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1. INDUSTRIA ACUICOLA
DE PECES EN CHILE

Actualmente la acuicultura es una actividad econdmica
que provee anualmente el 52% de los peces consu-
midos por la poblacion mundial (FAO, 2020), lo que le
confiere una gran relevancia como fuente de alimento.
Esta megaindustria ha superado la produccién total
por pesca en los Ultimos diez afios, dato que indica
que seguira siendo un factor econdémico de desarrollo
primordial para todo el mundo. En particular para las
exportaciones de Chile, posicionado como el primer
pais en produccién acuicola en Latinoamérica y el
quinto a nivel mundial (FAO, 2020). Actualmente, la
produccion chilena de peces concentra su actividad
fundamentalmente en el cultivo de tres especies, en
orden decreciente: salmén del Atlantico (Salmo salar),
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y salmon del
Pacifico o coho (Oncorhynchus kisutch) (FAO, 2020).
No obstante, el gobierno de Chile inici¢ hace diez afios
un programa de diversificacion de la acuicultura, en
que se incluyeron como especies nativas candidatas
a la corvina (Cilus gilberti), la palometa chilena (Seriola
lalandi) y el congrio colorado (Genypterus chilensis), para ser
cultivadas en la zona norte.

Sibien el cultivo de peces aporta tanto alimento como
bienes econdmicos, la productividad anual de estas
especies se ha visto reducida por factores como el mal
estado fisiologico de los peces, la virulencia de los mi-
croorganismos, el grado de contaminacion ambiental

poracumulacién de fecasy comida en el fondo marino,
asi como el manejo especifico de las balsas-jaulas
de cultivo (Flores-Kossack et al., 2020; Pincinato et
al., 2021). Todos estos factores debilitan el sistema
inmunolégico de estas especies, permitiendo el de-
sarrollo de enfermedades, causadas principalmente
por bacterias y virus. Estas enfermedades generan un
impacto negativo en el desarrollo econémico y social,
de forma directa, por las pérdidas de produccion, de-
bido a los costes en los tratamientos empleados y la
disminucion del crecimiento de los peces durante la
convalecencia. Y de forma indirecta, por el coste para
la sociedad, el ajuste de las cuotas de mercado y el
aumento de los precios, debido a la reduccion de la
oferta (Alfred & Shaahu, 2020). Por esto, una defensa
rapida y efectiva contra patégenos es esencial para
la sobrevida de los peces en cultivo, que coexisten
con microorganismos oportunistas.

En respuesta, la industria acuicola ha utilizado anti-
bidticos convencionales para frenar el crecimiento de
estos microorganismos, sin considerar que las cepas
bacterianas pueden generar resistencia a los mismos.
Adicionalmente, hay evidencias que sugieren que los
genes de resistencia a los antibiéticos convenciona-
les empleados en el entorno acuatico de los peces,
también pueden facilitar la transferencia horizontal de
estos genes a los patdgenos de otras especies marinas,
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animalesy humanos (Cabello et al., 2020; Shah et al.,
2014). Por lo tanto, las grandes cantidades de antimi-
crobianos que se utilizan actualmente en la salmoni-
cultura en Chile deben ser controladas para proteger
el medioambiente y la salud humana (Cabello et al.,
2020; Miranda et al., 2018). Una estrategia alternativa
para prevenir y/o controlar los patégenos de peces, y
a su vez disminuir el uso intensivo de los antibiéticos
convencionales, es el estudioy la potencial aplicacion
de moléculas terapéuticas basadas en péptidos, las
cuales se caracterizan por ser inocuas, compatibles
con el medioambiente, ademas de contar con diversas
propiedades, entre ellas: antimicrobianas, inmunomo-
duladoras antioxidantesy funcionar como hormonas.
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2. QUIMICA DE PEPTIDOS

Fanny Guzman Quimbayo, Dra Sci. Quimica organica, Laboratorio de sin-
tesis de péptidos, Nucleo de Biotecnologia Curauma, Pontificia Universi-
dad Catolica de Valparaiso, Valparaiso, Chile.

Los péptidos son moléculas de alta importancia en
diferentes campos de salud, alimentacion y cosmé-
tica, y suponen ademads una herramienta Util para el
estudio de diferentes enfermedades. Actualmente se
encuentran disponibles varias tecnologias para su
produccion, entre las que destacan la sintesis quimica
y enzimatica, y mediante ADN recombinante. En este
capitulo se mostraran las bases de las diferentes me-
todologias usadas en la sintesis quimica de péptidos,
asi como sus ventajas y desventajas frente a otras
tecnologias, destacando la sintesis quimica como la
técnica mas madura.

2.1. ;Qué es un péptido?

Los péptidos son heteropolimeros compuestos por
residuos de aminodcidos unidos por enlaces pepti-
dicos entre el grupo carboxilo de un aminoacido y el
grupo a-amino del siguiente. La longitud puede ser
desde 2 hasta 100 residuos, aunque arbitrariamente
se consideran péptidos hasta una masa molecular de
6000 Dalton. Por ejemplo, la hormona insulina es un
péptido de 51 residuos de aminoacidosy 5773 Da, de
granimportancia en el drea de la salud. En la tecnologia
de alimentos, tenemos como ejemplo el edulcorante
aspartamo, el cual es un dipéptido de 4cido aspértico
y fenilalanina esterificada. En cosmética, se pueden
citar varios ejemplos como el Argireline (acetil hexa-
péptido-8) y el matrixyl (Zhang & Falla, 2009).

Existen diferentes tecnologias para producir péptidos
y proteinas, como la extraccién de fuentes naturales
(Guzman et al., 2019; Intiquilla et al,, 2019; Nufiez et al.,
2020), la produccién portecnologia de ADN recombinante
(Klintetal, 2013; Zompra et al., 2009), la produccion en

sistemas de expresion libres de células (Murray & Baliga,
2013), la produccion en animales transgénicos (Wright et
al., 1991) y plantas (Cunningham & Porter, 1997) y, final-
mente, la produccién por sintesis quimica (Du Vigneaud
et al,, 1953; Guzman et al., 2021; Merrifield, 1963) y por
tecnologia enzimética.

Eltamafio de la molécula determina la tecnologia mas
apta para su produccion. La tecnologia de ADN recom-
binante es particularmente adecuada para la sintesis
de péptidos de gran tamafio y proteinas (Khan et al,,
2016; Walsh, 2005). La sintesis quimica es una tecno-
logia viable para la produccién de péptidos pequefios
y medianos, que van de 5 a 80 residuos, aproximada-
mente (Kimmerlin & Seebach, 2005). Por otro lado, la
sintesis enzimatica esta mas restringida y se ha aplicado
preferentemente para péptidos muy pequefios, entre
2y 10 residuos aminoacidicos (Kumar & Bhalla, 2005).

2.2. Sintesis quimica de péptidos

La sintesis de péptidos se realizo originalmente en
solucion. Sin embargo, desde la introduccién de la
sintesis en fase sélida por Merrifield, esta tecnologia
ha adquirido mas relevancia y madurez a lo largo de
los afios (Behrendt et al., 2016; Kumar et al., 2020;
Luna et al., 2016). La sintesis de péptidos en fase séli-
da (SPPS) consiste en el alargamiento de una cadena
peptidica anclada a una matriz sélida, por la adicién
sucesiva de aminoacidos unidos por formacion de
enlaces amida (enlace peptidico) entre el grupo car-
boxilo del aminoacido entrante y el grupo amino del
aminoacido previamente unido a la matriz, hasta que
el péptido de la secuencia deseada ha sido sintetizado
(Guzman et al.,,2021) (figura 1). Este sistema tiene una
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serie de ventajas sobre el sistema clasico en solucién: la reaccién se puede
automatizary se elimina el problema de la solubilizacién del péptido, ya
que este permanece adherido a la matriz.

En las estrategias de SPPS (Fmoc o t-Boc), la naturaleza del soporte sélido,
los reactivos de acoplamientoy el procedimiento de escision del péptido
de la matriz sélida son las variables méas relevantes. Un esquema general
de la SPPS por la metodologia Fmoc se presenta paso a paso en la figura
2. El primer paso es el acoplamiento del aminoacido C-terminal a la matriz
solida, seguido de la eliminacién del grupo protector Na (A) mediante
tratamiento con acido trifluoroacético (TFA) en el caso de la estrategia
t-Boc, y con piperidina/4-methil piperidina/o piperazina en la estrategia
Fmoc (Guzman et al., 2020; Luna et al., 2016). El siguiente aminoacido de la
secuencia a sintetizar (Na protegido) es acoplado al péptido cuya cadena
se encuentra unida a la matriz polimérica y, una vez acoplado, el grupo
amino Na es desprotegido. Este ciclo de acoplamiento-desproteccion se
repite hasta que la secuencia de aminodacidos deseada haya sido sinteti-
zada. Finalmente, el complejo péptido-matriz es escindido para producir
el péptido en su forma libre, un procedimiento que se lleva a cabo por la
adicion de acido fluorhidrico (HF) en el caso de la metodologia t-Boc, y
con acido trifluoroacético (TFA) en la metodologia Fmoc.
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Figura 1: Alargamiento de la cade-
na peptidica anclada a una matriz
solida, por la adicién sucesiva de
aminoéacidos. Fuente: elaboracion
propia en base a Merrifield (1985).
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Figura 2 Esquema general de SPPS
por la metodologia Fmoc. Fuente:
elaboracion propia.
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« Estrategias de proteccion: en SPPS existen dos
esquemas principales de proteccién, que se cono-
cen como estrategias t-Boc/Bzly Fmoc/tBu (Chan &
White, 2000; Jaradat, 2018). En la estrategia t-Boc/
Bzl, el grupo t-Boc (ter-butoxicarbonilo) se utiliza
para la proteccion de la funcion amino Na'y un
bencilo o ciclohexilo para la proteccién de la cadena
lateral de varios aminoécidos. Por otro lado, en la
estrategia Fmoc/tBu, el grupo Fmoc (9- fluorenil
metoxicarbonilo) se utiliza para la proteccion la
funcién amino Nay el grupo ter-butilo para la pro-
teccion de la cadena lateral de varios aminoacidos
(Albericio, 2000).

« Soportes sélidos: los soportes sélidos deben cum-
plirvarios requisitos: las particulas deben tenerun
tamafio uniforme, ser mecanicamente robustos,
facilmente filtrables, quimicamente inertes y esta-
bles en las condiciones de sintesis, a la vez de ser
altamente accesibles a los disolventes, permitiendo
la penetracién de los reactivos y el alargamiento de
la cadena peptidica dentro de su microestructu-
ra. Actualmente se encuentran disponibles varios
soportes poliméricos que pueden derivatizarse
con grupos funcionales para producir un enlace
altamente estable con el péptido que se sintetiza
(Barlosetal., 1991). Algunos ejemplos son las resi-
nas funcionalizadas con p-metoxibenzhidrilamina
(MBHA), 4 hidroximetilfenilacetamidometilo (PAM) e
hidroximetilo, tipicamente utilizadas en la estrategia
t-Boc/Bzl; y las resinas 4-(2°,4’- dimetoxifenilami-
nometil)-fenoximetilpoliestireno (Rink), cloruro de
2-clorotritilo y resinas funcionalizadas con difenil-
diazometano utilizadas en la estrategia Fmoc/tBu.

