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Resumen

A pesar de la reconocida rusticidad de la cachama, la tendencia creciente hacia la intensificacidon de los sistemas
de produccién de la especie comienzan a favorecer el aumento de problemas sanitarios, los cuales deberan ser
caracterizados a fin de poder establecer métodos de diagnoéstico y planes de prevencion racionales. Dado que el
conocimiento ictiopatologico de especies nativas es incipiente (entre otras cosas porque la disponibilidad de informacién
sobre aspectos basicos de histologia, embriologia, fisiologia, anatomopatoldgia, inmunologia y epidemiologia es
escasa), se hace necesario el establecimiento de proyectos de investigacion que permitan conocer tales aspectos a
fin de apoyar técnicamente la produccion de estas especies. Con este trabajo se desea aportar al conocimiento de
los aspectos inmunolégicos basicos de la cachama blanca (Piaractus brachypomus). Para este fin, se purificaron
gammaglobulinas mediante su elusidon a partir de geles de agarosa, se confirmaron la presencia de dos posibles
agregados de IgM, y la confiabilidad de este método de purificacion que nos permite obtener pequefias cantidades
de proteina sin la presencia de contaminantes. Los antisueros obtenidos reaccionaron exclusivamente contra la
fraccion de las gammaglobulinas, lo que se comprobo mediante la técnica de inmunoelectroforesis. Ademas se
obtuvieron con SDS — PAGE bajo condiciones sin reduccidon dos bandas: la primera con un peso aproximado de 80
kDay la segunda de 70 kDa, y bajo condiciones reducidas también dos bandas: la primera con un peso aproximado
de 90 kDa y la segunda de 70 kDa.
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Abstract
In spite of the recognized rusticity of the cachama, the increasing tendency towards the intensification of the
production systems of the species, begins to favor the increase of sanitary problems, which will have to be
characterized in order to be able to establish methods of diagnosis and rational plans of prevention. Since the

knowledge of ictiopathology of native species is incipient, among other things because of the little availability of
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information on basic aspects of histology, embryology, physiology, anatomopathology, immunology and epidemiology,
the establishment of investigation projects that allow to know such aspects in order to support the production of
these species technically becomes necessary. With this work begins the acquisition of knowledge about the basic
immunologic aspects of the White Cachama (Piaractus brachypomus). For this end, gamma-globulins were
purified by means of the elution starting from agarosa gels. The presence of two possible attachés of IgM was
confirmed. One of them seems to correspond to form monomerics and the dependability of this purification method
allows us to obtain small quantities of protein without the presence of pollutants. The reactivity of the obtained
antiserum only reacted against the fraction of the gamma-globulins, what was proven by means of the
inmunoelectroforesis technique with the serums of White Cachama. Also, they obtained two bands with SDS -
PAGE under conditions without reduction; the first one with an approximate weight of 80 kDa and the second one
about 70 kDa. Under reduced conditions, two bands were obtained, the first one with an approximate weight of 90
kDa and the second of 70 kDa.
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Introduccion

En los ultimos afios el cultivo de cachama, actividad
piscicola que explota principalmente los géneros
Piaractus y Colossoma nativos de la Orinoquia y
Amazonia Sudamericana, ha contribuido exitosamente
al desarrollo regional de la acuicultura, como
consecuencia de las bondades demostradas por estos
peces en condiciones de cultivo (1,2). En los Gltimos veinte
aflos la produccion mundial de especies como tilapia,
trucha y cachama ha crecido a ritmos de 12%, 6% y
29% respectivamente. Es importante anotar que la
produccidn de tilapia, trucha y cachama corresponde al
96,3% de la actividad piscicola colombiana y al 65.3%
de la produccién acuicola. Mientras que para el afio 1995
la produccion nacional de cachama se calculaba en 3.181
toneladas, en el afio 2003 estuvo cercana a las 9.000
toneladas lo que consolid6 a Colombia como el segundo
productor mundial, después de Brasil (3).

