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ESTRUCTURA GENERAL

Los peces existentes en la actuali-
dad pueden dividirse en: peces sin
mandibulas (agnatos), como las lam-
preas; peces cartilaginosos (elasmo-
branquios), como las rayas y los ti-
burones, y peces dseos (entre los
que se encuentran los teledsteos),
como la trucha, la carpa y la mayoria
de los peces de importancia comer-
cial en acuicultura.

En todos estos grupos se ha podi-
do demostrar la presencia de poli-
meros de la unidad monomeérica tipi-
ca de las Inmunoglobulinas (Ig) de
mamifero, consistente en 2 cadenas

pesadas y dos ligeras, como las mo-
léculas especificamente inducidas
por la inyeccién de antigenos!. Las
Ig del suero se han estudiado en
muchas de estas especies. Los re-
sultados permiten las siguientes ge-
neralizaciones:

1) Los peces sin mandibulas tienen
Ig poliméricas, pero no asociadas co-
valentemente; las cadenas J no se
detectan?; 2) los peces cartilagino-
sos tienen lg pentaméricas, diméri-
cas y monoméricas; se ha descrito la
existencia de una segunda clase de
Ig% 3) las Ig pentaméricas se en-
cuentran en asociacién con cadenas
J+5, vy 4) los peces dseos tienen Ig
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Fig. 1. Densitometria de inmunoglobulinas de trucha separadas por electroforesis
en gradiente de poliacrilamida en presencia de SDS y mercaptoetanol. H: cadenas
pesadas; L: cadenas ligeras; J: cadena J; V: regiones variables; C: hidratos de car-
bono. o
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Fig. 2. Rangos de temperaturas de supervivencia y dptimas de las especies impor-
tantes en acuicultura. La dependencia de la biologia de los peces con la temperatu-
. ra puede definirse por los siguientes criferios: temperaturas letales (minima y
mdxima), temperatura dptima de crecimiento, rango de temperaturas de crect-
miento, temperatura dptima de conversion del alimento, temperatura de reproduc-
cidn y temperaturas optimas de desarrollo, principalmente. Los valores y limites
de cada una de estas temperaturas no son definidos y varian muche con olros

' factores de calidad del agua y con distintas razas o variedades de la misma

© especie, ademds de otros factores, como fempo, temperatura de aclimatacidn, etc'.

. En la trucha, por ejemplo, el mdximo de produccion de anticuerpos in vitro estd a
10 °C". La temperatura dptima de cada especie estd alrededor del nombre. Las
' lineas negras horizontales marcan las temperaturas letales.

* tetraméricas y algunos diméricas y
. monoméricas; las cadenas J no siem-

pre se detectan™1l,
Aunque todos los vertebrados son

‘capaces de formar anticuerpos, la

diversidad de clases parece estar

. restringida en la mayorfa de los pe-

-ces'. Pricticamente sélo una clase
- principal definida por una cadena pe-

sada de 70 kilodaltons (kda) (andloga
a la cadena p de las IgM de mamife-
ros) estd presente en peces, mien-
tras que, al menos, una clase adicio-
nal se encuentra en todos los grupos

i _de vertebrados. En todos los peces,

las Ig mayoritarias estdn formadas
por pentimeros o tetrameros del
cldsico monémero constituido por 2

cadenas pesadas (H), dos cadenas

o
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ligeras (L) y una cadena J detectable
o no. Es decir, en general se ajustan
a la férmula (H,L,), J. Por electrofo-
resis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS y mercaptoetanol
todos estos componentes pueden
ser separados por completo (fig. 1).
~ Debido a que los peces son anima-
les cuya temperatura corporal de-
pende de la del medio ambiente en
el que viven, la temperatura am-
biente influye en todos sus procesos
metabdlicos, incluyendo la respuesta
inmune. Mds ain, no sélo parece
que influye la temperatura, sino
también la estacién del afio',

A cada especie!® le corresponden
unos rangos de temperatura éptima
(fig. 2), por lo que los resultados de

los experimentos deben tener siem-
pre presente dichas condiciones tér-
micas!Y, Asimismo, la temperatura
6ptima de produccién de anticuer-
pos in vitro varfa con la especie.
Asf, para la trucha, es de 10 °C,
mientras que para peces de agua
caliente, tales como el pez gato o la
carpa, la temperatura dptima es de
unos 20 °C!5Y7,

