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RESUMEN

El presente trabajo describe la presencia de actividad antimicrobiana del mucus del
pez chame (Dormitator latifrons) ante la presencia de diferentes bacterias de tipo
Gram (+) y Gram (-). De esta forma, se demostr6 un efecto inhibitorio del mucus de
chame sobre 2 de 3 cepas de tipo bacilo analizadas (Bacilo sp.1, Bacilo sp.2 y Bacilo
sp.3). Ademas, se determiné la existencia de un fuerte efecto inhibitorio del mucus
de chame sobre cepas de Vibrio vulnificus y Vibrio harveyi. También se observo en

menor magnitud efecto inhibitorio sobre una cepa de Vibrio anguillarum.

La informacion preliminar obtenida en este estudio sugiere la presencia de agentes
antibacterianos en el mucus del pez chame, los cuales podrian ser utilizados en un

futuro con una aplicacion en salud animal y humana.

Palabra Clave: Chame, Dormitator latifrons, péptidos antimicrobianos, inmunidad

innata, actividad humoral, inhibicioén bacteriana.
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INTRODUCCION

El chame (Dormitator latifrons), perteneciente a la familia Eleotridae es de amplia
distribucion a lo largo de las costa del Pacifico de nuestra América, que comprende
desde el sur de California hasta el norte del Peru. En nuestro pais se lo encuentra en:
el estuario de San Lorenzo y delta del rio Esmeraldas, delta del rio Chone, rio
Portoviejo, delta del rio Guayas y estuario de Santa Rosa. Este pez dado a las
bondades que presenta para los cultivos acuicolas, es producido de una manera
artesanal en especial en la provincia de Manabi en las tradicionales chameras (1). El
presente trabajo aborda un tematica suscripta al aspecto microbiolédgico relacionado
con la accion de las células mucosas glandulares que se extienden hasta dentro de la
dermis del animal y se encuentra ampliamente distribuida entre las células planas de
la epidermis del chame. Estas células secretan mucus, este producto glandular cumple
multiples funciones: permite al animal un mejor desplazamiento en su medio, la
mucosidad puede ser que tenga la mision de expulsar microorganismos, sustancias
irritantes, el olor caracteristico del chame esta contenido en el mucus. Ademas, el
mucus complementaria una accion inter-especifica de comunicacion dentro de los
cardumenes de los peces (2).

En condiciones naturales de las ciénagas, habitat preferido por estos peces, son
espacios abiertos que no brindan una buena calidad de agua, con flora circundante

abundante, es propicia para la propagacion de agentes patdgenos peyorativos a estos



nichos ecoldgicos y que el chame a través de una hipersecreciéon de mucus por sus

células glandulares bloquearian la accioén de virus y bacterias nocivas.

En otras especies de peces se ha determinado la presencia de actividad antimicrobiana
en extractos de proteicos de mucus (3,4), ademas la actividad de ciertas enzimas
como la L-amino oxidasa acida con propiedades antibacterianas se ha puesto de
manifiesto en Sebastes schelegeli (5). Estos trabajos demuestran que el mucus de los
peces puede funcionar como parte de su sistema inmune innato. En donde, este
sistema seria la primera barrera de defensa de estos peces, protegiéndolos en cierto
modo de algunos microorganismos presentes en sus habitat. En otros trabajos se ha
demostrado la presencia de péptidos antimicrobianos presentes en el mucus y células
epiteliales de diferentes especies de peces como las pleurocidinas en el lenguado (6),
oncorhycina en la trucha (7) , moronecidina en striped bass (8), myxinidin en el

mixino (9) y parasina en el bagre (10,11).

El presente trabajo intenta demostrar la presencia de actividad antibacteriana en el
mucus secretado por las células epidermales del pez chame (Dormitator latrifrons)
utilizando para este fin bacterias de tipo Gram (+) y Gram (-). El uso de ambos tipos
de bacterias tiene el objetivo de demostrar que la actividad antibacteriana en el mucus

del chame tiene un amplio espectro de accion.



El presente trabajo pretende servir como base para recuperar el interés en el cultivo
de esta y otras especies tradicionales olvidadas. No solo aprovechando su carne, sino
demostrando usos no tradicionales en peces cultivados, otorgando nuevos principios
sobre diversos usos no explotados anteriormente, y gracias a ello, reactivar este
sector, beneficiando a la poblacion al promover el interés por esta especie. De ese
modo, se le daria un impulso al sector acuicola para buscar nuevos usos de nuestros
recursos explotados y sin explotar, y asi, aprovechar todos los recursos tradicionales y

no tradicionales de nuestro pais.

Ademas, este trabajo da la pauta a que se eduque a la poblaciéon y se la incentive a
mantener sus tradiciones, especialmente a las nuevas generaciones y que se busque

nuevas utilidades para las especies locales aumentando su valor comercial.



CAPITULO 1

1. ANTECEDENTES

1.1.  Caracteristicas Dormitator latifrons

El Chame, también conocido como Chalaco (Dormitator latifrons) es un pez
del litoral ecuatoriano que se caracteriza por presentar un:
“Cuerpo corto y robusto, ligeramente comprimido, con una coloracion azul verdoso
oscuro; su cabeza ancha con 4 barras obscuras irregulares por detras del ojo y una
barra oblicua a continuacion, el maxilar llega al margen anterior de la orbita. Aletas
pares con puntuaciones oscuras; dorsal con manchas oscuras regulares; caudal con las

membranas interradiales muy oscuras”. (1).

Estos ejemplares también reciben el nombre de “peces dormilones” o
“sleepers” debido a que permanecen en el fondo del agua en una actitud de reposo.
Debido a su amplia distribucién esta misma especie tiene diferentes nombres, a

continuacion mencionaremos unos cuantos.



Nombres comunes del Chame en diferentes paises:

California  Broad  — | California Western
headed sleeper Sleeper

México Pujeque, | Guatemala Pupo Negro
Popoyote, Chame

El Salvador Sambo Panama Poroco

Ecuador Chame, Chalaco | Pertt Monemque

(Fuente: Elaborado por los autores)

1.1.1 Clasificacion taxonomica

Phylum Chordata

Serie Picses

Clase Teleostei
Subclase Actinopterygii

Orden Perciformes
Suborden Gobioidea
Familia Eleotridae
Género Dormitator

Especie Dormitator latrifrons
(Fuente: Elaborado por los autores)

1.1.2 Caracteristicas Morfologicas

Este pez puede llegar a pesar hasta 2,500 gramos; y medir una longitud
de hasta 61 cm.
Estos peces se desarrollan en su ambiente de manera muy tranquila, pues

no son agresivos son de habitat estuarinos, es decir se pueden desarrollar tanto



en agua salada como en agua dulce. Pueden tolerar temperaturas que van desde
los 10 hasta aproximadamente 40 grados centigrados. Y soportan amplias
oscilaciones en lo que respecta a las concentraciones salinas del agua; lo cual lo
hace resistente a vivir en aguas con 40 ppm de salinidad e inclusive puede ser

cambiado repentinamente al agua dulce en cuestion de minutos(1).

1.1.3 Reproduccion del Chame

Las especies hembra y macho del chame se pueden reconocer
facilmente. Ademas del color que los diferencia, los machos son rojizos y
tienen una papila genital triangular sin filamentos. Durante la época de
reproduccion el vientre es de color rojizo y abultado, y se observa en la cabeza
una prominencia de consistencia suave. Al presionar el vientre sale esperma por

la papila genital(1).

En cambio las hembras son de color mas oscuro, y se puede observar
que la papila genital es cuadrangular y estd provista de pequefios filamentos.
Durante la época de reproduccion el vientre es amarillento y bastante abultado.

Al presionar el vientre salen los 6vulos por la papila genital(1).

El ciclo reproductivo del chame dura aproximadamente 12 meses, y
comprende de 4 fases. La primera fase es la juvenil: los peces nacidos en ese

ano. La segunda fase es la de crecimiento de la génada hasta alcanzar su



maduracion. Luego viene una tercera fase donde se produce una liberacion de
gametos (desove) y la tltima fase donde los gametos que no fueron expulsados

son absorbidos.

No se conoce con exactitud la duracion exacta de cada una de estas
fases. Sin embargo se sabe que en los peces adultos la fase de crecimiento y la
de reabsorcion de los gametos tienen periodos mas largos que la fase de
expulsion de los gametos. También se ha observado sincronizacion de las fases

en ambos sexos de esta especie.

Se estima que los ovarios de una hembra del chame sexualmente madura
y en fase de crecimiento poseen un promedio de seis millones de oocitos. Existe
una relacion entre el tamafio del pez y el numero de oocitos presentes en los
ovarios, es decir que a mayor longitud mayor numero de oocitos. También
existe una relacion directa entre la longitud del pez y peso. Ademas de presentar
un aumento de peso a partir de los 150 mm de longitud. Lo que se considera un

chame maduro sexualmente a partir de esa longitud (12).

1.1.4 Cortejo y desove

El chame al igual que otras especies migratorias responden con cambios

fisiologicos a ciertos factores ambientales como la Iluvia, temperatura,



salinidad. Los cuales estan relacionados con aumento y variedad de alimento y

condiciones 6ptimas para la supervivencia de larvas.

Con las lluvias en los meses de invierno aumenta la cantidad de
alimento y usan esta energia para su desarrollo gonadal. Se puede anotar que en
el momento de la reproduccion el macho adquiere una coloracion mas viva,
rojiza en el vientre, negra azulado en la porcion inferior del opérculo y presenta
un abultamiento en la cabeza, mientras que el vientre de la hembra se vuelve
mas amarillo y abultado hacia la papila genital, la cual se encuentra dilatada y
acompanada por movimientos vibratiles. No se observa abultamiento en la

cabeza.

Durante el cortejo el macho tiene movimientos circulares ascendentes
alrededor de la hembra y por momentos se observan movimientos contractiles
del cuerpo. El macho presenta comportamiento territorial impidiendo que se
acerque ningun otro macho. Cuando la hembra trata de alejarse ¢l la atrae al

lugar donde estaban antes(1)(12).

Por su parte la hembra también presenta pequefios movimientos
circulares, la papila genital rastrea el sustrato més cercano con movimientos

vibratiles, la cabeza se mantiene dirigida hacia abajo(1)(12).



En el momento del desove, aproximadamente dos horas después de
iniciado el cortejo, la hembra empieza a liberar, sobre el sustrato, a los dvulos
que salen en grupo como listones. Algunos no logran adherirse al sustrato y
flotan en la columna de agua. La hembra no deja que el macho se acerque
rechazandolo con golpes de cabeza. Una vez que la hembra se ha retirado, el
macho se acerca al lugar de puesta y con movimiento vibratiles de la papila

genital expulsa el semen sobre los huevos.

Ademas de las lluvias la corriente de los rios cumple un papel
importante ya que al aumentar la cantidad de agua tanto en los rios como en
las ciénegas y con la corriente los peces son arrastrados rio abajo, hasta el
manglar, donde ocurre el desove. Los huevos quedan sostenidos con delgados
filamentos adherentes a raices de las plantas acuéticas y al eclosionar las
larvas se pueden observar que remontan rio arriba hasta el area nodriza
ubicada en el estuario, donde encuentran todas las condiciones necesarias para

la alimentacion y crecimiento.

