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Las células de rifién de trucha, el 6rgano hematopoyético
mds importante, son capaces de proliferar formando colonias
en codgulos de fibrina dependiendo de la presencia de fitohe-
maglutinina (mitégeno especifico de los linfocitos T de mami-
feros). La fitohemaglutinina estimulaba la formacién de colo-
nias de linfocitos, células con miicleo excéntrico, polimorfonu-
cleares v células con nicleo grande. La heterogeneidad de
esta respuesta celular sugiere que en este animal primitivo
las reacciones inmunolégicas pueden ser mds sencillas que en
los mamiferos ya que un solo estimulo mitogénico da lugar a
la proliferacién de diversos tipos celulares. Este método pue-
de aplicarse al estudio de la respuesta inmune en el caso de
infecciones viricas o bacterianas iz vitro, tanto de la trucha
como de otros animales mds evolucionados entre los que
podemos incluir al hombre.

Induction of colony formation by
phytochemagglutinin stimulation of rainbow trout
kidney in fibrin cultures

The cells from rainbow trout kidney, its main hematopoie-
tic organ, are able to proliferate by forming colonies in
fibrin-clots in the presence of phytohemaglutinin (a mitogen
of mammalian T lymphocytes). The addition of phytohema-
glutinin induced colonies formed by lymphocytes, eccentric-
nuclei cells, multinucleated cells and large nucleated cells.
The heterogenity of this response suggests that, in this
primitive animal the immunological reactions could be sim-
pler than in mammals, one unique mitogen giving rise to
proliferation of more than one cellular type. This method
could be applied to the study of the immune response in the
case of viral or bacterial infections, in trouts as well as in
other animals including men.

INTRODUCCION

Los peces pertenecen al grupo de los animales mds
primitivos capaces de poseer un sistema inmune adap-
tativo caracterizado por la existencia de Infocitos (no se
sabe si existen linfocitos B y T) e inmunoglobulinas
solamente de la clase IgM*.
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Por lo tanto es de interés estudiar cémo funciona
este sistema inmune, no sélo desde el punto de vista
practico del desarrollo de vacunas para acuicultura,
sino también como un modelo mds sencillo para enten-
der las respuestas inmunoldgicas a las infecciones. Uno
de los interrogantes planteados es si este modelo re-
quiere los tipos celulares y las interacciones tipicas de
la inmunologia més compleja de los mamiferos? 3.

El cultivo en medio liquido se ha usado generalmen-
te* para el estudio de las respuestas proliferativas (me-
didas por incorporacién de timidina tritiada) de los
linfocitos de trucha a los mitégenos de las células T o B
de mamiferos®®. Estos trabajos han tenido como ob-
jetivo prioritario tratar de demostrar la existencia de
heterogeneidad B/T entre los linfocitos de peces. Sin
embargo, estos estudios no han llegado todavia a con-
clusiones definitivas, en cuanto a la heterogeneidad
funcional se refiere, debido a la falta de reproducibili-
dad de resultados entre los grupos de investigadores y
a la falta de una definicion morfolégica de los tipos
celulares implicados en dichas respuestas.

El uso de codgulos de fibrina como medio semisolido,
aunque descrito con anterioridad™8, es la primera vez
que se aplica a las células hemotopoyéticas de trucha.
Tiene todas las ventajas del clonaje en medio semis6li-
do y evita tanto la toxicidad a las células como la
exposicién a temperaturas demasiado elevadas que
pueden encontrarse al utilizar el agar. Ademds, la utili-
zacién de esta técnica permite conservar los resulta-
dos, poder comparar directamente experimentos dife-
rentes y usar métodos de inmunodeteccion. El clonaje
en fibrina podria aplicarse al estudio de los linfocitos en
mamiferos.

MATERIALES Y METODOS

Productos quimicos y reactivos

El medio de cultivo utilizado fue el RPMI-1640 (modificado
por Dutch) de Flow Lab. (Ayrshire, Escocia) de alta osmolari-
dad (312 mOsm). El fibrindgeno (A.B. Kabi, Estocolmo, Sue-
cia) se reconstituyé, se dializé varias veces y se liofilizo en
alicuotas que se guardaron a —20°C hasta su uso. Otros
componentes utilizados como la gentamicina (Schering Corp.
Kenilworth, NJ), la anfotericina (Flow Lab.), la trombina
(Miles Lab, Elkhart, Indiana) y la fitohemaglutinina (PHA)
(Flow Lab.), se alicuotaron y se guardaron a -20° C hasta su
uso.
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Obtencién de células de rifién de trucha