A pesar de que la cachama es reconocida por su
rusticidad y resistencia a las enfermedades, la tendencia
creciente hacia la intensificacion de los sistemas de
produccion de la especie, comienzan a favorecer el
aumento de problemas sanitarios, los cuales deberan ser
caracterizados a fin de poder establecer métodos de
diagnoéstico y planes de prevencion racionales. Por otra

parte, el conocimiento ictiopatologico de especies nativas

es incipiente, entre otras cosas porque la disponibilidad
de informacion sobre aspectos basicos de histologia,
embriologia, fisiologia, anatomopatologia, inmunologia y
epidemiologia es escasa, lo que hace necesario el
establecimiento de proyectos de investigacion que
permitan conocer tales aspectos a fin de apoyar
técnicamente la produccidn de estas especies.

Un aspecto fundamental en el estudio de estas
especies recientemente involucradas en procesos de
produccion industrial lo constituye el sistema
inmunologico, ya que gracias a su conocimiento y
manipulacién es posible prevenir y diagnosticar un gran
numero de enfermedades de tipo infeccioso. Dentro de
ese marco, la purificacion de inmunoglobulinas representa
un desarrollo basico que puede conducir a la preparacion
de antisueros o anticuerpos monoclonales de multiples
utilidades. En aves y mamiferos, en donde se presenta
mas de un isotipo de estas moléculas, cuyas migraciones
electroforéticas se sobreponen haciendo dificil su
separacion completa y asi también su posible elucién en
estado de pureza, es necesaria la aplicacion de un
sinniumero de procedimientos que incluyen precipitacion
en salado, dialisis, cromatografias de intercambio iénico,
afinidad y filtracidn, entre otros, que requieren a su vez

la disponibilidad de equipamiento diverso y costoso. Vale
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Figura 1. Ejemplar adulto de Cachama Blanca (Piaractus brachypomus)

anotar que estos procedimientos empleados en la
purificacion de inmunoglobulinas de mamiferos y aves,
se han utilizado con éxito en la obtencion de anticuerpos
de peces, pero a un costo muy elevado.

Dado que en peces se ha reportado la presencia
unicamente de la IgM y que esta puede separarse de
manera nitida en electroforesis que emplean distintas
matrices tales como acetato de celulosa o agarosa, su
elucion se podria realizar facilmente. En el presente trabajo
se presenta la metodologia basica para la purificacion de
IgM de cachama blanca Piaractus brachypomus a partir
de proteina sérica separada por electroforesis en geles
de agarosa, eluida en una columna de giro, y la subsiguiente
preparacion de un antisuero policlonal anti [gM en conejo,
Figura 1. La pureza de la IgM aislada se comprobd por
medio de inmunoelectroforesis (IEF), inmunofijacion y
electroforesis en gel de poliacrilamida. Se discute la
metodologia y su aplicacion en posteriores estudios

inmunoldgicos.

Materiales y métodos

Toma de muestra

Ejemplares de Cachama blanca (Piaractus
brachypomus) clinicamente sanos fueron sangrados por
puncidén de la vena caudal mediante sistema vacutainer.
Las muestras obtenidas fueron centrifugadas a 1000 rpm
por 15 minutos obteniendo el suero que fue guardado en

congelacion a -20° C. hasta su procesamiento.

Electroforesis en acetato de celulosa

La electroforesis en acetato de celulosa se realizd
empleando el sistema Sepratek a (Gelman sciences, Inc.
Am Arbor Michigan 48106) y la metodologia descrita
por Ingram en 1990, en una solucidn amortiguadora de
barbital sodico pH 8,6 durante 20 minutos a 250 voltios,
las membranas se tifieron con rojo Ponceau, se
decoloraron en solucidn aclarante (10 mL de acido

acético glacial en 90 mL de metanol anhidrido) (4).
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Purificacion de inmunoglobulina M (IgM)

La electroforesis en agarosa se realizd con el sistema
Biomax (CBS Scientific Co. No. MGU200T), segun la
metodologia descrita por Ingram. En agarosa al 0,9% se
sometieron los sueros a electroforesis, en el buffer barbital
sédico pH 8,6 durante 30 minutos a 250 voltios, se cortaron
las dos primeras lineas de corrida del gel, se colorearon con
rojo Ponceau y se decoloraron con acido acético al 5%, se
realizaron los cortes de la banda de las gammaglobulinas
teniendo como patron las lineas previamente cortadas y
coloreadas. La banda cortada se macerd suavemente, se
dispenso en viales eppendorf los cuales tenian un orificio en
la base del tubo, estos tubos se colocaron dentro de tubos
falcon de 15 mL y se centrifugaron a 1000 rpm por 5 minutos
obteniendo la Ig M purificada (4).