La proporcién entre respuestas
primarias y secundarias no alcanza
los altos niveles de los mamiferos
(alrededor de 10 en peces wversus
100 en mamiferos). Rijkers et al'®
demostraron que a 18 °C las carpas
producen una respuesta secundaria
gue no se incrementa respecto de la
primaria y que sélo se diferencia de
ésta por su menor periodo de laten-
cia y su mayor duracién. A 20 °C la
respuesta secundaria supera a la pri-
maria en unas 10 veces ya 24 °Cla
proporcién es mayor de 50'* %,

En este trabajo se pasard revisién
a las cadenas pesadas (H) determi-
nantes de la clase de Ig, a las cade-
nas ligeras (L), a la cadena J de las
Ig poliméricas, a la regién variable
(V), determinante del repertorio de
uniones posibles con los antigenos, y
a la porcién de hidratos de carbono,

LAS CADENAS PESADAS (H)

Las Ig del suero de peces se ca-
racterizan por tener una sola clase
de cadenas pesadas. Estas cadenas
tienen 70 kda de peso molecular
como las cadenas pesadas de la IgM
de mamiferos. Sélo en algunos peces
como en las rayas, se han podido
aislar Ig de suero con cadenas pesa-
das de unos 50 kda parecidas a la -
IgG de mamiferos. Las concentra-
ciones en suero fueron de 3,9 mg/ml
para las IgM y 0,07 mg/ml para las
1gG3.

La estructura de las Ig del suero
de peces cartilaginosos ha sido estu-
diada principalmente en tiburones**
El aislamiento y la caracterizacién
serolégica y fisicoquimica de las Ig
ha permitido aislar Ig de alto (185
kda) y de bajo (75 kda) peso molecu-~
lar, pero todas pertenecientes a la
misma clase (cadena pesada de 70
kda). Las Ig estudiadas poseen un
alto grado de similitud en términos
de  reactividad cruzada serolGgica
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tanto por inmunodifusién como por
ELISA, composicién de aminodci-
dos, secuencias parciales de aminod-
cidos y composicion de hidratos de
carbono®. Tanto por técnicas de
electroforesis como por ultracentri-
fugacidn, se ha llegado a la férmula
(H,L,)s. La naturaleza pentamérica
de las Ig del suero de los peces
cartilaginosos ha sido confirmada
por microscopia electrénica®.

El estudio de la estructura de las
Ig en suero, mucus y bilis se ha
llevado a cabo principalmente en el
pez Gseo marino sargo, Archosargus
probatocephalus®*, La concentra-
cidn de Ig sélo era abundante en el
suero (3 mg/ml), necesitando radio-
yodizacién para la deteccién de las
Ig de mucus y de bilis (0,09 mg/ml).
Las Ig se aislaron por filtracién en
gel y cromatografia de DEAE, iden-
tificdndose con un antisuero anti-Ig
de sargo de alto peso molecular
(APM). Por ultracentrifugacién y
electroforesis en SDS pudo demos-
trarse la existencia de Ig de alto
(165, 700 kda, Ig-APM) y de bajo
(65, 140 kda Ig-BPM) peso molecu-
lar. El peso molecular de las cadenas
H totalmente reducidas de las Ig-
APM fue de 70 kda, mientras que el
de las Ig-BPM fue de 45 kda. Las
cadenas L reducidas eran siempre
de 25 kda (fig. 3). Las Ig-APM en
geles en presencia de SDS se diso-
ciaban en -dos componentes: uno de
700 kda (tetrdmeros ligados por
puentes disulfuro) y otro de 350 kda
(procedentes de dos dimeros ligados
por uniones no covalentes). Las Ig-
BPM en geles en presencia de SDS
estaban - formadas exclusivamente
por dimeros de 70 kda ligados uno a
otro de forma no covalente y consti-
tuidos por una cadena H y otra L?.
L4a:Ig aislada del mucus era muy
semejante a la descrita para la Ig-
APM del suero. Sin embargo, el di-
mero de 350 kda podia disociarse a
sli'vez por cromatografia en DEAE
en-dos. subpoblaciones, una de las
" ctiales tenja asociado covalentemen-

. te'un péptido de 95 kda. Este pépti-

~do podrfa ser andlogo al componente
. -secretor asociado a las Ig secretoras
“en mamiferos. En bilis se descubrid
una Ig-APM, pero diferente  de
- aquellas halladas en suero y mucus.