Las truchas se obtuvieron de granjas comerciales con
5-20 g de peso, después de que varios andlisis anuales indica-
ran que estaban libres del virus de la necrosis pancredtica
infecciosa®. Las truchas se mantuvieron en acuarios de
30 litros con agua declorinada a 12-18° C hasta su uso. Antes
de utilizarlas se enfriaron a 4° C 'y se sangraron totalmente
por la vena de la aleta caudal para reducir el contenido de
células rojas del rifion. Una vez sangradas, el rifién anterior
(pronefros) se diseccion6 en condiciones estériles y se cortd
con tijeras en una placa de Petri. Los grupos de células se
disociaron pasando repetidamente la suspensién celular a
través de una aguja de 20 gauges. La suspensién celular en
medio de cultivo se decanté brevemente, se centrifugé a
1.000 g durante 10 minutos y se lavé dos veces en medio de
cultivo enfriado. La concentracién celular se determiné con
un hemocitémetro vy se ajusté a 200.000 células redondeadas
por m! de medio de cultivo. Los eritrocitos maduros, identifi-
cados por su morfologia ovoide no se incluyeron en las cuen-
tas (contaminacién menor de un 10 % de las células totales).
La viabilidad celular, estimada por exclusién del azul de
triptano al 1 % fue siempre mayor del 80 %.

Cultivo celular en coagulos de fibrina

El medio de cultivo celular fue el RPMI-1640 (modificado
por Dutch) con 2 mM L-glutamina, 1 mM piruvato sédico,
1,2 pg/ml anfotericina, 50 pg/ml gentamicina, 20 mM Hepes,
50 uM betamercaptoetanol, 10 % de suero de ternera fetal
(pretestado para el crecimiento de colonias de células de
rifién de trucha) y 0,5 % de suero de trucha (mezclado de
varias truchas sanas). El fibrinégeno se afiadié al medio inme-
diatamente antes de! uso a una concentracién final de 0,2 mg/
ml. La trombina se afiadié a los pocillos de las placas de
96 pocillos (Costar, Holanda) inmediatamerite antes de afadir
el medio completo con fibrinégeno y con las células de rifién
de trucha, a una concentracién final de 2-4 unidades NIH/ml.

Los cultivos de células de rifién de trucha fueron siempre a
partir de animales individuales para evitar cualquier posible
reaccién entre los linfocitos de diferentes individuos®®. La
suspensién celular se prepard, la trombina se afiadi6 a 0,2-0,4
unidades NIH/pocillo en 2 ul de volumen y 100 pul de la
suspensién celular se pipetearon en cada pocillo. Después de
la coagulacién en unos 30 segundos, la fitohemaglutinina
disuelta en agua destilada-estéril se afiadié en un volumen
mdximo de 5 pl por pocillo. Las placas se sellaron después en
bolsas de plistico de 20 x 12 cm (Vaessen, Schoemaker
Indtal, S.A., Sant Boi de Llobregat, Barcelona, Espafia), se
. .gasearon con 5% de CO? en aire, se sellaron con cinta

adhesiva y se incubaron a 20 °C durante 2 semanas. Después
de la incubacién, los codgulos de fibrina se deslizaron de los
pocillos a los portas de microscopio con una espdtula. Los
coagulos se deshidrataron parcialmente colocandoles encima
papel Whatmah n.° 1. Después se afiadieron unas gotas de
1,7 % glutaraldéhido en 0,01 M fosfato sédico, 0,15 M cloru-
ro sédico, pH 7,4, y se incub6 a temperatura ambiente 10
minutos. El exceso de glutaraldehido se absorbi6 con papel de
filtro varias veces, y los papeles Whatman se levantaron
dejando los codgulos extendidos y pegados sobre el porta. Los
coagulos se lavaron cuidadosamente una vez en agua destila-
da y a continuacién se secaron a temperatura ambiente.
Después se tifieron con 0,025 % de azul de toluidina en
0,01 M borato sédico, pH 8,8 durante 10 minutos, ademds de
10 minutos de diferenciacién en agua corriente, secado al aire
y montado permanente en Permount (Fisher Sci. Co. NJ,
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EE.UU.). Otros detalles de estos tratamientos se describen
en otras publicaciones” 8, Las colonias y las células se conta-
ron con ayuda de una pieza ocular a 100 x y a 400 X, respec-
tivamente.

