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RESUMEN 

Las enfermedades infecciosas en la acuacultura son responsables de 
mortalidades masivas e importantes pérdidas económicas. Sin embargo, hay 
indicaciones de que optimizando la composición de la dieta puede ayudarse a 
prevenir dichas enfermedades. La arginina es un aminoácido considerado 
indispensable en ciertos periodos fisiológicos y su metabolismo tiene una 
función importante para el óptimo crecimiento de peces y animales terrestres. 
El presente estudio tuvo por objetivo el evaluar el efecto de la suplementación 
de arginina dietaria sobre el sistema inmunológico del bagre de canal. Se 
utilizaron bagres, lctalurus punctatus, con un peso promedio aproximado de 35 
g. Los peces fueron alimentados con dietas purificadas basadas en 
caseína/gelatina con 28% de proteína cruda y suplementadas con hidrocloruro 
de L-arginina a 0.5, 1, 2 y 4% de la dieta. Una dieta con proteína intacta y 
1.3% arginina fue también incluida para evaluar el efecto de la presentación de 
los aminoácidos (cristalinos libres vs. proteína intacta). Los peces fueron 
alimentados a saciedad aparente por 6 semanas. Cada dieta experimental se 
administró por triplicado a grupos de 20 peces seleccionados al azar. Al final 
del periodo de alimentación se inyectó a los peces peritonealmente 2 mg 
LPS/Kg de peso vivo . La misma dosis se repitió a los tres días. Seis días 
después de la inyección inicial, los peces fueron anestesiados y muestras de 
sus tejidos fueron obtenidas para evaluar los siguientes parámetros: 
hemoglobina, hematocrito, biología hemática, proteína plasmática, lisozima 
plasmática, fagocitosis y actividad hepática de superóxido dismutasa. En 
general, los suplementos de arginina aumentaron de manera significativa (P< 
0.05) la magnitud de la respuesta fagocítica, elevando la hemoglobina, el 
hematocrito, y los conteos de hematíes y basófilos, así como la actividad de 
superóxido dismutasa. Sus efectos fueron mínimos sobre lisozima, valor 
corpuscular medio y conteos de leucocitos, linfocitos, eosinófilos y monolitos. 
Los resultados demuestran que algunos componentes del sistema inmune del 
bagre de canal responden positivamente a suplementos de arginina dietaria. 

Palabras clave: •arginina •sistema inmune •bagre de canal •lctalurus punctatus 
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ABSTRACT 

lnfectious diseases in aquaculture are responsible for important economic 
losses due to massive mortalities. Several studies have demonstrated that the 
optimization of diet formulations may help prevent these problems . Arginine is 
considered indispensable at certain physiological stages and its metabolism 
plays important roles on growth and disease resistance of both fish and 
terrestrial animals. 
This study was conducted to assess the effects of dietary arginine on blood 
chemistry and immune parameters of juvenile channel catfish , lctalurus 
punctatus. Fishes were fed casein/gelatin-based diets containing 28% crude 
protein and supplemented with crystalline L-arginine-HCI at 0.5, 1, 2 or 4% of 
diet. An intact-protein diet containing 1.3% arginine was also included to 
evaluate the effects of amino acid form (crystalline free vs. intact protein). Each 
diet was provided to apparent satiation to triplicate groups of fish for 6 weeks. 
At the end of the feeding period , fishes were injected peritonealy with 2 mg 
LPS/kg body weight. Three days later, the dose was repeated . Six days after 
the initial injection, fishes were anesthetized and tissue samples were obtained 
to evaluate the following parameters: hemoglobin, hematocrit, blood cell counts, 
plasma protein, serum lysozyme, phagocytosis and superoxide dismutase 
activity in liver. A moderate supplement of dietary arginine significantly (P 
<0.05) increased the magnitude of the phagocytic response, whereas higher 
supplementation increased levels of hemoglobin and hematocrit. 
Erythrocyte/basophil counts were also augmented as well as the activity of 
superoxide dismutase. Other parameters were affected to a minar extent only. 
These results indicate that sorne components of the immune system of channel 
catfish are responsive to variations of dietary arginine. 

Keywords: • arginine • immune system • channel catfish • lctalurus punctatus 
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l. INTRODUCCION 

Las enfermedades infecciosas en la acuacultura son responsables de 

mortalidades masivas e importantes pérdidas económicas (Thomson et al. , 1996). 

Sin embargo hay indicaciones de que optimizando la composición de la dieta 

puede ayudarse a prevenir algunas enfermedades (Erdal et al., 1991 ). El 

contenido proteico de la dieta y la concentración de aminoácidos individuales tanto 

dietéticos, como plasmáticos ha demostrado tener influencia significativa sobre el 

sistema inmune de peces (Landolt, 1989). La acción de nutrientes 

inmunomoduladores como glutamina, arginina, vitaminas C y E, ácidos grasos 03 

y 06 tiene gran importancia (Daly et al. , 1992), dichos nutrientes desempeñan 

funciones fisiológicas fundamentales para la actividad del sistema inmune (Hardie 

et al. , 1991 ). Por ejemplo, la suplementación de la dieta con a-tocoferol ha 

confirmado la importancia de la vitamina E sobre la inmunidad en homeotermos, 

en donde ambas defensas humoral y celular son aumentadas (Panush et al. , 

1985). Así mismo, hay indicaciones de que la vitamina C puede tener efectos 

indirectos sobre la actividad fagocítica, la producción de citocinas y la 

opsonización de partículas por complementos en peces (Secombes et al., 1994). 

En un estudio con salmón Atlántico, Salmo salar (Thompson et al. , 1996) 

suplementaron dietas experimentales con ácidos grasos poli-insaturados (03 y 

06) a diferentes niveles, concluyéndose que las dietas con tasas reducidas de 

ácidos grasos poliinsaturados (03)/(06) son menos resistentes a infecciones que 

dietas con altos niveles de ácidos grasos poliinsaturados, en esa especie. 

La arginina es un aminoácido semiesencial para humanos y animales y es un 

componente indispensable para el ciclo de la urea, manteniendo al ciclo en estado 

activo para la detoxificación de amonia (Higashi et al., 1995). Es convertida por la 

enzima arginasa a ornitina y urea, por lo que es requerida en fases de crecimiento 

rápido, condiciones de daño tisular y estrés (Loscalzo, 2001 ). 

Este aminoácido es considerado indispensable para el crecimiento óptimo de 

peces y animales terrestres (Shah et al. , 2002). La arginina también tiene un 



potente efecto secretagogo sobre glándulas endocrinas y neuroendocrinas 

(Fournier et al. , 2002), aumentando la secreción de insulina, glucagón, 

polipéptidos pancreáticos , hormona del crecimiento y prolactina e IGF-1 (Loscalzo, 

2001 ; Shah et al., 2002). Este aminoácido participa en la síntesis proteica, 

activación de los nucleótidos y en la síntesis de poliaminas . Estas moléculas son 

cruciales para la proliferación y diferenciación celular y son asimismo requeridas 

para la síntesis de ADN, la biosíntesis de creatina - que participa en el 

metabolismo de energía en músculo y fibras nerviosas; biosíntesis de prolina -

requerida para la síntesis de colágeno, un constituyente fundamental de huesos y 

matrices extracelulares (Shah et al., 2002). Como activador alostérico de la 

enzima N-acetilglutamato sintetasa, la arginina participa en la síntesis de N­

acetilglutamato - un cofactor esencial para carbamoilfosfato sintasa l. 

Significativamente, un crecimiento retardado y altas mortalidades han sido 

reportadas como señales de deficiencia de arginina en trucha arcoiris (Ketola, 

1983) y bagre de canal lctalurus punctatus (Robinson et al. , 1981 ). 

Como su precursor único, la arginina es indispensable para la producción de óxido 

nítrico (NO), sintetizando, a través de la enzima óxido nítrico-sintetasa, NO y 

citrulina (Soberanes y Cortés, 2001 ). El NO - una molécula altamente reactiva - ha 

sido implicada en la acción citotóxica de macrófagos activados de bagre (Buentello 

y Gatlin, 1999), teniendo efectos antibacterianos, antifungales y antitumorales 

(Fernández et al. , 2001 ). Estudios con peces han demostrado que la síntesis de 

NO en macrófagos, como respuesta a lipolisacáridos bacterianos, se incrementa en 

presencia de arginina (Buentello y Gatlin, 1999). Las dietas suplementadas con 

arginina pueden ser de enorme importancia sobre la activación de los macrófagos, 

donde la producció de NO es aumentada cuando este aminoácido se encuentra 

presente a niveles por encima del requerimiento dietético (Wu y Brosnan, 1992). 

