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RESUMEN 
 
Los péptidos antimicrobianos (PAMs) constituyen un componente importante del 
sistema inmune innato. Los peces teleósteos representan un recurso potencial 
para el descubrimiento de nuevos péptidos antimicrobianos, ya que estos 
organismos dependen en gran medida de su sistema inmune innato para combatir 
las infecciones en el medio ambiente acuático donde ellos se desarrollan. Los 
PAMs tienen un papel fundamental en la defensa contra patógenos ya sea por sus 
acciones antimicrobianas directas o por el amplio rango de funciones 
inmunomoduladoras que ellos poseen. En el presente estudio, se aislaron por 
primera vez los ADNc que codifican tres péptidos antimicrobianos catiónicos α-
helicoidales a partir de branquias de tilapia (Oreochromis niloticus) basado en la 
búsqueda en las bases de datos de EST de tilapia de secuencias homólogas a 
PAMs informadas en la literatura. Estos péptidos se nombraron oreochromicinas 
(Oreoch-1, Oreoch-2 y Oreoch-3) y se caracterizaron en base a sus actividades 
antimicrobianas y citotóxicas y las propiedades de unión a lipopolisacáridos (LPS). 
Además se realizó la evaluación de la capacidad de estos péptidos para estimular 
la respuesta inmune contra antígenos proteicos co-inyectados en ratones y tilapia 
y se evaluaron sus efectos sobre la secreción in vitro de las citoquinas TH1 y TH2 
IFN- e IL-4, respectivamente. A pesar de que las evidencias de la función 
potencial de los PAMs en la regulación de la respuesta inmune adaptativa en 
especies de mamíferos se han incrementado en los últimos años, no existen 
estudios previos sobre los efectos de PAMs catiónicos α-helicoidales aislados de 
organismos acuáticos como adyuvantes moleculares en experimentos de 
vacunación con vacunas de subunidades. Los resultadosobtenidos proporcionan 
importantes conocimientos para el uso de estos péptidos como adyuvantes 
moleculares y para el tratamiento y/o prevención de infecciones microbianas en 
peces y mamíferos. 
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COMUNICACIÓN CORTA 
 
Resultados y discusión  
 
Los péptidos antimicrobianos anfipáticos y catiónicos de 12-50 residuos 
aminoacídicos están presentes en prácticamente todas las formas de vida como 
antibióticos naturales. Los PAMs por lo general tienen amplio espectro de 
actividad antimicrobiana y la capacidad para modular la respuesta inmune a través 
de una variedad de mecanismos. Ambas funciones son una parte integral del 
proceso de la inmunidad innata. En consecuencia los péptidos antimicrobianos 
catiónicos se consideran una nueva generación de antibióticos, así como 
moduladores de la respuesta inmune innata. 
 
Las vacunas de subunidades contienen antígenos altamente purificados con una 
mejor tolerabilidad y perfiles de seguridad comparado con las vacunas clásicas, 
pero la respuesta inmune que inducen es subóptima sin la ayuda de adyuvantes. 
Los adyuvantes pueden ser utilizados para mejorar la magnitud y el tipo de la 
respuesta inmune específica del antígeno. Además de su actividad microbicida, 
los PAMs tienen muchas otras funciones que tienen un impacto en la calidad, la 
eficacia, y el tipo de la respuesta inmune que acentúa su papel en la vinculación 
de la inmunidad innata y adaptativa. Recientemente, las propiedades 
inmunomoduladoras de los PAMs se han demostrado en ratones. Por ejemplo, α-
defensinas humanas derivadas de neutrófilos potencian la producción en el suero 
de IgG antígeno específica y la liberación de IFN-, IL-5, IL-6 e IL-10 por las 
células T CD4+. Además, el PAM artificial, KLKLLLLLKLK, es un potente inductor 
de la inmunidad adaptativa de tipo TH2 a antígenos co-inyectados. Un adyuvante 
sintético denominado IC31 (mezcla del PAM KLKL5KLK y deoxyinosine/deoxy-
cytosine) satisfactoriamente induce una respuesta inmune celular y humoral 
antígeno-específica tipo TH1. No existen estudios previos sobre los efectos de 
PAMs catiónicos α-helicoidales aislados de organismos acuáticos como 
adyuvantes moleculares en experimentos de vacunación con vacunas de 
subunidades. 
 
