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Resumen

Los reptiles han demostrado tener un sistema inmune inespecifico versatil y eficiente,
adaptado al ambiente en que habitan. Los cocodrilianos exhiben comportamientos sociales
fuertemente marcados y respuestas ante factores estresantes que pueden desencadenar serias
disputas entre congéneres, predadores e, incluso, conflictos con actividades humanas. Como
consecuencia, se pueden observar lesiones, heridas de consideracion, y hasta la pérdida de
miembros. Por lo general, estos animales habitan en ambientes que contienen una alta
concentracion de microorganismos patdogenos tanto en los sistemas naturales como en
cautiverio. En muchos casos, la combinacion de estos factores podria desatar un proceso
infeccioso local o sistémico, sin embargo, los cocodrilianos se sobreponen a estas situaciones
sin demostrar, en general, signos de enfermedad.

En nuestro trabajo detectamos que el plasma de Caiman latirostris posee propiedades
antibacterianas superiores al plasma humano y al de gallina (Gallus gallus) sugiriendo que el
sistema complemento seria uno de los responsables de dicho efecto inhibidor.

Mediante un ensayo colorimétrico se pudo detectar y caracterizar la actividad del sistema
complemento y compararla con el de aves, mamiferos y otros reptiles. Asimismo, se determind
que dicha actividad esta presente desde el nacimiento y tiene una dependencia estacional.
Ademas se lo utilizd6 como indicador del efecto de plaguicidas y radiacion ultravioleta. En
ambos casos, el efecto observado radic6 en la disminucion de la actividad y fue dosis-
dependiente. Por ultimo, se realizd la deteccion y caracterizacion de dos enzimas intervinientes
en el sistema inmune, DPPIV y PLA2, encontrandose que tienen actividades superiores
comparadas con otras especies de vertebrados y similares a las de otros cocodrilianos
estudiados.

En conclusion, podriamos sugerir que los caimanes estudiados tienen un sistema inmune
innato eficiente y con un grado de adaptabilidad que le permitiria resistir el ataque de los
microorganismos, siendo el potente sistema complemento uno de los componentes que
colaboraria mayoritariamente. Dicha resistencia podria ser una de las razones de su éxito
evolutivo y longevidad. La continuidad de este trabajo podria orientarse a la deteccion y
caracterizacion de los componentes del sistema complemento con miras a una posible aplicacion

terapéutica en las ciencias veterinarias.

Palabras claves: cocodrilianos, Caiman latirostris, Caiman yacare, sistema inmune, sistema

complemento, prueba de hemolisis, DPPIV, PLA2.




Summary

Reptiles have proved to have a versatile and efficient nonspecific immune system adapted
to the environment where they commonly live. Crocodilians exhibit strongly marked social
behaviors and responses to stressors that can trigger serious disputes between co-specifics,
predators and, even, conflict with human activities. As a result, they could show trauma, serious
injuries and the loss of members. Generally, these animals live in environments containing a
high concentration of pathogenic microorganisms in both, natural and captive systems. In many
cases, the combination of these factors could cause a local or systemic infectious process,
however, crocodilians tolerate these situations and generally, without showing signs of illness.

In this work, it was found that Caiman latirostris plasma has antibacterial properties
higher than human and chicken (Gallus gallus) plasma, suggesting that the complement system
(CS) could be a cause of the inhibitory effects observed.

Colorimetric assay was used to detect and characterize complement system activity and
compare it with that of birds, mammals and other reptiles. It was also determined that this
activity was present in caimans from birth and has a seasonal variation. Moreover, the CS was
used as an indicator of pesticide and ultraviolet radiation effects. In both cases, a dose-
dependent decrease in the activity was observed. Finally, we performed the detection and
characterization of two enzymes involved in the immune system, DPPIV and PLA2,
demonstrating that both of them have higher activities in caimans compared with other
vertebrates and similar to other crocodilians studied.

In conclusion, we might suggest that the caimans studied have efficient and well
developed innate immune system that could resist the attack of some microorganisms. The
powerful complement system would be one of the components mainly involved. Such resistance
could be one of the reasons for the successful and longevity of crocodilians. This work should
continue leading to the detection and characterization of the components of the complement

system, taking into account a possible therapeutic application in the veterinary industry.

Keywords: Cocodrilians, Caiman latirostris, Caiman yacare, immune system, complement
system, hemolysis assay, DPPIV, PLA2.
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Figura 39. Grafico de perfil de las variables “Tratamiento con plaguicida” y “Tratamiento con
lipopolisacaridos (LPS)”. Se observa que no hay interaccion entre las variables (p > 0,05) y que
los resultados de porcentaje de maxima hemolisis (%MH) de los animales inyectados con
solucion fisioldgica (SF) o con LPS se comportan de igual manera en los diferentes tratamientos,
evidenciandose un descenso en el %MH en los grupos tratados con Roundup® (RU) respecto del
control normal (CN), tanto en los inyectados con SF como en aquellos inyectados con LPS (p <
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expuestos a las diferentes concentraciones de plaguicidas Roundup®” (RU1 y RU2) y al control
normal (CN) que fueron posteriormente inyectados con solucion fisiologica (SF) y
lipopolisacaridos (LPS). Se observd que el grupo RU2 inyectado con LPS demostré un (%MH)
significativamente inferior (* p < 0,05) respecto del grupo inyectado con SF en el control nornal..
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Figura 46. La actividad de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) en el plasma de ambas
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Figura 48. Cinética de la actividad plasmatica de dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) en el plasma
de las especies C. latirostris y C. yacare durante 120 min. La actividad de DPPIV en el plasma
de C. latirostris aument6 rapidamente entre 0 y 10 min (r* = 0,99, p = 0,07), y mas lentamente
entre los 15 y 60 min ("= 0,93, p = 0,01). En el caso de C. yacare, entre los 0 y 30 min aumentd
ligeramente (r2 = 0,99, p < 0,001), entre los 30 y 60 min, la tasa de incremento disminuy6 en un
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1. Introduccion

1. Introduccién

1.1 Generalidades del sistema inmune

Las respuestas inmunes en las diferentes especies animales han evolucionado
desde mecanismos innatos hasta los mas elaborados y adaptativos para el
reconocimiento del material no propio y es justamente la discriminacion entre lo propio
y lo no propio el aspecto central para la integridad del hospedador (Medzhitov &
Janeway, 2002).

El concepto tradicional de Inmunologia se definia como la resistencia que un
organismo ofrece a la agresion de un parasito. El concepto actual, la define como la
resistencia en el sentido de rechazo que ofrece un organismo a cualquier otro agente
externo que altere seriamente la integridad inmunologica del individuo. Todos los
invertebrados y vertebrados estudiados han demostrado tener un rango amplio de

respuestas inmunes que permite reconocer y eliminar el material extrafio.

Una respuesta inmune es el resultado de una cascada de eventos multiples que
convergen conduciendo, en el mejor escenario, a la eliminacion de la sefial que provoca
la reaccion de reconocimiento. La multiplicidad de mecanismos puede ser muy grande
dentro de un individuo, dentro de varias clases o dentro del phyla. Esta multiplicidad es
una consecuencia de la importancia de la tarea a cumplir y, aunque es raro que una
funcion tan importante se lleve a cabo por un mecanismo simple en un individuo, en
algunos casos existen alternativas cuando algunos de los mecanismos no funcionan de

manera adecuada (Du Pasquier, 2001).

La increible complejidad del sistema inmune (SI) es necesaria para proveer una
adecuada defensa en funcion de la gran cantidad de patdégenos y hospedadores, sus
interrelaciones y los procesos que pueden causar una enfermedad. Actualmente, el
término inmunologia abarca no sélo el caracter invulnerable sobre cualquier enfermedad
infecciosa, sino que también engloba otros fendémenos como la hipersensibilidad, la

hemoaglutinacion, e incluso, el rechazo a trasplantes.

En los vertebrados superiores se ha establecido un SI efectivo y altamente

sofisticado con el objetivo combatir particulas extraiias y mantener la integridad de los
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tejidos. Sobre la base del potencial toxico, el SI tiene la necesidad de discriminar entre
las células del hospedador y las extrafias. De esta manera, podemos enumerar 4
funciones centrales del SI: i) reconocimiento de células propias y extrafas; ii)
discriminacion entre células propias y extrafias; iii) proteccion de las células propias; y

1v) muerte o eliminacion de las particulas extranas (Tizard, 2009).

1.1.1. Desarrollo integral de una respuesta inmune a las infecciones

Los organismos estan expuestos diariamente a millones de patégenos a través del
contacto, la ingestion y la inhalacion (Hancock & Scott, 2000). El SI también
evoluciona en el reconocimiento de componentes de los microorganismos como por
ejemplo: lipopolisacaridos (LPS), acido lipoteichoico (LTA), peptidoglicanos (PG),
lipoproteinas (LP), proteinas flagelares, ciertas secuencias de ADN no metiladas (CpG),
entre otros, y que son conocidos como patrones moleculares asociados a patogenos,
llamados PAMP (del inglés “Patogens associated to molecular patterns”). Estos pueden
generar rapidamente una respuesta inmune no especifica (inmunidad innata), como
también poseen la capacidad de estimular a las células inmunes especificas que
reconocen discretamente las caracteristicas individuales de los agentes patogenos y
desarrollan una respuesta inmune especifica, eficaz, duradera y protectora (inmunidad

adaptativa).

Bésicamente, la respuesta inmune de los vertebrados frente a una infeccion, en
forma general y sin tener en cuenta algunas consideraciones o variaciones existentes

entre especies, se divide en 3 fases:

1.- Dentro de las primeras 4 horas se activan los mecanismos de defensa del
hospedador para detectar a un patéogeno, constituyendo la denominada respuesta inmune
innata o constitutiva. Si los mecanismos clasicos de la respuesta inmune innata son
insuficientes, existen algunos otros mecanismos no adaptativos, como por ejemplo, el
reclutamiento de células inflamatorias que pueden controlar la infeccién hasta que se
desarrolle la respuesta inmune adaptativa. En primera instancia, los individuos se

defienden de agentes extrafios que aparecen en la superficie del cuerpo por medio de los
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epitelios, que proporcionan barreras mecanicas, quimicas, microbiologicas contra los
patdgenos potenciales (Song et al., 2000). Las barreras mecanicas estdn ligadas por
"uniones estrechas" de células epiteliales, y en los casos en que esta continuidad se
rompe, como por ejemplo en las heridas o quemaduras, o en personas cuya superficie
mucociliar se ve comprometida, la eficiencia de estas barreras estd en peligro. El
epitelio superficial también produce sustancias quimicas que pueden inhibir muchas
bacterias. Por ejemplo, las lizosimas estdn presentes en las lagrimas y la saliva, y son
eficaces en matar muchas especies de bacterias, también el bajo pH del estomago y las
defensinas (pequeiios péptidos bactericidas) presentes en la mucosa respiratoria e
intestinal cumplen funciones similares (Bevins, 1999; Thammasirirak et al., 2006).
Ademas, algunas superficies mucosas estan colonizadas por bacterias que componen la

flora normal y pueden prevenir la colonizacion por bacterias patdgenas.