Buentello y Gatlin (2001 ), reportaron que la suplementación de arginina en la dieta a 

un nivel doble del requerido para crecimiento óptimo, aumenta la supervivencia del 

bagre de canal expuesto experimentalmente al patógeno Edwardsíella lctalurí. Es 
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claro entonces que el metabolismo de la arginina tiene un papel preponderante en 

el crecimiento y sobrevivencia de los peces. 

.., 
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11. ANTECEDENTES 

1 ).- Arginina como inmunomodulador del sistema inmune 

En las últimas dos décadas, numerosos estudios han mostrado que la arginina 

juega un papel importante en muchos procesos fisiológicos , biológicos e 

inmunológicos. En experimentos con animales que han recibido suplementos de 

arginina, se han delineado algunos de los efectos que este aminoácido ejerce 

sobre el sistema inmune (Reynolds, 1988). La arginina ha sido clasificada como 

un aminoácido semiesencial, debido a su requerimiento nutricional para el 

crecimiento óptimo de algunas especies. La arginina es el ácido 2-amino-5-

guanilovalérico (C5H14N402) y tiene un peso molecular de 174 daltons. Este 

aminoácido puede ser obtenido de fuentes exógenas, vía absorción intestinal, la 

degradación intracelular de proteína, o por la síntesis endógena de arginina. A 

nivel celular, la arginina es metabolizada por diferentes enzimas a varios 

productos finales que están relacionados con la inmunomodulación. En el ciclo de 

la urea la ornitina se convierte a citrulina y subsecuentemente a arginina (Fahey, 

1956). 

De una extensa revisión de las funciones fisiológicas de la arginina, García de 

Lorenzo y Montejo (2000) listan las siguientes como las más importantes: 

• Participa en la ureagénesis, regulando la detoxificación del amonio dentro 

del ciclo de la urea - de limitada importancia en la mayoría de los 

teleósteos 

• Estimula la liberación de hormonas anabólicas y de factores de crecimiento 

• Induce un incremento en la secreción de hormonas pituitarias (hormona del 

crecimiento, prolactina, vasopresina), pancreáticas (insulina, glucagón, 

somatostatina) y suprarrenales (catecolaminas, aldosterona) 

• Interviene en el proceso de cicatrización 

• Es el precursor fundamental del NO 



• Interviene como sustrato en la síntesis de poliaminas a partir de la ornitina 

• Proporciona el grupo amidino para la síntesis de creatina, interviniendo de 

manera fundamental en la reserva de fosfatos de alta energía y en la 

regeneración del ATP muscular 

-
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NADPH+H• 

NADP. 

Glu 

a-cetoglutarato 

Glutamina i Glutaminasa 

Glutamato 

Sintetasa-P-5-C 

P-5-C 

~ Omitina aminotransferasa .. 
Carbomoil fosfato 

Or~ f Omitina carbomoiltransferasa 
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Araininosu~ Fumarato 
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Arginina 

i 
Urea 

Fig. 1 Metabolismo de la arginina a partir de glutamina. 
Abreviaciones: P-5-C, pirrolina-5-carboxilato; ONS, 

óxido nítrico sintetasa. Adaptado de Buentello y Gatlin 
(1999) y Wu y Knabe (2001 ); 
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2).- Importancia de la proteína plasmática 

Se considera que el estatus nutricional tiene una influencia importante en la salud 

y en la capacidad de los animales para resistir enfermedades. La concentración de 

proteína plasmática es un indicador importante del estado fisiológico del animal 

(Landolt, 1989). La respuesta metabólica a infecciones patógenas se caracteriza , 

en parte por pérdida de peso, desequilibrio del balance de nitrógeno y una 

disminución en la absorción de las proteínas (Tischler y Fagan, 1983). Esto debido 

a que durante un reto inmunológico, el substrato metabólico y energético de las 

células que conforman el sistema inmune es precisamente el plasma sanguíneo 

(Buentello y Gatlin, 1999). Dichas respuesta está necesariamente asociada con 

cambios en la concentración de aminoácidos libres, en plasma y músculo 

esquelético, incluyendo disminuciones en las reservas de arginina y glutamina 

(Moinard et al., 1999). 

Las concentraciones de arginina normal en plasma en vertebrados tienen 

un rango de 95 a 250 µmol/L, dependiendo del estado fisiológico y nutricional (Wu 

y Morris, 1998) y para el bagre van de 60 a 240 µmol/L (Buentello y Gatlin 2001 ; 

Buentello y Gatlin 2002). Las deficiencias de arginina o proteína en la dieta 

resultan en una deficiencia de arginina plasmática en animales y en humanos, 

particularmente en organismos jóvenes (Wu et al., 1999). 

3).- Sistema inmune de los teleósteos: nutrición-inmunología 

Dentro de los peces, los teleósteos son los organismos evolutivamente más 

avanzados . Presentan una respuesta inespecífica (innata) y otra específica 

(adquirida), ambas capaces de actuar frente a los distintos patógenos. El nivel de 

desarrollo y complejidad de estos sistemas en los teleósteos es semejante al de 

los vertebrados superiores (mamíferos). Sin embargo, en el caso de los 

teleósteos, la importancia relativa de la inmunidad innata y la adquirida en el 

conjunto de su sistema difiere respecto a los vertebrados homeotermos. En todos 

los poiquilotermos, la inmunidad adquirida se desarrolla más lentamente 
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(Alexander, 1985). Esto explica el hecho de que los peces conserven un gran 

número de mecanismos de defensa humorales no específicos (Alexander, 1985). 

En varias especies ha sido demostrado que el nivel de alimentación tiene gran 

influencia sobre el número de leucocitos en sangre o producción de anticuerpos, 

sugiriendo que consumos bajos de alimento (inanición) resultan en 

concentraciones subóptimas de uno o más factores asociados con la inmunidad 

(Hardie et al. , 1990). Una deficiencia nutricional induce alteraciones en neutrófilos 

y macrófagos tales como quimiotaxis, fagocitosis y una capacidad microbicida 

disminuida (Chandra, 1991 ). La suplementación con arginina produce un aumento 

en la cicatrización de las heridas y mejora la función inmunológica de los animales 

mediante la disminución de la disfunción de células T (Fernández et al., 2001). La 

administración de arginina a ratas en fase postraumática también produce una 

mejora en la respuesta inmune, manifestada por un aumento del peso del timo, 

aumento de la celularidad del mismo y aumento de la blastogénesis de las células 

T (Landolt, 1989). 

4).- Inmunidad Innata o no-específica. 

En peces, la inmunidad no-específica se considera como la primera línea de 

defensa y representa una parte considerable de la respuesta inmune y es 

inducido por un antígeno o cuerpo extraño y discrimina lo propio de lo extraño 

(Bernstein et al. , 1998). El sistema inmune de los peces contiene una serie de 

mecanismos entre los que incluimos barreras mecánicas, sistema de defensa 

celular y humoral no específico y sistema de defensa celular y humoral específico. 

4.1 ).- Respuesta celular 

Las interacciones celulares con el medio extracelular regulan muchas funciones 

celulares básicas como proliferación, diferenciación, migración, crecimiento 

celular y muerte celular programada ó apóptosis (Bly y Clem, 1992). En 

vertebrados , los leucocitos diferenciados tales como monocitos, macrófagos, 

granulocitos y células citotóxicas no específicas, son parte integral de la 
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respuesta celular no específica ya que pueden actuar directamente sobre el 

patógeno (lgram, 1990). 

4.1.1 ).- Fagocitosis 

En peces así como en mamíferos , hay dos tipos celulares que comúnmente 

tienen capacidad fagocítica : los granulocitos neutrófilos y los fagocitos 

mononucleares (monocitos/ macrófagos). La fagocitosis - proceso por el cual las 

células interiorizan, matan y digieren diferentes partículas (células dañadas o 

infectadas, microorganismos, etc.) - desempeña una función importante en la 

respuesta inmune innata. La fagocitosis puede dividirse en tres fases principales: 

1. Ataque de la partícula a la superficie de la célula 

2. Ingestión y formación de un fagosoma 

3. Destrucción de la partícula dentro del fagosoma 

Los fagocitos son capaces de matar patógenos usando una variedad de 

mecanismos de destrucción que pueden ser oxígeno-dependientes (especies de 

oxigeno reactivo, ROS) y nitrógeno-dependientes (especies de nitrógeno 

reactivo, RNS; Secombes et al. , 1996). Hay diversos activadores capaces de 

estimular la respuesta fagocítica y entre los factores que inciden en dicho 

estímulo, el más conocido es el lipopolisacárido (LPS; Morrison y Kline 1977; 

Byrne, 2002). En un cultivo celular, el LPS puede estimular directamente a los 

fagocitos (Secombes, 1994). Estimulantes de fagocitosis pueden ser, además de 

LPS (Byrne, 2002) , fragmentos del complemento (Schifferl i, 1986), así como 

aminoácidos como la arginina (Albina, 1989). 