Aqui las larvas alcanzan un promedio de 20 mm de longitud e inician la
migracion hacia el agua dulce en busca del habitat del chame adulto. La
migracion de los juveniles coincide con las mareas y los que no lograron salir

detienen su crecimiento (12).
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1.1.5 Adaptaciones Unicas

Se aprecia que en la region dorsal posee una alta vascularizacion, que al
ser presionada levemente sangra con facilidad. A través de esta zona el chame
realiza intercambio gaseoso con el aire solventando la hipoxia del medio. El
chame soporta concentraciones bajas de oxigeno desde 1 ppm y sus branquias
no colapsan cuando estan fuera del agua; se mantienen hiimedas y en
intercambio gaseoso es cutaneo. Esta adaptacion le permite al chame vivir fuera
del agua, en ambiente humedo, de tres a cinco dias. Comportandose de manera

normal después de un tiempo en el que es devuelto al agua.

1.1.6 Habitos Alimenticios

Es un pez que se alimenta basicamente del detritus natural de su habitat.

Es también filtrador, sus branquiespinas se encuentran muy desarrolladas.

1.2 Distribucion General

La distribucion geografica del chame se extiende a lo largo de la costa del

Pacifico, desde el sur de California (Palos Verdes), atravesando México; América

Central, y llegando hasta el norte de Peru.
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En nuestro pais, el D. latrifrons se encuentra ampliamente distribuido en los
estuarios del litoral. En la provincia de Esmeraldas (Estuario del rio Esmeraldas); en
la provincia de Manabi (rio Chone, rio Portoviejo, en zonas colindantes con el cantén
Chone, Calceta, Tosagua, Pedernales, Charapot6, Barquero, Simbocal); en la
provincia del Guayas (margenes del Estero Salado, rio Guayas, y muy escasamente,
en el rio Babahoyo y Vinces); finalmente en la provincia de El Oro (estuario de Santa

Rosa)(1).

Se lo semicultiva y consume de manera especial en la provincia de Manabi, donde

tiene gran aceptacion en el consumo humano.

1.2.1 Distribucion en la provincia de Manabi

En la Provincia de Manabi hay zonas naturales de reproduccion y crecimiento
de chame. El humedal La Segua es una zona principalmente de crecimiento. Mientras
que las zonas de reproduccion y/o desove se ubican en las zonas de influencia del
estuario de Chone, estos son: Larrea, Simbocal, Barquero y zonas cercanas a las
camaroneras que se encuentran en el estuario de Chone, lugares propicios para la
reproduccion del chame. Los pescadores locales se dedican a la captura de semillas o

de adultos para crecimiento engorde o para su comercializacion directa.
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Se sabe que en algunos peces de las zonas estuarinas, la salinidad es un factor
que tiene influencia en la activacion de la maduracion de los oocitos. Esta situacion
podria ser valida para el chame debido a que se encuentra tanto en agua dulce como

en salobre.

Los pescadores locales refieren que la semilla capturada en recintos naturales
de la zona de la Segua y demés zonas cercanas, es la mas idonea para el cultivo
debido a que segun ellos, crece mas rapido que la capturada en piscinas camaroneras
como ocurre en la Provincia de Esmeraldas. Chone es uno de los cantones donde se
cultiva el chame en piscinas, mientras que en el canton Tosagua se lo cultiva en

albarradas que son encierros adaptados en medios naturales donde vive el chame(1).
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Ilustracion 1 Mapa de la zona de la Segua

Mapa de la zona de La Segua, principal zona de recoleccion de chame en Manabi, la
zonas de color café indican zonas de cultivo en Chone, la zona verde oscuro indican
las zonas de reproduccion y captura de chame, mientras que las zonas de color verde
claro son las zonas de crecimiento (12). (Fuente: Tomado del Informe final del
proyecto chame, Campos).
1.3 Sistema inmune en peces
1.3.1 Generalidades

Al encontrarse los peces en el paso evolutivo intermedio, estos poseen una
mezcla entre los sistemas inmunes innatos o no especificos y adquiridos o
especificos de animales mas complejos. Los peces al encontrase en medios tanto

marinos como dulce acuicolas, sumergidos en estos desarrollaron medios de defensa

en las vias mas sensibles al ingreso de patdgenos como son la boca, branquias ,
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intestino y piel.

1.3.2 Ontogenia del Sistema inmune

La ontogenia del sistema inmune de los peces teledsteos, ha sido estudiada en
diversas especies, incluyendo a la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), bagre
(Ictalurus punctatus), pez zebra (Danio rerio) y meros (Acanthistius brasilianus).
Estos peces, han sido descritos como modelos primitivos de hematopoyesis. El
primer organo hematopoyético es llamado la masa intermedia de células. Con
respecto al desarrollo de los o6rganos involucrados en la respuesta inmune, se
considera que el rifién anterior y el timo se completan antes de que la eclosioén ocurra
en truchas arcoiris y salmon Atlantico (13), pero esto no ha sido clarificado al final de

la incubacion en muchas especies marinas principalmente.

A pesar de estas diferencias, la secuencia del desarrollo de los organos
linfomieldicos en teledsteos es la siguiente: rifion, bazo y timo (14,15). Las células de
linaje mieldico pueden ser encontradas alrededor del saco vitelino a partir de las 24
horas post fertilizacion (hpf), pero no han sido observadas en la masa intermedia de
células. Los mieloblastos y mielocitos neutrofilos han sido observados entre 34 y 48
hpf. Por otra parte numerosos eritrocitos circundantes en vasos sanguineos y

granulocitos maduros han sido encontrados en el sistema sanguineo en el tejido
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conectivo que envuelve el saco vitelino a las 34 hpf, y luego a los primeros tibulos

renales adyacentes a las 48hpf.

Adicionalmente, mielocitos y neutrofilos migran a través de las paredes de los
vasos sanguineos durante el mismo periodo. Los neutrofilos maduros son descritos en

varios tejidos a las 72 hpf (16)(17).

Por otra parte, las primeras apariciones de IgM (Inmunoglobulina M) en
linfocitos varian considerablemente entre especies de peces (18)(19)(20)(21). Sin
embargo, la primera aparicion de linfocitos B e inmunoglobulinas es tardia en

especies marinas, en comparacion con especies de agua dulce (22).

Adicionalmente, se ha notado la transferencia de anticuerpos maternos a huevos
y embriones en distintas especies (23). Adicionalmente, se ha sugerido que el rol
primario de los anticuerpos maternales es el de proteger los huevos contra la
transferencia vertical de ciertos patogenos o que los [gM maternos podrian ayudar a
la fagocitosis o la activacion de las rutas complemento en las etapas tempranas del
desarrollo; incluso IgM podrian funcionar como proteinas nutritivas del saco vitelino

(20)(21).

1.3.3 Organos linfoides
El timo, rifion (anterior y medio) y el bazo son los 6rganos linfoides mas

grandes en los teledsteos (24). En teledsteos de agua dulce, el timo es el primer
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organo en volverse linfoéico, pero antes de este evento, el rifiéon anterior podria

contener progenitores hematopoyéticos, pero no linfocitos (25).

1.3.3.1 Timo

Este organo tiene dos lobulos, es homogéneo y esta representado por una
delgada hoja de tejido linféico oval que esta arreglada subcutaneamente en la
comisura dorsal del opérculo y esta linealizada por tejido mucoso del epitelio
faringeo (26). La estructura que caracteriza el timo de un pez, es la capsula que
envuelve la corteza del tejido linfoico. Béasicamente, el timo puede ser considerado
como un agregado de macrofagos que promueve la proliferacion encapsulada de
células T (27). La diferenciacion de la estructura timica es altamente variable en los
teledsteos; y en muchas especies, no es posible observar una diferencia clara entre la

corteza y medula que es encontrada en vertebrados superiores (28).

Otros estudios describieron la aparicion de nidos focales de epitelio,
también conocidos como corpusculos de Hassal (24). El timo es el responsable por la
produccion de células T. En los peces cebras, el desarrollo del timo involucra las
células de la cresta neural derivadas del neuroectodermo, el cudl migra al tercera y

cuarta bolsa faringea, la cual interactia con el endodermo (29).

1.3.3.2 Riii6n
El rifion en peces teledsteos es el equivalente de la médula o6sea en

vertebrados y es el mayor sitio de hematopoyesis hasta la adultez (24). En la trucha
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arcoiris, el rifion esta bien desarrollado antes de eclosionar, cuando principalmente
produce cé€lulas sanguineas rojas y granulocitos. Estudios sugieren la presencia de
células linfoideas que liberan IgM entre 12 y 14 dpf (dias después de fecundado)(30)
y ha demostrado dos variantes de IgM por ELISA en embriones 8 dias antes de la
terminacion del periodo de incubacion (31). Este hallazgo sugiere que la fuente de
células B existen antes del final del periodo de incubacién en el rifion o en otros sitios
hematopoyéticos. Estructuralmente, el rifion anterior esta compuesto de una red de
fibras reticulares que proveen soporte para el tejido linfatico y que son encontradas

dispersadas entre las c€lulas del sistema hematopoyético (32).

Las principales células encontradas en el rifion anterior son macréfagos, los
cuales son agregados en estructuras llamados centros melanomacrofagos (CMMs) y
células linfoicas, las cuales son encontradas en todas las etapas de desarrollo, que

existen mayormente como cé¢lulas Ig+ ( células B) (32).

1.3.3.3 Bazo

El bazo esta compuesto de un sistema de elipsoides esplénicas. CMMs y
tejido linfatico. En la mayoria de las especies, estos elipsoides estan agrupados juntos
y son organizados alrededor de otros dos componentes (33). Los elipsoides son
capilares de paredes gruesas que se abren en la pulpa y resultan de la division de las
ateriolas esplénicas. Las células a lo largo de las paredes son activamente

involucradas en la fagocitosis por macréfagos de antigenos.
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1.3.4 Sistema inmune adquirido

El sistema inmune especifico ocurre a través del mecanismo que esta
involucrado en una compleja red de células especializadas, proteinas, genes y
mensajes bioquimicos que proveen los medios necesarios para el cuerpo y la
respuesta especifica de antigenos, anticuerpos, células efectoras con una alta

especificidad y afinidad.

1.3.4.1 Anticuerpos

La inmunoglobulina dominante en los teledsteos es un tetramero de tipo IgM
y contiene ocho sitos de anclaje de antigenos (34). Algunos teledsteos tienen un
mondmero de IgM en su suero, aunque los factores lideran a la expresion son todavia
desconocidos (35). La afinidad de union de los mondmeros y tetrameros IgM en la
trucha arcoiris son similares, pero en el tetramero IgM, el complejo activo es mas
efectivo que la forma mondmero debido a las diferencias estructurales en la porcion
Fc. (fragmento cristalizable) de la molécula (36). IgD fue el segundo isotipo de
inmunoglobulinas identificados en el pez, especificamente en el bagre, debido a la
secuencia similar con IgD en mamiferos, es localizado inmediatamente debajo del
gen IgM y es expresado en las células B (35). Ademas la concentracion de IgM en el
suero de los salmonidos es extremadamente bajo comparado con otros teledsteos
como la anguila japonesa (Anguilla japonica)(37), Cyprinidae (38) y algunos
perciformes (39). Sin embargo, la cantidad de IgM en el suero de trucha café (Salmo
trutta) y la trucha arcoiris que son infectados o aclimatados a una alta temperatura de

(19°C) alcanzar esos valores similares a aquellos en el bacalao y egelefino
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(Melanogrammus aeglefinus). Ademas, los niveles IgM en salmon y en el bacalao
del Atlantico (Gadus morhua) varia con el tamano (19)(31), temperatura (31), y la
calidad del agua que varia por la estacion (19,40). Los anticuerpos de los teledsteos
son encontrados en la piel (41), intestino (42), mucus de las branquias (43), bilis
(44,45), y en el plasma. La respuesta inmune de la piel y las branquias son
importantes debido a que estos Organos estan en contacto directo con el medio
ambiente. Anticuerpos especificos pueden ser generados en la piel, intestino (46) y

branquias (43) sin la necesidad de generar un sistema de respuesta.