2.- Las respuestas inmunologicas adaptativas estan mediadas por los linfocitos B y
T. Se desarrollan y responden en un plazo de alrededor de diez dias a las caracteristicas
especificas expresadas por el patdogeno invasor (inmundgenos) y funcionan casi
exclusivamente contra el patdogeno contra el cual se generaron dada la especificidad de
sus determinantes antigénicos (Robert & Ohta, 2009). Por otro lado, la respuesta a una
reinfeccion es rapida. La inmunidad tiene un comportamiento protector si los
anticuerpos preformados o los linfocitos T efectores estan presentes. Por lo tanto, el
patégeno podria ser eliminado sin que se establezca una infeccion. En este caso, la
reinfeccion por un patéogeno en particular puede ser imperceptible. Otro caso es de la
memoria inmunologica cuando los anticuerpos o los linfocitos T disponibles son
insuficientes para prevenir la reinfeccion. En esta situacion, las células con memoria
seran activadas y la respuesta adaptativa serd inducida en un tiempo mas corto y con
mayor intensidad que en la infeccién primaria sin que aparezca algiin signo o sintoma

de infeccion (Ulevitch et al., 2004).

3.- Respuesta a la infeccion inducida no adaptativa. Existen algunos
microorganismos que evaden los mecanismos de defensa constitutiva del huésped pero
que pueden ser contenidos en una segunda instancia por mecanismos de defensa no
adaptativos, pero inducidos. Se basan principalmente en el reclutamiento de células

inflamatorias y productos solubles bactericidas hacia el sitio de la infeccion, e implican
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mecanismos de reconocimiento de moléculas relativamente constantes (PAMP). Esta
respuesta se caracteriza por ser de corta duracion, no genera una inmunidad protectora y
por lo general, entra en accién para mantener el patdgeno bajo control hasta que se

establezca una respuesta inmune adaptativa (Tizard, 2009).

1.2 Sistema inmune innato y adaptativo

Para el conocimiento de muchos componentes del sistema inmune innato en los
vertebrados, incluso para entender las estrategias exitosas de deteccion y de eliminacion
de los patogenos a nivel de la evolucion de los animales, podriamos remontarnos hasta
los urocordados, pero el hecho de donde y como emerge el sistema inmune adaptativo
permanece ain con muchos puntos aun no esclarecidos (Khalturin et al., 2004). El
sistema inmune (SI) en los vertebrados estd compuesto de 2 grandes subsistemas que se
interrelacionan: el SI innato (SII) y el adaptativo (SIA). Existen numerosas hipotesis,
suposiciones y ejemplos en los que se intenta mostrar una transicion gradual entre el SII
y el SIA desde multiples puntos de vista. A pesar de que contintian los estudios sobre la
interaccion entre ambos, algunos conocimientos elementales mencionan que mientras el
SII responde rapidamente a la presencia de agentes patdogenos, el SIA puede tomar
varios dias o semanas en activarse por completo y ademads, requiere una exposicion
previa a un antigeno para generar una respuesta inmunolédgica integral, utilizando la

respuesta humoral y la mediada por células (Coico et al., 2003).

El SIA, tiene un repertorio extremadamente amplio de receptores que reconocen
especificamente los antigenos y posee una flexibilidad superior al SII en su adaptacion a
los cambios moleculares que presentan los diferentes patogenos. Sin embargo, las
reacciones con moléculas o particulas desconocidas son lentas, debido a que lleva de
tres a siete dias hasta que se produce la seleccion clonal para que luego la expansion de
los linfocitos asegure una respuesta inmune especifica. Entre otras numerosas
cualidades y en referencia al nombre que se le ha asignado, la respuesta se va adaptando
de manera tal de asegurar una respuesta inmune satisfactoria, generando una memoria
inmunologica de gran vigencia en el tiempo contra posibles reinfecciones (Anderson et
al., 1981). En general, el SIA se pueden dividir en dos tipos: 1) la inmunidad humoral

(anticuerpos) y 2) la inmunidad mediada por células (IMC). La respuesta inmune
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humoral es mas eficaz contra los patogenos extracelulares y los anticuerpos especificos
cumplen tres funciones principales en la defensa del hospedador (Janeway &

Medzhitov, 2002):

1) Neutralizacion: La union de anticuerpos al agente extrafio les
impide interactuar en la célula hospedadora. Este complejo puede ser ingerido y
degradado por los macrofagos. La neutralizacion también implica la unidn de los
anticuerpos especificos con adhesinas bacterianas que median la adhesion de la
bacteria patdogena a sus células diana o tejidos. Los anticuerpos unidos a estas

adhesinas inhiben la colonizacion bacteriana (Soto & Hultgren, 1999).

i1) Opsonizacion: Los agentes patogenos ubicados en los espacios
extracelulares pueden ser opsonizados (recubiertos con anticuerpos especificos).
Estos patdogenos opsonizados son reconocidos por los macréfagos y se produce
la union entre el receptor Fc en la superficie del macrofago y la porcion Fe de la
molécula del anticuerpo en la superficie de las bacterias, que luego son

ingeridas y degradadas.

iii) La activacion del sistema del complemento (SC): El patogeno
vinculado con un anticuerpo especifico puede activar la via clasica del
complemento. Los componentes especificos del complemento (C) que reconocen
los complejos antigeno-anticuerpo inducen la cascada del complemento que
puede resultar en la muerte directa del organismo patdégeno, a través de los
componentes finales de la cascada (Complejo de ataque a membrana, CAM) o la
ingestion y la degradacion por los macrofagos (a través de los receptores del SC

en la superficie de los macréfagos) (Schmidt & Colten, 2000).

Por el contrario, las respuestas IMC son mas eficaces contra los patogenos
intracelulares que pueden residir dentro de las vesiculas fagociticas o libres en el
citoplasma de la célula hospedera. Dos tipos de respuestas IMC han evolucionado para

hacer frente a estas dos estrategias:
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1) Los patdgenos que sobreviven dentro de las vesiculas fagociticas
de los macrofagos, tales como Mycobacterium tuberculosis, son controlados por

un mecanismo de células T dependiente de la activacion de los macrofagos.

i) Las infecciones por patogenos citoplasmaticos, como los virus y
ciertas bacterias (por ejemplo, Shigella sp. y Listeria sp.), estan controladas por

los linfocitos T CDS8 + citotoxicos celulares (Lct).

Por otro lado, en el SII, que puede ser definido como todas las defensas inmunes
que no tienen memoria inmunolédgica, la respuesta es rapida (desde algunos minutos a
horas) y ha evolucionado a partir de las asociaciones entre el huésped y el patégeno

(Medzhitov & Janeway, 2000).

En general, el SII fue relegado a aquellas funciones de inmunidad que estaban
involucradas en la prevencion y el confinamiento de la infeccion mientras que la
inmunidad adaptativa proveia los efectores para “limpiar” la infeccion en forma
definitiva. Generalmente, la inmunidad innata estd basada en mecanismos activos y
pasivos menos especificos y poco sofisticados de defensa de un hospedador. El SII es
evolutivamente mas antiguo que el SIA y es utilizado tanto por invertebrados (insectos
y equinodermos) como por animales superiores. En esencia, parecer ser mucho mas
simple que la respuesta del SIA pero no hay que dejar de considerar que reconoce
pequeiias caracteristicas distintivas de los microorganismos patdogenos (Medzhitov &
Janeway, 2002), y ademas de proveer la primera linea de defensa, también juega un rol
critico en la activacion e induccion de la respuesta inmune adaptativa (Tabla 1.1)

(Fearon, 1997).

Mientras el SIA involucra receptores que son generados por mecanismos
somaticos y se basan en la expansion clonal de subconjuntos de linfocitos T y B, la
inmunidad innata utiliza los mecanismos fijos que estan codificados en lineas
germinales y son adquiridos por seleccion natural durante el curso de la evolucion

(Hoffmann et al., 1999).

Los peces, los primeros de los verdaderos vertebrados, han desarrollado una

inmunidad adaptativa similar a la que presentan los vertebrados superiores. Todos los
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datos disponibles indican que el SIA fue establecido en los inicios de la evolucion de los
vertebrados, en el momento en que aparecen los peces cartilaginosos. De esta manera,
los genes que codifican los elementos claves del SIA, tales como las inmunoglobulinas
(Litman et al., 1993), los receptores de las células T (Rast et al., 1997), los complejos
mayores de histocompabilidad clase I (Hashimoto et al., 1992) y clase 11 (Kasahara et
al., 1992) y RAG (del inglés “Recombinant active gen”) (Greenhalgh & Steiner, 1995)

han sido identificados en los peces cartilaginosos y en los vertebrados superiores.

En los animales superiores se consideraba al SII como una reliquia evolutiva
cuyas funciones habian sido ampliamente superadas por el advenimiento de la
inmunidad adaptativa. Dos componentes importantes del SII activo son las células
fagociticas (como los neutrofilos y macrofagos) y las células natural Killer. Los
macrofagos y los neutréfilos pueden reconocer directamente a los patdgenos por medio
de la identificacion de componentes estructurales como la manosa y LPS (Ulevitch &
Tobias, 1999). Estos componentes estructurales se refieren a los PAMPs y son
compartidos por un gran grupo de patdégenos debido a que realizan funciones esenciales
en los microorganismos (Janeway & Medzhitov, 1997). El reconocimiento de los
PAMPs por receptores especificos que se encuentran sobre los fagocitos lleva a la
absorcion de los microorganismos asi como a la activacion de las células fagociticas,
resultando en la liberacion de proteinas bactericidas y enzimas que se encuentran pre-
almacenadas en granulos dentro de los neutréfilos y también a la liberacion de
quimoquinas y citoquinas a partir de los monocitos y macrofagos. Mientras que los
fagocitos act@ian para combatir patégenos que existen libremente en el torrente
circulatorio o los tejidos, las células natural Killer luchan contra los virus que han
tomado las células como residencia por medio de la destruccion de las células infectadas

del huésped (Biron, 1997).

Debido a la falta de capacidad del SII para reconocer especificamente a los
patogenos y proveer una inmunidad especifica, se desarrolla la respuesta inmune
adaptativa. Las células dendriticas y los macrofagos ingieren a los microorganismos y
presentan los antigenos derivados de los mismos a los linfocitos T. Todo esto
desencadena una expansion clonal de linfocitos T especificos para cada antigeno

(Ulevitch et al., 2004). A su vez, las citoquinas y quimoquinas de las células T regulan
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la proliferacion de células B y la produccion de anticuerpos, asi como la actividad de las
células del SII. Estas intercomunicaciones entre el SIA y el SII facilitan una respuesta
inmune robusta y flexible. En las fases iniciales de la infeccion, las respuestas
inflamatorias se derivan exclusivamente del SII, mientras que conforme avanza el
proceso infeccioso, las respuestas inflamatorias surgen del efecto cooperativo entre

ambos sistemas.

Tabla 1. Componentes principales del sistema inmune.

Fagocitos: monocitos, macrofago, neutrofilos
Celular Células dendriticas

Células natural killer

Complemento:

o e Via de activacion de las lectinas
Inmunidad innata
e Via de activacion clasica
Humoral e Via de activacion alternativa
Proteinas de Fase Aguda

Citoquinas: por ej. Interferon

Quimoquinas

Celular Linfocitos Ty B (LT y LB)

Inmunidad adquirida Anticuerpos (secretados por LB o células de
Humoral )
memoria)

La preponderancia del SIA sobre el SII, y viceversa, no esta definida debido a que
la intervencién de ambos genera un proceso interactivo de reacciones que es la clave
para una respuesta inmune automatica, regulada, dindmica y sostenible. De esta manera,

es imperativo definir que tanto el concepto de la inmunidad innata como la adquirida
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implican la consideracion de un sistema amplio y continuo que act@ia sobre agentes

extrafos, y no dos sistemas diferentes totalmente independientes uno de otro.

Histéricamente, en los mamiferos se ha puesto mucho mas énfasis en el estudio de
la inmunidad adaptativa que en la innata. Sin embargo, en los ultimos afios, se produjo
un resurgimiento del interés sobre el SII con un nuevo punto de vista sobre el mismo,
por lo cual, se estdn profundizando algunos conocimientos y alcanzando otros nuevos

de esta forma de inmunidad (Carroll & Janeway, 1999; Dunkelberger & Song, 2010).

