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denominada Mal (MyD88-adaptor-like).

Receptor tipo Toll (Toll-like receptor).

Isoforma de TLRS unida a membrana.

Isoforma soluble de TLRS.

Factor asociado al receptor de TNF.

Molécula adaptadora relacionada con TRIF.

Adaptador que contiene dominio TIR inductor de
interferén-3.

Proteina de la capside viral usada como antigeno

modelo en el ensayo vacunal de IPNV.
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RESUMEN

La salmonicultura enfrenta dificultades persistentes para controlar
las enfermedades infecciosas, lo que ha impulsado la busqueda de
inmunomoduladores y adyuvantes moleculares capaces de mejorar la eficacia
vacunal y reducir el uso de antibiéticos, en cuyo marco HMGB1 y los péptidos

derivados de esta proteina surgen como candidatos de interés.

El objetivo de este estudio fue caracterizar el efecto de HMGB1 recombinante
(rHMGB1) y de péptidos derivados sobre la respuesta inmune innata y
adaptativa de Salmo salar. Para ello, se realizaron analisis in silico, ensayos
in vitro en células SHK-1 y HelLa/TLRS5, evaluaciones in vivo en bazo y rifion
anterior, y un modelo vacunal con VP2 del virus de la necrosis pancreatica

infecciosa (IPNV).

rHMGB1 actué como un DAMP con actividad inmunomoduladora amplia, al
inducir genes proinflamatorios y asociados a respuesta Ty1, con un efecto
mas marcado en bazo. Los péptidos derivados presentaron respuestas mas
selectivas. Entre ellos, 11W destacd por inducir tempranamente IFN-v en
células SHK-1, promover la translocacién nuclear de NF-xB en células
HelLa/TLRS5, reducir la citotoxicidad inducida por Piscirickettsia salmonis en
SHK-1 y potenciar la respuesta celular tras la reestimulacion en peces
inmunizados. En cambio, 6W mostré una actividad mas acotada y no evidencié

proteccién funcional frente a P. salmonis en este modelo.

rHMGB1 demostré ser un inmunomodulador de amplio espectro, mientras que
11W es el péptido derivado de HMGB1 con mayor respaldo funcional como

adyuvante molecular en salmonidos.
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ABSTRACT

Salmon farming faces persistent challenges in the control of infectious
diseases, creating a need for immunomodulators and molecular adjuvants
that improve vaccine efficacy while reducing antibiotic use. Against this
background, HMGB1 and HMGB1-derived peptides emerge as promising

candidates.

This study aimed to characterize the effects of recombinant HMGB1 (rHMGB1)
and HMGB1-derived peptides on innate and adaptive immune responses in
Salmo salar. To address this, in silico analyses, in vitro assays in SHK-1
and HelLa/TLR5 cells, in vivo evaluations in spleen and head kidney, and a
vaccination model using VP2 from infectious pancreatic necrosis virus (IPNV)

were performed.

rHMGB1 behaved as a broad immunomodulatory DAMP by inducing
proinfammatory and Ty1-associated genes, with a stronger effect in the
spleen. The derived peptides displayed more selective responses. Among
them, 11W showed the strongest functional profile by inducing early IFN-~
expression in SHK-1 cells, driving NF-<B nuclear translocation in HeLa/TLRS
cells, reducing Piscirickettsia salmonis-induced cytotoxicity in SHK-1 cells,
and enhancing the cellular response after restimulation in immunized fish.
By contrast, 6W showed more limited activity and did not provide functional

protection against P. salmonis in this cellular model.

rHMGB1 emerged as a broad-spectrum immunomodulator, whereas 11\W was
identified as the HMGB1-derived peptide with the strongest functional support

as a molecular adjuvant candidate in salmonids.



CAPITULO 1.

INTRODUCCION

1.1. Relevancia econdémica y productiva

La salmonicultura es una de las actividades de mayor crecimiento dentro de
la acuicultura a nivel global y constituye un pilar estratégico tanto para la
seguridad alimentaria como para las economias de los paises productores.
Desde la introduccidn del cultivo de salmdnidos en Chile en la década de 1980,
la industria ha experimentado un desarrollo acelerado que posicioné al pais
como el segundo productor mundial, después de Noruega, y como el mayor
exportador de salmoénidos del hemisferio sur (Soto et al., 2019; Quifiones et al.,
2019). Este sector se ha consolidado ademas como una de las principales
actividades exportadoras no mineras de Chile, generando divisas y empleo en
regiones australes como Los Lagos, Aysén y Magallanes, donde se concentra
la mayor parte de los centros de cultivo. En este escenario, resulta pertinente
revisar la relevancia economica y productiva de la salmonicultura chilena y los

principales desafios sanitarios que enfrenta.

1.1.1. La salmonicultura en Chile

Desde finales de la década de 1980, la industria acuicola chilena ha
experimentado un enorme crecimiento, atribuido en gran medida al aumento
de la produccion de salménidos, concretamente salmén del Atlantico (Salmo
salar), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y salmon coho (Oncorhynchus
kisutch) (Quifiones et al., 2019). A noviembre de 2025, la cosecha
acumulada de estas especies alcanz6 739.600, 235.700 y 46.200 toneladas,

respectivamente.



Estas cifras reflejan un repunte productivo para el salmén del Atlantico
(+14,2%) y del Pacifico (+26,2 %), en contraste con la trucha arcoiris, que
disminuyd un 21,6 % respecto al afio anterior. En el ambito comercial, las
exportaciones sectoriales acumuladas a septiembre de 2025 sumaron 1.567,2
miles de toneladas por un valor de US$ 6.874,5 millones, donde la acuicultura
representd el 75,7% de dicha valoraciéon. Estos volumenes reafirman la

posicion de Chile como potencia global en la industria (SUBPESCA, 2025).

En el plano sanitario, si bien el uso de antimicrobianos mostré una reduccion
historica en 2022-2023, con el indicador mas bajo desde que se llevan registros
(White, 2023), esta tendencia se revirtid en el ultimo periodo. El informe anual
de SERNAPESCA (2025b) confirmé que en 2024 se utilizaron 351,1 toneladas
de antimicrobianos, situando el indicador de consumo (ICA) en 340 g/t, lo que
representa un aumento del 10,8 % respecto al minimo previamente alcanzado.
Este incremento estuvo impulsado casi en su totalidad por tratamientos contra
Piscirickettsia salmonis (>96 % del uso) en las regiones de Los Lagos y Aysén

(Soto, 2025; SERNAPESCA, 2025b).

Estos datos muestran que, pese a su relevancia estratégica, la acuicultura
chilena sigue sometida a una presion constante por enfermedades infecciosas
que ponen en riesgo la produccién (Hill, 2005). Por ello, una gestidén sanitaria
eficaz, que incluya vigilancia, reduccién de la exposicion a patégenos, control
del uso de farmacos y desarrollo de vacunas mas eficaces, es indispensable
para la sostenibilidad del sector (Hill, 2005; Zhang and Hayney, 2018;
Biering et al., 2005). A medida que la produccién acuicola se intensifica,
los peces se vuelven mas susceptibles a las enfermedades infecciosas,
con el consiguiente aumento de la mortalidad, lo que hace indispensable
comprender la organizacion y el funcionamiento del sistema inmune de los
peces para sostener la acuicultura como actividad econdmica (Biller-Takahashi

and Urbinati, 2014).



1.1.2. Principales enfermedades infecciosas

En el cultivo de salménidos marinos en Chile, las mortalidades se deben a
multiples causas, incluidos factores ambientales, infecciosos y mecanicos, con
una distribucion variable entre especies. Segun el reporte de SERNAPESCA
(2025a), en el salmén del Atlantico (Salmo salar) el perfil del afio 2024
cambid respecto a afios anteriores: la principal causa de mortalidad clasificada
correspondié a causas infecciosas (22,1%) y dafio mecanico (21,6 %),
desplazando a la eliminacién (15,3 %) y a las causas ambientales a posiciones

secundarias.

En la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se mantuvo la tendencia
observada en afos previos, donde la eliminacion de peces (descarte
productivo) concentrd la mayor parte de las salidas con un 38,6 %, seguida de
la mortalidad infecciosa (25,3 %) y del dafio mecanico (11,0 %). En el salmén
coho (Oncorhynchus kisutch), en tanto, las causas infecciosas representaron
el 16,3% y las ambientales el 11,8 %; dentro de las infecciosas destacé el
Sindrome Ictérico como el principal agente, al concentrar el 55,3 % de los casos

en esta especie (SERNAPESCA, 2025a).

Dentro de las causas infecciosas, la Septicemia Rickettsial del Salmoén (SRS),
provocada por la bacteria intracelular facultativa Piscirickettsia salmonis,
continta siendo el principal desafio sanitario. No obstante, su prevalencia
relativa ha variado: segun el reporte mas reciente de SERNAPESCA (2025a),
en el salmén del Atlantico la SRS fue responsable del 43,1% de las
mortalidades infecciosas durante el afo 2024. A pesar de esta disminucion
porcentual respecto a afos previos, se mantiene como el patégeno de
mayor prevalencia en la etapa de engorda, consolidandose como uno de los

problemas mas persistentes para la industria (Happold et al., 2020).

Otras enfermedades bacterianas presentes en el pais incluyen



la renibacteriosis, causada por Renibacterium salmoninarum, y la
tenacibaculosis, causada por Tenacibaculum maritimum, aunque su impacto
economico es menor que el de SRS. En el ambito viral, destacan la necrosis
pancreatica infecciosa (IPNv) y la anemia infecciosa del salmoén (ISAv), esta
ultima responsable de brotes esporadicos en el sur de Chile con importantes

pérdidas productivas (SERNAPESCA, 2022b, 2025a; SUBPESCA, 2025).

Finalmente, entre los parasitos, el piojo de mar (Caligus rogercresseyi)
representa una amenaza constante, dado que sus infestaciones provocan
lesiones dérmicas, predisposicion a infecciones secundarias, mortalidad y
elevados costos asociados al control mediante antiparasitarios (Bravo et al.,

2010; SERNAPESCA, 2025a,b).

La Piscirickettsiosis (SRS) persiste como la principal limitante sanitaria para
la salmonicultura chilena, especialmente en S. salar. Aunque los programas
de vigilancia han permitido monitorear su impacto, el control efectivo de esta
enfermedad sigue siendo un desafio. Esto se refleja en la dificultad para
erradicar el patdbgeno durante la fase mas critica del cultivo: en 2024, el 63,6 %
de los Centros de Alta Diseminacion (CAD) se concentro en la etapa de término
de engorda/cosecha, lo que maximiza su impacto econdémico (SERNAPESCA,
2025a). Esta persistencia, sumada a la influencia de factores ambientales,
refuerza la necesidad de avanzar hacia estrategias terapéuticas y preventivas

mas sostenibles.

1.1.3. Estrategias de control y prevencion

El control de enfermedades infecciosas en la salmonicultura chilena se ha
basado histéricamente en el uso de desinfectantes, antibiéticos y vacunas
(Zhang and Hayney, 2018). Si bien estas herramientas han permitido sostener
la productividad de la industria, su eficacia es heterogénea, y cada una

presenta limitaciones asociadas a seguridad, resistencia antimicrobiana,



impacto ambiental o cobertura inmunoldgica (Quifiones et al., 2019).

1.1.3.1. Desinfectantes

La implementacién de principios sélidos de bioseguridad, descontaminacion,
desinfecciébn y saneamiento desempefia un papel fundamental en la
prevencién y el control de la propagacion de patdégenos animales (Ford,
1995). En la acuicultura del salmon, los desinfectantes pueden garantizar
la bioseguridad en las granjas, siendo utilizados para reducir o eliminar
microorganismos patdégenos en superficies y equipos (Ford, 1995; Quinones

et al., 2019).

En la acuicultura chilena se ha reportado el uso de desinfectantes, tales
como Virkon®, yodo, Cloramina-T, hipoclorito (HCIO,), diéxido de cloro (CIO,),
cloruro de benzalconio, Superquats®, glutaraldehido, formalina 40 %, 6xido
de calcio (CaO), hidroxido de calcio (Ca(OH),), carbonato de sodio (Na,CO3),
Creolin, fenoles sintéticos, halofenoles y etanol (95 % y 70 %). Estos productos
quimicos han sido utilizados para inactivar bacterias y virus patégenos en
equipos de cria, tuberias de agua de mar, mangueras de aire, tanques, redes,

asi como en las manos y el calzado del personal (Quifiones et al., 2019).

1.1.3.2. Antibiodticos

El suministro de antibiéticos mediante piensos medicados es el principal
método utilizado para controlar y tratar brotes de infecciones bacterianas en
acuicultura, mientras que los bafios de inmersién son poco frecuentes (Smith
et al., 2009; SERNAPESCA, 2022b, 2025b). La normativa chilena, Resolucion
Exenta N° 8228, prohibe su uso preventivo y los restringe a fines terapéuticos
bajo prescripcidn veterinaria. Aun asi, una parte importante de estos farmacos
se libera al ambiente a través del alimento no consumido, la orina y las heces
(Miranda et al., 2018). Esa liberacion favorece su acumulacion en sedimentos,

con el consiguiente riesgo de resistencia bacteriana en especies bentonicas



(Shah et al.,, 2014) y de alteraciones en la composicion y funcion de los

ecosistemas (Quinones et al., 2019).

El uso de antibidticos en la produccién de salmén en Chile ha suscitado
preocupacion debido a sus altas tasas de uso en comparacion con otros paises
(Ana Millanao et al., 2011; SUBPESCA, 2025). Esto se debe principalmente
al desafio que representa abordar la presencia de P. salmonis a través
de la vacunacion (Figueroa et al., 2019). Segun el reporte mas reciente
de SERNAPESCA (2025b), en la fase de engorda en agua de mar, el
96,15% de los antibidticos utilizados se destinaron al tratamiento de la
Piscirickettsiosis (SRS), seguido por un 2,63 % para Renibacteriosis y un

0,95 % para Tenacibaculosis.

En 2024, se registr6 que la industria salmonera en Chile utilizé
aproximadamente 351,1 toneladas de principios activos de antibidticos,
y el indice de consumo, que es la relacion entre la cantidad de antibiotico
utilizada y la tonelada de biomasa cosechada, fue del 0,034 %. En la fase de
agua dulce, los antibioticos mas utilizados fueron, oxitetraciclina (72,52 %),
florfenicol (23,64 %) y doxiciclina (3,43 %). En cambio, en la fase de engorda
marina, el 96,98 % de los antibidticos correspondio al florfenicol, seguido por
el 2,56 % de oxitetraciclina y el 0,46 % de tiamulina. (SERNAPESCA, 2025b;
SUBPESCA, 2025).

El uso en exceso de antibidticos en la acuicultura chilena puede favorecer
el desarrollo de bacterias resistentes a los antibidticos utilizados en medicina
humana, como la oxitetraciclina, el acido oxolinico y el florfenicol (Ana Millanao
et al.,, 2011; Shah et al., 2014; Figueroa et al., 2019). A nivel global, se ha
evidenciado que las bacterias presentes en zonas afectadas por la acuicultura
son mas resistentes a los antibidticos y pueden transferir dicha resistencia a

bacterias de areas no contaminadas. En Chile ya se ha reportado la presencia



de resistencia a antibidticos en P. salmonis (Quifiones et al., 2019). Estos
antecedentes, sumados a los datos actuales, mantienen la alerta: si bien el
volumen total ha disminuido respecto al maximo histérico de 2021 (463,4 t),
en 2024 se registré un cambio de tendencia negativo con un aumento del
consumo total a 351,1 toneladas y un incremento del indice de consumo (ICA)
a 0,034 % (340 g/t) en comparacién con el afio 2023, interrumpiendo asi la
baja sostenida de los ultimos periodos (SERNAPESCA, 2025a; SUBPESCA,
2025).

1.1.4. Vacunas en la salmonicultura

Las vacunas constituyen la herramienta preventiva mas relevante en la
acuicultura moderna. Suelen estar compuestas por un antigeno, diana de
la respuesta inmunitaria, y un adyuvante, un compuesto coadministrado

destinado a promover la respuesta inmunitaria al antigeno (Moyer et al., 2016).

En peces, las vacunas convencionales han consistido principalmente en
bacterias inactivadas (bacterinas), aunque también se han comercializado
vacunas vivas atenuadas y, mas recientemente, algunas vacunas

recombinantes formuladas con adyuvantes (Ulmer et al., 2012).

La mayoria de las vacunas autorizadas en acuicultura se producen mediante
métodos clasicos de inactivacion fisica, quimica o radiaciéon, sin comprometer
la antigenicidad del agente (Ma et al., 2019; Tlaxca et al., 2015). Estas vacunas
inactivadas presentan varias ventajas: son estables en condiciones de campo,
seguras para el medio ambiente y mas econdémicas de producir (Biering et al.,

2005; Mondal and Thomas, 2022).

Sin embargo, inducen predominantemente respuestas humorales con poca
activacion de la inmunidad celular, lo que conlleva titulos de anticuerpos
de corta duracion y eficacia limitada frente a patdgenos intracelulares

como Piscirickettsia salmonis (Zepp, 2016). Ademas, requieren adyuvantes o



multiples refuerzos para alcanzar inmunidad protectora (Schijns et al., 2020).

Por otro lado, las vacunas vivas atenuadas se preparan a partir de virus
o0 bacterias con virulencia reducida, obtenida mediante pases en cultivo
celular, condiciones anormales o manipulacién genética (Mondal and Thomas,
2022). A diferencia de las inactivadas, conservan la capacidad de ingresar
y replicarse parcialmente en el huésped, lo que genera una respuesta mas
cercana a la infeccién natural, con fuerte inmunidad humoral y celular y
memoria duradera (Ma et al., 2019; Tlaxca et al., 2015). Estas caracteristicas
explican su mayor eficacia y la menor necesidad de adyuvantes. No obstante,
presentan riesgos potenciales: reversiones a la virulencia, efectos residuales
en peces inmunocomprometidos y posibles contaminaciones con organismos
indeseados, lo que puede afectar su seguridad y su aprobacién regulatoria

(Steinhagen et al., 2023).

Las vacunas de subunidades constituyen otra estrategia, basada en
componentes antigénicos especificos en lugar del patégeno completo. Su
principal ventaja radica en la seguridad, ya que no existe riesgo de
patogenicidad para peces ni para especies no objetivo (Hansson et al., 2000;
Mishra et al., 2023). Pueden producirse de manera estandarizada, liofilizarse
y transportarse sin refrigeracion, lo que las hace atractivas desde el punto de

vista logistico (Zheng et al., 2023).

Sin embargo, al incluir un numero limitado de antigenos y carecer de
replicacion, tienden a ser menos inmunogénicas y dependen de adyuvantes
potentes para generar una respuesta adecuada (Moyer et al., 2016). Por esta
razon, pese al interés académico, aun no se han implementado ampliamente

en la acuicultura comercial (Mishra et al., 2023; Schijns et al., 2020).

En Chile, la oferta de vacunas comerciales para salmonidos se ha diversificado

para incluir bacterinas inactivadas, vacunas vivas atenuadas y tecnologias



de subunidad, administradas principalmente via intraperitoneal en la etapa de
smolt (Rozas-Serri et al., 2017; Rozas-Serri, 2022), aunque existen estrategias

complementarias de inmersion y orales en desarrollo.

Segun el registro oficial del SAG (2025), entre las formulaciones
vigentes destacan lineas consolidadas como ALPHA JECT®
(Pharmaq), BLUEGUARD® (Centrovet), RICKEMUNE® (Veterquimica) y
PENTIUMFORTE (Elanco), sumandose opciones mas recientes como la
linea PROVIDEAN AQUATEC (Tecnovax) y la vacuna viva LiVac® SRS
(Pharmaq), disefiada para potenciar la respuesta inmune celular (Rozas-Serri
et al., 2024; SAG, 2025; Rozas-Serri, 2022). No obstante, la eficacia de
estas herramientas frente a Piscirickettsia salmonis sigue siendo un desafio
complejo: investigaciones recientes advierten que la proteccion cruzada
entre genogrupos (LF-89 y EM-90) es incompleta, lo que ha impulsado
iniciativas como la “Alianza Yelcho” para acelerar el desarrollo de soluciones
biotecnolégicas mas efectivas y reducir la dependencia de antibidticos

(SalmonChile, 2024; Figueroa et al., 2022; Rozas-Serri et al., 2024).

La vacunacion en salmonicultura enfrenta aun desafios importantes: inducir
respuestas inmunes celulares robustas y duraderas, garantizar la proteccion
frente a patdgenos intracelulares y reducir la dependencia de antibidticos.
Una “vacuna ideal” para peces deberia ser segura para el animal y el
medio ambiente, econdmicamente viable para la produccién masiva, facil de
administrar, capaz de inducir una inmunidad fuerte en los periodos criticos de

susceptibilidad y con efectos adversos minimos (Rozas-Serri, 2022).

El disefio de nuevas vacunas debera incorporar no solo antigenos mas
efectivos, sino también adyuvantes innovadores que potencien la inmunidad
adaptativa. Esta necesidad es el marco en el cual emergen moléculas

endoégenas como HMGB1 y sus derivados como posibles adyuvantes
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alternativos.

1.2. Desafios en el control de bacterias intracelulares

Las bacterias intracelulares representan un desafio significativo en medicina
y en acuicultura, ya que se desarrollan y multiplican dentro de las células del
hospedador, lo que les permite evadir los mecanismos inmunes humorales
y reducir la eficacia de los antibiéticos y de las vacunas convencionales
(Rozas-Serri, 2022). Su control depende en gran medida de la capacidad del
hospedador para generar una respuesta inmune celular eficaz, principalmente
mediada por linfocitos T citotdxicos y por macréfagos activados. En peces, esta
rama de la inmunidad adaptativa esta menos caracterizada que en mamiferos,
lo que dificulta el disefio de intervenciones preventivas efectivas (Irshath et al.,

2023).

1.2.1. Impacto de Piscirickettsia salmonis

En la salmonicultura chilena, la bacteria intracelular facultativa Piscirickettsia
salmonis es el patdbgeno de mayor impacto econémico y sanitario. Es el
agente causal de la Septicemia Rickettsial del Salmén (SRS), responsable
de aproximadamente el 43,1% de las mortalidades infecciosas en Salmo
salar durante el ultimo periodo (SERNAPESCA, 2025b). Este microorganismo
infecta macrofagos y otras células del sistema fagocitico-mononuclear, donde
sobrevive y se multiplica, lo que le permite evadir la destruccidén fagocitica
y establecer infecciones crénicas (Cvitanich et al., 1991; Rozas-Serri et al.,

2017).

El control de SRS se ha basado en el uso intensivo de antibidticos,
particularmente florfenicol y oxitetraciclina (Happold et al., 2020; Caruffo
et al., 2021). Sin embargo, la naturaleza intracelular de la bacteria limita

la penetracion de los farmacos, reduciendo su eficacia en peces infectados
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(Shah et al., 2014; Jakob et al., 2014). Como resultado, Chile ha registrado
historicamente los niveles mas altos de uso de antibidticos en la acuicultura
mundial (Bravo et al., 2010; SERNAPESCA, 2022a; SUBPESCA, 2025;
SERNAPESCA, 2025b) con incrementos recientes en periodos de brotes
severos (Soto, 2025).

En paralelo, se han desarrollado vacunas comerciales contra P. salmonis
(bacterinas, vivas atenuadas y recombinantes). No obstante, los resultados en
condiciones de campo han sido limitados, con proteccion parcial y variable, lo
que no ha permitido reducir significativamente la dependencia de antibiéticos
(Rozas-Serri, 2022; Rozas-Serri et al., 2024). Estas limitaciones se explican por
la necesidad de inducir una respuesta celular robusta, algo que las bacterias

inactivadas actuales no logran en peces.