1.3.4.2 Memoria Inmunoldgica

Los peces desarrollan una respuesta de memoria antes de una segunda
exposicion ante un antigeno (47)(48). La trucha arcoiris responde a una subdptima
dosis de ambos linfocitos T en un antigeno-dependiente y de modo independiente
después una exposicion inicial ante el mismo antigeno (47). Es notable que es
necesario dos exposiciones antes que el pez responda a una segunda administracion
de antigenos T-dependientes, contrario al antigeno T-independiente que requiere una
sola exposicion. Ademas, mientras que la respuesta es rapida y tienen una gran
magnitud que la primera respuesta, el nimero de antigenos-especificos de las células
B en el bazo es directamente proporcional a la frecuencia de las células B de
antigenos especificos en el precursor. Este descubrimiento sugiere que la respuesta
secundaria es causada por la expansion del grupos de la memoria de las células B

(49) y no diferencias especificas en los anticuerpos. Sin embargo, la respuesta a
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niveles suboptimos de anticuerpos sugiere que talvez las células B con su gran

afinidad fueron seleccionadas como células B de memoria (50).

1.3.4.3 Citotoxicidad Celular

Los leucocitos del pez son capaces de generar reacciones de citotoxicidad
celular, que ha sido demostrado en varias especies de peces. Sin embargo, las células
que son responsables por las intervencion de las células citotoxicas en el pez son
dificiles de caracterizar debido a la falta de herramientas apropiadas para el
reconocimiento celular y molecular (51). En mamiferos, la respuesta inmune
adaptativa implementada por CD8+ (cumulo de diferenciacion) citotoxica linfocitos
T han demostrado ser criticos en el combate contra varias infecciones virales. Estos
linfocitico reconocen y matan células con péptidos derivados de virus usando

moléculas clase MHC I (complejo de multiple histocompatibilidad).

Varios estudios indican que este mecanismo de células muertas también
existen en los peces. La secuenciacion de los homodlogos en peces del MHC clase [ 'y
CD3+ células T sugieren que el CD8+ MHC clase I presentan una similitud que se
encuentra también en los mamiferos superiores (51). Ademas, se ha encontrado un
anticuerpo monoclonal contra la proteina recombinante Onmy-UBA*501, el MHC
clase I molécula de la trucha arcoiris, las cuales son expresadas en el mismo tipo de
célula que los clasicos mamiferos MHC mamifero clase I moléculas (52). Como
otros vertebrados, el pez adquiere inmunocompetencia durante la ontogonia, en el
robalo (Dicentrarchus labrax L.), las células T aparecen temprano en el desarrollo

larvario y al menos cinco dias después del inicio de incubacién. Han demostrado
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que en la trucha arcoiris la transcripcion de células CD8+ T y MHC clase 1 son
detectables una semana después de la inseminacion, mientras que el TCR mRNA en
células T aparecen una semana después de la inseminacion(51). Las moléculas MHC
clase I y CD8 son expresadas desde la etapa larval, sugiriendo que desde muy jovenes
los peces pueden estar vacunados para desarrollar una inmunidad celular. En realidad,
al dia 14 después de terminar la incubacion de las jovenes carpas pueden destruir el
injerto de piel, el proceso acompanado por la infiltracion de los linfocitos T

citotoxicos (53).

1.3.5 Sistema inmune innato

En los peces, la respuesta innata es considerada como un componente esencial
ante la respuesta frente a un patogeno debido a las limitaciones presentes en el
sistema inmune adquirido . Su naturaleza ectodérmica, su limitado repertorio de
anticuerpo y la baja proliferaciéon, maduracion y memoria de sus linfocitos (54). Es
por eso que se ramifica en tres barreras: epitelial/barrera mucosa, respuesta humoral y
los componente celulares. El epitelio y la barrera mucosa de la piel, branquias y el
tracto alimenticio son extremadamente importantes como barrera contra los
patogenos en los peces, debido a que estos siempre se encuentran sumergidos en
medios que pueden contener agentes potencialmente dafiinos (20). Este tipo de
respuesta requieren una serie de mecanismos que envuelven factores humorales,

células y tejidos, péptidos antimicrobianos y factores complementarios. Factores



22

humorales pueden ser receptores celulares o moleculares que son solubles en el

plasma y en otros fluidos corporales (21)( 55)( 56)( 57).

1.3.5.1 Barreras Fisicas

Las escamas, mucus de la piel y branquias son las primeras barreras fisicas
ante una infeccion (58)(59)(26). El mucus de la piel contiene lectinas, pentraxinas,
lisozima, proteinas complementarias, péptidos antibacteriales e inmunoglobulina M
(IgM) quien tiene un importante rol en la inhibicion de la entrada de patogenos
(42)(60)(61)(62). Adicionalmente, la epidermis es capaz de reaccionar a diferentes
ataques (engrosamiento e hiperplasia celular) y su integridad es gracias al balance
osmotico y prevenir la entrada de agentes foraneos (63). también poseen células de

defensa como son linfocitos, macréfagos y células granuladas eosinofilos (64)(26)

(51).

1.3.5.2 Citotoxicidad Celular no especifica

En mamiferos, las respuestas no especificas son en general ejecutadas por
células citotoxicas, conocidas como células natural killer (NK). Aunque las células
citotoxicas no especificas en el bagre son morfoldégicamente distintas de las celular
linfocitos grandes granulas de los mamiferos (large granular lymphocytes), se ha

sugerido que su funcién es similar (65). Estas células son capaces de eliminar
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instantdneamente un rango de objetivos xenogénicos, incluidos parasitos de peces y
los tradicionales objetivos de las cé€lulas natural killer en mamiferos (66). A
diferencia de las células natural killer en mamiferos, las células citotoxicas no
especificas en el bagre son granulares, es comun encontrar pequefios linfocitos en
tejido linfoide, como en el rifion anterior y el bazo, pero es muy raro encontrarlo en la
sangre (67). Adicionalmente al caso del bagre, las células citotoxicas no especificas
han mostrado actividad en otras especies de peces, incluidas la trucha arcoiris, la
carpa comun (Cyprinus carpio) (68), pez damisela (Dascyllus albisella) (69) y tilapia

(Oreochromis sp.) (70).

1.3.5.3 Fagocitosis

Fagocitosis es uno de los procesos mas importantes en los animales
ectodérmicos debido que es el proceso menos influenciado por la temperatura
(71)(72) (19) (21). La células principales envuelta en fagocitosis en los peces son
losoneutrofilos y macréfagos (73). Estas células remueven bacterias principalmente
por la produccion de reactivos de oxigeno durante la respiracion. Adicional, los
neutréfilos poseen mieloperoxidasa en sus granulos citoplasmaticos, en los cuales la
presencia de haluro y peroxido de hidrégeno mata la bacteria por halogenizacion de la
pared bacteriana. Ademas estas cé€lulas tienen lisozimas y otras enzimas hidroliticas
en sus lisosomas (51). Similar los macréfagos pueden producir 6xido nitrico en
mamiferos y puede ser potente como agente bacteriano, peroxinitritos y grupo

hidroxilo (74)
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1.3.5.4 Complemento

El sistema complemento en teledsteos, al igual que en vertebrados superiores,
puede ser activada en tres formas: la ruta clasico cual es desencadenada por la union
del anticuerpo con la superficie celular (75), la ruta alternativa cual es independiente
de los anticuerpos y es activado directamente por un microorganismo foraneo, y la
ruta lectinas la cual es activada por la union del complejo proteinico consiste en el
vinculo manosa/mannan lectinas en la pared celular (76). Sin embargo el mecanismo
y las moléculas involucradas en el sistema en teledsteos no son bien comprendidos,
con la excepcidn de la secuencia genética de la manosa-vinculo lectinas proteasa que
es asociada con el suero (77). Estudios sugieren que la ruta alternativa del
complemento es de gran importancia en el sistema inmune innato en los peces

teledsteos (78).

La actividad del complemento-opsonizado en teledsteos ha sido
documentado en una variedad de peces, como la carpa comun (79), bagre (45) y
salmonidos (80). Los anticuerpos salmonidos, en la presencia de proteinas
complemento, son capaces de neutralizar la envoltura del virus, incluido el virus de
necrosis de infeccion hematopoyética (IHNV) y el virus hemorragico septicaemia
(VHSV) (81). En infecciones bacterianas, la activacion del complemento por
lipopolisacarido encontrados en la pared celular de bacterias patogénicas Gram (-)
estimula la produccion del factor C5a, una poderosa quimioquina de macrofagos y

neutréfilos que tiene receptores por C3, la molécula central del complemento, la cual
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forma parte de tres rutas, y se encuentra adherida a bacterias, favoreciendo fagocitosis
(45). La C3 de teleodsteos esta compuesto de dos cadenas disulfuro vinculadas entre si
(a y b), y una glicoproteina que contiene un enlace tioester comparable al C3 de

varias especies de vertebrados (21).

1.3.5.5 Factor de Necrosis Tumoral (TNF)

Varios estudios en peces han provisto evidencia directa, sugiriendo que TNF-
a 'y -B son importantes activadores de macrdfagos. Estudios en trucha arcoiris, sea
bream (Sparus aurata), pez dorado (Carssius auratus) y bagre han demostrado que
TNF causa la activacion de macrofagos, llevando a un incremento en la actividad

respiratoria, como también la produccion de fagocitosis y 6xido nitrico (82).

1.3.5.6 Interferon (INF)

INF a y B son citoquinas con funciones antivirales no especificas que estan
basadas en la inhibicion de acidos nucleicos y replicacion en el interior de células
infectadas. El INF juega un rol importante en la defensa contra infecciones virales en
células huésped de vertebrados, la cual secreta INFo/B cuando reconocen los acidos
nucleicos virales (83). Estos INFs protegen otras células de infecciones virales
vinculandose a diferentes receptores, lo cual resultan en la induccion de varios cientos

de genes que son estimulados por INF ( ISGs).

Algunos de estos genes codifican proteinas antivirales, como las proteinas

MX, proteina kinasa dsRNA activada (PKR) y sintetasa 2,5-oligoadenilada (OAS)
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(84). Dos INFs (INFa e INFa-2) han sido clonadas del salmoén del Atlantico y fueron
caracterizadas con respecto a sus secuencias, estructura genética, promotores e
induccion de antividad viral de genes estimulados por interferon (85). The INFa-1 del
salmon Atlantico, induce la expresion de MX e ISG, los cuales tienen propiedades
similares a INFa/B e INFy en mamiferos (86). INFa-1 en salmones del Atlantico
inducen una actividad antiviral potente contra el virus pancreatico infeccioso (IPNV)
en cé¢lulas. Sin embargo, esta citoquina no protege al salmon del Atlantico contra el
virus de la anemia infecciosa de salméon (ISAV), sugiriendo que este virus debid

desarrollar mecanismos para contrarrestar la actividad antiviral de INF (85).

1.3.5.7 Interleucina

IL-1 en mamiferos esta comprometida de 10 ligandos y 10 moléculas
receptoras de proteinas y juega un rol importante en la inflamacién y defensa del
huésped (86). IL-1B ha sido detectada en 13 especies de peces teledsteos y estan
involucrados en la regulacion de la inmunidad a través de la estimulacion de las

células T.

La funcién de IL-1P en estos peces es analoga a la IL-1p de mamiferos
(87). En peces teleosteos, el receptor IL-1 han sido clonados y secuenciados de la
trucha arcoiris y salmon Atlantico. La expresion del receptor IL-1 en salmones
parecen ser constitutivos en todos los tejidos probados y es regulado en el rifion

anterior, bazo, higado y branquias luego de la estimulacion con LPS y TNF-a,
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sugiriendo un rol para el receptor IL-1 regulando Il-1B durante la respuesta

inflamatoria (88).