La convergencia de estudios desde diferentes enfoques ha revelado una marcada
similitud en los mecanismos moleculares y las vias de traduccion de sefiales de la
inmunidad innata entre las diversas formas de vida, desde aquellos organismos en los
cuales no existe inmunidad adaptativa (tales como insectos y plantas) hasta aquellos

que poseen un SIA altamente desarrollado (Borregaard et al., 2000).

Una vez que un organismo patogeno ha cruzado las barreras fisicas, o incluso
antes, en el caso de patdgenos de mucosas, se encontraran con los componentes del SC.
El inicio de la cascada del SC se produce cuando el patdégeno es reconocido por los
componentes iniciales de la cascada, algunas de cuyas proteinas pueden directamente

identificar las caracteristicas especificas de la superficie de las células bacterianas.

1.2.1 Sistema complemento

El SC se compone de una serie de elementos vitales de gran alcance y representa
uno de los mayores mecanismos efectores del SII. La existencia de este mecanismo fue
descubierto a fines del siglo XIX cuando se observd que la sangre poseia un efecto
bactericida que desaparecia cuando se calentaba a 55 °C. Alrededor del 1900, Paul
Erlich propuso un esquema para la inmunidad humoral en donde se identificé un
componente inmune sensibilizador termoresistente del suero como “amboreceptor”
(anticuerpo) mientras que al factor termolabil se lo denomind “complemento” (Sunyer
& Lambris, 1999). Esta denominacién le fue adjudicada por la habilidad de
“complementar” las propiedades antibacterianas de los anticuerpos en la fraccion

termoestable del suero. Actualmente se conoce que el SC es una compleja red de
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proteinas plasmaticas y asociadas a membranas que pueden generar, con elevada
eficiencia, una respuesta inflamatoria reguladada y citolitica hacia organismos
infecciosos (bacterias, virus y parasitos), tejidos dafados por agentes quimicos,
componentes neoplasicos y otras substratos identificados como “no propios”

(Dunkelberger & Song, 2010).

Mucho tiempo después de su descubrimiento, el rol del SC en la inmunidad fue
confinado a las respuestas inmunes innatas sin impacto en la respuesta inmune
adaptativa. Posteriormente, se comprobo que la capacidad del SC no s6lo interviene en
el SII sino que también esta involucrado en la biologia de las células By T y en las
respuestas inmunes adaptativas. Como se discutira durante el desarrollo de la Tesis, el

SC es mas que una primera linea de defensa.

El SC representa una parte importante del sistema inmune natural en los animales
vertebrados e invertebrados (Song et al., 2000) que puede ser secuencialmente activado
en una reaccion en cascada realizada por numerosos pasos y por diferentes vias (Gotze
& Miiller-Eberhard, 1976; Loos, 1982). La sintesis de las proteinas del SC se realiza

principalmente en el higado, y en los monocitos y macrofagos.

Durante el transcurso de la evolucion, el SC obtuvo un grado suficiente de
sofisticacion, permitiéndole interactuar eficientemente con otros sistemas efectores de la
inmunidad innata como también de la adaptativa (Nonaka & Yoshizaki, 2004).
Brevemente, se puede mencionar que existen 3 vias de activacion, la via alternativa
seria la mas primitiva al no necesitar la presencia de anticuerpos en su activacion, la via
de la lectina se cree que aparecid mas tarde, mientras que la més evolucionada seria la

via clasica, denominada asi porque fue la primera que se descubrié (Morgan, 2008)

1.2.1.1 Activacion del sistema complemento

En la activacion del SC se pone en marcha una serie de reacciones consecutivas y
en cascada, de forma tal que a partir de cada una de ellas se genera un producto activo
que, ademas de determinar que la reaccion consecutiva prosiga, puede tener diferentes

acciones biologicas importantes en la defensa del organismo. Muchas actividades
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biologicas dependientes del SC fueron asignados a proteinas especificas y a los
productos de su activacion. Por ejemplo, la lisis de la membrana celular, la primera
actividad biologica identificada del C, resulta de la activacion de las proteinas del
mismo por varias proteodlisis y subsecuentes ensamblajes de un complejo de
multiproteinas que forman lesiones discretas en las membranas (Schmidt & Colten,

2000).

Como se menciono previamente, el SC es activado por tres diferentes vias, hay
quienes mencionan la existencia de una cuarta, la via de ataque a la membrana (via
litica) (Morgan, 2008). Sin embargo, esta ultima no es otra cosa que el resultado de la
accion de las vias clasica y alternativa que activan la C5 convertasa y resultan en la
produccion de C5b, que conduce finalmente a la activacion de la via de ataque a la
membrana. Alrededor de 1960 comenzaron a estar disponibles algunas técnicas de
separacion biologica que permitieron purificar y caracterizar la funcion de los
componentes involucrados en la via clasica dependiente de anticuerpos y las vias

alternativas independiente de anticuerpos.

Un cierto numero de reglas son aplicadas para mencionar al SC (Schevach, 2005).
Los componentes de la via clasica son designados en letras mayusculas y seguido por
un numero (C1, C2, etc.). Los nimeros se adjudican en orden de actividad, excepto para
C4, que actua antes que C2. Los componentes que actiian solamente en la via alternativa
son designados con letras mayusculas. Las proteinas regulatorias son nombradas por sus
propiedades (por ej. C4-proteina ligante) o si la funcion primaria es en la via alternativa,
por letras (por ¢j. Factor H). Los componentes o complejos de componentes que tienen
actividad enzimatica son designados con una barra sobre las letras mientras que los que

han perdido esa capacidad se les agrega la letra i en mintscula (por ¢j. iC3b).

Las 3 vias se activan de manera independiente pero secuencialmente, o sea, la
activacion de uno de los componentes conduce a la activacion del siguiente (Figura 1).
La activacion del SC a través de cualquiera de las 3 vias es llevada a cabo por la
activacion del C3, que es la proteina central del SC. La molécula C3 tiene la capacidad

para interactuar con mas de 20 proteinas, incluso algunas no pertenecientes al SC.
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La activacion de C3 en C3a y C3b es mediada por la proteina llamada C3
convertasa que es el producto de cualquiera de las tres vias de activacion. C3 nativa no
es una molécula funcional y todos los sitios de uniones para los ligandos estan ocultos
hasta que la molécula esté activada (principalmente en su forma C3b). La generacion de
C3 convertasa, ya sea por la via alternativa o por la de las lectinas, eventualmente
llevaréd al ensamblaje del complejo de ataque de membrana sobre la superficies de los

microorganismos invasores (Lambris & Holers, 2000).

Vaso
anguineo

Anafilotoxinas
~ g C3ayCha
Activacion y quimiotaxis
de leucocitos C5b-9 Via
litica

Activacion
del
complemento

Produccionde
productos
opsonicos C3

C3b/iC3b/C3dg

Figura 1. Principales acciones del sistema del complemento (SC). Los productos de la ruptura de C3 que
se unen covalentemente a la superficie de las bacterias, aceleran el proceso de fagocitosis y la muerte del
microorganismo. La via litica del SC forma un complejo con la capacidad para insertarse en la membrana
del microorganismo y generar un poro para producir la lisis (Fujita, 2002).

La activacion y la amplificacion del SC hacen que sus fragmentos cubran de
forma eficaz la superficie de las particulas como las bacterias y los inmunocomplejos.
Los fagocitos y otras células tienen receptores para estos fragmentos del SC y, por
tanto, son capaces de unirse a los objetivos, desencadenando la ingestion y la activacion

celular. La amplificacion inherente del sistema asegura que las bacterias y otras
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superficies de activacion se cubran rapidamente con C3b y su producto de degradacion
1C3b (opsonizacion). Seguidamente, los fagocitos atraidos por los factores
quimiotacticos derivados del complemento se activan para aumentar la expresion de los
receptores para C3b e iC3b (CR1 y CR3, respectivamente), se unen a la particula de
activacion y la ingieren para destruirla en el sistema de fagosomas (Lambris et al.,
1993). Los elementos claves aqui son los fragmentos unidos a la superficie de C3 y la
familia de los receptores de los fragmentos de C3, que una vez unidos, desencadenan

una serie de respuestas biologicas (Lambris et al., 1988; Becherer et al., 1990).

Cuando C3 esta activado, se expone un grupo tioester muy reactivo que
transforma a C3 en una proteina altamente funcional con la capacidad de unirse a
material extrafio (virus, bacterias, hongos), complejos de carbohidratos e
inmunocomplejos (Sunyer & Lambris, 1999). Luego de la activacion, los péptidos
bioldgicamente activos C5a y C3a generan una nimero de efectos proinflamatorios tales
como la quimiotéaxis de leucocitos, la degranulacion de células fagociticas, mastocitos y
basofilos, una leve contraccion muscular y un aumento de la permeabilidad vascular
(Kohl, 2001). En el caso del control de las infecciones virales mediado por el SC, el
mismo no esta restringido a la destrucciéon por el CAM de las células infectadas o
viriones envueltos. La activacion de alguna de las tres vias genera la produccion de
varias anafilotoxinas (C3a, C4a y C5a) y estas moleculas llevan al reclutamientos de
anticuerpos, SC y leucocitos al sitio de la infeccion. Asimismo, la opsonizacion de las
células infectadas por depdsito de C3b podrian ser fagocitados por leucocitos (Favoreel
et al., 2003). Ademas, la interacciéon de componentes del SC con la superficie de virus
ha sido reportada por ser neutralizadora de ciertos virus (Ikeda et al., 1998; Kase et al.,

1999).

Una vez producida la activacion del C, todas reacciones subsiguientes se llevan a
cabo por un proceso multiplicador, de tal forma, que aunque la activacion comienza por
un numero limitado de moléculas, son muchos los factores con actividad biolégica que
aparecen en el curso de las reacciones. La accion de las moléculas puede ser local, en el
sitio de su produccion, pero también puede ejercerse a distancia por dispersion a otras
zonas. El esquema general de las reacciones del SC en su conjunto es complejo (Figura

2).
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En lineas generales, y por lo mencionado anteriormente, el SC, como parte de la

inmunidad innata, puede ser capaz por si mismo de defender al hospedador contra la

invasion de patogenos sin la participacion de componentes de la inmunidad adaptativa.

Clasica
Clgse une a:
=complejos Ag-Ac

sAlgunosviriones/celulas infe ctadas

Lectinas

MEBL se une a:
=Oligosacaridessobre algunos
viriones/celulasinfe ctadas

MASP-1

Cir, Cis

C1q

Clinactivo ——» Cl activo

MBL

Complejo MEBL sg—— Complejo MEBL
activo

l

4 —— 4b + Tda

inactivo

Cabz

l

Cab2a
{C3 convertasa
clasica/MEL)

J

C9 (10 alé unidades)

~ —
r C3 convertasas

3 —=p C3a+C3b
CAM
v
T C5 convertasas (C4b2a3h v C3b2EBh)
C5he7s C6
T—>
s —>
v
C5he7s
0 —y
Bicapa A4
lipidicia CEhETEI9),
CAM

Alternativa

Rupturaespontanea de C3
enelsuero

MASP-2

C3b+C3a

l

C3unidaa
superficie

€ factorB
v
C3hB

factor D e

v
C3bBL + Ba

€—— FProperdinalP}

v
C3bBbP
{C3 convertasa
alternatival

| Ruptura de Membrana

Figura 2. Esquema de la cascada sistema del complemento (SC), con el detalle de las tres vias de

activacion y de la via efectora (Favoreel et al., 2003).
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1.2.1.2 Via clasica

La via clésica (VC) de activacién, denominada de esa manera porque fue la
primera en ser descripta, se desencadena por la unién de un anticuerpo a un antigeno
(Morgan, 2008). Se inicia con la unién de Clq (Loos, 1988), un subcomponente del
primer componente el complemento (C1), a la region Fec de las inmunoglobulinas unidas
a los antigenos (Kishore & Reid, 2000). La activacion in vivo involucra la union de Clq
a agregados o complejos inmunes unidos a anticuerpos IgG o IgM. C1 es un gran
complejo heterooligomérico (PM 800 KDa) que consiste en una sola molécula de Clqy
dos de Clr y Cls asociadas no covalentemente en un complejo dependiente de Ca*"
(Ca*": C1r*-Clrs” unido a Clq). Clq no tiene actividad enzimatica pero sufre cambios
conformacionales por los agregados de IgG o de las moléculas multivalentes IgM, que
es lo que inicia la activacion de los otros componentes del complejo C1 (tiene sitios de
union de la region Fc de IgM e IgQG). Debido a requerimientos estructurales, C1q no
reconoce a estas Igs en forma soluble, con lo que se limita la activacion indiscriminada

de la cascada del C.

