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RESUMEN

La Tactivina es un extracto purificado del timo constituido por 16 fracciones de
polipéptidos con un peso molecular de 1.2 a 6 kDa con actividad inmunorreguladora, se
utiliza en los vertebrados superiores para el tratamiento de diferentes tipos de
inmunodeficiencia, incluyendo la provocada por el estrés, el cual es un factor negativo
principal en la produccion de los peces.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la influencia de la Tactivina sobre las células
inmunocompetentes in vitro en el bagre de canal (Ictalurus punciatus), para lo cual fue
utilizado el ensayo de linfoproliferacion para caracterizar el estado funcional de la
inmunidad celular, en los linfocitos esplénicos del bagre estresado mediante variables de
temperatura fueron cultivados bajo estimulo mitogénico de fitohemaglutinina (PHA) en
presencia de diferentes dosis de Tactivina.

Se determiné que la temperatura 6ptima de cultivo de linfocitos de bagre de canal es de
27°C y la dosis de PHA mas adecuada fue de 100 pg/ml, se observd que no hay cambio
significativo en el Indice de Estimulacion (I.LE.) de los linfocitos en los bagres en
condiciones normales tratados con Tactivina y hay un incremento significativo en los
bagres desafiados con estrés. Este trabajo demuestra que la Tactivina no modifica los
parametros normales en el bagre de canal , sin embargo incrementa la respuesta inmune
celular alterada por el estrés permitiendo asi su uso como factor antiestresante en la
acuacultura.




INTRODUCCION

Actualmente el desarrollo de la acuacultura esta adquiriendo una importancia

relevante, principalmente por que contribuye a la creciente demanda de productos
alimenticios de gran valor nutricional, esto representa una alternativa importante en nuestro
pais, puesto que los productos de origen animal de especies tradicionales se tornan cada
dia mas inalcanzables para gran parte de la poblacion. Para el mejor desarrollo de una
actividad productiva, como lo es la acuacuitura, es imperativo que no sdlo los recursos
naturales se encuentren en suficiente cantidad y calidad, sino que ademas exista un
ambiente de transformacion de recursos.
En la Repiblica mexicana se dispone de 2.8 millones de hectareas de cuerpos de agua
dulce y salobre factibles para implantar y desarrollar programas de produccion acuicola.
Para la realizacion de este proposito se elaboraron mediante un analisis tedrico-practico,
técnicas para implementar cultivos innovadores en el area.(Cjeday Rodriguez, 1989)

En el presente estudio se elige trabajar con bagre {ctalurus punctatus), por su facil
manejo, su gran adaptacion a diferentes ambientes y excelente crecimiento en un tiempo
relativamente corto a una talla comercial. El bagre ha significado sustento de actividades
deportivo-recreativas en México y en otros paises que se han beneficiado con su
introduccion en reservorios de usos maltiples. Todo esto, conjuntado al gran potencial
alimenticio que de este se puede obtener, hacen del bagre un pez que brinda un recurso de
alta calidad en la dieta del hombre, colocandose asi, como una especie de vanguardia en la
produccion. Sin embargo, ultimamente ha disminuido considerablemente su rendimiento,
principaimente debido a enfermedades las cuales ocasionan una limitante en los cultivos,
causando gran pérdida econémica, siendo también de importancia en lo que respecta a
salud plblica, pues en algunas ocasiones, los peces albergan fases infectivas para el
hombre como es el caso de algunas helmintiasis, puesto que, en algunos lugares
acostumbran a ingerir pescado crudo, o a medio cocer debido a sus habitos culinarios y
culturales.(Secretaria de Pesca, 1988)  De acuerdo a la mortalidad que se presenta en las
diferentes etapas de desarrollo en el bagre (alvinaje 10%, crias 15% y juveniles 15%) y




la morbilidad causada principalmente por bacterias saprofitas y oportunistas
facultativas (Gomez, 1993) gurgi6 el interés en el estudio inmunologico del pez. Las
investigaciones realizadas en el campo de la fisiologia, nutricién, genética y patologia,
conjuntados con la inmunologia crearan medidas inmunoprofilacticas recuperando la
economia del pez, dando un sistema de produccién mas efectivo para el desarrollo de la
acuacultura.

El estudio de la inmunidad contribuye al conocimiento de los mecanismos de defensa
que le permiten al pez protegerse, manteniendo su homeostasis y confiriendo
resistencia a los agentes agresores que se encuentran en el medio ambiente. En
Estados Unidos y Canada, Rikers, 1981) donde se ha aplicado el conocimiento sobre la
inmunidad del pez, se cuenta con un avanzado desarrollo en su produccion, dando como
resultado una mejora y expansion de sus poblaciones de peces.(Bardach y Ryther, 1982)

Los peces como los anfibios y reptiles, son animales poiquilotermos (del griego:
poikilos - que cambia, thermos - calor) 0 ectotermos (del griego: ektos - por fuera, thermos ~ calor)
su temperatura corporal esta en funcion de las vanaciones del medio, se les considera
animales de sangre fria, a diferencia de los mamiferos y las aves que son homeotérmicos
(del griego: homos - mismo, thermos - calor) 0 endotermos (del griego: endon - dentro, en el interior,
thermos - calor) por lo que su temperatura se mantiene constante y son llamados animales
de sangre caliente. (Hill, 1980)

Las reacciones fisiolégicas obedecen a la ley de Q10 que dice que una elevacion térmica
de 10°C entrafia la duplicacion de la cinética de las reacciones enzimaticas, asi como de
los fenémenos fisiologicos; por lo que un pez que permanezca en los limites térmicos
correspondientes a su especie, desarrolla sus funciones con normalidad aunque no en
forma éptima, (Kinkelin, Michel y Grittino, 1991) {05 cambios de temperatura ambiente de ligeros
a moderados se transmiten rapidamente a través del cuerpo del pez por medio de los
capilares de la piel y branquias.(Lagler, Bardach, Miller y Passino, 1990)

Los peces son animales ectotérmicos, por lo que su crecimiento, tasas metabolicas,
reproduccion, respuestas inflamatoria e inmune varian de acuerdo con la temperatura del
agua. En el cultivo del bagre se pueden observar enfermedades bacterianas, parasitarias,
nutricionales y genéticas, relacionadas con las cualidades fisicas y quimicas del ambiente:
la temperatura, pH y salinidad. (Kinkelin et al., 1991)

La Respuesta Inmune Celular (RIC) en vertebrados poiquilotermos (peces, anfibios y
reptiles), se considera estrechamente relacionada con ia temperatura, por lo que se deduce la
existencia de una zona de temperatura 6ptima para la proliferacion de linfocitos T del
bagre de canal.(Bly y Clem, 1592)

En los ultimos afios se ha demostrado que existe una combinacion bidireccional entre
el Sistema Inmune (SI) y el Sistema Nervioso Central (SNC), cuando un organismo es




estimulado por los factores de agresion presentes en el ambiente, reacciona
desencadenando un conjunto de respuestas denominadas estrés. Esto se ha investigado en
modelos animales (mamiferos), en los cuales se ha observado que el estrés reduce la
respuesta inmune, por lo que se infiere que hay gran susceptibilidad a la infeccion; las
manipulaciones tales como captura, seleccion, transporte e influencia de temperatura en
los peces son fuente de estrés, el cual tiene efecto directo en la morbilidad y mortalidad, ya
que habra deprimido la inmunidad conduciendo a la manifestacién de infecciones por
microorganismos presentes en el agua y en otros peces.(Schaperclaus, Kulow y Scherecrenbach, 1952)
La influencia del estrés en la respuesta inmune en los peces no ha sido medida por ensayos
de linfoproliferacion, esta dara como resultado el conocimiento fisiologico cualitativo del
linfocito.

En el timo se encuentran sustancias inmunotropicas, a través de las cuales realiza su
funcién inmunorreguladora, la diferenciacion y maduracion de las células que surgen de
la médula dsea, que termina como linfocito T maduro, son reguladas por péptidos
descritos como hormonas timicas. Actualmente existen sustancias con propiedades
inmunomoduladoras, una de ellas es la Tactivina (Institute for Physico-Chemical Medice of
USSR Ministry of Public Health, Moscow Nos 784052 y 997298, Great Britain No. 2086392, France
No. 2492663 y USA No. 4377511), la cual esta compuesta por polipéptidos de origen timico
y se utiliza en el tratamiento de inmunodeficiencias, (Arion, 1989)

Este es un estudio en la frontera del conocimiento de la Inmunologia Comparada,
puesto que los peces son el primer grupo de animales en quienes se les caracteriza la
presencia de un SI, ya que los peces estan constituidos como los demas vertebrados con
una inmunidad especifica celular y humoral la cual se advierte mas evolucionada en los
teleosteos (bagre) que en los ciclostomos y peces cartilaginosos.

La importancia de este trabajo radica en aportar herramientas que permitan tomar las
medidas de prevencion y diagnostico, favoreciendo asi, la posibilidad de disminuir o evitar
pérdidas por las enfermedades infecciosas en las poblaciones de bagre de canal, las cuales
son cultivadas en las granjas acuicolas.




ANTECEDENTES

Dentro de las especies dulceacuicolas de mayor importancia que se cultivan en
México desde 1976, se encuentra el bagre de canal (Icialurus punciatus), los primeros
ensayos de produccién comercial se iniciaron por un consorcio particular en Rosario,
Sinaloa y Miguel Aleman, Tamaulipas, actualmente existen mas de 50 granjas
dedicadas al cultivo de ésta especie, localizadas principalmente en la zona norte y centro
del pais, donde el consumo es muy apreciado. En el sureste de Estados Unidos se ha
cultivado en forma comercial desde hace mas de 50 afios.(Ojeday Rodriguez, 1989)

GENERALIDADES

La clase Osteichthyes de los vertebrados, la cual incluye a los peces dseos, surge
por evolucion de los placodermos ancestrales hace aproximadamente 425 millones de
afios durante el periodo Devonico. De esta clase aparecieron tres subclases, una de ellas
incluye a peces de aletas con radios Actinopterigios constituida por 24 6rdenes ya
desaparecidos con 35 sobrevivientes, incluyendo mas de 400 familias y presenta tres
ordenes o grupos: Condrosteos, Holdsteos y Teleosteos; éste ultimo grupo fue
desviado en forma independiente a lo largo de diferentes lineas hace 200 millones de afios
en el periodo Tridsico de la era Mesozoica, representa mas del 95% de todos
los peces vivos, incluyendo el bagre de canal. Dentro de este grupo existen
aproximadamente 20,000 especies consideradas como los peces dseos superiores, 0 mas
evolucionados.(Tumer, 1994) {05 peces teledsteos tienen gran importancia economica,
debido a la captura de mas de 40 millones de toneladas métricas cada afio como
alimento y obtencion de fertilizantes y aceites(Bardach y Ryther, 1982) E| detalle de la
taxonomia del bagre de canal se refiere en el cuadro A.




Bagre de canal 6 pez gnto

Telebsteos

Siluroidei 6 Siluriformes
Ictaluridae

Ictalurus

: Actinopteryg

MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA

El bagre de canal se identifica por poseer ocho barbelas quimiotéctiles (el tabio inferior
posee dos barbas negras y en el dngulo de Ia boca otros cuatro), el labio inferior es papiloso, posee
dientes viliformes, su cabeza es grande y gruesa, su cuerpo aplanado dorsoventralmente,
carece por completo de escamas, la primera espina de su aleta dorsal anterior y la de sus
aletas pectorales son muy duras y gruesas, la aleta anal con un borde redondeado
compuesto de 24 a 29 radios, 1a aleta caudal profundamente furcada y la aleta dorsal esta
colocada por delante de la mitad del cuerpo. En fa parte dorsal def cuerpo presenta una
coloraciéon que va del azul al oliva metalica con los costados plateados y puntos
obscuros, (Secretaria de Pesca, 1988)

Hablando en términos biolégicos el bagre est4 compuesto de diez sistemas formados
por Organos que trabajan en coordinacion, entre los mas importantes es el respiratorio
llevado a cabo por medio de la laminilla branquial, compuesto por un repliegue
tegumentario donde se efectilan los cambios gaseosos por difusion simple, los gases como
el oxigeno y el gas carbonico se difunden en sentido inverso el uno del otro; estas
transferencias se realizan por el movimiento del agua aspirada, posteriormente comprimida
por el trabajo buco-opercular y que va a contracorriente de la circulacion sanguinea
intralaminar. La respiracion branquial puede extraer del agua entre el 50 y 80 % del
oxigeno disuelto segun 1a especie, en el bagre no sobrepasa el 69 % (Lagler etel, 19%0) Ep |os
peces, el sistema circulatorio es cerrado, mediante un sistema tubular de corazén y vasos,
el corazén es una bomba con valvulas que impulsan la sangre hacia las branquias para su
aireacion con apoyo de los arcos adrticos, el volumen sanguineo es equivalente del 1.5 a
3.5 % del peso del cuerpo. El sistema linfatico del bagre deriva de 1a parte venosa, en los
teledsteos los vasos linfaticos poseen una disposicion bien definida comparable a los
vertebrados superiores. La sangre en los peces, al igual que en los otros vertebrados consta
de dos partes: una fluida y otra solida,(Kinkelin et al., 1991) {3 primera corresponde al plasma y
la segunda a las células sanguineas rojas (eritrocitos) y blancas (linfocitos, leucocitos), las cuales
estan suspendidas y son transportadas. Los peces tienen bajos niveles de proteinas en la




sangre comparado con los vertebrados superiores, las principales son: la albamina (para el
control de la presién osmética), lipoproteina, globulina, ioduroforino (inico en los peces, que liga
al yodo inorgnico), fibrindgeno (clemento de coagulacién), cabe mencionar que los peces
tienen un periodo de coagulacion corto.(Lagler etal, 19%0) En ]a sangre de todos los peces,
el nimero de globulos rojos queda comprendido entre 20,000 a 3°000,000 por mm3 de
sangre, en el bagre de canal, el nismero de eritrocitos reportados es de 1°300,000 por mm3
de sangre, los eritrocitos son nucleados y de color amarillo rojizo a excepcion de
tres especies pequefias del Antartico que tienen un metabolismo bajo, adaptado al
frio,en estado de madurez tienen una forma oval, en promedio el diametro es
de 7 micras (en humanos el di4metro del eritrocito es de 7.9 micras).(Blazer, Bennett y Wolke, 1984) | ag
células blancas o leucocitos son de forma oval a esferoide, tienen un promedio de 10
micras de diametro y varia el nimero de glébulos blancos de acuerdo a la especie de pez,
por lo general comprenden entre 20,000 y 150,000 por mm3, segiin su habitat;{@Leglr et al.,
1990) Jos granulocitos forman parte entre el 4 y 40 % de todos los corpasculos blancos, los
leucocitos agranulares son los componentes celulares blancos mas numerosos en la sangre
de los peces, los monocitos tienen una funcién macréfaga, los linfocitos se diferencian en
dos grandes poblaciones, una dedicada a la produccién de anticuerpos y la otra a la
inmunidad celular, los trombocitos equivalen a la mitad de todos los leucocitos del
pez.(Bogner y Ellis, 1977) En los vertebrados de sangre caliente la formacion de las
células sanguineas se realiza principalmente en la médula 6sea y otros organos
linfoides primarios como timo y bolsa de fabricio o sus equivalentes; existen otros
6rganos que participan en la formacion de células sanguineas (hematopoyesis): como bazo,
rifion anterior e higado en peces y anfibios Rijkers, 1981) E| higado es el 6rgano mas
grande del cuerpo, funciona primordialmente como una fabrica y almacén; los
alimentos son degradados a sustancias mas simples, una de sus funciones consiste en
reunir de nuevo estas sustancias de una forma adecuada para su almacenamiento. Los
aziicares, por ejemplo, se unen originando un tipo de almidon (gluctgeno), el cual es
almacenado hasta el momento en que se necesite. La vejiga natatoria, una derivacién
evolutiva de los pulmones, es adyacente al esofago y anteriormente estaba conectada a éste
por un conducto, sirve principalmente como medio para ajustar la flotabilidad
permitiendo al pez permanecer a una determinada profundidad sin ascender o sumergirse,
el gas entra en la vejiga a partir de una glandula gaseosa y se elimina por absorcion en la
corriente sanguinea, (inkelinetal, 1991)

El SNC, con un cerebro anterior reducido a los lébulos olfatorios, presenta las
subdivisiones clasicas de los vertebrados, puede estar en estrecha relacion con las
alteraciones patolégicas por intervencion del eje hipotalamo-hipéfis-adrenal en la reaccion
de alarma llamada estrés, susceptible de ser perturbada. (Schiperclaus et al,, 1992)




DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Esta especie neartica nativa se distribuye desde la region de las grandes planicies de
Canada, zona norte de Estados Unidos de Norteamérica hasta la region noreste de México.
En los witimos afios se distribuye en diversos paises asidticos y centroamericanos.