1.3.5.8 Inhibidores de proteasas

Varios inhibidores de proteasas se encuentran presentes en el suero y otros
fluidos del cuerpo de peces (28). La funcién principal de los inhibidores de proteasas
es la de mantener la homeostasis de fluidos corporales. Estas moléculas se encuentran
involucradas en reacciones de fase aguda y en defensas contra patdgenos que secretan
enzimas proteoliticas (21). La proteasa mayormente estudiada es el inhibidor de
proteasa macroglobulina a-2, la cual posee una alta especificidad para inhibir la

encapsulacion fisica de proteasas (89).

1.3.5.9 Lisozimas

Las lisozimas, son enzimas bacterioliticas que se encuentran ampliamente
distribuidos a través del cuerpo, y es parte de los mecanismos de defensa no
especificos en la mayoria de animales. En salmonidos, las lisozimas han sido
detectadas en suero, secreciones, membranas mucosas y tejidos ricos en leucocitos,
principalmente el rifidén e intestinos (90). Aparentemente, las principales fuentes de
lisozimas son los macroéfagos/monocitos y neutrofilos. La accion bactericida de esta
enzima involucra la hidrolizacion de la pared bacteriana de péptidos glicanos, lo cual
resulta en lisis celular. Esta ha sido asociada con la defensa contra bacterias Gram
(+). Esta enzima ademas, se la ha involucrado como un activador de las opsoninas del

sistema complemento y células fagociticas (19).
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1.3.5.10 Anticuerpos Naturales

Los anticuerpos naturales que son producidos en peces, a un nivel que es
regulado en la ausencia de estimulacion por antigenos de células que son equivalentes
a células B1. Estos anticuerpos naturales son encontrados en niveles altos en suero de
peces, donde proveen amplia e inmediata proteccion contra patogenos virales y
bacterianos, volviendo a este factor clave de la inmunidad no especifica. Sin
embargo, los anticuerpos naturales, también se encuentran ligados a la inmunidad
adaptativa. Los peces teleodsteos son capaces de generar tipos de IgM especificos
como anticuerpos naturales para varios antigenos. La intensidad de esta respuesta, sin
embargo, ha sido demostrada que varia ampliamente dependiendo del pez y sus

condiciones ambientales (54).

1.3.5.11 Pentraxinas

Las proteinas C-reactivas (CRP) y las proteinas amiloides de suero (SAA) se
encuentran presentes en fluidos corporales tanto de vertebrados como de
invertebrados, y estos son comunmente asociados con respuestas de fase aguda de
inflamaciones (91) La expresion de CRP ha sido reportada en diversas especies de
peces teledsteos (92). Los niveles de estas proteinas se incrementan en tejido
lastimado, trauma o infeccion. Estas proteinas juegan un rol activo en el sistema
inmune (93), en la activacion de la ruta complemento clésica (94) y la remocion de

células apoptosicas (95) (96).
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1.3.5.12 Transferrinas

El hierro, es un elemento esencial en el establecimiento de infecciones por
varios patdgenos, pero la disponibilidad del hierro en fluidos de tejidos de
vertebrados es extremadamente baja, debido a su alta afinidad por la proteina
sanguinea transferrina. Solo bacterias con sistemas de alta afinidad por absorcion de
hierro son capaces de mantener suficientes niveles de hierro para crecer in vivo (26).
Las transferrinas son glicoproteinas globulares con una alta actividad como quelador
de hierro. Esta proteina es la mayor proteina transportadora de iones hierro en
animales y plantas. La transferrina posee un alto grado de polimorfismo genético en
todas las especies, y se encuentra en el suero y secreciones de todos los vertebrados.
Bacterias patdégenas han desarrollado diversos mecanismos para obtener hierro del
huésped, incluso desde transferrinas. Sin embargo, debido a este alto grado de
polimorfismo genético y la habilidad de ciertas bacterias patogenas de obtener hierro

de transferrinas, esta proteina ha sido restringida a ciertos genotipos (97).

1.3.5.13 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos, se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza y estdn entre los elementos desarrollados mas temprano en la inmunidad
innata. Estos son componentes importantes en las defensas naturales de organismos
vivos contra microorganismos invasores. Varios tipos de péptidos antimicrobianos
han sido encontrados en anfibios, insectos, mamiferos, plantas, microorganismos y

peces.
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La mayoria de estos péptidos, matan a las células blanco rapidamente y de modo
especifico, y ademas, poseen una inusual rango amplio de actividad. Se ha notado
ademas, que también poseen otras funciones, como promover la curacion de heridas,
estimulacion de quimiotaxis de monocitos y la inhibicién de la respuesta de

citoquinas (10).

A. Pleurocidin
Secreciones de piel del pez winter flounder (Pseudopleuronectes americanus)
fueron probados como péptidos antimicrobianos basados en métodos usados en

estudios similares en anfibios.

Se encontré que poseia actividad de amplio espectro tanto para bacterias Gram
(+) como para bacterias Gram (-)

Se ha predicho que este péptido forma una estructura helical-anfipatica similar a
muchos otros péptidos antimicrobianos, los cuales ejercen su funcién formando

hoyos en la membrana bacteriana (6).

B. Mixinidina

Es un péptido antimicrobiano presente en el mucus del mixino (Myxine glutinosa
L). Este péptido presentd actividad con un nimero de bacterias Gram (+), Gram (-
) y una cepa de levaduras. Estos ensayos llevados a cabo en paralelo con
pleurocidin demostraron que la mixinidin es mas potente que pleurocidin con

Gram (-) (9).
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C. Parasin I
Se aislo este péptido antimicrobiano del pez bagre (Parasilurus asotus). Este
péptido es secretado por la capa epitelial mucosa cuando se presentan heridas

epidérmicas.

Parasin I demostro fuerte actividad antimicrobiana contra un amplio espectro de
microorganismos, sin actividad hemolitica. La proyeccion del diagrama del eje de
la Iamina 3 mostrd poseer una estructura anfipatica. Los resultados indican que la

parasin | podria ser producida de una histona H2A por una proteasa especifica

(10).

D. Chrysophsin

Es un péptido antimicrobiano proveniente del red sea bream (Chrysophrys
major). Este se encuentra localizado en ciertas células epiteliales de superficie y
en los granulos eosinodfilos en las lamelas o laminillas branquiales en las
branquias de pez.

Este péptido demostrdé una amplio espectro para bacterias Gram (+) y Gram (-),
incluyendo a Escherichia coli, Bacillus subtilis y patégenos de crusticeos y

peces. Estos péptidos demostraron ser hemoliticos (11).

E. Moronecidin
Se aislo este péptido del stripped bass (Morone saxatilis). Este péptido demostro

amplio espectro de accion antimicrobiana que se mantenia ain a altas
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concentraciones de sales. Se confirm6 una estructura o helicoidal. El gen de
moronecidin consiste en tres intrones y 4 exones y su organizacion genética es

similar a la pleurocidin (8).

F. Oncorhyncin IIT

Péptido aislado de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de secreciones
mucosas del epitelio. Presentd amplio espectro de efecto antimicrobiano en
bacterias Gram (+) y Gram (-). Los primeros 13 residuos de este péptido son
idénticos a aquellos de la proteina cromosomal no-histona H6 de la trucha

arcoiris. Se observo que este péptido no causaba lisis bacteriana (7).

1.4 Aplicaciones de los Péptidos Antimicrobianos en la Acuicultura

Los peces poseen péptidos antimicrobianos como parte de su sistema de
defensa. Estos péptidos antimicrobianos se encuentran principalmente en el mucus,
indicando que los patogenos se eliminan antes de que pasen la barrera epitelial. En
condiciones de Acuicultura intensiva, los peces generalmente pierden escamas o
tienen cicatrices, lo que permite a las bacterias pasar esta barrera facilmente. (98).
Ademas, las condiciones de cultivo introducen factores estresantes que hacen que el

pez sea susceptible a la invasion de bacterias oportunistas patogenas.
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A pesar del uso de antibidticos y vacunacion, se han reportado un incremento en el
numero de brotes y el emerge de nuevos patdogenos, como nuevas especies de vibrios,

que anteriormente no se conocia que causaban infecciones. (99).

Debido al impacto para el sistema inmune de los peces, los niveles de péptidos
antimicrobianos (AMP), pueden ser utiles para determinar, mantener o mejorar la
salud de los peces en Acuacultura. (100). Los niveles de AMP pueden ser utilizados
para el monitoreo de la salud de los peces en Acuicultura. ademas del potencial de
uso de estos péptidos para mejorar los tratamientos tradicionales con antibioticos.

AMPs también pueden ser de gran interés incluso en biomedicina, como
candidatos para ciertos tratamientos terapéuticos.

La principal ventaja de los péptidos antimicrobianos es que son una parte
importante de la defensa innata es que estos son moléculas pequefias que pueden se
resintetizadas en cuestion de horas, a diferencia de los componentes adaptativos de la
respuesta inmune, que toman dias y pueden ser eliminar dos o mas intrusos al mismo
tiempo son requerir reconocimientos especificos para cada invasor. Sin embargo en
Acuacultura los peces no solo estan en presencia de varios microorganismos a la vez
sino que también al stress de sufrir heridas causadas por otros peces. (99) (101) (102)

(103)(104)(105) (106)(107).

Actualmente las estrategias para controlar las enfermedades de los peces

consisten en profilaxis, antibidticos, o tratamientos quimicos, cuando es posible, la
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erradicacion del grupo de peces infectados. La aplicacion de vacunas-basadas en
estrategias inmunes es muy limitada. A pesar de que la mayoria de infecciones
también pueden ser controladas por medidas de higiene, estas normas no son
suficientes. El desarrollo de incrementar las defensas naturales parece ser el método

mas efectivo para controlar las enfermedades de los peces.

En los mamiferos, AMPs han demostrado varios efectos biologicos (108),
como la neutralizacion de endotoxinas, actividad inmunomoduladora y la induccién
de angiogénesis (formaciéon de nuevos vasos sanguineos). Por el momento, la
incidencia de infecciones de bacterias resistentes a los antibidticos son de gran
preocupacion en la medicina y los AMPs podrian ayudar a contrarrestar este tema.
Los AMPs pueden combatir a los patogenos y ejercer actividad sobre ellos de
diferentes formas, debido a sus propiedades multifuncionales (108) y por lo tanto la

investigacion en este campo esta aumentando en los ultimos afos.

1.5 Mecanismos de accion de los péptidos antimicrobianos

El mecanismo preciso de accion de los péptidos atin no esta del todo
explicado. Estos mecanismos han sido estudiados con mayor profundidad en el
péptido antimicrobiano conocido como defensina (109). Sin embargo estudios
demuestran que las membranas procariodticas son reconocidas por estos péptidos. Por

lo tanto, varios modelos han sido propuestos para entender el mecanismo de accioén
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de estos péptidos. De acuerdo con uno de estos modelos, el mecanismo consta de los

siguientes pasos:

1. Contacto electrostatico entre la membrana, cargada negativamente, y el
péptido, cargado positivamente.

2. Conformacion de la estructura helicoidal y la insercion del péptido en la
membrana.

3. Agregacion de varias hélices en la membrana para formar un poro.
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Grifico 1 Esquema del mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos y
la formacion del poro

Los péptidos son representados por las figuras de color gris. Estos se adhieren a la
membrana por atraccion electroestatica; cuando se hayan anadido suficientes
péptidos, estos se insertan en la membrana y forman un micro poro; luego la
membrana se restablece pero existe un intercambio de fosfolipidos entre la bicapa.
(109). (Fuente: Tomado de Péptidos antibidticos eucarioticos, Rivas y Andreu, 2002).
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Se ha reportado que una concentracion micromolar de péptidos
antimicrobianos es suficiente para formar una capa alrededor de la célula objetivo y
provocar su lisis, y que 4 o mas péptidos son requeridos para la formacion de poros
de 5-40 de diametro, suficiente para matar a la célula objetivo.