El siguiente componente que se activa en esta cadena es C4, que estd formado por
3 cadenas unidas por puentes bisulfuros (a, By v) y da lugar a dos variantes isotipicas,
C4a y C4b, que difieren solamente en seis aminoacidos que son causantes de la
diferencia en las funciones. Cuando Cls desdobla el C4 en el plasma, libera los dos
fragmentos, proceso en el cual expone un grupo tioéster que es crucial para la funcion
de C4 y C3. En el C4 nativo, el grupo tioéster estd inmerso dentro de un paquete
hidrofébico que lo hace no reactivo; es extremadamente labil y muy propenso a ser
inactivado por hidrélisis. EI C4b unido a la membrana provee un receptor para el
siguiente componente de la VC, C2. C4, en presencia de iones Mg*", permanece unido a
C2a en la forma de complejo C4b2a, que va a actuar como la siguiente enzima en la

VC.

C3 es el mas abundante de los componentes del SC y es esencial para la actividad
de las vias clasica y alternativa. Estd compuesto por dos cadenas unidas por puentes
bisulfuro (o y B) (Lambris, 1988). C3 se une no covalentemente a C2a en el complejo

C4b2a y luego es desdoblado liberando los fragamentos C3a y C3b (un labil tioéster).
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Solamente C3b unido al complejo C4b2a seguira con el siguiente paso ademas de
cumplir con otros roles importantes como el de mediar en la activacion de células

fagociticas. La enzima formada C4b2a3b es la C5 convertasa de la VC.

El siguiente componente, C5, esta estructuralmente relacionado a C3 y C4 pero le
falta un grupo tioéster. C5 se une no covalentemente a un sitio sobre C3b en la C4b2a3b
convertasa y es presentada por el clivaje por C2a en el complejo. Este clivaje libera un
pequeno fragmento C5a y expone un fragmento mas grande C5b, un sitio labil

hidrofébico de unidn a superficie y un sitio para la uniéon de C6.

1.2.1.3 Via alternativa

El SC puede ser directamente activado en respuesta al encuentro con algunos
patdgenos. Esta activacion solo puede ser alcanzada a través de la via alternativa o de la
via de las lectinas. En cualquiera de los dos casos, la presencia de residuos de azlcares
patogeno-especificos sobre la superficie de los microorganismos (por ej. Manosa) o la
ausencia de residuos de galactosa y de acido sidlico, que normalmente “decoran” las

glicoproteinas de los mamiferos, contribuyen a la activacion del SC (Matshusita, 1996).

La via alternativa (VA) provee una ruta rapida, independientemente de los
anticuerpos, para la activacion y amplificacion del SC sobre superficies extrafias. E1 C3
es el componente clave de la VA pero también se requieren otras tres proteinas: factor B
(fB), factor D (fD) y la properdina. El fB es una proteina plasmatica muy relacionada a
C2, se une con C3b en una unién dependiente de Mg>". La unién logra que fB sea
susceptible al clivaje por fD (presente en el plasma en su forma activa), generando un
fragmento Bb. El complejo C3bBb corresponde a la C3 convertasa de la VA. La
properdina se une y estabiliza el complejo C3bBb prolongando tres o cuatro veces la

vida media de la convertasa activa (Fearon et al., 1980).

La properdina es una glicoproteina basica formada por oligdmeros,
principalmente dimeros, trimeros y tetrameros. La VA requiere iones Mg>" para el

ensamblaje del complejo C3bBb mientras que en la VC requiere iones Mg*" para
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ensamblar el complejo C4b2a y iones Ca”" para ensamblar el complejo C1. Esto provee

una de las maneras mas ttiles para distinguir las 2 vias en una muestra de suero.

Al igual que en la VC, el C3b unido actiia como un receptor esencial para C5,

permitiendo el clivaje de C5 por Bb en un complejo adyacente C3bBb.

En algunos casos, la eliminacion de ciertos microorganismos del género Borrelia
puede activar 2 mecanismos del C, la VC y la VA (Kochi & Johnson, 1988). En ambos
casos, la lisis posterior es inducida cuando el CAM altera la superficie de la membrana
externa de la espiroqueta. Consecuentemente, la eficiencia de la muerte de algunos
microorganismos por una via de activacién u otra, podria variar dependiendo del

hospedador (Kuo et al., 2000).

1.2.1.4 Via de las lectinas

Las estrategias primitivas de la inmunidad innata relacionadas a la via de las
lectinas se encuentran tanto en invertebrados como en vertebrados. La presion evolutiva
ha permitido que las lectinas desarrollen una poderosa capacidad para activar el SC,
eliminando efectivamente los patogenos del hospedador (Fujita, 2002). La
identificacion de varios componentes de la via de las lectinas en ascidias provee nuevos
puntos de vista en la investigacion del SC, particularmente en términos evolutivos

(Nonaka & Yoshizaki, 2004).

Esta via de activacion es uno de los descubrimientos recientes mas destacados en
la investigacion del SC y representa una segunda ruta independiente de anticuerpos para
la activacion del SC sobre bacterias y otros microorganismos. En los animales, las
lectinas solubles funcionan como armas contra los patdogenos y el mecanismo de accién

s por agregacion y opsonizacion.

Las lectinas se definen simplemente como proteinas que se unen especificamente
a los hidratos de carbono. La via de las lectinas involucra el reconocimiento por
receptores de patrones de reconocimiento tales como MBP (mannose-binding protein o

también llamado MBL: mannose-binding lectin) y ficolinas, junto a la activacion
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subsecuente de enzimas unicas asociadas que son conocidas como serino proteasas
asociadas a MBL (MASPs). MBL es una molécula del grupo de las colectinas

(proteinas con colas de colageno y dominios globulares de tipo lectina) (Morgan, 2008).

Esta proteina reconoce dominios carbohidratos (Dahl et al., 2001) en distintos
microorganismos y, en el caso de las ficolinas, tienen la especificidad de union al
extremo con residuos N-acetyl glucosamina presente en las paredes celulares de las
bacterias. Ambas, permiten unirse a ellos y tienen la capacidad de sustituir a Clq en la
activacion de Clr y Cls, pudiendo iniciar de esta forma la via clasica. A su vez, las
MASPs pueden sustituir a Clr y Cls en la activacion de la via clasica y aqui es donde

surge la estrecha similitud con la VC.

Desde luego, las ficolinas han sido identificadas en seres humanos (Matsushita et
al.,, 1996; Lu et al., 1996; Harumiya et al., 1996), roedores (Fujimori et al., 1998),
cerdos (Ohashi & Erickson, 1997), erizos (Omori-Satoh et al., 2000) y ascidias (Kenjo
et al., 2001).

MBL es una proteina muy similar a Clq y al igual que ella, es una colectina de
seis cabezas que interacttia con dos MBL asociadas a serino-proteasas (MASP-1 y -2,
estrechamente relacionado con Cls y Clr) para formar un complejo MBL. MBL se une
a varios monosacaridos, a la manosa principalmente, y la estructura cuaternaria del
complejo MBL permite la uniéon con alto grado de avidez a carbohidratos presentes en
las superficies de muchos patogenos (Fujita, 2002). En las células de los vertebrados,
sin embargo, estos hidratos de carbono son recubiertos por grupos de azucares,
especialmente 4cido sialico, que inhiben la uniéon de MBL. Dicha unién, conduce a un

cambio conformacional en el complejo que activa las proteasas asociadas y resulta en el

clivaje de C4 (Sasaki et al., 2000; Hakozaki et al., 2002.).

1.2.1.5 Etapa terminal de la cascada del sistema complemento

La activacion del complemento, independientemente de la via, converge en la
generacion de tres vias efectoras amplias que sirven para que el SC cumpla su papel en

la defensa del hospedador:
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(A) Lisis directa de superficies por medio del ensamble CAM. El complejo de ataque a
membrana involucra la asociacion no covalente de C5b con los cuatro componentes
terminales del SC para formar un complejo anfipatico que se inserta en la membrana.
Mientras C3b estd unida a la convertasa, C5b se une a C6. Esta uniéon expone un sitio
para que se una C7, que tiene una estructura homologa a C6. El sitio hidrofobico de

union en C5b67 le permite al complejo unirse fuertemente a la membrana (Figura 3).

A) Ensamblaje del CAM

2-2 - o S

Bicapalipidica del microorganismo

10 nm

Figura 3. La activacion del complemento y la generacion de C5 convertasa lleva a la liberacion de los
productos de C5 que son las bases del ensablaje del complejo de ataque a membranas (CAM) (Fujita,
2002).

El componente C8 es una molécula formada por 3 cadenas (a, By v). La cadena
se une a C7 en el complejo C5b67 y el complejo resultante C5b-8 comienza a penetrar
mas profundamente en la membrana y forma pequefios poros provocando unas
pequenas fugas de los componentes celulares citosolicos (Tamura, 1972). C9, es una
cadena simple que se une al complejo C5b-8 y experimenta un importante cambio
conformacional desde una forma globular hidrofilica a una alargada anfipatica, que
atraviesa la membrana e incrementa la permeabilidad (Morgan, 2008). Més moléculas
de C9 son reclutadas hacia el complejo para formar un poro (CAM, complejo de ataque

a la membrana) que puede causar la lisis de la célula diana (Figura 3).

La actividad litica del CAM se caracteriza por un rapido aumento de Ca",

seguido por la pérdida de polaridad mitocondrial y de nucledtidos de adenina (por
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ejemplo, ADP, ATP) (Cragg et al., 2000). Si la muerte celular es apoptotica o necrotica
parece ser una funcién de la cantidad de C5b-9, y la fragmentacion de ADN se ha
detectado en tan s6lo 30 minutos después del tratamiento con una dosis litica del C, que
ilustra el potencial destructivo de su via terminal de activacion (Esser, 1994; Cragg et

al., 2000)

El montaje de CAM vy la lisis especifica son efectores vitales de las actividades
antipatogénicas del SC pero, como fue mencionado oportunamente, algunos patdégenos
han desarrollado mecanismos de auto-proteccion que pueden limitar el potencial

destructivo y permitir al patdégeno, evitar la persecucion (Frank, 2001).