Se cultiva principalmente al sur de Estado Unidos; en México tiene una

distribucion en Chihuahua, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Nuevo Leon, Querétaro y
Jalisco. (Ojeda y Rodriguez, 1989)

HABITAT

Se encuentra en las presas, lagos o rios caudalosos con aguas claras o turbias; con
fondos de roca, grava y arena pueden vivir bajo troncos, o pozas profundas. Se caracteriza
por ser una especie de habitos nocturnos, por lo que en el dia nada en el fondo y en la
noche sale a alimentarse en aguas abiertas.(Secretarla de Pesca, 1988)

REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

El bagre de canal es omnivoro tipico, que ingiere cualquier material vegetal o animal
disponible incluyendo peces muertos y otros animales; analisis estomacales han revelado
que esta constituido en promedio de un 46% de restos de peces, 18% de peces forrajeros,
13% de restos de insectos, 8% de materia organica, 6% de algas, 4% de restos de plantas
superiores, 0.4% de entoproctos y 0.3 % de moluscos.(Bardach y Ryther, 1982) Se puede apreciar
los requerimientos nutricionales en los cultivos de bagre en el cuadro B.

|CARBOHIDRATO 10-20%

|CALCIO | 1% |

CUADRO B




VIBLIOTECA CE~ - .1,

En los cultivos de peces se requiere de energia tanto para la conversion de la proteina en
tejyido muscular propio, como para la excrecion del exceso de proteina. Los requerimientos
de aminoacidos esenciales de los peces tienen mas importancia que la necesidad de
proteina total, que se adicionan en el alimento. Se han detectado 10 aminoacidos
importantes para el bagre: arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptofano y valina. La cantidad de proteina en el alimento del bagre
esel ingrediente mas caro en la elaboracion de la dieta.(Heinz y Reichenbach, 1982)

CICLO DE VIDA

Kl bagre alcanza la madurez sexual a una talla de 20 cm. y con un peso aproximado
de 350 g; sin embargo, la plenitud de su madurez la logran en un peso de 1.5-4.5 Kg.y
una edad que va de 2 a 4 afios. Existe dimorfismo sexual, el macho presenta una papila
genital protuberante y alargada con una coloracién de piel mas obscura que en las
hembras. El bagre se reproduce durante los meses de primavera-verano (de abril a julio), el
inicio de la reproduccion estd relacionada con la elevacion de la temperatura del
agua.(Ojeda y Rodriguez, 1989) [.3 fecundacion es externa y la fecundidad variable, esta
en funcion del peso y la talla, una hembra de 397 gramos y 324 mm puede contener
hasta 3,000 6vulos maduros, se ha reportado de un peso de 1,814 gramos con una
produccion de mas de 10,500 6vulos maduros. La reproduccion se efectia una sola al

- afio, y es de caracter monogamico (Secretaria de Pesca, 1988)

En el momento en que la temperatura oscila entre 21-23°C, es cuando la
reproduccién se inicia, la hembra desova en el nido y el macho fecunda, protege y
airea los huevecillos (el conjunto de évulos fecundados, o huevecillos se le denomina “freza™) con
sus aletas pectorales con el objeto de oxigenarlos. La freza debe de tener una temperatura
de 25 a 29°C, siendo la ideal de 27° C,(Bardachy Ryther, 1982) ya que de lo contrario la
freza s¢ malforma, por lo que este factor es un requerimiento indispensable para el
desarrollo embrionario. Los bagres de vida libre, tienen un rango de vida de 4a5
afios y solo rara vez llegan a los 8 6 9 afios.(Ojeds y Rodriguez, 1989) E] desarrollo y
crecimiento del bagre en las diferentes etapas se describe en el cuadro C.

1alY%abos

talla
30-40 cm
peso




TEMPERATURA

A temperaturas menores de 15° C el crecimiento del bagre es muy lento, de 21°C a
29°C crece mas rapido,
La temperatura es un factor de suma importancia en el crecimiento y alimentacion
de ‘esta especie. Los cambios bruscos pueden producir un “choque” que, en la
mayoria de los casos, ocasionan la muerte del pez. Los bagres pueden resistir un
cambio de temperatura de 3°C, si el agua es atemperada después de unos
minutos, pero requiere por lo menos, una hora para ajustarse a variaciones de
temperatura. A medida que la temperatura aumenta, disminuye el oxigeno
disuelto en el agua, ello afecta negativamente al pez. (Bly y Clem, 1992)

La temperatura se considera dptima en invierno por debajo de los 17°C y en el
periodo primavera-verano entre 24-30°C. (Hill, 1980)

pH

El intervalo optimo que se requiere para cultivo es de 7.5-8, en medio
natural se encuentra en rangos de 7-8. Una practica muy utilizada para mantener
un pH adecuado consiste en la adicion de cal a los estanques, fo que provoca un
aumento en la alcalinidad, la cual se cuantifica como dureza total, encontrandose
dentro del intervalo de 20 y 150 p.p.m.(Secretaria de Pesca, 1988)

E! cambio de pH tiene efecto directo de irritacion, incluso corrosion, Froom en 1980
estudi6 que en un medio dcido conduce frecuentemente a afecciones branquiales y
como consecuencia al estrés. La accion indirecta del pH actia en la toxicidad: con
un pH bajos elevan la toxicidad de los metales y de los nitritos; a la inversa,
un pH elevado aumenta el amoniaco. En el bagre, un incremento en la concentracion
ionica del hidrogeno (H), o sea, el descenso en los valores dela escala
acidez-alcalinidad de pH tiene efectos similares para un incrementoen la
tension del dioxido de carbono (CO,) en la capacidad de acarreo de oxigeno de la
hemoglobina, por lo que no se puede saturar por completo la sangre, cuando la temperatura
del agua es elevada hay un aumento en la respiracion del pez, debido a que los

tejidos demandan mas oxigeno, esto puede conducir a la mortalidad de los peces por
asfixia. (Lagler et al., 1990)




DENSIDAD DE POBLACION

La densidad como funcion del tiempo, volumen o espacio, constituye un parametro
basico de la poblacidn, por lo tanto, la densidad corresponde al nimero o masa de
organismos por unidad de volumen de un estanque. Las densidades relativas interpretadas
en términos de cantidad y calidad, reflejan caracteristicas de la dinamica de poblacion y
comunidad, cuyo porcentaje estimado como deseable puede variar en cada reservorio o
region, y dependeran de los objetivos especificos del manejo del bagre de canal
Se ha observado gque muchos aspectos del comportamiento de los peces y de su fisiologia
son dependientes de la densidad. La densidad de poblacion es una funcion de la
natalidad contra la mortalidad, si la natalidad actual es superior a la mortalidad real, la
poblaciébn  aumenta; sin embargo, si las dos son iguales, la pobfacién se mantiene
estacionaria, donde la mortalidad real excede a la natalidad real, la poblacion
merma. La densidad estandar de cultivo intensivos en granjas para peces de 150 g es de
50 a 70 peces por metro clibico o 7 a 10 Kg/m?®. En las granjas de cultivo semi-intensivo la
cantidad de peces es de 20 a 30 por metro chbico y en las granjas rurales es de 10 a 15
peces por metro cubico. Las granjas en las cuales trabajamos en el estado de Jalisco son de
tipo rural. Para la produccion de crias se introducen densidades muy altas que van siendo
reducidas peri6dicamente al declinar o cesar el crecimiento de las crias, por lo que el
porcentaje de alimento suministrado disminuird conforme se vaya incrementando el tamafio y
se vaya disminuyendo la temperatura del agua. La mayoria de los bagres se produce en
estanques cuyo tamafio oscila entre 1 y 10 hectareas, para su Optimo desarrollo la cria de
bagre de canal es sometido a diferentes densidades en un periodo de 120 a 150 dias. El
aumento de la densidad de poblacién es un factor que causa estrés en el bagre de canal y
afecta directamente en el estado de condicién de la poblacion de los peces incrementando las
alteraciones patologicas, la disponibilidad de alimento y cambios bruscos en los factores
fisicoquimico del medio.




CONCEPTOS BASICOS DE INMUNOLOGIA

El SI esta formado por una compleja red estructural de células y moléculas
especializadas con diferentes funciones biologicas distribuidas por todo el organismo. La
caracteristica distintiva de este sistema es la capacidad de reconocimiento especifico de
fragmentos moleculares, que conlleva al establecimiento de interacciones constantes entre
sus componentes con los distintos sistemas que forman el organismo y con los posibles
elementos extrafios que pueden penetrar en el individuo (Golub, 1987)  Esta capacidad de
reconocimiento entre lo propio y lo no propio, con la subsiguiente activacion celular y
desarrolio de los mecanismos efectores, le concede al SI una funcién relevante entre los
mecanismos de defensa del organismo frente a las infecciones y neoplasias. (Benjamini,
Sunkhire y Leskowitz, 1996) E] componente celular del SI esta constituido por los linfocitos y
las células accesorias. Los linfocitos se clasifican en T, B y en las denominadas células
citotOxicas espontaneas; entre las células accesorias que estan implicadas en la activacion
de los linfocitos se incluyen: los macréfagos, células dentriticas, de Langerhans, de
Kupffer, etc. La base molecular esta formada por el sistema de complemento, las
inmunoglobulinas, las linfocinas y monocinas (Tizard, 1989)

La activacion de los componentes celulares del SI esta estrechamente relacionada con
un grupo de moléculas expresadas en la membrana citoplasmatica de las células, conocidas
genéricamente como sistema ¢ complejo principal de histocompatibilidad que son
especificas de cada individuo y es responsable del rechazo a injertos.(Stits, Stoboy Wells, 1988)

La inmunidad es un estado de resistencia a agentes infecciosos. Hay dos formas de
clasificacion: resistencia o inmunidad natural o innata e inmunidad adaptativa. La
inmunidad natural o innata es inespecifica y los organismos la poseen de manera
innata para eliminar sustancias extrafias (antigenos), aun cuando nunca antes hubieran
estado expuesto a ellos. Entre los mecanismos innatos de defensa contra invasores
extrafios se cuenta, las barreras tegumentarias (picl, mucosas), procesos fagociticos
inespecificos, el complemento, factores humorales y las células de origen inflamatorio.
La inmunidad innata se refiere al tipo de resistencia que cada individuo tiene en
virtud de su especie, raza, sexo u otros factores asociados con la resistencia controlada por
mecanismos genéticos. La inmunidad adquirida radica en e] reconocimiento especifico de
numerosos agentes invasores, la sintesis rapida de productos inmunes cuando el
organismo tiene contacto con dichos agentes, el envio eficaz de los productos inmunes al
sitio de la infeccion, la diversidad de mecanismos efectores de defensa para combatir
agentes infecciosos con diferentes propiedades, los mecanismos de defensa que actiian
especificamente contra el agente invasor, no contra el huésped, y el mecanismo de
desactivacion una vez que se elimina al agente agresor. Se dice que la inmunidad




es adquirida en forma activa cuando la respuesta inmune es inducida por una infeccion
clinica o subclinica; por la inyeccion deliberada con fines terapéuticos de microorganismos
vivos, muertos o de extractos antigénicos (vacunas), por la absorcion de sus productos
{toxinas); o por material antigénico derivado de éstos (toxoides). Este tipo de respuesta se
desarrolla con lentitud, en dias o semanas, pero tiene la gran ventaja de persistir por
largo tiempo, debido a que sus células tienen memoria inmunologica contra ese antigeno.
La inmunidad pasiva puede adquirirse por medios naturales o artificiales, por medios
naturales se refiere al paso transplacentario de anticuerpos de la madre a su feto durante la
ultima parte del embarazo. Esta inmunidad se basa en forma casi exclusiva en la
inmunoglobulina G (1gG). La inmunidad pasiva arificial se refiere a la inyeccion de
anticuerpos producidos por otro individuo. La inmunizacién de este tipo se refiere a la
inyeccion de suero hiperinmune, y-globulina concentrada o suero ordinario. Otra
forma de inmunidad pasiva consiste en el uso de monocinas y linfocinas, sobre todo
en personas con inmunodeficiencia relacionada con linfocitos T.(Barrete, 1950)

LINFOCITOS

La cantidad de linfocitos en un adulto humano es de 1012, y el conjunto del tejido
linfoide es del 1-2% del peso corporal total.