1. Aislamiento, clonación y análisis de secuencia de tres péptidos 
antimicrobianos de tilapia (Oreochromis niloticus) 
 
En este estudio, se identificaron tres transcritos que codifican péptidos 
antimicrobianos de tilapia mediante la búsqueda en la base de datos de EST. Los 
transcritos obtenidos se nombraron Oreochromicinas (Oreoch-1, Oreoch-2 y 
Oreoch-3), los cuales codifican tres pre-pro-péptidos de 76, 89 y 77 residuos de 
aminoácidos, respectivamente. Los alineamientos múltiples de secuencias y el 
análisis filogenético sugieren que estos péptidos pertenecen a la familia Piscidina, 
Oreoch-1 y Oreoch-2 están relacionados con las Dicentracinas y Moronecidinas y 
Oreoch-3 está relacionado con los péptidos tipos Pleurocidinas. Los tres pre-pro-
péptidos consisten en un péptido señal, un péptido maduro altamente catiónico de 
23, 25, y 32 aminoácidos, respectivamente, y un pro-dominio carboxilo terminal. 
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Además, se pudo deducir mediante el análisis de rueda helicoidal de Schiffer–
Edmundson la estructura secundaria de α-hélice anfipática de los péptidos 
maduros correspondientes a las Oreochromicinas y mediante el empleo del 
servidor I-Tasser se predijo que Oreoch-1, Oreoch-2 y Oreoch-3 adoptan una 
conformación α-hélice. 
 
2. Expresión en los tejidos y actividad antimicrobiana de los PAMs 
Oreochromicinas aislados de tilapia 
 
El análisis del perfil de expresión de los genes que codifican los péptidos 
antimicrobianos en diferentes tejidos de tilapia reveló que se expresan 
constitutivamente en cerebro, corazón, riñón, riñón anterior, bazo e intestino. 
Tanto los sitios mucosales (intestino) como los sitios sistémicos inmunes (bazo y 
riñón anterior) son positivos para estos tres genes. 
 
El espectro antimicrobiano se determinó utilizando los péptidos antimicrobianos de 
tilapia obtenidos por síntesis química (Tabla 1). Los péptidos Oreoch-1 y Oreoch-2 
mostraron actividad antimicrobiana contra todos los microorganismos analizados, 
con la excepción de Aeromonas hydrophila para ambos péptidos y Edwardsiella 
tarda en el caso de Oreoch-1 (MIC  160 μM). En cambio, Ore-3 exhibió un 
espectro de actividad antimicrobiana más limitado contra bacterias Gram- y 
Gram+, siendo inactivo para Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeuroginosa, 
Escherichia coli, A. hydrophila y E. tarda a las concentraciones analizadas (MIC  
160 μM). Sin embargo, este péptido mostró ser más activo contra el hongo 
Candida albicans. Mediante la verificación visual de la sedimentación microbiana 
se determinó que los péptidos Oreoch-1, Oreoch-2 y Oreoch-3 poseen actividad 
contra el Oomicete Phytophthora parasítica. 
 
Tabla 1. Espectro antimicrobiano de las Oreochromicinas (Oreoch) aisladas de tilapia (O. niloticus) 
obtenidas por síntesis química 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

aMIC: Concentración mínima 
inhibitoria 
bIC50: Concentración 
inhibitoria media 
cND: No determinado.  
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3. Actividad de unión a lipopolisacáridos y actividad hemolítica de las 
Oreochromicinas 
 
Para determinar que los PAMs tipo piscidinas aislados de tilapia se unen a LPS, 
se desarrolló un ensayo cromogénico cuantitativo de lisado de amebocitos del 
Limulus (LAL). Los tres PAMs fueron capaces de unirse a LPS de manera 
dosisdependiente con una EC50=1,23 μM, EC50=1,42 μM y EC50=6 μM para la 
Oreochromicina 1, 2 y 3, respectivamente. 
 
Además, los PAMs de tilapia obtenidos por síntesis química se emplearon en 
ensayos de actividad hemolítica contra eritrocitos de humanos y de peces. Los 
péptidos Oreoch-1 y Oreoch-3 no fueron hemolíticos para eritrocitos humanos a 
concentraciones por debajo de 55 μM. En contraste, Oreoch-2 fue hemolítico en 
eritrocitos de humanos, alcanzando el 50 % de hemólisis a 19 μM. Se observó que 
Oreoch-1 y Oreoch-2 tienen actividad hemolítica en eritrocitos de peces a 
concentraciones por encima de 16 μM y 7 μM respectivamente, de manera dosis-
dependiente. Oreoch-1 y Oreoch-2 alcanzaron el 23 % y 57 % de hemόlisis 
respectivamente, a la máxima concentración analizada. Sin embargo, Oreoch-3 no 
fue hemolítico para eritrocitos de peces a concentraciones por debajo de 55 μM. 
 