E
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Fig. 3. Esquema de los geles de poliacrilamida en presencia de SDS y -[+ betamer-
captoetanol de las Ig del sargo. Las Ig se aislaron por cromatografia de filtracion
en agarosa A-5 m, definidas segiin su reaccién con un anticuerpo anti-Ig de sargo
de allo peso molecular aislado previamente®®. Las Ig de mucus y bilis se
analizaron después de radioionizacion debido a su baja concentracion. Todos los
geles se llevaron a cabo en 4 % de concentracion de poliacrilamida. Por uliracen-
trifugacion y filtracidn en gel, las lg tenian un peso molecular de 165, 700 kda
(APM) y de 65, 140 kda (BPM). APM: alto peso molecular; BPM: bajo peso molecu-

lar.

kda en condiciones fisioldgicas, com-
probado por datos de filtracién en
gel y andlisis por electroforesis de
inmunoprecipitados. En presencia
de SDS existe predominantemente
en formas monoméricas de 160 kda,
lo que sugiere que la Ig de la bilis se
muestra como un dimero formado
por dos monémeros unidos entre sf
a través de enlaces no covalentes,
Después de la reduccién con mer-
captoetanol se observa que la Ig bi-
liar estd compuesta de 2 cadenas
polipeptidicas H y L. La cadena H es
de 55 kda y la cadena L tiene el
mismo peso molecular que las del
suero, 25 kda.

Inyectando Ig-APM e Tg-BPM,
marcadas con radioisétopos, en sar-
go, pudo demostrarse que las Ig del
mucus y de la bilis no son transferi-
das. desde el suero®. El interés de
las Ig de mucus radica en que muy
probablemernite ésta sea la' primera

'linea de defensa de los peces y es de

interés su conocimiento para la ob-

‘tencién de vacunas?-28,

Los. pocos estudios existentes de

“Ig en membranas de linfocitos de

peces se han centrado en la demos-
tracion de su presencia por inmuno-
fluorescencia y en la caracterizacion

de su estructura por radioyodini-
zacién®,

Todos los linfocitos de peces (en
timo, bazo, sangre y pronefros)
muestran una tipica reaccién positi-
va con anticuerpos policlonales de
conejo frente a Ig sérica®. Este re-
sultado difiere de las observaciones
frecuentes en aves y mamiferos, en
fas que sélo los linfocitos B son posi-
tivos para Ig de membrana. Una po-
sible explicacién de este hecho serfa
la presencia de antihidratos de car-
bono en los antisueros utilizados®!.
Por ello se han utilizado anticuerpos
monoclonales anti-Ig para examinar
mds a fondo esta cuestién. Los anti-
cuerpos monoclonales frente a Ig de
pez gato y carpa reaccionaron sélo
con una subpoblacién de linfocitos
en estos peces, sugiriendo que pue-
de existir una posible dicotomia de
células en base a la expresion de Ig
en membranas® 33, De Luca® obtu-
vo. un monoclonal anti-Ig de suero
de trucha purificada por cromato-
graffas de filtracién en gel e inter-
cambio iénico que no iba dirigido a
un hidrato- de carbono. Mediante
técnicas ‘de inmunofluorescencia y
panning demostré que este mAb
separaba a los linfocitos en dos sub-
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Fig. 4. Inmuno-
globulinas de
trucha separa-
das por electrofo-
resis en 15 % o
en gradiente del
15 % al 20 % de
poliacrilamida
en presencia de
SDS y mercap-
toetanol®. H: ca-
denas pesadas;
L: cadenas lige-
ras; J: cadena J.
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poblaciones. La poblacion IgM + era
capaz de responder in vilro a ensa-
yos mitogénicos con LPS, mientras
que la respuesta a concanavalina A
no se alteraba al retirar las células
[gM +. Por analogia con la relacion
establecida en mamiferos entre cé-
lulas B y respuesta mitogénica a
LPS se podria concluir que la pobla-
cién reconocida por este monoclonal
es del tipo B. Estos resultados no
descartan la presencia de Ig o una
molécula similar en las membranas
de células T, ni tampoco demues-
tran su existencia.