4.1.2).- Leucocitos o células blancas 

Los leucocitos defienden al organismo contra agentes extraños. Son células que 

pueden encontrarse en sangre circulante o en tejidos. Su clasificación, según 
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criterio morfológico, distingue varios tipos: linfocitos, granulocitos (neutrófilos , 

basófilos y eosinófilos) y monocitos o macrófagos (Ellis , 1977). 

• Monocitos 

Los monocitos/macrófagos constituyen la principal célula fagocítica en los 

peces por su capacidad de ingerir y digerir material extraño (Enane et al., 

1993). Al igual que los neutrófilos, también tienen gran capacidad 

microbicida intra y extracelular, gracias a la liberación de ROS durante el 

proceso de explosión respiratoria (Secombes et al. , 1988; Plyzycz et al., 

1989). De igual forma, los macrófagos de peces pueden sintetizar RNS a 

partir de arginina (Schoort y Plumb, 1994; Buentello y Gatlin, 1999). 

• Linfocitos 

Los linfocitos B son responsables de la inmunidad humoral. Son aquellos 

que producen inmunoglobulinas o anticuerpos y la memoria celular. Los 

linfocitos T, son los responsables de la inmunidad celular. Previa 

sensibilización con un antígeno, producen linfocinas o citocinas, que 

participan activamente en los procesos inflamatorios. Los principales 

órganos linfoides incluyen el timo, el riñón anterior, el bazo y el tejido 

linfoide asociado a mucosas o intestino (Fernández et al., 2002). 

• Granulocitos 

En peces teleósteos, se ha descrito dentro de los granulocitos a neutrófilos, 

eosinófilos y basófilos según sus propiedades de tinción con el pigmento de 

Romanovsky (Campbell y Murru, 1990; Hine, 1992); pero no siempre están 

presentes todos ellos en la misma especie, ni son comparables 

funcionalmente con sus análogos de mamíferos (Hine, 1992). 
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• Neutrófi/os 

La principal función de los polimorfosnucleares o neutrófilos es la 

fagocitosis (Hine, 1992) y la actividad microbicida (explosión respiratoria) , 

representando una de las primeras barreras frente a la invasión bacteriana. 

La explosión respiratoria consiste en la capacidad de convertir el oxígeno 

molecular en una serie de compuestos o metabolitos de oxígeno (ROS), 

entre ellos el anión superóxido (02-) y el peróxido de hidrógeno (H20 2), 

ambos potentes microbicidas capaces de dañar moléculas orgánicas 

(Plyzycz et al. , 1989). 

• Basófilos 

Los basófilos liberan aminas vaso-activas tales como la histamina y la 

sustancia de reacción lenta, que juegan un papel importante en las alergias 

(Hine, 1992). 

• Eosinófilos 

Su función no es clara todavía, pero intervienen en procesos de inflamación 

y defensa celular mediante degranulación (Powell et al., 1991 ). Se ha 

denominado a todos los eosinófilos de teleósteos como eosinófilos 

granulares homogéneos (HGEs; Hine, 1992). 

4.1.3).- Eritrocitos o células rojas 

Los glóbulos rojos son las células sanguíneas que contienen en su interior la 

hemoglobina (HB) y son los principales portadores de oxígeno a las células y 

tejidos del cuerpo (Fernández et al., 2002). 

4.1.4).- Enzimas antioxidantes 

Las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno se generan dentro de la célula, 

pero algunas de estas moléculas son capaces de cruzar al ambiente extracelular 

y extra-vacuolar causando daño potencial a las células del huésped (Warner, 
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1994). Las moléculas antioxidantes juegan un papel importante protegiendo a las 

células del huésped de la acción de ROS y RNS. Las superóxidos dismutasas 

(SOD), catalasas y glutatión peroxidasas neutralizan a las especies de oxígeno 

reactivas a través de componentes enzimáticos y no-enzimáticos (Warner, 1994). 

Las SOD's son uno de los principales mecanismos de defensa en respuesta al 

estrés oxidativo causado por agentes contaminantes en el medio ambiente, por 

infecciones de microorganismos, por cambios de temperatura o debido a la 

acción de inmunoestimulantes (Fridovich, 1995; Neves et al. , 2000). Las SOD's 

catalizan la conversión de dos moléculas de anión superóxido a peróxido de 

hidrógeno y oxígeno. El peróxido de hidrógeno - que también causa daño celular 

difundiéndose libremente a través de la membrana celular hacia el ambiente 

extracelular - es eliminado principalmente por la catalasa y la glutatión 

peroxidasa. Datos cualitativos relacionados a la evolución de los antioxidantes 

enzimáticos en peces tales como SOD's y catalasas muestran que los peces son 

estructuralmente muy similares a los mamíferos (Wilhelm, 1996). Sin embargo, la 

actividad específica de las enzimas de los peces es cuantitativamente más baja a 

los mamíferos (Wilhelm y Boveris, 1993). 

4.2).- Respuesta humoral 

La respuesta humoral comprende moléculas de defensa que actúan sin involucrar 

directamente a las células, aunque muchos factores humorales son sintetizados y 

almacenados en las células (Vargas-Albores et al. , 1998). 

4.2.1 ).- Lisozima 

La lisozima se encuentra en un amplio rango de vertebrados principalmente en 

secreciones de tejidos, saliva, mucus, lágrimas, leucocitos, etc. (Osserman et al., 

1966), y es uno de los principales factores de defensa contra invasiones por 

microorganismos. Ha sido frecuentemente utilizada como indicador de la función 

inmune no específica (Yana, 1996). Las lisozimas, también llamadas 

muramidasas, son enzimas bactericidas las cuales atacan predominantemente 

12 



los péptido-glicanos de la pared celular de las bacterias gram-positivas tales 

como Micrococcus lysodeikticus (Alexander, 1985). El sustrato específico de 

acción es la pared celular de algunas bacterias y cuando ésta es digerida, la 

membrana del plasma bacteriano se rompe debido a estrés osmótico (Murray y 

Fletcher, 1976). En peces, las lisozimas están distribuidas principalmente en 

tejidos ricos en leucocitos, tales como el riñón cefálico, o en sitios donde el riesgo 

de invasión bactericida es alta (Yousif et al. , 1994). Las lisozimas se localizan en 

los lisosomas de los neutrófilos y macrófagos los cuales las liberan hacia el 

plasma sanguíneo (Murray y Fletcher, 1976). Una dieta mal equilibrada puede 

afectar los mecanismos de defensa no específicos, atrofiando las barreras 

anatómicas, las secreciones de mucosas y/o disminuyendo sustancias 

bactericidas y/o bacteriostáticas como la lisozima. 

5).- Inmunidad adquirida o específica 

La inmunidad específica ocurre cuando un organismo es natural o artificialmente 

expuesto a un antígeno, activándose el sistema inmune el cual produce inmunidad 

humoral (anticuerpos) y celular (linfocitos T). Los anticuerpos son más efectivos 

frente a patógenos encontrados fuera de las células y los linfocitos T son más 

efectivos frente a patógenos encontrados dentro de las células (Zapata et al. , 

1990). La activación de las células T en vertebrados (tambien llamados celulas 

helper), estimula la proliferación y diferenciación de linfocitos B por secrecion de 

interleukinas (Banchereau et al., 1994). 
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111).- HIPOTESIS 

La arginina dietaria, suplementada en cantidades por encima del requerimiento 

nutricional del bagre de canal, modifica favorablemente la respuesta inmune. 

IV.- OBJETIVO GENERAL 

Permitir la optimización de la composición dietaria y el desarrollo de nuevas 

estrategias biotecnológicas para obtener mayor crecimiento y mejor sobrevivencia 

de los peces cultivados. 