Los linfocitos B se desarrollan a partir de células madre que se originan en la médula
oOsea, presentan en su membrana citoplasmatica inmunoglobulinas de superficie, que
constituyen un receptor antigénico; después de la activacion y maduracion inducida por el
antigeno, los linfocitos B se diferencian hacia células plasmaticas con caracteristicas
morfoldgicas definidas y con la capacidad de secrecion de inmunoglobulinas. (Barrete, 1990)

Los linfocitos T se diferencian en el timo a partir de células progenitoras que
llegan por la circulacion sanguinea del higado fetal o de la medula 0sea, se clasifican
en diferentes subclases de acuerdo a su funcion: linfocitos T cooperadores, T citotoxicos, T
supresores y asesinos naturales 0 NKs (por sus siglas en inglés). Los linfocitos T
presentan en su membrana citoplasmatica proteinas con diferente estructura y funcién
que permiten su identificacion y caracterizacion fenotipica;(Abbas, Licatman y Pober, 1994)
algunas de estas moléculas estan implicadas en los procesos de reconocimiento especifico
del antigeno, en la activacion y adherencia celular, entre estas moléculas se incluye al
receptor antigénico de los linfocitos T que esta constituido por el heterodimero alfa-beta
o el gamma-delta, unido por enlaces no covalentes al complejo molecular monomérfico o
constante CD3. Las moléculas del receptor alfa-beta 0 gamma-delta estan implicadas en el
reconocimiento y unién al antigeno especifico, el complejo molecular CD3 constituye el
mecanismo de transduccion de esta interaccion hacia el interior del linfocito T. Las




cadenas alfa, beta, gamma y delta de los receptores antigénicos de las células T
son proteinas en cuya secuencia de aminoacidos se identifica una region constante,
comin para cada una de ellas y variable propia de cada uno de los distintos clones de
linfocitos T  diferente a todos los demas, lo que denota a estas moléculas es su
caracter. La sintesis de estos receptores es el resultado del reordenamiento de distintos
segmentos génicos,(Golub, 1987) cyando un linfocito entra en contacto con un antigeno
al que es capaz de reconocer, sufre ciertos cambios que implican proliferacion por
mitosis para producir un gran nimero de células hijas destinadas a responder
exclusivamente a ese antigeno.(Barrete, 1950)

La RIC esta integrada por mecanismos mediados por las células para la eliminacién
de antigenos extrafios, las células principales de la RIC son los linfocitos T, los cuales se
originan y se maduran en el timo, -6rgano principal del SI en todos los vertebrados-.
El timo se origina en una evaginacion epitelial entodérmica de la tercera y cuarta bolsas
branquiales, es el primer érgano linfoide en la etapa embrionaria. esta formado por dos
lobulos de células epiteliales agrupadas en forma laxa, cada uno de los cuales esta
cubierto por tejido conectivo, situado en el mediastino anterior y superior, por delante de
los vasos que salen del corazon. (RoittyDelves, 1992) F| timo en el hombre representa
un 0.8% del peso al nacer a la edad de los 10-15 afios alcanza su peso maximo
de 30 a 40 gramos, las células linfoides de la corteza van desapareciendo gradualmente
y finalmente las de la médula; por Gltimo, el estroma timico involuciona, siendo
sustituido en su mayor parte por células adiposas. (Alvarez y Garcia, 1992)

La principal funcion del timo consiste en educar a las células madre de la linea T
hasta que alcanzan su madurez y modificar la funcién inmunitaria (Tizard, 1989)

INMUNOLOGIA DE LOS PECES

El SI de los organismos menos evolucionado como los peces tiene fundamentos
semejantes a los animales de sangre caliente; en los teledsteos a los cuales pertenece
el bagre decanal como se menciond, su SI es mas desarrollado que en los ciclostomos y
peces cartilaginosos.(Sima y Vetvicka, 1993)

Los peces poseen la piel bien adaptada para los desplazamientos en el medio acuatico y
aisla al animal de microorganismos que habitan en el agua, ademés tiene una capa de
mucosa la cual es una barrera tisular. La epidermis es menos espesa que en los vertebrados
superiores y no esta queratinizada, tiene un poder de cicatrizacion y de regeneracion muy
superior al de los mamiferos, las aletas seccionadas crecen parcialmente, (Sekai, 1992)

Algunos estudios realizados en 1971 por Lukjanenko en los peces demuestran que los
factores defensivos humorales inespecificos existentes en los liquidos corporales y
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tisulares (mucus, esperma, huevos, suero) estan en forma de lisozima y en los factores celulares
son una barrera defensiva contra virus, bacterias y hongos, con las especies primitivas de
gonoideos resultan efectivos. En 1969, Kudrjaceva y col. investigd que la elevada tasa de
leucocitos en la sangre periférica de los teledsteos (20 000 a 52 000 leucocitos’mm?), tienen
una proporcion de linfocitos de 70-80% de la tasa leucocitaria total, lo que conlleva a
una buena actividad de inmunidad celular en los peces,Miller y Clem, 1984) éstos tienen
inmunidad natural o innata y adaptativa, la inmunidad natural comporta efectores
humorales (el complemento y sustancias séricas con propiedades aglutinantes, heolizantes, precipitantes a
neutralizantes), celulares y tisulares como piel y mucosas. (Kinkelin et al., 1991)

Se han descrito en los peces ciertas sustancias a las que se ha dado el
nombre de anticuerpos “naturales” o no especificos, en contraposicién a los anticuerpos
especificos que reaccionan con el antigeno el cual estimula su produccién. Estos
anticuerpos “naturales” poseen una amplia gama de actividad, se han identificado por su
movilidad electroforetica, en la fraccion gammaglobulina; y por la capacidad de
activar el complemento.(Roberts, 1989)

Las propiedades basicas del complemento de los mamiferos (termolabilidad,
requerimientos de CaZ* y de Mg2*) las comparten los peces. El sistema del complemento es
un complejo de enzimas formado por once fracciones proteicas independientes que estan
presentes en el plasma de los peces. El complemento de los mamiferos se inactiva a
temperaturas altas (54°C durantc 20 minutos), mientras que en los peces es mas sensible
al calor, se inactiva a 45°C, y a temperaturas bajas la actividad del complemento
subsiste a 4°C.(Roberts, 1989) Es probable que el complemento de los peces muestren

* otras caracteristicas bioquimicas diferentes, se ha comprobado que las inmunoglobulinas

de los peces al formar complejos antigeno-anticuerpo no consiguen activar el
complemento de mamiferos. La llamada via altema o de la properdina del complemento
también existe en los peces,(Seremoy Avialion, 1979) |3 jmportancia de ésta es la posibilidad
de iniciacion de la reaccion del complemento sin necesidad de anticuerpo, con lo que
el complemento crea un mecanismo defensivo mas inespecifico, esta es una ventaja para
los animales ectotermos, y que las condiciones pueden no ser favorables para la
sintesis proteica. La cadena enzimatica del complemento es mas termolabil que la
de los mamiferos ya veces muestra una especificidad. (Tumer, 1994)

Los leucocitos polimorfonucleares, aunque tienen la misma constituciéon enzimatica
que la de los mamiferos, por el contrario en los peces tiene una débil capacidad
fagocitaria (Ellis. 1989) Los macréfagos, cuya actividad fagocitaria es muy importante,
parecen ser desprovistos de receptores para el fragmento Fc y para el C’3 (Kikelinet
al, 1991) La Proteina C Reactiva (PCR), tiene una funcioén protectora en los mamiferos,
en el plasma aparece durante la fase aguda de muchas infecciones, una diferencia




interesante respecto a los mamiferos es que la PCR en los peces es un constituyente
normal y constante en el plasma de éstos, lo cual representa una linea de defensa contra
cualquier microorganismo.(Tumer, 1994)

La inmunidad adaptativa de los peces se representa por los linfocitos B con anticuerpos
especificos o inmunoglobulinas, linfocitos T y linfocinas.

Los peces teledsteos poseen una inmunoglobulina (1g) llamada M (gM) la cual tiene
caracteristicas fisicoquimicas similares a la IgM de los mamiferos. Esta Ig en los peces
presenta coeficientes de sedimentacion de 198, 16S, 7S y 6.4S con un peso molecular
de 700,000 daltons y tiene una estructura tetramérica, conteniendo cadenas pesadas
tipo ,(Cone y Marchalanis, 1972) anteriormente se creia que la IgM se encontraba solamente en
el suero del pez, estudios realizados en 1992 en los huevos del salmoén (Oncorhynchus keta),
demostraron’ que en las proteinas de las yemas se encuentra una Ig con un peso
molecular de 495,000 daltons inferior al peso molecular registrado en la IgM del
suero (Fuds, Harat, Yamazaki y Kobayashi, 1992)  En los peces también se identifican anticuerpos
en el plasma, fluidos tisulares y el moco (del tracto digestivo, piel y branquias), no se sabe
porqué mecanismo el anticuerpo pasa al moco, puede ser derivado de los anticuerpos
del plasmay ser segregado al moco, 0 puede ser producido localmente en el epitelio
mucoso, por células plasmaticas, (Houghton, Healey y Matthews, 1992) En e] bagre esta Ig esta
formada por moléculas que varian en su estructura covalente y en sus componentes de las
cadenas ligeras (Tumer, 1994) [ a5 células B de los anfibios y peces teledsteos, se distinguen
facilmente de las células T, mediante el uso de anticuerpos anti-inmunoglobulina y
anticuerpos monoclonales contra células T, respectivamente. Se ha demostrado que
posiblemente la Ig sea el dnico tipo de receptor antigénico empleado por los linfocitos
B de los peces. (Roitty Brostoff, 19%)

El interferon (IFN) es un agente antiviral en todos los vertebrados, su modo de
accion es penetrar en potenciales células huésped e impedir la replicacion del acido
nucleico viral, el aumento de la velocidad de sintesis del IFN in vitro con la elevacion
de la temperatura podria demostrar la resistencia de los peces frente a algunas virosis
y en la viremia primaveral de la carpa, el IFN no ha sido aislado ni purificado hasta el
momento (Kinkelin etal., 1991)

La inmunidad mediada por células es la responsable de las reacciones de
hipersensibilidad retardada y el rechazo de alo-injertos o alo-trasplantes. La
hipersensibilidad retardada se caracteriza por una acumulacion de células linfoides
ocasionada por la presencia de ciertos antigenos a los que el animal ha sido
sensibilizado; se ha demostrado la actividad de este tipo de respuesta en estadios
tardios de las enfermedades granulomatosas de los peces. (Rijkers, 1981 )




El rechazo de alo-injertos se manifiesta cuando se hace el trasplante de un tejido de un
individuo a otro de la misma especie pero genéticamente diferente, es decir, un alo-
injerto, estimula una respuesta inmune especifica que da lugar al rechazo de los tejidos
trasplantados; se caracteriza por infiltracién del tejido trasplantado por células linfoides
capaces de causar lisis especifica de las células extrafias al llegar a establecer contacto
fisico. Los teledsteos muestran una respuesta de rechazo de alo-injertos bien desarrollada.
Hildemann en 1970 realizé trasplante de escamas en el “goldfish” y demostro la naturaleza
especifica de la reaccion de rechazo de alo-injertos en los peces, (Turmer, 1954)
Entre la aparicion de la inmunidad especifica, el desarrollo del timo y de los linfocitos
circulantes existe relacion directa, solo se puede registrar la presencia de células
ejecutivas del sistema inmune que son los linfocitos circulantes, a los que se ha
dado en conjunto con los macrofago la denominacion de células
inmunocompetentes. (Ellsaesser, Bly y Clem, 1988)  Experimentos con linfocitos marcados
en los peces mostraron que los linfocitos pequefios migraban a tejido linfoide en el
nfion y el bazo, que mientras eran residentes en estos Organos incorporaban el
compuesto uridina tritiada a su RNA. Los linfocitos migran también hacia
tejidos no linfoides y pulpa roja esplénica, lo cual indica que existen al menos dos
poblaciones de linfocitos que tienen patrones de migracion diferentes. (Faulman, Cuchess,
Lobb, Miller y Clem, 1983) o5 linfocitos poseen en sus membranas celulares receptores
capaces de reconocer determinantes antigénicos lo que permite diferenciarlos de los
mamiferos, (Boguer y Ellis, 1977)

En los vertebrados inferiores, como los peces y los anfibios, los compartimientos
linfoide y mieloide se encuentran entremezclados. En los peces existe un conjunto
incompleto de tejido mielolinfoide, que carece de médula 6sea, ganglios linfaticos y
tejido linfoide asociado a las mucosas (por sus siglas en inglés: MALT)(Sima y Veyvicka, 1993; Roitt
y Brostoff, 1996) en cambio, a este nivel de evolucion se observa la presencia de un timo bien
desarrollado, asi como el bazoy tejido linfomieloide asociado con el rifién y el higado
(Figura 1), aunque los peces mixinoideos no poseen un verdadero timo, y el bazo es tan
solo rudimentario. (Tuzer, 1994) Una caracteristica especialmente notable con respecto al
tejido linfomieloide de los peces es la abundancia de centros de melanomacrofagos en
el higado de las formas anteriores, asi como en el bazo y el rifion de los teledsteos.
Estos centros estan densamente cargados de pigmentos (hemosiderina, ceroide, melanina y
especialmente lipofucsina); se ha sugerido que los centros representan un analogo primitivo
de los centros germinales hallados por primera vez en los tejidos linfoides de las
aves. (Van Muiswinkel, Lamers y Rombout, 1991) | 3 acumulacién de pigmentos en los macrofagos
de los peces pueden estar parcialmente relacionada con los altos niveles de grasas
saturadas que existen en esos amimales, a fin de lograr fluidez en las membranas




a bajas temperaturas estas grasas son propensas a la peroxidacion y a la formacion de
lipofucsina' (Hardie et al., 1994; Schaperclaus et al., 1992)
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Figura. 1. Evolucién de los érganos y células del sistema inmune. (Cooper, 1985)




Timo

El timo en los peces teledsteos es un o6rgano par compacto situado en el angulo
superior del opérculo, es el primer érgano linfoide que aparece en el desarrollo ontogénico
y filogénico,(Temer, 1994) g desarrolla embriolégicamente a partir de los primordios
asociados al epitelio de los sacos faringeos.

Este organo esta constituido al igual que en
los mamiferos, de una zona cortical y
medular (Figura 2). La malla de tejido cortical
contiene linfocitos pequefios (timocitos) y en
diversos estadios de desarrollo, agrupados
en forma compacta y uniforme; mientras
que la zona medular estd formada
principalmente por linfocitos maduros en
pequefia cantidad distribuidos entre el
epitelio reticular y macrofagos. (Ellsacsser et al.,

) 1a involucion timica en los peces se
inicia al llegar a la madurez sexual, existe
evidencia que implica que el timo, en los
peces, es un oérgano linfoide central mas
que periférico. La dosis de carbono coloidal
(tinta china) inyectada a un pez es rapidamente
absorbida por los fagocitos presentes en la

sangre, el corazon y el bazo, pero no llega
a penetrar en el tejido timico, sugiriendo

que el timo de los teledsteos posee una ;

estructura endotelial vascular especializada con permeabilidad selectiva FIis 1989 pyigte

una gran produccion de linfocitos en el timo, pero estos deben migrar rapidamente a

organos como: rifidn, bazo, higado, tracto digestivo y branquias.(r‘"' kelin et al., 1991)

RifAén anterior

El rifion de los teledsteos contiene linfocitos en diferentes etapas de division,
consta de dos partes: el pronefros 6 rifion anterior, y el mesonefros o rifidn excretor;
el rifion anterior de los teledsteos posee linfocitos en diversas etapas de division y en
el cual tiene lugar la eritropoyesis, linfopoyesis y granulopoyesis, realiza funciones muy
similares a las de la médula 6sea y los ganglios linfaticos de los mamiferos. (Tune, 1994)




Bazo

El bazo muestra en los peces una
constitucion mas sencilla que en los
mamiferos. En el bazo de los teledsteos se
encuentran linfocitos y centros germinales
cubierto de tejido conjuntivo en forma de
trabéculas, los cuales se bifurcan formando
una estructura tridimensional al unirse sus
extremos a manera de red. (Roberts, 1989, Van g R VW
Muiswinke] et al, 1991) A{ igual que en los HEL e
mamiferos el bazo en los peces se encuentra

separado en dos zonas: pulpa roja, con
funcion hematopoyética y pulpa blanca .
que posee dos tipos de linfocitos T y B :
con la prevalencia de los primeros (Figura 3). °
En 1971, Neale y Chacin investigaron que el bazo puede ser suministrado por células
productoras de anticuerpos originadas en el rifiony funciona también como filtro
purificador de la sangre, debido a las vainas elipsoides, (citadoen Ellis, 1989)

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LOS PARAMETROS
INMUNOLOGICOS DE LOS PECES

La RIC que depende de la actividad de los linfocitos se considera estrechamente
relacionada con la temperatura, ya que en el interior de la zona de tolerancia de
los animales un cambio de temperatura produce frecuentemente una alteracién
rapida, directa y proporcional a la velocidad de los procesos fisiologicos. Los
linfocitos son mas sensibles al cambio de temperatura por ser células en constante
proliferacién.(vmeja, Miller, Harvey, Cuchens, Warr’s y Clem, 1992)

