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RESUMEN

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) constituyen un componente importante del
sistema inmune innato. Los peces teledsteos 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 acuatico donde ellos se desarrollan. Los
PAMs tienen un papel fundamental en la defensa contra patégenos 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 catiénicos a-
helicoidales a partir de branquias de tilapia (Oreochromis niloticus) basado en la
busqueda en las bases de datos de EST de tilapia de secuencias homélogas 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 citotéxicas y las propiedades de union a lipopolisacaridos (LPS).
Ademas se realizo la evaluacion de la capacidad de estos péptidos para estimular
la respuesta inmune contra antigenos proteicos co-inyectados en ratones vy tilapia
y se evaluaron sus efectos sobre la secrecion in vitro de las citoquinas TH1 y TH2
IFN-C] e IL-4, respectivamente. A pesar de que las evidencias de la funcién
potencial de los PAMs en la regulacion de la respuesta inmune adaptativa en
especies de mamiferos se han incrementado en los dltimos afios, no existen
estudios previos sobre los efectos de PAMs cationicos a-helicoidales aislados de
organismos acuaticos como adyuvantes moleculares en experimentos de
vacunacion con vacunas de subunidades. Los resultadosobtenidos proporcionan
importantes conocimientos para el uso de estos péptidos como adyuvantes
moleculares y para el tratamiento y/o prevencion de infecciones microbianas en
peces y mamiferos.
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COMUNICACION CORTA
Resultados y discusion

Los péptidos antimicrobianos anfipaticos y cationicos de 12-50 residuos
aminoacidicos estan presentes en practicamente todas las formas de vida como
antibioticos naturales. Los PAMs por lo general tienen amplio espectro de
actividad antimicrobiana y la capacidad para modular la respuesta inmune a traves
de una variedad de mecanismos. Ambas funciones son una parte integral del
proceso de la inmunidad innata. En consecuencia los péptidos antimicrobianos
catibnicos se consideran una nueva generacion de antibidticos, asi como
moduladores de la respuesta inmune innata.

Las vacunas de subunidades contienen antigenos altamente purificados con una
mejor tolerabilidad y perfiles de seguridad comparado con las vacunas clasicas,
pero la respuesta inmune que inducen es subodptima sin la ayuda de adyuvantes.
Los adyuvantes pueden ser utilizados para mejorar la magnitud y el tipo de la
respuesta inmune especifica del antigeno. Ademas 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 acentia su papel en la vinculacion
de la inmunidad innata y adaptativa. Recientemente, las propiedades
inmunomoduladoras de los PAMs se han demostrado en ratones. Por ejemplo, a-
defensinas humanas derivadas de neutrofilos potencian la produccién en el suero
de 1gG antigeno especifica y la liberacion de IFN-L1, IL-5, IL-6 e IL-10 por las
células T CD4+. Ademas, el PAM artificial, KLKLLLLLKLK, es un potente inductor
de la inmunidad adaptativa de tipo TH2 a antigenos co-inyectados. Un adyuvante
sintético denominado IC31 (mezcla del PAM KLKL5KLK y deoxyinosine/deoxy-
cytosine) satisfactoriamente induce una respuesta inmune celular y humoral
antigeno-especifica tipo TH1. No existen estudios previos sobre los efectos de
PAMs catidnicos a-helicoidales aislados de organismos acuaticos como
adyuvantes moleculares en experimentos de vacunaciébn con vacunas de
subunidades.

1. Aislamiento, clonacion y analisis 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 busqueda 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
aminodacidos, respectivamente. Los alineamientos mdultiples de secuencias y el
analisis filogenético sugieren que estos péptidos pertenecen a la familia Piscidina,
Oreoch-1 y Oreoch-2 estan relacionados con las Dicentracinas y Moronecidinas y
Oreoch-3 esta relacionado con los péptidos tipos Pleurocidinas. Los tres pre-pro-
péptidos consisten en un péptido sefal, un péptido maduro altamente catiénico de
23, 25, y 32 aminoacidos, respectivamente, y un pro-dominio carboxilo terminal.
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Ademas, se pudo deducir mediante el andlisis de rueda helicoidal de Schiffer—
Edmundson la estructura secundaria de a-hélice anfipatica 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
conformacion a-hélice.