En consecuencia, P. salmonis representa un modelo paradigmatico de
patdgeno intracelular en peces, que evidencia brechas en el desarrollo de
vacunas mas efectivas. Esto justifica la busqueda de nuevas estrategias
de inmunoestimulacién, como el uso de adyuvantes innovadores dirigidos
a potenciar la inmunidad celular y modular la respuesta adaptativa frente a

infecciones intracelulares.

1.2.2. Limitaciones de vacunas actuales frente a SRS

La Piscirickettsiosis continia siendo el principal desafio sanitario de la

salmonicultura chilena a pesar de la disponibilidad de vacunas comerciales.

Las principales limitaciones de estas vacunas derivan de la naturaleza
intracelular de P. salmonis. Al replicarse en macrofagos y otras células
fagociticas, la bacteria evade las respuestas humorales inducidas por las
vacunas inactivadas, generando infecciones persistentes (Rozas-Serri et al.,
2017). Por esta razon, la inmunidad protectora requiere la activacion de

respuestas celulares (linfocitos T y macréfagos activados), un aspecto en el
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que las vacunas inactivadas actuales muestran escasa eficacia.

A estas limitaciones inmunoldgicas se suman otros factores que reducen la

efectividad de la vacunacion en campo:

= Variabilidad genética de las cepas de P. salmonis circulantes en Chile,
lo que disminuye la cobertura de vacunas disefiadas con antigenos de

cepas especificas (Pulgar et al., 2015; Fuentes et al., 2022).

= Condiciones ambientales y de manejo intensivo, que generan estrés
fisiolégico en los peces y comprometen la respuesta vacunal (Ji et al.,

2020; Mishra et al., 2023).

= Duracion limitada de la inmunidad inducida, que obliga a considerar
refuerzos que no siempre son factibles en fases de engorda (Irshath et al.,

2023).

Como resultado, la vacunacion contra SRS no ha logrado un impacto
significativo en la disminucién del uso de antimicrobianos, lo que subraya
la necesidad de desarrollar nuevas estrategias vacunales y adyuvantes que
potencien la inmunidad celular y mejoren la proteccién en condiciones de

cultivo reales.

1.3. Respuesta inmune de teledsteos

El estudio de la inmunidad en peces teledsteos es fundamental para
comprender los mecanismos de defensa frente a patégenos y para desarrollar
estrategias de prevencion en la acuicultura, especialmente en la salmonicultura
chilena. Aunque comparten una organizacion inmunitaria basica con los
mamiferos, los teledsteos presentan particularidades anatémicas, celulares y
moleculares que condicionan tanto la eficacia de las respuestas inmunes como

el disefio de vacunas y adyuvantes.
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Entre estas diferencias destacan la ausencia de médula 6sea y de ganglios
linfaticos, la dependencia de dérganos linfoides alternativos, como el rifién
anterior y el bazo, asi como variaciones en los repertorios de inmunoglobulinas
y de receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Comprender estas
caracteristicas es esencial para explicar la susceptibilidad diferencial de los
peces frente a bacterias intracelulares, como Piscirickettsia salmonis, y para

disefiar intervenciones inmunoldgicas mas efectivas.

1.3.1. Organos y células del sistema inmune

A diferencia de los mamiferos, los peces teledsteos carecen de médula
0sea y de ganglios linfaticos como organos linfoides primarios y secundarios.
En su lugar, el rindn anterior (o rifidn cefélico), el timo y el bazo cumplen
funciones hematopoyéticas e inmunoldgicas equivalentes (Rombout et al.,
2005; Workenhe et al., 2010). El rindn anterior se asemeja a la médula 6sea
de los mamiferos en su rol hematopoyético; el timo participa en la maduracion
de linfocitos T y el bazo actua como érgano linfoide secundario clave en la

respuesta adaptativa (Magnadaéttir, 2006; Rozas-Serri, 2022).

Los teledsteos cuentan con una amplia variedad de células inmunitarias,
comparables a las de los mamiferos, entre ellas macréfagos, neutrofilos,
monocitos, trombocitos, células dendriticas, linfocitos B y T, células
plasmaticas y células natural killer (NK) (Workenhe et al., 2010). Sin embargo,

sus mecanismos de maduracién y activacion presentan diferencias relevantes.

1.3.2. Respuesta inmune innata

Las barreras fisicas y quimicas, como la piel y las mucosas, constituyen la
primera linea de defensa. Estas secretan mucus con péptidos antimicrobianos
y lisozimas que impiden la colonizacion de patégenos (Bravo and Midtlyng,

2007). A nivel celular, participan macrofagos, granulocitos, células dendriticas
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y células de tipo NK.

La inmunidad innata de peces depende en gran medida del reconocimiento
de Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMP) (Branson and Diaz-
Mufoz, 1991) y Patrones Moleculares Asociados a Dafio (DAMP) (Cvitanich
et al.,, 1991) mediante Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR)
(Smith etal., 1997), entre los que se destacan los Receptores de Tipo Toll (TLR)
(McCarthy et al., 2008). La activacion de estos receptores inicia cascadas
de senalizacién a través de MyD88 o TRIF, que culminan en la produccion
de citoquinas proinflamatorias e interferones tipo | (Magnadottir, 2006; Biller-
Takahashi and Urbinati, 2014). Esta respuesta rapida y general es esencial, ya
que la inmunidad adaptativa de los peces se activa mas lentamente que en los

mamiferos.

1.3.3. Receptores de reconocimiento de patrones (PRR) y TLR

Hasta la fecha se han descrito mas de 20 TLR en teledsteos (Zhou et al.,
2018b). Aunque comparten propiedades con los de mamiferos, presentan

particularidades notables:

= TLR5 se encuentra en dos formas: de membrana (TLR5M) y soluble
(TLR5S), ambas capaces de reconocer la flagelina bacteriana. TLR5S
es unico de peces y actua como receptor secretado que potencia la

activacion inmune (Rebl et al., 2010).

= TLR4 no es funcional en teledsteos para el reconocimiento de
lipopolisacarido (LPS), lo que sugiere la existencia de rutas alternativas

para la deteccién de bacterias Gram negativas (Sepulcre et al., 2009).

= TLR3 presenta un espectro mas amplio que en mamiferos, ya que

reconoce tanto patrones virales como bacterianos (Abds et al., 2015).

= Los ortélogos de TLR6 y TLR10 estan ausentes en peces (Zhou et al.,
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2018D).

Estas diferencias reflejan adaptaciones evolutivas a ambientes acuaticos y

explican, en parte, la variabilidad en la respuesta a patdgenos intracelulares.

1.3.4. Respuesta inmune adaptativa

El sistema inmune adaptativo de los teledsteos incluye receptores de antigeno
de células T, moléculas del MHC de clase | y Il, y un repertorio limitado
de inmunoglobulinas, representado por IgM, IgD e IgT/IgZ (Sunyer, 2013;
Dornburg et al., 2021). Aunque expresan la enzima AID, esencial en la
hipermutacion somatica, los peces no desarrollan centros germinales, lo que
limita la afinidad y duracién de la memoria inmunoldgica (Flajnik and Kasahara,

2009).

Por ello, en comparacion con mamiferos, la respuesta adaptativa de peces
es mas lenta, presenta anticuerpos de menor afinidad y genera una memoria
mas débil. Estas diferencias estan resumidas en la Tabla 1, que compara las

caracteristicas principales de la inmunidad adaptativa en peces y mamiferos.

Tabla 1: Diferencias principales entre el sistema inmune de peces y mamiferos.

Caracteristica Peces Mamiferos
Afinidad de anticuerpos Baja Alta
Respuesta de anticuerpos Lenta Rapida
Respuesta de memoria Débil Fuerte
Dependencia de la Alta Baja
temperatura dependencia dependencia

Comparacion de parametros inmunoldgicos clave entre peces y mamiferos.
En peces, la afinidad y la respuesta de anticuerpos son mas bajas y lentas,
respectivamente, con una memoria inmunolégica débil y una fuerte dependencia
de la temperatura. En contraste, los mamiferos presentan una respuesta mas
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eficiente, con anticuerpos de alta afinidad, memoria inmunolégica robusta y menor
influencia de la temperatura.

1.4. Adyuvantes e inmunomoduladores en peces

El éxito de una vacuna no depende unicamente del antigeno que la compone,
sino también de la capacidad del adyuvante para potenciar la inmunidad
inducida (Albers et al., 2007). En peces, este aspecto cobra especial relevancia
debido a las particularidades de su sistema inmune, como la lenta maduracion
de la respuesta adaptativa y la limitada memoria inmunolégica (Zhang and
Hayney, 2018). Los adyuvantes no solo aumentan la magnitud de la respuesta
inmunitaria, sino que también determinan su calidad (humoral vs. celular) y
duracion. En salmonicultura, donde los principales patdogenos son bacterias
intracelulares como Piscirickettsia salmonis, la seleccion de adyuvantes
capaces de inducir respuestas celulares robustas es un desafio critico (Schijns

et al., 2020).

1.5. Adyuvantes clasicos en vacunas de peces

Los adyuvantes mas empleados en vacunas comerciales para peces son las
emulsiones oleosas, principalmente de tipo agua en aceite (w/0) o aceite en
agua (o/w) (Tafalla et al., 2013). Estos adyuvantes prolongan la liberacion del
antigeno y estimulan la produccién sostenida de anticuerpos (Mutoloki et al.,
2015). En Chile, la gran mayoria de las vacunas aplicadas en smolts (pez
joven) contra bacterias como Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum'y P.

salmonis estan formuladas con adyuvantes oleosos (Rozas-Serri, 2022).

Si bien estas formulaciones han demostrado eficacia en la prevencion de

enfermedades extracelulares, presentan limitaciones importantes:

= |nducen principalmente respuestas humorales, con escasa activacion de
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la inmunidad celular (Mutoloki et al., 2015; Mokhtar et al., 2023).

= Su eficacia frente a patdgenos intracelulares como P. salmonis es

limitada (Moyer et al., 2016; Zhang and Hayney, 2018).

= Pueden generar efectos adversos locales, como inflamacion crénica,
melanizacion de la cavidad peritoneal, formacién de granulomas vy

disminucién del crecimiento (Mutoloki et al., 2015).

Otros adyuvantes clasicos utilizados incluyen el hidréxido de aluminio, con
efecto principalmente sobre la produccidon de anticuerpos, y las sales
minerales, aunque su uso en peces es mucho mas restringido que en
mamiferos debido a reacciones adversas y eficacia inconsistente (Tafalla et al.,

2013).

1.6. Nuevos inmunomoduladores en investigacion

En los dultimos afios se ha incrementado el interés en el uso de
inmunomoduladores como herramientas para fortalecer la respuesta inmune
de los peces y mejorar su resistencia frente a patdgenos en sistemas de
cultivo intensivo. Entre los compuestos mas estudiados se encuentran los
B-glucanos, polisacaridos presentes en las paredes celulares de hongos
y bacterias, que estimulan la inmunidad innata a través de receptores
de lectinas tipo C y promueven la activacion de macrofagos y neutrofilos.
Asimismo, el lipopolisacarido (LPS), un componente de la membrana externa
de bacterias Gram negativas, ha sido utilizado experimentalmente como
inmunoestimulador, ya que activa la produccion de citoquinas proinflamatorias
y la sefalizacion a través de PRR como los TLR (Das et al., 2016). Otro
inmunomodulador explorado en acuicultura es la levadura Saccharomyces
cerevisiae, cuyas fracciones celulares y derivados han demostrado mejorar

parametros inmunitarios y aumentar la resistencia de peces a infecciones
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bacterianas (Ching et al., 2021).

El papel de los adyuvantes en este contexto es doble: (a) facilitar la
entrega del antigeno a células presentadoras especializadas y (b) activar
el sistema inmune innato de forma controlada para guiar la inmunidad
adaptativa hacia un perfil deseado (Zhang and Hayney, 2018). Con este
fin, los adyuvantes modernos suelen combinar sistemas de liberacion, como
emulsiones, liposomas o nanoparticulas poliméricas, con inmunomoduladores
que imitan PAMPs o DAMPs, capaces de interactuar directamente con PRR de
las células inmunitarias. Entre estos se incluyen agonistas de TLR, receptores
de lectina tipo C (CLR), receptores tipo Nod (NLR) y receptores tipo RIG (RLR)
innatas (Schijns et al., 2020; Moyer et al., 2016).

En las vacunas vivas atenuadas, el propio patégeno actua como antigeno y
adyuvante, ya que sus acidos nucleicos y patrones moleculares asociados al
microbio estimulan directamente PRR. En contraste, muchas de las vacunas
en desarrollo utilizan proteinas recombinantes definidas, que requieren
adyuvantes especificos para inducir una respuesta protectora. Ejemplos
de estos inmunomoduladores incluyen el monofosforil lipido A (MPLA),
agonista de TLR4; los oligonucledtidos CpG, activadores de TLR9; y el acido
polinosinico:policidilico (poly I:C), analogo de ARN de doble hebra que activa

TLR3 (Moyer et al., 2016).

Dependiendo de la naturaleza del antigeno y del adyuvante empleado, los
epitopos derivados pueden procesarse y cargarse en moléculas del MHC de
clase | o Il. Los antigenos procesados por la via endosomal son presentados
en MHC-II, lo que conduce a la activacion de linfocitos T CD4+ mediante
la interaccion con el TCR y moléculas coestimuladoras, mientras que los
antigenos derivados de proteinas enddgenas tienden a presentarse en MHC-I

y estimulan linfocitos T CD8+ citotoxicos (Schijns et al., 2020).
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De esta forma, el disefio de vacunas eficaces en peces requiere avanzar
hacia la combinacion estratégica de antigenos con inmunomoduladores
dirigidos, capaces de inducir respuestas celulares y humorales equilibradas,
maximizando la inmunogenicidad sin generar respuestas inflamatorias
excesivas. Estos desarrollos representan un cambio de paradigma frente a los
adyuvantes clasicos, orientando el uso de sefales inmunoldgicas especificas

para enfrentar patégenos complejos como Piscirickettsia salmonis.

1.7. HMGB1 como inmunomodulador y/o adyuvante molecular

1.7.1. Estructura y funciones de HMGB1 en mamiferos

La proteina High Mobility Group Box 1 (HMGB1) es una proteina cromosémica
no histona altamente conservada, expresada de manera ubicua en la mayoria
de los tipos celulares. El gen se localiza en el cromosoma 13q12.3 y codifica
una proteina nuclear de 215 aminoacidos con un peso molecular aproximado
de 25 kDa (Landsman and Bustin, 1993; Verrijdt et al., 2002). Su estructura
comprende dos dominios principales, la Caja A (residuos 9-79) y la Caja B
(95-163), unidos por un péptido enlazador, y una cola C-terminal altamente

acida (Chen et al., 2022a; Ge et al., 2021).

En el ndcleo, HMGB1 participa en la estabilizacién del nucleosoma, la
reparacion y replicacion del ADN, asi como en la recombinaciéon V(D)J. En
el citoplasma, regula procesos de apoptosis y autofagia (Chen et al., 2022a).
De forma extracelular, HMGB1 actua como una molécula de sefalizaciéon que
promueve la inflamaciéon mediante la induccion de citocinas y el reclutamiento

de leucocitos (Venereau et al., 2016; Saenz et al., 2010).

HMGB1 puede encontrarse en tres isoformas redox: sulfonilo, disulfuro
y totalmente reducido. Solo la isoforma disulfuro posee propiedades

proinflamatorias comparables a las de una citocina (Li et al., 2003).
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Figura 1: Estructura de la proteina HMGB1.

La proteina HMGB1 esta compuesta por 215 residuos de aminoacidos y presenta
tres regiones principales: caja A (aa 9—-79), caja B (aa 95-163) y una cola acida C-
terminal (aa 186—215). La caja A se asocia a funciones antiinflamatorias, mientras
que la caja B participa en actividades proinflamatorias mediadas por citocinas. La
cola acida regulala unién al ADN y la estabilidad de la proteina. Se indican ademas
los residuos de cisteina (Cys23, Cys45 y Cys106), los sitios de localizacion nuclear
(NLS) y los dominios de interaccion con receptores TLR y RAGE. Figura creada
en BioRender.

1.7.2. HMGB1 como DAMP y sus receptores asociados
HMGB1, como DAMP es reconocida por distintos receptores, entre ellos:

= RAGE (Receptor for Advanced Glycation End Products): un receptor
transmembrana de la superfamilia de inmunoglobulinas, implicado en
inflamacion, quimiotaxis y proliferacién celular (Dong et al., 2022;

(Teissier and Boulanger, 2019)).

s TLR2, TLR4, TLR5 y TLR9, cuya interaccion con HMGB1 activa vias de
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sefalizacion dependientes de NF-xB y MyD88, induciendo produccion
de citocinas como IL-6, TNF-a y TGF-5 (Conti et al., 2013; (Venereau
et al., 2016; Das et al., 2016)).
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Figura 2: Activacion de la via NF-xB mediada por receptores tipo Toll (TLRs).

La proteina HMGB1 puede interactuar con distintos receptores de reconocimiento
de patrones, incluyendo TLR2, TLR4, TLR5, TLR9 y RAGE. Tras la unién
de HMGB1, estos receptores reclutan adaptadores intracelulares como MyD88,
TIRAP/Mal, TRAM y TRIF, que a su vez activan cinasas asociadas (IRAK1, IRAK2,
IRAK4, TRAF6, TAK1, entre otras). La cascada de sefializacion culmina en la
activacion de complejos como IKKa/3, que inducen la translocacién nuclear de
NF-xB (p65/p50). En paralelo, otras rutas llevan a la activacion de factores IRF,
promoviendo la produccién de interferones de tipo I. Como resultado final, se
estimula la transcripcién de genes que codifican para citocinas proinflamatorias
(IL-18, IL-6, IL-12, TNF-a) y moléculas inmunomoduladoras, modulando la
respuesta inmune innata. Figura creada en BioRender. Abreviaturas: HMGB1:
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High Mobility Group Box 1; TLR: Receptor tipo Toll (Toll-like receptor); RAGE:
Receptor para productos finales de glicacion avanzada; MyD88: Respuesta
primaria de diferenciacion mieloide 88; TIRAP/Mal: Proteina adaptadora que
contiene dominio TIR / Adaptador similar a MyD88; TRAM: Molécula adaptadora
relacionada con TRIF; TRIF: Adaptador que contiene dominio TIR inductor de
interferon-5; IRAK: Cinasa asociada al receptor de interleucina-1; TRAF: Factor
asociado al receptor de TNF; TAK1: Cinasa activada por factor de crecimiento
transformante-5 1; IKK: Cinasa de |xB; NF-xB: Factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas; IRF: Factor regulador de
interferon; IL: Interleucina; TNF: Factor de necrosis tumoral.

Respecto a la sefializacion via TLR4, estudios en macrofagos han determinado
que esta interaccion depende estrictamente de su correceptor MD-2; de hecho,
mutaciones en MD-2 reducen significativamente la translocacion de NF-<B y

la produccion de TNF (Ge et al., 2021; Yanai et al., 2009).

Asimismo, se ha descrito que HMGB1 también estimula la maduracién de
células dendriticas y la activacion de linfocitos T, modulando asi tanto la
respuesta inmune innata como la adaptativa ((Gardella et al., 2002; Bell et al.,

2006); Grover et al., 2014).
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Figura 3: HMGB1 como mediador de la comunicacién entre células necréticas y el
sistema inmune.
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Se muestra la liberaciéon de HMGB1 al espacio extracelular tras la pérdida de
integridad de la membrana en células necréticas. Una vez en el medio, HMGB1
interactua con las células centinela del sistema inmune innato presentes en el
tejido (macrofagos, monocitos y células dendriticas), sefalizando el dafio tisular
para iniciar la respuesta defensiva. Figura creada en BioRender.

1.7.3. Presenciay roles de HMGB en peces

Diversos estudios han identificado proteinas de la familia HMGB (HMGB1,
HMGB2 y HMGB3) en peces cartilaginosos y 6seos (Wang et al., 2019). En
carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella), se caracterizaron dos homdlogos
de HMGB3 (CiHMGB3a y CiHMGB3b), los cuales median respuestas
antivirales inducidas por poli(l:C) y virus de reovirus de carpa (GCRV),
modulando cascadas de sefializacién de TLR y RLR ((Xin-peng et al., 2016;

Wang et al., 2019); Yang, Peng, et al., 2013).

La expresion de HMGB1 se ha reportado en multiples especies, incluyendo
pez cebra (Danio rerio) (Zhao et al., 2011b), corvina roja (Sciaenops ocellatus)
(Zhao et al., 2011a), carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella) (Yang et al.,
2013), carpa dorada (Carassius auratus) (Xie et al., 2014), Sebastes schlegelii
(Cai et al.,, 2014), rodaballo (Scophthalmus maximus) (Cai et al., 2018),
Schizothorax prenanti (Hong et al., 2018), rohu (Labeo rohita) (Lenka et al.,
2018), bagre amarillo (Pelteobagrus fulvidraco) (Wang et al., 2021), tilapia del
Nilo (Oreochromis niloticus) (Niu et al., 2021) y esturion siberiano (Acipenser
baerii) (Lu et al., 2023). En general, HMGB1 muestra una distribucion ubicua,
con mayor expresion en bazo, piel, cerebro, intestino y sangre (Zhao et al.,

2011a).

En el contexto de infecciones bacterianas, HMGB1 desempefia un papel
activo y no solo pasivo. Estudios de desafio con patégenos intracelulares y
extracelulares, como Edwardsiella tarda, Streptococcus agalactiae y Vibrio

anguillarum, han demostrado una rapida regulacion positiva de los transcritos
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de HMGB1 en macréfagos de riidn anterior y bazo, alcanzando peaks de
expresion significativos entre las 12 y 24 horas post-infeccién (Cai et al., 2014,
2018; Zhao et al., 2011a). Funcionalmente, este incremento es critico para la
defensa del hospedero: se ha evidenciado que la proteina HMGB1 liberada
actua como una potente alarmina capaz de inducir la expresion de citocinas
proinflamatorias clave (TNF-«, IL-13, IL-6) y estimular la actividad fagocitica de
los leucocitos, orquestando asi la eliminacién bacteriana (Lu et al., 2023; Wang
et al., 2021). Ademas, en algunas especies como el rodaballo, se ha descrito
que HMGB1 posee actividad antibacteriana directa al unirse a la superficie de
los patdégenos y alterar su integridad celular (Cai et al., 2018). Estos hallazgos

sugieren un papel central de HMGB1 en la inmunidad innata de peces.

1.7.4. HMGB1 y activacion de TLRS en teleésteos

El receptor TLR5 adquiere una relevancia critica en el contexto de la infeccion
por Piscirickettsia salmonis. Si bien esta bacteria ha sido descrita clasicamente
como inmovil, posee genes flagelares funcionales capaces de inducir una
respuesta proinflamatoria mediada por este receptor en salmonidos (Cartes
et al.,, 2017; Isla et al., 2014). En este mecanismo, HMGB1 actua como
agonista de TLRS, pero bajo requisitos estructurales especificos. Das et al.
(2016) demostraron que el dominio de la cola acida C-terminal de HMGB1
es indispensable para esta interaccion; en sus ensayos, lineas celulares que
expresaban formas truncadas de HMGB1 carentes de la porcién C-terminal
(HMGB1AC) no lograron activar TLR5 ni desencadenar la senalizacion de NF-
kB, confirmando que este dominio es esencial para la induccién de respuestas

inflamatorias a través de esta via.