4. Oreochromicinas como adyuvantes moleculares para vacunas de 
subunidades 
 
En el primer ensayo se empleó el antígeno modelo OVA para estudiar la 
naturaleza de la respuesta inducida por las Oreochromicinas en ratones. Sólo 
Oreoch-1 en la dosis más alta aumenta la producción en el suero de IgG (Fig. 1) y 
el subtipo IgG2a específicos contra OVA en comparación con el grupo inmunizado 
con OVA. Estos datos indican que Oreoch-1 induce una respuesta humoral del 
tipo TH1 para el antígeno OVA in vivo. Además, cuando se evalúa la respuesta 
inmune celular se observó que aunque los tres péptidos aumentaron el nivel de 
IFN- cuando las células de bazo se re-estimularon con OVA, sólo Oreoch-2 en la 
dosis más alta y Oreoch-3 de manera dosis dependiente mostró diferencias 
estadísticamente significativas en comparación con OVA lo que indica una 
respuesta inmune celular TH1 inducida por la co-administración de antígeno/PAM 
(Fig. 2). No se detectó secreción de IL-4 en ninguno de los grupos analizados. 
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Figura 1. Respuesta de anticuerpos específica contra OVA en ratones inmunizados con una mezcla de OVA y 
Oreochromicinas. Ratones machos Balb/c (n=8) se inmunizaron intraperitonealmente los días 0 y 14 con OVA 
o OVA/PAM. El gráfico representa los títulos de IgG totales específicos contra OVA en los días 14 y 21. Los 
asteriscos representan diferencias estadísticamente significativas en los títulos de IgG totales comparado con 
el grupo inyectado con PBS. Las barras representan la media+ES. El análisis de los datos se realizó mediante 
una prueba de Kruskal-Wallis y una prueba de comparaciones múltiples de Dunn. * indica p<0,05, *** indican 
p<0,001. 
 

                        
Figura 2. La respuesta inmune celular específica para OVA en ratones (n=5) inmunizados con OVA co-
formulada con Oreochromicinas se midió a los 59 días después de la primera inmunización. Los esplenocitos 
se re-estimularon con 10 g/mL de OVA y 4           
determinó la concentración de IFN- mediante ELISA. Las barras representan la media+ES. El análisis de los 
datos se realizó mediante un ANOVA y una prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni. * indica 
p<0,05, *** indican p<0,001. 
 
A partir de los resultados obtenidos en ratones y teniendo en cuenta la evidencia 
de que my32 podría ser un antígeno promisorio en el desarrollo de vacunas para 
el control de las infestaciones por piojos de mar en los peces, decidimos probar la 
capacidad de Oreoch-1 para aumentar la respuesta inmune humoral específica 
para my32 en tilapia (títulos de IgM). Oreoch-1 induce una respuesta humoral 
específica del antígeno (Fig. 3). Estos resultados demuestran que Oreoch-1 puede 
ser eficaz como adyuvante para vacunas dirigidas contra los patógenos 
extracelulares. Este es el primer estudio que demuestra el efecto de los péptidos 
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antimicrobianos α-helicoidales como adyuvantes moleculares utilizando antígenos 
de subunidades en peces. 
 

            
 
Figura 3. Respuesta de anticuerpos específicos contra my32-Ls en tilapias inmunizadas con una 
mezcla del antígeno my32-Ls y el PAM Oreoch-1. Tilapias de aproximadamente 50 g de peso 
corporal (n=10) se inyectaron intraperitonealmente los días 0 y 14 con my32-Ls o my32-Ls/Oreoch-
1 y el suero se colectó los días 14, 21 y 28 después de la primera inmunización. El antígeno y el 
péptido se formularon en montanide vegetalizado 888. Los asteriscos representan diferencias 
estadísticamente significativas en los títulos de IgM comparado con el grupo inyectado con PBS. 
Las barras representan la media+ES. El análisis de los datos se realizó mediante una prueba de 
Kruskal-Wallis y una prueba de comparaciones múltiples de Dunn. * indica p<0,05. 
 