En algunos casos se ha marcado,
extraido y caracterizado la Ig de
membrana. Ep el caso de la carpa se
ha demostrado que la cadena H de la
Ig de membrana tiene un peso mole-
cular de 10 kda menor que la del
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suero™, Otros estudios son muy par-
ciales v no aportan mds detalles de
tipo estructural®.

CADENAS LIGERAS (L)

Las cadenas L de los peces carti-
laginosos y dseos tienen un peso
molecular de entre 20 y 26 kda por
electroforesis en geles de poliacrila-
mida en presencia de SDS y con
completa reduccién de los puentes
de disulfuro*!. Solamente en el
caso de los peces Oseos: pez ga-
to*37 y trucha® se han podido sepa-
rar las cadenas L en especies mole-
culares de distinto peso molecular.
Esta separacion es posible en el pez
gato utilizando geles de 10 % de po-
liacrilamida®, mientras que en la

trucha hay que utilizar gradientes de
poliacrilamida del 15-20 % (fig. 4).
La necesaria utilizacidn de la mayor
resolucion de los geles en gradien-
tes de poliacrilamida para detectar
estas variantes es guizéd la razén por
la cual no se hayan descrito en otros
peces.

En los peces cartilaginosos no se
han detectado clases de cadenas L.
Las cadenas L aisladas de lg total de
tiburones individuales tienen una
composicion de aminodcidos muy si-
milar, péptidos generados por bro-
muro de clanégeno idénticos v una
hetereogeneidad similar por isoelec-
troenfoque®. Los mapas peptidicos
tras digestiones con tripsina indican
que las cadenas L tienen regiones
constantes y variables como las que
aparecen en mamiferos',

En los peces éseos parece que
hay indicios de la existencia de cla-
ses de cadenas L. Las cadenas L
del pez gato son claramente hetero-
géneas por tres criterios. En primer
lugar, las cadenas L difieren en peso
molecular: 26, 24 v 22 kda, en se-
gundo, el hapteno dinitrofenil en el
pez gato parece inducir preferente-
mente Ig con cadenas L de 24 y 22
kda, mientras que con fluoresceina
se encuentran las tres formas en
una proporcion similar. En tercer
lugar, las cadenas L son antigénica-
mente diferentes por los anticuer-
pos monoclonales G y F. E1 G sdlo
identifica 1a Ig que contiene la cade-
na L de 26 kda y el F reconoce la g
que contiene las dos formas de me-
nor peso molecular, 22 y 24 kda.

Por ensayos ELISA se demostrd
que estos dos monoclonales se unfan
preferentemente a las cadenas L
aisladas, asi como que las cadenas L
identificadas por un monoclonal no
reaccionaban con el otro monoclo-
nal. Estos estudios se confirmaron
por experimentos con columnas de
afinidad vy con inmunoprecipitacion.
Estos dos monoclonales eran aditi-
vos cuando se utilizaban juntos para
fraccionar Ig que contenia los dos
tipos de cadenas L. Cuando se anali-
zaron las cadenas L identificadas por
los monoclonales G y F por mapeos
peptidicos se obtuvieron algunas di-
ferencias entre ellas. Por lo tanto,
las cadenas L del pez gato presentan
diferencias en: masa relativa, crite-
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rios antigénicos y composicidn es-
tructural, aunque en estas investiga-
ciones no queds excluida una posible
relacién precursor-producto entre
ellas.

En todos los sueros individuales
examinados del pez gato se encontrd
Ig reconocida por los dos monoclo-
nales. Estos andlisis también demos-
traron la proporcién relativa de los
dos tipos de cadenas L: 60 % para la
definida por F y 40 % para la defini-
da por G. En un trabajo posterior,
Lobb¥ traté de establecer si habfa o
no una expresién diferencial de algu-
na de estas cadenas en anticuerpos
inducidos por dinitrofenil en el pez
gato. Los resultados indicaron que si
bien los anticuerpos tempranos (1-2
semanas) producidos por la primera
inmunizacién contenian cantidades
significativas (20 %) de cadenas G,
la gran mayoria (90 %) de los anti-
cuerpos producidos después (entre
3 semanas v 1 afio) correspondfan al
isotipo F. El dominio de F en las
poblaciones -de anticuerpos antidini-
trofenil fue observado asimismo
cuando el dinitrofenil se conjugaba
con distintas proteinas carrier en la
inmunizacién. Igualmente, se obser-
v6 que las especies de 24 y 22 kda
del isotipo F se encontraban en dis-
tintas cantidades en las numerosas
poblaciones de anticuerpos examina-
das. En muchas de ellas sdlo habia
esencialmente una de esas especies,
pero el hecho de que se tratase de
una u otra variaba segtin cada ani-
mal individual. Se desconocen atin las
bases funcional y estructural de la
diferencia entre las dos cadenas.