En 1948, Bisset observd que al reducir la temperatura por debajo de un nivel
critico, un pez o anfibio que habia sido inmunizado y estaban produciendo anticuerpos
mostraban una reduccion de los niveles séricos de inmunoglobulinas. Estos niveles
permanecen bajos hasta que la temperatura se eleva nuevamente por encima del nivel
critico.(citado en Roberts, 198%)  También Cone menciono que a baja temperatura hay
inmunosupresion en la respuesta humoral primariay la produccion de anticuerpos es
atrasada, deprimido o totalmente inhibido dependiendo de la especie de pez, también




se ha reportado que se induce tolerancia a ciertos antigenos y se reduce el namero de
leucocitos del rifién anterior. (Cone'y Marchalonis, 1972)

En 1979 Sereno comprobd, que los peces teledsteos tienen un proceso muy lento
en la liberacién de inmunoglobulinas séricas, cuando las bajas temperaturas no permiten
reaccionar al SI, y el estimulo antigénico queda conservado incluso hasta 135 dias
en el organismo del pez, obteniendo respuesta cuando la temperatura es adecuada para
la inmunogénesis. (Sercto y Awtalion, 1979)

Entre 10 a 20° C y utilizando coadyuvantes se acentua la formacion de anticuerpos en los
peces, el efecto reforzante del coadyuvante en los teledsteos es mucho mayor incluso a
temperaturas bajas, (Bly y Clem, 1992)

La temperatura critica por debajo de la cual ya no se desarrolla la respuesta
inmunologica varia segin las especies, esta en relacion con la gama natural de
temperaturas del medio. Las especies de aguas mas templadas como la carpa espejo, no
producen anticuerpos si la temperatura del agua es de 12°C o menos, mientras que la
trucha arco iris mantiene su produccion de anticuerpos hasta temperaturas de 5°C. La
formacion de anticuerpo se retrasa y no alcanza la intensidad observada en peces
mantenidos 15 dias en agua a 25° C y pasados luego a agua a temperatura de 12°C. Sia
los peces se les inocula el antigeno a temperatura de 25° Cy después los mantienen a
12° C en un lapso de 8 dias desde la inoculacién, aparece una respuesta normal de
anticuerpos, con una respuesta secundaria normal en estos peces sometidos a 12°C,
siempre y cuando su respuesta primaria se haya dado a 25°C, lo cual sugiere quela
fase de induccion es termodependiente;(Rijkers, Elizabeth, Frederix y Van Muiswinkel, 1980)  Avtalion
indica que si los peces han estado en contacto con el antigeno durante un periodo inicial
breve a temperatura superior a la critica, la produccién de anticuerpos se desarrollara
normal e independientemente de la temperatura del medio.(Tumer, 1954)

En 1994 Hardie demostro, que la produccion del factor activador de macrofago (MAF)
en la trucha arco iris es dependiente de la temperatura, los leucocitos estimulados in vitro a
una temperatura de 14° C son capaces de proliferar y liberar MAF, aiin hasta temperaturas
tan bajas como 6° C. Las células T citotoxicas se inhiben a bajas temperaturas, debido a la
alteracion de la transduccion de la seilal por una falta de los factores de crecimiento para
los leucocitos. Esto demuestra la dependencia de los leucocitos a la temperatura no
Ginicamente in vivo sino también in vitro. (Hardic ctal, 1954)

La produccion de anticuerpos y la inmunidad mediada por células son suprimida
cuando los animales poiquilotermos inmunizados se mantienen a temperaturas entre 8°C a
15°C, pero la RI se inicia cuando los animales inmunizados son transferidos a
temperaturas entre 25° C a 37° C. La respuesta inmune a la inyeccion intraperitoneal de
eritrocitos de caballo (HRBC) en los peces se da en dos fases: 1) la respuesta inicial de




células formadoras de rosetas (RFC) es independiente de la temperatura, pero proporcional
a la dosis del antigeno; 2) la aparicién de anticuerpos circulantes es dependiente de la
dosis de antigenos y de la temperatura del medio. Esta imposibilidad de mantener a 20°
C los niveles altos de RFC indica que la temperatura puede influir en los pasos tempranos
de maduracion de células secretorias de anticuerpos. (Coney Marchalonis, 1972)

La RIC en vertebrados poiquilotermos es dependiente de la temperatura, el rechazo a
injertos se disminuye o completamente se ausenta a temperaturas bajas. Los limites por
arriba o por debajo de la temperatura en la cual hay RI, se encuentran estrechamente
relacionados con los intervalos de temperatura que las especies consideran como su
hébitat. La relacion entre la temperaturay el tiempo de supervivencia de un injerto en
el Cyprinus carpio indican que se necesitan dos temperaturas sensibilizadoras en el
proceso de rechazo de injertos. Sin embargo de acuerdo a otros autores el estudio de
diferentes animales, ha permitido saber que la primera fase en la RI es el proceso de
reconocimiento del antigeno el cual es relativamente independiente de |la
temperatura, (Rijkers et al,, 1989) | cual es contradictorio a lo anterior.

La sugerencia de que el frio induce tolerancia resulta de una modificacién en la

inmunorregulacién de células cooperadoras, este parece suprimir la produccién de células
nuevas, lo cual se ha observado in vitro. Bly y Clem, 1991; Tumer, 1994)
Precisamente en el bagre de canal se ha observado que existe en estas condiciones de baja
temperatura una disminucion de células cooperadoras. Portanto  1a  inmunosupresion
inducida por temperatura baja no involucra supresiéon de células T ya activas, sino la
inhibicién especifica de la activacién de una nueva generacion de células T cooperadoras.
Los leucocitos de pez inmunizados con antigenos humanos expuestos in vifro a una
temperatura de 11°C produce una baja respuesta secundaria de anticuerpos. Sin embargo,
si el bagre de canal es puesto a una temperatura de 23°C sus células tienen una buena
respuesta secundaria in vifro. Por lo anterior se puede afirmar que la inmunizacion a
temperatura baja con un antigeno no induce tolerancia especifica. Como medida
profiléctica para la acuacultura implica que la inmunizaciéon se debe de realizar en
primavera-verano, con el objeto de que al llegar el invierno el pez ya tenga una buena dosis
se anticuerpos circulantes, (Bly y Clem, 1991)

La temperatura del cultivo de linfocitos tiene una influencia determinante en el
crecimiento de las células, el intervalo de temperatura de incubacién optima de las
células de la mayoria de los animales endotérmicos esta entre 35 a 37° C. Se ha
demostrado que en el cultivo celular de estos que a temperaturas bajas se deprime el
metabolismo. Sin embargo los cultivos celulares de animales poiquilotermos se
incuban normalmente a temperaturas relativamente bajas, las células de peces de
agua fria son cultivadas entre 15 y 20°C, las células de peces de agua calida son

i




cultivadas entre 22 y 27°C, las células de insecto son cultivadas en un intervalo entre
23 y 27° C. (Jakoby y Pastan, 1979) Debe haber una explicacion racional a todo lo anterior.

Se sabe que a baja temperatura menos de 17° C selectivamente se suprime in vifro
la respuesta de los leucocitos o fagocitos en el bagre de canal asi como en otras especies.
El efecto de la temperatura sobre la inmunidad celular no especificaen los peces
ha sido estudiado solamente en fagocitos -la primera linea de la defensa inmunolégica-
cuando las bacterias se eliminan rapido aiin en los peces mantenidos a temperaturas bajas
esto es gracias a la funcion de los mencionados fagocitos-neutrofilos. En el bagre de canal
la funcion de los neutrofilos cesa a 10° C. La temperatura de 17° C es minima para la
aclimatacion del bagre de canal y es limite para la funcion de sus leucocitos y se
considera como temperatura 6ptima para la funcion de fagocitos del bagre la temperatura
de 27° C. (Ainsworth, Dexiang, Waterstrat y Greenway, 1991) No se han encontrado datos respecto al
cultivo de linfocitos de bagre de canal.




EL ESTRES Y LA RESPUESTA INMUNE

Desde 1936, Selye describio el sindrome general de adaptacion o estrés, éste
sindrome abarca un conjunto de cambios organicos que entran en juego como respuesta
del organismo a toda una variedad de estimulos nocivos, que provocan el incremento de
los adrenocorticoesteroides, involucion del timo, disminucion de la masa de los
organos linfoides y lceras gastrointestinales, (citado en Stratakis, 1995) [ o5 factores
estresantes son aquellos estimulos ambientales cuya percepcion por el sistema nervioso
no coincide con la representacion neural de experiencias previas incluyen tanto cambios
internos (lesion tisular, hipoglucemia, hemorragia, infeccién, eic.), como del medio externo (frio,
calor, agresién, etc.), (Alvarez y Garcia, 1992)  En los animales de experimentacion el estrés
cronico aumenta la mortalidad de los animales infectados con virus y disminuye el
rechazo de trasplantes, por lo que el estrés tiene un efecto inmunosupresor.(Okimura, Satomi
y Ohkuma, 1994) En Jos peces, un cambio brusco de temperatura provoca estrés y como
consecuencia disminucién en la RI. (Schiperclaus et al, 1992)

Los peces Oseos tienen un sistema nervioso compuesto de sistema cerebro-
espinal (encéfalo, médula cspinal, ganglios nerviosos crancales y raquideos) y el sistema vegetativo
(ganglios, nervios simpdticos y parasimpaticos).(Lagler et al., 1990) F) gistema nervioso puede ser el
asiento de diferentes afecciones o infecciones, el eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal, es
puesto en juego a causa de un cierto numero de agentes morbidos que comprometen al
sistema inmune, lo cual afecta la salud de los peces. Kinkelin et al., 1951)

El eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal es estimulado por todos los factores de
agresion presentes en el ambiente que reacciona desencadenando estrés, esta respuesta
se traduce en la elaboracion de catecolaminas (Stratakis, 1995) y de corticoesteroides en el
tejido suprarrenal que intervienen en la movilizacion y en la utilizacion de las reservas
energéticas asi como en el equilibrio hidromineral (Alvarez y Garcia, 1992) | g compensacion del
estrés tiene un costo energético que repercute el rendimiento de los animales; por medio de
experiencias de acondicionamiento, se ha demostrado que la respuesta nerviosa del pez
tiene como en los mamiferos, un papel fundamental en el estrés. Las manipulaciones
piscicolas son generadoras de estrés, parece que toda la patologia debida al ambiente
siempre es consecuencia del estrés y puede ser la causa directa de morbilidad. (Sehaperclaus
etal, 1992) En las explotaciones productivas intensivas la seleccién y el transporte de los
animales son algunas de las causas de las agresiones mas frecuentes. La anatomofisiologia
de los peces es sensible a los efectos del estrés, el cual es capaz de perturbar, al menos
eventualmente, la respiracion, el metabolismo y la RI, como consecuencia se tiene la
disminucion de los rendimientos, lo cual puede conducir a la manifestacion de infecciones
ya existentes en animales portadores o al contagio en el momento de la




manipulacion. (Lagler et al., 1990)

En los dltimos 20 afios se ha demostrado que existe una correlacion bidireccional
entre el sistema nervioso central y el sistema inmune y los efectos del estrés sobre Ia
respuesta inmune han sido atribuidos al aumento de la secrecion de glucocorticoides
que se produce en dichas situaciones (Roitt y Delves, 1992) y | duracion e intensidad de
la respuesta del eje adrenal al estrés depende el grado de estimulacion, durante los
periodos en los cuales se incrementa la secrecion de cortisol, se suprimen los ritmos
circadianos del eje adrenal y la retroalimentacion negativa ejercida por los glucocorticoides
esta practicamente ausente; en experimentos realizados en animales adrenalectomizados se
observa una inhibicién de la proliferacion de linfocitos.(Alvarezy Garcia, 1992)

La respuesta del sistema inmune ante una agresion no solo da lugar a los
procesos fisioldgicos encaminados a eliminar al agente extrafio, sino también es capaz de
estimular el eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal. La interleucina 1 (IL-1), producida por
los macrofagos es un mensajero en la comunicacién entre ambos sistemas. Junto con
la IL-1, otros mediadores del sistema inmune tales como la IL-2, IL-6, la timosinal,
timosina 4, el interferon IFN-o. y el INF-y los cuales también son capaces de modular
la actividad del sistema neuroendocrino.(Stratakis, 1995)

Un factor inespecificos que influye en la resistencia a la enfermedad son las hormonas.
Las dosis bajas de esteroides y tiroxina, pueden estimular la RI, en tanto que las
dosis altas de esteroides, asi como testosterona y progesterona, tienen accion
inmunosupresora. En los animales con estrés, el aumento de la produccion de esteroides
puede ser inmunosupresor y ayudar asi a que se precipite la enfermedad. (Ursin, 19%4)
Un ejemplo del efecto de este tipo de estrés se ve en los bovinos sometidos a transportes
prolongados en condiciones que no son dptimas, como consecuencia de este manejo son
mas susceptibles a que contraigan infecciones por virus o bacterias.(Tizard, 1989)

En condiciones naturales existen en el pez todos los grados de estrés en funcion de la
intensidad y duracion de la agresion. En principio esta reaccion se produce en numerosas
situaciones, caracterizadas por la presencia de componentes del medio ambiente
desfavorables a la fisiologia de los peces. En 1981 Schreck por medio de experimentos de
acondicionamiento, demostré6 que la respuesta nerviosa del pez tiene como en los

mamiferos, un papel fundamental en el estrés. (citado en Kinkelin et al., 1991) Duyrante el Gltimo
decenio, apenas hay operaciones piscicolas de las que no se sospeche que son generadoras
de estrés, como en las explotaciones intensivas, la seleccién, manejo, cambios
fisicoquimicos bruscos y el transporte de los animales son algunas de las causas de
agresiones mas frecuentes, por lo que se observa que el pez en condiciones naturales esta
sometido a estrés, pero que al ser manipulado productivamente este estrés puede
multiplicarse varias veces. (Schperclaus, 1992)




INMUNOMODULACION Y EXTRACTOS TIMICOS

Se le llama inmunomodulacion al proceso de modificacion de la RI bajo
diferentes estimulos, los cuales pueden ser moléculas, factores ambientales o sustancias.
El inmunomodulador es una sustancia de origen vegetal o animal, actualmente los de
origen timico han sido muy estudiados y se sabe que normalizan los parametros
inmunologicos.