(B) Alerta vy preparacion del sistema inmunolégico por medio de la generacion de

potentes anafilotoxinas proinflamatorias. Es crucial para la activacion del SC reclutar a

otros componentes del sistema inmune a través de la generacion de potentes moléculas
proinflamatorias que sirven como una sefial de alerta al sistema inmunolédgico en su
conjunto y también como potentes quimiotacticos para ciertas clases de leucocitos. Las
anafilotoxinas C3a, C4a y C5a son moléculas proinflamatorias muy relacionadas en
tamafo (aprox. 9 kDa), generadas como productos de la protedlisis de C3, C4 y C5. Las
anafilotoxinas estan evolutivamente relacionadas entre si, y comparten un alto grado de
homologia, asi como una superposicion de funciones en la generacion de la respuesta

inmune (Sunyer et al., 2005) (Figura 4).

Las anafilotoxinas son moléculas potentes que incluyen una gran cantidad de
actividades preinflamatorias, como por ejemplo, aumento de la permeabilidad vascular,
contraccion del musculo liso, reclutamiento de leucocitos, aumento de la quimiotaxis,
migracion y fagocitosis, asi como de la produccion y liberacion de otros mediadores de

la inflamacién (por ejemplo, la histamina) (Wetsel, 1995; Haas & Strijp, 2007).
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B) Anafilotoxinas y respuesta inflamatoria
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Figura 4. Las anafilotoxinas son potentes moléculas proinflamatorias generadas a partir del clivaje de C4,
C3 y C5 en C4a, C3a y C5a, respectivamente. La union de las anafilotoxinas a sus receptores genera la
liberacion de las sefales (Fujita, 2002).

Las actividades de anafilotoxinas estdn confinadas por los tipos de células que
expresan sus receptores, sobre todo las células de origen mieloide, incluyendo
granulocitos (basofilos, eosinofilos y neutrofilos), monocitos / macréfagos, células
cebadas, y algunos células dendriticas, aunque hay numerosos reportes de expresion de
receptores en tipos de células no mieloides (Wetsel, 1995; Monk et al., 2007; Rabiet et
al., 2007). La inactivacion de las anafilotoxinas es un importante factor determinante de
la duracién y el alcance de sus funciones y representa un mecanismo alternativo para

controlar la activacion del C.

(C) Opsonizacion de las superficies de los microorganismos por las opsoninas del

sistema del complemento (C4b, C3b, C3bi). El tercero y ultimo de los efectores de la

cascada del SC activada para proteger al hospedador de la infeccion se encuentra en la
capacidad de las células fagociticas de reconocer, ingerir, y eliminar las células

recubiertas con opsoninas generadas como resultado de la activacion del SC (Figura 5).
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C) Opsonizacidn y fagocitosis

L4 40 0

<lg MBL  g-Ac C3h/C4b Productos del

Manosa clivaje de C3

CRL CR2 CR3 CR4 CRIg FC
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Figura 5. La generacion de los fragmentos de C3b por las C3 convertasas de las tres vias de activacion
inicia la via de opsonizacion del sistema del complemento comportandose como un importante efector
para la eliminacién de los microorganismos (Fujita, 2002).

El reconocimiento por parte de las células fagociticas de fragmentos opsonicos del
C, incluyendo el fragmento proteolitico factor I generado de C3b (iC3b, C3c y C3dg),
se lleva a cabo a través de tres familias de receptores, CR1 y CR2 (modulos cortos
repetidos), CR3 y CR4 (miembros de la familia de las B2 integrinas) y CRIg (miembro
de la superfamilia de la inmunoglobulinas) (Ross & Medof, 1985).

CR1 (CD35) es un receptor multifuncional que se expresa en la mayoria de las
células de sangre periférica y se une con alta afinidad a C4b y C3b, asi como a iC3b,
C3dg, Clq y MBP (Fearon, 1980). La union de CR1 a fragmentos opsonina sirve para
mediar en la liquidacién de complejos inmunes, especialmente en eritrocitos, y para
mediar en la fagocitosis por los neutrofilos y monocitos (Krych-Goldberg & Atkinson,
2001). Ademas, la interaccion de CR1 con sus ligandos juega un papel mayor en la
defensa del huésped contra la infeccion mediante la promocioén de la secrecion de
moléculas proinflamatorias, tales como la interleuquina (IL)-la, IL-1B y las
prostaglandinas (Bacle et al., 1990). Por otra parte, CR1 desempefia un papel en la
presentacion de antigenos a las células B y es también un potente inhibidor tanto de la
VC como de la VA de activacion del C, descomponiendo las convertasas C3 y C5. CR2

(CD21) es estructuralmente similar a CR1 pero carece de varios dominios N-terminal
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importantes para la unién de C3b/C4b, complementa las actividades de regulaciéon y
solo se une a iC3b/C3d/C3dg (Molina et al., 1994). CR3 y CR4 son heterodimeros de
transmembrana compuestos de una subunidad o-(CD11b o CDl1c, respectivamente) y
una cadena f comun (CD18). Pertenecen a la familia de las integrinas y realizan
funciones no so6lo en la fagocitosis de las superficies opsonizadas, sino también en el
trafico de leucocitos, adhesidon, migraciéon, y la co-estimulacién, que tienen
consecuencias importantes en la defensa del huésped contra la invasién de patogenos
(Ross, 2000). Crlg, es un receptor que se expresa en un subconjunto limitado de
macrofagos residentes en un tejido, incluyendo las células de Kupffer en el higado
(Helmy et al., 2006). Puede representar un componente importante de la fagocitosis no
solo en el sistema reticulo endotelial (en el cual las células de Kupffer son dominantes),
sino también en otros tejidos macrofagos tales como el alveolar de los pulmones (van

Lookeren Campagne et al., 2007).

Las tres vias terminales del SC trabajan en conjunto para proteger al hospedador
de las invasiones patogenas comunes. Muchas de las funciones se llevan a cabo por
medio de moléculas efectivas, que son capaces de actuar de inmediato y, por lo tanto,
representan efectores importantes del sistema inmune innato (Dunkelberger & Wen-

Chao, 2010).

1.2.1.6 Regulacion del sistema del complemento

Debido al potencial destructivo que genera la activacion del SC, todas sus
acciones deben limitarse a efectos sobre las superficies de los patégenos. La generacion
de sus efectores esta estrictamente regulada para evitar que se produzcan dafios
colaterales en los tejidos del hospedador. Por lo tanto, muchos pasos implicados en la
activacion del SC son regulados por inhibidores especificos, de modo que el sistema
final represente un complejo equilibrio, una homeostasis entre la deteccion eficiente, la
destruccion de patogenos y la minimizacion de dano tisular. El SC es rigurosamente
controlado por proteinas presentes en el plasma y sobre las membranas celulares. La
activacion de este sistema es potencialmente peligrosa y por lo tanto debe ser

cuidadosamente regulada. Las células normales estan protegidas de la destruccion que
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puede producir el SC por la actividad de sus proteinas reguladoras (Favoreel et al.,

2003).

Se han descripto numerosas enfermedades que implican un SC sobreactivo
(Morgan & Harris, 2003) vy, a raiz de esto, se descubrieron varios inhibidores que actian
deteniendo ciertos pasos de la cascada. Esta regulacion se produce en dos etapas dentro
de las cascadas: a nivel de la convertasas, tanto en su formacion como en su actividad
enzimdtica, y durante el montaje del CAM (Figura 2) (Liszewski et al., 1996). Asi,
diversas proteinas reguladores, plasmaticas y de membrana, controlan la cascada a

diferentes niveles (Mollnes et al., 1988).

En el control de la via clasica participan: C1-INH, factor J (Lopez-Trascasa et al.,
1989, Nicholson-Weller et al., 1991), C4b-BP, DAF (Lubin & Atkinson, 1989) y el
factor I, en presencia de cualquiera de sus tres cofactores (C4b-BP, CR1 y MCP) (Seya
& Atkinson. 1989). Varias de estas proteinas también modulan la via alternativa: DAF,
CR1 y el factor I con un cofactor diferente, el factor H, de accion opuesta a la

properdina (Vik et al., 1989).

Por 1ultimo, la formacion del CAM es regulada por dos proteinas plasmaticas (S y
SP-40) (Choi et al., 1989) y dos de membrana HRF/C8bp (Lachmann, 1990) y CD59
(Rollins & Sims, 1990). Estas Gltimas protegen del ataque litico sélo si las proteinas del
SC pertenecen a la misma especie, fenomeno conocido como restriccion homodloga

(Lachmann, 1991).

El propio CAM tiene un efecto de retroalimentacién negativa sobre la formacion
de las convertasas (Bhakdi et al., 1988). Si bien la mayoria de microorganismos carecen
de proteinas reguladoras de membrana que eviten la amplificacion del C3b depositado
sobre sus superficies, algunos han conseguido desarrollar proteinas antigénicas o
genéticamente relacionadas con aquéllas, que les permite evadir la accion del SC

(Cooper, 1991).

Un control posterior de las vias de activacion es suministrado por fI, una serino-
proteasa que, en presencia de cofactores esenciales, se unira a C3b y C4b inactivando

las convertasas (Vik et al., 1990). También CR1 es una proteina transmembrana que
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inactiva la via de activacion de la convertasa causando la disociacion, y actia como un

cofactor para la escision por fl.

Una caracteristica Unica de la VA es la existencia de una proteina que estabiliza el
C3 y C5. La properdina (P) fue el primero de los componentes especificos de la VA en
ser descubierto, se une a proteinas plasmaticas en la convertasa C3b e inhibe la

descomposicion espontanea y acelerada (Morgan, 2008).

El ultimo nivel de control, necesario en situaciones en las que la activacion del SC
esta fuera de control, intenta inhibir la formacion del complejo litico CAM (Turnberg &
Botto, 2003). La via de ataque a la membrana estd estrechamente regulada por los
inhibidores presentes en la fase fluida y en las membranas. El sitio de unién en la
membrana hidrofébica es el complejo C5b-7, la proteina S (vitronectina) y clusterina,
proteinas que estan presente en cantidades abundantes en el suero y que, entre sus

muchas funciones, ayudan a regular la activacion de SC (Lachmann, 1991).

Por lo tanto, un importante nimero de proteinas inhibitorias del SC sirve para
controlar la activacion en el hospedador y en la respuesta a la infeccion, limitando las

actividades destructivas para minimizar el dafio a los tejidos.

1.2.1.7 Evasion de los microorganismos al sistema complemento

La relacion entre los microorganismos y el sistema inmune se basa en numerosas
interacciones complejas. Algunos agentes infecciosos potencialmente patdégenos viven
como comensales en simbiosis con el hospedador y causan enfermedades solo en
determinadas circunstancias, por ejemplo, cuando el sistema de defensa del hospedador
disminuye considerablemente. Por otro lado, la discriminacion entre lo propio y lo no
propio juega un papel importante en la eliminacion de una amplia gama de patogenos
invasores ¢ impide su difusion por el torrente sanguineo a regiones distantes del lugar

de ingreso inicial en el organismo.

La importancia del SC en la defensa del hospedador y el control de la infeccion

como un todo, puede ser apreciada por las consecuencias observadas cuando las
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funciones del SC se ven afectadas como resultado de deficiencias genéticas,
interferencia de patogenos, o de otro tipo de mecanismos. Como se menciond
anteriormente, los animales deficientes en componentes o funcionalidad del SC tienen
una variedad de fenotipos relacionados con deficiencias en la defensa del hospedador
incluyendo una mayor susceptibilidad a la infeccion, deterioro de la respuesta de las
células T y B, reduccion de la actividad fagocitica, y de la capacidad para desactivar

patdgenos y otros complejos inmunes, entre muchas otras.