Inmunoelectroforesis (IEF)

La inmunoelectroforesis se llevo a cabo utilizando el
sistema LKB (Power suply Tipe 329) con agarosa al
0,9%, en una solucion amortiguadora de Buffer Tris
Bérico EDTA (TBE) pH 8,6, se dispensaron los sueros
purificados en los pozos y se sometieron a electroforesis
a 150 voltios por 90 minutos. Se retird la canaleta central
y se sirvid el antisuero total o anti IgM y se dejo en
difusién en camara humeda por 72 horas a temperatura
ambiente. Se realizo un lavado con solucién salina 0,85%
y otro con agua destilada, cada uno por un periodo de 24
horas, se secaron las laminas, se tifieron con rojo Ponceau

y se decoloraron con acido acético al 5%.

Produccion de antisuero

Se inmunizaron 4 conejos, dos con suero total y dos
con la inmunoglobulina M purificada utilizando el
calendario de inmunizacion largo descrito por Rodriguez
y colaboradores en 1978 (5). Dos de ellos de inocularon
el dia 0 con suero total 1:4 en PBS emulsificado 1:1 con
adyuvante completo de Freund (ACF) en un volumen
total de 1 mL y los otros dos animales con 100 mg/mL
de IgM purificada emulsificada 1:1 con ACF en un

volumen total de 1 mL, se aplicé un refuerzo a los 25

dias con los antigenos preparados en adyuvante
incompleto de Freund (AIF) por via intramuscular y se
inocularon refuerzos los dias 45, 55 y 65, con antigenos
preparados en solucidn salina estéril 0,85% e inoculados

por via intravenosa.

Electroforesis de poliacrilamida SDS — PAGE

La IgM purificada fue sometida a electroforesis en
geles de 7,5% de poliacrilamida (7,5¢cm x 6,5¢m), en una
camara para electroforesis vertical (Miniprotean I —
BIO-RAD) segun protocolo descrito por Laemmli en
1970, a 35 voltios por 5 horas aproximadamente, se
colorearon con azul de Coomasie y se decoloraron con

acido acético al 10% (6).

Resultados

Se consiguid purificar, de manera rapida, economica y
utilizando materiales y metodologias disponibles en un
laboratorio basico de inmunologia, IgM de Cachama blanca
(Piaractus brachypomus). Con la inmunoglobulina
purificada se establecié un esquema de inmunizacion en
conejo, lograndose obtener un antisuero contra las
inmunoglobulinas presentes en la fraccion gamma del
recorrido electroforético. De la misma manera se obtuvo
un antisuero contra proteinas séricas totales de la
cachama. Dichos antisueros, el suero total de cachama y
la proteina purificada, se emplearon para montar pruebas
de inmunoelectroforesis que a su vez, permitieron
visualizar en forma nitida la reactividad de los antisueros
y la bondad del método de purificacion, Figuras 2 y 3.

Con el propdsito de iniciar el proceso de
caracterizacion de la IgM purificada, se realizaron
corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida en
condiciones reductoras y no reductoras. Bajo
condiciones sin reduccidn se presentaron dos bandas, la
primera con un peso aproximado de 80 kDa y la segunda
de 70 kDa Figura 4 y con reduccion se observan dos
bandas, la primera con un peso aproximado de 90 kDa y

la segunda de 70 kDa Figura 5. Los resultados de
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Figura 2. Inmunoelectroforesis. A. Suero total de cachama. B. IgM
purificada de suero de cachama y C. Antisuero total de cachama
blanca (Piaractus brachypomus). Se observa en el numeral A la
distribucién proteica del suero total y en el numeral B la presencia de
un arco de precipitacion en la region de las gammaglobulinas.