+ Reactivos de acoplamiento: varios reactivos que
activan los grupos carboxilo de los aminoacidos
se emplean para la reaccion de acoplamiento.
Los mas utilizados en la actualidad son las sales
de uronio (HBTU, HCTU, HATU y TBTU) y de fos-
fonio (Bop y PyBop) en combinacién con Oxima
Pure®y una base apropiada como la diisopropil-
etilamina (DIEA), debido a la alta reactividad, alto
rendimiento de acoplamiento y mayor especifici-
dad que la obtenida en sistemas convencionales
(Subirds-Funosas et al., 2009), tales como la adi-
cion de diciclohexilcarbodiimida (DCC), diisopro-
pilcarbodimida (DIC) y los anhidridos simétricos
(Miranda y Alewood, 1999). Sales caotrépicas

(Culi, NaClO,4, KSCN) y mezclas de disolventes,
como N,N’-dimetilformamida, trifluoroetanol,
dimetilacetamida y N-metilpirrolidona, se han uti-
lizado para mejorar la eficiencia del acoplamiento
y el alargamiento de la cadena peptidica en se-
cuencias dificiles.

« Escision del soporte sélido: una vez que finaliza la
sintesis del péptido con la secuencia deseada, debe
llevarse a cabo la eliminacion de la proteccion de las
cadenas lateralesy liberacién del péptido desde el
soporte. En la estrategia t-Boc/Bzl, esta desprotec-
cion final se realiza con acidos fuertes que pueden
conducir a reacciones secundarias no deseadas
de alquilacion o acilacion en ciertos aminoacidos,
reacciones que son promovidas por la salida de los
grupos protectores. Para evitar tales reacciones,
durante varias décadas se han empleado combina-
ciones de disolventes que actlian como nucleéfilos
y acidos. Diferente es el caso de la estrategia Fmoc/
tBu, en la que se emplean soluciones mas simples,
como TFA en combinacién con grupos atrapadores
de cationes como triisopropilsilano (TIS) y H20.

Tal como se puede constatar, la sintesis de péptidos
enfase sélida es una técnica altamente estandarizada,
estableciday madura, lo que ha llevado a que sea cada
vez mas empleada tanto en investigacion cientifica
como en laindustria farmacéutica, biomédica, alimen-
taria y cosmética, entre otras.
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3. EVALUACION BIOLOGICA DE PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS

Paula Santana Sepulveda, doctora en Biotecnologia, Instituto de Ciencias
Quimicas Aplicadas, Universidad Autonoma de Chile, Santiago, Chile.

Los péptidos antimicrobianos (PAMs), actualmente
llamados péptidos de defensa del huésped (PDHs)
ya que también funcionan como inmunomodulado-
res, se consideran moléculas efectoras claves en la
inmunidad contra microorganismos patdégenos. Son
péptidos cortos, usualmente menores de 10 kDa, y
algunos son codificados en el genoma, a diferencia
de otros antimicrobianos que se generan por accion
enzimética o resultan de metabolitos secundarios
(Shabiretal., 2018; Valero et al., 2020). En su mayoria,
son moléculas catidnicas, debido a su alto contenido
delisinayarginina,ademas de poseer una proporcion
de alrededor del 50% de aminoéacidos hidrofobicos.
Adoptan estructuras anfipaticas, lo que les confiere
propiedades para interaccionar con las membranas
celulares y pueden formar estructuras del tipo a héli-
ce u hoja [3 (Valero et al., 2020). Estan altamente con-
servados en la naturaleza y son producidos por todos
los animales complejos, insectos y plantas.

La expresion de PAMs en muchos peces es constitu-
tiva en tejidos como el rifion, la piel, las branquias y
el intestino. A nivel celular, los neutrdfilos, los mono-
citos, los macrofagos y las células B son importantes
productores de PAMs (Rieger & Barreda, 2011; Shabir
et al.,, 2018). Entre otras caracteristicas que podemos
destacar de los PAMs, tenemos que sintetizan hasta
cien veces mas rapido que una inmunoglobulina,
pueden almacenarse en forma de granulos dentro
de los fagocitos en altas concentraciones, estar dis-
ponibles para actuar rapidamente y liberarse cuando
las células son estimuladas al entrar en contacto con
patdgenos o patrones moleculares asociados a pato-
genos (PMAPs) (Guani-Guerra et al., 2010).

Los PAMsexhiben actividadesdeamplio espectroinvi-
troeinvivofrenteabacterias,hongos,virusyotrospaté-
genos (Chaturvedietal.,2020;Mookherjeeetal.,2020).
Asimismo, presentan multiples mecanismos de ac-
cidn tanto extra como intracelulares; entre ellos tene-
mos la interaccion con la membrana celular (figura 3),
la inhibicion de la sintesis proteica y de acidos nuclei-
cos, y la produccién de peréxido de hidrogeno (Li et
al.,2021; Valero et al., 2020; Yiet al., 2016).
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En peces teledsteos se han identificado unas diecinueve familias de
péptidos con actividades antimicrobianas y/o funciones inmunomodu-
ladoras, pertenecientes principalmente a las familias de las piscidinas,
defensinas, catelicidinas y hepcidinas (tabla 1). En 2018, nuestro gru-
po de investigacion identificd y caracterizd por primera vez péptidos
derivados de la interleucina 8 (IL-8) en salmdnidos con potencial de
actividad antimicrobiana (Santana et al., 2018), gracias a los anteceden-
tes descritos por Yount y Yeaman en 2004 (Yount et al., 2007; Yount &
Yeaman, 2004). Dicho hallazgo ha hecho atractivo el estudio de esta qui-
mioquina, ya que no solo tiene una funcién quimiotactica de las células
inmunitarias, sino que también una actividad antibacteriana frente a las
bacterias Gram negativas como Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri
(Sdenz-Martinez et al., 2021), entre otras.

P Figura 3: Péptidos antimicrobianos
derivados de peces, que muestran
un mecanismo de accion extracelu-
lar frente a bacterias. Fuente: genti-
leza de Salmokine (www.salmokine.
com) por Jorn Bethke.
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Tabla 1: Principales familias de péptidos antimicrobianos encontrados en salménidos.
Fuente: modificado de Biological role fish antimicrobial peptides. Tabla modificada en
base a Valero et al. (2020).

Especie de pez

Actividades

Péptidos
lineales
a-hélice

Piscidinas

Oplegnathus fasciatus (Rock bream),
Gadus morhua (Atlantic cod), Morone
chrysops Morone saxatilis (Hybrid
striped, bass), Morone saxatilis (Striped
bass), Chionodraco hamatus (Icefish),
Siniperca chuatsi (Mandarin fish),
Oreochromis niloticus (Nile tilapia),
Epinephelus coioides (Orange-spotted
grouper), Epinephelus malabaricus
(Greasy grouper).

Antibacteriana, anti-
fingicay causante de
necrosis.

Péptidos
derivados de
quimioquinas

Oncorhynchus mykiss (Rainbow trout),
Salmo salar (Atlantic salmon), Channa
striatus (Snakehead fish).

Antibacteriana.

Un puente
disulfuro

Cathelicidinas

Gadus morhua (Atlantic cod),
Plecoglossus altivelis (Ayu), Gadus
morhua (Atlantic cod), Salvelinus
alpinus (Artic charr), Salvelinus
fontinalis (Brook trout), Salmo trutta
(Brown trout), Thymallus thymallus
(Grayling), Salmo salar (Atlantic
salmon), Oncorhynchus mykiss
(Rainbow trout), Mysine glutinosa
(Atlantic hagfish).

Antibacteriana,
antifingico.

Defensinas

Oreochromis niloticus (Nile tilapia),
Siniperca chuatsi (Mandarin fish),
Oncorhynchus mykiss (Rainbow trout).

Antibacteriana, Antivi-
ral, quimiotaxis, inmu-
nomodulacién.

Mas de 3 puen-
tes disulfuro

Hepcidinas

Acatophagus argus (Spotted scat),
Gobicypris rarus (Rare minnow),

Sparus aurata (Gilthead seabream),
Oncorhynchus mykiss (Rainbow trout),
Paralichthys adspersus (Chilean
flounder), schizothorax richardsonii
(Snow trout), Boleophthalmus
pectinirostris (Mudskipper),
Trachidermus fasciatus (Roughskin
sculpin), Pagrus major (Red seabream),
Pelteobagrus fulvidraco (Yellow catfish),
Plecoglossus altivelis (Ayu), Salmo salar
(Atlantic salmon).

Antibacteriana fren-
te a Gram positivas y
negativas, antifingica,
antitumoral, antiviral,
inmunomodulacion,
regulacion de hierro.
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3.1. Péptidos efectores derivados de la IL-8 en
salmonidos

La interleucina 8 (IL-8) es una quimioquina pertene-
ciente a la familia CXC, producida por diversos tipos
de células, como macréfagos, neutréfilos y células
epiteliales, entre otras (Rebl et al., 2014). Ademas, la
IL-8 atrae e induce la liberacién de enzimas lisosoma-
les, principalmente en los neutrdfilos; desencadena
brotes respiratorios, aumenta la expresion de molé-
culas de adhesion en la superficie celulary es un re-
gulador clave de la respuesta inmunitaria que sirve
de puente entre la inmunidad innata y la adaptativa
(Alejo & Tafalla, 2011; Rebl et al., 2014).

Los estudios sobre la IL-8 humana han demostra-
do que el extremo C-terminal de esta quimioquina
comparte caracteristicas fisicoquimicas y estructura-
les similares con el péptido parecido a la cecropina
Hp(2-20) y los péptidos antimicrobianos de la cateli-
cidina LL-37. Esto demuestra que el extremo C-termi-
nal de la IL-8 presenta actividad antibacteriana contra
Escherichia coli y Streptococcus pyogenes (Bjorstad
et al., 2005; Yount et al. 2007). Ademas, mediante un
analisis bioinformatico, se determind que existe una
identidad estructural compartida entre los PAMs es-
tabilizados por puentes disulfuro y las quimiocinas.
Se identificd también la presencia de una firma es-
tructural comin denominada y-core (figura 4A), que
podria ser una herramienta molecular Util para pre-
decir péptidos y moléculas efectoras de la respuesta
inmune con potencial actividad antimicrobiana. Este
motivo puede constituir todo el péptido o puede es-
tar asociado a un dominio 3 (extremo N-terminal), a
un dominio a-hélice (extremo C-terminal) o estar in-
terpuesto entre ambos dominios, como es el caso de
la IL-8 (figura 4A) (Sdenz-Martinez et al., 2021; Yeaman
&Yount, 2007; Yount & Yeaman, 2004). Las evidencias

sobre quimioquinas con actividad antimicrobiana
directa han permitido clasificarlas como kinocidinas
(kino: quimiocinas; cidin: microbicida) por su capaci-
dad antimicrobiana en contextos biologicos especi-
ficos (Sdenz-Martinez et al., 2021; Yount et al., 2007).