CADENA J

Una caracteristica distintiva de
las Ig poliméricas de mamiferos con-
siste en la presencia de la cadena
J4-42,:La cadena ] viene determina-
~da por las siguientes propiedades*:
1) Tamafio de unos 10-15 kda, de-
. terminado por su -migracién en fil-
tracién en gel y en electroforesis en
- geles .de poliacrilamida conteniendo
SDS. 2) Carga positiva segtin su mi-
gracién en electroforesis en geles
de poliacrilamida conteniendo urea a
- pH alcalino. 3) Aislamiento de la ca-
* dena J'a partir de la Ig polimérica
~ por reduccién débil y alquilacién en
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ausencia de agentes desnaturalizan-
tes, ya que s6lo los enlaces internos
de las cadenas H y L son resistentes
a la reduccién en estas condiciones.
4) Existe una molécula de cadena ]
por cada molécula de Ig polimérica
(medible por carboximetilacién con
precursores radiactivos). §) Compo-
sicién de aminodcidos rica en lisina y
arginina y secuencia 77 % idéntica
entre ratén y hombre.

Los estudios sobre la estructura y
posible funcidn (polimerizacién de
las Ig, transporte a través del epite~
lio, sintesis de Ig, etc.) de la cadena
J de peces son muy escasos. Los
ensayos realizados hasta la actuali-
dad demuestran que tanto en elas-
mobranquios como en teledsteos
existen especies que poseen cadena
J con las caracteristicas electroforé-
ticas conocidas hasta ahora, como el
tiburén leopardo (Triakis semifas-
ciata), pez gato (Ictalurus nuncta-
tus) o sargo (Archosargus probato-
cephalus), asi como especies que no
la poseen como el tiburén nurse
(Ginglymostoma cirratum), aguja
(Leptsosteus osseus)y el pez espatu-
la (Polydon spathula)**.

Los andlisis electroforéticos en
geles de urea®, indican que la Ig-
APM del sargo contiene un péptido
de rdpida mobilidad anddica (carac-
teristica de la cadena J). Por su por-
centaje densitométrico parece pro-
bable que sélo una de las dos subpo-
blaciones de Ig-APM contengan la
cadena J. En un trabajo posterior,
Kobayashi et al’ estudian la existen-
cia de cadena ] de otro teledsteo, el
salmén del Pacifico, tanto por elec-
troforesis en gel de urea como por
tests inmunoldgicos con antisueros
frente a las cadenas ] de humanos y
pollos. En el caso de este salmén no
se detecta la-presencia de cadena J
segiin los patrones electroforéticos
conocidos, si bien los autores no
descartan su existencia en una for-
ma con distinto patrén. La ausencia
o una abundancia menor de la espe-
rada deben interpretarse con pre-
caucion, ya que la cadena J es muy
susceptible a protedlisis®®, La no de-
teccién en geles de poliacrilamida
puede también deberse al empleo de
concentraciones de poliacrilamida
demasiado bajas¥. Un polipéptido de
11-12 kda se detecta asociado a las

Ig de trucha, aisladas por cromato-
grafia de afinidad sobre anticuerpos
monoclonales inmovilizados y sepa-
rados por electroforesis desnaturali-
zante en gradientes de poliacrilami-
da del 15 al 20 % (fig. 4). Ademds,
la pequefia cantidad y tamaiio de la
cadena ] implica que para su detec-
cién deban sobrecargarse los geles.

REGION VARIABLE (V)

La regién variable se define en Ig
de mamiferos por parte de la por-
cién aminoterminal de las cadenas H
y L. La secuencia de aminodcidos
varfa de unas moléculas a otras y es
la responsable de la unién a los anti-
genos. El conjunto de regiones V
distintas que posee un individuo se
denomina repertorio. El repertorio
de Ig en mamiferos puede reconocer
alrededor de 107 determinantes an-
tigénicos y un dnico determinante
puede estimular 10° regiones V dis-
tintas.