2. Expresion en los tejidos y actividad antimicrobiana de los PAMs
Oreochromicinas aislados de tilapia

El andlisis del perfil de expresion de los genes que codifican los péptidos
antimicrobianos en diferentes tejidos de tilapia reveld6 que se expresan
constitutivamente en cerebro, corazén, rifidn, rifidbn anterior, bazo e intestino.
Tanto los sitios mucosales (intestino) como los sitios sistémicos inmunes (bazo y
rifidn anterior) son positivos para estos tres genes.

El espectro antimicrobiano se determiné utilizando los péptidos antimicrobianos de
tilapia obtenidos por sintesis quimica (Tabla 1). Los péptidos Oreoch-1 y Oreoch-2
mostraron actividad antimicrobiana contra todos los microorganismos analizados,
con la excepcion de Aeromonas hydrophila para ambos péptidos y Edwardsiella
tarda en el caso de Oreoch-1 (MIC 13 dafigidunEn cambio, Ore
espectro de actividad antimicrobiana mas 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 uM). Sin embargo, este péptido mostré ser mas activo contra el hongo
Candida albicans. Mediante la verificacion visual de la sedimentacion microbiana
se determind que los péptidos Oreoch-1, Oreoch-2 y Oreoch-3 poseen actividad
contra el Oomicete Phytophthora parasitica.

Tabla 1. Espectro antimicrobiano de las Oreochromicinas (Oreoch) aisladas de tilapia (O. niloticus)
obtenidas por sintesis quimica

Microorganismos Oreoch-1 Oreoch-2 Oreoch-3
Staphylococcus auraus MIC* =5 uM MIC =5 pM MIC =160 ph
(Gram +) ICs" =28 ICs;=2.02
Bacillus subtilis MIC =3 nM MIC=17pM | MIC=106 uM
(Gram +) IC;;=1.37 IC;,=0,5894 IC;,=1922
Pseudomonas aeurogimosa | MIC=35 M | MIC=6.67 uM | MIC =160 uM
(Gram -) IC5;=2936 ICs;=3.75
Escherichia coli MIC =6.7 pM MIC =5 pM MIC =160 pM
(Gram -) IC;,=2.963 ICy =2280
Aeromonas hydrophila MIC =160 pM | MIC =160 uM | MIC =160 pM
(Gram -) ICsy =3041
Edwardsiella tarda MIC=160pM | MIC=20uM | MIC=160 pM a B .
(Gram ) ICo=11.11 ICsy = 2,085 (Y . MI.C'. Cpncentracmn minima
inhibitoria
Vibrio sp. NDF ND MIC = 106 th b|C50: Concentracion
{Gram -) IC;=067.41 inhibitoria media
C . B
Candida albicans MIC=20 M | MIC=26.7 uM | MIC =40 yM ND: No determinado.
(Hongo) IC;;=10.28 ICy=1292 IC;;=14.10 No.2. Afio 2014 4
Phytophthora parasitica | MIC=25pM | MIC=25uM MIC =5 pM
(Oomicete)



3. Actividad de unién a lipopolisacaridos y actividad hemolitica de las
Oreochromicinas

Para determinar que los PAMs tipo piscidinas aislados de tilapia se unen a LPS,
se desarroll6 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 yM, EC50=1,42 yM y EC50=6 uM para la
Oreochromicina 1, 2 y 3, respectivamente.

Ademas, los PAMs de tilapia obtenidos por sintesis quimica se emplearon en
ensayos de actividad hemolitica contra eritrocitos de humanos y de peces. Los
péptidos Oreoch-1 y Oreoch-3 no fueron hemoliticos para eritrocitos humanos a
concentraciones por debajo de 55 pyM. En contraste, Oreoch-2 fue hemolitico en
eritrocitos de humanos, alcanzando el 50 % de hemdlisis a 19 uM. Se observé que
Oreoch-1 y Oreoch-2 tienen actividad hemolitica en eritrocitos de peces a
concentraciones por encima de 16 yM y 7 uyM respectivamente, de manera dosis-
dependiente. Oreoch-1 y Oreoch-2 alcanzaron el 23 % y 57 % de hemdlisis
respectivamente, a la maxima concentracion analizada. Sin embargo, Oreoch-3 no
fue hemolitico para eritrocitos de peces a concentraciones por debajo de 55 uM.