En el caso delos peces teledsteos, solo se ha realizado
un estudio para evaluar la actividad antimicrobiana
de la IL-8. En el pez cabeza de serpiente Murrel
(Channa striatus), se evalud la actividad antimicrobiana
del extremo C-terminal de la IL-8, utilizando un péptido
sintético denominado WS12, que mostro actividad fren-
tea E. coliy Bacillus cereus (Sathyamoorthiet al., 2017).
Sobre la base de estos antecedentes analizamos las
secuencias de IL-8 de salmdn y trucha, en las que, a
través del analisis bioinformatico, demostramos que
hay unaregion de 17 residuos en el extremo C-terminal,
que tiene una estructura secundaria de a-hélice (figura
B), en quereside su actividad antimicrobiana, tal como
se observaen la figura 4C frente a Aeromonas salmoni-
cida. (Sdenz-Martinezetal.,2021; Santana et al. 2018).
Estos péptidos derivados del extremo C-terminal
de la IL-8 de O. mykiss y S. salar se denominaron
omllL-8ay sslL-8a, respectivamente.
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Figura 4: Secuencias, estructuras y mecanismo de accién de los péptidos derivados de la IL-8 de los
salmonidos. A) Alineacion de secuencias de IL-8 de trucha y salmén, que muestra un alto nivel de con-
servacion de aminoéacidos en el motivo y-core (cuadrado amarillo) y el dominio a-helicoidal. La estruc-
tura secundaria de estos péptidos se evalu¢ a través de dicroismo circular (CD), que se muestra en B)
para el péptido de trucha, omlL-8ay C) para el péptido de salmdn, sslL-8a. La estructura 3D de omlL-8a
y ssIL-8a se muestra junto a cada CD. D) Micrografias SEM sin péptido (control, izquierda) tratadas con
omlL-8a (centro) y sslL-8a (derecha), que muestran la localizacion e integridad de la membrana de A.
salmonicida. El marco segmentado indica un zoom de bacterias representativas. Fuente: A), B) y C) ela-
boracion propia publicada en Santana et al., 2018; D) elaboracion propia inédita.
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3.2. Péptidos derivados de IL-8 de salmdnidos con
potencial aplicacion en la industria del salmén

Los péptidos antimicrobianos poseen un gran po-
tencial para ser aplicados en forma sinérgica como
antibidticos naturales, como adyuvantes en vacunas,
en el desarrollo de vacunasinactivadas, entre otros. Lo
anterior,dado que no solo eliminan microorganismos
patdgenos, sino que también se inducen en respuesta
PMAPs, ademas de cumplir funciones fisioldgicas en
la inflamacion, angiogénesis y curacion de heridas, y
de poseer funciones inmunomoduladoras (Lazzaro et
al., 2020; Valero et al., 2020). Las quimioquinas parti-
cipan en la comunicacion celular dentro de un con-
texto inmunoldgico y son inducibles ante la presencia
de PMAPs, al igual que los péptidos antimicrobianos,
por lo que pueden ser utilizados como biomarcado-
res de susceptibilidad y resistencia a enfermedades
(Abdelkhalek et al., 2009; Alejo & Tafalla, 2011).

Finalmente, la actividad antimicrobiana de los pép-
tidos requiere ser evaluada en contextos biolégicos
especificos, como en matrices de sangre, dado que
pueden contener componentes que potencian la
actividad antimicrobiana de péptidos contra paté-
genos blanco o pueden tener accién sinérgica con
otros péptidos antimicrobianos, resultando en la
amplificacién de la muerte del patégeno (Lazzaro et
al., 2020; Yount et al., 2011). El comprender la funcién
de los péptidos en su contexto bioldgico es relevante
para poder aplicar estas moléculas en la salmonicul-
tura, lo cual alin requiere ser investigado.



Una mirada a los péptidos y su potencial aplicacion en acuicultura de peces

Referencias

Albericio, F. (2000). Orthogonal protecting groups for Na -amino
and Abdelkhalek, N., Komiya, A., Kato-Unoki, Y., Somamoto,
T. & Nakao, M. (2009). Molecular evidence for the existence of
two distinct IL-8 lineages of teleost CXC-chemokines. Fish &
Shellfish Immunology, 27(6), 763-767.
https://doi.org/10.1016/].fsi.2009.08.004

Alejo, A. & Tafalla, C. (2011). Chemokines in teleost fish species.
Developmental and Comparative Immunology, 35(12), 1215-
1222. https://doi.org/10.1016/j.dci.2011.03.011

Bjorstad, A, Fu, H., Karlsson, A., Dahlgren, C. & Bylund, J. (2005).
Interleukin-8-derived peptide has antibacterial activity.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 49(9), 3889-3895.
https://doi.org/10.1128/AAC.49.9.3889-3895.2005

Chaturvedi, P, Bhat, R. & Pande, A. (2020). Antimicrobial peptides
of fish: innocuous alternatives to antibiotics. Reviews in
Aquaculture, 12(1), 85-106. https://doi.org/10.1111/raq.12306

Guani-Guerra, E., Santos-Mendoza, T., Lugo-Reyes, S. & Teran,
L. M. (2010). Antimicrobial peptides: General overview and
clinical implications in human health and disease. Clinical
Immunology, 135(1), 1-11.
https://doi.org/10.1016/J.CLIM.2009.12.004

Lazzaro, B., Zasloff, M. & Rolff, J. (2020). Antimicrobial peptides:
Application informed by evolution. Science, 368.
https://doi.org/10.1126/science.aau5480

Li, S., Wang, Y., Xue, Z,, Jia, Y, Li, R, He, C. & Chen, H. (2021).
The structure-mechanism relationship and mode of actions
of antimicrobial peptides: A review. Trends in Food Science
& Technology, 109, 103-115.
https://doi.org/10.1016/JTIFS.2021.01.005

Mookherjee, N., Anderson, M., Haagsman, H. & Davidson, D.
(2020). Antimicrobial host defence peptides: functions and
clinical potential. Nature Reviews Drug Discovery, 19(5), 311-
332. https://doi.org/10.1038/s41573-019-0058-8

Rebl, A., Rebl, H., Korytéf, T,, Goldammer, T. & Seyfert, H. (2014).
The proximal promoter of a novel interleukin-8-encoding gene
in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is strongly induced by
CEBPA, but not NF-kB p65. Developmental and Comparative
Immunology, 46(2), 155-164.
https://doi.org/10.1016/j.dci.2014.03.024

Rieger, A. & Barreda, D. (2011). Antimicrobial mechanisms of
fish leukocytes. Developmental & Comparative Immunology,
35(12), 1238-1245. https://doi.org/10.1016/J.DCI.2011.03.009

Séenz-Martinez, D., Santana, P., Ardstica, M., Forero, J., Guzman,
F. & Mercado, L. (2021). Immunodetection of rainbow trout
IL-8 cleaved-peptide: Tissue bioavailability and potential
antibacterial activity in a bacterial infection context.
Developmental & Comparative Immunology, 124.
https://doi.org/10.1016/j.dci.2021.104182

Santana, P, Salinas, N., Alvarez, C., Mercado, L. & Guzman, F. (2018).
Alpha-helical domain from IL-8 of salmonids: Mechanism of
action and identification of a novel antimicrobial function.
Biochemical and Biophysical Research Communications,
498(4), 803-809. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2018.03.061

Sathyamoorthi, A., Bhatt, P, Ravichandran, G., Kumaresan, V.,
Arasu, M., Al-Dhabi, N. & Arockiaraj, J. (2017). Gene expression
and in silico analysis of snakehead murrel interleukin 8 and
antimicrobial activity of C-terminal derived peptide WS12.
Veterinary Immunology and Immunopathology, 190, 1-9.
https://doi.org/10.1016/j.vetimm.2017.06.008

Shabir, U,, Ali, S., Magray, A, Ganai, B., Firdous, P, Hassan, T.
& Nazir, R. (2018). Fish antimicrobial peptides (AMP’s) as
essential and promising molecular therapeutic agents: A
review. Microbial Pathogenesis, 114, 50-56.
https://doi.org/10.1016/J.MICPATH.2017.11.039

Valero, Y., Saraiva-Fraga, M., Costas, B. & Guardiola, F. (2020).
Antimicrobial peptides from fish: beyond the fight against
pathogens. Reviews in Aquaculture, 12(1), 224-253).
https://doi.org/10.1111/raq.12314

Yeaman, M. & Yount, N. (2007). Unifying themes in host defence
effector polypeptides. Nature Reviews Microbiology, 5(9), 727-
740. https://doi.org/10.1038/nrmicrol1744

Yi, L, Dang, J., Zhang, L., Wu, Y., Liu, B. & LU, X. (2016). Purification,
characterization and bactericidal mechanism of a broad
spectrum bacteriocin with antimicrobial activity against
multidrug-resistant  strains  produced by Lactobacillus
coryniformis XN8. Food Control, 67, 53-62.
https://doi.org/10.1016/J.FOODCONT.2016.02.008

Yount, N., Cohen, S., Kupferwasser, D., Waring, A., Ruchala, P,
Sharma, S., Wasserman, K., Jung, C. & Yeaman, M. (2011).
Context mediates antimicrobial efficacy of kinocidin congener
peptide RP-1. PLoS ONE, 6(11).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0026727

Yount, N., Waring, A., Gank, K., Welch, W., Kupferwasser, D. &
Yeaman, M. (2007). Structural correlates of antimicrobial
efficacy in IL-8 and related human kinocidins. Biochimica et
Biophysica Acta - Biomembranes, 1768(3), 598-608.
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2006.11.011

Yount, N. & Yeaman, M. (2004). Multidimensional signatures in
antimicrobial peptides. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, 101(19), 7363-7368.
https://doi.org/10.1073/pnas.0401567101

19



20

4. FUNCION INMUNOLOGICA DE PEPTIDOS EN

PECES

——————————————————————————————

Luis Mercado Vianco, doctor en Bioquimica y Biologia Molecular, Labora-
torio de genética e inmunologia molecular, Instituto de Biologia, Pontifi-
cia Universidad Catélica de Valparaiso, Valparaiso, Chile.

En los Ultimos veinte afios se ha descubierto que
diferentes moléculas inicialmente caracterizadas
como AMPs, poseen ademads importantes funciones
inmunomoduladoras, lo que ha derivado en llamar-
las péptidos de defensa del huésped o HDPs, por su
sigla en inglés (host defence peptides) (Hancock et
al., 2016). En vertebrados superiores, se ha descrito
la capacidad de los HDPs para unirse a receptores
de superficie celular, purinérgicos y de quimioqui-
nas, o atravesar la membrana plasmatica y unirse a
receptores citosélicos. La puesta en marcha de vias
de sefializacién logra activar diferentes reguladores
transcripcionales, los cuales se trasladan al nucleo
celular y permiten la expresién de genes asociados
al reclutamiento de célulasinmunes, la regulacion de
la inflamacion, la estimulacién de la presentacion de
antigenos o la cicatrizacién, entre otros procesos in-
munoldgicos (Martell et al., 2021).

Revisando la diversidad de efectos que producen los
HDPs como inmunomoduladores se descubrié que
pueden actuar como proinflamatorios/prooxidantes,
pero también como antiinflamatorios/antioxidantes,
es decir, favorecen fenotipos celulares de inmunidad
innata M1 o M2, y de inmunidad adaptativa tipo Thl
0 Th2 (Yamaguchi et al., 2015). En los Ultimos afos
se ha logrado demostrar que las respuestas inmunes
equilibradas tipo 1y tipo 2 logran una mayor eficacia
en la defensa contra patégenos. Respuestas inmunes
polarizadas de tipo 1 pueden producir inflamacién y
un ambiente prooxidativo que es dafiino para el orga-
nismo. Por el contrario, respuestas de tipo 2, como la
activacion de macrofagos M2, favorecen un ambiente
antioxidante, reparador tisulary de cicatrizacién.

Existen pocos estudios respecto de la funcion de
HDPs en vertebrados inferiores y particularmente en
peces. No obstante, si se conoce una cantidad impor-
tante de péptidos antimicrobianos en peces y parti-
cularmente en teledsteos, destacando entre estos a
catelicidinas, hepcidina, piscidinas y beta-defensinas
(Masso-Silva & Diamond, 2014; Ma et al., 2020). Kat-
zenback (2015) describe en un interesante articulo
diversos AMPs como mediadores de la inmunidad in-
nata en teléosteos. Se describe la funcion de algunas
beta-defensinas como reguladores proinflamatorios,
induciendo elincremento de IL-1By TNF-a, y también
su capacidad inductora de interferén de tipo I, en li-
neas celulares de trucha arcoiris.