Teniendo en cuenta que el SC ha co-evolucionado con patdgenos durante millones
de afos, no es sorprendente que estos desarrollaran mecanismos para inhibir la
activacion de este importante componente de la inmunidad innata y, de esa manera,
aumentar la supervivencia y replicacion en el hospedador. Existen muchas estrategias de
virulencia utilizadas por bacterias y virus que evitan el reconocimiento o amortiguan la
activacion del sistema inmune a través de interacciones sofisticadas con las respuestas
del hospedador (Hornef et al., 2002). Una estrategia consiste en camuflar la superficie
del microorganismo o de la célula infectada de manera tal que no sea reconocida por los
mecanismos de vigilancia. Otra estrategia puede ser la de amortiguar la respuesta
inmune de manera tal de evitar que se desencadene integralmente (Finlay & McFadden,
20006). La antigenicidad de sus proteinas de superficie varia por medio de una diversidad
de mecanismos que impide que el hospedador genere una respuesta inmune eficaz
(Kotwal & Kulkarni, 2007). El éxito de cada patogeno es directamente dependiente de
su habilidad para modular una respuesta anti-inmune efectiva dentro de un hospedador
infectado, que puede provocar una enfermedad aguda, una infeccion cronica o la

eliminacion del patogeno.

Practicamente todos los agentes patogenos que pueden infectar local o
sistétmicamente al hospedador, aplican al menos uno de los multiples mecanismos que
pueden ejecutar para evadir el reconocimiento o la erradicacion, pero los estudios
indican que por lo general utilizan varios de estos a la vez (Hilleman, 2004). La cascada
del SC esta bajo control estricto por las proteinas reguladores del hospedador y uno de
los mecanismos que los microorganismos patégenos utilizan es el de actuar sobre
algunas de ellas como sistema de defensa anticomplemento (Blom, 2004). La mayoria

de los reportes, sin embargo, se han ocupado de la absorcion de los reguladores del SC
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en la fase fluida, como el factor H, FHL-1, la proteina de union C4b (C4BP), que
inhiben el control y la activacion del SC directamente en la superficie del patogeno.
Estos reguladores son utilizados para la evasion del SC por todos los grupos principales
de patogenos, no solo las bacterias, sino también los virus (Stoiber et al., 1996), hongos

(Merino et al., 2004) y parasitos (Diaz et al., 1997).

La evolucién ha obligado a varios virus a desarrollar mecanismos curiosamente
ingeniosos y diversos para evitar o retardar la destruccion a causa de la respuesta
inmune. El SC, de indiscutida importancia durante la respuesta inmune adaptativa y que
evolucion6 originalmente como parte de un sistema inmune mas antiguo (SII), puede
colaborar en la eliminacion de una infeccién causada por virus de diversas formas. Las
componentes del SC, junto a sus sofisticados y regulados pasos de activacion y
represion, pueden ser interferidos por alguna de las diversas proteinas codificadas por el
virus, alterando asi su activacion (Favoreel et al., 2003). En otros casos, varios virus

interactuan con el SC para mediar el ingreso.

Algunas proteinas que actian como receptores virales estdn implicadas en la
regulacion del SC (por ejemplo, CD46, para virus del sarampion; CDS5, de los
picornavirus y CR 2, del virus del Ebola), mientras que la opsonizacion mediada por

C3Db del virus de inmunodeficiencia humana, facilita su ingreso (Stoiber et al., 2001).

Las interacciones de varios componentes entre los virus y la cascada del SC (y
otras respuestas inmunes) establecidas en el tiempo, no sélo aportan una visién de como
la evolucidon dio forma a los virus para adaptarse a los mecanismos de defensa del
hospedador, y viceversa, sino que también ayuda en la comprension de la compleja
interaccion entre los diferentes componentes del sistema inmunologico (Favoreel et al.,

2003).

1.2.1.8 Sistema del complemento en animales ectotermos

Todos los animales, desde los protozoos hasta los humanos, resolvieron el riesgo
de extincion involucrando estrategias de defensa inmune que aseguran la capacidad de

reaccionar contra moléculas y microorganismos ajenos, para contrarrestar cualquier
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intento de alteracion del equilibrio homeostatico (Cooper, 2002). EI SI en los
vertebrados es una red compleja de células y moléculas circulantes, de tejidos y de
organos. Todos los organismos multicelulares tienen alglin tipo de inmunidad innata,
que va desde pequefios péptidos antimicrobianos hasta grandes células fagociticas
(Medzhitov & Janeway, 2000). Como consecuencia de los hallazgos obtenidos de la
investigacion molecular, el origen evolutivo del SC demostrd que es mas antiguo que lo
que se conocia (Nonaka & Kimura, 2006) y que emergié hace al menos 600-700
millones de afios, mucho tiempo antes de la aparicion de las inmunoglobulinas (Sunyer

et al., 1998).

Algunos componentes del SC (C3, factor B y la MASP-1) fueron descriptos en
especies de invertebrados deuterostomas, los antecesores de todas las especies de
vertebrados, tales como equinodermos, Styela plicata (Smith, 1997; Al-Sharif et al.,
1998; Courtney Smith et al., 2001), y tunicados (Ji et al., 1997, Courtney Smith et al.,
2001). Estos hallazgos confirmaron que dichos organismos poseen un SC simple y con

menos componentes que los vertebrados superiores.

Los estudios evolutivos revelaron que las tres vias de activacion del SC y la via
terminal estdn presentes en los peces cartilaginosos (tiburones, por ejemplo) y los
vertebrados superiores; mientras que la VC y la terminal, no se detectaron en los
vertebrados mas primitivos existentes, como las agnatos (peces sin mandibula) (Sunyer
et al., 1998; Nonaka, 2001). El SC de los vertebrados ectotermos muestra una mayor
diversidad y actividad que en formas superiores de vida (Sunyer et al., 1998). Por
ejemplo, la via alternativa en los peces es hasta diez veces mds activa en comparacion
con los vertebrados superiores, por lo que pueden ofrecer una especie de compensacion

por la falta de inmunidad adaptativa (Koppenheffer, 1987; Sunyer & Tort, 1995).

La deteccion de C3 y de moléculas del factor B en los erizos de mar (equinoideos)
sugiere que la VA es, al menos, tan antigua como la via de las lectinas presente en los
tunicados (Ji et al., 1997). Esto, sumado al descubrimiento de la homologia de las
proteinas C3 identificadas en estas especies, permite concluir que las mismas comparten

numerosas caracteristicas con los vertebrados (Nair et al., 2000). Ademas, la presencia
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de las moléculas MASP en lampreas, tiburones y en anfibios demuestra que la via de las

lectinas también estaria presente en todas las especies (Matsushita et al., 1998).

El componente factor D de la VA se ha encontrado sélo en los peces 6seos y en
los organismos superiores evolucionados. Los Unicos miembros conocidos de los
reguladores de la activacion del SC (RAC) que se encuentran en los vertebrados
inferiores, como los peces teledsteos, son el factor H y proteinas SBpl y SBCRP-1
(Krushkal et al., 2000). Los componentes terminales del SC C5b, C6, C7, C8a, C8B, C9
y homologos estan presentes en los peces 6seos y en formas superiores de vida, pero no

se detectaron en los peces mas antiguos.

En las especies de ascidias estudiadas, no se encontraron los componentes C2 o
C4, pero si moléculas de C3 y homoélogos de MASP, aunque todavia no se llevo a cabo
ningun estudio funcional para demostrar la actividad de C3 de estos homologos (Sunyer

et al., 1998).

Por ultimo, se seportaron MBL en invertebrados como el protocordado Clavelina
picta (Vasta et al., 1999), el tunicado Styela plicata (Nair et al., 2000) y en insectos,
como la cucaracha Blaberus discoidalis (Wilson et al., 1999). En conclusion, estos
hallazgos proporcionan evidencia de que la via de las lectinas del SC habria estado

presente antes de la aparicion de los vertebrados en la evolucion (Zarkadis et al., 2001).

Como se menciond anteriormente, el SC en los peces estudiados y otros
poiquilotermos parece proporcionar una rapida, fuerte y variada capacidad inmune
innata que es fundamental para la supervivencia de estas especies, con una caracteristica
importante, que se puede activar a temperaturas muy bajas. La actividad de la VA es
cinco a diez veces mayor en los peces que en los vertebrados superiores (Sakai, 1992;
Sunyer & Tort, 1995). Esta combinacion de la diversidad, el alto titulo y la actividad a
bajas temperaturas genera una expansion en la capacidad de reconocimiento del SII y se
comporta como uno de los mecanismos inmunes mas eficientes en estos animales

(Sunyer et al., 1998).

Algunos estudios demostraron que el SC de los peces y otros vertebrados

poiquilotermos es estructural y funcionalmente mas diverso que el de los vertebrados
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superiores debido a que contiene componentes con multiples isoformas. Como se
menciond, las especies poiquilotermas, que comprenden desde los teledsteos hasta los
reptiles, parecen tener un SC desde un punto de vista estructural, tan desarrollado como
el de los vertebrados homeotermos (Zarkadis et al., 2001). De la misma manera, algunos
estudios reportaron la presencia del SC en una variedad de reptiles (Koppenheffer,
1986). Merchant et al. (2005c) detecté la VA del SC en la sangre del alligator
americano Alligator mississippiensis y, por otro lado, Merchant & Britton (2006)
reportaron resultados similares en cocodrilos de agua dulce (Crocodylus johnstoni) y de

agua salada (Cr. porosus).

A pesar de la existencia de estos conocimientos, la informacion sobre el
funcionamiento del sistema inmune en vertebrados no mamiferos es muy inferior a la de
los mamiferos (Zimmerman et al., 2010). Considerando las numerosas enfermedades
provocadas por infecciones y la necesidad de nuevos y efectivos antibidticos para
combatirlos, el estudio del SC y su papel en la defensa del hospedador tendria

implicancias clinicas importantes.

La importancia del conocimiento del sistema inmune desde diferentes posiciones
filogéneticas es trascendental para entender la evolucion de dicho sistema y la relacion
con otros factores. La profundizacion de tales conocimientos podria ser util, mediante el
aprovechamiento de los recursos naturales de una manera diferencial o alternativa, para
la producciéon de farmacos, la generacion de modelos bioldgicos, produccion de
suplementos alimenticios y la aplicacion de recursos para evitar o solucionar problemas

con el medio ambiente.

1.3 Dipeptidil peptidasa IV plasmatica

Las peptidasas de membrana son un grupo de ectoenzimas que poseen una amplia
gama de funciones. Su importancia en el metabolismo de las proteinas ha sido bien
documentada, especialmente en la degradacion de péptidos y la recoleccion de residuos
de aminoécidos (Scharpé & De Meester, 2001). Dipeptidil peptidasa IV (CD26/DPPIV)
puede considerarse una proteina multifuncional, debido a que ejerce funciones

diferentes seglin su localizacion: celular o intracelular (principalmente en la membrana
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de las células) o extracelular (isoforma enzimaticamente activa en el plasma)
(Boonacker & Van Noorden, 2003). DPPIV fue descubierta por primera vez en el
higado y el rifion de ratas (Hopsu-Havu & Glenner, 1966) y, posteriormente, fue
encontrada en las glandulas salivales humanas (Oya et al., 1972), en el intestino delgado
del cerdo (Svensson et al., 1978), en el suero humano (Hino et al., 1975) y en las células
de sangre periférica humana (Lojda, 1977). La expresion in vivo de DPPIV en las
células epiteliales, endoteliales y linfoides es compatible con su papel como regulador
fisioloégico de una serie de péptidos que actian como reporteros bioquimicos, entre y

dentro, de los sistemas inmune y neuroendocrino (Ludwig et al., 2002).