En los ultimos afios se ha producido un gran adelanto en la determinacion de
los compuestos timicos  activos, las cuales realizan una funcion
inmunomoduladora.(Tizard, 1989)  Actualmente se han descrito mas de 15. sustancias
extraidas del timo con propiedades inmunomoduladoras. La  diferenciacion vy
maduracién de las células que surgen de la médula 6sea termina en el timo, con la
formacion de el linfocito T maduro.  Los extractos timicos, como la timosina,
timoestimulina, Tactivina, timopoyetina y las hormonas timicas purificadas o sus
analogos sintéticos, ejercen un efecto in vitro sobre los linfocitos periféricos,
favoreciendo su maduracion y proliferacion tras la estimulacién con antigenos o
sustancias mitogénicas.(Arion, 1989)  Estas sustancias potencian la produccion de
interferén inducida por medicamentos o sustancias mitogénicas por los efectores T y la
actividad de las células T supresora e intensifican muchas funciones de los linfocitos T
como la citotoxicidad y la actividad cooperadora. Varios preparados timicos elevan
la actividad fagocitica de los macrofagos y granulocitos, muchos extractos timicos
aumentan la resistencia in vivo a algunas infecciones y modifican el pronostico de
los ratones con tumores. Datos experimentales indican que los extractos timicos
alteran la  transmisién neuromuscular y actian sobre el eje hipotalamo-
hipofisiario.(Back, Pleau y Dardenne, 1980) .
Actualmente se han extraido varios polipéptidos del timo. Aquellos que han sido
quimicamente bien definidos constituyen una serie de entidades moleculares, entre las
cuales encontramos a la Timosina al, timopoyetina, timulina, Tactivina y Factor Humoral
Timico (THFy-2). (Aricn, 1989)

Timosina at

El primer péptido en ser aislado, es un extracto del timo con 15-20 péptidos, de
28 residuos de aminoacidos con un peso molecular aproximado de 3.1 kDa y acetilados
en su extremo amino-terminal, con un punto isoeléctrico de 4.2. Se ha demostrado que
induce la expresion de algunos antigenos de diferenciacion de células T del ratén, Thy,
Lytl y Lyt2-3, incrementa la respuesta mitogénica de linfocitos murinos, estimul
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producciéon de anticuerpos, infocinas y modula la expresion de la enzima
desoxinucleotidiltransferasa terminal (Tds), la timosina-o.1 es termoestable, quiza porque
no contiene cisteina y carece de puentes de disulfuro, en estudios in vitro intensifica la
actividad de las células T supresoras.(Bach etal., 1980)

Timopoyetina

La timopoyetina fue aislada del timo de becerro por Goldstein en 1972, posee
efectos neuromusculares ademas de acciones sobre el SI, tiene un peso molecular de 5.5
kDa es una proteina termoestable formada por 49 aminoacidos; se ha demostrado que
induce varios aloantigenos especificos de células T in vitro (rechazo de carcinoma 3LL,
prevencion de autoinmunidad en ratones y generacién de células T citotéxicas), su actividad biologica
esta comprendida en el péptido TPS compuesto de los residuos 32 al 36 (Arg-Lys-Asp-
Val-Tyr).(Bach et a1, 1980) ] g timopoyetina se une a receptores de la membrana celular
presentes en linfocitos T, involucrando la estimulacion de ciclasa de adenilato o ciclasa
de guanilato, estudios recientes demostraron que la timopoyetina se une con alta
afinidad al receptor de acetilcolina.(Bamete, 1990)

Timulina

La timulina, antes conocida como factor timico del suero (FTS), ha sido
purificada del suero de cerdo, del humano y a partir del timo de becerro. Es un
nonapéptido (Glu-Ala-Lys-Asn-Ser-Gin-Gly-Ser-Asn), (Tizard, 1989) que tanto en forma natural
como sintética liga zinc, tiene un peso molecular 0.8 kDa y un punto isoeléctrico de
7.3. Este pequefio péptido se sintetiza en los corpusculos de Hassall, (estructuras refractiles
redondas que se observan en el timo). Si se inyecta a animales deficientes en células T, la
timulina induce en ratones la aparicion del antigeno Thy 1, incrementa la formacion de
rosetas por los linfocitos y reduce la poblaciéon de células T supresora (Basete, 1990)

Tactivina

La Tactivina esta constituido por una mezcla de 16 fracciones compuesta de
polipéptidos de origen timico extraidos por métodos bioquimicos del timo de
becerro, el estudio de la masa y las propiedades isoeléctricas de las moléculas
que lo componen indica su heterogeneidad, por lo que su peso molecular puede
variar entre 1.2 a 6 kDa. (Arion, 1989)

Desde 1985 la Tactivina se produce en la Industria farmacéutica de Rusia y se
encuentra con la aprobacion clinica en varios paises (Alemania, Suecia, Francia, etc.), €s




una sustancia inmunotrépica que se puede considerar como verdadero inmunomodulador,
esto significa que si lo parametros inmunoldgicos son normales, la Tactivina no los
modifica, en cambio si estin elevados los disminuye a la normalidad; y si estan
disminuidos los eleva hasta cifras normales. La Tactivina actua exclusivamente
sobre los linfocitos T, se liga al receptor de la membrana con mayor afinidad,
regula la sintesis de linfocinas y afecta alas células T supresoras. El estudio in
vitro de la Tactivina induce la expresion del antigeno Thy 1, la Tactivina junto con
PHA induce la transformacion blastoide de linfocitos T en sangre periférica en pacientes
con varias enfermedades, la Tactivina tiene una actividad completa de un afio a
temperatura ambiente y de 3 afios a temperatura de 4 a 10°C. La Tactivina es
utilizada en el tratamiento de inmunodeficiencias, procesos de infeccion, crecimiento
tumoral y sindrome del cansancio. (Arion, 1989)

Posibles Mecanismos de Acclion de la Tactivina

Desde 1972, se encuentran preparaciones de péptidos de origen timico, los

cuales ayudan a las células T a que se diferencien y desarrollen su actividad
biologica. Los péptidos timicos también potencian la produccién de interferén
inducida por medicamentos o sustancias mitogénicas. Algunos extractos timicos elevan
la actividad fagocitica de los macrofagos y de los granulocitos. Se ha comprobado
que el timo desarrolla por lo menos una parte de su funcion produciendo péptidos
que regulan muchos de los procesos en el organismo, (Arion, 1989; Bach et al., 1980)
Los estudios experimentales en la Tactivina indican su heterogeneidad molecular la
cual resulta principalmente de la diversidad funcional de sus moléculas que la
constituyen. En el proceso de extraccion de la Tactivina hay degradacion de
algunas de sus moléculas, aunque tal degradacion podria contribuir a la
heterogeneidad molecular.(Arion, 1989)

La heterogeneidad funcional de los péptidos de origen timico ha sido
cuestionada en base a que algunas de las moléculas de timulina y timosina
exhiben su actividad en muchas pruebas inmunologicas. Esta puede ser una discrepancia
la cual resulta facilmente explicada, ya que algunos péptidos reguladores actian
inhibiendo o activando mecanismos bioquimicos. Los péptidos que constituyen a la
Tactivina emplea o ejerce una influencia regulatoria en la diferenciacion y migracién
de las células contenidas y la maduracién de los linfocitos T en el timo, bazo,
nodulos linfaticos y sangre periférica. La Tactivina es capaz de regular algunos
procesos bioquimicos en células no linfoides. Pruebas clinicas han demostrado su alta
potencialidad terapéutica. En el proceso de maduracion de los linfocitos T van
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adquiriendo antigenos de membrana que los caracteriza y da lugar a subpoblaciones.
El péptido timico estimula la expresion de las moléculas sobre la membrana del
linfocito T. En base a los datos experimentales disponibles, se puede representar
esquematicamente cuales son los procesos bioquimicos que se disparan para hacer
que diferentes péptidos resulten responsables de la regulacion de los linfocitos, a
continuacion se representa en la figura 4.

Es un proceso bioguimico que da inicio cuando influye en el metabolismo del
calcio, en el sistema de ciclasas que activa en la expresion de algunos de los

genes.
Las investigaciones sobre los mecanismos de inmunorregulacion de los péptidos
timicos es un poco especulativa ya que se requiere de una verificacion
experimental mas detallada purificando cada una de las fracciones que
constituyen a la Tactivina.
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Figura 4. Posibles mecanismos de accion de los péptidos timicos en los procesos celulares
bioquimicos. Abreviaturas por sus siglas en ingles: GTP = trifosfato de guanosina; ¢cGTP = trifosfato de
guanosina ciclico, GMP = monofosfato de guanosina; ATP = trifosfato de adenosina, ADP = difosfato de
adenosina; MIF = factor de inhibicién de la migracién de macréfagos.




Factor Humoral Timico (THFy-2)

El factor humoral timico (THFy2) se prepara con timo de becerro, que consta de
31 aminoacidos con un peso molecular de 3.3 kDa y un punto isoeléctrico de 5.6. El THFy-
2 restaura la competencia de linfocitos T en ratones timectomizados, aumenta la
actividad de las células TH, Bachetal, 1980) estimula la respuesta del cultivo de
leucocitos y promueve la respuesta a las lectinas (principalmente ConA) para células
T.(Bamrete, 1990) E] péptido tanto en forma natural como sintética, tiene la misma
actividad biolégica in vivo e in vitro, induciendo un incremento en la proliferacion
de linfocitos y la produccién de interleucina (L-2) por las células del bazo de ratones
timectomizados al nacer.(Benjamini et al., 1996)

FISIOLOGIA DE LOS EXTRACTOS TIMICOS

Bajo un criterio endocrinolégico y fisiologico, solamente la timopoyetina,
Tactvina y la timulina pudieran ser reconocidos como verdaderas hormonas. Las tres
son exclusivamente producidas por el epitelio timico e inducen la diferenciacion de
las células T. A la inversa, latimosina es producida por otros Organos y su papel
fisiologico en la diferenciacion de las células T queda por ser establecido. La
produccion de Tactivina y timulina estan bajo control pleiotropico involucrando
Tactivina y timulina en si misma y de otras hormonas como la tiroidea, la pituitaria y
hormonas esteroideas. La Tactivina y Jla timulina son capaces de modular la
liberacion de hormonas pituitarias incluyendo ACTH, @ endorfina, prolactina y
hormona del crecimiento. La timopoyetina y Tactivina pueden también incrementar los
niveles de ACTH, B endorfina y B lipotropina. (Bach etal., 1980; Arion, 1989)

EFECTO DE LOS EXTRACTOS TIMICOS SOBRE LOS MARCADORES Y
FUNCIONES DE LOS LINFOCITOS

Los extractos timicos tienen dos principales acciones biologicas sobre las
células Ty sus precursores inmaduros: induce la expresion de marcadores y
potencian la activacion de varias funciones de las células T. Aunque no esta del
todo establecido y se requiere de mayor comprobacion experimental. (Arion, 1989)




EXPERIMENTOS DE INDUCCION

Los péptidos timicos tienen un efecto inductor sobre la mayoria de los antigenos de
diferenciacion, actuando sobre células linfoideas que carecen de esos antigenos, ésta
induccion es obtenida cuando los extractos timicos son usados a baja molandad,
locual se lleva a cabo en menos de 60 minutos de cultivo y puede ser
demostrada en células T muy tempranas (células esplénicas de raton desnudo). La
demostracion se hace solo en subpoblaciones de células precursoras por previa
separacion de las células blanco usando ya sea gradientes de densidad o formacion
de rosetas. Las hormonas timicas pueden actuar como inductores fisiologicos de
expresion de marcadores de células T. (Bach etal, 1980)

INTENSIFICACION FUNCIONAL DE LAS CELULAS T

Los péptidos timicos estimulan varias funciones de las células T normales y
deficientes en ratones y en humanos. El efecto regulador de la timopoyetina, Tactivina y
timulina, parecen depender del estado subyacente del Si, estos extractos timicos pueden
tender a normalizar el balance inmune, ya sea intensificando sistemas suprimidos o
estimulando mecanismos supresores en estados hiperreactivos.

El efecto de los extractos timicos se aplica tanto a funciones cooperadoras como
supresoras, con una predileccién por células T supresoras a dosis altas en mamiferos,
la inmunoestimulacién por timopoyetina, Tactivina y timulina incluyen la
restauracion de la avidez de los anticuerpos en animales envejecidos o
timectomizados, la intensificacion de la produccion de anticuerpos en ratones
viejos, la estimulacion del rechazo al injerto de la piel hembra-macho y el
incremento en la liberacion de interferon-y y de IL-2 por células esimuladas por
mitogenos, la supresion en la formacion de anticuerpos, la abrogacion de la
hipersensibilidad tipo retardada, sin causar inmunodeficiencia un efecto transferible
por células T y prevenido con ciclofosfamida; se puede asumir que los extractos
timicos actian a distancia del timo, como inmunomoduladores, contribuyendo al
mantenimiento de la homeostasis de los subconjuntos de "células T.(Benjamini et al., 1996)
Los extractos timicos tienen una funcién importante como inmunomoduladores en la
diferenciacion de las células T, el uso clinico de esos péptidos en forma sintética
esta ahora en curso y permitird la evaluacion de su efectividad en la modulacion
del SI. (Bachet al,, 1980)
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MITOSIS Y CICLO CELULAR

El ciclo celular puede ser considerado como una compleja serie de eventos

mediante los cuales el material celular se distribuye en las células hijas. La
division celular es solo la fase final y microscopicamente visible de un cambio a
nivel molecular. (Avers, 1983) La mayoria de las células somaticas, con excepcion de
las células muy diferenciadas, como las células nerviosas, siguen un ciclo que se
desarrolla en dos etapas principales:
» La interfase (del iatin infer - entre o en medic). La mayor parte de su vida la célula
permanece en la interfase, periodo en que la informacién genética también es
transcrita en diferentes moléculas de RNA (RNA mensajero, ribosémico y de trasferencia) que,
después de pasar al citoplasma traducen la informacién genética facilitando la sintesis
de proteinas especificas. La interfaise se divide en: G1, S y G2. (Golub, 1987)
La proliferacion de células T requiere de la interaccion de la IL-2 con su receptor (IL-
2R), ésta uniéon promueve la progresion del ciclo celular de Gl temprano a GI
tardio, dicha union genera la expresion del receptor a transferrina (RTf) para una proteina
circulante producida principalmente por higado  y bazo, la transferrina (Tf). La
union de la Tf con su receptor permite que las células T entren a la fase de
sintesis (S) o fase de duplicacion de ADN, después transcurre una fase en la que
la célula contiene dos veces la cantidad de ADN normal, llamado periodo G2,
este periodo es corto e iniciando asi la proliferacion (Figura 5). La existencia de Gl
esta relacionada con la cantidad de crecimiento y biosintesis que se efectiia en la célula.
Si el crecimiento es minimo, como ocurre en los embriones animales, o muy rapido,
como en algunos organismos inferiores que crecen en condiciones optimas, entonces Gl
es breve o simplemente no existe.(Neckers citado en Ramirez, 1993)  Dado que la sintesis del
ADN puede comenzar ain antes de que haya terminado la mitosis, el . periodo
G1 parece ser ¢l mas prescindible del ciclo celular, pero si se detiene la sintesis
del ADN, la célula no experimentard mitosis, la célula se hace no cicladora y a
estas son denominadas células GO.(Alberts, Bray, Lewis, Raff, Roberts y Watsan, 1994)

La introduccion de métodos citoquimicos como la coloracion de Feulgen
seguida de la cuantificacion por citofotometria, brindé los primeros indicios de que
la duplicacion del ADN ocurre durante la interfase, midiendo la cantidad de ADN
en los nicleos tefiidos de color magenta. En 1950, con el desarrollo de la
radioautografia, en el cual el ADN puede ser detectados mediante el examen de
granos de plata, que indican la presencia del ADN recién sintetizado que ha
incorporado precursores radioactivos. Los estudios realizados mediante timidina-H?3
permitieron determinar el periodo exacto en que se produce la duplicacion del
ADN y demostraron que la sintesis tiene lugar solamente durante una




limitada de la interfase, denominada periodo S, que asu vez es precedido y
seguido por dos espacios (gaps) 0 periodos de la interfase (Giy G2) en los que no
hay sintesis de ADN. (Albertsetal, 1994; Avers, 1983)  [a  duracion del ciclo varia
segun el tipo celular, en una célula tipica de mamifero el ciclo completo abarca
de 18-24 horas, cuando ha sido obtenido de un tejido humano y cultivado la
duracion de G1 es de 8 horas, el ADN es sintetizado durante 6 horas en la fase S,
G2 toma alrededor de 4.5 horas y la mitosis se completa al cabo de 1 hora.
El ciclo celular ha sido medido en vegetales superiores el cual selleva en un
lapso de 10-30 horas, el ciclo celular del meristema de guisantes es de 20-22
horas, las células de Xenopus adulto tienen un periodo S que dura alrededor de 20
horas, (Avers, 1983)