Miembros de la familia de las piscidinas, por su par-
te, son capaces de inducir la expresion de moléculas
como IIL-1f y cox-1 en la linea celular monocito/ma-
créfago RTS11 de trucha arcoiris, mientras que en pe-
ces cebra tratados con epinecidina-1 induce la expre-
sion de citoquinas como IL-10 e IL-15; la primera de
ellas es antiinflamatoria y la segunda esta asociada a
lainmunidad detipo Th2, menos caracterizada en pe-
ces. Esinteresante que la modulacion en la expresion
de genes asociados a la respuesta inmune evaluada
en el pez es mas completa que cuando se estudia en
linea celulares. Existen muy pocos estudios que com-
paren esto; uno interesante es la modulacién de la
inmunidad intestinal por el betaglucano zimosan de
Saccharomyces cerevisiae, el cual induce la expresién
de catelicidinas, y estas regulan los niveles de IL-1, lo
que fue demostrado tanto in vitro en la linea celular
RT-gut como in vivo con peces trucha arcoiris alimen-
tados con suplemento de betaglucano (Schmittet al.,
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2015). Desconocemos el rol que ejerce IL-1B a nivel
intestinaly su relacion con la microbiota del pez, pero
si sabemos que esta citoquina se almacena en célu-
las Goblet, lo que nos indica su relacion con el de-
sarrollo armdnico de la mucosa intestinal, favorecido
por el uso del inmunoestimulante en la dieta.

Otros estudios realizados por nuestro grupo con hep-
cidina han logrado demostrar tanto su capacidad an-
tibacteriana como inmunomoduladora. La hepcidina
detruchaarcoirisinhibe el crecimiento de P salmonis,
pero ademas es capaz de ingresar al interior del pato-
geno (Alvarez et al., 2014). Esta misma habilidad po-
dria ayudar a sus funciones como HDP, donde hemos
podido demostrar su capacidad para disminuir la
mortalidad en lubinas desafiadas con V. angillarum.
Cuando estos peces fueron tratados con hepcidi-
na sintética via intraperitoneal, el HDP fue capaz de
distribuirse, alcanzando los principales 6rganos in-
munes centrales del pez, como rifién anterior y bazo
(Alvarez et al., 2016). Es interesante que la hepcidina
indujo la expresion de genes proinflamatorios y anti-
inflamatorios, tanto en el bazo como en el rifidn ante-

[1 SRS -
B SRS +
_Catelicidina u __| *
RifoN
cefalico
Hepcidina -:I_| | *
— [
_Catelicidina |-_|__| *
Bazo
| Hepcidina — J *

rior de las lubinas. Puede entonces observarse que, in
vivo, en respuesta a un HDP se produce un efecto en
elincremento simultaneo de transcritos relacionados
con moléculas de funcion antagdnica, como lo son
IL-1B/TNF-q, respecto de IL-10. Esto favorece tanto el
desarrollo de procesos de defensa via macrofagos M1
como de cicatrizacién via macrofagos M2.

Las funciones inmunolégicas de los péptidos anti-
microbianos en peces también podrian incluir efec-
tos propios de los HDPs. Para poder demostrarlo es
apropiado poseer datos que correspondan a apro-
ximaciones in vivo. Recientemente, hemos realizado
estudios en salmones del Atlantico, mantenidos en
centros de cultivo en el mar. Cuando los peces estan
infectados con P. salmonis incrementan significativa-
mente la expresién de HDPs en dos érganos inmunes
centrales, el bazo y el rifion anterior (figura 5).

Figura 5: Salmones del Atlantico
cultivados en mar diagnosticados
con septicemia rickettsial salmo-
nidea (SRS*) y peces no infectados
(SRS). SRS* expresan niveles signi-
ficativos de catelicidina y hepcidina
enrifidn anteriory bazo. Fuente: ela-
boracion propia.
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En ambos 6rganos la expresion tanto de hepcidina como de catelicidina
es significativa en los peces SRS*, siendo muy probable que estas mo-
léculas funcionen como HDPs, modulando la respuesta inmune contra
el patogeno. Este tipo de muestras biologicas tomadas en campo po-
seen la ventaja de informar qué esta sucediendo con los animales que,
habiendo sido naturalmente infectados por un patdgeno, estan respon-
diendo inmunolégicamente. Cuando revisamos la expresion de otros
genes en los mismos 6rganos donde se estan expresando estos HDPs,
se puede intentar comprender qué esta sucediendo a nivel de la modu-
lacion inmunoldgica. En los 6rganos donde la expresion de hepcidina'y
catelicidina es significativa, coincide con la expresién de moléculas aso-

ciadas a los fenotipos M1y M2 de macroéfagos (figura 6).

Figura 6: Perfil de expresion de ge-
nes asociados al fenotipo M1y M2
de macrdfagos en rifion anterior
y bazo de salmones (S. salar) con
septicemia rickettsial salmonidea
(SRSY). Fuente: elaboracién propia.

En el rifdn anterior la expresion significativa de TNF-a e IFN-y favorece-
rian un fenotipo M1, no obstante, no existe una expresion significativa de
iNOS, lo que podria indicar que no se esta favoreciendo la presencia de
macréfagos proinflamatorios y destructivos. Mientras que en el mismo
6rgano también es significativa la expresion de TGF- e IL-10, lo que po-
dria favorecer un fenotipo M2; esto involucra un ambiente antioxidante
y antiinflamatorio, probablemente cicatrizante en los peces SRS*. En el
bazo la expresion significativa de IFN-y, TGF- e IL-10 podria indicar que
sefavorece un fenotipo de macréfagos M2. En ambos casos, tanto para el
fenotipo M1 como M2, la expresidon de genes asociados a estos coincide
con la expresion de hepcidina y catelicidina, y por lo tanto no se puede
demostrar causalidad, pero si una correlacion en la expresion de estas
moléculas, las cuales podrian ser susceptibles al efecto de los HDPs que
son inmunomoduladores.



Pro-inflamatorio
Pro-oxidante

?
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MEN-y Hepcidina
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Tal como se comento previamente, los AMPs actuan-
do como HDPs pueden participar a diferentes niveles
moleculares en la regulacion de la expresion de mo-
léculas asociadas a la inmunidad de tipo 1 o tipo 2.
Esto también se ha observado en peces teledsteos,
que son los vertebrados ancestrales de la inmuni-
dad, desde donde se prevé qué componentes celu-
lares y moleculares de la inmunidad innata debieron
alinearse con las nuevas funciones de la inmunidad
adaptativa (Yamaguchi et al, 2015). Los patrones
moleculares asociados a microorganismos (MAMPs),
patogenos (PAMPs) o dafio (DAMPs) son capaces de
estimular la producciéon de diferentes citoquinas y
efectores antimicrobianos en peces (figura 7). Dentro
de estos Ultimos estan los péptidos antimicrobianos
como hepcidina y catelicidina, los cuales pueden ac-
tuarcomoinmunomoduladores, constituyendo HDPs
en peces. Las funciones en que participan permiten
un equilibrio en la polarizacién, favoreciendo la pre-

Anti-inflamatorio
Anti-oxidante

Figura 7: Esquema que muestra el
fenotipo M1y M2, como principales
tipos celulares representantes de
macréfagos polarizados con funcio-
nes proinflamatorias/prooxidantes
(iNOS") o antiinflamatorio/antioxi-
dante (arginasa+). Fuente: elabora-
cién propia.

Arginasa+

sencia tanto de macrofagos destructivos (M1) como
reparadores y cicatrizantes (M2). Nuevas evidencias
podrian explicar si los peces que efectivamente so-
breviven al ataque de patégenos mas agresivos lo lo-
gran desarrollando fenotipos inmunes tolerogénicos,
en los cuales los HDPs podrian ser protagdnicos.
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5. ESTRES OXIDATIVO Y PEPTIDOS
ANTIOXIDANTES
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El oxigeno (02) corresponde a una quinta parte del
aire atmosférico terrestre, por lo que es imprescindible
para la vida de caracteristicas aerobias. De manera
paraddjica, producto del metabolismo de esta molé-
cula se generan especies reactivas de oxigeno (ROS),
las cuales son un riesgo latente para la integridad de
las biomoléculas que forman parte —tanto estructural
como funcional— de las células.

Por definicion, las ROS corresponden a una serie de
especies quimicas formadas durante el metabolismo
del O2, el cual sufre reducciones univalentesy seriadas,
mediadas por procesos bioquimicos. La reduccion del
02, 0 ganancia de un electrén, comienza con la gene-
racion de anion radical superdxido (02-7), seguida por
la formacion de perdxido de hidrégeno (H202), luego
con la formacién de radical hidroxilo (HO-) y finalmente
con laformacion de agua (H20) (figura 8) (Daustréaux &
Toledano, 2007; Kalyanaraman, 2013; Mailloux, 2015).

Todas estas especies reactivas son generadas de forma
normal en el organismo y en bajas concentraciones
cumplen funciones claves durante el metabolismo
celular, vias de transduccién de sefiales especificas y
mecanismos de control de microorganismos patogenos
(Holmstrom & Finkel, 2014). A esta generacién normal de
ROS se le denomina fuentes endégenas, entre las cuales
se encuentran algunos organelos como la mitocon-
dria, el peroxisomayy el lisosoma, ademés de enzimas
oxido-reductasas como NADPH oxidasa, Oxido nitrico
sintasa, xantina oxidorreductasa, entre otras (Valko
et al., 2006). Sumada a esta fuente, existen factores
extracelulares que pueden exacerbar la produccion
enddgena de ROS, conocidas como fuentes exdgenas,
entre las cuales se encuentran la exposicion a metales
pesados, radiacién ionizante, radiacion ultravioleta,
pesticidas, consumo de tabaco, alcohol y drogas, etc.
(figura 9) (Kalyanaraman, 2013; Valko et al., 2006).

¥0:0>'0:0: 2> H:0:0:H <" 0:H-H:0:H

Figura 8: Reduccién secuencial univalente del oxigeno. Elaboracién propia en base a Mailloux (2015).
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Figura 9: Algunas de las mas importantes fuentes enddgenas y exdgenas de generacion de ROS.
Fuente: elaboracion propia en base a Holmstrom & Finkel (2014).

Enrespuesta a elloy para evitar el dafio a biomoléculas
—también conocido como dafio oxidativo— existe un
importante control intracelulary extracelular por parte
de las defensas antioxidantes enddgenas (enzimas
como superdxido dismutasa, catalasa, el complejo glu-
tation, entre otras) y exdgenas (elementos incorporados
via dieta, como fenoles, dcidos grasos polinsaturados,
entre otros), con la finalidad de mantener las ROS en
niveles basales (Dautréaux & Toledano, 2007). A pesar
del elevado control, muchas veces el equilibrio entre
la produccién de ROS vy la actividad antioxidante se
pierde, generando un evento celular denominado estrés

oxidativo o desbalance redox, el cual es responsable
tanto de la génesis como de la progresion de numerosas
patologias (Halliwell, 2008; Sosa et al,, 2013). Con la idea
de prevenir este desbalance, en el mundo cientifico ha
aumentado significativamente el estudio vinculado a
la busqueda de antioxidantes de origen natural; es el
caso de los péptidos antioxidantes.