V.- OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Evaluar el efecto de la suplementación dietaria de arginina a niveles escalonados 

(-35 g/pez) sobre los siguientes mecanismos del sistema inmunológico del bagre 

de canal. 

1. Niveles de proteína plasmática 

2. Biología hemática 

o Hematocrito 

o Hemoglobina 

o Conteo diferencial de células 

• Eritrocitos 

• Leucocitos 

• Linfocitos 

• Monocitos 

• Basófilos 

• Eosinófilos 

3. Actividad de lisozimas 

4. Actividad de superóxido dismutasa 

5. Fagocitosis 
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VI).- METODOLOGÍA 

1).- Peces 

Se utilizaron juveniles de bagre de canal proveniente de una granja comercial 

(DEPISA, Abasolo, Tamaulipas, México) con un peso inicial aproximado de 5 g. 

Los peces fueron colocados en dos tanques circulares de fibra de vidrio de 400 L, 

diseñado como sistema de recirculación (agua dulce). Se llevaron a cabo 

mediciones diarias de oxígeno disuelto y temperatura, así como mediciones 

semanales de amonio, alcalinidad, pH , nitritos y nitratos , ajustándolos a los 

parámetros óptimos para el bagre de canal (Lee, 1991 ). La temperatura promedio 

del agua se mantuvo alrededor de los 25 ± 2 ºC . Los peces fueron alimentados a 

saciedad aparente con una dieta comercial ("Pedregal-Silver Cup", iniciador de 

trucha, 45% proteína cruda [PC] y 10% lípidos). Al llegar a los 35 g (-15 cm 

longitud total) los peces fueron colocados aleatoriamente en un sistema de 15 

acuarios de cristal de 11 O L cada uno (20 peces por acuario) . Al inicio del 

experimento la diferencia en peso de peces/acuario (entre acuarios) fue menor al 

5%. 

2).- Dietas experimentales 

Las dietas se formularon para contener 28% de PC, generadas a partir de 

caseína, gelatina y am inoácidos cristalinos para cubrir los requerimientos 

nutricionales del bagre de canal (NRC, 1993), excepto el requerimiento de 

arginina. Dicho requerimiento fue recientemente reevaluada como 3.3% de la 

proteína dietaria (0.8 - 0.9% de la dieta experimental con 24% de PC) (Buentello y 

Gatlin, 2000). El nitrógeno se mantuvo constante entre dietas, ajustando su nivel 

con una mezcla de glicina-aspartato. Se formularon 4 dietas isocalóricas 

agregando diferentes niveles de hidrocloruro de L-arginina para proveer arginina al 

0.5, 1, 2 y 4% de la dieta. Estas dietas fueron suplementadas con premezclas de 

vitaminas y minerales y ajustadas a un pH neutro (7). La dieta de proteína intacta 
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tuvo 28% de PC y 1.3% de arginina. La proteína de esta dieta fue provista 

únicamente por caseína y gelatina. Por tanto, el diseño experimental contempla el 

suministro de 4 dietas purificadas y una dieta con proteína entera durante 6 

semanas para peces con un peso aproximado de 35 g. 

Cuadro 1. Composición de las dietas experimentales (g/100 g peso seco). El 
diseño de las dietas indica el contenido expresado como el porcentaje de proteína 
en la dieta. 

Dietas 
Ingredientes % Arg Control 

0.5 1 2 
Caseína 10.4 10.4 10.4 
Gelatina 2.7 2.7 2.7 
Premezcla de aminoácidosb 7.1 7.1 7.1 
Dextrina 25.4 25.4 25.4 
Celufil 31 .0 31.0 31 .0 
Aceite de maíz 4.0 4.0 4.0 
Aceite de hígado de bacalao 6.1 6.1 6.1 
Premezcla de vitaminasc 3.0 3.0 3.0 
Premezcla de mineralesc 4.0 4.0 4.0 
Ca(P04)2 1.0 1.0 1.0 
Carboximetilcelulosa 2.0 2.0 2.0 
Mezcla de L-aspartato - glicina 6.0 4.9 2.7 

4 
10.4 
2.7 
7.1 

25.4 
31.0 
4.0 
6.1 
3.0 
4.0 
1.0 
2.0 

L-arginina-HCI 0.6 1.8 4.2 

22.5 
6.6 

14.3 
36.3 

4 
6 
3 
4 
1 
2 

0.3 

ª Dieta con proteína intacta: arginina provista por caseína (0.04 g arginina/g) y gelatina (0.08 g arginina/g). 
b Buentello y Gatlin 2001. 
e Buentello et al. , 1997. 

3).- Diseño experimental y análisis estadístico 

Para cada medición se tomaron tres peces/acuario. El análisis de variancia de una 

vía con tres repeticiones se utilizó para evaluar el efecto de la arginina dietaria 

sobre cada parámetro medido. Una P :s: 0.05 se tomó como indicativo de 

significancia estadística. Igualmente, se utilizó la prueba de Shapiro y Wilk para 

comprobar que los residuos tuvieran distribución normal. La prueba de Conchran 

se utilizó para determinar la homogeneidad de la variancia. Las medias fueron 

separadas por medio de la prueba de Tukey. 
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4).- Mediciones Experimentales 

i).- Proteína plasmática 

Al final del periodo de alimentación y 14 horas después de proporcionar la última 

ración, se tomaron muestras de sangre obtenida de la vasculatura caudal con 

agujas heparinizadas. El plasma fue separado por centrifugación (2000 x g, 1 O 

min.) y almacenado a - 80 ºC. Para determinar proteína se util izó el método de 

Bradford (1976). Brevemente, se realizó una curva estándar con diferentes 

concentraciones de albúmina de suero bovino (BSA) diluida con buffer de fosfato 

salino (PBS). A estas diluciones seriales se les agregó el reactivo de Bradford y 

la mezcla se añadió a pozos de una placa ELISA. Cada dilución, más un blanco, 

fue medida por triplicado. Para el análisis de proteína plasmática se utilizó el 

mismo procedimiento, sustituyendo alícuotas de plasma en lugar de BSA. La 

absorbancia fue leída en un lector de placas ELISA a una longitud de onda de 

595 nm. 

ii).- Hemoglobina (HB) 

Se tomó muestras de sangre entera (1 ml/pez) de la vena caudal utilizando 

agujas heparinizadas para evitar coagulación. Para analizar la concentración de 

HB se utilizó el método de Drabkin (1935). Para este análisis se añadió el 

reactivo a la muestra, se homogenizó y se dejó reposar al menos durante 15 min. 

a temperatura ambiente (18 - 25 ºC). El color fue estable durante varias horas. 

Posteriormente se midió la absorbancia de la muestra frente al reactivo blanco a 

540 nm. Se llevó a cabo una curva de calibración para determinar la 

concentración de HB total (g/dl) de las muestras. El principio del método de 

Drabkin es el siguiente: cuando la sangre se mezcla con la solución conteniendo 

ferricianuro de potasio y cianuro de potasio, el ferricianuro de potasio oxida el 

hierro para formar metahemoglobina. El cianuro de potasio luego se combina con 

la metahemoglobina para formar cianmetahemoglobina, la cual se pigmenta con 
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un color estable que puede ser leído con un espectrofotómetro. Para ajustar a 

cianmetahemoglobina se utilizó el factor de corrección descrito por Larsen ( 1964) 

para sangre de ictalúridos: 

0.68 + (1.01 x C - M valor de HB) 

Donde: C - M HB es igual a cianmetahemoglobina. 

iii).- Hematocrito 

Parte de la muestra sanguínea se colocó en un tubo capilar para hematocrito, 

manteniéndose en posición vertical y sellándolo por el extremo inferior con 

plastilina moldeable. Los tubos se dejaron reposar por un periodo de 12 horas 

hasta la sedimentación de los eritrocitos, para posteriormente evaluar el 

porcentaje de hematocrito contra una escala. El valor del hematocrito se expresó 

como la fracción porcentual de células rojas en el volumen total. El volumen se 

determinó con una regla Vernier, sacando por diferencia el porcentaje del 

paquete celular. Con estos parámetros se calculó el valor corpuscular medio 

(VCM), el cual revela los cambios en el tamaño de la célula . El VCM fue 

determinado a partir de la siguiente fórmula (Klinger et al., 1996): 

VCM = hematocrito x 1 O/total de células rojas 

iv).-Análisis diferencial de células 

El conteo total de leucocitos fue determinado con muestras frescas de sangre 

con un hemocitómetro. El conteo diferencial de leucocitos se realizó a partir de 

un frotis sanguíneo con tinción de Wright. Se tomó una gota de sangre 

colocándola al extremo de un portaobjeto. Con un cubreobjeto se empujó hacia 

el extremo opuesto, obteniendo un frotis teñido con pigmento de Wright, diluído 

en una proporción 1 : 1 . Se lavó con agua destilada y con buffer de fosfato ácido 

de sodio: potasio por 1 O min. Estas preparaciones fueron revisadas al 
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microscopio compuesto con objetivo de 1 OOx. La diferenciación de glóbulos 

blancos se registró, así como su porcentaje en las diferentes muestras. 

v).- Actividad de lisozimas 

El análisis usado se basa en la lisis celular por lisozima sensitiva a la bacteria 

Gram positiva Micrococcus lysodeikticus. La actividad de lisozima fue 

determinada por medio de análisis turbidimétrico descrito por Parry et al. , (1965), 

usando un adaptador de placa para la microtitulación de Micrococcus 

lysodeikticus (M. luteus) . La sensibilidad de la medición turbidimétrica de la célula 

bacteria! es inversamente proporcional a la longitud de onda de la luz utilizada. 