La estructura de la regién varia-
ble de las Ig de peces (diversidad de
anticuerpos) se ha estudiado por
sondas de DNA, por isoelectroenfo-
que de las Ig, por estudios de afini-
dades y por andlisis idiotipo-antiidio-
tipo.

La organizacién de los genes V en
un pez cartilaginoso, el tiburén Hete-
rodontus'® ¥, se ha estudiado me-
diante una sonda de DNA obtenida
de la cadena H, regién V del ratdn.
La secuencia completa del gen V del
tiburén aislado por hibridizacién con
dicha sonda exhibe una homologia
muy fuerte con la regién V del ra-
tén. Ademds, demostré que los seg-
mentos que articulan la regién V
con la regién constante de la cadena
H del tiburén se encuentran agrupa-
dos en grupos de 10 kilobases (kb),
lo que a su vez pudiera reducir las
posibilidades de combinaciones de
estos segmentos (combinaciones
que son una fuente de diversidad en
mamiferos).

La emigracién en isoelectroenfo-
que (punto isoeléctrico) de cada ca-
dena individual depende de la se-
cuencia especifica de su dominio
variable. En tencas, carpas y carpi-
nes las Ig naturales antidinitrofenol
se purificaron y se analizaron en
condiciones reductoras por isoelec-
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troenfoque™. En un pH entre 5y 7,
aparecian unas 30-40 bandas con
asombrosa similitud entre las distin-
tas especies. En un estudio similar
realizado en truchas salvajes y en
truchas obtenidas por autofecunda-
cién, las Ig inducidas por inyeccién
de dinitrofencl se purificaron por
cromatografia de afinidad y se anali-
zaron después por isoelectroenfoque
en condiciones reductoras y por im-
munoblotting, utilizando un anti-
cuerpo monoclonal anticadena H de
Ig de trucha®. En un pH entre 3y 7
aparecian unas 15-20 bandas que
variaban bastante en cuanto a su
posicién entre individuos. Esta va-
riacién disminuia en las truchas ob-

tenidas por autofecundacion. El ana- -

lisis paralelo de una Ig monoclonal
de ratén daba lugar a unas 7 bandas
de cadena H entre pH 6 y 7. Los
autores concluyen que la posible he-
rencia del repertorio de Ig podria
utilizarse para la seleccién genética
de truchas resistentes a enfermeda-
des. Sin embargo, estos experimen-
tos son dificiles de interpretar, ya
que en la identificacion de las bandas
debe tenerse en cuenta que el anéli-
sis no se efectiia en moléculas indi-
viduales, sino en cadenas H y L, pue-
de haber microheterogeneidad debida
a la pérdida de amidas, composicién
de hidratos de carbono y modifica-
ciones quimicas postraduccién.
Todo ello puede redundar en una
mayor hetereogeneidad aparente.
En mamiferos se produce un in-
cremento en la afinidad de sus anti-
cuerpos durante la respuesta inmu-
ne, que estd acompafiada por un
cambio en la clase de 1g. En peces,
los trabajos llevados a cabo con la
finalidad de determinar el incremen-
to de afinidad de los anticuerpos
frente a la inmunizacién con distin-
tos antigenos han mostrado resulta-
dos variables. Voss et al®! caracteri-
zan las propiedades de unién de la Ig
tetramérica presente en el suero de
salmén. La determinacién de la
constante de equilibrio demostrd ba-
jas afinidades (4-5 % 10°M1), seme-
jantes a valores ohservados para
otros sistemas de IgM. Ademds, no
habia cambios significativos en la
constante de asociacién durante un
perfodo de 120 dias tras la inmuni-
zacién secnndaria. Los factores de
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avidez generados por la polivalente
Ig (n=8) serian suficientes para
proporcionar al pez una adecuada
proteccién en su ambiente; en otras
palabras, la avidez a través de la
polivalencia compensarfa la relativa-
mente baja afinidad de cada zona
activa del anticuerpo. Sin embargo,
otros estudios han encontrado algu-
nas diferencias. Secombes y Re-
sink5? encontraron un aumento de la
capacidad de precipitacién de lg en
la respuesta secundaria de la carpa
frente a un antigeno proteico. Lobb
estudié la heterogeneidad y afinidad
de anticuerpos antidinitrofenil, obte-
nidos en pez gato, a perfodos cortos
(1-2 meses) o largos (1-2 afios) tras
la inmunizacién primaria; este autor
observé que las zonas de alta afini-
dad eran muy homogéneas. Las afi-
nidades de los anticuerpos en ambos
grupos eran similares (10°M), pero
a periodos cortos los anticuerpos te-
nian menor afinidad que los encon-
trados a tiempos més prolongados.
En resumen, el aumento de afinidad
de las Ig de peces con la inmuniza-
cién, si existe, es muy pequefio. Ello
vuelve a evidenciar una menor di-
versidad del repertorio de Ig en
peces™,