Un péptido antioxidante corresponde a una secuencia
corta de aminoéacidos (2-20 aminodcidos) que posea
la capacidad de eliminar o reducir el riesgo bioldgico
generado por la produccion de ROS (Abuine et al,, 2019).
En este contexto, la cisteina (Cys o C) ha demostrado
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un alto potencial antioxidante, debido a la presencia
del grupo tiol (SH) en su estructura, el cual, al oxidarse
con una ROS, puede formar puentes disulfuro (S-S)
con otro aminoéacido de Cysy asi disminuir el riesgo de
oxidacion de biomoléculas como lipidos de membrana,
proteinas estructurales/sefial y ADN (McBean, 2017). En
numerosos trabajos cientificos se ha descrito que los

organismos marinos —tales como los peces— son una
fuente rica de péptidos antioxidantes, los cuales son
capaces de apagar o secuestrar radicales libres colo-
reados y estables (DPPH, HO. y ABTS, radicales libres
que corresponden a ROS) utilizados para la evaluacion
de la capacidad antioxidante total, como se muestra
en latabla 2 (Abuine et al, 2019).

Tabla 2. Actividad antioxidante de péptidos purificados desde la piel de diferentes
especies de peces. Fuente: elaboracion propia en base a Abuine et al. (2019).
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Este creciente nicho investigativo nos ha incentivado
a poner nuestro foco en la busqueda de péptidos de
peces que sirvan para solucionar problematicas vin-
culadas a la industria salmonera. En este contexto, la
alta mortalidad de peces pesquisada diariamente en
las salmoneras —asociada a agentes patogenosy a
la sobrepoblacién— esta estrechamente vinculada a
eventos de estrés oxidativo y la débil respuesta oxidativa
del sistemainmune de los salmodnidos. Sumado a esto,
se ha descrito que una de las formas de ingreso de los
péptidos denominados penetrantes hacia el espacio
intracelular, estd mediado por procesos de redox (pro-
cesos de oxido/reduccion), los cuales pueden potenciar
la respuesta de algunos modelos celulares, como es
el caso de los macréfagos, que sufren una preestimu-
lacion para enfrentar de mejor manera la fagocitosis
y el consecuente burst oxidativo (Wang et al., 2021).

Con esta informacion en mente, nos planteamos rea-
lizar un estudio in vitro (en las lineas celulares SHK-1y
RTS-11) vinculado a un péptido derivado de interleu-
quina 8 de salménidos (omlIL-8a), el cual —de acuer-
do con una recopilacion bibliogréfica y a la obten-
cion de resultados preliminares por parte de nuestro
grupo de investigacion— posee potencial bioactivo
(Santana et al., 2018; Sdenz-Martinez et al., 2021). Lo
gue buscamos comprender con los resultados de esta
investigacion son los mecanismos de ingreso de este
péptido al espacio intracelular, su potencial actividad
antioxidantey los posibles efectos sobre los parametros
redox en las lineas celulares anteriormente menciona-
das (figura 10). Dicha investigacion se encuentra en
desarrollo y nos permitira visualizar de mejor manera
los mecanismos de accion y proyectar los potenciales
usos de este péptido en un modelo in vivo.

Figura 10: Ciclo resumido de investigacion, realizado para la bisqueda y aplicacién de péptidos an-

tioxidantes de salménidos. Fuente: elaboracién propia.



Una mirada a los péptidos y su potencial aplicacion en acuicultura de peces

Referencias

Abuine, R., Rathnayake, A. & Byun, H. (2019). Biological activity
of peptides purified from fish skin hydrolysates. Fisheries and
Aquatic Sciences, 22(10), 1-14.
https://doi.org/10.1186/s41240-019-0125-4

Dautréaux, B. & Toledano, M. (2007). ROS as signalling molecules:
mechanisms that generate specificity in ROS homeostasis.
Nature Reviews, 8, 813-824. https://doi.org/10.1038/nrm2256

Halliwell, B. (2008). Are polyphenols antioxidants or pro-oxidants?
What do we learn from cell culture and in vivo studies?
Archives of Biochemistry and Biophysics, 476(2), 107-112.
https://doi.org/10.1016/j.abb.2008.01.028

Holmstrom, K. & Finkel, T. (2014). Cellular mechanisms and
physiological consequences of REDOX-dependent signalling.
Nature Reviews, 15,411-421.
https://doi.org/10.1038/nrm3801

Kalyanaraman, B. (2013). Teaching the basics of REDOX biology
to medical and graduate students: Oxidants, antioxidants
and disease mechanisms. REDOX Biology, 1(1), 244-257.
https://doi.org/10.1016/j.redox.2013.01.014

Mailloux, R. (2015). Teaching the fundamentals of electron transfer
reactions in mitochondria and the production and detection
of reactive oxygen species. REDOX Biology, 4, 381-398.
https://doi.org/10.1016/j.redox.2015.02.001

McBean, G. (2017). Cysteine, Glutathione, and Thiol Redox
Balance in Astrocytes. Antioxidants, 6(3), 1-13.
https://doi.org/10.3390/antiox6030062

Sdenz-Martinez, D., Santana, P., Arostica, M., Forero, J., Guzman,
F. & Mercado, L. (2021). Immunodetection of rainbow trout
IL-8 cleaved-peptide: Tissue bioavailability and potential
antibacterial activity in a bacterial. Developmental &
Comparative Immunology, 124.
https://doi.org/10.1016/j.dci.2021.104182

Santana, P, Salinas, N., Alvarez, C., Mercado, L. & Guzman, F. (2018).
Alpha-helical domain from IL-8 of salmonids: Mechanism of
action and identification of a novel antimicrobial function.
Biochemical and Biophysical Research Communications,
498(4), 803-809. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2018.03.061

Sosa, V., Moling, T, Somoza, R., Paciucci, R., Kondoh, H. &
LLeonart, M. (2013). Oxidative stress and cancer: an overview.
Ageing Research Reviews, 12(1), 376-390.
https://doi.org/10.1016/j.arr.2012.10.004

Valko, M., Rhodes, C., Moncol, J., Izakovic, M. & Mazur, M. (2006).
Free radicals, metal and antioxidants in oxidative stress-
induced cancer. Chemico-Biological Interactions, 160(1), 1-40.
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2005.12.009

Wang, T.-Y. & Pellois, J.-P. (2016). Peptide translocation through
the plasma membrane of human cells: Can oxidative stress be
exploited to gain better intracellular access? Communicative &
Integrative Biology, 9(4).
https://doi.org/10.1080/19420889.2016.1205771

29



30
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En los peces, aligual que en los vertebrados superiores,
los péptidos desempefian diferentes funciones vitales
para su desarrollo. Algunas de ellas han sido mencio-
nadas en capitulos anteriores del presente libro, tales
como su funcién en la defensa frente a patégenos. Sin
embargo, también son capaces de alterar el metabolis-
mo del pez, regular su comportamiento reproductivo,
controlar la ingesta de alimento, entre otras funciones
vitales. En este capitulo se intentara resumir algunas de
las funciones que realizan estas pequefias moléculas
en el sistema endocrino de peces, detallando algunos
ejemplos de aplicaciones destacadas en este campo.

6.1. Hormonas peptidicas y desarrollo reproduc-
tivo de peces

Los péptidos ejercen diferentes funciones en los peces,
debido a que pueden funcionar como hormonas. De
esta manera, participan en diferentes rutas que con-
trolan procesos fisiolégicos claves en estos animales;
uno de ellos es controlar su reproduccién. En los afios
setenta era alin desconocido, porque los planteles de
reproductores de especies de interés comercial no eran
capaces de lograr una maduracion sexual exitosa en
condiciones de cautiverio. En especial, las hembras no
lograban generar ovocitos maduros y desovar. Fue asi
que el foco de las investigaciones en la biologia repro-
ductiva de peces se oriento6 hacia la identificacion de
componentes claves del eje hipotalamo-pituitario-go-
nadal (HPG), ruta encargada de controlar la maduracion
gonadal (figura 11) (Mufioz-Cueto et al., 2020).

La hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH por
su abreviacién en inglés) es quizas el péptido hormo-
nal mas conocido en la industria acuicola. GnRH se

encuentra constituida por diez aminoacidos y es uno
de los principales reguladores de la ruta mencionada.
Su aplicacion exdgena es utilizada para mejorar la ovu-
lacion y desoves en diferentes especies de peces. Sin
embargo, su efecto bioldgico ocurre en un breve periodo
de tiempo, ya que enzimas presentes en los propios
animales (endopeptidasas) son capaces de degradarla
en fragmentos inactivos (Zohar & Mylonas, 2001).

Con el avance de la sintesis de péptidos se ha logrado
generar analogos sintéticos de GnRH, los cuales resisten
la accién enzimatica de endopeptidasas, aumentando la
vida media de estos compuestos sin afectar su funcién
biologica, permitiendo ademas disminuir la dosis que
se debe aplicar al plantel de reproductores (Kimet al.,
2020; Valdebenito, 2008). Es importante mencionar
que para algunas especies de peces una sola inyec-
cién de andlogos GnRH asegura desoves importantes.
Sin embargo, para peces marinos como la dorada 'y
lubina europea, se requirieren multiples inyecciones
de GnRH para inducir el mismo efecto (Zohar, 2021).
Las repetidas inyecciones y la manipulacién —que a
menudo provocaba la muerte— obligaron a desarro-
[lar sistemas de liberacion controlada, tales como el
uso de implantes hormonales (Fakriadis et al., 2020).
Esto Ultimo es un aspecto importante que debe ser
considerado para las nuevas especies incluidas en
los programas de diversificacion acuicola de Chile. En
este punto la academia y la industria deben trabajar
en conjunto para lograr buenos resultados.
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Sin duda el éxito de péptidos sintéticos de GnRH abrio las puertas para
explorar otras moléculas similares que modulan el sistema reproductivo
de peces. En particular, el descubrimiento de los neuropéptidos kisspep-
tinas o las secretoneurinas ofrecen nuevas oportunidades para desarro-
llar aplicaciones biotecnoldgicas basadas en péptidos para controlar el
ciclo reproductivo de especies de interés (Mitchell et al., 2020; Ohga et
al., 2018). Es asi como nuestro grupo Fisiologia y Genética Marina ha ini-
ciado la caracterizacion de estas moléculas en especies como la corvina
chilena (Cilus gilberti) y la palometa (Seriola lalandi).

Péptidos controlando eje HPI
Péptidos controlando eje C-I
Péptidos controlando eje HPG

Estresor

Génadas”

Hipotalamo
Hipofisis

v

N
@ lT Desoves

Figura 11: Participacion de péptidos en respuestas fisiologicas de peces. Se indica la participacion de
péptidos en los ejes hipotalamo-pituitario-gonadal (HPG), eje cerebro-intestino (C-I) e hipotaldmico-pi-
tuitario-interrenal (HPI), controlando la ingesta y reproduccion, los cuales pueden verse afectados por
situacion de estrés. Fuente: elaboracion propia en base a Volkoff et al. (2020).
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6.2. Péptidos controladores de la ingesta

En todos los organismos, la energia para su sobrevi-
vencia se obtiene mediante la absorcion de nutrien-
tes desde la ingesta de alimentos. En la acuicultura
de peces, el costo asociado a la alimentacion puede
alcanzar hasta un 60% del presupuesto total de pro-
duccidn (Luna et al., 2019). Por lo tanto, minimizar las
pérdidas asociadas al consumo de alimento es un
aspecto relevante para el éxito de los cultivos de es-
pecies de interés acuicola.