Se preparó 0.3 mg/mL de suspensión de M. lysodeikticus en 0.05 M de Na2HP04 

y el pH fue ajustado a 6. La suspensión bacteria! se agregó a placas ELISA de 96 

pozos (250 µL/pozo) . Lisozima de huevo blanco de gallina con una actividad 

específica de 25000 U/mg fue utilizada como un estándar externo. Se midió la 

tasa de cambio a una absorbancia de 450 nm. El estado linear de la reacción fue 

calculado, dando la siguiente curva estándar: 

y=0.001 X+ 0.0019. 

Bajo estas condiciones, una unidad de lisozima fue igual a la disminución 

turbidimétrica de 0.001 por minuto a 450 nm. 

vi.) Extracción de macrófagos de cavidad peritoneal 

Al final de las seis semanas del periodo experimental, se inyectó (2 mg LPS/kg 

de peso) intraperitonealmente a tres peces/acuario. Dichos peces fueron 

marcados con un nudo de estambre de color en la espina de la aleta pectoral 

(cualquiera). Tres días después se repitió la dosis en los peces marcados. A los 

seis días de la inyección inicial , dichos peces fueron anestesiados (MS-222, 200 

mg/mL) y se introdujo a su cavidad peritoneal 5 mL de buffer de fosfato salino 

(PBS). El abdomen del pez se masajeó por 5 min y las células liberadas se 
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removieron con una pipeta de transferencia, colocándoselas en un tubo de 

poliestireno. La suspensión celular se lavó dos veces por centrifugación a 1000 

rpm en buffer de bicarbonato Krebs Ringer (KRBB: 119 mM NaCI, 4.8 mM KCI, 

2.5 mM CaCl2, 1.2 mM MgS04, 1.2 mM KH2P04 y 25 mM NaHC03, pH 7.4) a 4 C 

por 5 min. El sobrenadante se desechó, re-suspendiendo las células decantadas 

en 2 mL de PBS y centrifugándolas nuevamente a 1000 rpm a 4 ºC por 5 min. 

Para la purificación de macrófagos se mezcló 2 mL de suspensión celular con 2 

ml de BSA y esta mezcla se transfirió a otro tubo con 3 mL del gradiente Ficoll 

Hypaque. El preparado se centrífugo a 1200 rpm a 24 C por 30 min (Buentello y 

Gatlin, 1999). Al final de la centrifugación se formó una interfase celular en forma 

de nube, la cual fue cuidadosamente extraída con una pipeta y transferida a otro 

tubo en donde se realizaron dos lavados más con PBS y centrifugación a 1000 

rpm a 24 ºC por 1 O min. Los macrófagos así purificados fueron contados en una 

cámara Neubauer al microscopio óptico (20x) y la viabilidad se analizó por el 

método de tinción con azul trypan (Wu y Brosnan, 1992). Finalmente, para 

mantener el medio celular se agregó 2 mL de suero fetal bovino y 

penicilina/estreptomicina (100 U/mL, 100 µg/mL, respectivamente). Esta 

combinación de antibióticos evita contaminación bacteriana de las células en 

cultivo. La incubación se llevó a cabo a 27 ºC en una cámara con movimiento 

lento. 

vii.) Análisis de fagocitosis con macrófagos de cavidad peritoneal 

Para analizar fagocitosis se utilizó un kit comercial (molecular probes , Vybrant TM 

phagocytosis assay kit [V-6694]). Inicialmente, se preparó las soluciones a 

utilizar. Se prepararon también los controles negativos agregando 170 µL de 

medio Dubelco modificado por Eagle (DMEM) a 5 pozos en una placa de ELISA 

de 96 pozos. Se agregó 100 µL de la suspensión celular ajustada a los pozos de 

control positivo (5 pozos) y a los pozos experimentales (20 pozos). A los pozos 

de control positivo se les agregó 70 µL de DMEM. Se añadió 50 µL de efector de 
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fagocitosis (LPS) a los 20 pozos experimentales y se añadió suficiente L­

arginina-HCI para alcanzar las siguientes molaridades, 0.5, 1, 2 y 4 mM. Se 

utilizaron 5 pozos para cada nivel de arginina. Se cubrió la microplaca, 

incubándola por 5 horas para permitir que las células se adhirieran a la superficie 

de la placa. Una vez terminado el periodo de incubación, la solución DMEM fue 

removida de todos los pozos por aspiración al vacío. Se añadió 100 µL de la 

suspensión preparada de bio-partículas fluorescentes a todos los pozos (control­

negativo, positivo y experimentales). Se agregaron las diferentes soluciones 

molares de arginina a los pozos experimentales. La placa fue cubierta y 

transferida a la incubadora por cuatro horas. Al final del periodo de incubación, 

las bio-partículas fueron removidas de todos los pozos de la placa por aspiración 

al vacío. Inmediatamente después se agregó 100 µL de la suspensión de azul de 

tripan a todos los pozos. Se incubó por 1 minuto a temperatura ambiente. El 

exceso de solución se aspiro al vacío. Los pozos experimentales y de control se 

analizaron con el lector de placas de fluorescencia usando 480 nm de excitación , 

520 nm de emisión. Las siguientes fórmulas fueron utilizadas para calcular la 

fagocitosis neta y la respuesta al agente de efector de fagocitosis (LPS): 

IF =Fagocitosis bajo condiciones fisiológicas normales (Indice fagocítico) = 

(fluorescencia promedio del control positivo) - (fluorescencia promedio del 

control negativo). 

LEN = Fagocitosis como respuesta al efector= (fluorescencia promedio de 

los pozos experimentales) - (fluorescencia promedio del control negativo) = 

lectura experimental neta. 

La respuesta fagocítica se expresó como sigue: 

% efecto = LEN * 100 
IF 
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viii.) Extracción de hígado para análisis de Superóxido dismutasa (500) 

Las muestras de hígado colectadas fueron utilizadas para la extracción de SOD. 

Para esto, 100 mg de hígado se maceraron con un homogenizador mecánico en 

0.5 mL de buffer de fosfato . La muestra fue centrifugada a 5700 x g por 5 mina 4 

ºC y el sobrenadante se guardó en otro tubo donde se le agregó 0.3 mL de buffer 

de fosfato . La solución final se diluyó con buffer fosfato a una proporción de 1 :3. 

Durante todos los pasos anteriores las muestras fueron mantenidas en hielo. 

ix.) Análisis de Superóxido dismutasa 

La actividad de SOD se midió de acuerdo al método de Beauchamp y Fridovich 

(1971) usando nitroblue tetrazolium (NBT) en presencia de riboflavina. Este 

método se basa en la habilidad de la SOD para inhibir la reducción de NBT por el 

ión superóxido. Para ésto, se colocó 2 mL de la siguiente mezcla: 0.1 mM EDTA, 

13 µM metionina, 0.8 mM NBT y 20 µM riboflavina en 50 mM buffer de fosfato a 

un pH 7.8 en tubos con el extracto crudo de la muestra (homogenado de hígado), 

bajo luz fluorescente (560 nm) por 2 min. en tubos control hasta alcanzar un valor 

de densidad óptica de 0.2 - 0.3 unidades de absorbancia. La actividad específica 

(unidades por mg de proteína) de SOD fue calculada de acuerdo a lo descrito por 

Vázquez-Juárez et al. , (1993). Brevemente, la actividad total de SOD puede 

calcularse por el grado al cual la producción de luz se limita en condiciones 

donde la actividad enzimática generada por el radical oxígeno es el factor 

limitante para la luminiscencia (Janssens et al., 2000). 
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VII).- RESULTADOS 

1 ).- Análisis de proteína 

La concentración de proteína plasmática fue afectada significativamente (P = 
0.027) por los niveles de arginina dietaría, observándose una relación 

inversamente proporcional al contenido de arginina en la dieta. Además, la dieta 

con proteína entera presentó el valor más bajo de proteína plasmática, como se 

muestra en el cuadro 2 . . 