Mediante resonancia magnética nuclear, Das et al. (2016) identificaron los
residuos criticos para la interaccion con TLRS5 en la cola acida C-terminal (185—

215), el enlazador (170-184) y las cajas A y B. Para validar esta interaccion
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en peces, se utilizd el dominio extracelular recombinante de TLR5 de Danio
rerio (drTLR5), confirmando que HMGB1 puede activar receptores TLR en

teledsteos (Das et al., 2016).

1.7.5. Péptidos derivados de HMGB1 como posibles adyuvantes

Ademas de la proteina completa, se han identificado péptidos
inmunomoduladores derivados de HMGB1. El mas estudiado es Hp91,
localizado en los aminoacidos 89—-106 de la Caja B, capaz de activar células
dendriticas, inducir citocinas como IL-12 e IFN-y y promover respuestas tipo

Tu1 (Saenz et al., 2010; Gnanasekar et al., 2013).

Sin embargo, en el contexto de la salmonicultura, el disefio de péptidos
dirigidos especificamente al receptor TLR5 cobra una relevancia estratégica.
En el estudio de Isla (2014) se demostrd que, en Salmo salar, la infeccion por
Piscirickettsia salmonis induce una sobreexpresiéon de TLRS, tanto la forma
de membrana como la soluble, en rindn anterior y el bazo de los salmones
infectados, convirtiendo a este receptor en una via critica de alerta temprana
que a menudo es evadida o no modulada por el patégeno. A diferencia de
los dominios de la Caja B, estudios como Das et al. (2016) han demostrado
que es la cola acida C-terminal de HMGB1 la responsable exclusiva de
la activacion de TLRS5. Por consiguiente, disefar péptidos sintéticos que
mimeticen esta region C-terminal permitiria activar selectivamente esta ruta de
defensa innata, potenciando la inmunogenicidad frente a SRS de manera mas
precisa que los adyuvantes genéricos. Estos candidatos pueden evaluarse
mediante acoplamiento molecular con modelos de TLRS5 de S. salar y validarse

experimentalmente como potenciales adyuvantes en vacunas.
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1.7.6. Relevancia para Salmo salar y perspectivas

A pesar de los multiples estudios en diversas especies de peces, aun no
se ha caracterizado en detalle la funcién inmunomoduladora de HMGB1 en
(S. salar), principal especie cultivada en Chile y de alto valor econdémico.
Considerando la importancia de mejorar la eficacia de las vacunas contra
patdégenos intracelulares como P. salmonis, la evaluacion de HMGB1 y

péptidos derivados como adyuvantes representa una estrategia prometedora.

La combinacién de péptidos C-terminales de HMGB1 con Hp91 podria
potenciar sinérgicamente la respuesta inmunoldgica, orientando la inmunidad

adaptativa hacia perfiles mas protectores frente a bacterias intracelulares.

Si bien en las ultimas décadas se ha avanzado considerablemente en
caracterizar HMGB1 en diversos peces teledsteos, evidenciando su rol en la
inmunidad innata, la extrapolacion directa de estos hallazgos al salmén del
Atlantico no es automatica. Existe una brecha funcional sobre cémo estos
mecanismos operan especificamente frente a Piscirickettsia salmonis, lo que

impide aplicar este conocimiento sin una validacion previa.

La evidencia disponible en teledsteos sugiere que HMGB1, en particular su
dominio C-terminal y péptidos derivados como Hp91, puede actuar como
inmunomodulador y adyuvante al interactuar con receptores TLR, incluyendo
TLRS. Sin embargo, la interrogante de si estas propiedades se conservan en
S. salar, y de qué forma podrian aprovecharse en el disefio de adyuvantes
vacunales capaces de inducir respuestas celulares protectoras, permanece sin

respuesta en esta especie.

Esta brecha de conocimiento justifica la necesidad de estudiar y validar el
potencial de HMGB1 y sus péptidos como adyuvantes en vacunas dirigidas
contra P. salmonis, aportando nuevas herramientas para mejorar el control

sanitario en la salmonicultura.
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CAPITULO 2.

HIPOTESIS

“‘La proteina HMGB1 y los péptidos derivados de la misma actuan como
inmunomoduladores y adyuvantes moleculares en salménidos, potenciando

la respuesta inmune en formulaciones vacunales para uso en la acuicultura.”

Descripcién: Estudios previos en mamiferos indican que HMGB1 es un
candidato promisorio como adyuvante molecular frente a patdégenos que
requieren respuestas efectoras de tipo Ty1. Ademas, se reconoce como
una molécula DAMP enddégena que promueve la inflamacion, favorece la
maduracién de células dendriticas (DC) y estimula respuestas inmunitarias
innatas y adaptativas mediante la activacion de células T. Dentro de
esta proteina, los primeros 18 aminoacidos del dominio B-box (89-106)
corresponden al péptido Hp91, descrito como un potente inductor de
respuestas Ty1 in vitro y ex vivo en mamiferos. En peces, se ha observado
que la expresion de HMGB1 es inducible por estimulos bacterianos y virales,
y que su forma recombinante activa macrofagos y promueve la produccion de
marcadores proinflamatorios y adaptativos clave, como IL-13, TNF-a e IFN-~,

necesarios para el control de infecciones intracelulares.
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CAPITULO 3.

OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Caracterizar el efecto de la proteina HMGB1 y de sus péptidos derivados sobre
el sistema inmune innato y adaptativo, asi como sobre la calidad y el tipo de

respuesta inmune inducida por vacunas en salmonidos.

3.2. Objetivos especificos

» Disefiar y sintetizar péptidos derivados de la proteina HMGB1 con

potencial de actividad inmunomoduladora y de adyuvante en salménidos.

» Producir y purificar la proteina HMGB1 recombinante mediante un

sistema de expresion en Escherichia coli.

» Caracterizar in vitro y ex vivo la respuesta inmune inducida por HMGB1 y
por péptidos derivados en cultivo primario de leucocitos de rifidn anterior

de Salmo salar y/o en la linea celular SHK-1.

= Determinar el efecto como adyuvantes moleculares de HMGB1 y/o
péptidos derivados en la potenciacion de la respuesta inmune inducida

por una vacuna modelo.
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CAPITULO 4.

METODOLOGIA

4.1. Ildentificacion de plantillas y modelado del ectodominio de TLR5 de

Salmo salar (SsTLRS)

4.1.1. Busqueda de homologia y seleccion de plantilla

Se empled la herramienta BLASTP (Basic Local Alignment Search Tool for
Proteins) del NCBI para realizar una busqueda de similitud local utilizando
la secuencia de aminoacidos correspondiente al ectodominio de TLR5 de
Salmo salar (GenBank: NM_001123691.1). La base de datos utilizada fue el
Protein Data Bank (PDB). Los resultados se evaluaron en funcion del puntaje
de alineamiento (score) y del porcentaje de identidad, y se seleccioné como
plantilla la estructura de TLR5 con mayor similitud para su posterior uso en el

modelado.

4.2. Modelado por homologia y validacién

El modelo de ectodominio de TLR5 de Salmo salar (SsTLRS) se construyé
mediante modelado por homologia en el software Modeller, utilizando la

plantilla seleccionada en la etapa anterior (Sali and Blundell, 1993).

A partir de esta busqueda, se selecciond la estructura del ectodominio de TLR5
con mayor similitud con la secuencia de interés. Posteriormente, se empled
la clase AutoModel de Modeller para generar multiples modelos estructurales,
que fueron clasificados segun la puntuacion DOPE (Discrete Optimized Protein

Energy).

La calidad de los modelos se evalu6 mediante analisis estereoquimico
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con PROCHECK (Laskowski et al., 1993) y validacion energética mediante
el servidor ProSA (Wiederstein and Sippl, 2007). Finalmente, los modelos
mejor puntuados fueron inspeccionados visualmente en PyMOL, evaluando
la integridad estructural del plegamiento, la correcta disposicién de las
repeticiones ricas en leucina (LRR) y la ausencia de colisiones estéricas, para
seleccionar el modelo final. El modelo validado se emple6 como receptor para

el disefio in silico y el acoplamiento proteina—péptido.

4.3. Diseio in silico de péptidos derivados de HMGB1 y cribado

computacional

Para el disefio de péptidos candidatos se siguié un enfoque computacional
secuencial que integré el modelado estructural del receptor, el disefio racional
de péptidos y su evaluacién por acoplamiento molecular. Como punto de
partida se utilizé el modelo del ectodominio de SSTLR5 obtenido en la seccion
anterior y la secuencia de la cola acida C-terminal de HMGB1 de Salmo salar
como ligando de referencia, dada su participacion descrita en la activacion
de TLR5. A partir de esta secuencia se generaron variantes peptidicas y se
evalué de manera computacional su afinidad de unidn al receptor. Los péptidos
seleccionados se sintetizaron posteriormente y se caracterizaron por dicroismo

circular para determinar su viabilidad experimental.

4.3.1. Diseno y seleccion computacional de péptidos

Se disend in silico una serie de péptidos con potencial de interactuar con el

modelo estructural del ectodominio de SsTLR5.

Para ello, se utilizo la secuencia C-terminal acida de HMGB1 de Salmo salar
(GenBank/EMBL: BT056506), compuesta por 23 aminoacidos y denominada
SsOri. Mediante el andlisis de las poses de acoplamiento y del area de

interaccion con el servidor PDBePISA (umbral de 4 A), se identificaron los
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aminoacidos de la cola acida que mas contribuian a la interaccién con la
superficie del ectodominio de SsTLRS5. Luego se realizaron sustituciones
puntuales por triptéfano (W) en posiciones especificas de la secuencia,
generando las variantes 6W y 11W, nombradas segun la posicion de la
sustitucién en SsOri. Los tres péptidos disefiados (SsOri, 6W y 11W) se
evaluaron mediante acoplamiento proteina-péptido ciego (blind docking) en
tres servidores web: HPEPDOCK (Zhou et al., 2018a), MDockPeP (Xu et al.,
2018; Yan et al., 2016) y PiperFlexDock (Alam et al., 2017). Se seleccionaron
las conformaciones con mejor orientacién molecular sobre la superficie del

receptor segun la funcién de puntuacion de cada servidor.

Adicionalmente, se evalud tedricamente la afinidad de unién mediante el uso
del servidor web Prodigy (Xue et al., 2016). Los valores de interaccién de area
de superficie y de afinidad de unién previstos para cada complejo proteina-
péptido se compararon entre los péptidos de cada servidor mediante la prueba
de Kruskal-Wallis. Los péptidos mejor evaluados fueron seleccionados para su
sintesis quimica y su posterior caracterizacion estructural mediante dicroismo

circular.

4.3.2. Sintesis de péptidos

Los péptidos fueron sintetizados quimicamente por la comparia GenScript
(https:/lwww.genscript.com/). Los péptidos sintetizados corresponden
a la secuencia original de la cola acida C-terminal de HMGB1 de
Salmo salar (SsOri: DDDDDDDDDDDDEDD) y dos variantes con
sustituciones puntuales por triptéfano: 6W (DDDDDDWDDDDDEDD) vy
11w (DDDDDDDDDDDWEDD). Los péptidos se purificaron mediante
cromatografia liquida de alta resolucion hasta alcanzar un 90 % de pureza.
Los péptidos liofilizados se almacenaron a -20 °C y se disolvieron en

bicarbonato de amonio 20 mM antes de su uso. Una vez sintetizados, los
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péptidos se caracterizaron mediante dicroismo circular para estimar su

contenido de estructura secundaria.

4.3.3. Dicroismo circular

El espectro de dicroismo circular (CD) de todos los péptidos sintetizados se
registré con un espectropolarimetro Jasco J-1500, en el rango de 185 a 250
nm. Todos los péptidos se prepararon a una concentracion de 250 ug/ml en
bicarbonato de amonio 20 mM. La solucion se afadié a una cubeta de 1 mm
de recorrido bajo una atmésfera de nitrégeno a temperatura ambiente. Para
la recoleccion y el analisis de datos del espectro se utilizé el software Spectra
Manager 1.5 (Jasco). Los parametros de adquisicion fueron: ancho de banda
de 1,0 nm, resolucion de 0,1 nm, tiempo de respuesta de 1,0 s, velocidad de
escaneo de 50 nm/min y tres acumulaciones. En todos los casos, se resto el
espectro del buffer solo del espectro de la muestra para garantizar que las

sefales analizadas provinieran unicamente de los péptidos.

Los datos obtenidos se enviaron a DichroWeb y se procesaron con el conjunto
de referencia 6, optimizado para un rango de longitud de onda de 185 a 250 nm,
con el fin de estimar el porcentaje de estructura secundaria de cada péptido. El
algoritmo CONTIN se utilizé para ajustar los datos y predecir el contenido de
estructura secundaria a partir del valor medio de elipticidad del residuo. Luego,
los espectros de CD se emplearon como criterio de filtrado para seleccionar
los péptidos destinados a los ensayos posteriores. Aquellos que cumplieron
los criterios estructurales definidos se priorizaron para los ensayos celulares,
en paralelo con la produccién y caracterizacion de HMGB1 recombinante

(rHMGB1).
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4.4. Ensayos de activacion de la via NF-xB

4.4.1. Tratamiento celular con péptidos

Se utilizaron células HelLa control y una linea celular HeLa que expresa un
TLR5 quimérico (HeLa/TLRS5). Este TLR5 quimérico esta conformado por el
dominio extracelular del TLR5 de Salmo salar y los dominios intracelular y
transmembrana del receptor humano. Las células se sembraron en placas
de 24 pocillos a 1 x 10° células/pocillo en DMEM (Gibco) + 10% FBS y se
incubaron durante 2 dias a 37 °C y 5 % CO; hasta alcanzar la confluencia. Para
los tratamientos, el medio se reemplaz6 por DMEM sin suero ni antibidticos, y
las células se expusieron a los péptidos 6W y 11W a 40 ng/mL durante 0, 15, 30
y 60 min. En paralelo se mantuvieron controles sin tratamiento. La activacion
de NF-xB se evalué mediante la fosforilacion de p65 y los niveles de |1kBa en

extractos totales.

4.4.2. Preparacion de lisados celulares, SDS-PAGE y Western Blot.

Tras la exposicion a los péptidos, se obtuvieron extractos proteicos totales
(segun protocolo previamente descrito) y se separaron por SDS-PAGE al
10 % bajo condiciones reductoras. Las proteinas se transfirieron a membranas
PVDF mediante transferencia semihumeda (TransBlot-Turbo, BioRad, EE.
UU.). Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en TBS 1x
(Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 150 mM) durante 1 h a temperatura ambiente y
posteriormente se incubaron con los siguientes anticuerpos primarios, diluidos
1:1000 en TBS 1x con leche descremada al 5% y Tween-20 al 0,1 %: anti-
phospho-p65 (SC-135769), anti-NF-<B p65 (SC-372) y anti-GAPDH (SC-
47724) (Santa Cruz Biotechnology Inc., EE. UU.), durante 16 h a 4 °C con
agitacion. Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 min cada uno con
buffer TBS-Tween (Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0,1 %,

SDS al 0,1%) y se afnadio el anticuerpo secundario Alexa Fluor® 680 anti-
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mouse (Jackson ImmunoResearch, EE. UU.) diluido 1:10.000 en TBS 1x
con leche descremada al 5% y Tween-20 al 0,1%. Para la deteccion de
IxkBa se repitid el procedimiento utilizando el anticuerpo anti-lkBa C-21 (SC-
371, Santa Cruz Biotechnology Inc., EE. UU.) diluido 1:1000 y el anticuerpo
secundario Alexa Fluor® 790 anti-rabbit (Jackson ImmunoResearch, EE. UU.)
diluido 1:10.000. La deteccion se realizd en el sistema Odyssey CLx (LI-COR
Biosciences, EE. UU.) y el analisis densitométrico con el software Image

Studio.

4.4.3. Inmunofluorescencia e imagenes confocales

Para visualizar la translocacién nuclear de la subunidad p65 de NF-xB, células
HelLa/TLRS5 (linea celular HeLa que expresa establemente el receptor TLR5
quimérico de Salmo salar, descrita por Vasquez-Suarez et al., 2024) se
cultivaron en placas con fondo de vidrio (Corning Costar) hasta la confluencia
y se trataron con los péptidos SsOri, 6W y 11W a una concentracién de 5
MM. Tras la fijacion/permeabilizacién, las células se incubaron toda la noche
con el anticuerpo policlonal anti-p65 de conejo (SC-372, Santa Cruz) a una
dilucion de 1:200, seguido del anticuerpo secundario Alexa Fluor® 561 anti-
rabbit (Jackson ImmunoResearch). Los nucleos se tifieron con DAPI (D9542,
Sigma-Aldrich). Las imagenes se adquirieron en un microscopio confocal Zeiss
LSM 780 con objetivo ApoChromat 63x OIL, NA 1,4; la fluorescencia de Alexa
561 se excitdé a 561 nm y se detecté en 570-622 nm; la sefial de DAPI se
detectd con lalinea 633 nmy ventana de 661759 nm (ajustes segun el reporte
del estudio). Se analizaron = 50 células por experimento. La normalidad se
verificd con la prueba de Shapiro—Wilk y la comparacion de medias se realizo

con ANOVA de una via.
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4.5. Produccion recombinante de HMGB1 (rHMGB1) en E. coli

4.5.1. Clonaje y verificacion

La secuencia de ADN que codifica HMGB1 de Salmo salar (GenBank/EMBL.:
BT056506) fue sintetizada y clonada en el vector de expresion bacteriano pET-
29a(+). Esta sintesis y clonacion en el vector de expresion fue contratada a la
empresa GenScript (https://www.genscript.com/). El disefio del vector incluyd
el promotor T7/Operador Lac, seguido de la secuencia de HMGB1 fusionada
a una etiqueta de seis histidinas en el extremo N-terminal, y finalizé con el

terminador T7 (Figura 17).

El plasmido pET-29a (+)-HMGB1 se amplificé en E. coli TOP10 y se
purifico mediante el método de lisis alcalina (Bimboim and Doly, 1979).
La correcta insercion del gen se comprob6é mediante digestion con Xhol y
Ndel. Posteriormente, el constructo se transformé en E. coli BL21(DE3) para

estudios de expresion del gen que codifica HMGB1.

4.5.2. Expresion del gen que codifica HMGB1 en E. coli

Los cultivos transformados se realizaron en medio LB suplementado con
kanamicina a 50 pg/mL. Se permitié el crecimiento hasta alcanzar una
densidad o6ptica a 600 nm (ODggo) de 0,5-0,6, punto en el que se indujo
la expresiéon del gen de interés mediante la adicién de isopropil §-D-1-

tiogalactopirandsido (IPTG) 0,4 mM.

= Cultivo a escala de 300 mL: se cultivaron 300 mL de medio LB a 37 °C,

150 rpm, y la induccion se llevo a cabo a 30 °C durante 4.

m Cultivo en fermentador de 5 L: se inocularon 400 mL de preindculo en
caldo LB con kanamicina, incubados a 37 °C hasta ODggg 0,5-0,6. Se
anadioé IPTG hasta 0,4 mM y se continud la incubacion a 30 °C, 200 rpm,

4 h.
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Al finalizar, las células se recolectaron por centrifugacién (5000 rpm, 10 min,
4 °C) y se resuspendieron en Tris-HCI 50 mM, pH 8. La ruptura celular
se realizé con tres pases en molino de bolas, seguida de una clarificacion
por centrifugacion (5000 rpm, 10 min, 4 °C). La expresion del gen que
codifica HMGB1 se evalu6 mediante SDS-PAGE al 12,5 %, Western blot y

espectrometria de masas.

4.6. Caracterizacion e identificacion de HMGB1 recombinante (rHMGB1)

4.6.1. Evaluacién de expresion del gen que codifica HMGB1 mediante

SDS-PAGE y Western blot.

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12,5% (grosor 1,5 mm) para el
analisis de las etapas de expresion, purificacion y control negativo, y al 15%
para la evaluacion de la proteina tras didlisis y concentracion, con el fin de
obtener mayor resolucién en el rango de peso molecular correspondiente
a rHMGB1 (~25 kDa). Las muestras obtenidas en las diferentes etapas del
proceso de purificacidon se mezclaron con buffer de carga que contenia buffer
de carga Laemmli reductor (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS 2 %, glicerol 10 %, 2-
mercaptoetanol 5 % y azul de bromofenol 0,01 %). Estas mezclas se calentaron
a 95 °C durante 5 minutos y posteriormente se cargaron en los pocillos del
gel. Como marcador de peso molecular se utilizd el Blue Prestained Protein
Marker, Broad Range (11-250 kDa, New England Biolabs, EE. UU.). Una vez
completada la migracion, los geles se tiieron con Coomassie Brilliant Blue R-

250 (Sigma-Aldrich, EE. UU.) para visualizar las bandas de proteinas.

Tras la separacion mediante SDS-PAGE, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa BA-85 (Schleicher & Schuell, Alemania) utilizando
un sistema de transferencia semihumedo (TransBlot-Turbo, BioRad, EE. UU.)
a 0,3 Ay 25 V durante 30 minutos. La membrana se bloqued con leche

descremada al 5% en TBS 1X (Tris buffer salino), incubada durante toda la
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noche a 4 °C con agitacién constante.

Para la deteccion, se emplearon dos anticuerpos primarios, seleccionados

segun el ensayo:

= Anti-histidina (6x monoclonal antibody, Clontech Laboratories, EE. UU.),

diluido 1:5000 en leche descremada al 5% en TBS 1X.

= Anti-hHMGB1 (DPH1.1, monoclonal, HMGBiotech, lItalia), diluido 1:500
en leche descremada al 5% en TBST 1X (TBS con Tween 20 al 0,1 %).

La incubacion con los anticuerpos primarios se realizd durante 2 horas
a temperatura ambiente con agitacién continua. Luego, se efectuaron tres

lavados de 10 minutos cada uno con TBST.

Posteriormente, la membrana se incubd con el anticuerpo secundario anti-
raton conjugado a Alexa Fluor 680 (Jackson, EE. UU.), diluido 1:10000 en una
mezcla de leche descremada al 5% y TBS 1X, durante 1 hora a temperatura
ambiente con agitacion constante. Finalmente, se realizaron tres lavados

adicionales de 10 minutos con TBST.

Las bandas obtenidas tanto en el gel de poliacrilamida como en la membrana
de nitrocelulosa fueron visualizadas mediante el sistema de captura de

imagenes Odyssey (LI-COR Biosciences, EE. UU.).

4.6.2. Digestion de proteinas en gel y preparacion para nLC-MS/MS

Se agregaron 40 ug de proteinas totales en un volumen final de 40 uL con
tampdn de carga 1X. La muestra fue desnaturalizada durante 10 minutos a
95 °C y sometida a SDS-PAGE al 12 % bajo condiciones desnaturalizantes.
La corrida se realizé a 100 V y se finalizé a 120 V en hielo. El gel se tifié
overnight con 50 mL de Coomassie R-250 biocompatible (#161-0786, Bio-Rad)

en agitacién a temperatura ambiente.



38

Se selecciond la banda correspondiente a ~20 kDa, la cual fue sometida
al protocolo de digestion en gel. En primera instancia, se eliminé la tincion
mediante varios lavados con ACN al 50% en bicarbonato de amonio.
Posteriormente, la banda se deshidrat6 con ACN 100% y se secd en un
concentrador rotatorio. La muestra se rehidrat6 en bicarbonato de amonio con
DTT paralareduccion (1 h), y luego se realizé la alquilacién con iodoacetamida
en oscuridad por 1 h. Tras este paso, la banda se lavdé nuevamente con ACN
50 % en bicarbonato de amonio, se deshidraté con ACN 100 % y se secé en el

concentrador rotatorio.