Se piensa que un organismo puede ser eliminado de diferentes maneras por
diferentes péptidos, incluso si estos poseen la misma clase estructural, o incluso un
péptido puede operar por diferentes mecanismos en diferentes organismos (110).

Los péptidos antimicrobianos son mas selectivos para las membranas de
células procariotas. Esto se puede deber debido a que las membranas procariotas son
mas anionicas, y carecen de colesterol. Estudios han demostrado que la presencia de
colesterol en membranas artificiales reduce significativamente la actividad litica de
los péptidos antimicrobianos. Esta investigacion también demostro que ademas de la
actividad antimicrobiana, los péptidos poseen actividad antiviral y antitumoral. (111).

Como los péptidos poseen diferentes mecanismos de accion que los
antibioticos, estos pueden ser usados todavia activos en la misma bacteria que ha

desarrollado resistencia a antibioticos comunes.

1.6 Inmunofisiologia de peces

Los peces requieren buena comunicacion entre su sistema inmune, nervioso y

endocrino para lograr la homeostasis en un ambiente altamente variable. Por ello,
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estos sistemas, no solo responden a antigenos y citoquinas, pero también factores

internos como hormonas, neuropéptidos y neurotransmisores (112).

Los organos del sistema inmune son inervados por las fibras nerviosas
simpatéticas y peptidérgicas, lo que les permite un efecto simpatético rapido y directo
en las células inmunes (113). Los receptores para neurohormonas y
neurotransmisores han sido identificados en la superficie de leucocitos de peces (113,
114). Un gran namero de citoquinas son conocidas por interactuar con el eje adrenal-
pituitario-hipotaldmico (HPA) en mamiferos, y las células que son parte integral del
sistema nervioso también produce citoquinas, las cuales originalmente se creian que
solo eran producidas por células del sistema inmune (114). Las citoquinas pro
inflamatorias, IL-1, TNF-« e IL-6 son consideradas los efectores principales en esta

comunicacion entre el sistema inmune y el eje HPA en mamiferos (115).

En peces, la cabeza del rifidn sirve tanto para ambos sistemas en un érgano,
debido que se encuentra involucrado en la hematopoyesis, produccion de anticuerpos,
cortisol y produccion de catecolaminas. Por ello, el término eje interrenal-pituitario-
hipotalamico (HPI) es usado en peces reemplazando al eje HPA. El término “eje de
estrés” ha sido usado en peces, debido a la clara interaccion de los estimulos de estrés

en funcion de las c€lulas en el interior del eje HPI (114).
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1.6.1 Sensibilidad al estrés

Consideramos al estrés como una condicién en donde la homeostasis de un
animal es amenazada o molestada como resultado de una accion de estimulos
intrinseca o extrinseca, comunmente llamada “estresantes” (116). El proceso
involucra un repertorio coordinado de respuesta fisiologicas y de comportamiento, a
través de compensaciones y adaptaciones, permitiendo al animal soportar la amenaza.
Sin embargo, en algunas situaciones, la respuesta al estrés podria perder su valor
adaptativo, lo cudl resultaria en la inhibicion del crecimiento, falla reproductiva e

inmunosupresion (116, 114).

Los estresantes identificados en peces son numerosos € incluyen cambios
extremos y subitos en el ambiente fisiologico como temperatura, salinidad y turbidez;
interacciones animales como predacion, parasitismo, competencia por espacio,
alimento y parejas sexuales; interferencia humana por practicas de Acuicultura como
manipuleo, densidad de siembra, transporte o anestesia; y polucion de agua como pH

bajo, amonio alto, metales pesados, polucion orgénica (114, 117, 118).

El eje HPI es una caracteristica clave en la respuesta de estrés del pez, debido a que
conduce estimulos de estrés cognitivos desde el cerebro a la periferia, a través de una

cascada de mensajeros bioquimicos que resultan en la secrecion de
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glucocorticosteroides como productos principales finales (118). El cortisol ha sido

implicado en mediar los efectos inhibitorios de estresantes de la respuesta inmune.

1.6.2 Sensibilidad a la temperatura

Los peces siendo organismos ectotérmicos, que no pueden regular su
temperatura corporal y por ello son susceptibles a la influencia de temperaturas
ambientales. La temperatura puede ser considerado un estresor, sin embargo, también
puede ser considerado separadamente debido a que los efectos observados difieren de
otros estresores y existe una consecuencia metabdlica directa que tiene efectos
especificos en un individuo (119).

Generalmente se considera que temperaturas altas de alrededor de 5 — 10°C
por arriba de la temperatura ambiente puede mejorar respuestas inmunes especificas,
donde temperaturas bajas pueden suprimir respuestas inmunes especificas en peces
(119).

Las funciones especificas de linfocitos podrian aclimatarse a bajas
temperaturas ambientales por adaptaciones homeoviscosas, a pesar de que las células
B son mas eficientes en este proceso y por ello, menos susceptibles que las células T.
Las adaptaciones a bajas temperaturas involucran la conversion de acidos grasos
saturados a mas viscosos acidos grasos insaturados para mantener fluidez de

membrana y sefialamiento transmembranal. Adicionalmente la supresion de células T
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parece ocurrir en etapas tempranas de activacion, y ha demostrado afectar células T

inmaduras en lugar de células de memoria (118).



CAPITULO 11

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material bioldgico

2.1.1 Chame

Los peces chame fueron donados por una empresa que se dedica al engorde de
estos peces. La finca de esta empresa, se encuentra ubicada en el canton Rocafuerte,
Provincia de Manabi. Los animales fueron transportados desde Rocafuerte hasta los
tanques externos de la Facultad de Ingenieria Maritima, Ciencias Bioldgicas,
Oceénicas y Recursos en gavetas de plastico sobre un colchon de papel periodico

humedo.
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Los animales fueron mantenidos en los tanques externos en jaulas para
facilitar el trabajo de mantenimiento de los mismos. Durante su permanencia en las
jaulas en los tanques de la FIMCBOR los peces fueron alimentados Ad-Libitum

utilizando una dieta comercial para tilapias.

En lo que concierne a la obtencion del mucus de los peces, este fue obtenido
utilizando la técnica del masaje, descrita en (7). El mucus obtenido fue depositado en
tubos de 1.5 ml y posteriormente filtrado usando filtros de 0.2 uM marca Millipore e

inmediatamente utilizado en los ensayos antibacterianos.

2.1.2 Bacterias

Las diferentes cepas bacterianas que fueron utilizadas en el presente trabajo
tanto para los ensayos de inhibicion como turbidométricos fueron gentilmente cedidas
por el Centro de Servicios para la Acuicultura (CSA). Las cepas donadas por el CSA
fueron previamente identificadas como Bacillus sp. 1, Bacillus sp. 2, Bacillus sp. 3,
Vibrio harveyi, Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum, Vibrio vulnificus y

Escherichia coli D31.
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2.2 Ensayos de actividad antibacteriana por halos de inhibicion

La técnica para realizar los ensayos de actividad antibacteriana por halos de
inhibicién, utilizada en el presente estudio, fue realizada segun lo descrito por
Fernandez, 2007 (Figura 2). Esta evaluacion de actividad antibacteriana mediante
halos de inhibicion fue realizada como un paso previo utilizando como cepa de
prueba la E. coli D 31 para verificar la presencia de actividad antibacteriana antes de

realizar los ensayos turbidométricos.

Cultivo bacteriano
fresco en medio liquido

Pipeta Pasteur (agujeros)

Solucién de prueba
Depositados en hoyos

l Después de crecimiento
de bacterias se observan
halos de inhibicion

Figura 1 Diagrama de método de inhibicion

Diagrama de método de halo de inhibicion utilizado para la deteccion de actividades
antibacterianas (Fuente: Tomado de Ferndndez, 2007). (Elaborado por los autores).
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2.3 Ensayos turbidométricos

Los ensayos antibacterianos por halo de inhibicién tal cual fueron presentados en
este estudio son de naturaleza puramente cualitativa, hecho que no nos permite
estimar de forma medible dichas actividades. Asi, con el fin de obtener una
estimacion cuantitativa para evaluar las propiedades antibacterianas del mucus del

chame fueron desarrollados analisis turbidométricos en el presente estudio.

El método utilizado para realizar los ensayos turbidométricos en esta tesis fue el
descrito por Fernandez en 2007(7) para muestras de lisados de células circulantes de
concha prieta, el cual es un protocolo adaptado del ensayo optimizado por Tapia en

1997(120) para muestras de hemolinfa de camarén.

Las muestras de mucus de chame utilizadas para este trabajo fueron obtenidas
como fue descrito en 2.1.1. Para la realizacion de los ensayos turbidométricos,
muestras filtradas de mucus puro y diluido 1/10 en tampon Hepes (121) fueron

usadas en dichos analisis.

La estimacion de la actividad antibacteriana de las muestras analizadas con las
diferentes cepas bacterianas utilizadas en este trabajo fue realizada mediante la

siguiente formula:
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(Absorbancia de muestra-Control de inhibicion)

% de Inhibicion = X 100

Control de crecimiento

2.4 Analisis estadisticos

El andlisis estadistico del efecto inhibitorio del mucus del chame sobre las
distintas cepas bacterianas fue realizado con el programa Statistica, con un Analisis
de Varianza (ANOVA) de una sola via. Luego de la determinacion de diferencias
significativas por ANOVA con un p > 0.05, se realiz6 un analisis de comparacion de

medias mediante el método de Scheffé.



CAPITULO II11

3. RESULTADOS

Antes de realizar la estimacion cuantitativa de los extractos de mucus de chame,
analisis cualitativos fueron realizados, éstos analisis cualitativos fueron desarrollados
mediante la técnica de los halos de inhibicion. Los ensayos de actividad
antibacteriana por halos inhibicion utilizando mucus de chame y mucus de este pez
diluido 1/10 fueron realizados utilizando la cepa E. coli D 31, como cepa de prueba
de efecto antibacteriano. Los resultados de este estudio demostraron la presencia de
halos de inhibicidon contra de la cepa estudio utilizando mucus de chame filtrado

como muestra de analisis (Figura 2).
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Figura 2 Fotografia Halo de Inhibicion

Fotografia de una muestra de cultivo de bacterias con mucus de chame. Obsérvese los
halos de inhibicion formados. (Fuente: Elaborado por los autores).

Una vez determinada la presencia de cierta actividad antibacteriana en las muestras
de mucus de chame se procedi6 a realizar los analisis turbidométricos. Para lograr
este efecto se utilizo6 como cepas bacterianas de estudio, todas las cepas descritas en
2.1.2. En andlisis realizados por Fernandez (2007) (7), se estimd previamente
mediante analisis turbidométricos con una longitud de onda de 650 ym el numero
UFC por ml correspondientes a una densidad optica (medida de absorbancia) para
cada una de las cepas que fueron utilizadas en este trabajo. Los valores obtenidos por
Fernandez (2007)(7) fueron utilizados como datos de referencia para el desarrollo del

presente trabajo y son descritos en la tabla I.
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Cepa UFC/ml

Bacillus sp-1 1.88*10°
Bacillus sp-2 1.70*108
Bacillus sp-3 9.20*107
Escherichia coli D31 1.16*10°
Vibrio anguillarum 2.80*10°
Vibrio harveyi 1.92*108
Vibrio vulnificus 7.20*108
Vibrio alginolyticus 1.08*10°

Tabla I Numero de células por ml por cepa

Valores determinados experimentalmente del nimero de células por ml de cada una
de las diferentes cepas de estudio correspondientes a una densidad oOptica de 1
obtenidas en un espectrofotometro a una longitud de onda de 650 nm (Fuente:
Tomado de Fernandez, 2007).