2).- Hematología 

El efecto de la arginina dietaria sobre los niveles de hematocrito fue directamente 

proporcional a la cantidad de arginina suministrada en la dieta. Los resultados 

muestran que el nivel máximo de hematocrito se obtuvo de los peces alimentados 

con 4% de arginina. Igualmente, el valor más bajo de este parámetro fue obtenido 

de peces alimentados con 1 % arginina. Estas diferencias fueron medianamente 

significativas (P < 0.055) como lo demuestra el análisis de varianza realizado, 

como se muestra en el cuadro 2 .. 

Para HB, fue claro que una vez alcanzado el requerimiento dietético del bagre, los 

niveles de HB permanecieron relativamente estables, alrededor de 9 g/dl. De la 

misma forma, los valores ajustados para cianmetahemoglobina siguieron una 

tendencia similar a la de la HB. En cuanto a los análisis de biología hemática, 

estos identificaron diferencias significativas únicamente para eritrocitos y basófilos 

(P = 0.035 y 0.05, respectivamente) , cuadro 2. 

3).- Análisis de lisozima 

Los resultados obtenidos demuestran que los niveles de inclusión de arginina no 

influencian la actividad de lisozimas en el bagre de canal. Sin embargo, la gran 

variabilidad encontrada en la medición de este parámetro contribuyó a no 
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encontrar diferencias significativas (P = 0.125). La actividad de lisozima para los 

animales alimentados con proteína intacta tuvo una magnitud superior al de los 

alimentados con dietas con aminoácidos cristalinos (cuadro 2) . 

4).- Análisis de SOD 

La actividad especifica de SOD (unidad/mg de proteína) mostró diferencias 

significativas (P = 0.050) entre los diferentes tratamientos. Los valores máximos 

fueron alcanzados para los organismos alimentados con dietas con niveles de 

arginina por encima del requerimiento nutricional. Significativamente, niveles de 

arginina por debajo de este nivel mostraron actividad de SOD muy inferiores. 

5).- Análisis de Fagocitosis 

No se obtuvieron diferencias significativas (P > 0.05) en el porcentaje del efector al 

utilizar medio estándar (DMEM). Los macrófagos cultivados bajo estas 

condiciones no presentaron índices fagocíticos modificados por la arginina dietaria 

administrada durante el ensayo nutricional. En contraste, la arginina en el medio 

de cultivo tuvo un impacto altamente significativo (P < 0.001 ), toda vez que la 

capacidad fagocítica se vio influenciada por la presencia de este aminoácido. 

Cuadro 4 , es probable que lo de este experimento se haya debido al efecto del 

lipopolisacárido. 
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Cuadro 2. Efecto de la arginina dietaria sobre parámetros inmunológicos del bagre 
de canal 

Nivel Proteína Lisozima Hemoglobina Volumen Hematocrito Superoxido 
g/dl-1 Arginina q plasmática unidad/mg Corpuscular (%) dismutasa 

mg/ml-1 -1 

22.2° 
Medio(%) unidad/mg-1 

0.5 1.0 8.0ª 112.1 ª 22.5ªº 1.3° 
1.0 20.8b 0.6 9.7b 121.6ªb 25.5b 1.0ª 
2.0 19.0ªb 0.9 9.5ªb 116.2ªb 26.1ª 1f 
4.0 19.7ªb 0.9 10.0b 125.0b 27.3ª 1f 

1.3 Intacta 17.0ª 1.4 8.5ªb 120.1 ªb 24.5ªb 1.6c 
ANOVA . 
Pr > F 0.027 0.125 0.034 0.076 0.055 0.050 
Error 

estandar 0.685 0.112 0.344 0.679 0.827 0.101 

ª Nivel de arginina expresado como porcentaje de la dieta. Valores en la columna que no tienen la misma letra son 
• significativamente diferentes a P :.,; 0.05, con base en la prueba de rango múltiple de Duncan. 

Probabilidad de significancia asociada con el estadístico F. 

Cuadro 3. Efecto de la arginina dietaria sobre hematología del bagre de canal 

Nivel Argª Eritrocitos Leucocitos Linfocitos Monocitos Basófilos Eosinófilos 

103 cells/mm3 sangre (%) 

0.5 2.0ª 41.6 39.8 6.5 49.7ª0 3.1 
1.0 2.0ª 41.2 40.3 7.7 48.5ª 2.4 
2.0 2.2b 40.9 40.0 6.0 50.0ªb 2.8 
4.0 2.1ª 39.7 40.3 5.7 49.6ªb 3.0 

1.3 Intacta 2.0ª 40.6 39.0 5.7 51.4b 2.4 
ANOVA . 
Pr > F 0.035 0.709 0.410 0.456 0.050 0.161 

Pooled se 0.053 0.542 0.417 0.257 1.567 0.209 

ª Nivel de arginina expresado como porcentaje de la dieta. Valores en la columna que no tienen la misma letra 
son significativamente diferentes a P :.,; 0.05 , con base en la prueba de rango múltiple de Duncan. 
Probabilidad de significancia asociada con el estadístico F. 
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Cuadro 4. Efecto de la arg1nina en la dieta y en medio de cultivo, sobre la 
capacidad fagocítica de macróf agos de bagre de canal 

Arginina en la Indice % Efecto 
dietaª fagocítico 

0.5 0.002 155.2 
1.0 0.008 125.7 
2.0 0.002 165.4 
4.0 0.001 168.9 

1.3 PI 0.003 355.7 

. 
ANOVA Pr> F 0.918 

Error 
estandar 15.62 

Arginina en 
medio de 

cultivo 
(mM)b 

0.5 
1.0 
2.0 
4.0 

Indice 
fagocítico 

0.002 
0.005 
0.014 
0.008 

Pr >F. 
Error 

estandar 

% Efecto 

102.6° 
42.4ª 

122.5b 
248.0c 

0.001 

18.60 
• Nivel de arginina expresado como porcentaje de la dieta. Medio estándar Dulbecco 's modificado 

por Eagle (DMEM) usado como medio de cultivo. Valores en la columna que no tienen la misma 
letra son significativamente diferentes a P !> 0.05, con base en la prueba de rango múltiple de 
Duncan. 

b DMEM estándar más concentraciones de arginina (mM) en medio de cultivo. 
· Probabilidad de significancia asociada con el estadístico F. 
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VIII).- DISCUSIÓN 

1 ).- Proteína Plasmática 

Los parámetros inmunológicos medidos en el presente ensayo son importantes 

componentes del sistema de defensa de los peces. Se sabe que varios nutrientes, 

incluyendo proteínas, lípidos, vitaminas y minerales, afectan de manera importante 

la resistencia a enfermedades en los vertebrados modulando el sistema inmune 

(Landolt, 1989). Los niveles de proteína plasmática fueron afectados 

significativamente (P = 0.027) por la arginina en la dieta de una manera 

proporcionalmente inversa. Del mismo modo, los peces alimentados con la dieta 

de proteína entera mostraron el nivel más bajo de proteína en plasma. Estos 

niveles (17 - 22 mg/mL, tabla 2) son comparables a los obtenidos para el salmón 

Atlántico , Salmo salar (Hemre et al. , 1995; Bransden et al., 2001 ), trucha arcoiris , 

Oncorynchus mykiss (Kiron et al. , 1993) y bagre de canal (Pérez et al., 2003). 