DPPIV, que es idéntica a la glicoproteina de superficie CD26 de los linfocitos, es
la Unica entre estas peptidasas con capacidad para liberar dipéptidos Xaa-Pro y, con
menor eficiencia, Xaa-Ala de los grupos N-terminal de péptidos reguladores
(Boonacker et al., 2002). Desempeia un rol importante en la funciéon inmune como una
molécula co-estimuladora en la activacion de células T y como regulador de los efectos
funcionales de determinados factores biologicos. Su funcionalidad enziméatica como
proteasa ha sido bien caracterizada y se relaciona con la actividad de muchos péptidos
bioactivos; por tal motivo, es que han sido identificados por lo menos 62 sustratos
naturales (Chen, 2006). Estos sustratos incluyen neuropéptidos, hormonas péptido-
circulantes como el péptido Y'Y, el factor liberador de la hormona de crecimiento, los
péptidos del tipo glucagon (GLP) -1 y -2, polipéptido inhibitorio géstrico, quimoquinas
paracrinas (regulan la activacion normal de las células T, la expresion y la segregacion),
el factor derivado de células del estroma, asi como eotaxina y quimoquinas derivadas de

macroéfagos (Mentlein, 1999; Gorrell, 2005), entre otros.

En base a las multiples funciones, DPPIV se ha propuesto como un marcador para
el diagnostico o pronodstico de diversos tumores, neoplasias hematoldgicas, infecciones
virales, asi como desdérdenes inmunologicos, inflamatorios y psico-neuroendocrinos

(Lambeir et al., 2003).

Pocos estudios se han centrado en la deteccion de DPPIV en reptiles y la mayoria
de ellos se limitan a las serpientes. La actividad de la enzima fue examinada en venenos

de ofidios de 59 taxones segin la distribuciéon taxonomica (Aird, 2008), y en las
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glandulas del veneno se investigd la especificidad de sustrato, la susceptibilidad a los
inhibidores y el pH 6ptimo de la actividad de la enzima parcialmente purificada,
(Ogawaa et al., 2006). Asimismo, la variacion estacional de la actividad peptidasa se
estudio en el tracto reproductivo de Crotalus durissus terrificus (en semen extraido del
ducto deferente y en tutero) (Marinho et al., 2009), Recientemente, un trabajo en
cocodrilianos reportd y caracteriz6 las actividades de DPPIV en el plasma y sangre de
A. mississippiensis (Merchant et al., 2009b). Los valores hallados en este estudio fueron
superiores a los reportados para otros animales y seres humanos, por lo que podria ser
otra caracteristica indicativa del eficiente sistema inmunologico que poseen los

cocodrilianos.

1.4 Fosfolipasa A2 plasmatica

Las células del sistema inmune innato pueden reconocer patégenos mediante una
serie de receptores extracelulares e intracelulares, tales como los receptores para Fc,
receptores de manosa y TLR. El reconocimiento de estos patogenos conduce a la
sintesis de mediadores lipidicos de la inflamacion conocidos bajo el nombre colectivo
de eicosanoides. Estos derivan del 4cido araquidonico (AA), un acido graso ®-6
poliinsaturado que los mamiferos pueden incorporar directamente a través la dieta o
sintetizar a partir de acido linoleico. El1 AA no se halla nunca en forma libre, sino
esterificando la posicion sn-2 de los glicerofosfolipidos de membrana. Por ello, antes de
que se produzca la sintesis de eicosanoides, el AA tiene que ser liberado de los
fosfolipidos. Las enzimas involucradas en tal liberacion son las fosfolipasas A2 (PLA2)
(Figura 6) (Astudillo et al., 2009), por lo tanto, las PLA2 catalizan la hidrdlisis de los
glicerofosfolipidos, generando un acido graso libre y un lisofosfolipido siendo la fuente
principal de liberacion del AA durante la estimulacion celular (Kudo & Murakami,

2002).
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Figura 6. Esquema de la hidrélisis producida por las fosfolipasas Al y A2.

El AA libre es el precursor de los eicosanoides, que incluyen las prostaglandinas,
generados a través de reacciones catalizadas por ciclooxigenasa, y de los leucotrienos y
lipoxinas, generados a través de reacciones catalizadas por la lipoxigenasa (Funk, 2001).
Ademas, la reaccion PLA2 genera un precursor del factor activante de plaquetas (PAF)
cuando el producto lisofosfolipido posee un grupo colina como cabeza de grupo y un
enlace alquilo en la posicion sn-1. Por lo tanto, PLA2 son enzimas importantes que
intervienen en la sefalizacion, debido a que regulan la generacion de diferentes tipos de
mensajeros lipidicos secundarios que poseen roles significativos en las respuesta
inmune innata. A su vez, la inhibicion directa de la PLA2 tendria un potencial efecto
bloqueante de las multiples vias que generan lipidos como mensajeros. Las enzimas
PLA2 han sido sistematicamente clasificadas en varios tipos de grupos segin su
estructura primaria y, la mayoria de ellos, contienen subgrupos (Schaloske & Dennis,

2006; Burke & Dennis, 2009)

La familia PLA2 secretora (sPLA2), en la cual han sido identificadas 10
isoenzimas, son de bajo peso molecular, dependiente de Ca®" y estan implicadas en una
serie de procesos biologicos, como la modificacion de la generacion de eicosanoides, la
inflamacion y defensa del hospedador. La familia PLA2 citosdlica (cPLA2) se compone
de tres enzimas y dentro de este grupo se encuentra cPLA2a a la que se le ha puesto
mayor atencion por haber sido identificada como un componente esencial de la
iniciacion del metabolismo del AA (Ghosh et al., 2006; Kita et al., 2006). La activacion

de cPLA2a (cPLA2 IVA) esta estrechamente regulada por Ca®" y por la fosforilacion.
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Aunque las rutas mensajeras que median la produccion de eicosanoides por las células
involucradas en inmunidad innata no estan bien caracterizadas, se ha demostrado de
modo concluyente que cPLA2a es fundamental en este proceso y que, dependiendo del
tipo celular y de las condiciones de estimulacion, existen mecanismos reguladores de
“cross-talk” entre la cPLA2a y otras enzimas con actividad PLA2 presentes en las
células (Astudillo et al., 2009). El grupo de PLA2 Ca®" independiente (iPLA2) contiene
dos enzimas que pueden desempefar un papel importante en la remodelacion de los
fosfolipidos. Por ultimo, el factor activador de plaquetas (FAP) acetilhidrolasa (FAP-
AH) consta de cuatro enzimas que exhiben especificidad de sustrato hacia la FAP y/o
fosfolipidos oxidados (Six & Dennis, 2000; Kudo & Murakami, 2002). Cada uno de
estos grupos ha sido implicado en diversos tipos de metabolismo de los lipidos y en la
progresion de la enfermedades; por lo que es de interés en la industria farmacéutica y la
biotecnologia en el desarrollo de inhibidores selectivos y potentes de cada uno de estos

tipos (Burke & Dennis, 2009).

Sobre la base de sus estructuras y propiedades enzimaticas, esta centrada la
comprension general de las posibles funciones regulatorias de cada isoenzima
(Murakami et al., 1997). Un numero de agentes que ejercen efectos sobre los receptors
celulares del SII emite una serie de sefiales que conducen a un aumento de la actividad
de PLA2. El esclarecimiento de estas sefiales esta siendo objeto de estudios de los

ultimos 20 afios (Astudillo et al., 2009).

Las PLA2 estan ampliamente distribuidas en los tejidos animales y fluidos
corporales, y han demostrado tener un papel importante en la inflamacion y las
enfermedades inflamatorias (Nevalainen et al., 2000; Six & Dennis, 2000), y en la
efectividad para matar bacterias in vitro (Koduri et al., 2002) ¢ in vivo (Laine et al.,
1999).

PLA2 es un componente toxico detectado y caracterizado en venenos de reptiles,
que incluyen a la mayoria de las serpientes venenosas (Kini, 2003), a los lagartos del
género Heloderma (Vandermeers et al., 1991) y a los de la familia Varanidae (Fry et al.,
2006). A su vez, la presencia de PLA2 en los cocodrilianos ha comenzado a estudiarse

recientemente. Merchant et al. (2009a) en A. mississippiensis, y Nevalainen et al. (2009)
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en Cr. siamensis, Cr. porosus y Cr. siamensis hibridos con Cr. porosus, evaluaron la
actividad de PLA2 en el suero de estos animales pero hasta el momento, no se ha

comprobado la actividad de dicha enzima en los caimanes.

1.5 Generalidades del orden Crocodylia

La clase Reptilia estd compuesta por 4 ordenes: Chelonia, Crocodylia,
Rhynoncephalia y Squamata. Estan presentes desde la Era Mesozoica, a la que también
llamaron la “Era de los Reptiles”, donde existian 17 érdenes. Los miembros de esta
clase se fueron modificando, reduciendo, e incluso desapareciendo, hasta llegar a la
actualidad. Estos evolucionaron a partir de los anfibios y con los cuales comparten
ciertas caracteristicas morfologicas. Una de las diferencias fundamentales entre los
reptiles primitivos y los ancestros anfibios, parece estar en su estrategia reproductiva:
los anfibios producen huevos anamnioticos y los reptiles producen huevos amnioticos.
Otras diferencias se observan en ciertas caracteristicas morfologicas y fisiologicas,

como por ejemplo: la tasa metabodlica o la permeabilidad de los tegumentos.

Los reptiles son los unicos ectotermos amniotas por lo tanto los convierte en un
grupo central de estudio para proveer conocimientos importantes sobre la evolucion del
sistema inmune como el funcionamiento del sistema en un contexto ecologico. Al ser
animales ectotermos no pueden regular su temperatura interna, y se someten a fuertes
cambios estacionales en el comportamiento asociados a temperaturas ambientales. Esto
implica que el metabolismo es dependiente de la temperatura por lo que existe una
relacion directa entre la temperatura y la actividad. En este trabajo de tesis, y debido a la
importancia que posee la temperatura en el comportamiento y en la fisiologia de estos

animales, se la desarrollé con mayor profundidad.

1.5.1 Ectotermia

Los animales buscan ambientes con temperaturas adecuadas o bien crean

ambientes internos adecuados y el mantenimiento de una temperatura corporal constante
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depende del equilibrio entre la ganancia y la pérdida de calor. Las dos fuentes primarias
de ganancia de calor son la energia radiante del sol y el metabolismo celular. Los
términos endotermo y ectotermo hacen referencia a la fuente generadora de calor de un
animal. Los mamiferos, las aves y muy pocas especies de reptiles, peces e insectos son
endotermos. En ellos, la fuente principal de produccion de calor es interna, y se debe
principalmente al alto metabolismo oxidativo. En cambio, la mayoria de los reptiles son
poiquilotermos o ectotermos, es decir carecen de la capacidad para regular la
produccion sostenida de calor metabdlico, y por ende, una temperatura corporal
constante. Debido a esto, su temperatura interna tiene una relacion directa con la
temperatura del medio, dependiendo practicamente asi de una fuente de calor externo.
Las divisiones entre endotermia y ectotermia -o entre homeotermia y poiquilotermia-

representan extremos ideales y que rara vez se encuentran en la naturaleza.

El concepto de que la temperatura es un factor fundamental en la ecologia de
muchos reptiles, comenzé a desarrollarse desde hace mucho hasta que un tiempo mas
tarde se llego a la demostracion de que los patrones de actividad general de los reptiles
puede ser predeterminado desde modelos fisicos a partir de modelos biofisicos de calor
y de intercambio de masa (Huey, 1982). La temperatura es uno de los mas importantes
factores ambientales que pueden inducir una variacion fenotipica en los vertebrados

ectotermos (Deeming, 2004).

Los ectotermos intercambian calor con el ambiente por medio de mecanismos
fisicos (radiacién, convencidn, y conduccién) mientras que el calor producido por
“digestion” metabodlica de las sustancias ricas en energia obtenida del alimento es
despreciable. La disponibilidad de recursos, el clima, el riesgo de predacion y la
influencia social para adquirir “energia” por los individuos explica los patrones de

distribucion observados en las poblaciones naturales (Angilleta, 2001).