Una alta reactividad cruzada en-
tre Ig antidinitrofenil, aisladas de
carpas individuales, se demostro
mediante suero antiidiotipico. Nue-
vamente, este resultado indica un
repertorio restringido en peces®.

HIDRATOS DE CARBONO

Componente obligado de todas las
Ig descritas, es frecuentemente ol-
vidado al estudiar su estructura y
funcién. Sin embargo, disponemos
de pocos estudios acerca de esta
porcién de las Ig, especialmente en
peces.

Entre los peces cartilaginosos, los
hidratos de carbono constituyen un
9-18 % del pedo molecular de la Ig®.
Se han identificado fucosa (0,1-
0,5 %), manosa (2,4-4,3 %), galacto-
sa (1,6-4,7 %), glucosamina
(5-8,6 %) y dcido sidlico
(0,3-0,47 %). La importancia que la
presencia de hidratos de carbono
puede tener para los estudios que
utilizan antisueros anti-Ig fue puesta
de manifiesto por Yamaga et al®' al

descubrir un alto contenido en anti-
fucosa en los antisueros de conejo,
obtenidos con Ig purificada de suero
de trucha. En los pocos estudios que
se han realizado utilizando anticuer-
pos monoclonales anti-Ig, se ha teni-
do en cuenta descartar a aquellos
que pudieran reaccionar con los hi-
dratos de carbono™: 38,

PERSPECTIVAS i
EN LA INVESTIGACION

En contraste con los estudios so-
bre Ig de mamiferos, aquellos acer-
ca de Ig de peces estdn distribuidos
entre varias especies, algunas real-
mente exéticas. Es por ello por lo
que resulta dificil hacerse una idea
clara sobre la inmunologfa humoral
de, al menos, un tipo de pez. Si se
desea conocer, por ejemplo, infor-
macién de idiotipos habra que acudir
a la carpa; si de variacién de cadenas
L, al pez gato; si de posibles isoti-
pos, a la raya; si de variaciones en-
tre Ig de bilils, mucus y suero, al
sargo, etc. A menudo, se generali-
zan los resultados para peces, pero
parece razonable que no se puedan
comparar las lampreas (grupo de pe-
ces no mandibulados), con los tibu-
rones y rayas (peces cartilaginosos)
o con la trucha y el pez gato (peces
éseos), aunque todos formen parte
del grupo de los peces. Por otra
parte, para cada uno de los peces se
dispone de pocos estudios si se com-
paran, por ejemplo, con los existen-

.tes para ratén u hombre, Quizd de-

berfan concentrarse esfuerzos en
una o dos especies representativas.
La dispersién de investigaciones y
de modelos, de otro modo, seguird
constituyendo un serio handicap
para lograr entender el funciona-
miento del sistema inmunoldgico de
los peces, tanto para un plantea-
miento basico en los estudios filoge-
néticos®, como para un plantea-
miento mds aplicado para produc-
cién de proteina en acuicultura'.
Es frecuente la justificacion filo-
genética de los trabajos en este
campo, si bien la comparacién entre
las Ig de las formas que se conser-
van en la actualidad conduce. a con-
clusiones poco ortodoxas. Por ejem-
plo, la existencia de dos clases de

34




Inmunologia

.