La digestién se llevdo a cabo con tripsina grado secuenciacion (#V5071,
Promega) en una proporcién de 1:50 (proteasa:proteina, m/m), incubando
durante 16 h a 37 °C. La reaccion se detuvo ajustando el pH con acido férmico
al 10 %. Los péptidos obtenidos se limpiaron con columnas Sep-Pak C18 Spin
Columns (Waters), siguiendo las indicaciones del proveedor, y se secaron en

un concentrador rotatorio a 1000 rpm, overnight, 10 °C.

4.6.3. LC-MS/MS (Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry)

Se inyectaron 200 ng de péptidos en un sistema nanoUHPLC nanoElute
(Bruker Daltonics) acoplado a un espectrometro de masas timsTOF
Pro (Trapped lon Mobility Spectrometry—Quadrupole Time of Flight Mass
Spectrometer, Bruker Daltonics), empleando una columna Aurora UHPLC (25

cm x 75 um ID, 1,6 um C18, lonOpticks, Australia).

La separacién cromatografica se realizé con un gradiente de 90 minutos del
2% al 35% de tampon B (0,1 % de acido férmico—acetonitrilo). La adquisicion
de datos se efectudé con TimsControl 2.0 (Bruker Daltonics), configurando 10
ciclos PASEF, un rango de masas de 100—-1700 m/z, voltaje de ionizacion del
capilar de 1,5 kV, temperatura de 180 °C, frecuencia del TOF de 10 kHz y una
resolucion de 50.000 FWHM.
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4.6.4. ldentificacion de Proteinas

Los datos obtenidos fueron analizados en el software PEAKS Studio X+,
ejecutado en un servidor con 96 nucleos y 512 Gb de memoria RAM. Los
parametros de busqueda incluyeron tolerancia de masas de precursores de
50 ppm, tolerancia de fragmentos de 0,05 Da y digestion semiespecifica con
un maximo de 2 escisiones perdidas por péptido (“missed cleavages per

peptides”).

Las  modificaciones  postraduccionales  consideradas fueron la
carbamidometilacion de cisteinas (fija). Como variables, se incluyeron la
oxidacion de metionina (M) y la acetilacion N-terminal. La base de datos
utilizada correspondioé al proteoma de Salmo salar, complementado con la

secuencia de HMGB1 y su cola de histidina.

Se aplico la estimacion de error mediante una base de datos decoy,
estableciendo como criterio de aceptacion un FDR < 1% y al menos 1 péptido

unico por proteina para la identificacion.

4.7. Purificacion de la proteina HMGB1 mediante cromatografia de

afinidad a quelatos metalicos

Antes de proceder con la purificacion, el sobrenadante de ruptura se clarificé
mediante tres rondas de centrifugacién a 5000 rpom durante 15 minutos cada

una.

La purificacion de la proteina HMGB1 se realizé mediante cromatografia de
afinidad a quelatos metalicos utilizando el sistema FPLC AKTA Prime Plus
(Cytiva, EE. UU.). Se empled una columna de Sepharose High Performance
previamente cargada con 0,25 mM de sulfato de niquel (NiSO,). Tanto el buffer
de equilibrio como el buffer de la muestra consistieron en una solucién de

Tris HCI 50 mM, NaCl 150 mM, urea 1 M, imidazol 5 mM y DTT 0,5 mM, pH
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de 8. El lavado se realizé con imidazol 100 mM para eliminar proteinas de
union inespecifica, seguido de una eluciéon escalonada con concentraciones

crecientes de imidazol de 250 y 500 mM para recuperar la proteina de interés.

Para concentrar las fracciones, de elucién que contenian rHMGB1, se utilizaron
tubos Amicon® Ultra con membrana de corte de 10 kDa (Merck Millipore, EE.
UU.). Posteriormente, se realizaron multiples rondas de dialisis de manera
gradual frente a PBS 1x (solucion salina tamponada con fosfatos: NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO,4 1,8 mM, pH 7,4) para eliminar
progresivamente la urea, el imidazol y el DTT. Tras la dialisis, la proteina
se concentr6 nuevamente mediante tubos Amicon® Ultra 10 kDa. La pureza
se estimd por densitometria con ImageJ v1.48 (http://imagej.nih.gov/ij) y la
concentracion proteica se determiné mediante el método colorimétrico BCA
(acido bicinconinico) utilizando BSA (albumina sérica bovina) como estandar

de referencia.

4.8. Aislamiento de leucocitos del rindn anterior

A partir de S. salar, se aislaron leucocitos de rindn anterior (HKL) siguiendo
el protocolo descrito por Secombes (1990). Los animales se sacrificaron por
sobredosis de anestésico benzocaina al 20 % (BZ-20), a una concentracion
de 150 mg/L, y posteriormente fueron desangrados a través de la vena caudal.
El rindn anterior fue removido asépticamente y homogeneizado por separado
mediante mallas de nylon con tamafo de poro de 70 um, utilizando medio
de cultivo de Leibovitz (L-15) suplementado con penicilina/estreptomicina 1X,

heparina sédica al 2 % (5000 Ul/ml) y suero bovino fetal al 2% (FBS).

Los homogenizados se lavaron con solucion salina balanceada de Hank
(HBSS 1X: NaCl 137 mM, KCI 5,4 mM, Na,HPO, 0,25 mM, KH,PO, 0,44
mM, CaCl, 1,3 mM, MgSO, 1,0 mM, NaHCO3; 4,2 mM, pH 7,4). Luego

se depositaron cuidadosamente sobre gradientes discontinuos de Percoll
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previamente montados, con densidades de 34 %/51 % preparadas con buffer

HBSS 1X.

Posteriormente, los gradientes junto con los homogenizados fueron
centrifugados a 800 g por 40 minutos a 15 °C en una centrifuga con
rotor basculante. La fraccion de leucocitos fue recogida con pipetas Pasteur
plasticas estériles. Las fracciones se lavaron con buffer HBSS 1X y se
centrifugaron a 1800 g por 5 minutos a 15 °C. Finalmente, se retiraron los
sobrenadantes y se resuspendieron los leucocitos totales en 2 ml de medio
de cultivo L-15 suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10% y con

penicilina/estreptomicina 1X.

La viabilidad celular se determiné por exclusion de azul tripan y los HKL se
cultivaron en placas de 24 pocillos con una densidad de 1x10° células por

pocillo y se cultivaron a 18 °C hasta el dia siguiente.

Los HKL obtenidos fueron utilizados en los ensayos de reestimulacion in vitro
descritos en la seccién 4.10, para evaluar la expresion de genes inmunes tras

la exposicién a rHMGB1 y péptidos derivados de HMGB1.

4.9. Evaluacién del efecto biolégico de rHMGB1 y péptidos derivados en

la linea celular SHK-1

La linea celular SHK-1, derivada de leucocitos de rifidon anterior de Salmo
salar, presentaba caracteristicas fenotipicas y funcionales similares a las de
macrofagos/monocitos. Por ello, fue utilizada como modelo in vitro para evaluar
el efecto inmunomodulador de rHMGB1 y péptidos derivados, asi como su

capacidad de proteccion frente a la infeccion por Piscirickettsia salmonis.

4.9.1. Tratamiento con rHMGB1 y péptidos derivados

Las células SHK-1 se cultivaron en placas de 24 pocillos a una temperatura

de 18 °C utilizando medio Leibovitz's L-15 suplementado con FBS al 10 %
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y antibidtico-antimicotico 1X. Los distintos tratamientos se prepararon con
concentraciones finales de 10 ug/mL para rHMGB1 y 25 uM para los péptidos
SsHP91, 6W y 11W. Ademas, se incluyd un control negativo consistente en 2
ML por pocillo de proteinas no relacionadas de E. coli, y un blanco (sin tratar).

Todos los tratamientos se llevaron a cabo en el mismo medio de cultivo.

Una vez que las células alcanzaron la confluencia, se retir6 el medio de cultivo y
se afadieron 700 pL de medio suplementado con cada molécula. Este proceso
se realizo en tres placas distintas, abarcando tiempos de tratamiento de 3,6y
12 horas a 18 °C. Al finalizar cada periodo de incubacion, se retiré el medio, se
agregaron 300 pL de reactivo TRIzol™ (Invitrogen, EE. UU.) y las células se
desprendieron mecanicamente y se recolectaron en tubos de microcentrifuga,
almacenados a —80 °C. Posteriormente se extrajo el ARN para evaluar la
expresion de IL-1, IL-8, IL-10, MyD88, TGF-3, NF-xB, TNF-«,, GATA-3, IFN-v,
TLR5M y TLR5S mediante RT-qPCR. El detalle del procedimiento se describe

en la seccion 4.12.

4.9.2. Ensayo de desafio con Piscirickettsia salmonis

Las células SHK-1 fueron cultivadas en condiciones estandar y pretratadas
durante 12 h con los péptidos 6W y 11W a concentraciones de 1 pyg/mL y 10
pg/mL. Como control positivo se utilizé flagelina de Salmonella typhimurium
(InvivoGen) a 1 yg/mL y 5 pg/mL. Posteriormente, las células se infectaron con
P. salmonis (cepa EM90) a 10° bacterias/mL y se incubaron a 20 °C, realizando
mediciones en los dias 1, 3, 6, 8, 10, 13 y 15 post-infeccion. Se incluyeron
controles de lisis total (células tratadas con Triton X-100 al 1 %), de liberacion
basal de LDH (células sin tratamiento ni infeccion) y de péptidos sin infeccion.

Todas las condiciones se realizaron por cuadruplicado.
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Figura 4: Esquema experimental del tratamiento de células SHK-1 con rHMGB1 y
péptidos derivados.

Las células SHK-1 de Salmo salar fueron estimuladas con la proteina rHMGB1 y
con tres péptidos derivados (SsHP91, 6W y 11W). Los tratamientos se realizaron
por triplicado vy, tras la incubacién, se extrajo ARN en distintos tiempos (3, 6y 12
horas) para evaluar la expresion génica mediante PCR en tiempo real. El esquema
resume la estrategia experimental empleada para analizar la activacion de vias
inmunes proinflamatorias y adaptativas en este modelo in vitro. Figura creada en
BioRender.

La citotoxicidad se evalué mediante liberacion de LDH utilizando el kit LDH
Cytotoxicity Detection (Takara). La absorbancia se midi6 a 490 nm en un
lector de microplacas (ELX-800, BioTek Instruments, EE. UU.). El porcentaje

de citotoxicidad se calculé segun:

Xmues ra - XCOTL Tol nega ivo
% Clitotoxicidad = < i frol negat > x 100

XTm'ton 1% — chmtrol negativo

Donde X,,,estra COrresponde a cada condicion experimental, X nirol negativo @
células sin tratamiento ni infeccion, y X700 1% al valor de lisis total. Los

resultados se expresaron como porcentaje relativo al control de la infeccion.
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4.10. Evaluacién del efecto inmunomodular de HMGB1 y péptidos

derivados in vivo en Salmo salar

Se utilizaron salmones (Salmo salar) de ambos sexos, no vacunados y libres
de patdgenos de aproximadamente 100 g que se dividieron en 5 grupos

experimentales:
m 20 peces tratados con el péptido 6W.
m 20 peces tratados con el péptido 11W.
m 20 peces tratados con el péptido SsHp91.
s 20 peces tratados con HMGB1.
= 20 peces controles, tratados con PBS.

Los peces fueron suministrados por la empresa Marine Farm (Granja Marina
Tornagaleones S.A.). Cada grupo se mantuvo en estanques de agua dulce
(0,4 m?), a 15 °C bajo un régimen de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
Los animales se alimentaron diariamente hasta saciedad con dieta comercial

(Micro 200, EWQOS).

Los péptidos y la proteina recombinante se administraron por via
intraperitoneal, disueltos en PBS. El dia de las estimulaciones, los animales
fueron anestesiados con metasulfonato de tricaina (MS-222) (80 mg/L de
agua) y luego los grupos fueron inyectados i.p. con 100 pyL de las moléculas
correspondientes, a una concentracion final de 20 ug/pez. Adicionalmente, se

inyectaron i.p. 100 yL de PBS por animal para el grupo control.

Alos 1, 3, 7, 14 y 21 dias postestimulacion, se sacrificaron cinco animales
de cada grupo por sobredosis de benzocaina al 20 % (BZ®-20, Veterquimica,
Chile) para realizar la extraccion de rifidn anterior y bazo, que se conservaron

en RNAlater (Invitrogen) a -80 °C. A partir de estos tejidos se evalud la



45

expresion de genes inmunes mediante RT-gPCR (IFN-v, IFN-a1, TGF-£3, IL-
17, IL-4/13A, IL-22).

1,3,7, 14y 21 dias
postestimulacion

Bazo \
Rifién 4
anterior -)
?,ﬂ, HMGB1 ‘
o~ Péptidos . =l
s > J )
— ¢ RNAlater
Intraperitoneal
Inyeccion Extraccion de rifion PCR en tiempo real

anterior y bazo

Figura 5: Esquema experimental del tratamiento in vivo de Salmo salar con rHMGB1
y péptidos derivados.

Los peces fueron inoculados por via intraperitoneal con rHMGB1 o péptidos
(SsHP91, 6W y 11W). Se extrajeron muestras de rindn anterior y bazo en
diferentes tiempos (1, 3, 7, 14 y 21 dias) y el ARN obtenido se utilizé para analizar
la expresion génica mediante PCR en tiempo real. Figura creada en BioRender.

4.11. Evaluaciéon del potencial adyuvante de rHMGB1 y 11W en Salmo

salar

Con el objetivo de evaluar el potencial adyuvante de rHMGB1 y del péptido
11W en Salmo salar, se disefid un ensayo in vivo que integré la evaluacion
de parametros celulares y humorales (Figura 6). Los peces fueron distribuidos
en grupos experimentales y sometidos a una inmunizacién primaria por via
intraperitoneal (i.p.) al dia 0, seguida de un refuerzo administrado a las 315
unidades térmicas acumuladas (UTA; dias x temperatura del agua, 15 °C).
La proteina recombinante VP2 del virus de la necrosis pancreatica infecciosa
(IPNV) se administré a una dosis de 2 ug/g de peso corporal, en combinacion
con rHMGB1 (50 ug/pez) o el péptido 11W (20 pg/pez), formulados en emulsion

con Montanide.
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Figura 6: Esquema de inmunizacién y muestreo en Salmo salar.

Los peces fueron distribuidos en grupos experimentales y sometidos a una
inmunizacién primaria por via intraperitoneal (i.p.) al dia 0, seguida de un refuerzo
administrado a las 315 unidades térmicas acumuladas (UTA; dias x temperatura
del agua, 15 °C). Se programaron muestreos en sangre (dias 0, 18, 21, 24, 35, 49
y 60) para cuantificacion de anticuerpos séricos, asi como extracciones de rifidn
anterior y bazo (dia 24, 360 UTA,; tres dias post-refuerzo) y de rifidn anterior (dia
60) para el analisis de expresion génica. Este disefio permitié evaluar de forma
integrada la respuesta celular y humoral inducida por rHMGB1 y el péptido 11W
en comparacion con controles. Figura creada en BioRender.

4.12. Extraccién de ARN y PCR en tiempo real

La extraccion de ARN total se realizd a partir de células SHK-1 y leucocitos
de rindn anterior (HKLs) obtenidos de los experimentos in vitro y ex vivo,
asi como de muestras de rifion anterior y bazo de los peces inmunizados
en el experimento de adyuvancia. La extraccion se realizé utilizando el
reactivo TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las muestras de tejido fueron homogenizadas en
el reactivo TRIzol antes de la extraccidon. La concentracion y pureza del ARN

se determinaron con el lector de microplacas Synergy® HTK Take3 (BioTek,
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Agilent Technologies, EE. UU.), y la integridad del ARN se verifico mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Las muestras de ARN se almacenaron

a -80°C hasta su uso.

Previo a la sintesis de ADN complementario (ADNc), las muestras de ARN
fueron tratadas con DNasa | (#M0303, New England BiolLabs, EE. UU.) para
eliminar posibles contaminaciones con ADN gendmico. La sintesis de ADNc se
realizo utilizando el kit RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientific, EE. UU.) con iniciadores hexaméricos aleatorios, segun las
instrucciones del fabricante. La mezcla de reaccion consistio en: 11 yL del
producto de tratamiento con DNasa |, 1 uL de iniciador hexamérico aleatorio,
4 pyL de tampon de reaccion 5X, 2 yL de mezcla de dNTPs (10 mM), 1
ML de inhibidor de RNasa Ribolock (20 U/uL) y 1 uL de RevertAid RT (200
U/uL), en un volumen final de 20 yL. Las reacciones se incubaron en un
termociclador TProfessional Basic (Biometra, Alemania) a 25°C por 5 min,
seguido de 42°C por 60 min 'y 70°C por 5 min. Se incluyé un control negativo

sin retrotranscriptasa (No-RT) para cada muestra.

Para el analisis de expresion génica en células SHK-1 y HKLs tratados con
los péptidos SsOri, 6W y 11W, se utilizé el kit Brilliant | SYBR® Green QRT-
PCR Master Mix, 1-Step (Agilent, EE. UU.) en el equipo AriaMx Real-Time PCR
System (Agilent, EE. UU.). La mezcla de reaccion consistio en: 2 uyL de ARN
(cantidades segun la Tabla 4.1), 0,4 uL de mezcla enzimatica RT/RNase block,
5 pL de Brilliant I SYBR Green QRT-PCR Master Mix 2X, 2,36 pL de agua libre
de nucleasas y 0,24 pL de mezcla de partidores forward y reverse (2,5 uM c/u),
en un volumen final de 10 pL. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
50°C por 30 min (transcripcion reversa), 95°C por 10 min (activacion de la
polimerasa), seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s (desnaturalizacién) y 58°C
por 30 s (hibridacion/extensién). Se incluyeron controles sin ARN (NTC) para

todos los genes en todos los ensayos, y cada medicion de muestra se repitid
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tres veces. Se emplearon partidores especificos para estudiar la expresion

relativa de TLR5S, TLR5M, MyD88, NF-xB, IFN-a1, IL-8, IL-13, IFN-y, IL-17

El

IL-22, TGF-3, IL-4/13A, IL-10 y TNF-«, asi como el factor de transcripcion

GATA-3 asociado a la polarizacion Ty2. Las secuencias, tamafos de amplicon

y numeros de acceso GenBank de todos los partidores utilizados se detallan

en la Tabla 4.1.

Tabla 2: Partidores utilizados en los ensayos de RT-qPCR.

Amplicon
Gen Sentido Secuencia 5’3’ (pb) GenBank
F AGCGTCCTTACACGACTCA
SsTLR5S 164 NM_001123691.1
R ACGTGTCATTTTCACGTCGT
F TTCACAACACCGTAAGCCT
SsMyD88 112 NM_001136545
R AGCGTCCTTACACGACTCA
F CCTGCCATGAAACCTGAGAAGA
SsIFN-a1 108 NM_001123710.1
R TTTCCTGATGAGCTCCCATGC
F GGCCCTCCTGACCATTACT
SsIL-8 102 NM_001140710
R ATGAGTCTACCAATTCGTCTGC
F ACATTGCCAACCTCATCATCG
SslL-13 91 AJ223954
R TTGTAGCAGGTCCTTGTCCTTG
F CCGTACACCGATTGAGGACT
SsIFN-g 133 FJ263446.1
R GCGGCATTACTCCATCCTAA
F GCCAGTGCAGCTCTATTGTA
SslL-17 115 EU680097.1
R ACTTCCTGTGTGGCTGAAGTG
F ATCTGCTGCCTGCATGCTAA
SslL-22 151 NM_001164064.1
R TAGCACAGCCGTGTTCCTTC
F GGCCATCCGTGGACAGATAC
SsTGF-b 92 XM_014196504.1
R GGGAGGTTGGGACTTTCTCG
F ACCACCACAAAATGCAAGGAGT
SslL-4/13A 70 NM_001204895.1
R ACGTGGCATTTTTCACGGAG
F CGCTATGGACAGCATCCTGAAGTTC
SslL-10 118 XM_014168417.1
R GTGGAAGATGTTTCCGATGGAGTCG
F TGTGTGGCGTCCTCTTAGTAGCAGCTT
SsTNF-a 101 NM_001123589.1
R CTCCATTTTGTCCTGCATCGTTGC
F CACCACCGGCCATCTGATCTACAA
SsEF-1a 78 AF321836
R

TCAGCAGCCTCCTTCTCGAACTTC




49

Las abreviaciones Ss y Om corresponden a Salmo salar y Oncorhynchus myekiss,
respectivamente. F: partidor forward; R: partidor reverse. El amplicon se expresa
en pares de bases (pb).

Para evaluar el efecto adyuvante de los péptidos derivados de HMGB1 in
vivo, se extrajo ARN total de muestras de rifion anterior y bazo de los peces
inmunizados a los dias 1, 3, 7, 14 y 21 post-inmunizacién, asi como de HKLs
estimulados con antigeno. Las reacciones de PCR cuantitativa en tiempo real
se realizaron utilizando el kit Brilliant II SYBR® Green QPCR Master Mix
(Agilent, EE. UU.) en el equipo AriaMx Real-Time PCR System (Agilent, EE.
UU.), segun el siguiente protocolo: 2 yL de ADNc (equivalente a 20 ng de
ARN total de partida), 5 yL de Brilliant Il SYBR Green QPCR Master Mix, 3
ML de agua libre de nucleasas y 2,4 uL de mezcla de partidores forward y
reverse (200 nM c/u), en un volumen final de 12 pL. EI ADNc fue sintetizado
previamente mediante el kit RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit, como
se describe en la seccion anterior. Las condiciones de ciclado fueron: 95°C por
10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 s, 65°C por 30 s y 95°C por 30
s. Se evalud la expresion de IFN-v, IL-17 e IL-4/13A. Se incluyeron controles
sin ARN (NTC) en todos los ensayos y cada muestra se midié por triplicado.
Para estandarizar y validar los ensayos, se determinaron los rangos dinamicos,
la eficiencia de amplificacion, la curva de disociacion y se visualizaron los

amplicones mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

El gen de referencia EF-1a (SsEF-1a; GenBank: AF321836) se utiliz6 como
normalizador para todos los ensayos de RT-qPCR. Para los experimentos
con células vy tejidos in vivo, los resultados de expresion génica relativa se
determinaron mediante el método comparativo AACt (2*-AACt), utilizando
células no tratadas o tejidos de animales no inmunizados como calibradores.
Para el analisis de expresion constitutiva de los transcritos en tejido, la

expresion relativa se determind segun el modelo matematico de Pfaffl (2001).



50

Los gréficos y analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad

Prism 10 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).

Todos los datos se evaluaron previamente respecto a la homogeneidad de
varianzas y la distribucién normal. Los datos de PCR en tiempo real se
analizaron mediante analisis de varianza de una o dos vias (ANOVA), seguido
de la prueba de Dunnett para la comparacion de grupos experimentales
frente al grupo control, o la prueba de comparaciones muiltiples de Sidak para
comparaciones pareadas entre todos los grupos. La significancia estadistica

se definié como p < 0,05.
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CAPITULO 5.

RESULTADOS

Para evaluar el potencial inmunomodulador de HMGB1 y de sus péptidos
derivados en Salmo salar, se implementé una estrategia integrada que incluy6
analisis in silico, ensayos in vitro y experimentos in vivo de inmunizacion

(Figura 7).