Para evaluar el efecto de diferentes combinaciones de Oreochromicinas sobre la 
respuesta inmune al antígeno my32-Ls, se realizó un experimento de inmunización 
en ratones. En el día 21, los títulos de IgG totales específicos para my32-Ls se 
incrementaron debido a la co-inyección con Oreoch-2 (p<0,05) y Oreoch-3 
(p<0,001) y las combinaciones de Oreoch-1/Oreoch-2 (p<0,01) y Oreoch-
2/Oreoch-3 (p<0,001) en comparación con PBS (Fig. 4). En los días 28 y 35, el 
aumento en los títulos de IgG se mantuvo en los grupos co-inyectados con 
Oreoch-3 (p<0,001) y la combinación de Oreoch-1/Oreoch-2 (p<0,01) y Oreoch-
2/Oreoch-3 (p<0,001) en comparación con PBS (Fig. 4). Además, se obtuvo un 
incremento en el grupo co-inyectado con Oreoch-1 (p<0,05) en comparación con 
PBS. Las diferencias entre my32-Ls y la co-administración del antígeno con el 
PAM sólo se detectaron para la combinación Oreoch-2/Oreoch-3 (p<0,05) en los 
días 28 y 35 después de la primera inmunización (Fig. 4). Además, se evaluaron 
los títulos de IgG1 e IgG2a específicos para my32-Ls en los grupos con mayores 
títulos de IgG totales a los 28 días después de la primera inmunización. No hubo 
diferencias estadísticamente significativas en el título de IgG1 entre los grupos 
analizados. Los mayores títulos de IgG2a se encontraron en los grupos co-
inyectados con Oreoch-3 (p<0,05) y la combinación de Oreoch-2/Oreoch-3 
(p<0,01) en comparación con my32-Ls. La respuesta inmune mediada por células 
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my32-específica se evaluó en ratones inmunizados con my32 co-formulado con 
los PAMs a lo 78 días después de la primera inmunización mediante la 
determinación de los niveles de IFN- e IL-4 mediante ELISA. Los niveles más 
altos de IFN-γ se detectaron en esplenocitos de animales co-inyectados con 
Oreoch-1, Oreoch-3 y las tres combinaciones en comparación con los animales 
inmunizados con PBS. Sólo se detectaron diferencias estadísticamente 
significativas con el grupo inmunizado my32-Ls para la combinación Oreoch-
2/Oreoch-3. No se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre los 
grupos de PBS y my32-Ls (Fig. 5). No se detectó secreción de IL-4 en ninguno de 
los grupos analizados. Este es el primer informe sobre la combinación de dos 
PAMs con el objetivo de aumentar sus capacidades adyuvantes. 
 
 
 

        
 
Figura 4. Respuesta de anticuerpos específica para my32-Ls en ratones inmunizados con una 
mezcla del antígeno my32-Ls y las Oreochromicinas o combinaciones de estas. Ratones hembras 
Balb/c (n=8) se inyectaron intraperitonealmente los días 0 y 14 con my32-Ls, my32-Ls/PAM o 
my32-Ls/combinaciones de PAMs. El gráfico representa los títulos de IgG totales específicos para 
my32-Ls. Los asteriscos representan diferencias estadísticamente significativas en los títulos de 
IgG totales comparado con el grupo inyectado con PBS. Las barras representan la media+ES. El 
análisis de los datos se realizó mediante una prueba de Kruskal-Wallis y una prueba de 
comparaciones múltiples de Dunn. * indica p<0,05, ** indican p<0,01, *** indican p<0,001 y † indica 
p<0,05. 
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Figura 5. La respuesta inmune celular específica para my32-Ls en ratones (n=5) inmunizados con 
my32-Ls co-formulada con Oreochromicinas se midió a los 78 días después de la primera 
inmunización. Los esplenocitos se re-estimularon con 10 μg/mL de my32-Ls y 4 días después se 
colectó el sobrenadante de cultivo y se determinó la concentración de IFN- mediante ELISA. Las 
barras representan la media+ES. El análisis de los datos se realizó mediante un ANOVA y una 
prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni. * indica p<0,05, ** indican p<0,01, *** indican 
p<0,001. 
 
La mayoría de trabajos relacionados con la actividad adyuvante de péptidos de 
defensa del huésped (HDP) están relacionados con las defensinas y 
combinaciones de los HDP y otros compuestos. Sólo unos pocos estudios 
caracterizan la respuesta inmune adaptativa inducida por péptidos antimicrobianos 
catiónicos α-helicoidales. En estos estudios, la respuesta inducida por estos 
péptidos es una respuesta inmunitaria de tipo TH2. Los adyuvantes que favorecen 
la polarización de la respuesta inmune hacia TH2 son menos atractivos para las 
vacunas que requieren respuestas mediadas por células. 
 