RESULTADGS

El nimero de células redondeadas (leucocitos) obte-
nidos por gramo de trucha fue de alrededor de 50.000
(fig. 1). La composicién de las células del rifién de
trucha varia de un individuo a otro, tal y como se ha
estudiado en los codgulos fijados antes de la incubacién.
Las células redondeadas varian entre el 70-90 % del
total celular, siendo el resto los eritrocitos. La abun-
dancia de eritrocitos dependia del sangrado de la trucha
antes de la extraccién del rifién. Las células redondea-
das eritroides se diferenciaban facilmente por la croma-
tina densa de su niicleo y el color pélido-verdoso de su
citoplasma; su nimero estaba entre el 10-20 % de las
células redondeadas. Las células redondeadas no eri-
troides se pudieron clasificar como linfocitos, células de
niicleo grande, células multinucleadas, células de nu-
cleo excéntrico y células adherentes. Las células adhe-
rentes podian aislarse incubando la suspensién celular
durante una semana en cultivo liquido en botellas de
plastico. La figura 2 resume las caracteristicas de estos
tipos celulares y la composicién del rifién de trucha
procedente de varios experimentos. Aunque existe una

" gran variacién, los linfocitos son mayoritarios (35 %),

mientras que las células adherentes se encuentran en la
menor proporcién (5 %).
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Fig. 1. Nimero de células redondeadas (leucocitos) por gra-
mo de trucha en funcidn del peso de la trucha. Cada punto
representa un individuo.
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Fig. 2. Caracteristicas celulares y composicion de los leucoci-
tos de rision de trucha. Los leucocilos de rifion anterior
(pronefros) de trucha se clastficaron en: linfocitos, células
con niicleo grande, células con niicleo excéntrico y células
adherentes. Los tipos celulares se han esquematizado a esca-
la siendo la barra horizontal a la derecha de 10 . En la
Sfigura se representa la distribucion porcentual de los datos
obtenidos de 6 truchas. Las truchas se sacrificaron en agos-
to, noviembre, diciembre, enero, junio y septiembre. No se
encontraron correlaciones entre las fechas y/o las tempera-
turas y las variaciones individuales de la composicion de
células de sus riviones.

En los cultivos obtenidos en presencia de fitohema-
glutinina pueden observarse tanto células como colo-
nias compuestas de un solo tipo de células. Las células
que se observan en cultivo son similares morfolégica-
mente a las que se observan en el rifién de trucha antes
de iniciar el cultivo. Las colonias s6lo se observaron en
los cultivos obtenidos en presencia de fitohemaglutini-
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Fig. 3. Aparicidn de colonias en funcion de la concentracion
de PHA. Los linfocitos de rision de trucha se incubaron a
20° C durante 2 semanas en presencia de 0, 0,1, 0,4, 2y 5 ug
de PHA/ml x 200.

40



Inmunologia

J. COLL MORALES.~ ESTIMULACION DE COLONIAS DE CELULAS DE RINON DE TRUCHA

na. A mayor concentracién de fitohemaglutinina (de 0,1
a 5ug/ml) mayor nimero de colonias se obtienen
(fig. 3). Ahora bien, con concentraciones mayores de
fitohemaglutinina el nimero de colonias y de células se
reduce hasta desaparecer completamente.

Después de 2 semanas de cultivo pueden observarse
3 tipos principales de colonias compuestas por linfoci-
tos, células de nicleo excéntrico-multinucleado y célu-
las de nicleo grande (fig. 4). La composicién relativa
entre el nimero de colonias de cada tipo dependia de
cada trucha particular.

Un resultado tipico se ofrece en la figura 5. Los
linfocitos formaban colonias muy raramente, mientras
que el mayor nmimero de colonias correspondia a las
compuestas por células de nicleo excéntrico-multinu-
cleado seguidas por las de niicleo grande (fig. 5).

El niimero de linfocitos presentes a tiempo 0 dismi-
nuye drdsticamente durante los primeros dias en culti-
vo, mientras que el nimero de las otras célilas o
aumentaba ligeramente, o permanecia aparentemente
constante. El nimero de colonias, sin embargo, era
totalmente dependiente de la presencia de fitohemaglu-
tinina. Las células adherentes aparecian en pequefio
ndimero, pero nunca formaban colonias. El nimero rela-
tivo de células adherentes aumentaba con la edad del
cultivo, siendo el unico tipo celular superviviente des-
pués de 3 semanas de cultivo.

Aunque del examen de los cultivos inmediatamente
antes de la incubacién no fue posible detectar colonias o
grupos de células, para confirmar que las colonias de
células no eran grupos de células inducidos por la
hemaglutinina, su tamafio se estimé a 2 tiempos dife-
rentes durante el cultivo. El tamafio medio de las colo-
nias aumentd de 10 células por colonia (n = 50) a 19
células por colonia (n = 50) del dia 7 al dia 19 de cultivo
(tabla I). Todas las colonias inducidas por la fitohema-
glutinina estaban compuestas por un solo tipo de célu-
las. Las figuras mitéticas podian observarse en un
2-5 % de las células en las colonias.