El centro de control de la alimentacién de los peces,
al igual que en los mamiferos, se encuentra en el hi-
potalamo (figura 11). En esta area confluyen sefiales
periféricas relacionadas con el contenido gastroin-
testinal, sefiales asociadas al contenido de reservas
energéticas (metabolismo de lipidos, carbohidratos y
proteinas) y aquellas asociadas a la informacién sen-
sorial (sefiales en el entorno) (Bernier & Craig, 2005).
Esas sefiales que activan la sensacion de apetito o
promueven una sensacion de saciedad son los neu-
ropéptidos (el término “neuro” hace mencién a que
son péptidos que fueron identificados inicialmente a
nivel cerebral, aun cuando pueden ser producidos en
otros tejidos del pez). Para facilitar la comprensién en
la forma en la que participan estos péptidos, pode-
mos identificar a aquellos que poseen propiedades
del tipo orexigénico, es decir, promueven la sensa-
cion de apetito; mientras que nos referiremos como
neuropéptidos anorexigénicos a aquellos que inhi-
ben el apetito en peces.

Uno de los principales neuropéptidos orexigénicos es
el neuropéptido Y (NPY), el cual ha sido descrito en
diferentes especies de peces, actuando directamente
en el hipotalamo. Suinyeccién intraperitoneal o intra-
cerebro-ventricular aumenta la cantidad de alimento
ingerido en diferentes especies de peces, entre ellos:
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), bagre (Icta-
lurus punctatus) o tilapia (Oreochromis mossambicus)
(Aldegunde & Mancebo, 2006; Carpio et al., 2007; Rgn-
nestad et al., 2017; Silverstein & Plisetskaya, 2000). Es-
tas moléculas actlian de forma sinérgica junto a otros
péptidos de caracteristicas similares. Por ejemplo,

algunos autores describen que el NPY requiere la pre-
sencia de otros neuropéptidos, como las orexinas A
y B, y la galanina para producir efectos orexigénicos
(Volkoff et al. 2005).

Los responsables de transmitir las sefiales periféricas
hacia el cerebro son los neuropéptidos producidos
en el tejido gastrointestinal. Uno de ellos es el pép-
tido orexigénico grelina, cuya aplicacion intraperito-
neal induce una rapida respuesta en los peces, que
aumenta el consumo de alimento (Tinoco et al,
2014). Un estudio reciente realizado por nuestro gru-
po demostré que una dosis de 100 ug péptido/Kg pez
es capaz de incrementar en un 30% el consumo de
alimento en corvina chilena (figura 12). Por otro lado,
los neuropéptidos colecistoquinina (CCK) y el pépti-
do intestinal vasoactivo (VIP) realizarian el efecto con-
trario (Velasco et al., 2019).

Los péptidos presentes en el sistema digestivo de
peces no solo actlian como sefializadores, sino que
también participan directamente en el control del
procesamiento de la comida. Algunas de las funcio-
nes descritas para este tipo de moléculas son: regular
la secrecion de acido en el estbmago, promover o in-
hibir la absorcién de nutrientes en el lumen intestinal
o estimular la secrecion de enzimas digestivas (Ran-
nestad et al,, 2017). Por lo tanto, son componentes
que desempefian funciones claves en la sefializacién
y control del eje cerebro-intestino (C-I). De esta mane-
ra, el estudio funcional de estos compuestos ofrece
un abanico de oportunidades para desarrollar aplica-
ciones biotecnolodgicas en el campo de la alimenta-
cion animal.
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Figura 12: Ffecto de péptidos gas-
trointestinales en el consumo de
alimento de corvinas juveniles.
Consumo de alimento expresado
en porcentaje de alimento consu-
mido respecto al control. En azul
se muestra el efecto de inyeccion

* intraperitoneal de péptido sintético

de grelina y en rojo el de CCK. (n=8,

p>0.05). Fuente: Alvarez et al. (en re-
vision).
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6.3. Péptidosinvolucrados en la activacion de rutas
de estrés

Cuando los peces son mantenidos en cautiverio, las
condiciones de confinamiento pueden afectar dife-
rentes procesos fisiolégicos, tales como su respuesta
inmunologica, alimentaciény reproduccion, rutas que
se conectan a través de las vias de activacion del estrés.
Tanto en peces como en mamiferos, los estimulos que
generan estrés son percibidos inicialmente por los
sensores del sistema nervioso central, especificamente
en el hipotalamo, donde se estimulan dos grandes
ejes reguladores: el eje cerebro-simpatico-cromafi-
nico (BSC) y el eje hipotalamico-pituitario-interrenal
(HPI). Este Gltimo culmina con la sintesis de cortisol,
el principal modulador de las respuestas fisiologicas
durante el estrés (Fabbri et al, 1998; Pijanowski et al.,
2015) (figura 11). Podrd visualizar el lector que el tejido
hipotaldamico es el punto de partida para diferentes
procesos fisioldgicos en los peces'y es la razon por
la cual cualquier perturbacion de su ambiente afecta
el desempefio productivo de las especies acuicolas.

Diferentes neuropéptidos desempefian funciones
protagdnicas en el eje HPI, uno de ellos es el factor
liberador de corticotropina (CRF por sus iniciales en
inglés), péptido que es sintetizado en el hipotalamo,
en respuesta a un agente estresory es descrito como
uno de los gatilladores del eje (Khansari et al., 2017).
Desde que Wylie Vale y sus colegas identificaron y
aislaron el neuropéptido CRF en 1981, la bisqueda de

moléculas con caracteristicas similares que modulan
las respuestas al estrés ha tenido lugar en diferentes
modelos animales, incluidos los peces. Por esta razon,
los neuropéptidosy sus receptores se han convertido
en los objetivos preferidos para el desarrollo de nuevos
farmacos, tanto en humanos como en animales.

Como se ha visto, los péptidos cumplen diferentes
funciones bioldgicas en los peces, muchas de ellas
conectadas entre si por ser localizadas en un mis-
mo tejido. La sintesis y aplicacion exdgena de estos
compuestos nos ayuda a comprender la funcién que
desempefian, asi como también explorar soluciones
para mejorar las estrategias de cultivo.
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7.’MI§TODOS PARA LA APLICACION DE
PEPTIDOS EN PECES CON ENFOQUE EN LA

ENCAPSULACION

Nancy Alicia Alvarado Almonacid, doctora en Quimica, Instituto de
Ciencias Quimicas Aplicadas, Facultad de Ingenieria, Universidad Au-
tbnoma de Chile.

Durante las Ultimas décadas, la encapsulacion se ha manifestado como
un atractivo método ampliamente usado en diversos campos, con el fin
de proteger, transportary de liberar controladamente sustancias activas,
como por ejemplo compuestos con actividad antibacteriana, antimicro-
biana, antioxidantes, vitaminas, vacunas, probidticos, etc. (Miskeen et
al.,, 2021; Reque & Brandelli, 2021; Sillerova et al., 2015; Yang et al., 2021;
Zhu et al., 2021). La encapsulacion permite aumentar la biodisponibili-
dad del encapsulado, es decir, el desempefio del compuesto activo en
general se ve favorecido y cobra ventaja frente a si mismo sin encapsular.
Dependiendo del objetivo final, el sistema encapsulador debe cumplir
con ciertas caracteristicas, como de degradacion y estabilidad a ciertos
intervalos de pH, propiedades mecénicas, propiedades térmicas, entre
otras. A lo largo de los afios, diversos sistemas de encapsulacién han
sido disefiados (figura 13); cada uno de ellos responde a las necesidades
y objetivos de su aplicacion. Algunos de ellos son: microcapsulas poli-
méricas, liposomasy materiales inorganicos.

Microcapsulas Liposomas

Figura 13: Esquema de algunos ¢
tipos de sistemas de encapsula-
cién que se usan o podrian usarse
en péptidos. Fuente: elaboracion

propia. Encapsulacion
de peptidos

-~

Materiales

inorganicos
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7.1. Microcapsulas poliméricas

Las microcapsulas o nanocéapsulas, seglin corresponda, son una atracti-
va forma de encapsular compuestos activos. El uso de biopolimeros en
este tipo de estructuras es comuin debido a su biodegradabilidad y bio-
compatibilidad. Alginato y quitosano son, entre otros, los biopolimeros
maés usados para su elaboracién, dada su capacidad de formar un gel es-
table en presencia de cationes o aniones multivalentes (Cortés-Morales
et al,, 2021; Phuong Ta et al., 2021; Rocha et al.,, 2021; Rodriguez et al.,
2018; Sharma et al., 2019; Tan et al., 2018). La técnica para la obtencién
de microcapsulas es sencillay suele ser a través de emulsificacion o spray
drying. Las aplicaciones de las microcapsulas son diversas. Microcap-
sulas de alginato-quitosano-almidén en variadas proporciones fueron
evaluadas, encapsulando probidticos para su liberacion gastrointestinal
en humanos (figura 14). Los estudios mostraron que las microcapsulas
entregaron un ambiente seguro a los probidticos sometidos al ambiente
acido del estbmago. En este sentido, las microcapsulas de alginato-almi-
dén fueron las que mostraron la mejor viabilidad de la bacteria en am-
biente gastrico (figura 15) (Phuong Ta et al., 2021).

36

Figura 14: Imagenes obtenidas por microscopio de luz de microcdpsulas de A) alginato y B) alginato

recubiertas con quitosano. Fuente: Phuong Ta, et al. (2021).
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Figura 15: Imagenes de fluorescencia de las microcapsulas ensayadas, que muestran la retencién de
cada variacion de microcapsulas en la mucosa géstrica porcina después del tiempo indicado de lavado
con fluido gastrico simulado (0.2% (p/v) NaCl, pH 2). Fuente: Phuong Ta et al. (2021).

También fueron desarrolladas microcapsulas de al-
ginato y alginato-bentonita para la encapsulacion
de enzimas exdgenas para el suministro intestinal
de proteasas de desechos de camardn a la especie
tilapia de Nilo. El objetivo fue mejorar el proceso de
digestion de dicha especie. Los resultados fueron
bastante prometedores, pues mostraron que las mi-
crocapsulas desarrolladas fueron excelentes vehicu-
los para la liberacion de las enzimas. De este modo,
las enzimas encapsuladas resultan en una potencial
gran alternativa para ser usada como complemento
en alimento para peces (Rodriguez et al., 2018).

Los tocotrienoles son familia de la vitamina E vy al
igual que ella poseen excelente actividad antioxidan-
te. En un estudio, los investigadores encapsularon

tocotrienol en microcapsulas de alginato y quitosano
para realizar pruebas en condiciones de almacenaje,
a 40°C, con el fin de ser usado en yogurt. Los resul-
tados mostraron que la capacidad antioxidante del
tocotrienol en general estuvo protegida mientras es-
tuvo encapsulado en las condiciones de almacenaje
mencionadas. El yogurt no fue mayormente afectado
por laincorporacién de las microcapsulas, en cuanto
a su pH, colory textura (Tan et al., 2018).
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7.2. Liposomas

Los liposomas son estructuras esféricas tipo vesicu-
las, que usualmente estan formadas por una o varias
capas de lipidos polares (fosfolipidos) (figura 16).
Su forma de preparacion es simple, con diferentes
variantes dependiendo de la aplicacion. Estas es-
tructuras han sido ampliamente estudiadas por su
capacidad de proteger de enzimas, pH extremosy de
temperatura, entre otros, ademas de su capacidad
de transportar y administrar sustancias activas en
diversas aplicaciones (da Silva Malheiros et al., 2012;
Harikrishnan et al., 2012; Hawkyard et al., 2015; Mo-
han et al., 2016; Rezaei et al., 2020).