5.1. Diseno in silico y seleccion de péptidos
5.1.1. Modelamiento de SsTLR5

Se realiz6é una busqueda de proteinas homologas en la base de datos Protein
Data Bank (PDB) con el objetivo de identificar estructuras cristalograficas
disponibles de TLR5 que pudieran ser utilizadas como template para el
modelamiento por homologia. Se consideraron secuencias de Salmo salar
(NM_001123691.1), Oncorhynchus mykiss (NM_001124208.1), Oncorhynchus
kisutch (XM_020496637.2) y Danio rerio (XM_001919017.8), identificandose
como principales candidatos los codigos PDB: 3V47, 6BXA, 6BXC y 5GY2,
todos correspondientes a estructuras cristalograficas del ectodominio de TLRS

de Danio rerio.

Especificamente, 3V47 corresponde a TLR5 de D. rerio en complejo con
flagelina de Salmonella (resolucion 2,47 A), 6BXA y 6BXC corresponden a
TLRS de D. rerio en complejo con receptores linfocitarios variables (VLR) de
lamprea, y 5GY2 corresponde a TLR5 de D. rerio en complejo con flagelina de

Bacillus subtilis (resolucion 2,10 A).
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Figura 7: Resumen esquematico del flujo experimental y principales aproximaciones
del estudio.

El esquema integra las distintas etapas desarrolladas en este trabajo. Primero se
realizé el modelamiento estructural de SsTLRS5 y el disefio de péptidos derivados
de HMGB1. Posteriormente, se llevd a cabo la produccion y caracterizacion
de HMGB1 recombinante mediante clonaje, expresién en sistema bacteriano,
purificacion y validaciéon bioquimica. A continuacion, se efectuaron ensayos in
vitro en lineas celulares (SHK-1 y HeLa/TLR5) para analizar la activacion génica
y la localizacion celular, junto con la estimulacion ex vivo de leucocitos primarios
aislados de rifidn cefalico de Salmo salar. Finalmente, se implementaron ensayos
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de inmunizacién in vivo en salmoénidos, con colecta de rifidn cefélico y bazo post-
tratamiento para la extraccion directa de ARN, evaluando la expresion de genes
inmunes y la respuesta adaptativa mediante RT-gPCR. Esta figura resume la
estrategia experimental empleada y los puntos de analisis que dieron lugar a los
resultados presentados en este estudio. Figura creada con BioRender.

De las estructuras evaluadas, 3V47 y 5GY2 fueron las que mostraron la
mayor similitud con la secuencia de Salmo salar, superando el umbral del
30 % de identidad requerido para el modelamiento por homologia (Figura 8).

Finalmente, 5GY2 fue seleccionado como plantilla por su mayor resolucion

tomica
TLR5Sslab ————-TPKCPIYGSIAACTSQSLHQVPALPPYITIVYMRDNYISEINETSFSGLEGLTELDLSWQQVNGLIIRTNTFQRLENLAVLYLGYNTGLQIEPDAF 96
5GY27A ADPGTSECSVIGYNAICINRGLHQVPELPAHVNYVDLSLNSIAELNETSFSRLODLQFLKVE-QQTPGLVIRNNTFRGLSSLIILKLDYNQFLQLETGAF 100
3V477A ADPGTSECSVIGYNAICINRGLHQVPELPAHVNYVDLSLNSIAELNETSFSRLQDLQFLKVE-QQTPGLVIRNNTFRGLSSLIILKLDYNQFLQLETGAF 100
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Figura 8: Alineamiento de secuencias de TLR5 entre Danio rerio y Salmo salar.

El alineamiento muestra la comparacion entre las secuencias de TLR5 de Salmo
salar y las estructuras cristalogréficas disponibles para Danio rerio (PDB: 5GY2 y
3V47).

De estas estructuras, se selecciond como plantilla 5GY2 por su resolucion
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de 2,10 A (Song et al., 2017; Yoon et al., 2012), lo que permitié6 maximizar
la calidad del modelado. Con Modeller (clase AutoModel) se generaron 100
modelos del ectodominio de SsTLRS, priorizados segun la puntuacion DOPE
(Discrete Optimized Protein Energy) (Tabla 3).

Tabla 3: Puntuacion DOPE de los cinco modelos de ectodominio de SsTLR5
generados con Modeller.

Modelo DOPE
TLR5Ss_1 -510,309,296
TLR5Ss_2 -507,131,210
TLR5Ss_3 -509,280,898
TLR5Ss_4 -506,505,000
TLR5Ss_5 -505,527,226

I Valores mas negativos indican una mayor estabilidad y calidad estructural.

Los mejores modelos se refinaron mediante dinamica molecular (GROMACS)
y fueron validados estereoquimicamente con PROCHECK (Figura 9) y

energéticamente con ProSA (Figura 10).
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Figura 9: Diagramas de Ramachandran con PROCHECK.
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Modelo inicial de SsTLR5 obtenido con Modeller. El analisis con PROCHECK
muestra que la mayoria de los residuos se encuentran en regiones favorecidas
y permitidas, lo que indica una buena calidad estereoquimica del modelo.

a) b)

A
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Figura 10: Perfiles de energia local obtenidos con ProSA.

En verde claro, se evaluan fragmentos de 10 aminoacidos, mientras que en verde
oscuro se evaluan fragmentos de 40 aminoacidos. a) Modelo SsTLR5 luego de la
dinamica molecular. b) Modelo cristalografico 5GY2 de D. rerio.

Finalmente, la comparacion visual con la plantilla cristalografica (5GY2 de D.
rerio) evidencio la conservacion global del pliegue tipo LRR (Figura 11). El
modelo validado de SsTLRS se seleccion6 como receptor para el disefio in

silico de péptidos derivados de HMGB1.
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a) b)

Figura 11: Comparacion estructural de TLRS.

a) Estructura cristalografica de TLR5 de Danio rerio (PDB: 5GY2). b) Modelo
homolégico de SsTLR5 generado con Modeller. Ambos ectodominios presentan
la arquitectura tipo “herradura” de los receptores ricos en repeticiones de leucina
(LRR), caracteristica esencial para el reconocimiento de flagelina y la dimerizacion
del receptor.

5.1.2. Mapeo de HMGB1 y definicidén de regiones candidatas

Se realiz6 un BLASTP (NCBI) utilizando como query HMGB1 humano
(RefSeq: NP_002119.1) y como base de datos RefSeq Protein, restringiendo
el organismo a Salmo salar (taxid: 8030). EI mejor hit correspondiéo a HMGB1
de S. salar (RefSeq: NP_001140081.1). Con ambas secuencias se empled
el alineamiento par a par devuelto por BLAST para mapear la conservacion

dentro de la caja B y delimitar el motivo Hp91 utilizado en el disefio peptidico.

El alineamiento entre HMGB1 humano y HMGB1 de S. salar arrojo 279 bits
(score), con un E-value de 3 x 1074, 84 % de identidad (141/167), 92 % de
positivos (155/167) y 0,6 % de brechas. El tramo alineado correspondi6 a los
residuos 1-167 en el humano frente a 143-308 en S. salar. Dentro de este
segmento se mapeod la caja By, en particular, el motivo central del péptido Hp91
(DPNAPKRPSSAFFIFCAD), evidenciando alta conservacion y justificando su

seleccion para el disefio de péptidos (Figura 12).
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Figura 12: Alineamiento de secuencias de HMGB1 entre Homo sapiens 'y Salmo salar.

El alineamiento muestra un alto grado de conservacion a lo largo de la secuencia,
con identidad superior al 80 % y similitud mayor al 90 %. En particular, en la caja
B se observa la conservacion del motivo Hp91 (recuadro), lo que respalda su
seleccién como péptido candidato.

La proteina HMGB1 contiene, ademas, una cola C-terminal acida rica en

residuos Asp/Glu. El alineamiento multiple de HMGB1 en peces mostré que

esta regioén presenta un nucleo altamente conservado de residuos cargados

negativamente, lo que sugiere un papel modulador en el reconocimiento por

receptores del tipo Toll y en la polarizacion de citocinas. Con base en esta

region, se selecciono la cola acida completa de HMGB1 de S. salar (23

aminoacidos: DDDDDDDDDDDDEDDDDDDDEDE) como la segunda region

de interés para el disefo peptidico (Figura 13).
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Alineamiento de secuencias de HMGB1 entre Salmo salar y otros

El alineamiento evidencia la conservacion de la cola acida C-terminal, destacada
en el recuadro, compuesta principalmente por residuos cargados negativamente

(Asp y Glu).

5.1.3. lIdentificacion de bolsillos de interaccion en SsTLR5

Con el modelo de SsTLR5 validado, se empled el servidor fpocket para
identificar cavidades de interaccion potenciales. Se localizé un surco en la
superficie convexa C-terminal, adyacente a los bucles LRR7-LRR9 (Yoon et al.,
2012). Estaregion se considero el sitio mas probable para el reconocimiento de
péptidos derivados de HMGB1 y constituyé el fundamento para la optimizacion

in silico.
5.1.4. Diseno y selecciéon de SsOri y variantes peptidicas (6W y 11W)

En mamiferos se han descrito péptidos derivados de HMGB1 con actividad
inmunomoduladora, entre ellos Hp91, un péptido de 18 aminoacidos derivado
del dominio B-box (residuos 89—106) que activa células dendriticas a través

de TLR4. En Salmo salar, en cambio, se ha descrito la interaccion de la cola
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acida C-terminal de HMGB1 con TLRS5; por ello, este trabajo se centro en el

disefio de péptidos derivados de esa region.

A partir de la cola acida completa de HMGB1 de S. salar (23 aminoacidos), se
aplicaron truncamientos progresivos en los extremos N- y C-terminal con el fin
de conservar unicamente el nucleo cargado negativamente. Como resultado,
se seleccioné un fragmento de 15 aminoacidos (DDDDDDDDDDDDEDD),
denominado Salmo salar Original (SsOri), que conservaba el nucleo cargado
negativamente de la secuencia original y cuya longitud era compatible con
la sintesis quimica y con el acoplamiento en la superficie del ectodominio de

SsTLRS5.

Posteriormente, se realizé un escaneo de alanina sobre SsOri, sustituyendo
individualmente cada residuo por alanina para estimar su contribucién relativa
a la interaccidon. Los cambios en la energia de union y en la superficie de
contacto se evaluaron con PRODIGY y PDBePISA v1.52, lo que permitid
identificar que los residuos acidos Asp y Glu son esenciales para mantener

la afinidad.

Figura 14: Interaccion de péptidos derivados de HMGB1 con SsTLR5.

a) Detalle de las interacciones moleculares del péptido 6W con el sitio de unién
en SsTLR5. b) Interacciones observadas del péptido 11W en la misma region.
En ambos casos se muestran los residuos clave implicados en el contacto y los
puentes de hidrogeno, destacando la contribucién de residuos cargados en la
estabilizacién del complejo.
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Con base en estos resultados, se disenaron dos variantes optimizadas: 6W
(DDDDDDWDDDDDEDD) y 11W (DDDDDDDDDDDWEDD), en las que se
introdujeron residuos de triptéfano en posiciones criticas, con el fin de mejorar
la interaccidén hidrofébica y la estabilidad en la interfaz proteina—péptido. En la

Figura 14 se observa el acoplamiento de los péptidos al modelo de SsTLRS.

5.1.5. Docking y métricas comparativas

Los péptidos SsOri, 6W y 11W se evaluaron mediante acoplamiento proteina—
péptido en los servidores HPEPDOCK, MDockPeP y PiperFlexDock. En todos
los algoritmos, 6W y 11W presentaron scores mas favorables que SsOrri, lo que

indica orientaciones moleculares mas estables.

De forma complementaria, el servidor PRODIGY predijo valores de AG mas
negativos y de Kd menores para 6W y 11W, mientras que PDBePISA mostré
un aumento del area de interaccion. El analisis estadistico mediante la prueba
de Kruskal-Wallis confirmé diferencias significativas en los valores de score
de acoplamiento, AG y area de interaccion de 6W y 11W en comparacién con

SsOri (p < 0,05) (Figura 15).

El proceso de diseno in silico permitid priorizar cuatro candidatos para

evaluacion experimental:

= Hp91, derivado de la caja B de HMGB1, seleccionado por su alta

conservacion entre el humano y S. salar.
» SsOri, fragmento de 15 aminoacidos de la cola acida de HMGB1.

= 6W y 1MW, variantes optimizadas de SsOri con sustitucién de un residuo
de aspartato por triptéfano en la posicion 7 (6W) y posicion 12 (11W),

respectivamente.

Estos péptidos fueron considerados para su sintesis y validacion funcional.
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Figura 15: Resultados de acoplamiento proteina—péptido con SsTLR5.

Constantes de disociacion tedricas (Kp, fila superior) y valores de superficie de
interaccion (A2, fila inferior) obtenidos para los péptidos SsOri, 6W y 11W mediante
los algoritmos HPEPDOCK, MPepDock y PIPER-FlexDock. Los datos fueron
analizados mediante el test de Kruskal-Wallis (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001).

5.1.6. Validacion estructural por dicroismo circular

Los péptidos SsOri, 6W y 11W fueron sintetizados y analizados mediante
dicroismo circular (CD) con el fin de caracterizar su estructura secundaria y

utilizarla como criterio de seleccion para los ensayos funcionales posteriores.
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Hp91 no fue incluido en este analisis dado que su estructura secundaria ha sido
previamente caracterizada en estudios en mamiferos, donde se describié que
su actividad inmunoestimulante reside en una porcion helicoidal de la region

C-terminal (Saenz et al., 2014b).

Los espectros CD de SsOri, 6W y 11W mostraron caracteristicas de péptidos
no estructurados, con un minimo negativo por debajo de 198 nm y una
elipticidad muy baja por encima de 210 nm. Se observé una sefal positiva
débil a 220 nm en 6W y 11W, pero no en SsOri (Figura 16). La ausencia de
hélice a 0 laminas /3 como estructura secundaria principal confirmé el caracter
intrinsecamente desordenado de los tres péptidos, criterio que justificé su

seleccion para la evaluacion funcional.

El analisis de la fraccion de estructura secundaria mediante el algoritmo
CONTIN revel6 que 6W y 11W presentaron un mayor porcentaje de estructuras
de vueltas (25,0 %) y desordenadas (43,0%) que SsOri (20,0% y 31,0 %,
respectivamente). Este patron es consistente con un estado aleatorio, aunque
con un grado de desorden distinto bajo las condiciones experimentales,

atribuible a la insercion de triptéfano en 6W y 11W.
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Figura 16: Espectros de dicroismo circular (CD) en el ultravioleta lejano de los
péptidos SsOri, 6W y 11W.
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Las curvas corresponden a SsOri (linea continua), 6W (linea punteada) y 11W
(linea discontinua). La flecha indica una sefial positiva débil alrededor de 220
nm observada en 6W y 11W, ausente en SsOri, lo que sugiere diferencias en
la conformacion secundaria entre los péptidos.

5.2. Produccion de HMGB1 recombinante

5.2.1. Clonacién y expresion de HMGB1 recombinante en E. coli

El gen que codifica la HMGB1 de S. salar (GenBank/EMBL: BT056506) fue
sintetizado por la empresa GenScript y clonado en el vector de expresion pET-

29a(+), generando la construccion denominada HMGB1-pET29a (Figura 17).

El vector HMGB1-pET29a se utilizé para transformar la cepa SHuffle de E.
coli, optimizada para la expresion de proteinas recombinantes con puentes
disulfuro correctamente formados. La expresién de rHMGB1 se indujo con
IPTG durante 4 h a 30 °C. Las fracciones correspondientes al sobrenadante y
al precipitado de ruptura celular fueron analizadas por SDS-PAGE al 12,5 %,
constatandose que la proteina se encontraba principalmente en la fraccion

soluble (Figura 18).

Figura 17: Mapa del plasmido de expresion pET-29a (+).
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El plasmido fue disefiado para la clonaciéon del gen que codifica la proteina
HMGB1, bajo el control del promotor T7 y con una cola de histidina en el extremo
N-terminal para su purificacion.
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Figura 18: Analisis de expresion de HMGB1 mediante SDS-PAGE al 12,5 %.

Se muestra la induccién en E. coli SHuffle transformada con el plasmido HMGB1-
pET29a. C-: control negativo, cepa SHuffle sin transformar. P: pellet de ruptura
celular. S: sobrenadante de ruptura celular. La banda correspondiente a HMGB1
(~25 kDa) se observa principalmente en la fraccién soluble (S).

5.2.2. Confirmacién de identidad por LC-MS/MS

Con el fin de confirmar la identidad de la proteina, la banda de ~25 kDa
observada en SDS-PAGE se sometié a digestion en gel y analisis mediante

LC-MS/MS.

Los datos recolectados por el espectrometro de masas fueron procesados
en PEAKS Studio X+ (ver parametros en Metodologia), obteniéndose una
cobertura del 96 % de la secuencia de HMGB1, con 159 péptidos identificados
y una masa estimada de 24.197 Da (Tabla 4).

En la Figura 19 se muestra la cobertura de los péptidos identificados sobre la
secuencia de HMGB1. En el recuadro se observa la extensién de la cola de

histidina incorporada en el clon recombinante. En la Figura 20 se muestran el



65

cromatograma y el espectro del péptido MHHHHHHGKDPR, correspondiente

a la etiqueta de polihistidina.

Tabla 4: Identificacidn de la proteina recombinante HMGB1 mediante LC-MS/MS.

N° de
ID Cobertura péptidos Masa
HMGB1 96 % 159 24197 Da

Cobertura de secuencia, numero de péptidos detectados y masa molecular
determinada para HMGB1. Los resultados muestran una cobertura del 96 %, con
159 péptidos identificados y una masa de 24.197 Da, confirmando la identidad de
la proteina expresada.
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Figura 19: Cobertura de péptidos obtenida por LC-MS/MS para la proteina
recombinante HMGB1.
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El analisis muestra la secuencia de HMGB1 cubierta por los péptidos identificados
tras la digestion enzimatica. La cobertura global alcanzé un 96 %, lo que confirma
la identidad de la proteina. En el recuadro ampliado se observa la regién N-
terminal, donde se aprecia la presencia de la cola de histidina afiadida en la
construccién recombinante.
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Figura 20: Espectro de fragmentacion del péptido MHHHHHHGKDPR identificado por
nLC-MS/MS.

El espectro muestra la serie de fragmentos idnicos correspondientes al péptido
MHHHHHHGKDPR, derivado de la regién N-terminal de HMGB1 recombinante.
La presencia de la secuencia de histidinas confirma la incorporacién de la etiqueta
de purificacién (His-tag) en la proteina expresada.

Estos datos confirmaron que la proteina expresada corresponde a HMGB1

recombinante y validaron la incorporacién de la etiqueta de histidina,

asegurando su identidad antes de la purificacion.

5.2.3. Escalado de produccion de HMGB1 en E. coli

Con la identidad confirmada, se realizaron preindculos para la fermentacién

a escala de 5 L. Tras la induccion de la expresion del gen de interés y la

ruptura celular en buffer Tris-HCI 50 mM (pH 8), se observé nuevamente que la

rHMGB1 (~24 kDa) se encontraba predominantemente en la fraccion soluble
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(Figura 21).
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Figura 21: Expresion de HMGB1 en fermentacién a 5 L analizada mediante SDS-
PAGE al 12,5 %.

MW: marcador de peso molecular. S: fraccion soluble (sobrenadante de ruptura
celular). P: fraccion insoluble (pellet de ruptura). La banda de aproximadamente 25
kDa se observa principalmente en la fraccién soluble, lo que indica que la proteina
recombinante se encuentra mayoritariamente en forma soluble tras la induccién y
fermentacion de 5 L.

5.2.4. Purificacion mediante cromatografia de afinidad

El sobrenadante se purific6 mediante cromatografia de afinidad (IMAC) en un
sistema AKTA Prime Plus (Cytiva, EE. UU.). Para ello se utiliz6 una columna de
Sepharose High Performance previamente cargada con 0,25 mM de sulfato de
niquel (NiSO4). En la Figura 22 se distinguen los peaks correspondientes a las
distintas etapas del proceso. El primer peak (F) representa el flujo a través de
la columna durante la fase de equilibrio. El peak mas alto (L) corresponde al
lavado con imidazol a 100 y 250 mM, donde eluyen proteinas no deseadas.
Finalmente, el peak (E) corresponde a la elucién de la proteina objetivo,
rHMGB1, con una concentracion mayor de imidazol (500 mM). Durante todo
el procedimiento se registraron UV, conductividad (Cond), pH y presion para

monitorear la pureza y la calidad de la proteina purificada.
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Figura 22: Cromatograma de cromatografia de afinidad de metales inmovilizados
(IMAC).

El cromatograma muestra las etapas del proceso de purificacion de HMGB1
recombinante. F: fraccidbn no unida, correspondiente a proteinas que no
interactuaron con la matriz de niquel. L: fracciones de lavado con 100 mM y 200
mM de imidazol, en las que se eliminan proteinas inespecificas. E: fraccion eluida
con 500 mM de imidazol, correspondiente a la proteina de interés. Se registraron
en paralelo las sefiales de absorbancia UV (azul), de conductividad (rojo), de pH
(morado) y de presién (café). El buffer de equilibrio consistié en Tris-HCI 50 mM,
NaCl 150 mM, urea 1 M, imidazol 5 mM y DTT 0,5 mM a pH 8.

En la Figura 23 se muestra que la mayor pureza de la proteina rHMGB1
se observa en la fraccion eluida con 500 mM de imidazol (E), donde se
presenta una banda intensa correspondiente al peso molecular aproximado de
la rHMGB1, alrededor de 25 kDa. En comparacion, las fracciones de lavado
(L1 y L2) muestran multiples bandas, lo que indica la presencia de proteinas
no deseadas, mientras que la fraccion no unida (F) contiene una gran cantidad

de impurezas.
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Figura 23: SDS-PAGE al 12,5% de cromatografia de afinidad de metales
inmovilizados (IMAC).

El gel muestra las distintas fracciones obtenidas durante el proceso de purificacion
de la proteina recombinante HMGB1. MW: marcador de peso molecular. |: muestra
inicial previa a la purificacion. 12: muestra inicial diluida 1:2. F: fraccién no unida,
correspondiente a proteinas que no interactuaron con la matriz de niquel. L1y L2:
fracciones de lavado con 100 mM y 200 mM de imidazol, respectivamente, en las
que se observa la eliminacién de proteinas inespecificas. E: fraccion eluida con
500 mM de imidazol, en la que aparece una banda definida alrededor de 25 kDa,
correspondiente a la proteina de interés (rHMGB1).

5.2.5. Dialisis, concentracion y evaluacién de pureza

La fraccion eluida con 500 mM de imidazol se concentré en tubos Amicon®
Ultra de 10 kDa de cutoff. Posteriormente, se realizaron multiples rondas de
didlisis de manera gradual para eliminar progresivamente la urea y el DTT,
hasta alcanzar un buffer final de PBS 1X. En la Figura 24, el carril 1 muestra la
rHMGB1 previamente obtenida. En los carriles 2 y 3 se observa la rHMGB1
después de haber sido dializada y concentrada, evidenciando una mayor

concentracion y pureza.
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Figura 24: SDS-PAGE al 15 % de la proteina recombinante HMGB1 tras dialisis.

MW: marcador de peso molecular. Carril 1: rHMGB1 antes del proceso de dialisis,
donde se observa una menor pureza. Carril 2: rHMGB1 dializada en PBS 1X,
evidenciando una banda mas definida en torno a 25 kDa, correspondiente a la
proteina recombinante. Carril 3: rHMGB1 dializada en PBS 1X (dilucién 1:2), en
la cual se mantiene la pureza de la proteina.

La proteina rHMGB1 en PBS 1X fue analizada mediante densitometria con el
software ImageJ version 1.48, lo que permitié estimar que el nivel de pureza

de la proteina alcanza aproximadamente el 89 %.