Ensayo con Bacillus sp

Los ensayos turbidométricos para establecer el efecto del mucus de chame y mucus
de chame diluido (1/10) sobre el Bacillus sp (1), demostraron un ligero efecto
inhibitorio de estas muestra sobre el crecimiento de esta bacteria. En esta forma,
estos microorganismos sometidos la presencia de mucus y mucus diluido (1/10) de
chame presentaron al final de ensayo un crecimiento relacionado con una absorbancia
de 0.312 £ 0.042 y 0.345 + 0.002 respectivamente. Los resultados obtenidos por las
bacterias de la cepa Bacillus sp (1) que no estuvieron en contacto con la muestra

(control de crecimiento) presentaron un crecimiento con un valor de absorbancia de

0.379 £ 0.050 (Grafico 1). Asi, no se puede establecer diferencias significativas (p >
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0.05) en las absorbancias del crecimiento de Bacillus sp (1) tratados previamente con
mucus y mucus diluido (1/10) de chame con respecto al control de crecimiento
bacteriano de este Bacillus. Por el contrario, se determinaron diferencias
significativas (p > 0.05) entre la absorbancia del control negativo (crecimiento de
bacterias de la cepa Bacillus sp (1) previamente tratadas con EDTA al 1 %) en
relacion a las absorbancias obtenidas en los otros tres tratamientos. Basado en los
valores de absorbancia determinados para cada una de las muestras utilizadas en estos
ensayos se establecieron los porcentajes de inhibicion del mucus y mucus diluido
(1/10) de chame contra la cepa Bacillus sp (1). Asi, se calculé porcentajes de
inhibicion de 17,194 % para el mucus de chame y 7.823 % de inhibicion para el

mucus diluido 1/10 de chame (Grafico 2).
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Grafico 2 Tasa de crecimiento del Bacillus sp 1

Grafico indicando la tasa de crecimiento del Bacillus sp 1 frente a los controles y el
tratamiento. CT (+) es el control de la bacteria sin tratamiento alguno. CT (-) es el
control con EDTA 1%. MC es el tratamiento con mucus de chame filtrado y MC 1/10
es el tratamiento con mucus de chame diluido. El crecimiento se estima midiendo la
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absorbancia a 640um. (Esta misma descripcién de los tratamientos sirve para los
graficos siguientes). (Fuente: Elaborado por los autores).
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Grafico 3 Porcentaje de Inhibicion del mucus frente al Bacillus sp1

Grafico indicando el porcentaje de inhibicion del mucus de chame frente al Bacillus
sp. 1. Se calcul¢ el porcentaje midiendo el nivel de absorbancia del CT (-) con los del
tratamientos MC y MC 1/10. (Esta misma descripcion de los tratamientos sirve para
los graficos siguientes). (Elaborado por los autores).

Los ensayos turbidodométricos efectuados con Bacillus sp (2), produjeron un valor de
absorbancia medio para el crecimiento bacteriano después del contacto con mucus de
chame de 0.503 + 0.028. Del mismo modo, los ensayos realizados con este bacillus
en presencia de mucus de chame diluido 1/10 generaron un crecimiento con una
absorbancia media de 0.869 + 0.245 para la misma cepa. Las bacterias de la cepa
Bacillus sp. 2 que no fueron tratadas mucus de chame (control de crecimiento de la
cepa), produjeron un valor medio de densidad optica de 0.958 + 0.193 (Grafico 3).

Asi, se establecieron diferencias significativas (p > 0.05) entre la absorbancias

obtenidas luego de crecimiento entre el control de crecimiento y las absorbancias del
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crecimiento de Bacillus sp (2) tratadas mucus de chame. Sin embargo, no se pudo
establecer diferencias significativas (p > 0.05) entre las absorbancias del control de
crecimiento y las absorbancias obtenidas en el crecimiento de bacterias sometidas a
mucus de chame diluido 1/10. Ademas, también se establecieron diferencias
significativas (p > 0.05) entre las densidades Opticas del crecimiento de Bacillus sp
(2) tratados con mucus y mucus de chame diluido con respecto al control negativo
con EDTA. De esta forma, los resultados obtenidos, nos permiten determinar un
valor medio de porcentaje de inhibiciéon del crecimiento bacteriano de la cepa
Bacillus sp (2) en presencia de mucus de chame de 46 %. Mientras, los valores
obtenidos de porcentaje de inhibicion provocado por el mucus de chame diluido
exhibieron un porcentaje de inhibicion medio de 10 % sobre bacterias de la cepa
Bacillus sp (2). Los porcentajes de inhibiciéon obtenido por el mucus y mucus de

chame diluido son presentados en el grafico 4.
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Grafico 4 Crecimiento medido por absorbancia del Bacillus sp 2
(Fuente: Elaborado por los autores)
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Grafico 5 Porcentaje de inhibicion del Bacillus sp2
(Fuente: Elaborado por los autores )

En lo que concierne al Bacillus sp (3), el valor medio de absorbancia del crecimiento
de bacterias tratadas con mucus de chame fue de 0.277 + 0.15. El valor medio de
crecimiento de bacterias de la cepa Bacillus sp. (3) sometidas al tratamiento con
mucus de chame diluido fue de 0.272 + 0.012. El crecimiento de bacterias de esta
cepa, que no fueron sometidas a tratamiento alguno, presentd un valor medio de
densidad optica de 0.272 + 0.015. Los resultados de este ensayo utilizando la cepa
bacteriana Bacillus sp. (3) son exhibidos en el grafico 5. Los resultados de estos
analisis no mostraron diferencias significativas (p > 0.05) entre la absorbancia del
control de crecimiento bacteriano de Bacillus sp (3) y la absorbancia del crecimiento
del mucus y mucus de chame diluido sobre bacterias de esta cepa. Sin embargo, con
respecto a Bacillus sp (3) se determinaron diferencias significativas (p > 0.05) entre la
absorbancia del control negativo con EDTA con respecto tanto a las absorbancias del

control de crecimiento como la absorbancia de las bacterias tratadas mucus y mucus
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de chame diluido 1/10. Las densidades Opticas obtenidas en estos ensayos
turbidométricos generaron porcentajes inhibicion de crecimiento de la cepa Bacillus
sp (3) de —2.466 % y —0.342 % tanto para el mucus y el mucus diluido de chame

respectivamente (Grafico 6)
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Grafico 6 Tasa de crecimiento medido por absorbancia del Bacillus sp 3

Determinacion del crecimiento bacteriano mediante espectrofotometria obtenida a
650 nm del crecimiento de tres cepas de bacilos. 1) Absorbancia del crecimiento de
Bacillus sp. 1 con diferentes tratamientos. 2) Absorbancia del crecimiento bacteriano
de la cepa identificada como Bacillus sp. 2 utilizando diferentes sustancias de prueba.
3) Absorbancia del crecimiento bacteriano de Bacillus sp 3 luego de la exposicion a
diferentes sustancias. CT(+), Absorbancia del crecimiento de los diferentes bacilos
sin tratamiento alguno. CT(-), representa la Absorbancia del crecimiento bacteriano
de cada una de las cepas de bacilos expuestas a EDTA 1%. MC, Representa la
Absorbancia del crecimiento de diferentes bacilos luego de estar en contacto con
mucus de chame. MC 1/10, representa la Absorbancia del crecimiento de las
diferentes cepas bacterianas respectivamente confrontadas con mucus de chame
diluido 1/10. (Fuente: Elaborado por los autores).
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Grafico 7 Porcentaje de Inhibicion del Bacillus sp3

Porcentaje de inhibicién del mucus del chame contra tres diferentes tipos de bacilos.
1) Porcentaje de inhibicién determinado contra la cepa identificada como Bacillus sp.
1. 2) Porcentaje de inhibicion determinado contra la cepa identificada como Bacillus
sp. 2. 3) Porcentaje de inhibiciéon determinado contra la cepa identificada como
Bacillus sp 3. CT(-), representa el porcentaje de inhibicién cada una de las cepas
bacterianas expuestas a EDTA 1%. MC, Describe el porcentaje de inhibicion del
crecimiento las cepas bacterianas luego de estar en contacto con mucus de chame.
MC 1/10, representa el porcentaje de inhibicion del crecimiento de las diferentes
cepas bacterianas respectivamente confrontadas con mucus de chame diluido 1/10.
(Fuente: Elaborado por los autores).

ENSAYOS TURBIDOMETRICOS - TASA DE CRECIMIENTO

ESPECIES DE BACTERIAS
MUESTRA Bacillus sp. 1 Bacillus sp. 2 Bacillus sp. 3
Control de crecimiento (-) 0.379+£0.050 | 0958 +0.193 | 0.272+0.015
MC* 0.312+0.042 | 0.503 +£0.028 0.277+0.15
MC* (1/10) 0.345+0.002 | 0.869+0.245 | 0.272+£0.012
DS* (p > 0.05) No Si, para MC No

Medicion del crecimiento de las bacterias por absorbancia a 650 nm

*Mucus Chame

*Diferencia significativa con respecto al control y el tratamiento con mucus de chame.

Tabla II Resumen de la tasa de crecimiento de las diferentes especies de Bacillus
sp
Se muestra el control de crecimiento negativo, el tratamiento con mucus de chame

(MC) y mucus de chame diluido a 1/10 (MC 1/10). Ademas se indica la diferencia
significativa entre las muestras tomadas. (Fuente: Elaborado por los autores).
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ENSAYOS TURBIDOMETRICOS - PORCENTAJE DE INHIBICION
ESPECIES DE BACTERIAS
MUESTRA Bacillus sp. 1 Bacillus sp. 2 Bacillus sp. 3
MC 17,19% 46% —2.466 %
MC (1/10) 7,823% 10% —0.342 %

Porcentaje estimado comparando la absorbancia del control con EDTA 1% y las muestras.
Tabla III Resumen de los porcentajes de inhibicion de los tratamientos

Resumen de los porcentajes de inhibicion de los tratamientos hacia las diferentes
especies de Bacillus sp. (Fuente: Elaborado por los autores).