»  La mitosis (M) (del griego mitos - filamentos). Es un mecanismo que va a dar lugar
ados células hijas, que tienen exactamente ¢l mismo niimero de cromosomas y la
misma cantidad de ADN que la célula madre (Oolub, 1987) Qe caracteriza por la
sucesion de fenémenos agrupados en diferentes fases:

a) Profase (del gricgo pro - antes de).- El comienzo de
estaetapa es la condensacion de los cromosomas, éstos
se hacen mas cortos y gruesos, comienzan a hacerse
visibles pueden ser vistos como estructura doble. Casi al
término de la profase desaparece el nucléolo y la envoltura
nuclear, los centriolos que han duplicado su niimero en la
interfase se separan migrando cada uno de los pares al
polo opuesto de la célula. El huso se forma por division
del centriolo en dos, cada uno de transforma entre los
asteres que emigran hacia los polos colocandose cada uno a
un lado y otro del micleo. Los nucléolos desaparecen

progresivamente; tiene una duracién de 10 a 15
minutos. (Avers, 1983; Abbas, 1994)

b) Prometafase .- Comienza con la desapariciéon
de la membrana celular, los cromosomas seé mueven
libremente a la region ecuatorial de la célula y alli se
ligan por el centromero a las fibras del huso. Las
mitocondrias apenas se mueven, algunas se fragmentan y
otras desaparecen, los nucléolos no son visibles. (Avers, 1983)




¢) Metafase (del griego meta - entre).- Comienza cuando los
cromosomas han alcanzado el plano ecuatonial de la célula.
Dentro de! plano ecuatorial, los cromosomas extienden sus
brazos hacia el exterior de la célula. Al comienzo de la
metafase cada cromosoma posee un centromero, la
superficie celular se modifica, en forma de vesiculas. El
centromero de cada cromosoma se divide en dos
centromeros y permanecen juntos, uno al lado del otro, las
dos cromitidas de cada cromosoma van a separarse y
formar entonces cada una un cromosoma. Las etapas de
prometafase y metafase tienen una duracion de 25 a 35
minutos, (Avers, 1983)

d) Anafase (del griego ana - atrés).- Empieza por la
separacion de los dos centromeros, los cromosomas
hijos precedidos por el centromero, se desplazan hacia los
polos; en la segunda mitad de esta fase, las fibras del
huso se acortan hasta alcanzar la tercera o quinta parte de
su longitud original. Tiene una duracion de 5 a 8
minutos. (Golub, 1987)

e) Telofase (del gricgo telo - fin).- Comienza al
detenerse la emigracion de los cromosomas, estos se
agrupan en abanico, en los polos celulares, formando una
masa compacta hipercromatica. Los cromosomas
condensados comienzan a descondensarse y adquirir
gradualmente la apariencia que tenian durante la inierfase,
ocutre reorganizacion nuclear, que incluye la de nuevos
nucléolos y envoltura nuclear. Los cromosomas se hacen
menos compactos y se desespiralizan, la membrana nuclear
va a formarse nuevamente. La parte central de la célula se
estrecha  progresivamente, el huso se estrangula al
formarse la membrana de separacion de las células
hijas, las mitocondrias se reparten al azar entre las dos
células hijas. La telofase termina cuando los citoplasmas se
separan. (Avers, 1983)




Figura 5. Ciclo celular del linfocito T

RADIACTIVIDAD

La radiactividad es un proceso de desintegracion espontanea del nicleo de uno o
mas atomos, fue descubierta en 1896 por Henry Becquerel, cuando el cientifico francés
encontrd que una sal de uranio emitia una radiacion penetrante que no estaba
relacionada con la fluorescencia de la sal, esta radiacion se fija en las placas fotograficas e
ionizaba el gas. En 1898, Pierre y Marie Curie llegaron a aislar polonio y el radio del
mineral uranio, junto con Rutherford, Debierne, Soddy demostraron que la radiactividad se
acompaiia de una transmutacion del elemento. En el aflo de 1919, Rutherford provocé la
primera transmutacion artificial del nitrogeno en oxigeno y en 1934 1. y F. Joliot-Curie
obtuvieron el radiofosforo a partir del aluminio; Actualmente se producen muchos
elementos radiactivos (Castellan, 1985) Existen tres especies de radiaciones emitidas por
sustancias radiactivas: los rayos ¢, los rayos 8 y los rayos ¥ . Las dos primeras estan
constituidas por corpusculos materiales (micleos de helio y electrones, respectivamente); en cambio,
los rayos ¥ son ondas electromagnéticas, semejantes a los rayos X, pero de frecuencia mas
elevada (fotones de alia energia). St las radiaciones emitidas por un cuerpo radiactivo se
hacen pasar a través de un fuerte campo magnético perpendicular a las trayectorias, los tres
componentes o, 3, y ¥, se separan. Algunas de las principales propiedades son:

TRYOS OL.- Cuga - 26, masa - 6.6 X 1024 g velocided do emiside, o/10; encargia cinics 2,3 MoV, poder janizante, notable.
rRY0S P .- Cog- 43X 1070 aey; masa - 9X10°%; vetocidad do emisién, =<, energia cindtica - 2-3 MsV; poder ianizante, escaso.

TRYOS ‘Y.~ Ondas clectromagnéticas sin carga; oogitud do onda - 0.005-1 A%, velocidad do emisién - ¢; poder ionizante - escapenetracién - potable,




El poder de penetracion varia desde una hoja ordinaria de papel o algunos
centimetros de aire para los rayos o, delgadas laminas metalicas y varios decimetros de aire
para los rayos B; hasta bloques de plomo de 30 cm de espesor y varios kilometros de aire
para los rayos Y. Un elemento radiactivo se caracteriza por su periodo de
semidesintegracion (tiempo durante el cual la mitad de sus nicleos se ha desintegrado) y por su
actividad (nimero de desintegraciones por unidad de ticmpo), expresada en Curie (Ci), que equivale
al nimero de desintegraciones por segundo producidas por 1gramo de radio (=37 X 103). En
todos los procesos radiactivos se libera energia que se manifiesta en forma de calor, esta
energia resulta muy elevada si se compara con la producida normalmente en las reacciones
quimicas. Un gramo de radio al transformarse completamente en helio y en plomo emite
una energia total de 3.7 X10!% cal, equivalente al calor desarrollado por la combustién de
500 Kg de carbon. El periodo de vida media de un elemento radiactivo es el tiempo
necesario para que la mitad de una cantidad dada de ese elemento se desintegre en un
elemento nuevo. Asi, por ejemplo, la vida media del uranio 238 es de 4 500 000 000 afios, lo
cual significa que para ese tiempo, la mitad del uranio 238 existente ahora se habra
desintegrado en torio 234, que a su vez tiene una vida media de 24 dias. Cada isdtopo
radiactivo tiene una vida media caracteristica y éstas varian ampliamente, (Castellan, 1986)

Los rayos «, 8, y ¥ producidos en la desintegracion radiactiva pierden energia cuando
pasan a través de la materia. Esto sucede por transferencia de energia a los atomos,
moléculas o iones con los que colisionan. Estas colisiones pueden ser elasticas, es decir,
con transferencia tan solo de energia cinética elevando la temperatum del material con el
que chocan. La interaccion de la radiacion con la materia se produce con choques
inelasticos. Un electron de las especies con las que choca la radiacion puede subir a un
nivel de energia mas alto absorbiendo radiacion. Cuando vuelve a su estado fundamental
desprende de nuevo la energia frecuentemente como luz visible. En este efecto se basa el
contador de centelleo, instrumento usado para detectar v medir la radiacion, la luz
producida por la radiacion al chocar contra un solido organico o disolucién, activa una
célula fotoeléctrica dentro del contador, (Castelian, 1986, Benjamini et al., 1996)

TIMIDINA TRITIADA (*H-TdR)

El radioniicleotido como el *H-TdR, se utiliza para el ':3
diagnostico de algunas enfermedades, puesto que la radiacion
emitida interfiere con la division celular, este es aplicado como H

marcador para la cuantificacion de linfocitos T en la
proliferacion. (Stites et al, 1988) Howard y Pelc, en base a
experimentos radioautograficos permitieron medir el ciclo celular

HOCH,




con 3H-TdR, las células marcadas en cuatro intervalos sucesivos: G, fase S, G1 y mitosis.
G1 es el tiempo que transcurre entre el final de la sintesis de ADN y el comienzo de la
mitosis. Durante la G2 la célula contiene el doble (4C) de la cantidad de ADN presente en
la célula diploide original (2C). Después de la mitosis fas células hijas entran nuevamente
en el periodo G1 y tienen un contenido de ADN equivalente a 2C.(Avers, 1983)
El tritio es un elemento producido continuamente en la atmosfera por el bombardeo de los
rayos cosmicos. Se forma por la colision de neutrones con el nitrogeno de acuerdo con:
"N+ n—5C+ 1 H
Es un isotopo pesado del hidrogeno, decae con una vida media de 12.4 afios por
decaimiento B (son electrones expulsados a gren velocidad) en el 1s6topo estable de helio. La radiacion
B consiste en una emision de particulas cargadas negativamente, de propiedades idénticas a
las de los electrones. La emision de una particula 8 (mass ~ 0, carga = -1) convierte a un
neutron (masa = 1, carga = 0) del micleo en un proton (masa = 1, carga = +1). Por tanto, la
emision de la radiacion beta no cambia el nimero masico, pero el namero atomico
aumenta en una unidad (Castellan, 1986)

MITOGENOS

Los mitogenos también llamados lectinas, provienen de muchas fuentes en especial
de las plantas, tienen afinidad por los azicares de la superficie celular.(tit= « a1, 1983) Como
estos glucdsidos pueden ser distintos entre las células B y las T, algunas lectinas tienen
receptores sobre la membrana linfocitaria del primer grupo; otras se unen solo a los
linfocitos B, y algunos carecen de especificidad y activan por igual ambos tipos de
linfocitos. Su uso facilita la separacién de las interacciones celulares de la respuesta
inmune y la evaluacién de inmunodeficiencias basadas en linfocitos. Un mitdgeno es una
sustancia que induce la division celular (mitosis). (Tizard, 1989, Barrete, 1990)

Mitégenos de linfocitos T

Las lectinas tienen un amplio espectro en la capacidad de union, debido & su
afinidad especifica por ciertos residuos glicidos, estdn presentes en muchos grupos de
vertebrados inferiores incluyendo a los peces,(Etlinger, Hodgins y Chiller, 1976) y en los
invertebrados se considera que podrian tener propiedades protectoras ante una infeccion
por bacterias y/o parasitos; s¢ han identificado sustancias similares en los huevos de los
peces. (Fuda et al,, 1992) | 5 capacidad de respuesta a mitogenos, es una propiedad de los
linfocitos a los vertebrados. En los mamiferos, la fitohemaglutinina (PHA) y la
concanavalina A (Con A) estimulan predominantemente a los linfocitos T, mientras que los




lipopolisacaridos estimulan principalmente a los linfocitos B. Los leucocitos de los peces
se activan también por mitogenos, y los de la trucha arco iris, de la solla, bagre de canal y
carpa dorada responden a PHA y Con A (Favlman et al., 1983; Rocher, Troutaud y Deschaux, 1995} | og
estudios comparativos con mitogenos tipicos estimuladores de linfocitos T y B los
realizaron Etlinger en 1976 sobre linfocitos de trucha arco iris. Sus resultados demostraron
que los timocitos se estimulaban con concanavalina A, pero no con mitogenos de células
By los linfocitos esplénicos respondian a ambos tipos de mitogenos. (Etlinger etal., 1976)

Concanavalina A (ConA}

En 1919, J.G.Sumner extrajo del frijol (Canavalia ensiformis) dos subfracciones, una A

soluble solo en una concentracion de Cloruro de Sodio y otra B, soluble en 10% de
Cloruro de Sodio. Sin embargo, fue hasta 1970 cuando se descubrio que la ConA se
adheria a las células T (y en mucho menor grado a los linfocitos B) para que se dividan, (Tizard, 1989)
La ConA tiene un peso molecular de 102,000 daltons, es una proteina que existe como
tetramero cuando su pH es superior de 7 y como dimero cuando es inferior de 6.
Compuesta de una cadena polipéptidica de 237 aminoacidos. Las subunidades peptidicas
tienen bajo peso molecular (25,000daltons), y cada una fija un ion de Mn2* y otro de Ca’*.
Es necesaria la presencia de estos metales para que cada monomero se una a los
sacaridos, (Barac, 1990)
La union del tetramero es por medio de enlaces salinos entre las posiciones 114 y 116
de un dimero y el acido glutamico 192 del otro. La succinilacion de los aminoéacidos
libres de 1a ConA la transforma en el dimero estable. Los receptores de la célula T para
la ConA son a-D-manopiranésidos y a-D-glucopiran6sidos. (Besiamini etal, 1956)

Fitohemaglutinina (PHA)

La PHA es una proteina que se extrae del frijol rojo ordinario en forma de rifion
(Phaseolus vulgaris), esta s una sustancia que tiene accion hemaglutinante.
En 1960 fue el descubrimiento de la PHA, lo cual permitié las investigaciones sobre la
activacion de linfocitos en cultivos in vitro y el estudio de eventos semejantes
subsecuentemente como el crecimiento y producciéon de linfocinas (Bamrete, 1950) 3 PHA
esta compuesta de 5 pglicoproteinas de estructura tetramerica, cada una tiene una
composicion de dos subunidades diferentes E y L, con un peso molecular de 33 kDay 31.6
kDa respectivamente. El tetrametro esta compuesto de una a cinco posibles combinaciones
monomericas: E4, EjL;, Boly, Ejl; y Ly, La nomenclatura E y L se deriva de las
observaciones de que la subunidad E parece mas efectiva para inducir la aglutinacion de




eritrocitos y la subunidad L es aglutinante de leucocitos y es efectivo mitdgeno de
linfocitos, Roitt y Detves, 1992)

El fraccionamiento de los extractos crudos del frijol por cromatografia de intercambio
idnico y filtracion molecular permitié separar el componente estimulador de los linfocitos,
llamado PHA-L, de la hemaglutinina, 0 PHA-E. Ambas proteinas tienen pesos moleculares
de 115,000 y 140,000 daltons.(Barete, 19%0)  El receptor de la célula T para la PHA es N-
acetil-D-galactosamina, 1a PHA se une a linfocitos T en el humano y en el raton, (Roitt, 1996)

TRANSFORMACION BLASTOIDE

La identificacion de un inmunégeno por parte de los receptores especificos o las
sustancias mitogénicas inducen al linfocito a proliferar. Un pequeiio linfocito normal es
comparativamente inactivo, su nicleo ocupa la mayoria del contenido celular, una pequefia
cantidad de citoplasma y pocas estructuras activas en la sintesis de proteinas, es una célula
en reposo o que no se replica hasta que es estimulada por un antigeno o mitogeno
desencadenando un aumente de tamafio, crecimiento del nucléolo, acumulacion de
ribosomas en el citoplasma, se desarrolla el reticulo endoplasmico rugoso, el aparato de
golgi y otras estructuras necesarias para la sintesis de proteinas; se replica el DNA y
sobreviene la mitosis. Este fenémeno se llama transformacion blastoide. (Sttes et al,, 1988)
Los estudios realizados con linfocitos que habian sido activados de manera inespecifica
por mitogenos brindaron datos sobre los efectos desencadenantes de la sintesis de
anticuespos. El primer fenémeno que se observa después de la estimulacion de los
linfocitos por los mitogenos es, la formacion de casquetes polares constituidos por
receptores para el mitogeno (Figura 6). Se observa que se forman casquetes sobre células
que no estaban sufriendo transformacion blastoide, y que las células podian dividirse
después de la estimulacion, sin que llegaran a formarse los casquetes polares. El fenomeno
inicial critico que conduce a la activacion de los linfocitos, y que al parecer se produce
después de la estimulacion por mitogenos, es una endocitosis de los receptores. Algunos
procesos bioquimicos para la activacion de los linfocitos, empiezan con el aumento en el
transporte por la membrana, y se acelera la reposicion de los fosfolipidos de la propia
membrana. También se aumenta la permeabilidad para los nucléosidos, acidos aminados y
aziicares al mismo tiempo se acelera el paso de €8 Y K*_ Se ha demostrado que la fluidez
de la membrana se incrementa pocos minutes después de adicionar a los linfocitos los
mitogenos. Se han propuesto varios mecanismos para explicar la influencia de estas
modificaciones de la membrana sobre determinados fenomenos intracelulares que pudieran
desencadenar la activacion de la célula. Una posibilidad podria ser la aparicion de
nucléotidos ciclicos, que como “mensajeros secundarios” activarian las cinasas de
proteinas especificas, dependientes de nucledtidos ciclicos. Se sabe que la expresion




de ciertos genes requiere cifras altas de AMP ciclicos, mientras que la expresién de otros
genes queda frenada por niveles similares del propio nucledtido. La expresion de
los genes relacionados con la activacion de los linfocitos se encuentra regulada
por un delicado equilibrio entre las cifras intracelulares de AMP ciclicos y de GMP
ciclico. (Golub, 1987; Roitt y Brostoff, 1996)

La actividad blastogénica de los linfocitos bajo el estimulo mitogénico permite
determinar su estado funcional, lo cual es indispensable para la evaluacion de la RIC
debido a que éste ensayo de linfoproliferacion se utiliza ampliamente en los estudios
inmunolégicos. (Benjamini et al., 1996)
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Figura 6. Esquema de los eventos bioquimicos que probablemente acompafian a la activacion de
los linfocitos a consecuencia de la interaccion entre los receptores de superficie de la célula y los
mitdgenos o los antigenos.