Adicionalmente, se aplic6 un método colorimétrico utilizando acido
bicinconinico (BCA) junto con albumina sérica bovina (BSA) como estandar
de referencia para la cuantificacién de proteinas totales. Este analisis revel6
una concentracion total de proteinas de 993,50 ug/mL, y, en consecuencia, se

determiné que la concentracion especifica de rHMGB1 es de 884,22 ug/mL.

En cuanto al control negativo empleado en los ensayos in vitro, se utilizaron
proteinas totales obtenidas de la cepa E. coli SHuffle sin transformar,
procesada bajo las mismas condiciones de cultivo, induccion y purificacion que
la cepa productora de rHMGB1. Tras cuantificar esta muestra, se obtuvo una

concentracion de proteinas totales de 406,37 ug/mL. El perfil electroforético de



71

esta preparacion se presenta en la Figura 25.
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Figura 25: SDS-PAGE al 12,5% de la muestra control negativo que se utilizd en
ensayos in vitro.

MW: marcador de peso molecular. C-: extracto proteico de E. coli SHuffle sin
transformar, procesado bajo las mismas condiciones de cultivo y purificacién que
la cepa productora de rHMGB1. Se observa un patron de bandas correspondiente
a proteinas endogenas de la cepa, sin presencia de una banda definida en torno
a 25 kDa, lo que confirma la ausencia de expresion de la proteina recombinante
HMGBA1.

5.3. Ensayos de activacion de la via NF-xB con péptidos derivados de

HMGB1

Con el proposito de determinar la capacidad de los péptidos disefados (6W
y 11W) para inducir la activacion de la via de sefializacion NF-xB, se evaluo
la fosforilacién de la subunidad p65, la degradacion del inhibidor 1kBa y la

localizacion intracelular de p65 en células HelLa/TLRS.

5.3.1. Evaluacion de la activacion de NF-xB en células HelLa/TLR5

mediante inmunoblot e inmunofluorescencia.

Para evaluar la capacidad de los péptidos derivados de HMGB1 para activar
la via de sefalizacion de TLRS5, se utilizaron células HelLa que expresan

establemente el receptor TLRS (HeLa/TLR5) como modelo celular. Esta linea
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celular permite detectar especificamente la activacién de TLR5 mediante el
monitoreo de la fosforilacion de la subunidad p65 de NF-xB y la degradacién
de su inhibidor |xBa, eventos caracteristicos de la activaciéon de la via clasica

de NF-xB downstream de TLRS5.

El ensayo de Inmunoblot demostré que los péptidos 6W y 11W inducen una
fosforilacion temprana y sostenida de la subunidad p65 en células HeLa/TLR5
en comparacion con las células HelLa control (Figura 26). La sefial de p65
fosforilada fue detectable a los 15 minutos postratamiento, alcanz6 su maximo
a los 30 minutos y se mantuvo elevada hasta los 60 minutos. En paralelo, se
observo una disminucidn transitoria de 1xBa, consistente con la degradacion
de este inhibidor en respuesta a la activacion de la via clasica de NF-«<B. El
analisis densitométrico de tres experimentos independientes confirmd que las
diferencias entre los grupos tratados y los controles fueron estadisticamente

significativas (p < 0,05).

Como validacion adicional, se realizé un segundo analisis por inmunoblot que
incluyé todos los péptidos (6W, 11W y SsOri) junto con los controles positivo
(flagelina bacteriana) y negativo (Figura 27). El analisis densitométrico de
p65 fosforilada mostré un incremento en las células tratadas con 6W y 11W
respecto del control negativo, alcanzando niveles similares al control positivo.
En paralelo, se observé una reduccion significativa de |xBa tras la estimulacion
con 6Wy 1MW (p < 0,05), lo que confirmd la activacién de la via clasica de NF-

xkB. SsOri, en cambio, mostré una respuesta de menor magnitud.
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Figura 26: Activacion de NF-xB en células HeLa/TLR5 estimuladas con los péptidos
6Wy 11W.

Analisis por Western blot de la subunidad fosforilada de NF-xB p65 (phos-p65),
del inhibidor IkBa y de GAPDH en células HelLa control y HeLa/TLRS tratadas
con los péptidos 6W y 11W durante 0, 15, 30 y 60 minutos (A-B y D-E). La
cuantificacion densitométrica relativa de phos-p65 (C y F) mostré un incremento
significativo en células HeLa/TLR5 estimuladas con ambos péptidos respecto a
sus respectivos controles negativos. Se observd una degradacion transitoria de
IkBa en los tiempos de maxima activacion, consistente con la activacion de la via
clasica de NF-xB. Los valores representan la media + desviacion estandar (n =
3). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05;
ANOVA de una via). Barras grises = HeLa/TLR5; barras blancas = HelLa control.

La translocacioén nuclear de p65 NF-xB fue adicionalmente evaluada mediante
inmunofluorescencia y microscopia confocal en células HeLa/TLRS5 (Figura 28).
Las células tratadas con los péptidos 6W y 11W mostraron un aumento en la
co-localizacidon de la sefal de p65 con el marcador nuclear DAPI, indicando
una mayor translocacion de NF-xB hacia el nucleo en comparacion con
las células no tratadas. Este efecto fue comparable al observado con el

control positivo (flagelina bacteriana), mientras que el control negativo presento
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una distribucién predominantemente citoplasmatica de p65. Estos resultados
complementan los datos del inmunoblot y confirman que los péptidos 6Wy 11W
activan la via de NF-«B e inducen la translocacién nuclear de su subunidad p65

en células HeLa/TLR5.
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Figura 27: Inmunodeteccion de p65 fosforilado e IkBa en células HelLa/TLR5
estimuladas con péptidos derivados de HMGB1.

Western blot de p-NF-<B p65, NF-xB p65 total, IkBa y GAPDH en células
HelLa/TLR5 tratadas con los péptidos 6W, 11W, SsOri y controles negativos y
positivos (flagelina bacteriana) (A). El analisis densitométrico de p-p65 (B) mostrd
un incremento en las células tratadas con los péptidos en comparacion con el
control negativo, alcanzando niveles similares al control positivo. Paralelamente,
la cuantificacion de |1kBa (C) reveld una reduccion significativa tras la estimulacion
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con 6W y 11W, consistente con la degradacion del inhibidor durante la activaciéon
de la via clasica de NF-«B. Los valores corresponden a la media £ desviacién
estandar (n = 3). Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticas
significativas (p < 0,05; ANOVA de una via).

5.3.2. Analisis de translocacion nuclear de p65

El analisis por microscopia confocal permitio evaluar la redistribucion
subcelular de p65 en células HelLa/TLRS tratadas con los péptidos derivados
de HMGB1 (Figura 28). Las células estimuladas con 6W y 11W presentaron
una marcada translocacién nuclear de p65, siendo este efecto mas evidente
con el péptido 11W y comparable al inducido por flagelina bacteriana (control

positivo).
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Figura 28: Translocacion nuclear de p65 inducida por péptidos derivados de HMGB1
en células HeLa/TLR5.
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Imagenes de microscopia confocal que muestran la localizacion subcelular de
p65 (Texas Red, rojo) y nucleos tefidos con DAPI (azul) en células HeLa/TLR5
tratadas con los péptidos 6W, 11W y SsOri, ademas de los controles negativos
(NT) y positivos (flagelina bacteriana, Flag). Las imagenes compuestas (Merge)
evidencian la redistribucién nuclear de p65 tras la estimulacion con los péptidos,
la cual es mas marcada en las células tratadas con 11W. El analisis de intensidad
relativa (graficos a la derecha) confirmé que el tratamiento con 11W induce una
translocacion nuclear significativamente mayor de p65 en comparacién con el
control negativo (p < 0,05), mientras que 6W y SsOri mostraron una tendencia
al aumento sin alcanzar significancia estadistica. Los valores corresponden a
la media de = 50 células por condicidn; las letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (ANOVA de una via). Barra de escala = 10 ym.

El analisis cuantitativo, realizado en mas de 50 células por condicion, confirmé
un incremento significativo en la fraccion nuclear de p65 unicamente tras la
estimulacién con 11W (p < 0,05). Los péptidos 6W y SsOri mostraron una

tendencia al aumento sin alcanzar significancia estadistica.

5.4. Ensayos en la linea celular SHK-1

Para evaluar el efecto inmunomodulador de rHMGB1 y sus péptidos derivados,
se utilizé la linea celular SHK-1 de Salmo salar como modelo in vitro, y se

analizé la expresion de genes asociados a vias proinflamatorias y adaptativas.

5.4.1. Expresion de genes y citoquinas inducida por SsHP91, 6W y 11W

La capacidad de los péptidos derivados de HMGB1 para modular la expresion
génica en la linea celular SHK-1 se evalué mediante RT-gPCR, analizando los
niveles relativos de IL-173, IL-8, MyD88, TGF-3, NF-xB, TNF-a, GATA-3, IFN-~,
TLR5M y TLRS5S tras 3, 6 y 12 horas de estimulacién con péptidos sintéticos
(Figura 29).
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Figura 29: Expresion relativa de genes inmunes inducida por péptidos derivados de
HMGB1 en la linea celular SHK-1.

Las células fueron estimuladas con 25 uM de los péptidos SsHp91, 6W y 11W
durante 3, 6 y 12 horas. Se evalud la expresion de IL-13, IL-8, TNF-«, NF-«B,
TGF-3, IL-10, IFN-v, MyD88, TLR5M, TLR5S y GATA-3 mediante RT-gPCR. Los
valores de expresion relativa se calcularon por el método 2~22¢T, normalizando
frente al gen constitutivo EF-1«. Los datos corresponden a la media £ D.E. de tres
experimentos independientes, analizados en cinco condiciones experimentales y
tres tiempos de incubacion. El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de
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una via con correccién de Sidak (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
Se incluyo como control células sin tratar (ST) y células estimuladas con flagelina
(100 ng/mL).

Los tratamientos mostraron perfiles de activacion diferenciados. La flagelina
(control positivo) incrementd de forma consistente GATA-3 a las 12 h y los
genes proinflamatorios IL-13, IL-8, TNF-«, NF-xB y MyD88, con un maximo a
las 6 h. SsHP91 aumenté GATA-3alas6y 12 h,IFN-yalas3y6 h,y TGF-3
alas 3y 6 h, con un efecto limitado sobre IL-13, IL-8 y MyD88. El péptido 6W
indujo GATA-3 alas 6 h, TLR6S alas 6 h, TLRSM alas 12 h e IFN-y a las 3 h.
Por su parte, 11W aumenté TLR5S alas 6 h, TLR5M a las 12 h, IFN-y alas 3
h,IL-8alas6hellL-15alas 12 h.

La Tabla 5 sintetiza los cambios mas relevantes en la expresioén génica inducida

por los distintos tratamientos.

Tabla 5: Resumen de la expresion génica inducida por los péptidos SsHP91, 6W y
11W en células SHK-1.

SsHP91 6W 11w Flagelina
Actividad Genes 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h
IL-18
Pro- IL-8 * -
inflamatorias TNF-a ** * ok
NF-xB
Anti- TGF-3 * *
inflamatorias IL-10
Tw1 (Bacterias
intracelulares y virus) IFN-~ * * * *
MyD88
Otros mediadores de la T R5Mm *
respuesta inmune TLR5S * o o * *
GATA-3 *

La tabla resume los cambios observados en la expresion relativa de genes
proinflamatorios (IL-13, IL-8, TNF-a, NF-xB), antiinflamatorios (TGF-3, IL-10),
asociados a respuesta Ty1 (IFN-vy) y mediadores de sefializacién inmunitaria



79

(MyD88, TLR5M, TLRSS, GATA-3) tras estimulacion con 25 yM de los péptidos
SsHp91, 6W y 11W durante 3, 6 y 12 h. Flagelina (100 ng/mL) se utilizé
como control positivo. Los resultados corresponden a la integracion de los datos
mostrados en la Figura 29. Los asteriscos indican significancia estadistica en la
prueba de comparaciones multiples de Dunnett (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001).

5.4.2. Expresion de genes y citoquinas inducida por rHMGB1

La capacidad de la proteina rHMGB1 para modular la expresion génica
en células SHK-1 se evalué mediante RT-gPCR en diferentes tiempos
postestimulacién (3, 6 y 12 horas). Se analizaron genes proinflamatorios (IL-15,
IL-8, TNF-«, NF-£B), antiinflamatorios (TGF-(, IL-10), asociados a la respuesta
Tn1 (IFN-v) y mediadores de sefializacién inmunitaria (MyD88, TLR5M, TLR5S
y GATA-3) (Figura 30).

La Figura 30 muestra que rHMGB1 indujo cambios significativos vy
dependientes del tiempo en la expresion de genes inmunes en células SHK-
1. A las 3 horas, se observd una activacion temprana caracterizada por
incrementos en IL-13, IFN-v y GATA-3. Ademas, se registr6 una mayor

expresion de IL-8 respecto al control sin tratar.

A las 6 horas, rHMGB1 promovié una respuesta proinflamatoria robusta,
evidenciada por la induccion simultanea de IL-13, IL-8, TNF-«, NF-xB y MyD88.

En este mismo intervalo también se incrementd la expresion de TLR5S.

A las 12 horas, rHMGB1 mantuvo una activacién sostenida de genes
proinflamatorios como IL-15, IL-8, TNF-a y NF-xB, ademas de elevar GATA-3
y TLR5M. La expresion de TLR5S mostré una tendencia ascendente, aunque

sin alcanzar significancia estadistica frente a los controles.
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Figura 30: Expresion relativa de genes inmunes inducida por rHMGB1 en la linea

celular SHK-1.

Las células fueron estimuladas con 10 yg/mL de proteina recombinante HMGB1
(rHMGB1) durante 3, 6 y 12 h. La expresion relativa de IL-17, IL-8, TNF-a, NF-«B,
TGF-3, IL-10, IFN-y, MyD88, TLR5M, TLR5S y GATA-3 se determindé mediante
RT-qPCR utilizando el método 2~ 22€T normalizado con el gen constitutivo EF-1a.
Los datos corresponden a la media = D.E. de tres experimentos independientes.
El analisis estadistico se realizé6 mediante ANOVA de medidas repetidas de dos
vias seguido de la prueba de Sidak (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
Se incluyé como control células sin tratar (ST) y proteinas no relacionadas de E.
coli (control negativo).
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Para integrar estos hallazgos, la Tabla 6 resume los cambios mas relevantes
en la expresion relativa de los genes evaluados bajo estimulacion con rHMGB1,
destacando la activacion temprana de IL-13 e IFN-v, la regulacién sostenida
de genes proinflamatorios y la participacion de factores de sefalizacion y

transcripcion en fases tardias.

Tabla 6: Resumen de la expresién génica inducida por rHMGB1 en células SHK-1.

HMGB1
Actividad Genes 3h 6h 12h
IL-13 . ok o
Pro- IL-8 . - *
inflamatorias TNF-« * o o
NF-<B * *
Anti- TGF-8
inflamatorias IL-10
Ty1 (Bacterias intracelulares y virus) IFN-~ *
MyD88 *
Otros mediadores de la respuesta inmune TLRSM "
TLR5S * **
GATA-3 * *

La tabla sintetiza los cambios observados en genes proinflamatorios (IL-13,
IL-8, TNF-a, NF-xB), antiinflamatorios (TGF-g3, IL-10), asociados a respuesta
Tu1 (IFN-v) y mediadores de senalizacion (MyD88, TLR5M, TLR5S y GATA-
3) tras la estimulacion con rHMGB1 durante 3, 6 y 12 h. Los resultados
corresponden a la integracion de los datos de la Figura 30. Los asteriscos indican
significancia estadistica segun la prueba de Sidak (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001).

5.4.3. Ensayo de desafio con Piscirickettsia salmonis en SHK-1

Para evaluar la capacidad protectora de los péptidos derivados de HMGB1
frente a lainfeccidn bacteriana, se realizé un ensayo de desafio en células SHK-
1 pretratadas con 6W y 11W vy, posteriormente, infectadas con Piscirickettsia
salmonis. La citotoxicidad se midid6 mediante liberacion de LDH en el

sobrenadante celular durante un periodo de 15 dias post-infeccion.
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Figura 31: Efecto de los péptidos 6W y 11W en la citotoxicidad inducida por
Piscirickettsia salmonis en células SHK-1.

(A) Curva comparativa de citotoxicidad medida como liberaciéon de LDH en células
SHK-1 infectadas con P. salmonis (PS) y pretratadas con péptidos 6W o 11W a
diferentes concentraciones, en comparacién con controles de flagelina (Flag) y
control de infeccion sin tratamiento. (B) Analisis independiente del efecto dosis-
dependiente de los péptidos 6W y 11W (1 ug/mLy 10 ug/mL) en células infectadas,
mostrando que la mayor concentracion de 11W confiere proteccién funcional,
mientras que 6W no evidencia proteccion a ninguna concentracion evaluada.
Los datos corresponden a media £ error estandar (n = 4). Asteriscos indican
diferencias significativas respecto al control de infeccion (*p < 0,05; ****p < 0,0001;
ANOVA de dos vias, prueba post hoc de Tukey). El simbolo # indica diferencias
significativas entre concentraciones dentro de cada tratamiento.

Los resultados mostraron que las células pretratadas con el péptido 11W a 10
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Mg/mL presentaron una reduccion significativa en los niveles de citotoxicidad
en comparacion con las células infectadas sin tratamiento (Figura 31A). Este
efecto protector fue evidente a partir del dia 13 post-infeccidn y se mantuvo
hasta el dia 15 (p < 0,0001). El pretratamiento con 6W no mostré efecto
protector a ninguna de las concentraciones evaluadas; incluso, 6W a 1 ug/mL
aumenté el efecto litico de la bacteria en comparacion con el control de
infeccidn no tratado. Por su parte, 11W a 1 pg/mL no redujo la citotoxicidad

y mostré un aumento del efecto litico en el ultimo dia del ensayo.

Al analizar las concentraciones de tratamiento, ambos péptidos mostraron
un efecto dependiente de la dosis (Figura 31B): para 11W, la concentracion
de 10 wpg/mL confirid proteccidon significativa, alcanzando reducciones de
citotoxicidad superiores al 40 % en dias finales del ensayo (p < 0,05), mientras
que 1 ug/mL resultd pro-litico; para 6W, la concentracién de 10 pug/mL redujo

el efecto litico observado a 1 ug/mL, aunque sin conferir proteccion funcional.

Estos resultados indican que, aunque 6W y 11W activan rutas inmunes en
células SHK-1, solo 1MW mostr6 un efecto protector funcional frente a P.

salmonis bajo las condiciones evaluadas.

5.5. Ensayos in vivo en Salmo salar

5.5.1. Tratamiento con rHMGB1 y péptidos derivados en Salmo salar

Tras los ensayos en células SHK-1, se evalué la respuesta inmunitaria
inducida por rHMGB1 y sus péptidos derivados directamente en Salmo salar.
Para ello, las moléculas se administraron por inyeccion intraperitoneal y se
analizé la expresion relativa de genes asociados a respuestas proinflamatorias,
antiinflamatorias y adaptativas (Ty1, Th2 y Ty17) en dos 6rganos linfoides
clave: bazo y rifidn anterior. Las evaluaciones se realizarona 1, 3, 7, 14 y 21

dias postratamiento para caracterizar la cinética y magnitud de la respuesta
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inmune en un modelo in vivo.

5.5.2. Expresion de genes inmunes inducida por rHMGB1 en Salmo salar

La respuesta inmune inducida por rHMGB1 se evalud por separado en el bazo
y en el rindn anterior de Salmo salar, con el fin de distinguir la magnitud y la

cinética de activacién en ambos 6rganos linfoides.

5.5.2.1. Bazo

La administracion de rHMGB1 en el bazo indujo cambios temporales en la
expresion de genes inmunes y generd una respuesta mas intensa que la

observada en el rifidn anterior (Figura 32).

En este 6rgano, rHMGB1 desencadend al dia 1 una respuesta temprana con
componentes antiinflamatorios y antivirales, evidenciada por el aumento de
TGF-5 e IFN-a1. Hacia el dia 7, se detect6 un incremento de IFN-+ tanto en el
bazo como en el rindn anterior, lo que indica una respuesta tipo Ty1 en ambos
tejidos. En ese mismo intervalo, el bazo mostré6 ademas un aumento de IFN-
a1 e IL-22, compatible con una respuesta antiviral y Ty17 especifica de este

organo.

En etapas posteriores, rHMGB1 promovié un aumento significativo de IL-
4/13A en el dia 14, lo que sugiere la incorporacién de una respuesta Ty2
en el bazo, mientras que IFN-a1 permanecié elevado hasta el dia 21. Este
patrén muestra una respuesta antiinflamatoria y antiviral temprana, seguida de
sefales asociadas a respuestas Ty1, Ty17 y Ty2. IL-17, en cambio, no mostro
cambios significativos en ninguno de los tiempos analizados, lo que indica que

la respuesta inducida por rHMGB1 fue selectiva y dependiente del tiempo.
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Figura 32: Expresion relativa de genes inmunes inducida por rHMGB1 en el bazo de
Salmo salar.

Los peces fueron inyectados i.p. con 100 yL del tratamiento correspondiente a
una concentracion final de 20 ug/pez y evaluados en los dias 1, 3, 7, 14 y 21
postinyeccion. Se compararon los grupos ST, C y rHMGB1. La expresion relativa
de TGF-3, IFN-v, IL-4/13A, IL-17, IL-22 e IFN-a1 se determiné mediante RT-gPCR
utilizando el método 2~ 22€T  normalizado con EF-1q. Los resultados se expresan
como media = D.E. de cinco peces por grupo. El analisis estadistico se realizé
mediante ANOVA seguido de la prueba de Sidak (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001).
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5.5.2.2. Rinon anterior

En contraste, la respuesta inducida por rHMGB1 en el rindn anterior fue mas
restringida y se limitdé a un unico evento significativo a lo largo del periodo de

evaluacion (Figura 33).
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Figura 33: Expresion relativa de genes inmunes inducida por rHMGB1 en el rifidn
anterior de Salmo salar.

Los peces fueron inyectados i.p. con 100 uL del tratamiento correspondiente a
una concentracion final de 20 pg/pez y evaluados en los dias 1, 3, 7, 14 y 21
postinyeccion. Se compararon los grupos ST, C y rHMGB1. La expresion relativa
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de TGF-3, IFN-v, IL-4/13A, IL-17, IL-22 e IFN-a1 se determiné mediante RT-qPCR
utilizando el método 2=2ACT  normalizado con EF-1a. Los resultados se expresan
como media + D.E. de cinco peces por grupo. El analisis estadistico se realizé
mediante ANOVA seguido de la prueba de Sidak (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001).

El unico cambio significativo detectado en este érgano fue el aumento de IFN-
~ en el dia 7. No se observaron diferencias significativas en TGF-3, IL-4/13A,

IL-17, IL-22 ni IFN-a1 en ninguno de los demas intervalos evaluados.

Para integrar estos hallazgos, la Tabla 7 resume los cambios significativos

inducidos por rHMGB1 en ambos érganos.

Tabla 7: Expresion diferencial de citoquinas y genes inmunes inducida por rHMGB1
en bazo y rifdn anterior de Salmo salar.