Dado que la arginina es conocida por promover la síntesis de proteína (Barbul et 

al. , 1985; Lancaster, 1992) la interpretación de estos resultados resulta 

complicada. La metodología utilizada para el análisis de proteína por el método de 

Bradford (1976) aparece incuestionable. Dicho análisis se basa en el cambio de 

color por medio de tinción en respuesta a la concentración de proteína (Bradford, 

1976). Debido a que la tinción (azul brillante Coomassie G-250) enlaza 

primeramente aminoácidos básicos (ejm. arginina) y residuos de aminoácidos 

aromáticos, el análisis debió haber sido particularmente sensitivo al detectar 

proteína plasmática en el presente estudio. Aunque las correlaciones entre la 

proteína digestible y la proteína en plasma han sido reportados en trucha arcoiris 

(Kiron et al., 1993) y salmón Atlántico (Hemre et al., 1995: Brandsen et al., 2001) 

esas respuestas son causadas principalmente por la presencia de ciertos 

componentes sensitivos al calor tales como inhibidores de tripsina, lectinas e 

isoflavonas (Pérez et al., 2003). Estas sustancias están presentes en proteínas 

vegetales (Lim y Akiyama, 1991) - utilizadas en los trabajos previamente descritos 

- y se asocian típicamente con hipersensibilidad e inflamación en el tracto 
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digestivo (Rumsey et al., 1994; Krogdahl et al., 2000). En el presente experimento, 

se suministró dietas semi-purificadas, lo que excluye la posibilidad de irritación 

gastrointestinal. Además, en el presente estudio los peces fueron alimentados a 

saciedad aparente (alrededor de 3% de la biomasaldía) y no se encontró algún 

modelo apropiado que relacionara proteína plasmática con la suplementación de 

arginina en la dieta. Esto es en contraste con estudios en salmón Chinook, O. 

tshawytscha , en el cual la alimentación se administró a niveles diferentes (100, 64 

y 40% de saciedad, respectivamente; Alcorn et al. , 2003) y el tamaño de ración 

afectó significativamente las concentraciones de proteína en plasma. 

2).- Lisozima 

El análisis turbidimétrico de la actividad de lisozima en el plasma de bagre de 

canal reveló rangos de 0.7 - 1.4 unidades/mL (tabla 2) , los cuales son de igual 

magnitud a los reportados para pez lancero, Stizostedion vitreum (Holloway et al. , 

1993), salmón Atlántico (Roed et al. , 1993) y la cabrilla arenera (Paralabrax 

maculofasciatus) (Merino, 1998). En el presente experimento, la actividad de 

lisozima no fue significativamente diferente (P > 0.05) entre los tratamientos 

dietéticos. La lisozima es sintetizada por los macrófagos activados para llevar a 

cabo actividades degradativas contra patógenos a través de mecanismos 

independientes de oxígeno reactivo (Goldsby et al. , 2003). Estas enzimas tienen 

una respuesta retardada en comparación con mecanismos más rápidos, por 

ejemplo, la lisis celular oxígeno-dependiente (Halliwell y Gutteridge, 2000), y 

requiere de periodos comparativamente largos antes que actividades máximas 

puedan ser alcanzadas. Por ende, es posible que el efecto reducido de la actividad 

de lisozima en plasma en el presente experimento se deba en parte a la falta de 

suficiente tiempo para posibilitar el proceso sintético de esta enzima hidrolítica. 

Efectos similares han sido observados en enzimas hepáticas antioxidantes en 

dorada, Sparus aurata (Mourente et al. , 2002), y trucha arcoiris (Fevolden et al. , 

1994 ), cuando la exposición fue menor a la necesaria, ya sea en magnitud o 

tiempo. La exposición insuficiente en el último caso fue determinada por niveles 
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bajos de cortisol plasmático. Es muy probable que parte del problema en este 

experimento fuera el método que usaste para determinar la lisosima ya que no 

tiene alta sensibilidad. 

3).- Hematología 

Numerosos estudios han demostrado que la diferencia en la formación y función 

de células sanguíneas reflejan la manipulación dietética (Poston, 1964; Leray et 

al. , 1985; Greene y Selivonchick 1990; Duncan et al. , 1997; Wise et al. , 1993; 

Klinger et al. , 1996) siendo parámetros adecuados para evaluar el estado 

nutricional y de estrés de los peces. Las medias obtenidas en valores 

hematológicos del bagre de canal alimentado con diferentes niveles de arginina se 

presentan en el cuadro 3. Los valores sanguíneos del presente experimento son 

comparables a los obtenidos para la misma especie en varios estudios 

nutricionales y toxicológicos (Lumlertdacha, 1995; Klinger et al. , 1996; Lim et al. , 

2000). El nivel de hematocrito y el conteo de eritrocitos y basófilos fueron 

significativamente afectados (P < O.OS) por los diferentes niveles de arginina en la 

dieta experimental. Lim et al. (2000), obtuvieron efectos importantes sobre el 

conteo celular total, células rojas, hematocrito y hemoglobina, únicamente cuando 

agregaron niveles excesivos de vitamina C ylo hierro (3000 y 300 mglKg, 

respectivamente). Esos niveles constituyen un 5000 y 1000% del requerimiento 

nutricional determinado para el bagre de canal (ácido ascórbico y hierro, 

respectivamente; NRC, 1993). En contraste, el presente experimento suministró 

arginina en la dieta a niveles moderados situados dentro del estándar comercial (1 

- 4 veces el requerimiento, Buentello y Gatlin, 2000). Significativamente, los 

máximos valores de hematocrito se obtuvieron de los peces alimentados con 4% 

de arginina (27.3%) y el porcentaje menor (20.9%) fue obtenido de peces 

alimentados con 1 % de arginina. La celularidad de los eritrocitos evidenció una 

marcada dependencia sobre la arginina dietaría (P < 0.05), mostrando niveles 

mínimos y máximos correspondientes a los valores de arginina más bajo y más 

alto, respectivamente. Debido a que el valor de hematocrito junto con los conteos 
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totales de eritrocitos y leucocitos pueden ser utilizados como indicadores de la 

hematopoyesis (Goldsby et al. , 2003), los resultados observados sugieren un 

importante papel fisiológico para la arginina sobre el proceso hematopoyético. 

Sin embargo, los niveles de leucocitos, linfocitos, eosinófilos y monocitos, no 

mostraron cambios imputables a la arginina (Tabla 3). Dada su capacidad de auto 

renovación las células germinales hematopoyéticas - células pluripotentes que 

más tarde se diferencian en varios "citos" (leucocitos, granulocitos, monocitos, 

etc.) - son mantenidas a niveles estables, a menos que haya una demanda para 

aumentar la hematopoyesis (Goldsby et al. , 2003). Varias citocinas son requeridas 

para la proliferación, diferenciación y maduración de células hematopoyeticas. En 

peces, estas proteínas reguladoras de bajo peso molecular son secretadas en 

sangre principalmente por las células blancas en respuesta a un número de 

estímulos (Secombes et al. , 1996). Aparentemente, el LPS por sí mismo fue 

incapaz de aumentar la secreción de Citocinas en el bagre de canal. Morrison y 

Kline (1977) demostraron que la ca-estimación de LPS y fito-hemaglutinina es 

necesaria para inducir respuestas de proliferación y diferenciación celular en el 

pargo dorado, Pagrus auratus. , los valores de leucocitos, linfocitos, eosinófilos y 

monocitos se asemejan cercanamente a estudios previos con bagre de canal 

(Klinger et al. , 1996; Lim et al., 2000) y pudieran indicarnos que la respuesta 

proliferativa y de diferenciación celular se mantienen estables, sin embargo es 

necesario realizar más pruebas. 

Varios trabajos han determinado el nivel de HB en la sangre de ictalúridos por 

diferentes métodos encontrando valores normales de 4 a 11 g HB/100 mL sangre 

(g/dL, Larsen, 1964). Los niveles encontrados en el presente estudio son de igual 

magnitud e igualmente similares a los reportados más recientemente por Lim et al 

(2000) para la misma especie. La función principal de las células rojas es el 

transporte de HB, la cual a su vez transporta oxígeno de los pulmones a los 

tejidos. Por tanto, era predecible que el nivel de HB y el número de eritrocitos 

tuvieran una evolución paralela. En el presente estudio, el oxígeno disuelto en el 
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agua se mantuvo a niveles aproximados a la saturación (8.3 mg/L, al nivel del mar) 

para todo los acuarios a lo largo del experimento. Similarmente, la cianocobalina y 

el ácido fálico se mantuvieron igual entre dietas. Ninguna condición de disminución 

de oxígeno disuelto o anemia influenciaron el nivel de HB, los cuales fueron 

afectados únicamente por los tratamientos dietéticos. 