4. Oreochromicinas como adyuvantes moleculares para vacunas de
subunidades

En el primer ensayo se empleé el antigeno modelo OVA para estudiar la
naturaleza de la respuesta inducida por las Oreochromicinas en ratones. Soélo
Oreoch-1 en la dosis mas alta aumenta la produccion en el suero de 1gG (Fig. 1) y
el subtipo lgG2a especificos contra OVA en comparacion con el grupo inmunizado
con OVA. Estos datos indican que Oreoch-1 induce una respuesta humoral del
tipo TH1 para el antigeno OVA in vivo. Ademas, cuando se evalla la respuesta
inmune celular se observé que aungue los tres péptidos aumentaron el nivel de
IFN-OJ cuando las células de bazo se reestimularon con OVA, s6lo Oreoch-2 en la
dosis mas alta y Oreoch-3 de manera dosis dependiente mostré diferencias
estadisticamente significativas en comparaciéon con OVA lo que indica una
respuesta inmune celular TH1 inducida por la co-administracion de antigeno/PAM
(Fig. 2). No se detect6 secrecion de IL-4 en ninguno de los grupos analizados.
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Figura 1. Respuesta de anticuerpos especifica contra OVA en ratones inmunizados con una mezcla de OVA'y
Oreochromicinas. Ratones machos Balb/c (n=8) se inmunizaron intraperitonealmente los dias 0 y 14 con OVA
o OVA/PAM. El grafico representa los titulos de IgG totales especificos contra OVA en los dias 14 y 21. Los
asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas en los titulos de IgG totales comparado con
el grupo inyectado con PBS. Las barras representan la media+ES. El andlisis de los datos se realiz6 mediante
una prueba de Kruskal-Wallis y una prueba de comparaciones mdltiples de Dunn. * indica p<0,05, *** indican
p<0,001.
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Figura 2. La respuesta inmune celular especifica para OVA en ratones (n=5) inmunizados con OVA co-

formulada con Oreochromicinas se midié a los 59 dias después de la primera inmunizacién. Los esplenocitos

se re-estimularon con 10 Og/mL de OVA vy
determiné la concentraciéon de IFN-C] mediante ELISA. Las barras representan la media+ES. El andlisis de los

datos se realizd mediante un ANOVA y una prueba de comparaciones mdltiples 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 podria ser un antigeno 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 especifica
para my32 en tilapia (titulos de IgM). Oreoch-1 induce una respuesta humoral
especifica del antigeno (Fig. 3). Estos resultados demuestran que Oreoch-1 puede
ser eficaz como adyuvante para vacunas dirigidas contra los patdgenos
extracelulares. Este es el primer estudio que demuestra el efecto de los péptidos
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antimicrobianos a-helicoidales como adyuvantes moleculares utilizando antigenos
de subunidades en peces.
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Figura 3. Respuesta de anticuerpos especificos contra my32-Ls en tilapias inmunizadas con una
mezcla del antigeno my32-Ls y el PAM Oreoch-1. Tilapias de aproximadamente 50 g de peso
corporal (n=10) se inyectaron intraperitonealmente los dias 0 y 14 con my32-Ls o my32-Ls/Oreoch-
1y el suero se colectd los dias 14, 21 y 28 después de la primera inmunizacion. El antigeno y el
péptido se formularon en montanide vegetalizado 888. Los asteriscos representan diferencias
estadisticamente significativas en los titulos de IgM comparado con el grupo inyectado con PBS.
Las barras representan la media+ES. El andlisis de los datos se realiz6 mediante una prueba de
Kruskal-Wallis y una prueba de comparaciones multiples de Dunn. * indica p<0,05.