HIPOTESIS

Los linfocitos T del bagre de canal (Ictalurus punctatus), tratados con péptidos
de origen timico (Tactivina) in vifro, restablecen su actividad  blastogénica
disminuida por el estrés.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto inmunorregulador de la Tactivina in vitro en el Ensayo de
Transformacion Blastoide con linfocitos T del Bagre de Canal (Ictalurus punctatus)
en presencia de mitogenos, a diferentes temperaturas mediante condiciones de estrés.




OBJETIVOS PARTICULARES

- Evaluar 1a inferencia de los mitogenos (PHA y ConA), en ¢l Ensayo de
Linfoproliferacion del bagre de canal (Ictalurus punctatus).

~ Examinar la influencia de la temperatura sobre la actividad blastogénica de los
linfocitos T del bagre de canal, activados con mitégenos (PHA y ConA).

- Analizar el influjo del estrés en Ia respuesta proliferativa de los linfocitos T del

bagre de canal, con la estimulacion mitogénica seleccionada bajo la temperatura 6ptima
in vitro.

= Determinar el efecto in vitro de la Tactivina en la actividad blastogénica de los
linfocitos T del bagre de canal (Ictalurus punctatus), bajo condiciones de estrés.




MATERIAL YMETODOS

ANIMALES

Se utilizaron hembras de bagre de canal 6 pez gato (Ictalurus punctatus), de 7 meses
con talla minima comercial, de 20 a 25 cm., con un peso de 250 a 350 g, de las granjas
acuicolas de la regién Ciénega del estado de Jalisco.

MEDIO DE CULTIVO

Se utilizo RPMI-1640 (medio 1640 del Roswell Park Memorial Ipstitute, Signs Chem. Co. R-6504),
suplementado con suero fetal de bovino (SFB) al 5%.

OBTENCION DE LINFOCITOS ESPLENICOS DEL BAGRE DE CANAL

Los peces fueron sacrificados por dislocacion cervical, se extrajo el baze en
condiciones estériles, este organo linfoide fue colocado en una caja de Petri, con 15
ml de solucion salina balanceada de Hank’s (SSBH) a 4° C, posteriormente se disgrego en
una bolsa de Nitex (mallade microfilamentos de nyfon con poros de didmetro de 210 y, Teteco.
Inc., Elmsford, N. Y.), esto se realizo en campana de flujo laminar (Alder). La separacion de
linfocitos B y T se realizd por medio de la adicién al nylon y al vidrio, los linfocitos B
tienden a aglutinarse. Posteriormente con una pipeta Pasteur, la suspension de células
de la caja de Petn se coloco en tubos de ensayo de 12X75 mm, donde se dejo reposar por 5
minutos, a temperatura de 4 a 6°C, para que sedimentara los restos tisulares.

Las células se centrifugaron a 1,200-1,500 rpm durante 10-15 min. El sobrenadante se
elimind y las células se lavaron dos veces en SSBH. Este procedimiento se realizd
dos veces.




TRANSFORMACION BLASTOIDE

Ei botén celular obtenido se resuspendio en 1 mi de medio de cultivo RPMI-1640,
de estd suspension celular se diluyé 1:2 para realizar la prueba de viabilidad de los
linfocitos, la cual se determiné por medio de la exclusion del colorante azul de tripano al
0.4% (Sigma Chem. Co. T 8154), con el conteo de células en la camara de Neubauer.

Posteriormente se sembraron en un volumen de 0.1 ml de estd suspension celular, 2X103
linfocitos por pozo (0), los cuales se realizaron por triplicado en cajas de cultivo (de 96
pozos con volumen 0.37 ml., Comning Glass Works, 25861. New York 14831) adicionandoles:

1- © + 0.1 ml de RPMI-1640 (go estimuladas).

2- O + 0.1 ml de mitogeno [PHA (Sigma Chem. Co. 19132) 6 Con A (Sigma
Chem. Co. C5275)] en diversas concentraciones sobre una base logaritmica (1,
10, 100 pg/ml ),

Se incubd (estufa CO,, Model 302, NAPCO E series) un cultivo por cada temperatura (15, 20, 27y
32° (), en una atmosfera de 5% de CO2 y de 95% atre durante 48 horas. Al término de este
tiempo se pulsé con 1 pCi de {methyl - 3H] Thymidine (Amersham, 37 Mbg/ml), a cada pozo.
Los cultivos se incubaron nuevamente por 24 horas.

Nota: Los bagres de canal in vivo estuvieron 24 horas en la misma temperatura que in vifro.

COSECHA DE LOS CULTIVOS

Después de 72 horas de incubacién se retiraron de la microplaca de cuitivo las
células de cada pozo, las cuales se resuspendieron por agitacién con una pipeta
Pasteur, colocada en el pipeteador automatico (Drummond). Las células de cada pozo
se depositaron en rectangulos de papel filtro del No. 2 de 3 X 2 cm. Cuando las
células estuvieron adheridas y los papeles secos, se lavaron dos veces por inmersion en

~&cido tricloroacético (J. T. Baker Analyzed, 6414-01) al 70%, en agitacion constante por
5 minutos. Después se lavaron 2 veces en agitacion constante, por inmersion en
alcohol (metanol) al 70%. Se dejaron secar y se recortaron en pequeifios trozos
uniformes y se colocaron en viales. A cada vial se le adicioné 3 ml de liquido
de centelleo [PPO 2-S difenil oxozol (Sigma Chem. Co. D-4630), triton X100 (Sigma Chem.
Co. 6517), etilenglicol (J.T. Baker Analyzed 21766), etanol absoluto (Merck UN1177WGKO)
y xilol (Sigma Chem. Co. 917)]. Posteriormente se colocaron en el contador de centelleo
de radiaciones P (Beckman, USA LS6000SE), para la mediciéon de la sintesis de DNA
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lograda, marcando los cultivos con timidina tritiada H-Tdr), el cual es un precursor de los
nucledsidos que se incorporan al DNA recién sintetizado. Los resultados sobre
linfoproliferacion de la 3H-Tdr incorporada se expresaron en cuentas por minuto
(pm). La cual es usada como medicion estandar de la respuesta linfocitaria, se
expreso en base a la cpm no estimulada (en los cultivos control) es dividida entre la
cpm estimulada, lo cual proporciona un cociente referido como el Indice de
Estimulacion (LE.), (Jskoby y Pastan, 1979; Morgan y Darling, 1995)

‘ cpm estimulado
LE.§ =

cpm no estimulado

Con lo anterior se determind el mitégeno, la dosis y temperatura Gptimos para la
transformacion blastoide en cultivos de linfocitos de bazo del bagre de canal mediante una
curva dosis respuesta.

METODO DE ESTRES POR VARIACION DE TEMPERATURAS

Con la temperatura y el mitégeno optimas se realizaron los cultivos de linfocitos
esplénicos del bagre de canal sometidos a estrés y en condiciones noima]es,
adicionando en cada cultivo diferentes dosis (5,10,20 ug/ml) de Tactivina,

Los bagres de canal fueron expuestos en el acuario a una temperatura inicial
desde 5°a15°C durante 35 minutos intercalando un aumento y disminucion; de
25° a 35°C. Un intervalo de temperatura de 10° C (Qio) ya que esto provoca que
la velocidad de consumo de oxigeno aumente el doble o triple. La sesion de
estrés por variables de temperatura fue administrada por 12 horas.(Shn et al, 1993
Schaperclaus et al., 1992) Tanto los bagres en condiciones normales y bajo estrés fueron
sacrificados por dislocacion cervical, se extrajo el bazo de ambos en las mismas
condiciones para ser procesado por medio del ensayo de transformacion blastoide.




ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Este trabajo fue elaborado mediante un disefio factorial de tres factorial y el
analisis de los resultados del ensayo de transformacion  blastoide, reporta un
Indice de Estimulacion el cual se sometieron a analisis de varianza mediante
Statgraphics, obteniendo la significancia estadistica, (Montgomery, 1993)




METODOLOGIA

Bagre de canal en
condiciones normales

'

‘ ENSAYO DE TRANSFORMACION BLASTOIDE ‘
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RESULTADOS

Por medio del ensayo de linfoproliferacion bajo el estimulo mitogénico se
caracteriz6 el estado funcional de los linfocitos esplénicos del bagre de canal en
diferentes temperaturas (32,27, 20y 15°C), observando los siguientes resultados:

" En temperatura de 32°C, con fa dosisde PHA de I, 10y 100 pg/ml se
observaron  los promedios de ILE de 0.6940.05, 1.07£0.06 y 1.994+0.52
respectivamente. Al estimularse los linfocitos con ConA a 32° C los promedios fueron
mas bajos el promedio de LE. fue de 0.49+0.03 con la dosis de 1 pg/ml, el
promedio de LE. fue de 0.59+0.04 para la dosis de 10 pg/ml y en la dosis de 100
pg/ml se obtuvo un promedio de LE. de 0.8410.04 (Tabla 1).

Cuando se incub6 a una temperatura de 27° C, los cultivos de linfocitos estimulados
con PHA 100 ug/ml mostraron un promedio de LE. de 11.0710.36 mas elevado que
con PHA 10pug/ml donde supromediode LE. fue de 4.65+0.10 y con PHA lug/mi
el promedio de LE. fue 1.6310.11. Los LE. a esta temperatura presentaron una diferencia
significativa con relacion a la temperatura de 32° C. Con el mitégeno Con A los linfocitos
tuvieron un comportamiento semejante que con la PHA, se obsetva que la dosis
de 100 pg/ml fue la mas adecuada para la actividad blastogenica con un
promedio de LE. de 5.0940.27, con 10 pg/ml el promedio de 1.E. de 234+ 0.04 yal
pg/ml de Con A el promedio de LE. fue 0.97+0.05 (Tabla 2).

Cuando se disminuy6 la temperatura a 20°C y se estimularon los
linfocitos con PHA y Con A en dosis de 100, 10 y 1 ug/ml de cada uno de los
mitogenos se observaron promedios de 1LE. de 4.85+0.29, 2.88+0.30 y 0.99+0.02
respectivamente con el mitogeno PHA a diferencia de Con A donde se presento
una baja linfoproliferacion a dosis de 100 yg/ml con un promedio de LE. de
1.9240.17, con 10 ug/ml el promedio de IE. fue 1.311£0.17 y con dosis de
lug/ml el promedio de LE. fue de 0.8610.06 (Tabla 3).




En la temperatura de 15°C las células se comportan como las de 32°C, en
ambos ensayos los promedios de LE. fueron muy similares, puesto que las células
incubadas a 15°C con PHA 100 pg/ml dieron un promedio de LE. de 2.1310.22,
con PHA 10 y 1 pg/ml el promedio de LE. fue de 1.1610.03 y de 0.80+0.04
respectivamente, muy similares a los obtenidos con los linfocitos estimulados
con ConA a dosisde 100, 10 y 1 pg/ml con los promedios de LE. fueron de
1.10+0.09, 0.7540.03 y 0.58+0.03 respectivamente (Tabla 4).

En la Tabla 5 se observa el promedio de cuentas por minuto (cpm) en los
ensayos de transformacion blastoide de linfocitos del bagre de canal estimulados
con PHA y ConA en dosis con disminucion logaritmica de 100,10y 1 pg/ml y en
cada una de las temperaturas (32, 27,20y 15°C) de incubacion.

En la figura 7 y 9, se observa que los linfocitos estimulados con PHA 100 pg/ml a
27°C alcanza su maxima proliferacion (11.0740.36) de linfocitos esplénicos de bagre de
canal a diferencia de las concentraciones de 10 pg/ml y 1 ug/ml en donde el promedio de
LE. fue de 4.85£0.29 y 1.9910.52, respectivamente.

Cuando los bagres de canal fueron sometidos a desafios de estrés por
variables de temperatura, los linfocitos incubados a temperatura y mitogeno
optimos: 27°C y PHA 100 pg/ml, sin adicién de la Tactivina, mostraron el promedio
del LE. de 5.07£0.20, es decir disminuye la linfoproliferacion en comparacion con
los controles de peces no estresados 6 en condicion normal las cuales reportan un
promedio de LE. de 11.32+0.10 (Figura 16, 18)

Al someter los peces a estrés y aplicarles el inmunomodulador Tactivina in vitro,
observamos que el promedio de LE. a una dosis de Tactivina de 20 pg/ml fue de
25.8510.39, a diferencia de los cultivos tratados con Tactivina de 10 pg/ml, donde
el promedio de LE. fue 7.03+0.38 y con una dosis de 5 ug/ml de Tactivina, el
promedio de LE. fue 3.5110.38, no logrando normalizar Ia RIC ante el estimulo
mitogénico. Cuando los linfocitos esplénicos de bagre de canal fueron tratados con
Tactivinasin el estimulo mitogénico en condiciones normales a una dosis de Tactivina
20 pg/mly 10 pyg/ml  tuvieron un promedio de LE. de 11.66+0.38 y 5.65+0.03,
respectivamente (Figura 17).

En la Tabla 8 se observa el promedio de cuentas por minuto (cpm) en los ensayos
de transformacion blastoide de linfocitos del bagre de canal en condiciones
normal y de estrés, estimutados con PHA 100 pg/ml y tratados previamente con
Tactivina en dosis de 20, 10 y 5 ug/ml a una temperatura de incubacién de 27° C.




Tabia 1. Indices de Estimufacion (LE.) de cada ensayo de transformacién blastoide del bagre de
canal estimulados con PHA y ConA en dosis logaritmica, a una temperatura e 3.