HMGB1
Actividad Organo Genes 1d 3d 7d 14d 21d
Bazo e
Antiinflamatorias TGF-5
Rifién
Tu1 (Intracelulares y Bazo *
. IFN-~
virus) Rinén i
Th2 (Helmintos y Bazo *
L IL-4/13A
parasitos) Rifidn
Bazo
IL-17
Tu17 (Extracelulares y  Rifén
hongos) Bazo i
IL-22
Rifion
Bazo b * ¥
Antiviral ] IFN-a1
Rifién

La expresion relativa se determind mediante RT-gPCR utilizando el método
2-AACT  normalizado respecto a EF-1a. Los datos se expresan como media
+ D.E. de cinco peces por grupo. La tabla resume los cambios significativos
observados en genes antiinflamatorios (TGF-f), asociados a respuesta Ty1 (IFN-
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v), Tu2 (IL-4/13A), Ty17 (IL-17, IL-22) y antiviral (IFN-a1) tras la administracion
intraperitoneal de 20 ug/pez de rHMGB1. Las evaluaciones se realizaron en
bazo y rindn anterior a los dias 1, 3, 7, 14 y 21 postinyeccidn. Los resultados
corresponden a la integracion de los datos mostrados en las Figuras 32 y 33.
El andlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Sidak (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).

5.5.3. Expresion de genes inmunes inducida por péptidos derivados en

Salmo salar

Los péptidos derivados de HMGB1 se evaluaron en el mismo esquema in vivo,
distinguiendo la respuesta inducida en el bazo de la observada en el rindn

anterior.

5.5.3.1. Bazo

En el bazo, los péptidos SsHP91, 6W y 11W indujeron respuestas selectivas y

dependientes del tiempo (Figura 34).

A nivel esplénico, SsHP91 indujo un aumento significativo de TGF-3 en el dia
1y de IFN-a1 en el dia 7. El péptido 11W promovi6 una respuesta temprana
antiinflamatoria y Ty2, evidenciada por el incremento de TGF-5 e IL-4/13A en
el dia 1, ademas de una respuesta antiviral en el dia 3, reflejada en el aumento
de IFN-a1. Por su parte, 6W indujo una respuesta Ty1 en el bazo, evidenciada

por el aumento de IFN-v a los 3 dias.

Hacia el dia 14 se observo un incremento de IL-4/13A tanto en SsHP91 como
en 11W. No se detectaron cambios significativos en IL-17 o IL-22, lo que indica
que, en el bazo, los péptidos promovieron perfiles de activacién diferenciales

y dependientes del compuesto administrado.
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Figura 34: Expresion relativa de genes inmunes inducida por péptidos derivados de
HMGB1 en el bazo de Salmo salar.

Los peces fueron inyectados i.p. con 100 uL del tratamiento correspondiente a
una concentracion final de 20 ug/pez y evaluados en los dias 1, 3, 7, 14 y 21
postinyeccion. Se compararon los grupos ST, SsHP91, 6W y 11W. La expresion
relativa de TGF-3, IFN-v, IL-4/13A, IL-17, IL-22 e IFN-a1 se determiné mediante
RT-gPCR utilizando el método 2~24¢7, normalizado con EF-1qa. Los resultados
se expresan como media £ D.E. de cinco peces por grupo. El analisis estadistico
se realiz6 mediante ANOVA seguido de la prueba de Sidak (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001).
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5.5.3.2. Rinon anterior

En el rindn anterior, la respuesta inducida por los péptidos fue mas limitada

que en el bazo y se concentrd en un unico marcador de tipo Ty1 (Figura 35).

En este tejido, la unica variacion significativa correspondié al aumento de IFN-
~ inducido por 6W en el dia 7, lo que refuerza el sesgo Ty1 observado para
este péptido. Para TGF-5, IL-4/13A, IL-17, IL-22 e IFN-a1 no se observaron

diferencias significativas en ninguno de los tiempos analizados.

Para sintetizar estos resultados, la Tabla 8 resume los cambios significativos

inducidos por SsHP91, 6W y 11W en ambos 6rganos.
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Tabla 8: Expresion diferencial de citoquinas y genes inmunes inducida por péptidos derivados de HMGB1 en bazo y rindn anterior de

Salmo salar.

SsHP91 1w
Actividad Organo Genes 1d 3d 7d 14d 1d 3d 7d 14d 21d
Bazo * i
Antiinflamatorias TGF-8
Rifén
Ty 1 (Bacterias intracelulares y Bazo
. IFN-~
virus) Rif6on
Th2 (Helmintos y paréasitos Bazo * * *
IL-4/13A
extracelulares) RifidNn
Bazo
Ty 17 (Bacterias extracelulares y Rifién IL-17
hongos) Bazo
IL-22
Rifion
Bazo * )
Antiviral . IFN-a1
Rifién

La expresion relativa se determinéd mediante RT-qPCR utilizando el método 2=22¢7  normalizado respecto a EF-1a. Los datos se
expresan como media + D.E. de cinco experimentos independientes. La tabla resume los cambios significativos observados en
genes antiinflamatorios (TGF-3), asociados a respuesta Ty1 (IFN-v), T2 (IL-4/13A), Ty17 (IL-17, IL-22) y antiviral (IFN-a1) tras la
administracion intraperitoneal de 20 pg/pez de los péptidos SsHP91, 6W y 11W. Las evaluaciones se realizaron en bazo y rifndn anterior
alos dias 1, 3, 7, 14 y 21 postinyeccion. Los resultados corresponden a la integracion de los datos mostrados en las Figuras 34 y 35.
El anélisis estadistico se realizé mediante ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de Sidak (*p<0,05; **p<0,01;

**+0<0,001; ****p<0,0001).

c6
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5.6. Ensayode rHMGB1y 11W como adyuvante molecular en Salmo salar

Con el objetivo de evaluar el potencial inmunomodulador de rHMGB1 y del
péptido derivado 11W como adyuvantes moleculares en Salmo salar, se
disefid un ensayo in vivo que integrd la evaluacion de parametros celulares
y humorales. El enfoque consistié en caracterizar la expresién de genes
inmunes en 6rganos linfoides (bazo y rifdn anterior), orientados a identificar
la activacion de vias Ty1, Ty2 y Ty17, y en cuantificar anticuerpos séricos
especificos frente al antigeno modelo VP2 de IPNV en distintos intervalos

postinmunizacion.

5.6.1. Expresion de genes inmunes en riidn anterior y bazo post-
inmunizacién
En la Figura 36 se evidencia que la coadministracion de la proteina rHMGB1

y el antigeno indujo un aumento significativo en la expresiéon de IFN-v, IL-17 e

IL-4/13A en comparacion con el grupo placebo.

En contraste, en el rifidn anterior, la coadministracion de la proteina rHMGB1
y el antigeno no genero diferencias significativas en la expresion de genes
inmunes. Sin embargo, la coadministracién del péptido 11W y el antigeno

estimulé significativamente la expresiéon de IFN-v e IL-4/13A.
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Figura 36: Expresion relativa de genes inmunes en Salmo salar tras la inmunizacion
con rHMGB1 y el péptido 11W como adyuvantes moleculares.

a) RiAon anterior. b) Bazo. Los peces fueron inmunizados con la proteina
recombinante VP2 del virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) a una
dosis de 2 ug/g de peso corporal, en combinacion con rHMGB1 (50 ug/pez) o el
péptido 11W (20 ug/pez). Las formulaciones se prepararon en una emulsion con
fase acuosa (40 %) y fase oleosa (60 %) utilizando Montanide™ ISA 763A VG
como adyuvante. La expresion relativa de IFN-v, IL-17 e IL-4/13A se determind en
el dia 24 postinmunizacion (360 UTA: Unidades Térmicas Acumuladas) mediante
RT-qPCR, utilizando el método 2-24¢7 y normalizando frente al gen constitutivo
EF-1a. Los datos corresponden a la media = D.E. de cinco peces por grupo. El
analisis estadistico se realizd mediante ANOVA seguido de la prueba de Sidak
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).

5.6.2. Evaluacién de respuesta inmune humoral

Para evaluar la respuesta inmune humoral se realizé una cinética de
anticuerpos en muestras de suero obtenidas a los 0, 18, 35, 49 y 60 dias

postinmunizacion.
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En la Figura 37 se observa que, a los 18 dias, rHMGB1 presentd valores
significativamente superiores a los registrados en PBS y E. coli, mientras
que el grupo inmunizado solo con VP2 recombinante también mostré un
incremento en comparacién con E. coli. En este mismo intervalo, E. coli fue

significativamente mayor que PBS.

En el dia 35, tanto rHMGB1 como 11W presentaron aumentos respecto a
PBS, mientras que el grupo inmunizado solo con VP2 recombinante alcanzé
los valores mas altos y ademas super6é a E. coli. En el dia 49, todos los
tratamientos evaluados mostraron incrementos significativos frente a PBS, con
niveles de absorbancia aproximados de 0,4 para rHMGB1 y de 0,6 para 11W

y VP2 recombinante.
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Figura 37: Produccién de IgM especifica frente a VP2 recombinante en suero de
Salmo salar tras la administracion de rHMGB1 y 11W como adyuvantes moleculares.

Los niveles de IgM especifica se determinaron mediante ELISA en sueros
recolectados a los 0, 18, 35, 49 y 60 dias postinmunizacién. Los datos
corresponden a la media + D.E. de cinco peces por grupo. El analisis estadistico
se realiz6 mediante ANOVA seguido de la prueba de Sidak (*p<0,05; **p<0,01;
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***p<0,001; ****p<0,0001).

A los 60 dias postinmunizacion, se observé el nivel mas alto de respuesta
en todos los grupos estimulados. rHMGB1 alcanzé valores cercanos a 0,6,
mientras que 1MWy VP2 recombinante se aproximaron a 0,7. En este punto, el
grupo inmunizado solo con VP2 recombinante fue significativamente superior

a E. coli, aunque sin diferencias relevantes frente a los otros tratamientos.

Estos resultados indican que rHMGB1 y 11W promovieron la produccién de
IgM especifica en una cinética similar a la observada en el grupo inmunizado
solo con VP2 recombinante, sin diferencias significativas en la magnitud final

de la respuesta.
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Figura 38: Titulo de anticuerpos IgM especificos en suero de Salmo salar a los 35
dias postinmunizacion.

Los niveles de IgM se evaluaron mediante ELISA. El grupo inmunizado con VP2
recombinante de IPNV mostré un incremento significativo frente a PBS (**p<0,01)
y respecto a E. coli (*p<0,05). Los tratamientos con rHMGB1 y 11W no presentaron
diferencias significativas en comparacion con los controles.

Por otro lado, la Figura 38 muestra que a los 35 dias postinmunizacién el grupo
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inmunizado solo con VP2 recombinante alcanzoé los titulos de IgM mas altos,
cercanos a 1.500.000 unidades. En contraste, los grupos tratados con rHMGB1
y 11W presentaron titulos inferiores, con rHMGB1 alrededor de 500.000 y 11W
ligeramente por encima del millon, aunque sin diferencias estadisticamente

significativas respecto a los controles.

5.7. Evaluacion de respuesta inmune celular

Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune celular inducida por los
tratamientos, se realiz6 un ensayo de reestimulacion con el antigeno en
leucocitos de rindn anterior de Salmo salar a los 60 dias postinmunizacion.
Estas células fueron expuestas nuevamente a los estimulos (rHMGB1, 11W,
VP2 y controles), y se analizé la expresion de genes representativos de
distintas vias inmunoldgicas (Ty1, T2, Ty17 y proinflamatorias) mediante RT-

gPCR a las 3 y 12 horas postestimulacion.

En la Figura 39 se observan las diferencias entre los tratamientos con
la reestimulacién. En el grupo inmunizado solo con VP2 la reestimulacion
aumento significativamente la expresion de IFN-v a las 3 horas en comparacion
a las células sin estimular y a rHMGB1, mientras que el péptido 11W presentd
la mayor induccién, aumentando significativamente la expresién de este gen
en comparacion a todos los grupos evaluados (VP2, rHMGB1, E. coli, PBS y
su propio control). Ademas, HMGB1 disminuy®¢ significativamente la expresion
de IFN-v a las 3 horas en comparacion al grupo inmunizado con el antigeno
VP2 solo, al grupo inmunizado con el antigeno en combinacion con 11W vy al
grupo de PBS. Por otro lado, el péptido 11W exhibi6 niveles de expresion de
IL-4/13A significativamente superiores en comparacion con todos los grupos,
incluyendo VP2, rHMGB1, E. coli, PBS y su control. No se observaron
diferencias significativas en los niveles de expresion de IL-4/13A en el resto

de los grupos experimentales respecto a sus controles. Para IL-17, el péptido
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11W mostré niveles significativamente mas altos que VP2, rHMGBA1, E. coli,
PBS y su control, mientras que los demas grupos no presentaron cambios
significativos. Para IL-13, VP2 presenté cambios significativos en la expresion
de este gen, comparado con su control sin estimulacién, con rHMGB1 y con
PBS, mientras que 11W solo mostré un incremento significativo en relacién con
su control sin estimulacion.
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Figura 39: Expresién génica en células del rindn anterior de Salmo salar tras
reestimulacion in vitro a las 3 horas.

Las células se estimularon con 11W, VP2 y rHMGB1 (10 pg/mL), Concanavalina
A (5 ug/mL, control positivo) o se mantuvieron sin tratamiento (PBS). Se evalué la
expresion de IFN-v, IL-13, IL-4/13A e IL-17 mediante RT-gPCR, normalizando
los valores frente a EF-1a. Los resultados se expresan como media £ D.E. y
se analizaron con ANOVA seguido de la prueba de Sidak (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001).

Enla Figura 40 se muestran los resultados a las 12 horas post-estimulaciéon con

VP2. Respecto a la expresion de IFN-v, VP2 mostré incrementos frente a su
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control sin estimulacion, mientras que rHMGB1 aumento significativamente la
expresion de este gen en comparacion a su control sin estimulacién, a 11W, a E.
coliy a PBS. Respecto a IL-17, VP2 aument6 significativamente su expresién
en comparacion a su control sin estimulacion y a E. coli, mientras que 11W
también mostré un incremento significativo en comparacion a su control sin
estimulaciéon. Respecto a IL-13, 11W mostré un aumento significativo en su

expresion en comparaciéon con su control sin estimulacién y a PBS.

. sT
. VP2

*k

N
o
]

jinl M=l ﬂ,i ml | I‘I,i

VP2 HMGB1 1nw E. coli PBS VP2 HMGB1 1w E. coli PBS

ol PIﬂi 1

VP2 HMGB1 E. coli PBS VP2 HMGB1 11W E. col PES

[
o

2]
1

IL-4/EF-1a

Relative expression
IFN-y/EF-1a
Relative expression

—
—
—
—
—

*k

w
1

@
1

Relative expression
IL-17/EF-1a
~

Relative expression
IL-1/EF-1a
IS

N

Figura 40: Expresién génica en células del rindn anterior de Salmo salar tras
reestimulacion in vitro a las 12 horas.

Las células se estimularon con 11W, VP2 y rHMGB1 (10 ug/mL), Concanavalina
A (5 pg/mL, control positivo) o se mantuvieron sin tratamiento (PBS). Se evalué
la expresion de IFN-~, IL-13, IL-4/13A e IL-17 mediante RT-gPCR, normalizando
frente a EF-1a. Los resultados se expresan como media + D.E. y se analizaron
con ANOVA seguido de la prueba de Sidak (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001).

Para facilitar la interpretacion global de estos hallazgos, en la Tabla 9 se
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sintetizan las comparaciones significativas observadas en ambos tiempos de

reestimulacion.

Tabla 9: Comparacion de la activacion de vias inmunes tras reestimulacioén (3 hy 12
h).

Genes activados

Tratamiento 3 horas 12 horas
VP2 IFN-v 1, IL-15 1 IFN-v 1, IL-17 1
HMGB1 - IFN-v 1
IFN-v 1, IL-4/13A 1,
1MW IL-17 1, IL-18 1
IL-17 1, IL-18 1
E. coli - -
PBS - -

La tabla sintetiza los resultados obtenidos en el ensayo de reestimulacion de
células del rindn anterior de Salmo salar a los 60 dias postinmunizaciéon. Se
presentan las comparaciones significativas entre tratamientos para los genes
IFN-~ (respuesta Ty1), IL-4/13A (respuesta Ty2), IL-17 (respuesta Ty17) e IL-153
(respuesta proinflamatoria), evaluados a las 3 y 12 horas tras la re-exposicién a
rHMGB1, 11W, VP2 y controles.

Entérminos generales, la reestimulacion a las 3 h con 11W se caracterizo por la
activacién simultanea de las vias Ty1, T2y Ty17, mientras que VP2 se asocio
con respuestas Ty1 y proinflamatorias. En la evaluacién a las12 h, rHMGB1
indujo una activacion de la via Ty1, mientras que VP2 y 11W favorecieron la
respuesta Ty17, acompanada de un incremento proinflamatorio mediado por

IL-13 en el caso de 11W.
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CAPITULO 6.

DISCUSION

HMGB1 es una proteina nuclear altamente conservada que, al liberarse al
espacio extracelular, actia como una sefial de peligro endégena (DAMP)
capaz de activar la respuesta inmune innata y adaptativa a través de receptores
como TLR4 y RAGE (Yang et al., 2020; Rovere-Querini et al., 2004; Ge
et al., 2021). En mamiferos, su potencial como adyuvante molecular esta bien
documentado, y fragmentos derivados de su dominio B-box, como el péptido
Hp91, favorecen la polarizacién Ty1 in vitro e in vivo (Saenz et al., 2014b,

2010).

En teledsteos, y en particular en Salmo salar, esta linea de trabajo sigue siendo
incipiente. En esta tesis se disefiaron y caracterizaron péptidos derivados de
HMGB1 de S. salar, y ademas se produjo la proteina recombinante completa

(rHMGB1) para evaluar su capacidad inmunomoduladora y adyuvante.

6.1. Diseno racional e identificacion de péptidos candidatos

TLR5 es un receptor de reconocimiento de patrones conservado en
vertebrados, desde peces hasta mamiferos, que responde a la forma
monomeérica de la flagelina (Wangkahart et al., 2019; Yoon et al., 2012). En
teledsteos, se presenta en dos formas: TLR5M, unido a membrana, y TLR5S,
una variante soluble que amplifica la sefalizacién dependiente de MyD88 (Rebl
et al., 2010; Munoz-Flores et al., 2018; Dong et al., 2023). En los capitulos
precedentes se mostré que la interaccidn de péptidos derivados de HMGB1
con TLRS se asocia a la activacion de la via de NF-xB dependiente de MyD88,

lo que destaca el papel funcional de la cola acida C-terminal de HMGB1
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en esta interaccion. Sobre esa base, este trabajo utilizé una estrategia de
disefio racional para identificar péptidos derivados de HMGB1 de S. salar con

capacidad de interactuar con el ectodominio de SsTLRS.

El modelo del ectodominio de SsTLR5 se generé por modelamiento por
homologia con Modeller (Sali and Blundell, 1993), usando como plantilla la
estructura cristalografica del complejo zebrafish-flagelina (PDB-5GY2, 2,10 A)
(Song et al., 2017). Esta estructura ofrecié la mejor resolucién y una identidad
de secuencia superior al 30% con S. salar. La inspeccién visual confirmd
el plegamiento en herradura caracteristico de los dominios LRR, mientras
que PROCHECK y ProSA indicaron una calidad estructural adecuada para
ensayos de acoplamiento (Laskowski et al., 1993; Wiederstein and Sippl, 2007).
Luego se identifico, mediante fpocket, un bolsillo de uniéon en la superficie
convexa lateral del ectodominio, coherente con la zona descrita para la

interaccion de flagelina con TLR5 (Le Guilloux et al., 2009; Yoon et al., 2012).

A partir de la secuencia de HMGB1 de S. salar se definieron dos regiones
de interés: el dominio B-box, altamente conservado (84 % de identidad con
HMGB1 humano), del cual se derivé SsHP91 por homologia con el péptido
murino Hp91 (Saenz et al., 2014b,a); y la cola acida C-terminal, a partir
de la cual se disefiaron SsOri, 6W y 11W mediante escaneo de alanina y
acoplamiento ciego con tres servidores independientes (Zhou et al., 2018a;
Xu et al., 2018; Alam et al., 2017). Los resultados de docking mostraron una
mejora consistente de las funciones de puntuacion y de la afinidad de union
tedrica para 6W y 11W respecto de SsOri, con reducciones en las constantes
de disociacion tedrica y una propuesta de interaccion compatible con un efecto

directo sobre el receptor o con un componente alostérico.

La estructura secundaria de los péptidos sintetizados se validd mediante

espectroscopia de dicroismo circular (DC). Los espectros de 6W, 11W y SsOri
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fueron compatibles con péptidos intrinsecamente desordenados: mostraron un
minimo negativo por debajo de 198 nm, muy baja elipticidad por encima de
210 nm y ausencia de a-hélices o laminas 5 como estructuras predominantes.
En 6W y 11W, pero no en SsOri, se observé una sefal positiva débil a 220 nm,
atribuida a la insercion del triptéfano. De acuerdo con el algoritmo CONTIN
(Provencher and Glockner, 1981), 6W y 11W presentaron un mayor porcentaje
de giros (25,0%) y contenido desordenado (43,0%) que SsOri (20,0% y

31,0 %, respectivamente).

Esta plasticidad conformacional no necesariamente constituye una limitacion;
por el contrario, podria facilitar interacciones versatiles con distintas superficies
del receptor (Han et al., 2023). Ademas, coincide con lo descrito para la cola
acida nativa de HMGB1, que también presenta una naturaleza desordenada
(Landsman and Bustin, 1993; Venereau et al., 2016). Por ello, junto con

SsHP91, estos péptidos fueron seleccionados para los ensayos funcionales.

6.2. Activacion de la via NF-<B mediada por TLR5

La via candnica de NF-xB es un eje central de la respuesta inmune innata. La
union de flagelina a TLR5 activa la proteina adaptadora MyD88, desencadena
la fosforilacién de IxBa por el complejo IKK, libera p65 para su translocacion
nuclear y promueve la transcripcion de genes proinflamatorios (Mufioz-Flores
et al., 2018; Yang et al., 2020). Para verificar que los péptidos disefiados
activan esta via a través de TLR5, se utilizo la linea HeLa/TLR5, que expresa
de manera estable un TLR5 quimérico con el ectodominio de S. salar, como

sistema heterdlogo de validacion (Vasquez-Suarez et al., 2024).

Los resultados mostraron que tanto 6W como 11W indujeron la fosforilacién
de p65 desde los 15 min de exposicién a 40 ng/mL, con un maximo a los
30 min y niveles mantenidos hasta los 60 min. Este patron se acompané de

una disminucion de I1kBa, principalmente en células HeLa/TLR5 y no en células
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HelLa control. Ademas, no se detectaron diferencias significativas entre los
niveles de phos-p65 inducidos por los péptidos y por flagelina (p > 0,05), lo que
sugiere una magnitud de fosforilacion comparable a la del agonista canénico.
La concordancia entre la fosforilacion de p65 y la disminucion de IkBa es
consistente con la activacion de la via canénica de NF-xB (Dong et al., 2023;

Yang et al., 2020).

Sin embargo, en el analisis por microscopia confocal solo 11W alcanzé una
translocacion nuclear comparable a flagelina (grupo “a”), mientras que 6W
mostré una tendencia al aumento que no alcanzé significancia estadistica,
similar a SsOri (grupo “b”, p < 0,05). Esta diferencia, pese a niveles semejantes
de fosforilacién de p65, sugiere que 11W actua como un agonista de TLR5 mas
eficiente que 6W en una etapa tardia de activacion del factor de transcripcion,
posiblemente en relacion con su mayor fraccidon desordenada y su mayor
afinidad de union tedrica al receptor (Vasquez-Suarez et al., 2024). Estos
resultados vinculan las predicciones in silico con la sefializacién funcional
y justifican la evaluacion de 6W y 11W en modelos de células inmunes de

salmon.