precipitacion y de las electroforesis sugieren que podrian
existir dos tipos distintos de cadenas pesadas en cada
mondmero de inmunoglobulina, unidas muy débilmente,
por lo que no se producen fenomenos de precipitacion.
De la misma manera existirian dos tipos distintos de IgM,
posiblemente una corresponderia a un monomero de IgM,
tal como lo reportan para carpa (13), y para algunos
teledsteos (14). Sin embargo, los procesos de deteccion
de anticuerpos y los estudios estructurales de las
inmunoglobulinas de la cachama deben continuar en una

segunda fase con el fin de aclarar la estructura.

Discusion

Los estudios de purificacion y caracterizacion de
moléculas de anticuerpos en peces son posteriores a los
adelantados en mamiferos, por lo que no sélo la visién de
los estudios sino también las metodologias, han ido
adaptandose casi de manera indiscriminada para tales
propositos. Trabajos como el presentado por Aguillon, en
el que a partir de suero de salmon del Atlantico (Salmo
salar) purifican inmunoglobulinas mediante precipitacion
con sulfato de amonio y cromatografia de exclusion en
sephacryl S-300, resultan mas costos y toman mayor
cantidad de tiempo en su desarrollo (7). Es quiza por ello
que a pesar del fraccionamiento claro de los distintos tipos
de proteinas en los métodos electroforéticos, Figura 4,
que dejan ver y recuperar la fraccion gamma de manera
sencilla, se prefieran los sistemas tradicionales de
precipitacion en salado, cromatografia de intercambio

i6nico, exclusion (filtracion) o de afinidad, entre otros (8,9).

Figura 3. Inmunoelectroforesis. A. Suero total de cachama. B. IgM
purificada de suero de cachama y C. Antisuero anti IgM de cachama
blanca (Piaractus brachypomus). Se observa en el numeral A
dos arcos sobrepuestos de diferentes agregaciones de Ig M y en el
numeral B la presencia de un arco de precipitacion en la region de las
gammaglobulinas.

Como se sabe, la dificultad para eluir cantidades
pequefias de proteinas puras a partir de métodos
electroforéticos en sueros de mamiferos reside en el
traslapo en la region gamma de las inmunoglobulinas G,
Ay M principalmente, y en la presencia de algunas de
estas inmunoglobulinas en la interfase beta-gamma. En
los peces, este fendmeno no se presenta ya que solo se
ha detectado la IgM y, en el caso concreto de la
cachama, en la region gamma aparecen dos bandas,
como pudo constatarse en este estudio, que parecen
reflejar la presencia de dos tipos distintos de asociacion
entre monoémeros de la inmunoglobulina M (10). Esas
mismas bandas son reconocidas en la inmuno-
electroforesis contra la inmunoglobulina como dos arcos
sobrepuestos, Figura 3. El método de purificacion
propuesto en este trabajo representa una alternativa
rapida y econdmica a los sistemas tradicionales de
obtencion de IgM, mas laboriosos, costosos, con mayor
utilizacion de equipos y sin duda, mas demorada.

De otra parte, los antisueros contra inmunoglobulinas
constituyen un reactivo biologico de gran ayuda en el
montaje de distintas pruebas diagnosticas y de
localizacién tanto seroldgicas como en tejidos, que van
desde las aglutinaciones hasta las mas sofisticadas y
sensibles, que podrian emplear tales anticuerpos como
secundarios, una vez se han marcado con sustancias
como enzimas o fluorocromos. Otra utilidad de estos
antisueros se encuentra en estudios basicos de
caracterizacion fenotipica y funcional de algunas

poblaciones celulares. Dado que la cachama blanca
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Figura 4. SDS — PAGE sin reduccion; coloreado
con azul de Coomasie Izquierda marcador de
peso molecular. Derecha Ig M purificada de suero
de cachama blanca (Piaractus brachypomus).

constituye una especie industrialmente promisoria y que
se encuentra apenas en proceso de reconocimiento de
su potencial, es aconsejable la realizacion de estudios
tendientes a conocer mejor su comportamiento y
constitucion inmunoldgica, para lo cual, estos antisueros
pueden contribuir notablemente.