Ensayos con Vibrios

Los ensayos turbidométricos usando la cepa identificada como V. alginolyticus
tratadas con mucus de chame luego del periodo de incubacion presentaron una
absorbancia de 0.290 £ 0.008. Del mismo modo, bacterias de V. alginolyticus
sometidas a la presencia de mucus de chame diluido (1/10) luego de la incubacién
generaron una densidad optica de 0.277 + 0.055 (Grafico 7). Ademas, las bacterias
de V. alginolyticus que no estuvieron en contacto con sobrenadante alguno,
exhibieron una absorbancia de 0.255 + 0.013. Los andlisis estadisticos no
demostraron diferencias significativas (p > 0.05) en la absorbancia del control de
crecimiento de V. alginolyticus y la absorbancia del mucus y mucus chame diluido
1/10. Asi, los resultados obtenidos con la cepa identificada como V. alginolyticus,
determinaron diferencias significativas (p > 0.05) entre la absorbancia del control
negativo (EDTA 1%) y las absorbancias de los crecimientos de los otros tratamientos
(mucus de chame, mucus de chame diluido 1/10 y control de crecimiento). Los
valores obtenidos durante este ensayo muestran un porcentaje de inhibicion del

crecimiento de la cepa V. alginolyticus por el mucus de chame de -13.87%, mientras
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el porcentaje de inhibicion obtenido con mucus de chame diluido 1/10 fue de -8.277

% (Gréfico 8).
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Grafico 8 Determinacion de la absorbancia del vibrio V.alginolyticus
Determinacion de la absorbancia a 640um del vibrio V. alginolyticus con los
diferentes tratamientos. Donde CT (+) es el control de las cepas sin tratamiento
alguno. CT (-) es el control con EDTA al 1%. MC es el tratamiento con mucus chame
y MC1/10 es el tratamiento con mucus diluido a 1/10. No se observan diferencias
significativas. (Fuente: Elaborado por los autores).
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Grafico 9 Porcentaje de inhibicion del mucus hacia el V.alginolyticus
(Fuente: Elaborado por los autores)



58

En el caso de la cepa identificada como V. harveyi, se logrd establecer que bacterias
de esta cepa que fueron sometidas al contacto de 1 hora en presencia de
sobrenadantes de mucus de chame generaron una absorbancia de 0.021 + 0.031, luego
de 16 horas de incubacion. Asi también, en el mismo ensayo las bacterias de esta
cepa en contacto con los mucus de chame presentaron una absorbancia de 0.022 +
0.019. En lo que concierne al control de crecimiento, bacterias de la cepa V. harveyi
sin ningin contacto con mucus de chame y mucus de chame diluido presentaron un
crecimiento relacionado con una densidad oOptica de 0.182 + 0.012 (Grafico 9). Asi,
se determiné diferencias significativas (p > 0.05) entre la absorbancia obtenida del
control de crecimiento y la absorbancia del crecimiento de los otros tres tratamientos
(EDTA 1%, mucus de chame y mucus de chame diluido 1/10). A partir de los
valores previamente obtenidos se produjeron los porcentajes de inhibicion de mucus
de chame sobre la cepa de V. harveyi de 88.246 %. Mientras el mucus de chame

diluido 1/10 generd un porcentaje de inhibicion del 88.211 % (Grafico 10).
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Grafico 10 Determinacion de la absorbancia del vibrio V.harveyi
Determinacion de la absorbancia a 640um del vibrio V. harveyi con los diferentes
tratamientos. (Elaborado por los autores)
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Grafico 11 Porcentaje de inhibicion de los tratamientos frente al V.harveyi
(Fuente: Elaborado por los autores)
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En el caso de V. vulnificus, el crecimiento de bacterias de esta cepa tratadas con
muestras mucus de chame presentd una densidad optica de 0.011 £ 0.020, luego del
periodo de incubacion.  Ademas, las bacterias de la cepa de V. vulnificus que
estuvieron en contacto con mucus de chame diluido 1/10 luego de la incubacion
produjeron una absorbancia de 0.065 + 0.013. Sin embargo, bacterias de la cepa de
V. vulnificus que no fueron sometidas a tratamiento alguno, presentaron una densidad
optica de 0.182 = 0.006 (Grafico 11). En esta forma, se detectaron diferencias
significativas (p > 0.05) entre la absorbancia del control de crecimiento y la
absorbancia de las cé€lulas bacterianas de V. vulnificus tratadas con mucus de chame
(p > 0.05). También se determinaron diferencias significativas entre las absorbancias
de los tratamientos con mucus de chame y mucus de chame diluido 1/10 (p > 0.05).
Del mismo modo, si se detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre la
absorbancia del crecimiento de esta cepa tratada con EDTA con respecto a la
absorbancia del control de crecimiento y la absorbancia de bacterias sometidas al
tratamiento con mucus de chame diluido 1/10. Sin embargo, no se establecieron
diferencias significativas (p > 0.05) entre la absorbancia del tratamiento del control
negativo (EDTA 1%) y la absorbancia de bacterias de la cepa V. vulnificus tratadas
con mucus de chame. Asi, se pudo determinar el porcentaje de inhibiciéon generado
por el mucus de chame sobre el crecimiento bacteriano de la cepa identificada como
V. vulnificus (— 94.149 %). Mientras, el mucus de chame diluido 1/10 mostré un

porcentaje de inhibicion del crecimiento de V. vulnificus de 64.635% (Grafico 12).
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Grafico 12 Determinacion de la absorbancia del vibrio V.vulnificus
Determinacion de la absorbancia a 640um del vibrio V. vulnificus con los diferentes
tratamientos. (Fuente: Elaborado por los autores).
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Grafico 13 Porcentaje de inhibicion V.vulnificus
Porcentaje de inhibicién de los tratamientos de mucus de chame frente al V.
vulnificus. (Elaborado por los autores).
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En lo que concierne al efecto sobre el crecimiento de V. anguillarum del mucus de
chame se determind, luego de 16 horas de incubacion, una absorbancia de 0.007 +
0.007. En la misma forma, el crecimiento de bacterias de la cepa de V. anguillarum
tratados con mucus de chame diluido 1/10 generaron una densidad optica de 0.055 +
0.012. El control de crecimiento bacteriano de esta cepa presentd6 un valor de
absorbancia de 0.048 + 0.004 (Grafico 13). En esta forma, se determinaron
diferencias significativas (p > 0.05) entre la absorbancia del control de crecimiento y
las absorbancias de los tratamientos con mucus de chame y el control negativo
(EDTA 1%). También se detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre la
absorbancia determinada para el mucus de chame diluido y las absorbancias
obtenidas en tratamiento con EDTA al 1%. Sin embargo, no se establecieron
diferencias significativas (p > 0.05) entre las absorbancias del control negativo
(EDTA 1%) y las absorbancias registradas para el tratamiento con mucus de chame.
En base a los resultados previamente descritos, se pudo establecer que el tratamiento
con mucus de chame produjo un porcentaje de inhibicion del crecimiento de la
bacterias de la cepa V. anguillarum del 83.740 %. De la misma manera, el mucus de
chame diluido 1/10 mostr6 un porcentaje de inhibicion del 45 % sobre la cepa V.

anguillarum (Graficol4).
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Grafico 14 Determinacion de la absorbancia del vibrio V.anguillarum
Determinacion de la absorbancia a 640um del vibrio V. anguillarum con los
diferentes tratamientos. (Fuente: Elaborado por los autores).
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Grafico 15 Porcentaje de inhibicion de los tratamientos frente al V.anguillarum
Porcentaje de inhibicién de los tratamientos de mucus de chame frente al V.
anguillarum. (Fuente: Elaborado por los autores).
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ENSAYOS TURBIDOMETRICOS - TASA DE CRECIMIENTO

ESPECIES DE BACTERIAS

V. |

MUESTRA alginolyticus | V. harveyi V. vulnificus | anguillarum
Control de crecimiento 0.182 + 0.182 + 0.048 +
(-) 0.255+0.013 0.012 0.006 0.004

0.021 £ 0.011 £ 0.007 £
MC 0.290 = 0.008 0.031 0.020 0.007

0.022 + 0.065 £ 0.055 +
MC (1/10) 0.277 +0.055 0.019 0.013 0.012
DS (p > 0.05) Si Si Si Si, para MC

Medicion del crecimiento de las bacterias por absorbancia a 650 nm

Diferencia significativa con respecto al control y el tratamiento con mucus de chame.

Tabla IV Resumen de la tasa de crecimiento de las diferentes especies de vibrios:
V.alginolyticus, V. harveyi, V.vulnificus, V.anguillarum
Se muestra el control de crecimiento negativo, el tratamiento con mucus de chame
(MC) y mucus de chame diluido a 1/10 (MC 1/10). Ademas se indica la diferencia
significativa entre las muestras tomadas. (Fuente: Elaborado por los autores).

ENSAYOS TURBIDOMETRICOS - PORCENTAJE DE INHIBICION

ESPECIES DE BACTERIAS
MUESTRA | V. alginolyticus V. harveyi | V. vulnificus V. anguillarum
MC -13,87% 88,246% 94,149% 83.740 %.
MC (1/10) -8,277% 88,211% 64,635% 45%

Porcentaje estimado comparando la absorbancia del control con EDTA 1% y las muestras.

Tabla V Resumen de los porcentajes de inhibicion de los tratamientos hacia las
diferentes hacia las especies de Vibrio

(Fuente: Elaborado por los autores)



CAPITULO IV

4. DISCUSION

A fin de establecer las condiciones ideales para la realizacion de los ensayos
antibacterianos se establecid por espectrofotometria el nimero de células de acuerdo
a la densidad optica para las diferentes cepas utilizadas en este estudio. Los resultados
de la cepa control de este ensayo utilizando E. coli D31 presentan un valor 1.16 x 10°
el cual se aproxima al valor tedrico esperado de 1.2 x 10° (120) lo cual valida los

resultados obtenidos con las diferentes cepas usadas en este ensayo.

Los resultados obtenidos en los ensayos turbidométricos de actividad antibacteriana
contra las cepas Gram (+) presentan un ligero efecto inhibitorio del mucus de chame
sobre estas cepas. Sin embargo, no se podria determinar si existe un verdadero efecto
inhibitorio sobre las cepas Bacillus sp 1 y Bacillus sp 3 con los bajos porcentajes de

inhibicion demostrados (17% y 10% respectivamente) no presentan valores
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significativamente diferentes a los valores del control de crecimiento. Esto podria
encontrarse relacionado con la sensibilidad de la técnica, que probablemente no
permitiria detectar una baja actividad antibacteriana o a la ausencia de efecto
inhibitorio del mucus de chame sobre esas cepas. Por el contrario, el efecto
inhibitorio demostrado sobre la cepa Gram (+) Bacillus sp (2) por el mucus de chame
de 46%, cuyos valores son significativamente distintos del control de crecimiento
demuestran la existencia de una verdadera inhibicion. Asi, podemos inferir que el
mucus de chame tiene efecto inhibitorio sobre algunas cepas de bacterias Gram (+) de

tipo Bacillus.

En lo que concierne a las cepas Gram (-) de vibrios utilizados en los ensayos
turbidométricos podemos claramente determinar un fuerte efecto inhibitorio del
mucus del chame sobre el crecimiento de V. harveyi'y V. vulnificus cercano al 100%
de inhibicion. Esta actividad observada fue importante sobre estas cepas incluso
cuando se utiliz6 el mucus de chame diluido 1/10 para los ensayos. Ademas, también
se detectd una actividad antibacteriana importante sobre V. anguillarum 83%, aunque
este efecto se pierde cuando el mucus es diluido 1/ 10. Finalmente nunca se detectd

actividad antibacteriana del mucus de chame sobre la cepa de V. alguinolyticus.

La presencia de actividades antibacterianas del mucus del pez chame sobre diferentes
bacterias de tipo Gram (+) y Gram (-), implica que el efecto inhibitorio es de amplio

espectro. En estos instantes, es muy dificil determinar el origen de esta actividad
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antibacteriana encontrada en las secreciones dérmicas de pez chame. Esta podria tener
diferentes origenes, uno de ellos puede estar vinculado con la presencia de péptidos
antibacterianos que pueden estar presentes en las secreciones dérmicas como ha sido
demostrada la presencia en otros peces tanto de agua dulce o marina. Sin embargo, no
podemos descartar que dicha actividad se deba a la presencia de algun tipo de enzima
u otro componente de diferente naturaleza quimica que sea responsable dicha
actividad. Desde otro punto de vista, debemos también analizar que la accion
antibacteriana puesta en evidencia en el mucus de chame no solo tenga su origen en

un solo compuesto y sea el producto de un sinergismo entre diferentes componentes.