1

1 1.9710.52 0.6910.05 0.59+:0.04

11.0710.36
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Tabla 3. Indices de Estimulacién (1.E.) de cada ensayo de transformacrén blastoide de linfocitos de

Tabla 4. Indices de Estimulacion (L.E.) de cada ensayo de transformacién blastoide de linfocitos de
bagre de canal estimulados con PHA y ConA en dosis logaritiica, a una temperatura de 15°C.




Tabla 5. Promedio de cuentas por minuto (¢cpm) en ensayo de transformacién blastoide de linfocitos esplénicos del bagre de canal
estimulados con PHA y ConA .
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Figura 7. Promedio de los 1E. de Linfoproliferacion del bagre de canal (Jefalurus punctatus ), estimulados con mitégenos (PHA, ConA)
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PHA vs ConA

Indice de Estimulacion (1.E.)

PHA MITOGENOS

P< 0.001

Figura 8. Promedio de los LE. de transformacion blastoide de los linfocitos del bagre de canal, estimulados con
mitogenos independientemente de la dosis, a diferentes temperaturas,
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Indice de Estimulacién (1.E.)

32*C 27 C 2rC 15°C
TEMPERATURAS
P <0.001

Figura 9, Promedio de los LE. de Linfoproliferacién del bagre de canal, estimulados con PHA 100 ug/ml y ConA
100 ug/ml a diferentes temperaturas.




NIVELES DE SIGNIFICANCIA ESTADISTICA ENTRE LOS LE. DE TRANSFORMACION BLASTOIDE DE LINFOCITOS
ESPLENICOS DE BAGRE DE CANAL ESTIMULADOS CON PHA 160 yug/ml INCUBADOS A DIFERENTES TEMPERATURAS

Temperatura 16°C vs 32°C
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Tabla 6. Indices de Estimulacion (LE.) de cada ensayo de transformacion blastoide de
linfocitos esplénicos de bagre de canal estimulados con PHA 100 pg/ml a una temperatura de
27° C en presencia de Tactivina.

PHA 0 pg/ml : 100 pg/ml b Tactivina

100 pg/ml ““Tactivina & Tactivina 20 pg/ml

' __10 po/ml
11.30 10.88 10.16
11.24 10.06 10.03
11.49 9.93 9.84
11.33 10.24
11.32 10.36
11.3210.10 10.2940.37 10.0110.16

Tabla 7, Indices de Estimulacion (IE) de cada ensayo de transformacion blastoide de
linfocitos esplénicos de bagre de canal estimulados con PHA 100 yg/ml a una temperatura de
27° C en presencia de Tactivina y bajo condiciones de estrés.




Tabla 8. Promedio de cuentas por minuto (cpm) de transformacion blastoide de linfocitos esplénicos del bagre de canal estimulados con
PHA 100 ug/m! a temperatura de 27°C en presencia de Tactivina.

702.05£107.46 | 3569.811621.38 | 18567.3242494.39 | 4784.651993.22 | 240112466559 | 8592.101967.72 | 4326.17+377.09
ESTRES |

n=10 n=10 n=5 n=3
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Indice de Estimulacion (L.E.)
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Figura 16. Promedio de los LE. de transformacién blastoide de linfocitos esplénicos del bagre de canal estimulados con PHA 100 ug/ml a temperatura de
27° C en presencia de Tactivina.
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Figura 17. LE. de los linfocitos de bagre de canal estimulados con PHA 100 ug/ml y tratados previamente con Tactivina en diferentes condiciones.



NIVELES DE SIGNIFICANCIA ESTADISTICA ENTRE LOS LE. DE LAS DIFERENTES VARIABLES
Normal vs Estrés

L E)

Indice de Estimulacién

NORMAL ESTRES
CONDICION

P < 0,001

Figura 18. LE. de los linfocitos del bagre de canal, estimulados con PHA 100 ug/ml a temperatura de 27° C en
diferentes condiciones.
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Figura 19. LE. de los linfocitos de bagre de canal estimulados con PHA 100 ug/m! y tratados previamente con
Tactivina en condicidn normal.




NIVELES DE SIGNIFICANCIA ESTADISTICA ENTRE LOS LE. DE LAS DIFERENTES VARIABLES

PHA 100 ug/ml vs PHA 100 ug/ml + Tactivina 5 ug/ml
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Figura 20. 1.E. de los linfocitos de} bagre de canal, estimulados con PHA 100 ug/m! y tratados previamente con
Tactivina a temperatura de 27° C en condicién normal.
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Figura 21. LE. de los linfocitos del bagre de canal, estimulados con PHA 100 ug/ml y tratados previamente con.
Tactivina a temperatura de 27° C en condiciones de estrés.
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Figura 22. LE. de los linfocitos del bagre de canal, estimulados con PHA 100 ug/ml y tratados previamente con
Tactivina 20 ug/ml a temperatura de 27° C en diferentes condiciones.
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CICBA DISCUSION

BIBLIOTECA CENTRAL

Tal como se menciono en los antecedentes, la temperatura es un factor ambiental

importante en la modificacion de la RI en los animales ectotérmos (Cone, 1972; Sereno,
1979), pero en los peces existen muy pocos trabajos al respecto, la mayoria de
ellos se refieren principalmente a la investigacion de la produccion de anticuerpos
(Bisset, 1948; Bly, 1992) y fagocitosis (Jerald, 1991). En el presente trabajo se analizo el
efecto de la temperatura sobre la proliferacién de linfocitos del bagre de canal,
encontrando que la temperatura optima fue 27° C en todos los cultivos,
independientemente del tipo de mitdgeno y su dosis (ver Fig. 8). Esta temperatura
coincide con la temperatura Optima que se requiere para el desarrollo embrionario
adecuado de la freza (huevecillos) del bagre de canal (Bardach, 1982) y, ademas, a
los 27°C se observa la funcion maxima de fagocitos del bagre de canal (Ainsworth,
1991). Por lo que podemos suponer, que la temperatura de 27° C es la mejor para el
metabolismo celular del bagre de canalen general y para la RIC en particular.
En los cultivos linfocitarios incubados a las temperaturas extremas (15 y 32°C) para
el bagre de canal, observamos los niveles mas bajos de I.E. con la PHA y con la
ConA, ain con la dosis optima de 100 pg/ml en ambos mitdgenos (verla Fig 7).
Lo que coincide con los datos, reportados por Ainsworth y col., los cuales observaron
auna temperatura baja de 17°C la supresiéon de la respuesta fagocitaria in vitro en
el bagre de canal, asi como en otras especies de peces de aguas templadas. Bly
yClem en 1991, también muestran una disminucion de células cooperadoras en el
bagre de canal inducida por la temperatura baja de 11°C y la produccién
reducida de anticuerpos en la respuesta inmune secundaria. Estos datos
permiten Ja conclusion de una influencia determinante de la temperatura en el
crecimiento celular, probablemente através del cambio en la actividad enzimatica
intracelular, la cual se reduce en las temperaturas extremas (bajas o elevadas) (Jakoby,
1979), dando como resultado una baja respuesta.

- A



Estos datos de la investigacion basica pueden tener la aplicacion practica a
través de la optimizacion de los esquemas de vacunacién en los peces. En
nuestro caso recomendamos realizar la inmunizacion en el bagre de canal en
primavera-verano, cuando la temperatura del agua es Optima para la respuesta
inmune y se puede mejorar los resultados de las medidas profilacticas con el fin
de incrementar la resistencia a las enfermedades infecciosas y asi elevar la
produccion en la acuacultura.

Con relacién a los mitdgenos, se observo una mayor linfoproliferacion con
la PHA que con la ConA en todas las concentraciones (100, 10 y 1 pg/ml)
independientemente de la  temperatura del cultivo celular (ver la Fig. 9).
Desconocemos €l mecanismo que puede explicar éste fendmeno, sin embargo,
la N - acetil - Dgalactosamina presente en el receptor de las células T y al cual se une la
PHA, debe tener una K (constante de afinidad) mas grande que la K de afinidad de los
manopirandsidos implicados en la unién de 1a ConA y el receptor de las células T (Barrete,
1990). Tomando en cuenta lo anterior podemos suponer que la PHA actta de modo
similar en los linfocitos del bagre, que en el raton o humano.

Respecto a la dosis del mitogeno, observamos mayor LE. en los linfocitos
estimulados con la concentracion mas elevada (100 pg/ml) en ambos casos,
independientemente de la temperatura (verla Fig. 7ala 15). Los datos existentes en la
literatura sobre la dosis 6ptima del mitégeno en el ensayo de linfoproliferacion
para las distintas especies reportadas por diferentes autores son muy diversos y
varian entre 5 a 100 ug/ml. Por lo que en cada estudio respectivo debe realizarse
la estandarizacién de dicho parametro metodologico. Los linfocitos del bagre
de canal se estimulan con la dosis mas elevada (100 pg/ml), de mitogeno
comparado con los reportados en otros animales, por ejemplo, del hombre (10 pg/mi),
lo cual determina una menor sensibilidad de los receptores para la PHA en los
peces en comparacion con los mamiferos, siendo el bagre de canal un vertebrado
menos evolucionado que el hombre.

En cuanto a la diferencia significativa entre los LE. de los linfocitos del
bagre estresado y del bagre en condiciones normales, usando los parametros 6ptimos
del cultivo celular en ambos casos (Temperatura 27°C, dosis de PHA 100 pg/mb), ver Fig. 18,
se ha postulado en los ultimos 20 afios que existe una correlacion bidireccional
entre el sistema nerviosos central y el sistema inmune (Roitt, 1996), el efecto
inmunosupresor del estrés sobre la respuesta inmune se atribuye principalmente
al aumento de la secrecion de glucocorticoides por la estimulacion del eje
hipotalamo-hipefisario-adrenal (Alvarez, 1992; Stratakis, 1995). Debido a lo anterior, no
podemos descartar que uno de los mecanismos involucrados en la disminucion




significativa de la actividad blastogénica de los linfocitos del bagre estresado es la
inmunosupresion por la produccion elevada de corticoesteroides. Sin embargo, para
poder demostrar esto se requiere de la medicion de cortisona 0 ACTH en el suero del
bagre estresado. Ademas Stratakis también menciona la involucion temporal del
timo y hasta una disminucién de masa de los 6rganos linfoides en el caso de
estrés notable, lo que puede ser otro mecanismo involucrado en el fenémeno
observado por nosotros.

Por lo anterior decidimos wutilizar un extracto timico Tactivina, in vifro con
diferentes concentraciones junto con el estimulo mitogénico de la PHA en los cultivos
linfocitorios del bagre en las condiciones nommales y después de someterio a
estrés térmico, obtuvimos datos interesantes:

En primer lugar, no observamos diferencia significativa en los LE. de los
linfocitos de bagre en condiciones normales, cultivados solamente con PHA, y de
los linfocitos tratados previamente con 10 y 20 pg/ml de Tactivina (verlaFig. 19), lo
cual implica que 1a Tactivina no influye en la respuesta a PHA cuando no hay
inmunosupresién enel pez. Lo que coincide con los datos reportados por Arion
en "1989; donde se demuestra que la Tactivina no modifica los parametros
normales de linfoproliferacién estimulada por la PHA en los ratones y en el
hombre. Pero en el caso de los linfocitos tratados con la dosis baja de
Tactivina (5 ug/ml) previamente a la estimulacion con PHA, obtuvimos LE.
significativamente menores en comparacion con los linfocitos cultivados solamente
con la PHA (verlaFig.20). El mismo efecto de ésta dosis de Tactivina observamos
en los linfocitos del bagre de canal estresado (ver laFig. 21).

En segundo lugar, tomando en cuenta la heterogeneidad molecular de la Tactivina
(tiene 16 polipéptidos) y su heterogeneidad funcional (sus diferentes fracciones muestran distinto
comportamiento en diferentes test inmunolégicos) que reporta Arion, 1989, podemos coxijetumr
que la funcion inhibidora de linfoproliferacion que algunos polipéptidos de éste
extracto timico, muestran probablemente se realiza porque a esta dosis no se
activan las vias de expresion del gene de la IL-2 (p21Ras, Racl) cuando no hay
saturacion de los receptores para dichos polipéptidos.

El mismo autor menciona, que la Tactivina sola, sin PHA, pricticamente no
estimula la linfoproliferacion en los mamiferos, lo que no concuerda con los datos
encontrados en los linfocitos de bagre (ver Ia Tabla 6), donde observamos el efecto
mitogénico de la Tactivina, casi similar a la PHA.

A este respecto no contamos con datos que expliquen la estimulacion practicamente
mitogénica de linfoproliferacion por Tactivina, pero podemos sugerir, que en el
bagre de canal los receptores de los linfocitos T son estimulados por alguno de




los 16 polipéptidos presentes en la Tactivina. Sin embargo, para poder demostrar
esto se requiere de la investigacion a nivel molecular de los receptores presentes
para los linfocitos del bagre y su afinidad hacia diversas fracciones de Tactivina.
Por ultimo, observamos la normalizacion del 1LE. de los linfocitos del bagre
estresado, tratados solamente con Tactivina a 20 pg/ml y el aumento notable
delE. de los mismos linfocitos estimulados, ademas, con la PHA (verTabla7 y
Fig. 22).
Desconocemos el mecanismo por el cual la Tactivina restablece la actividad
blastogénica de los linfocitos del bagre estresado, pero se han reportado su uso
como inmunoregulador en condiciones de estrés invivo en los caballos de carrera
y en los deportistas después de las competencias. Aunque resulta dificil de
explicar estos hechos, lo anterior sugiere que el estado funcional de los
linfocitos obtenidos del bagre no estresado es diferente al correspondiente del
bagre estresado. En este punto, se requiere estudiar la produccion de citocinas,
principalmente [L-2, la expresion de receptores para esta citocina, otras moléculas
coestimuladoras y sefiales de transduccion celular en los linfocitos del animal
estresado y tratado con Tactivina, porque esta informacion pudiera aclarar el
‘mecanismo de inmunoregulacién de los péptidos que conforman la Tactivina.
Finalmente, todos los datos observadas en el presente trabajo sugieren que la
Tactivina tiene un efecto modulador en la RIC en el bagre de canal en
condiciones de estrés.
Este efecto, que no habia sido reportado, puede ser importante en el tratamiento
profilactico de inmunosupresion por estrés timico en los peces de cultivo intensivo
(por ejemplo, en caso de cambio de piletas de alevines), lo que puede disminuir la pérdida
economica, la cual es notable durante dicho manejo.
Sin embargo, para establecer el papel real de la Tactivina en el tratamiento de
inmunodeficiencia provocada por el esirés se requiere de contestar las
interrogantes que se mencionaron en anterioridad en el contexto de todos los mecanismos
inmunorreguladores que se han atribuido a este extracto timico.
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_ _CONCLUSIONES

PHA fue el mitégeno que causé la méxima respuesta proliferativa de los
linfocitos esplénicos del bagre de canal.

La dosis de PHA (100ug/ml) dio el mayor indice de estimulacion en los linfocitos
esplenicos de bagre de canal.

La temperatura Optima para la proliferacion de linfocitos del bazo del bagre es
de 27°C.

La actividad blastogénica de los linfocitos esplénicos del bagre de canal bajo la
temperatura Optima de 27°C, se disminuye mas del 50 % en los peces estresados.

La dosis de Tactivina de 20 pg/ml incrementa significativamente el indice de
estimulacion en el ensayo de proliferacion de linfocitos del bagre estresado con
cambios de temperatura.
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