6.3. Modulacién de la respuesta inmune en células SHK-1

La linea celular SHK-1, derivada del rindbn anterior de S. salar, presenta
caracteristicas fenotipicas y funcionales de macréfagos/monocitos y
constituye un modelo util para estudiar la respuesta inmune innata frente
a inmunoestimulantes y patégenos (Workenhe et al., 2010; Bjgrgen and
Olaf Koppang, 2022). En teledsteos, TLR5S es una forma soluble de TLR5
que amplifica la sefalizacién dependiente de MyD88 del TLR5 unido a
membrana (TLR5M) (Mufoz-Flores et al., 2022), y su expresion, junto con
la de MyD88, aumenta en respuesta a flagelina (Hynes et al., 2011; Li et al.,

2019; Dong et al., 2023). Por ello, la evaluacion de estos componentes junto



105

con un panel de citocinas en SHK-1 permitié caracterizar con detalle los

perfiles de activacion inducidos por SsHP91, 6W, 11W y rHMGB1.

Los tres péptidos generaron perfiles de activacion especificos y dependientes
del tiempo, distintos de la respuesta amplia inducida por flagelina. El péptido
6W aumentd la expresion de IFN-v a las 3 h, TLR5S y GATA-3 a las 6 h
(p<0,05) y TLR5M a las 12 h. En cambio, 11W indujo TLR5S a las 6 h con
mayor significancia estadistica (p<0,01), TLR5M a las 12 h e IFN-y a las 3 h;
ademas, su activacion proinflamatoria fue mas acotada y se restringié a IL-8 a

las6 hellL-15alas 12 h.

SsHP91 mostr6 un comportamiento diferente, con aumentos tempranos
de IFN-y (3 h'y 6 h), TGF-8 (3 hy 6 h) y GATA-3 (6 h y 12 h), lo
que sugiere un entorno inmunorregulador compatible con una modulacion
adaptativa controlada sin inflamacion excesiva (Chi et al., 2022; Li et al.,
2021). Este perfil recuerda al descrito para Hp91 en mamiferos, donde activa
preferentemente células dendriticas y favorece la polarizacién Ty1 sin inducir
un perfil proinflamatorio marcado (Saenz et al., 2014b,a). Por su parte, la
flagelina indujo una respuesta robusta que incluyé aumentos significativos de
IL-15, IL-8, TNF-a, NF-xB, TLR5S y MyD88 en la mayoria de los tiempos,

confirmando su papel como ligando natural de TLR5 (Wangkahart et al., 2019).

La induccion de GATA-3 por 6W y SsHP91 sugiere la participacion de
programas asociados a polarizacion Ty2 en teledsteos (Chi et al.,, 2022;
Kanhere et al., 2012; Takizawa et al., 2011; Tian et al., 2023), mientras que
la induccién de IFN-vy por 6W, 1MW y SsHP91 es compatible con respuestas
de tipo Ty1.

La diferencia funcional mas clara entre 6W y 11W fue la mayor induccion
de TLR5S por 1MW a las 6 h (p<0,01 frente a p<0,05 en 6W), sumada

a la ausencia de induccion significativa de GATA-3 por parte de 11W. El
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componente antiinflamatorio mediado por TGF-/ se observo solo en SsHP91
(p<0,05 a las 3 h y 6 h). Esto sugiere que SsHP91 posee el perfil regulador
mas definido, mientras que 6W y 11W modulan de forma mas selectiva la via
TLRS; dentro de ellos, 11W muestra un sesgo mas claro hacia respuestas de

tipo Tu1.

rHMGB1 indujo una respuesta transcripcional mas amplia y sostenida que la
observada con los péptidos derivados. A 10 ug/mL, aumenté significativamente
IL-15, IL-8 y TNF-a desde las 3 h. El peak de activacién se observoalas6 he
involucré de manera simultanea IL-13, IL-8, TNF-«, NF-xB, MyD88 y TLRSS; a
las 12 h persistié una respuesta que incluyé IL-13, IL-8, TNF-«, NF-xB, TLR5M
y GATA-3.

La induccion temprana de IFN-+v a las 3 h, junto con la ausencia de un aumento
significativo de TGF-g e IL-10, indica que rHMGB1 orienta la respuesta
principalmente hacia vias proinflamatorias/Ty1, sin el componente regulador
observado para SsHP91. Si bien se detecté un aumento de GATA-3 a las
3 h, su presencia aislada y la falta de otros marcadores Ty2 sugieren que
no define la polarizacion dominante en este modelo. Esto concuerda con el
papel descrito para HMGB1 en mamiferos, donde la proteina extracelular
interactua con TLR2, TLR4 y RAGE, favorece la activacion de NF-xB, la
liberacion de citocinas y la maduracién de células presentadoras de antigeno
(Yang et al., 2020; Yanai et al., 2009; Chen et al., 2022a). En teledsteos,
ademas, existe evidencia convergente en Paralichthys olivaceus, donde
la HMGB1 recombinante activa genes inflamatorios y potencia respuestas
antimicrobianas (Chen et al., 2022b; Schijns et al., 2020). Estos datos indican
que rHMGB1 actua como un DAMP potente y de alcance amplio en la célula
macrofagica, mientras que SsHP91, 6W y 11W funcionan como moduladores

mas selectivos y con cinéticas diferentes.
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6.4. Actividad inmunoprotectora frente a Piscirickettsia salmonis

Piscirickettsia salmonis es el agente causal de la Septicemia Rickettsial
Salmonidea (SRS), la principal causa infecciosa de mortalidad en la
salmonicultura chilena. En 2024 explico el 43,1 % de las muertes de origen
infeccioso y concentré mas del 96 % de los antibidticos usados en acuicultura
en el pais (SERNAPESCA, 2025b). Se trata de un patdgeno intracelular
facultativo que infecta macrofagos y otras células del sistema fagocitico-
mononuclear, donde sobrevive, se multiplica y establece infecciones cronicas
(Cvitanich et al., 1991; Rozas-Serri et al., 2017, 2024). Por ello, la proteccion
eficaz requiere inmunidad mediada por células y, en particular, respuestas
de tipo Ty1 que favorezcan la eliminacién del patégeno, ya que las vacunas
inactivadas actuales inducen predominantemente respuestas humorales con
eficacia limitada frente a este microorganismo (Rozas-Serri, 2022; Valenzuela-

Avilés et al., 2022).

Ademas, P. salmonis posee genes flagelares funcionales capaces de activar
TLRS en salmonidos (Cartes et al., 2017; Isla et al., 2014; Gonzalez-Stegmaier
et al., 2021), y su infeccidén induce sobreexpresion de TLR5M y TLRSS en
bazo y rifidn anterior de S. salar (Isla et al., 2014). Ese marco da sustento a la
evaluacion de agonistas de TLR5 como 6W y 11W frente a SRS, por lo que se
analizo si el pretratamiento con ambos péptidos conferia proteccion funcional a
células SHK-1 desafiadas con P. salmonis EM90, cuantificando la citotoxicidad

por liberacion de LDH.

Los resultados mostraron que solo el pretratamiento con 11W a 10 pg/mL
previno la citotoxicidad inducida por la infeccion. En esa condicion se observo
una reduccién significativa de LDH en los dias 13 y 15 postinfeccién en
comparacion con las células infectadas no tratadas y con 11W a 1 pg/mL

(p < 0,0001). En cambio, 1MW a 1 upg/mL, al igual que 6W a 1 pg/mL,
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aumento el efecto litico en el ultimo dia del ensayo. El péptido 6W no mostrd
proteccidon a ninguna de las concentraciones evaluadas; de hecho, 6W a
1 yug/mL incrementd significativamente el efecto litico de la bacteria respecto
al control infectado no tratado, lo que sugiere que dosis bajas podrian interferir

con la respuesta celular inicial frente a este patégeno intracelular.

Esta diferencia entre ambos péptidos podria relacionarse con sus perfiles de
expresion génica: tanto 6W como 11W indujeron IFN-y de forma temprana
(3 h, p<0,05 en ambos casos), pero 11W mostré una induccién mas marcada
de TLR5S (p<0,01 frente a p<0,05 de 6W) y no indujo GATA-3, mientras
que 6W si lo hizo a las 6 h. Ninguno de los dos péptidos indujo TGF-3 de
forma significativa en este modelo. El perfil de 11W sugiere una activacion
mas eficiente de la sefalizacion TLR5 sin el componente de polarizacion T2
asociado a GATA-3, lo que podria favorecer una respuesta Ty1 mas eficaz para
eliminar al patégeno intracelular (Rozas-Serri, 2022). La proteccién conferida
por flagelina a ambas concentraciones, superior a la observada con 11W,
refuerza la idea de que la activacion de TLR5 puede contribuir al control de
infecciones por P. salmonis, y de que 11W, como agonista parcial de esta
via, alcanza un efecto protector en un rango de concentracion adecuado

(Wangkahart et al., 2019; Gonzalez-Stegmaier et al., 2015, 2021).

6.5. Respuesta inmune in vivo en Salmo salar

Los ensayos in vitro entregan informacion mecanistica valiosa, pero evaluar
la respuesta inmune en el organismo completo es indispensable para
comprender su dinamica temporal y su distribucién tisular (Stosik et al.,
2021). En teledsteos, los érganos linfoides responden de manera diferencial
a la estimulacion intraperitoneal. El bazo, como érgano linfoide secundario,
concentra linfocitos y células presentadoras de antigeno y sostiene respuestas

adaptativas robustas (Bjgrgen and Olaf Koppang, 2022). El rifidn anterior, en
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cambio, es un 6rgano linfoide primario con funcidon hematopoyética y participa
de forma importante en la organizacion de la respuesta inmune sistémica

(Telusma et al., 2006; Li et al., 2021; Bjgrgen and Olaf Koppang, 2022).

En Lates calcarifer se ha descrito que los cambios transcriptémicos del bazo
aparecen de forma temprana, mientras que los del rifidn anterior se observan
después de tres semanas de la vacunacion (Jiang et al., 2014; Tian et al.,
2023), lo que sugiere una compartimentalizacién temporal de la respuesta

entre ambos 6rganos.

En el bazo, rHMGB1 indujo la activacion mas amplia y sostenida de los cuatro
inmunoestimulantes evaluados. Se observaron aumentos tempranos de IFN-
a1y TGF-p al dia 1, seguidos de un nuevo incremento de IFN-a1 y de IFN-v al
dia 7, IL-4/13A al dia 14 y persistencia de IFN-a1 hasta el dia 21. Este patron,
caracterizado por una respuesta antiinflamatoria y antiviral temprana, seguida
de sefales asociadas a respuestas Ty1, Ty17 'y Ty2 alo largo de tres semanas,
es coherente con el papel de rHMGB1 como DAMP de amplio espectro y con el
perfil multivia observado en SHK-1 (Yang et al., 2020; Chen et al., 2022a; Yanai
et al., 2009). La respuesta de IFN-a1 en bazo respalda, ademas, la activacion
de vias antivirales mediadas por interferones tipo I, ampliamente descritas en

teledsteos (Zou and Secombes, 2011; Sakai et al., 2021).

En este 6rgano, 11W mostré un perfil mas acotado: TGF-3 e IL-4/13A al dia 1,
IFN-a1 al dia 3 e IL-4/13A al dia 14. El péptido 6W indujo una respuesta de
tipo Ty1, evidenciada por el aumento de IFN-v al dia 3. SsHP91, por su parte,
mostré una respuesta temprana antiinflamatoria y antiviral, con induccién de

TGF-g al dia 1, IFN-a1 al dia 7 e IL-4/13A al dia 14.

En el rindn anterior, la respuesta fue mas discreta y dependiente del
inmunoestimulante. El péptido 6W estimuld un incremento significativo de IFN-

~ al dia 7, en linea con la inducciéon temprana de este gen observada in
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vitro en células SHK-1, y ello respalda su capacidad para modular respuestas
de tipo Ty1 en un tejido hematopoyético clave. rHMGB1 también mostrd en
este 6rgano una respuesta restringida, limitada a un aumento significativo de
IFN-~ al dia 7, en claro contraste con su activacion mas amplia en el bazo.
Esta divergencia entre 6rganos es consistente con la compartimentalizacion
funcional del sistema inmune descrita en teledsteos para bazo y rifién anterior

tras la inmunizacion (Mokhtar et al., 2023; Tian et al., 2023).

6.6. Potencial adyuvante en modelo de vacunacién con VP2 de IPNV

La Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPN), causada por IPNV, es una de
las enfermedades virales de mayor impacto en la salmonicultura a nivel
mundial (Tafalla et al., 2013; Tammas et al., 2024). La proteina VP2,
principal componente de la capside externa del virus, constituye el antigeno
neutralizante mas relevante y el blanco de las vacunas comerciales actuales

contra IPN (Tafalla et al., 2013).

Como ocurre con otras vacunas de subunidad, las formulaciones basadas
en antigenos recombinantes requieren adyuvantes capaces de aumentar la
magnitud, amplitud y duracion de la respuesta inmune, sobre todo cuando se
busca potenciar inmunidad celular ademas de la humoral (Moyer et al., 2016;
Reed et al., 2013; Wangkahart et al., 2023). En este trabajo, VP2 recombinante
se utilizé6 como antigeno modelo para evaluar la eficacia de rHMGB1 y 11W
como adyuvantes moleculares en formulaciones con Montanide ISA 763A VG,
comparando la respuesta inmune con la de un grupo inmunizado con el

antigeno solo.

El analisis de la expresion de IFN-v, IL-17 e IL-4/13A en tejidos al dia 24
postinmunizacion (360 UTA) mostré respuestas dependientes tanto del
adyuvante como del tejido, un patrén también descrito para otros péptidos

inmunomoduladores en salmonideos (Tammas et al., 2024). En ese momento,
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correspondiente a tres dias después del refuerzo, se extrajeron bazo y
rindn anterior para evaluar la respuesta inmune inducida por las distintas

formulaciones.

En el bazo, rHMGB1 promovi6é aumentos significativos simultaneos de IFN-v,
IL-17 e IL-4/13A respecto del grupo placebo, lo que sugiere una activacion
coordinada de vias Ty1, Ty17 y T2 en este 6rgano linfoide secundario.
Este comportamiento es coherente con observaciones en mamiferos, donde
HMGB1 ha sido evaluado como adyuvante en distintas plataformas vacunales,
incluidas vacunas de ADN contra influenza en ratén, en las que potencia la
produccién de IFN-v y la activacion de células T CD8* (Fagone et al., 2011;

Saenz et al., 2010; Diaz-Dinamarca et al., 2022).

En el rindn anterior, rHMGB1 no generd diferencias significativas, mientras
que 1MW promovié aumentos significativos de IFN-y e IL-4/13A, lo que
indica que este péptido modula componentes de la inmunidad adaptativa
celular y humoral en ese tejido. Esta distribucion diferencial entre érganos
coincide con los resultados del ensayo in vivo sin antigeno, donde rHMGB1
tuvo mayor impacto en bazo y 6W en rifidn anterior, y también con la
compartimentalizacion de células B, plasmaticas y T descrita en teledsteos
(Mokhtar et al., 2023). Este patrén diferencial respalda la capacidad de 11W
para activar multiples ejes inmunitarios en riiidn anterior y de rHMGB1 para

inducir una respuesta mas amplia en bazo.

Al analizar la respuesta inmune humoral inducida por las distintas
formulaciones vacunales, se observd un aumento progresivo de los titulos
de IgM especifica contra VP2 en todos los grupos inmunizados desde el
dia 35 postvacunacion, con una estabilizacion entre los dias 49 y 60. En los
momentos tempranos de la cinética, el grupo inmunizado solo con el antigeno

recombinante VP2 mostré los titulos mas elevados. Los grupos con rHMGB1 y
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11W mostraron incrementos progresivos que, al dia 49, resultaron significativos

frente al control PBS.

Hp91, un adyuvante derivado del dominio B-box de HMGB1 en mamiferos, ha
sido descrito como capaz de inducir respuesta humoral frente a ovoalbumina
en raton (Saenz et al.,, 2010). En esta tesis, sin embargo, 11W no mostro
una ventaja humoral significativa frente al grupo inmunizado solo con VP2.
Al dia 35, los titulos mas altos correspondieron al grupo VP2, mientras
que al dia 60 1MW alcanzé niveles de IgM comparables a los de ese
mismo grupo, sin diferencias estadisticamente significativas. rHMGB1, por
su parte, mostrd valores levemente inferiores en la fase final, también sin
diferencias significativas respecto a VP2. En conjunto, estos resultados
sugieren que los adyuvantes moleculares evaluados ejercen su mayor
efecto sobre la modulacién de la inmunidad celular mas que sobre la
maximizacién de la produccién de anticuerpos. Esto es coherente con la idea
moderna de los adyuvantes peptidicos, compuestos menos reactogénicos
y mas biodegradables, orientados a dirigir la respuesta inmune mas que a

incrementarla de manera inespecifica (Hemmati et al., 2024).

Ademas, las emulsiones oleosas como Montanide generan un efecto de
depdsito que prolonga la liberacidn del antigeno y puede atenuar las
diferencias entre adyuvantes coadministrados (Wangkahart et al., 2023); por
eso, las divergencias observadas entre rHMGB1 y 11W en sus perfiles

celulares y humorales resultan especialmente informativas.

La respuesta celular se evalué mediante la reestimulacion ex vivo de leucocitos
del rindn anterior (HKL) aislados de peces vacunados y controles al dia 60
postinmunizacién. En peces, la reexpresion de citocinas tras un segundo
estimulo in vitro es una aproximacion util para evaluar el estado funcional de

activacién de células sensibilizadas (Stosik et al., 2021). Este enfoque puede
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contextualizarse con la evidencia disponible sobre linfocitos T de memoria en
teledsteos (Yamaguchi et al., 2019), sin equipararlo de forma directa con la
memoria clasica de mamiferos. Estudios mas recientes también han descrito
estados celulares de memoriay diferenciacién plasmatica en teledsteos, lo que
refuerza la pertinencia de analizar respuestas secundarias funcionales en este

grupo (Chan et al., 2024).

En este ensayo, la reestimulacién antigénica indujo la expresioén significativa
de genes asociados a respuestas Ty1, Ty2 y Ty17 en el grupo inmunizado
con VP2 en combinacién con 11W. A las 3 h post-reestimulacion, 11W produjo
la activacion mas marcada y amplia, con aumentos simultaneos de IFN-v, IL-
4/13A, IL-17 e IL-13, lo que define un perfil temprano multivia. Esto coincide
con observaciones previas de nuestro grupo (Carrera et al., 2025) y sugiere
una mayor capacidad de respuesta inmediata ante un nuevo estimulo, una

caracteristica deseable en un adyuvante.

En contraste, el grupo VP2 sin adyuvante molecular mostro principalmente IFN-
~v e IL-15 a las 3 h, un patrén predominantemente Ty1 y proinflamatorio, sin
los componentes Ty2 y Ty17 observados en el grupo 11W. rHMGB1 tuvo una
respuesta menos marcada a las 3 h, pero promovio un incremento significativo
de IFN-v a las 12 h respecto de los demas grupos, lo que refuerza su tendencia
a consolidar una polarizacion Ty1 mas tardia. Estos resultados son coherentes
con la respuesta tisular observada en el ensayo de vacunacién e indican
que tanto rHMGB1 como 11W favorecen un estado funcional reforzado en
los leucocitos del rifidn anterior. Aunque la memoria adaptativa en teleésteos
difiere en ciertos aspectos de la observada en mamiferos, la respuesta
mas vigorosa y diversificada de estas células frente a un segundo estimulo
sugiere un estado inmunoldgico funcionalmente potenciado, relevante para el

desarrollo de vacunas acuicolas de nueva generacion.
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Los resultados de este estudio muestran que rHMGB1 y el péptido 11W
son los candidatos con respaldo experimental mas solido como adyuvantes
moleculares en S. salar. rHMGB1 demostré la activacion mas amplia en
modelos celulares y en bazo, mientras que 11W mostré mayor especificidad
funcional en contextos infeccioso y vacunal. Por su parte, 11W destaca
por su capacidad de inducir respuestas tempranas en SHK-1 y por conferir
proteccién funcional frente a P. salmonis; sus efectos sobre inmunidad tisular
y reestimulacién deben interpretarse dentro del contexto especifico de los

ensayos vacunales.

En paralelo, 6W y SsHP91 exhiben actividad inmunomoduladora selectiva,
aunque con perfiles funcionales mas restringidos bajo las condiciones
evaluadas en esta tesis. La complementariedad entre rHMGB1 y 11W podria
aprovecharse en el disefio de formulaciones adyuvantes que combinen
eficacia con un perfil inflamatorio controlado, contribuyendo al desarrollo de
vacunas acuicolas mas seguras y sostenibles (Zhao et al., 2023; Stosik et al.,

2021).
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CAPITULO 7.

CONCLUSION

La proteina recombinante HMGB1 de Salmo salar actia como un
inmunomodulador de amplio espectro. Su efecto fue especialmente notorio
en células SHK-1 y en el bazo, donde indujo perfiles de activacion
robustos con predominio de mediadores proinflamatorios y adaptativos.
Este comportamiento es consistente con el caracter de DAMP funcional
descrito para HMGB1 y respalda su potencial como adyuvante molecular en

formulaciones vacunales para acuicultura.

Los péptidos derivados de HMGB1 mostraron perfiles funcionales distintos
entre si y frente a la proteina completa. SsHP91 presentd un comportamiento
regulador, con induccién combinada de IFN-y y TGF-3, compatible con
una modulacion adaptativa controlada. El péptido 11W fue el candidato con
mayor actividad funcional: indujo IFN-y de forma temprana en células SHK-1,
promovio la translocacion nuclear de NF-<B en células HelLa/TLRS, moduld
la respuesta inmune en el rifidn anterior y confirié proteccién funcional in vitro
frente a P. salmonis en células SHK-1 a 10 ug/mL. En cambio, 6W mostré
una actividad inmunomoduladora mas limitada y no confiridé proteccion en el
modelo bacteriano in vitro; ademas, a dosis bajas (1 ug/mL) se asocioé a un
aumento del efecto litico inducido por la bacteria, lo que subraya la relevancia

de la concentracion en el disefio de aplicaciones.

Los resultados obtenidos respaldan la hipétesis central de la tesis: HMGB1
y algunos de sus péptidos derivados actuan como inmunomoduladores
en salmonidos y pueden potenciar componentes de la inmunidad innata

y adaptativa. La comparacion sistematica entre rHMGB1, SsHP91, 6W y
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11W muestra que pequefias variaciones estructurales dentro de HMGB1 se
traducen en perfiles funcionales distintos, lo que aporta una base conceptual

util para el disefo racional de inmunoestimulantes.

En el modelo vacunal con VP2 de IPNV, rHMGB1 favorecié una activacion
adaptativa mas amplia en el bazo, mientras que 11W destaco principalmente
por su perfil celular temprano y por la reestimulacion multivia en leucocitos del
rindn anterior. Estos patrones sugieren que ambos inmunoestimulantes actuan
de forma complementaria en el plano celular: rHMGB1 con un perfil mas amplio
y sostenido, y 11W con una respuesta mas rapida y focalizada, sin evidenciar

una ventaja humoral significativa frente a VP2 solo.

Este trabajo aporta evidencia experimental para el desarrollo de adyuvantes
moleculares en acuicultura. rHMGB1 y 11W son los candidatos con
mayor respaldo funcional y deberian seguir evaluandose en estudios de
desafio in vivo en Salmo salar, incluyendo modelos de infeccion con P.
salmonis e IPNV y formulaciones con distintos sistemas de administracion.
La complementariedad funcional entre ambas moléculas justifica explorar
estrategias combinadas que integren la amplitud de respuesta de rHMGB1
con la rapidez y selectividad de 11W, contribuyendo al desarrollo de vacunas

acuicolas mas eficaces y con menor dependencia de antibidticos.
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