cadena pesada en un vertebrado .
considerado como muy primitivo, un
pez cartilaginoso®, hace pensar que
estos peces han conseguido un siste-
ma humoral mds avanzado que los
peces 6seos. Los peces cartilagino-
sos se consideran mds primitivos
que los 6seos, pero estos resultados,
asf como la posesién de una Ig pen-
tamérica mdas semejante a la IgM de
mamiferos que la Ig tetramérica de
los peces dseos, pone en duda este
concepto. La aparicién de diversifi-
cacién de Ig, al contrario de lo que
se piensa mayoritariamente, puede
ser un fenémeno mucho mds an-
terior®,

La capacidad de un organismo
para producir una innumerable can-
tidad de respuestas inmunolégicas,
el repertorio, y la generacién de la
diversidad de anticuerpos ha sido
uno de los aspectos mds provocati-
vos en biologia molecular. ;Cémo se
genera esa diversidad? La compleja
estructura de cada cadena que for-
ma parte del anticuerpo da lugar a
otra pregunta; sen qué consiste la
relacién entre el gen y su proteina?

En peces, las inmunoglobulinas es-
tin empezando a ser estudiadas casi
siempre por homologia con Ig de
mamiferos. ;Se han conservado los
mismos mecanismos para generar la
diversidad de anticuerpos? ;Por qué
la Ig de peces es polimérica de tipo
M? ;Por qué no existen mecanismos
para producir [g monoméricas de
tipo G con una mayor afinidad por el
antigeno y con memoria? jQué ven-
tajas le aporta esa multivalencia a un
organismo en estrecho contacto con
el medio acudtico?

Es dificil obtener m4s informacién
detallada acerca de la estructura de
las Ig de peces mediante el examen
de las proteinas debido a su hetero-
. geneidad: Proteinas de mielomas o
anticuerpos monoclonales todavia no
se han encontrado en estos anima-
“les.-Sin embargo, los métodos y tec-
nologfas del DNA recombinante
pueden ser un. nuevo medio para
examinar este problema. La infor-
. macién acerca de sus secuencias
_puede ser obtenida a través de ge-

nes clonados mds facilmente que a

. través de las proteinas, Los estudios

. _en el DNA pueden aportar, ademds,
o ”pr‘uebkasb,sobre la conservacion de la
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Sanas Enfermas

Fig. 5. Ig total en suero de truchas Sal-
mo gairdneri sanas y procedentes de
una piscifactoria con necrosis pancred-
tica, La concentracion de Ig en suere se
midié por ELISA; tomando como refe-
rencia Ig de trucha purificada por fil-
tracién en gel y cromalografia en
DEAE®. Resultados similares se han
descrilo mediante inmunodifusion ra-
dial con truchas sanas y enfermas™.

organizacién de genes y su reagru-
pamiento, asf como la regulacién del
cambio de clase aparentemente au-
sente en peces.

La cuantificacién de Ig en suero
se estd empezando a considerar
como un posible marcador del esta-
do de salud de un pez®™%. Reciente-
mente, Olessen y Jorgensen® com-
probaron por inmunodifusién radial
que las truchas procedentes de- pis-
cifactorfas con enfermedades tenian
3 a 4 veces mds nivel de Ig en el
siiero que las truchas sanas. En
nuestro laboratorio, y mediante un
ELISA basado en anticuerpos poli-
clonales hemos comprobado resulta-
dos muy similares (fig. 5). En la ac-
tualidad, se estd desarrollando el
test con una baterfa de 22 anticuer-
pos monoclonales. La caracteriza-

ci6n de estos anticuerpos monoclo-
nales y la definicién estructural que
se alcanza con su utilizacién permiti-
ran en el futuro un mayor conoci-
miento de la estructura de las Ig de
trucha, de su cuantificacién en suero
y de las poblaciones celulares que
participan en la respuesta inmune de
la trucha durante las infecciones,
El estudio de la defensa inmunita-
ria de los peces es de importancia
capital en el desarrollo de la acuicul-
tura como una de las fuentes de
proteina mds importantes para el fu-
turo de la humanidad. Los proble-
mas patoldgicos, que ya aparecen en
las especies sometidas a cultivo (es-
pecialmente las virosis de salmoni-
dos), constituyen un ejemplo real de
la importancia que puede tener el
desarrollo de vacunas para peces.
No obstante, actualmente las vacu-
nas presentan problemas debido, en
gran parte, al desconocimiento de
los mecanismos de defensa inmuni-
taria de los peces. El estudio de las
estructuras de las Ig es el inicio del
conocimiento de estos mecanismos.
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