DISCUSION

La respuesta de los leucocitos de trucha a la fitohe-
maglutinina fue heterogénea, originando la estimula-
cién de, al menos, 5 tipos de células reconocibles mor-
fol6gicamente.

i
H
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TABLA L. Distribucion de tamafios de colonias

estimuladas con fitohemaglutinina en funcién
del tiempo y temperatura de cultivo

Temperatura (°C) Tiempo (dias) Tamafio, células/colonia
14 9 6,0
14 26 10,1
20 7 10,5
20 14 19,0

Las células se cultivaron en presencia de 2 ug de PHA/ml. E! tamatio de las
colonias se estimé por el recuento del nimero de células en 50 colonias por
punto a x 400,

M
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Fig. 4. Tipos de colonias desarrollados en cultivo en presen-
cia de fitohemaglutinina. Las células de rifién de trucha se
incubaron a 20° C durante 2 semanas en presencia de 5 ug
de PHA/ml; a) colonias de linfocitos; b) colonias de células
de niicleo excéntrico (muy similares morfoldgicamente a las
colonias de células multinucleadas), yc) colonias de células
de niicleo grande x 800.
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Fig. 5. Nimero de células (A)
y de colonias (B) inducidas
por concentraciones dptimas
de fitohemaglutinina. Las cé-
lulas de rifion de trucha se
incubaron durante 2 sema-
nas a 20° C a una concentra-
cidn de 25.600 células por po-
cillo en presencia de 2ug de
fitohemaglutinina/ml. Cua-
tro pocillos se incubaron por
cada punto y las células y co-
lonias de un campo por poci-
llo se contaron. Las diferentes
medias y sus desviaciones es-
tindar se representan en la
figura: , linfocitos;

células con micleo

Ndmero de colonias x 10-3/pocillo

BERFRRE

grande;, N células
multinucleadas; == , c¢-
lulas con wiicleo excéntrico, y
BN , cclulas adherentes.

Las células estimuladas por fitohemaglutinina esta-
ban en proliferacion, ya que aparecian colonias com-
puestas por un tipo homogéneo de células, aumentaban
de tamaiio con el tiempo de incubacién y podian obser-
varse figuras mitéticas en ellas. Puesto que el método
basado en los codgulos de fibrina permite estudiar no
sélo la proliferacién celular, como con la incorporacién
de timidina tritiada®3, sino también la supervivencia o
diferenciacién celular sin proliferacién, este método
puede permitir el estudio de sefiales inmunolégicas mas
complejas que las simplemente mitogénicas. Por ejem-
plo, la estimulacién de la supervivencia celular parece
ser un primer paso para los efectos subsiguientes de
factores de crecimiento, tal y como ha sido demostrado
recientemente para otras células hematopoyéticas'’.

Las células de rifién de trucha estimuladas por fito-
hemaglutinina en este estudio han sido identificadas
solamente en base a su morfologia, para evitar cual-
quier confusién o analogia con sus equivalentes morfo-
légicos en mamiferos. De acuerdo con la morfologia
definida con anterioridad, las células de ndcleo gran-
de son similares a los blastos, las células multinucleadas
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son similares a los leucocitos polimorfonucleares y las
células adherentes son similares a los macroéfagos y a
los melanomacréfagos??. Sin embargo, el correcto andli-
sis funcional de las células identificadas en este estudio
debe aguardar el resultado de otras investigaciones en
curso. Por ejemplo, algunos experimentos, actualmente
en desarrollo, demuestran la estimulacién especifica,
tanto de las células de nicleo excéntrico como de las
multinucleadas con un panel de anticuerpos monoclona-
les antiinmunoglobulinas de trucha, asi como respues-
tas especificas de células adherentes ante la presencia
de proteinas purificadas de virus de salménidos.

El método empleado en este trabajo para cultivar
células de rifion de trucha es similar a las técnicas
basadas en el uso del agar como medio semisélido para
cultivar los linfocitos de la sangre de trucha!® 4, Ahora
bien, dichos estudios no han descrito la morfologia
detallada de los tipos celulares implicados en las res-
puestas a mitégenos. Ademds, incluso usando agar con
bajo punto de gelificacion, las células de rifién de trucha
son especialmente sensibles a las temperaturas por
encima de los 20° C. Por otra parte, los lotes de agar
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son altamente variables y algunos incluso téxicos. El
método utilizado aqui tiene, por lo tanto, todas las
ventajas de un medio semisédlido y las altas eficiencias
de clonaje debidas al uso de substancias mds fisiolégicas
para producir el medio semisdlido (fibrinégeno y trom-
bina). En contraste con aquellos autores que defienden
la estimulacién especifica de linfocitos T con PHA*4
basados solamente en la incorporacién de timidina a
poblaciones no identificadas de leucocitos, la aparicién
en proliferacién de distintos tipos morfolégicos celula-
res con un lnico mitégeno sugiere mecanismos mds
sencillos de estimulacién generalizada de leucocitos de
trucha.
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