Para evaluar el efecto de diferentes combinaciones de Oreochromicinas sobre la
respuesta inmune al antigeno my32-Ls, se realiz6 un experimento de inmunizacién
en ratones. En el dia 21, los titulos de IgG totales especificos para my32-Ls se
incrementaron debido a la co-inyeccion 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-
2/0reoch-3 (p<0,001) en comparacién con PBS (Fig. 4). En los dias 28 y 35, el
aumento en los titulos de IgG se mantuvo en los grupos co-inyectados con
Oreoch-3 (p<0,001) y la combinacién de Oreoch-1/Oreoch-2 (p<0,01) y Oreoch-
2/0Oreoch-3 (p<0,001) en comparacién con PBS (Fig. 4). Ademas, se obtuvo un
incremento en el grupo co-inyectado con Oreoch-1 (p<0,05) en comparacioén con
PBS. Las diferencias entre my32-Ls y la co-administracion del antigeno con el
PAM solo se detectaron para la combinacion Oreoch-2/Oreoch-3 (p<0,05) en los
dias 28 y 35 después de la primera inmunizacion (Fig. 4). Ademas, se evaluaron
los titulos de IgG1 e IgG2a especificos para my32-Ls en los grupos con mayores
titulos de IgG totales a los 28 dias después de la primera inmunizacion. No hubo
diferencias estadisticamente significativas en el titulo de IgG1l entre los grupos
analizados. Los mayores titulos de IgG2a se encontraron en los grupos co-
inyectados con Oreoch-3 (p<0,05) y la combinacion de Oreoch-2/Oreoch-3
(p<0,01) en comparacién con my32-Ls. La respuesta inmune mediada por células
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my32-especifica se evalué en ratones inmunizados con my32 co-formulado con
los PAMs a lo 78 dias después de la primera inmunizacion mediante la
determinacién de los niveles de IFN-[J e Il-4 mediante ELISA. Los niveles mas
altos de IFN-y se detectaron en esplenocitos de animales co-inyectados con
Oreoch-1, Oreoch-3 y las tres combinaciones en comparacion con los animales
inmunizados con PBS. Solo se detectaron diferencias estadisticamente
significativas con el grupo inmunizado my32-Ls para la combinacion Oreoch-
2/0reoch-3. No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de PBS y my32-Ls (Fig. 5). No se detectd secrecion de IL-4 en ninguno de
los grupos analizados. Este es el primer informe sobre la combinacion de dos
PAMs con el objetivo de aumentar sus capacidades adyuvantes.
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Figura 4. Respuesta de anticuerpos especifica para my32-Ls en ratones inmunizados con una
mezcla del antigeno my32-Ls y las Oreochromicinas o combinaciones de estas. Ratones hembras
Balb/c (n=8) se inyectaron intraperitonealmente los dias 0 y 14 con my32-Ls, my32-Ls/PAM o
my32-Ls/combinaciones de PAMs. El grafico representa los titulos de IgG totales especificos para
my32-Ls. Los asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas en los titulos de
IgG totales comparado con el grupo inyectado con PBS. Las barras representan la media+ES. El
andlisis de los datos se realiz6 mediante una prueba de Kruskal-Wallis y una prueba de
comparaciones multiples de Dunn. * indica p<0,05, ** indican p<0,01, *** indican p<0,001 y 1 indica
p<0,05.
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Figura 5. La respuesta inmune celular especifica para my32-Ls en ratones (n=5) inmunizados con
my32-Ls co-formulada con Oreochromicinas se midid a los 78 dias después de la primera
inmunizacion. Los esplenocitos se re-estimularon con 10 yg/mL de my32-Ls y 4 dias después se
colecté el sobrenadante de cultivo y se determiné la concentraciéon de IFN-CJ mediante ELISA. Las
barras representan la media+ES. El analisis de los datos se realiz6 mediante un ANOVA y una
prueba de comparaciones mdltiples de Bonferroni. * indica p<0,05, ** indican p<0,01, *** indican
p<0,001.