Fueron desarrollados liposomas para encapsular roti-
feros enriquecidos con taurina para aumentar el valor
nutricional de los rotiferos en larvas de lenguado de
roca del norte (Lepidopsetta polyxystra). Los resultados
mostraron que efectivamente las concentraciones de
taurina presentes en las larvas de lenguado aumentaron
considerablemente, mostrando como consecuencia
el rapido crecimiento de la especie estudiada. Con
ello se demuestra que los rotiferos enriquecidos con
taurina fueron eficazmente encapsuladosy la encap-
sulacion no afectd la disponibilidad para las larvas
(Hawkyard et al., 2015).

Los liposomas también han sido estudiados como
transportadores de vacunas en peces (Kim et al.,
2014). Con este fin fueron evaluados liposomas para
atrapar la vacuna bacteriana de células enteras con-
tra la infeccion por Vibrio harveyi en Epinephelus
bruneus. Los resultados mostraron que la respuesta
inmune en los peces fue positiva, lo que le entrega
a la especie estudiada proteccion contra la infeccion
provocada por V. harveyi (Harikrishnan et al., 2012).

7.3. Materiales inorganicos

Dentro de esta categoria destacan los nanotubos
de carbono, los que han sido ampliamente estudia-
dos como transportadores de compuestos activos
(Jampilek & Kralova, 2021; Mehra & Palakurthi, 2016;
Yazdan Madani et al., 2011). Los nanotubos de carbo-
noson laminas de grafeno enrolladas, generando una
forma tubular con una red hexagonal bidimensional
(figura 17). Los enlaces C-C generados son mediante
hibridacion sp2. Para su uso en sistemas biologicos, la
modificacion quimica de estos sistemas a través de la
funcionalizacion es crucial, ya que los nanotubos de
carbono deben ser hidrosolubles para ser biocompa-
tibles. En este sentido, nanotubos de carbono funcio-
nalizados, recubiertos con plata y bioconjugados con
péptido antimicrobiano fueron desarrollados para
generar un sistema antimicrobiano sinérgico. El siste-
ma mostré una actividad antimicrobiana aumentada
con respecto a Agy al péptido antimicrobiano por se-
parado, lo que demostrd que la actividad antimicro-
biana no se perdid o fue disminuida. Por otra parte,
la toxicidad del sistema conjugado se vio reducida en
células humanas, lo que abre las puertas a este tipo
de sistemas para ser usado en sistemas bioldgicos
(Chaudharietal., 2016).

Diversos estudios muestran el uso de nanotubos
de carbono modificado como agente encapsulan-
te en peces de cultivo, para su uso contra enferme-
dades causadas tanto por bacterias como por virus
(Guoetal.,2018; Liuetal., 2016; B. Zhu et al., 2015). Fue
evaluado un sistema de transporte para el isoprinosine,
farmaco antiviral inmunomodulador, mediante nanotu-
bos de carbono. El objetivo fue combatir la enfermedad
viral necrosis nerviosa, causante de grandes pérdidas
a la industria de los peces de cultivo. Los resultados
mostraron que isoprinosine, siendo transportado en
nanotubos de carbono, controla de forma excelente
la enfermedad (Zhu et al., 2019).

Figura 16: Visualizacion es-
tructural de un liposoma.
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Figura 17: Visualizacion estructural nanotubos de carbono.

La encapsulaciéon provee un sistema de proteccion y aumento de la bio-
disponibilidad de la sustancia activa. En cuanto a los péptidos de defen-
sa, los sistemas revisados aqui pueden ser aplicados en peces de cultivo.
Cada uno de los sistemas presentados tiene sus ventajas y desventajas
en cuanto al tamafio, grado de toxicidad, biocompatibilidad, degrada-
cién, transporte a través de membranas bioldgicas, capacidad de carga,
modificacion, etc. Por lo tanto, la respuesta a la pregunta «;qué sistema
de encapsulacién usar?» dependera del objetivo de aplicacion.
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EN LA INDUSTRIA ACUICOLA

42

8.1. Usos y aplicaciones actuales de péptidos en
laindustria

Cerca de 140 millones de toneladas de peces son pro-
ducidas anualmente por la industria pesquera, de las
cuales el 80% es destinado al consumo humano. Es por
esto, que muchos paises ubican a esta industria como
su pilar econémico (Benhabiles et al.,, 2012). Ademas,
se estima que el comercioy la produccion de pescado
otorgan el sustento econdémico a 1000 millones de per-
sonas tanto directa como indirectamente (Oosterveer,
2008; Zamora-Sillero, Gharsallaoui, & Prentice, 2018).
A pesarde estas cifras, la industria pesqueray acuicola
se ha encontrado con un gran nimero de problemas que
han generado pérdidas millonarias anuales, donde las
enfermedades representan un porcentaje significativo
de dichascifras. Las causas asociadas a esto se deben a
la creciente demanda de transporte de ovasy larvas de
peces en todo el mundo lo cual dificulta el control de
la propagacién de enfermedades en la industria, gene-
rando un aumento en el uso quimicos (Ej. peréxido de
hidrégenoy verde malaquita); agentes antihelminticos
(Ej. insecticidas piretroides y avermectina); y antibidticos
(Ej. sulfonamidasy tetraciclinas). Los peligros a la salud
publica asociados a los antibioéticos en la acuicultura
incluyen el desarrollo y propagacién de la resistencia
antimicrobiana, resistencia de genesy la presencia de re-
siduos antimicrobianos en el ambiente. (Romero, Feijoo,
& Navarrete, 2012; Valero, Saraiva-Fraga, Costas, &
Guardiola, 2020; J. H. Wang et al., 2018).

Como alternativa a las soluciones actuales para el con-
trol de estas enfermedades en acuicultura se encuentra
el uso de péptidos antimicrobianos (PAMs) provenientes
de peces. Estos son pequefias moléculas que actian
en la respuesta inmune innata de los peces y son de
suma importancia en la primera barrera de defensa
(piel, branquias e intestino) contra diferente tipos de
patégenos (Valero et al., 2020). Los peces poseen la
capacidad de expresar las principales clases de PAMs,
donde se incluyen las defensinas, catelicidinas, las
hepcidinas, los péptidos derivados de histona y las
piscidinas; y estas Ultimas son una clase de la familia
de las cecropinas de peces. Ademas, los péptidos de
peces poseen una actividad antimicrobiana de amplio

espectro, son inmunomoduladoresy algunos pueden
tolerar elevadas concentraciones salinas. Por estas
razones, los PAMs provenientes de los peces poseen
un especial interés para el desarrollo de tratamien-
tos antimicrobianos en la industria acuicola de peces
(Masso-Silva & Diamond, 2014).

La industria acuicola en especial la de los peces se
desarrolla bajo practicas de acuicultura intensiva, la
cual es susceptible a la aparicién de brotes de enfer-
medades, en su mayoria causadas por bacterias y vi-
rus que causan mortalidades elevadas y pérdidas de
produccion de las especies cultivadas. Es por esto
también que se han desarrollado vacunas para prevenir
enfermedades, especialmente para los salménidos. Sin
embargo, no existen vacunas eficaces para otros peces
0 patdgenos que afectan esta industria a escala mun-
dial (Adams, 2019; Muniesa et al., 2020). Por lo tanto, la
industria acuicola enfoca sus esfuerzos en el desarrollo
e investigacion de los péptidos antimicrobianos como
solucion a un problema recurrente. La tabla 3 muestra
un listado de algunos PAMs de peces con potencial
aplicacion en la industria acuicola frente a patdgenos
que afectan los cultivos.

Por otra parte, la industria acuicola chilena de gran
importancia para el desarrollo econémico del pais,
se caracteriza principalmente por el cultivo de tres
especies: el salmon atlantico (Salmo salar) la princi-
pal especie producida con un 75% de produccion; se-
guida por el Salmon coho (Oncorhynchus kisutch) con
un 16,3% vy la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
con un 8.7% de la produccién nacional (Flores-Kos-
sack, Montero, Kollner, & Maisey, 2020). En Chile las
enfermedades infecciosas en salménidos provocan
pérdidas cercanas a los 700 millones de ddlares al
afio, lo que ha conllevado a un mayor uso de anti-
bidticos, vacunas y antiparasitarios. En el caso del
salmén del atlantico, el principal problema en los cul-
tivos chilenos es la septicemia rickettsial salmonidea
(SRS) causada por la bacteria Piscirickettsia salmonis
que, junto a otros brotes de enfermedades, revelan
que las vacunas no proporcionan niveles acepta-
bles de proteccion inmunolégica a través del tiempo
(Maisey, Montero, & Christodoulides, 2017).
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Tabla 3: Actividad antimicrobiana de los PAMs de peces

descritos por Masso-Silva & Diamond (2014).

Tipo de patogeno

E. coli; Aeromonas salmonicida;
Aeromonas hydrophila;
Aeromonas sobria; Vibrio
anguillarum; Vibrio fluvialis;
Pseudomonas aeruginosa.

B-Defensina

E. coli; Yersinia enterocolitica;
Aeromonas salmonicida;
Aeromonas hydrophila;
Aeromonas sobria; Aeromonas
punctata; Vibrio anguillarum;
Vibrio harveyl; Vibrio
alginolyticus; Vibrio vulnificus;
Vibrio damsela; Pseudomonas
aeruginosa; Pseudomonas
fluorescens; Enterobacter
cloacae; Cytophaga columnare;
Cytophaga aquatilis; Proteus
vulgaris; Photobacterium
damsela subsp. piscidida;
Lactococcus garviae; Leucothrix
mucor.

E. coli; Plesiomonas shigelloides;
Yersinia enterocolitica;
Aeromonas salmonicida;
Aeromonas hydrophila;

Vibrio anguillarum; Vibrio
parahaemolyticus; Vibrio
fluvialis; Vibrio harveyl; Vibrio
alginolyticus; Vibrio vulnificus;
Vibrio damsela; Edwardsiella
tarda; Pseudomonas aeruginosa;
Pseudomonas fluorescens;
Enterobacter cloacae.

Hepcidina

E. coli; Aeromonas salmonicida;
Vibrio anguillarum; Vibrio
parahaemolyticus; Vibrio fluvialis;
Vibrio harveyl; Pseudomonas
aeruginosa.

Catelicidina

E. coli; Aeromonas salmonicida;
Aeromonas sobria; Pseudomonas
fluorescens.

Derivado de
histona

En la actualidad no existen reportes sobre el uso a
gran escala de PAMs en la industria acuicola chilena.
Sin embargo, en los Ultimos afios la academia vy las
empresas relacionadas al rubro han comenzado co-
laboraciones en busqueda de tecnologias basadas
en PAMs que reduzcan las grandes pérdidas econd-
micas anuales. Como consecuencia, en el afio 2016
la empresa Salmones Antértica y el Laboratorio de
Gendmica Marina y Cultivo Celular de la Facultad de
Ciencias Naturales y Oceanograficas de la Universi-
dad de Concepcién desarrollaron un proyecto Innova

Trichodina; Cryptocaryon theront;
Amyloodinium dinospore;
Ichthyophthirius theront.

El virus de la septicemia
hemorragica viral (VHSV); virus
de la necrosis nerviosa (NNV);

Virus rana grylio (RGV); Iridovirus
del mero de Singapur (SGIV).

NNV; virus del bagre de canal
(cev).