Adicionalmente, se intentd producir un antisuero en
cachama utilizando esquemas de inmunizacion largos,
con albumina bovina y antigeno Gp-51 del virus de la
leucosis bovina. Sin embargo no se pudieron detectar
anticuerpos reactivos por técnicas de inmuno-difusion
doble. Mas adelante se prepard antigeno de Aeromonas
hydrophila de acuerdo con el protocolo establecido por
Coeurdacier y colaboradores en 1997 con resultados
similares (11). A pesar de que los controles realizados
para las pruebas con antisueros preparados en conejo
resultaban positivos tras las primeras inoculaciones, en
cachama fue imposible detectar, por esa metodologia, la
presencia de anticuerpos reactivos.

Las técnicas de precipitacion en acetato de celulosa y
agarosa son usadas rutinariamente para detectar la
presencia de antigenos y anticuerpos en estudios
inmunolégicos en peces, sus resultados parecen ser
inexactos y algunos investigadores han encontrado que
en general, los peces no producen anticuerpos
precipitantes. Asi, una reaccidn positiva depende no solo
del antigeno, sino del tipo de pez inoculado (12). De otra
parte, se ha establecido que los peces presentan linfocitos
B que podrian ser considerados funcionalmente homologos

a los CD5 o LBI de vertebrados superiores. De ser asi,

Figura 5. SDS — PAGE reducido; coloreado con
azul de Coomasie Izquierda marcador de peso
molecular. Derecha Ig M purificada de suero de
cachama blanca (Piaractus brachypomus).

la respuesta de tales linfocitos seria estimulada
basicamente por polisacaridos y los anticuerpos generados
serian polirreactivos. Por esta razon se propuso utilizar
ademas de dos proteinas, una bacteria en los esquemas
de inmunizaciéon. Como una prueba adicional se realizd
una inmunoprecipitacion empleando Anti IgM preparada
en conejo y suero total de cachama. Esta técnica no
permitio observar precipitacion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion
permiten anotar, a manera de conclusion, lo siguiente: la
técnica de purificacion de gammaglobulinas en cachama
blanca (Piaractus brachypomus) mediante elucion a
partir de electroforesis en geles de agarosa, es un método
confiable que facilita obtener pequefias cantidades de
proteina sin la presencia de contaminantes. Existirian
dos formas diferentes de agregacion de inmunoglobulinas
M en la fraccion de las gammaglobulinas, de las cuales
una parece corresponder a formas monomeéricas.

El antisuero anti Inmunoglobulina M presento reactividad
unicamente contra las gammaglobulinas, lo cual fue
comprobado mediante la técnica de inmunoelectroforesis
para los sueros de cachama blanca (Piaractus
brachypomus). Con la técnica de inmunodifusion doble
no es posible detectar anticuerpos precipitantes para
cachama blanca (Piaractus brachypomus) contra
antigenos proteicos puros, ni contra antigenos crudos de
origen bacteriano. Las inmunoglobulinas M corridas en
PAGE bajo condiciones sin reduccion presentaron dos
bandas, la primera con un peso aproximado de 80 kDay la

segunda con un peso aproximado de 70 kDa.
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Las Inmunoglobulinas M corridas en PAGE bajo
condiciones de reduccion presentan dos bandas, la primera
con un peso aproximado de 90 kDa y la segunda con un
peso aproximado de 70 kDa. Estos resultados podrian
estar determinados por la presencia de dos tipos distintos
de cadena pesada para la IgM. La falta de reactividad de
la Igs de cachama blanca puede deberse a la fragil union
entre las cadenas pesadas en los monomeros de Ig. La
inmunizacion de conejos siguiendo los esquemas
planteados constituye una metodologia eficaz para la
produccion de antisuero total y de proteinas purificadas

de cachama blanca (Piaractus brachypomus).
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