La mayoria de trabajos relacionados con la actividad adyuvante de péptidos de
defensa del huésped (HDP) estan relacionados con las defensinas vy
combinaciones de los HDP y otros compuestos. SoOlo unos pocos estudios
caracterizan la respuesta inmune adaptativa inducida por péptidos antimicrobianos
catiénicos a-helicoidales. En estos estudios, la respuesta inducida por estos
péptidos es una respuesta inmunitaria de tipo TH2. Los adyuvantes que favorecen
la polarizacién de la respuesta inmune hacia TH2 son menos atractivos para las
vacunas gue requieren respuestas mediadas por células.

Descripcion cientifico-técnica detallada del resultado
NOVEDAD CIENTIFICA 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 demostr6 que estos péptidos se expresan
constitutivamente en todos los tejidos analizados. Ademas, se demostro
qgue los péptidos sintéticos Oreoch-1 y -2 muestran un amplio espectro de
actividad antimicrobiana contra las bacterias, hongos y Oomicetes mientras
gue Oreoch-3 muestra un espectro mas limitado de actividad contra
bacterias gram-negativas y gram-positivas, pero parece ser mas activo
contra hongos y Oomicetes. Ademas, los tres péptidos son capaces de
unirse al lipopolisacarido y tienen una actividad citotoxica variable en
eritrocitos humanos y de peces.
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Se demostrd por primera vez que los péptidos antimicrobianos catidnicos
a-helicoidal actian como adyuvantes moleculares induciendo una
respuesta inmune humoral y/o celular tipo TH1 cuando se coadministran
con antigenos de subunidad.

IMPORTANCIA PRACTICA PRINCIPAL DEL TRABAJO

La intensificacion del cultivo de peces, debido a las demandas mundiales de
alimentos, se ve acompafiada por el auge de numerosas enfermedades
infecciosas que causan enormes pérdidas en la acuicultura. La mayoria de
estas enfermedades son producidas por bacterias, hongos, virus y
protozoarios. Para prevenir estas infecciones se utilizan grandes cantidades
de antibidticos en las granjas de cultivo de peces. Sin embargo, estudios
recientes demuestran que el uso intensivo de antibioticos en la acuicultura
genera la aparicibn de bacterias resistentes a los antibidticos
convencionales en los entornos acuaticos donde se desarrolla esta
actividad. Por estas razones, el uso de los antibiéticos convencionales esta
restringido en diferentes partes del mundo y la busqueda de nuevas
soluciones debido a la presencia de enfermedades infecciosas en el medio
acuatico se hace cada vez mas urgente. Los PAMs, cuya accion protectora
ha sido utilizada por los organismos pluricelulares durante millones de afios
como parte de su mecanismo de defensa, cumplen con muchos
requerimientos que demandan la industria farmacéutica, la agricultura,
acuicultura y produccion de alimentos en general, pues poseen multiples
ventajas que los convierten en herramientas factibles como antibioticos
naturales. Ante esta perspectiva se abre un amplio campo de investigacion
tanto en ciencia basica como en la biotecnologia y bioingenieria de agentes
terapéuticos mas durables. Aunque forman parte de un mecanismo de
defensa ancestral, los PAMs representan un futuro prometedor en la lucha
contra microorganismos patdégenos.

El objetivo de la vacunacion es la induccion de una respuesta inmune
especifica y eficaz contra un patégeno que conduce a la proteccién contra
la infeccidn y/o enfermedad causada por dicho patdgeno, y que puede en
Gltima instancia resultar en su erradicacion. La nueva tecnologia de la
vacunacion ha conducido a las vacunas que contienen antigenos altamente
purificados con una mejor tolerabilidad y perfiles de seguridad, pero la
respuesta inmune que inducen es suboptima sin la ayuda de adyuvantes.
Por tanto, una mejor comprension de la inmunidad innata y adaptativa y su
estrecha interaccion a nivel molecular brinda conocimientos sobre la
posibilidad de estimular selectivamente vias inmunolégicas para obtener la
respuesta inmune deseada. Los adyuvantes pueden usarse para mejorar la
magnitud y afectar el tipo de la respuesta inmune especifica del antigeno, y
la combinacion de antigenos con mas 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 busqueda de adyuvantes mas 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, ademas de la
respuesta inmune humoral.
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