potenciador sobre la eficacia de las vacunas.
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VII. CONCLUSIONES

1.

Los péptidos derivados de NK-lisina de Salmo salar, especialmente SsNK1,,
y SsNK4,,, modulan la respuesta inmune innata y adaptativa in vitro:
estimulan la actividad fagocitica de leucocitos del rindn anterior, inducen la
expresion de citoquinas proinflamatorias, antivirales y reguladoras, y regulan
diferencialmente la respuesta a patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs) bacterianos y virales. Estos resultados evidencian su potencial
inmunoestimulante a nivel celular.

Los péptidos SsNK1,, y SsNK4,, presentan actividad antibacteriana frente a
Piscirickettsia salmonis y Flavobacterium psychrophilum, dos patégenos
criticos para la salmonicultura chilena, mientras que su actividad hemolitica
varia segun sus propiedades fisicoquimicas (carga neta, hidrofobicidad y
momento hidrofébico), siendo SsNK1,, el péptido con mayor efecto citotoxico
sobre eritrocitos. En conjunto, estos resultados definen un perfil de eficacia y
seguridad bioldgica diferencial entre los péptidos estudiados.

La administracion in vivo de péptidos derivados de NK-lisina indujo la
expresion de genes asociados a respuestas Th1, Th2 y Th17, y potencio la
respuesta inmune humoral y celular frente al antigeno VP2, respaldando su
uso como adyuvantes moleculares en vacunas de subunidades para peces.
Esta capacidad es consistente con su expresion constitutiva en tejidos

inmunitarios clave, como branquias, bazo y rindn cefalico.
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En conjunto, estos resultados respaldan la hipétesis planteada y demuestran
que los péptidos derivados de NK-lisina de Salmo salar poseen propiedades
inmunomoduladoras y antimicrobianas relevantes, constituyendo candidatos
prometedores para el desarrollo de inmunoestimulantes y adyuvantes

vacunales en la acuicultura del salmén.
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