VHSV; NNV; Virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPNV);
SGIV.

de la linea de Validacion de CORFO. El objetivo del
proyecto era validar a escala piloto, en condiciones
reales de cultivo de salmonidos, un prototipo basa-
do en PAMs identificados en la especie Salmo salary
con los cuales demostraron su actividad microbicida
einmunomoduladora con un alto impacto en la cali-
dad, la eficacia, y la direccion de la respuesta inmune
conectando la inmunidad innata y adaptativa en los
peces (Morales, 2016). Por otra parte, el Nucleo de
Biotecnologia de Curauma (NBC) de Valparaiso y su
Laboratorio de Sintesis de Péptidos presta servicios
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I+D+i a empresas que buscan soluciones basadas en
el uso de péptidos; es por esto, que entre los afios
2010-2012 ofrecieron servicios de sintesis quimica de
epitopes para la produccién de 200 mg del péptido
sintético FIS (Factor for Inversion Stimulation por sus
iniciales en inglés) Utiles para inmunizaciones en la
empresa «Pesquera Antares S.A.». Ademas, el NBC en
el afio 2017 participé en el proyecto CORFO 11IDL3-
12066 denominado «Péptidos sintéticos disefiados y
dirigidos contra el ensamblaje del Virus de la Necrosis
Pancreatica Infecciosa IPNV» en colaboracién con la
Fundacion Fraunhofer Chile Research cuyo objetivo
era valorizar y proteger la propiedad intelectual de
la tecnologia y proceso para obtener péptidos sinté-
ticos, disefiados y dirigidos contra el ensamblaje del
IPNV (NBC-PUCV, 2017).

En el contexto de la falta de informacién respecto al
uso de péptidos en la industria, es importante resal-
tar que seria importante el desarrollo de una base de
datos que agrupe las tecnologias e innovaciones que
se encuentran desarrollando en el pais para mitigar
las pérdidas econdmicas de laindustria acuicola. Esto
podria ayudar a direccionar el flujo de los esfuerzos
hacia soluciones conjuntas academia-industria, y con
el aporte de entidades del estado (CORFO, ANID, entre
otros) para el enriguecimiento de esta base de datos,
el motor econémico acuicola se vera fortalecido para
enfrentar las futuras crisis econdmicas y alimentarias.

8.2. Beneficios en el uso de péptidos

Como se menciond con anterioridad, el uso de PAMs en
la acuicultura chilena representa una propuesta de valor
importante en el sector para solucionar los problemas
causados por las enfermedades en los peces de interés
comercial. Esto se debe principalmente a que son los
componentes clave del sistema inmunitario innato y
desempefian diversas funciones biolégicas que ofrecen
inmunocompetencia y homeostasis a los organismos
vivos. Los factores necesarios para la induccién de
la expresion de PAMs son los patrones moleculares
asociados a dafios (DAMPs, por sus iniciales en inglés)
y asociados a patégenos (PAMPs, por sus iniciales en
inglés). Ademas, su inocuidad considera efectos posi-
tivos al medio ambiente en las zonas de acuicultura
intensiva (Chaturvedi, Bhat, & Pande, 2020). En este
contexto, diferentes tejidos de peces pueden ser fuente
de obtencion de los PAMs y se muestran en la tabla 4.

Apesarde la presencia de PAMs en diferentes tipos de
tejidos de los peces de interés comercial, la obtencién
de los péptidos desde sus fuentes naturales no resul-
ta ser un método viable para el aislamiento de estos,
debido a su poca biodisponibilidad. Por lo tanto, el
uso de péptidos sintéticos se proyecta como la fuente
de produccién mas viable pensando en un proceso
de aplicacién a escala industrial.
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Tabla 4: Fuentes de obtencion de PAMs en peces.
Adaptado de Chaturvedi et al. (2020).

Longitud y peso Sitio de
mm expreSIon ACtI‘”dad ReferenCIas

Megalobrama
amblycephala, Danio
rerio, Tetraodon,
Oncorhynchus mykiss,
Cyprinus carpio.

Defensinas

22-55,

Piscidinas 2.5-6 KDa.

Varias especies.

Sparus aurata,
Oreochromis niloticus,
Scophthalmus maximus.

Hepcidinas

Oncorhynchus mykiss,
Salmo salar, Gadus
morhua.

Catelicidinas

Derivados de
histona.

Oncorhynchus mykiss.,
Ictalurus punctatus.

69-128,
7.0-13.8 kDa.

8.3. Desafios para la aplicacion de péptidos
agran escala

En los Ultimos afos, el interés por los péptidos en
la industria ha crecido significativamente, un ejem-
plo claro es la industria farmacéutica, con mas de
50 farmacos peptidicos en el mercado, unos 170 en
ensayos clinicos y mas de 200 en desarrollo preclini-
co (Isidro-Llobet et al, 2019). En este contexto, el in-
terés de los péptidos en la acuicultura para mitigar
problemas de enfermedades en la industria no ha
sido ajeno a esta tendencia. Sin embargo, uno de los
grandes retos de la produccién de péptidos para fines
comerciales, es su produccion a gran escala. Como
se menciona en un capitulo de quimica de péptidos,
existen diferentes métodos para la sintesis de pépti-
dos dentro los cuales se destacan: la tecnologia de
ADN recombinante, la sintesis enzimaticay la sintesis
quimica. La tecnologia de produccion seleccionada

Epitelio de la
piel, testiculos,
hipdfisis, células
caliciformes
mucosas.

Mastocitos de la
piel, rifion, bazo,
sistema digestivo
y branquias.

Epitelio de la piel,
branquias, rifién,
higado, corazény
bazo.

Mastocitos,
branquias, rifion,
intestino, piel y el
bazo.

Células
caliciformes
mucosas.

Antibacterial adn
antiviral.

EIEHIENER
antiviral,
antibacterianay
antitumoral.

Antibacterial and
antiviral.

Antibacterial.

Antibacterial y
antifungica.

(Chaturvedi et al.,
2020; Jinetal.,
2010; Liang et al.,
2013; Zhou et al.,
2019).

(Macedo etal., 2021;
Salger, Cassady,
Reading, & Noga,
2016) (Yemisken et
al.,2018).

(Chia, Wu, Chen,
& Chi, 2010; Gui,
Zhang, Zhang, &
Zhang, 2016; Y.-D.
Wang, Kung, &
Chen, 2010).

(Brunner, Varga, &
Dixon, 2020).

(Fernandes, Kemp,
Molle, & Smith,
2002; Robinette et
al., 1998).

depende mucho del tamafio de la molécula a sinteti-
zar (Guzman, Barberis, & Illanes, 2007).

En el caso de la tecnologia de ADN recombinante,
esta es utilizada para la sintesis de péptidos de gran
tamafioy proteinas. Especialmente hormonas como la
insulina humana, hormona humana del crecimiento,
somatostatina y timosina a-1 (Walsh, 2005; Wengen-
mayer, 1983). En el caso de la sintesis enzimatica, esta
es mas restringida ya que, su potencial se basa en la
sintesis de péptidos muy pequefios, en su mayoria se
reportan dipéptidosy tripéptidos (Guzman et al., 2007;
Kumar & Bhalla, 2005). Respecto a la sintesis quimica,
es una de las técnicas mas empleada y puede reali-
zarse a través de dos métodos: sintesis de péptido en
fase liquida (SPFL) y sintesis de péptido en fase sélida
(SPFS). La SPFL se realiza en solucion, lo que requiere
una cuidadosa manipulacién de los grupos protectores
y trabajos mas complejos. El uso de este método no
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es recomendable para péptidos largos y complejos,
pero aln sigue vigente para la sintesis de péptidos
y fragmentos de corto tamafio (Isidro-Llobet et al,
2019; Verlander, 2007). Por otro lado, la SPPS previa-
mente explicaday detallada en el capitulo de sintesis
quimica del presente libro, consiste en la elongacion
de una cadena peptidica anclada a una matriz sélida
mediante adiciones sucesivas de aminoacidos que se
enlazan mediante la formacion de enlaces amida entre
el grupo carboxilo del aminoacido entrantey el grupo
amino del aminoéacido previamente unido a la matriz
(Guzman et al., 2007). Entre las tecnologias disponi-
bles para la sintesis de péptidos a nivel productivo, la
sintesis quimica es la méas desarrollada, y en el caso
de la SPFP es la mas maduray puede combinarse con
la SPFL (sintesis hibrida) para la sintesis de péptidos
de gran tamafio.

Usualmente péptidos con menos de 30 aminoéacidos se
sintetizan por SPFS secuencial, mientras que péptidos
mas grandes de hasta 60 aminodacidos, se producen por
sintesis convergente. Péptidos muy grandes y proteinas
se producen a través de la técnica de ligacion quimica.
Al ser procesos multietapa, entre mas aminoacidos
tenga el péptido, el nUmero de operaciones aumenta.
Por ejemplo, la sintesis de un péptido de 10 -20 ami-
noacidos involucra de 20-50 operaciones (acoples,
desprotecciény remocion), lo cual a nivel de laboratorio
no es muy relevante, pero para una sintesis a escala
industrial representa un desafio tecnolégico debido al
costo de produccion y el impacto ambiental causado
por los reactivos usados durante el proceso (Guzman,
2013). Se estima que por cada kilogramo de péptido
producido se producen 1000 litros de residuos liquidos
los cuales tienen componentes muy nocivos para el
medio ambiente (Andersson et al., 2000).

Es importante destacar que, con el creciente interés
por grandes cantidades de péptidos complejos, largos,
modificados quimicamente y extra puros para usos
terapéuticos o para la investigacion béasica en diferen-
tes areas, es imperativo buscar formas alternativas y
eficaces para fabricarlos. Los avances y mejoras en la
quimica de los péptidos sintéticos, asi como los ma-
teriales y reactivos utilizados para la sintesis (resinas,
derivados de aminoacidos, reactivos de acoplamiento,
etc.) y los sistemas de purificacion se han empleado
para afrontar los retos actuales en la fabricacion de
péptidos a gran escala (Petrou & Sarigiannis, 2018).

Aunque la SPFS es actualmente la mejor opcidn para
la sintesis de péptidos, todavia existen desafios que
deben ser abordados. Los cuales incluyen:

- Economia del proceso de sintesis.
- Pureza del producto final.
- Seguridad del proceso.

- Tratamiento de los residuos y su impacto en el
medio ambiente.

Para finalizar, existen mas de 60 péptidos en el merca-
do, alrededor de 150 farmacos peptidicos en ensayos
clinicosy mas de 500 en desarrollo preclinico (Fosgerau
& Hoffmann, 2015). Esto sin contar los péptidos que se
utilizan en otras industrias como la acuicultura y agri-
cultura. Ademas, la amplia diversidad y la existencia de
lagunas del conocimiento en la aplicacién de péptidos
sigue llamando la atencion de cientificos de diferentes
areas. Por lo tanto, el uso y produccion de péptidos en
la acuicultura se considera un océano azul de oportuni-
dades para aportar a desarrollo econémico e industrial
de Chile. El futuro es prometedor.
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Mejorar las respuestas fisiologicas de peces es una constante necesidad para incrementar la
productividad de piscifactorias. Lo anterior requiere identificar moléculas que puedan ser
utilizadas para modular o reforzar su respuesta inmunoldgica frente a patégenos, regular
su sistema endocrino o facilitar su desarrollo reproductivo en cautiverio.

En este libro exploramos cémo los péptidos pueden ser utilizados en interesantes estrategias
para mejorar el desempefio de peces bajo cultivo, asi como también identificar aquellas
brechas que alin deben trabajarse para su aplicacion a gran escala.
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