Descripción científico-técnica detallada del resultado 
 
NOVEDAD CIENTÍFICA DEL TRABAJO 
 

- Se identificaron tres péptidos antimicrobianos a partir de branquias tilapia 
(O. niloticus) basado en secuencias EST que no estaban reportados con 
anterioridad y se demostró que estos péptidos se expresan 
constitutivamente en todos los tejidos analizados. Además, se demostró 
que los péptidos sintéticos Oreoch-1 y -2 muestran un amplio espectro de 
actividad antimicrobiana contra las bacterias, hongos y Oomicetes mientras 
que Oreoch-3 muestra un espectro más limitado de actividad contra 
bacterias gram-negativas y gram-positivas, pero parece ser más activo 
contra hongos y Oomicetes. Además, los tres péptidos son capaces de 
unirse al lipopolisacárido y tienen una actividad citotóxica variable en 
eritrocitos humanos y de peces. 
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- Se demostró por primera vez que los péptidos antimicrobianos catiónicos 
α-helicoidal actúan como adyuvantes moleculares induciendo una 
respuesta inmune humoral y/o celular tipo TH1 cuando se coadministran 
con antígenos de subunidad. 

 
IMPORTANCIA PRÁCTICA PRINCIPAL DEL TRABAJO 
 

- La intensificación del cultivo de peces, debido a las demandas mundiales de 
alimentos, se ve acompañada por el auge de numerosas enfermedades 
infecciosas que causan enormes pérdidas en la acuicultura. La mayoría de 
estas enfermedades son producidas por bacterias, hongos, virus y 
protozoarios. Para prevenir estas infecciones se utilizan grandes cantidades 
de antibióticos en las granjas de cultivo de peces. Sin embargo, estudios 
recientes demuestran que el uso intensivo de antibióticos en la acuicultura 
genera la aparición de bacterias resistentes a los antibióticos 
convencionales en los entornos acuáticos donde se desarrolla esta 
actividad. Por estas razones, el uso de los antibióticos convencionales está 
restringido en diferentes partes del mundo y la búsqueda de nuevas 
soluciones debido a la presencia de enfermedades infecciosas en el medio 
acuático se hace cada vez más urgente. Los PAMs, cuya acción protectora 
ha sido utilizada por los organismos pluricelulares durante millones de años 
como parte de su mecanismo de defensa, cumplen con muchos 
requerimientos que demandan la industria farmacéutica, la agricultura, 
acuicultura y producción de alimentos en general, pues poseen múltiples 
ventajas que los convierten en herramientas factibles como antibióticos 
naturales. Ante esta perspectiva se abre un amplio campo de investigación 
tanto en ciencia básica como en la biotecnología y bioingeniería de agentes 
terapéuticos más durables. Aunque forman parte de un mecanismo de 
defensa ancestral, los PAMs representan un futuro prometedor en la lucha 
contra microorganismos patógenos. 
 

-  El objetivo de la vacunación es la inducción de una respuesta inmune 
específica y eficaz contra un patógeno que conduce a la protección contra 
la infección y/o enfermedad causada por dicho patógeno, y que puede en 
última instancia resultar en su erradicación. La nueva tecnología de la 
vacunación ha conducido a las vacunas que contienen antígenos altamente 
purificados con una mejor tolerabilidad y perfiles de seguridad, pero la 
respuesta inmune que inducen es subóptima sin la ayuda de adyuvantes. 
Por tanto, una mejor comprensión de la inmunidad innata y adaptativa y su 
estrecha interacción a nivel molecular brinda conocimientos sobre la 
posibilidad de estimular selectivamente vías inmunológicas para obtener la 
respuesta inmune deseada. Los adyuvantes pueden usarse para mejorar la 
magnitud y afectar el tipo de la respuesta inmune específica del antígeno, y 
la combinación de antígenos con más de un adyuvante, el llamado enfoque 
de sistema adyuvante, se ha demostrado que permite el desarrollo de 
vacunas con la capacidad para generar respuestas inmunitarias eficaces. 
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Por estas razones la búsqueda de adyuvantes más seguros y eficaces es 
clave en el desarrollo de vacunas en la actualidad. Los resultados obtenidos 
en el presente trabajo hacen de las Oreochromicinas atractivos candidatos 
como adyuvantes para diferentes tipos de estrategias de vacunas donde se 
requieren especialmente la inmunidad mediada por células, además de la 
respuesta inmune humoral. 
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