Desde el punto de vista fisiologico, el presente trabajo da indicios sobre la resistencia
de este pez para desarrollarse en lugares inhospitos, asi la secrecion de determinados
componentes en el mucus del chame puede conferirle algin tipo de inmunidad innata.
Esta inmunidad, por lo demostrado en este trabajo funcionaria en forma selectiva,
basados en el hecho, que algunas cepas no fueron inhibidas bajo exposicion con
mucus de chame. Este particular, nos indica algin tipo de adaptacion fisiologica a
determinados ambientes para conferir cierta resistencia a estos animales, hecho que le
permite defenderse en forma selectiva contra cierto tipo de cepas bacterianas. Asi,
podriamos mantener la hipotesis, que cualquiera sea el origen de la actividad
antibacteriana puesta en evidencia, seria el resultado evolutivo de este pez a los

ambientes en los cuales ellos habitan.
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El presente trabajo es a nuestro conocimiento el primer intento de establecer la
presencia de actividad antibacteriana en un pez del litoral ecuatoriano. A su vez,
presenta la originalidad de la especie, que por sus condiciones de vida en un habitat
extremo representa un buen candidato para la busqueda de moléculas con propiedades

antibacterianas y probablemente originales a nivel de estructura.



RECOMENDACIONES

1 Se recomienda dar continuidad a este trabajo, con el fin de caracterizar y

determinar el origen de esta proteina antibacteriana.

2 Referente a la actividad antibacteriana del chame, se logré determinar la
capacidad de inhibicién que posee el mucus. Sin embargo, no se determind si esta
actividad antibacteriana posee caracteristicas bactericidas. Por ello, es
recomendable que se realicen experimentos posteriores para lograr esclarecer si

esta actividad antibacteriana posee caracteristicas bactericidas.

3 Un punto fuerte de este estudio es que logramos determinar el amplio espectro de
accion del mucus del chame. Por ello, se debe determinar si este amplio espectro
se debe a una adaptacion propia de la especie a su medio.

Desarrollar trabajos en paralelo, para buscar posibles actividades de interés para la

industria farmacéutica (virus, parasitos, hongos, células tumorales).
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4 También, conociendo como se producen estos compuestos se podria estudiar la
posibilidad de utilizar marcadores genéticos que permitan determinar animales
que posean propiedades superiores en lo que respecta a las caracteristicas inmunes
innatas que incluyen estos péptidos, no solo en el chame, sino también en otras

especies.

5 Ademas se recomienda, generar bancos de cDNA diferenciales con el fin de
determinar probables moléculas ya descubiertas asociadas con la inhibicién del

crecimiento bacteriano.

6 El presente trabajo es el inicio de una investigacion que debe conllevar a analisis
cromatograficos que permitan aislar, purificar y estudiar en forma separada los
componentes del mucus del pez chame, a fin de determinar si algunos de estos

componentes poseen actividad antibacteriana.

7 Este trabajo aporta con conocimiento nuevo para una especie que posee gran
potencial y que es de gran valor econdomico. Se recomienda que se continie con
este tipo de trabajos con otras especies y asi explotar todo el potencial de la fauna

ecuatoriana.



CONCLUSIONES

1

El presente trabajo, trata la primera aproximacion de una especie que aunque
comercial, no se la habia considerado como especie de interés bioquimico, y sus
propiedades antibacterianas; lo cudl abre una posibilidad de un estudio posterior.

A pesar de la falta de informacion disponible, se han llegado a identificar diversas

claves, las cuales se presentan a continuacion:

El presente estudio demuestra la presencia de actividad antibacteriana en el mucus
del chame (Dormitator latifrons) contra distintas cepas bacterianas Gram (+) y

Gram (-). Sin embargo, su efecto es mas efectivo contra las bacterias Gram (-).

El efecto inhibitorio del mucus del chame fue observado en las cepas Bacillus
sp2, V. anguillarum, V. vulnificus y Vibrio harveyi. Siento este efecto mas

observado en Gram (-).
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4 El efecto inhibitorio presente en las cepas Bacillus spl, Bacillus sp3 y V.
Alginolyticus, fue tenue y casi no pudo ser observado, lo que sienta bases para
pensar que el objetivo primario del mucus en esta especie, es la de servir como
primera defensa contra bacterias Gram (-).

El origen de la actividad antibacteriana demostrada en este estudio, en el mucus
del chame, se encuentra circunscrito a algun factor o factores del sistema inmune

innato y que probablemente son localizados en el tejido epitelial del chame.

5 El presente estudio abre nuevas posibilidades y sienta las bases para el desarrollo
de este topico, tanto para definir el origen de esta actividad antibacteriana como

para determinar su rol en la respuesta inmune innata del pez chame.
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Analisis estadisticos de ensayos de actividad antibacteriana contra Bacillus sp 1 de
mucus de pez chame.

Summary Table of Means (new.sta)

IN=12 (No missing data in dep. var. list)
Bacillus sp 1 |Bacillus sp 1 |Bacillus sp 1 |Bacillus sp 1  |Bacillus sp 1
Mean IN Sum Std.Dv. Variance
CT (+) 0,364 3,000 1,091 0,045 0,002
17092¢g 0,501 3,000 1,502 0,077 0,006
785¢g 0,481 3,000 1,443 0,088 0,008
EDTA 0,012 3,000 0,035 0,008 0,000
A1l Grps 0,339 12,000 4,071 0,212 0,045
Scheffe Test; Variable: Bacillus sp 1 (new.sta)
Marked differences are significant at p <.05000
{1} {2} {3} {4}
M=.36367 M=.50067 M=.48100 M=.01167
CT (+) 0,144 0,233 0,001
17092¢g 0,144 0,984 0,000
785¢g 0,233 0,984 0,000
EDTA 0,001 0,000, 0,000
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Andlisis estadisticos de ensayos de actividad antibacteriana contra Bacillus sp 2 de
mucus de pez chame.

Summary Table of Means (new.sta)

IN=12 (No missing data in dep. var. list)
Bacillus sp. 2 |Bacillus sp. 2 Bacillus sp. 2 Bacillus sp. 2 Bacillus sp. 2
Mean IN Sum Std.Dv. Variance
CT (+) 0,970 3,000 2,910 0,091 0,008
17092¢g 0,478 3,000 1,434 0,017 0,000
785¢g 0,628 3,000 1,884 0,059 0,003
EDTA 0,040 3,000 0,120 0,052 0,003
A1l Grps 0,529 12,000 6,348 0,353 0,124
Scheffe Test; Variable: Bacillus sp. 2 (new.sta)
Marked differences are significant at p <.05000
{1} {2} {3} {4}
M=.97000 M=.47800 M=.62800 M=.04000
CT (+) 0,0000743 0,0009727 0,0000006
17092¢g 0,0000743 0,0908966 0,0001730
785g 0,0009727 0,0908966 0,0000197
EDTA 0,0000006 0,0001730 0,0000197

Andlisis estadisticos de ensayos de actividad antibacteriana contra Bacillus sp 3 de
mucus de pez chame.

Summary Table of Means (new.sta)

IN=12 (No missing data in dep. var. list)

Bacillus sp. 3 Bacillus sp. 3 Bacillus sp. 3 Bacillus sp. 3 Bacillus sp. 3
Mean IN Sum Std.Dv. Variance
CT (+) 0,254 3,000 0,762 0,116 0,014
17092¢g 0,413 3,000 1,239 0,122 0,015
785¢g 0,457 3,000 1,371 0,025 0,001
EDTA 0,000 3,000 0,001 0,001 0,000
A1l Grps 0,281 12,000 3,373 0,200 0,040
Scheffe Test; Variable: Bacillus sp. 3 (new.sta)
Marked differences are significant at p <.05000
{1} {2} {3} {4}
M=.25400 M=.41300 M=.45700 M=.00033
CT (+) 0,2364906 0,1062699 0,0411598
17092¢g 0,2364906 0,9376301 0,0026923
785¢g 0,1062699 0,9376301 0,0013934
EDTA 0,0411598 0,0026923 0,0013934
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Analisis estadisticos de ensayos de actividad antibacteriana contra V. alginolyticus de
mucus de pez chame.

Summary Table of Means (new.sta)

IN=12 (No missing data in dep. var. list)
V. alginolyticus V. alginolyticus V. alginolyticus  |V. alginolyticus  |V. alginolyticus
Mean N Sum Std.Dv. Variance
CT (+) 0,628 3,000 1,883 0,016 0,000
17092¢g 0,594 3,000 1,781 0,081 0,007
785¢g 0,615 3,000 1,846 0,026 0,001
EDTA 0,000 3,000 0,000 0,000 0,000
A1l Grps 0,459 12,000 5,510 0,280 0,078
Scheffe Test; Variable: V. alginolyticus (new.sta)
Marked differences are significant at p <.05000
{1} {2} {3} {4}
M=.62767 M=.59367 M=.61533 M=0.0000
CT (+) 0,8185360 0,9882490 0,0000009
17092¢g 0,8185360 0,9423932 0,0000014
785g 0,9882490 0,9423932 0,0000011
EDTA 0,0000009 0,0000014 0,0000011
Andlisis estadisticos de ensayos de actividad antibacteriana contra V. harveyi de
mucus de pez chame.
Summary Table of Means (new.sta)
IN=12 (No missing data in dep. var. list)
V. harveyi V. harveyi V. harveyi V. harveyi V. harveyi
Mean IN Sum Std.Dv. Variance
CT (+) 0,243 3,000 0,729 0,010 0,000
17092¢g 0,011 3,000 0,032, 0,009 0,000
785¢g 0,001 3,000 0,004 0,001 0,000
EDTA 0,000 3,000 0,000 0,000 0,000
A1l Grps 0,064 12,000 0,765 0,108 0,012
Scheffe Test; Variable: V. harveyi (new.sta)
Marked differences are significant at p <.05000
{1} {2} {3} {4}
M=.24300 M=.01067 M=.00133 M=0.0000
CT (+) 0,000, 0,000 0,000
17092¢g 0,000 0,444 0,341
785¢g 0,000, 0,444 0,996
EDTA 0,000, 0,341 0,996
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Analisis estadisticos de ensayos de actividad antibacteriana contra V. vulnificus de
mucus de pez chame.

Summary Table of Means (new.sta)
IN=12 (No missing data in dep. var. list)
V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus  |V. vulnificus  |V. vulnificus
Mean IN Sum Std.Dv. Variance
CT (+) 0,267 3,000 0,802 0,023 0,001
17092¢g 0,261 3,000 0,783 0,051 0,003
785¢g 0,288 3,000 0,865 0,023 0,001
EDTA 0,000 3,000 0,000 0,000 0,000
A1l Grps 0,204 12,000 2,450 0,126 0,016
Scheffe Test; Variable: V. vulnificus (new.sta)
Marked differences are significant at p <.05000
{1} {2} {3} {4}
M=.26733 M=.26100 M=.28833 M=0.0000
CT (+) 0,995 0,864 0,000
17092¢g 0,995 0,749 0,000
785¢g 0,864 0,749 0,000
EDTA 0,000 0,000, 0,000

Analisis estadisticos de ensayos de actividad antibacteriana contra V. anguillarum de
mucus de pez chame.

Summary Table of Means (new.sta)
IN=12 (No missing data in dep. var. list)
V. anguillarum V. anguillarum V. anguillarum V. anguillarum V. anguillarum
Mean N Sum Std.Dv. Variance
G 1:1 0,177 3,000 0,530 0,018 0,000
G 2:2 0,096 3,000 0,288 0,002 0,000
G 3:3 0,122 3,000 0,365 0,009 0,000
G 4:4 0,000 3,000 0,000 0,000 0,000
A1l Grps 0,099 12,000 1,183 0,067 0,005
Scheffe Test; Variable: V. anguillarum (new.sta)
Marked differences are significant at p <.05000
{1} {2} {3} {4}
M=.17667 M=.09600 M=.12167 M=0.0000
G 1:1 {1} 0,000 0,001 0,000
G 2:2 {2} 0,000 0,084 0,000
G 3:3 {3} 0,001 0,084 0,000
G 44 {4} 0,000 0,000 0,000