4).- Superóxido dismutasa (SOD) 

Las SOD's son una de las principales formas de defensa antioxidante en 

respuesta al estrés oxidativo (Fridovich, 1995). Los resultados de SOD hepática se 

presentan en el cuadro 2 y tienen un rango de 1.4 a 1.7 unidades/mg de proteína. 

Los niveles más altos de arginina en la dieta resultaron en un mayor estrés 

oxidativo, inducido éste por LPS. Dichos incrementos fueron altamente 

significativos P = 0.03. Estos niveles concuerdan con la actividad enzimática 

reportada para carpa dorada, Carassius auratus (Lushchak et al. , 2001 ), dorada, 

(Mourente et al. , 2002) y lenguado Senegalés, Solea senegalensis (Rueda-Jasso 

et al., 2003). Bajo condiciones fisiológicas normales existe una producción 

continua de especies reactivas de oxígeno que tienen el potencial de causar daño 

oxidativo a los peces (Mourente et al., 1999). En el presente estudio, se inyectó a 

los peces con 2 mg LPS/Kg de peso vivo para inducir una migración de 

macrófagos hacia la cavidad peritoneal. Dicha inyección constituye un reto 

inmunológico virtual y por lo tanto es posible que el LPS pudiera activar un 

aumento en la producción de ON; aumento apoyado por la presencia de la 

arginina, como se ha reportado previamente (Lancaster, 1992; MacMicking et al., 

1997; Buentello y Gatlin, 1999). Como consecuencia, las defensas antioxidantes 

tales como NADH/NADPH, glutation y enzimas destructoras de radicales libres 

como las SOD, catalasas y glutation peroxidasa, podrían aumentar - tanto en 

presencia como en actividad - para ayudar a remover los iones oxidativos 

(Winston y Di Giulio, 1991 ), mitigando así el deterioro oxidativo de células 

adyacentes del bagre. Más aún, la segunda dosis de LPS (administrada tres días 

después), podría favorecer fuertemente el incremento en la biosíntesis de un 
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grupo de enzimas colectivamente conocidas como SOD (Halliwell y Guterridge, 

2000; Tocher et al. , 2002). Este efecto ha sido observado previamente en dorada 

(Mourente et al. , 2002), donde la actividad de las enzimas antioxidantes hepáticas 

fueron significativamente afectadas por el tiempo de exposición a aceite 

peroxidado de anchoveta en la dieta. Sin embargo, el aumento de la actividad de 

SOD en el bagre no debe ser interpretado como un efecto antioxidante de la 

arginina, sino como una respuesta fisiológicamente normal de aumento en la 

producción de SOD como respuesta a la sobreabundancia de especies de oxígeno 

reactivo. Mourente et al. , (2002), encontraron que las actividades tanto de cata lasa 

como de SOD aumentan al producirse un estado pro-oxidante en la dorada. El 

mecanismo fisiológico por el cual la arginina apoyó la producción de SOD en el 

presente experimento necesita analizarse más a fondo. 

5).- Indice fagocítico 

Los macrófagos y otras células especializadas (monocitos y neutrófilos) son 

capaces de ingerir y digerir antígenos exógenos y materia endógena siendo 

atraídos quimiotácticamente por una variedad de sustancias, incluyendo LPS 

(Goldsby et al. , 2003). La importancia de la fagocitosis en los peces es esencial 

para su resistencia a patógenos (Sakai, 1984). En el presente experimento, la 

habilidad de los fagocitos del bagre de canal para ingerir partículas extrañas 

aumentó al incrementarse el nivel de arginina en la dieta. Tanto el índice fagocítico 

como la evaluación porcentual de fagocitosis aumentaron al elevarse la 

concentración molar de arginina en el medio de cultivo (P < 0.001 ). En contraste, 

no hubo diferencias significativas (P = O. 918) en ningún indicador fagocítico (Tabla 

4) de los macrófagos obtenidos de peces alimentados con niveles escalonados de 

arginina. La mayor actividad fagocítica se llevó a cabo por macrófagos cultivados 

en 2 mM de arginina. Resultados convergentes fueron obtenidos por Buentello y 

Gatlin (2001) quienes demostraron máxima protección contra Edwardsiella ictaluri 

en peces alimentados con 2% de arginina dietaria. El nivel normal de arginina 

plasmática en el bagre de canal va de 0.1 a 0.24 mM en peces alimentados con 
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dietas cuyo contenido de arginina va de 0.5 a 4% (Buentello y Gatlin, 2001 ). En el 

presente ensayo, se observó una disminución del índice fagocítico en macrófagos 

cultivados con 4 mM de arginina. Dicho valor es alrededor de 16 veces mayor que 

la concentración normal de arginina en el plasma de bagre. De forma similar, Li y 

Lovell (1985) encontraron que una megadosis de ácido ascórbico (3000 mg/Kg) no 

tuvo efecto positivo sobre la fagocitosis . Todo esto sugiere que, para infecciones 

moderadas, 2% de arginina en la dieta (0.16 mM en plasma) puede ser adecuado 

para proporcionar suficiente protección. Esta protección pudiera deberse a un 

aumento en la capacidad fagocítica del animal. Sin embargo, la intensidad de la 

actividad fagocítica está relacionada también con la severidad del reto 

inmunológico y su carácter crónico o agudo. Por tanto, bajo circunstancias 

extremas, mayores niveles de arginina pudieran resultar en mayor protección. 

La falta de efecto dietario sobre los macrófagos aislados es acorde con la 

morfología y función de la mayoría de las células linfoides. Al desarrollarse el 

monocito, su talla se incrementa convirtiéndose en macrófago. El aumento en talla 

se debe a lisosomas, gránulos citoplasmáticos y enzimas digestivas (Guyton y 

Hall, 1996). Esas células tienen mínima capacidad de almacenaje de nutrientes, y 

cuando son aislados de su fuente (órganos linfoides, sangre, peritoneo, etc.), es el 

medio de cultivo quien determina en mayor medida el desempeño de los fagocitos 

bajo condiciones de cultivo. Buentello y Gatlin ( 1999), obtuvieron un aumento 

insignificante en la producción de NOen macrófagos extraídos de bagre de canal, 

cuando los peces fueron alimentados con niveles escalonados de arginina. Fue en 

el medio de cultivo donde la arginina demostró el mayor efecto. Los resultados 

obtenidos en el presente estudio validan la noción de que la actividad fagocítica 

mejora con la suplementación de arginina, sin embargo, es indispensable realizar 

ensayos bactericidas para poder discernir y entender el mecanismo fisiológico con 

el que la argínína afecta la ingestión y lisis celular. 
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IX).- CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigación 

se establecen las siguientes conclusiones : 

• El sistema inmune del bagre de canal responde a cambios en la 

concentración de arginina, tanto en la dieta como en el medio de cultivo 

celular. Los resultados sugieren que el bagre de canal posee un sistema 

inmune relativamente desarrollado y eficiente. 

• Se encontró que dosis moderadas de arginina parecen ser ideales para 

optimizar la fagocitosis , mientras que niveles más altos resultaron en un 

aumento en el nivel de hemoglobina, hematocrito, y número de eritrocitos. 

• La suplementación de arginina en la dieta afecta la actividad de la enzima 

superóxido dismutasa SOD. 

• Los beneficios de un nivel excesivo de arginina necesitan ser 

cuidadosamente probados ya que algunos de los parámetros analizados 

alcanzaron niveles máximos y la curva dosis - respuesta alcanzó un nivel 

estabilizado (meseta) por lo cual es posible que los niveles de arginina se 

vuelvan excesivos, pudiendo causar deficiencias en el desempeño de 

algunos mecanismos de la respuesta inmune. 

• Es necesario hacer más evaluaciones de parámetros inmunológicos 

utilizando técnicas más sensibles para determinar los efectos reales y 

concluyentes de este aminoácido sobre el sistema inmune. 
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X).- ABREVIATURAS 

ARG 
NO 
ROS 
RNS 
PC 
HB 
BSA 
PBS 
LPS 
VCM 
SOD 
NBT 

Arginina 
Oxido nítrico 
Especies de oxigeno reactivo 
Especies de nitrógeno reactivo 
Proteína cruda 
Hemoglobina 
Albúmina de suero bovino 
Buffer de fosfato salino 
Lipopolisacárido 
Volúmen corpuscular medio 
Superóxido dismutasa 
Nitroblue tetrazolium 
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Apéndice 11. Diagrama de flujo de las metodologías 
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Apéndice 111. Fotografías peces y sistema 
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