No es sorprendente que la temperatura ambiental sea mencionada como una de las
causas en los rangos de distribucion geografica de los ectotermos. Por lo tanto es
posible que los animales respondan a cambios en las condiciones ambientales por la
modificacion de caracteristicas bioquimicas (Siroski et al., 2010) en los casos donde no

se pueda mantener la temperatura corporal estable. Dicho comportamiento fenotipico
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adaptativo se suele llamar “aclimatizacion” y han sido descriptos tanto en vertebrados

como en invertebrados (Wilson & Franklin, 1999; Guderley et al., 2001).

La temperatura es una variable ambiental que tiene un papel fundamental en la
historia de vida de los cocodrilianos debido a que interviene en la determinacion del
sexo (Ferguson & Joanen, 1983; Webb et al., 1987; Campos, 1983; Pifia et al., 2003), el
crecimiento embrionario (Joanen et al., 1987, Tugman et al., 2008), el patron de
termorregulacion (Lang, 1987; Merchant et al., 2007), entre otras caracteristicas
biologicas. En la regulacion de la temperatura intervienen directamente el estado
nutricional, la edad, las infecciones y las relaciones sociales (Lang, 1985). Dicha
regulacion de la temperatura corporal juega un rol muy importante asegurando que los
procesos celulares y bioquimicos puedan llevarse a cabo con una taza metabolica muy

cercana a la optima para cada especie (Feder et al., 2000, Siroski et al., 2010; 2011).

El efecto de la temperatura ambiental sobre la inmunidad especifica ha sido
demostrado (Rijkers et al., 1980; Miller & Clem, 1984) como también, que la
inmunidad innata es mas resistente a cambios en la temperatura ambiental (Le Morvan
et al., 1998). Le Morvan et al. (1997) indicaron que la inmunidad innata tiende a
reemplazar a la inmunidad especifica a bajas temperaturas pero sin embargo existen
otros estudios donde demuestran que el efecto de la temperatura ambiental es del mismo

orden sobre ambas (Nikoskelainen et al., 2004).

Lo anteriormente expuesto, demuestra la relacion directa entre casi todas las
funciones organicas de los reptiles con la temperatura, y sobre todo, la importante
influencia dindmica sobre el sistema inmune de los reptiles. De esta manera, la
estructura y actividad funcional de los reptiles estd ampliamente modulada por el medio

ambiente.

1.6 Descripcion de la especie, situacién poblacional vy actividades de uso sustentable

del género Caiman en Argentina

Los cocodrilianos son considerados uno de los grupos que han sobrevivido con

relativamente pequefios cambios evolutivos, debido a que mantuvieron las mismas
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caracteristicas morfoldgicas durante millones de afos. El orden Crocodylia posee 23
especies que estan divididas en 3 familias: Alligatoridae, Crocodrilidae y Gavialidae.
De todas estas especies 10 se encuentran en Latinoamérica, incluidas en cuatro géneros:
Caiman, Crocodylus, Melanosuchus y Paleosuchus (Ross, 1998). Dos especies del
género Caiman (familia Alligatoridae) estan presentes en la Republica Argentina,
Caiman latirostris (yacaré overo o nato) y Caiman yacare (yacaré negro), aunque en
tiempos geoldgicos, en la region litoral han existido otras especies (Medem, 1983).
Ambas se pueden diferenciar con facilidad basdndose en las estructuras craneanas y
escutelares (Medem, 1983) entre otras caracteristicas morfologicas y comportamentales

(Figura 7).

Figura 7. Yacaré negro, Caiman yacare (izquierda) y yacaré overo, Caiman latirostris (derecha).

En el pasado la explotacion de diversas especies de cocodrilianos representd una
actividad econdmica relevante en algunas regiones del mundo, y debido a la extraccion
desmedida a la que fueron sometidos, muchas de ellas se vieron en serio peligro. Las
especies argentinas también se aprovecharon comercialmente, generando preocupacion
en el ambito local e internacional (Waller & Micucci, 1993). Desde principios del siglo
XX, hubo una utilizacion diferencial entre estas especies de caimanes, ya que debido a
la mayor osificacion de los osteodermos que posee el C. yacare, la mas buscada fue el
C. latirostris, en funcion de su mayor calidad marroquinera, y por ende, valor

econdmico superior. Es por este motivo, y por haber tenido una presiéon de caza mayor
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debido a la calidad de su piel, que siempre se ha reportado que las poblaciones de C.
latirostris se encontraban mas disminuidas que las de la otra especie. No existen
registros de aprovechamiento comercial de caimanes en Argentina desde fines de la
década del ’80 y principio de los 90, aunque no so6lo la caceria fue el motivo de la
deplecion del namero de caimanes, sino que también estuvo ligada la creciente pérdida

de habitat.

La existencia de los caimanes esta indefectiblemente asociada al agua, aunque a
diferencia de la mayoria de los Crocodylia, no son faciles de observar en los grandes
espejos o cursos de aguas limpias. Las dos especies habitan simpatricamente en gran
parte de su distribucion en Argentina (Figura 8), pero por su dispersion mas austral y
occidental, C. latirostris aparece en forma alopatrica en un area mayor. Se ha registrado
la existencia de C. yacare en el Chaco, Corrientes, Formosa, Salta y Santa Fe, mientras
que C. latirostris ademas habita las provincias de Entre Rios, Misiones, Santiago del
Estero y Jujuy (Yanosky, 1990; Larriera et al., 2008). La distribucion mas austral del C.
latirostris respecto al negro estaria relacionada con una mayor tolerancia climatica
(Siroski, 2004), a diferencia de otras suposiciones que indican que podria deberse al uso

de una mayor diversidad de humedales y cursos acuiferos (Prado, 2003).
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Figura 8. Mapa de la distribucion geografica de las especies de yacarés en la Republica Argentina.
Tomado de Larriera et al., 2008. Barra = 100 Km.

La region centro-norte de nuestra provincia ha sido destacada por poseer virtudes
territoriales y climatoldgicas para el desarrollo de una abundante flora y fauna y, en
particular, de las poblaciones de yacarés (Siroski, 2004). En este sentido, se matizan una
variedad de ambientes con determinadas caracteristicas fisicas y biologicas entre las que
sobresale la abundancia de humedales donde se centraliza una riqueza incomparable de
recursos naturales. En la provincia de Santa Fe, C. latirostris habita una diversa gama
de ambientes acuaticos del valle de inundacion del rio Parana, la cuenca del rio Salado y
de los Saladillos, (Larriera, 1995) siendo éstos generalmente, cuerpos de agua poco
profundos, fuertemente vegetados y de dificil acceso (Larriera, 1992). En cambio, el C.
yacare encuentra en el noreste de la provincia su limite sur de distribucion y

circunscripto al valle de inundacion del rio Parana.

Durante los tltimos 20 afios ha habido un cambio favorable en la relacion entre la
conservacion, la explotacion y el comercio. Cuando en el afio 1990 se iniciaron los
trabajos de monitoreo y repoblamiento en la provincia de Santa Fe; C. latirostris estaba

considerado en peligro de extincion, no asi para la otra especie. La mayor parte de la
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literatura no contemplaba a esta provincia en su area de distribucion y muy poco se
sabia de su estado y situacion real en todo el rango nacional. Sin embargo, en los
ultimos tiempos, la poblacion santafesina se transformé en la mas estudiada de la
especie, y luego se agregaron las de Entre Rios, Chaco, Formosa y Corrientes. Todo el
proceso historico de los planes de manejo del pais ha sido compilado recientemente por

Larriera et al. (2008).

En la ultimas décadas el interés por los cocodrilianos ha recobrado un impulso
importante por dos razones fundamentales: la conservacion de las especies y sus
habitats, y la utilizacion del recurso sustentablemente. Parece haberse alcanzado el uso
sostenible y algunas de las especies mds valiosas desde el punto de vista comercial,
estan hoy diseminadas y son nuevamente abundantes en vez de estar amenazadas con la
extincion. La cosecha de huevos silvestres para cria en granja o rancheo, es una opcion
de beneficios ya comprobados (Larriera, 1990; 1992) para desarrollar con C. latirostris,
sobre todo por sus caracteristicas ecoldgicas y de abundancia. Como resultado del
rancheo, una proporcién equivalente o mayor a la que hubiera sobrevivido en
condiciones naturales, es reincorporada al ecosistema de origen (Figura 9). El excedente
es destinado para la produccion de cuero y carne con un enfoque de produccion
econdmica y ambientalmente sustentable, sin que ello afecte a la biodiversidad o ponga

en riesgo de extincion a las especies manejadas.
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Figura 9. Imagenes registradas en los momentos donde los animales son reintroducidos a su habitat
natural con un tamafio marcadamente superior al de los animales que han pasado el mismo tiempo en la
naturaleza.

Inicialmente visto como un problema en la conservacion, el comercio se ha
elegido como una solucion. En la actualidad, han surgido modelos en los que se
fomenta, a través de los mercados, la utilizacion de los ecosistemas silvestres. El uso
sustentable de fauna y flora de interés comercial, basado en los beneficios econdémicos
como estimulo para la conservacion in situ, es uno de los enfoques mas realistas para la

conservacion de los ecosistemas naturales (Larriera et al., 2008).

Dentro de los cocodrilianos, estas especies son de tamafio medio, ambas
comparten algunas caracteristicas morfométricas, por ejemplo: al momento del
nacimiento los pichones pesan 40 gramos y miden 22 cm, aproximadamente, y en el
caso de los machos adultos estan en el orden de los 2,60 m de longitud y unos 80 kg de
peso, aunque algunos registros mencionan animales de 3,20 m (Larriera & del Barco,
1992). Su cuerpo comprimido dorsoventralmente, la cola musculosa y afilada
lateralmente, sumada a la piel practicamente impermeable y con manchas de camuflaje,

los transforman en nadadores perfectamente adaptados a lugares ricamente vegetados
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donde, gracias a sus ojos y narinas de ubicacion dorsal, pueden pasar desapercibidos

tanto para potenciales presas como para predadores (Medem, 1983) (Figura 10).

Figura 10. Ejemplos de la fisonomia de los animales adultos (1,80 m, aproximadamente) de C. yacare
(izquierda) y C. latirostris (derecha).

Las preferencias de habitats entre las especies suelen ser diferentes, el C. yacare
opta por ambientes abiertos con escasa vegetacion como son los rios y lagunas, en
cambio, el C. latirostris prefiere los ambientes de menor profundidad, densamente
vegetados, como son los esteros y bafiados (Figura 11). Una fraccion de la poblacion
suele permanecer cerca de los canales o cavas de erosion hidrica dentro del bosque y
alejados varios kilémetros de los espejos de aguas permanentes (Larriera et al., 2008).
Por lo general, estos lugares son de muy dificil acceso para la mayoria de los
predadores-incluido el ser humano y con gran abundancia de alimento (Larriera &

Imhoff, 2006).

Como fue mencionado anteriormente, los yacarés dependen de la temperatura
exterior para desarrollar sus actividades (ectotermos), en invierno son minimas y se
limitan a la exposicion al sol y a sumergirse hasta que en los meses mas calidos

empiezan a incrementar la actividad en general conjuntamente con la alimentacion. Uno
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de estos eventos son las actividades reproductivas que comienzan con las disputas
jerarquicas que se desarrollan hasta el momento de las copulas. Una vez fecundadas, las
hembras se alejan a lugares apartados, a veces a kilémetros de los ambientes de
residencia habitual en aguas permanentes, incluso a la profundidad del bosque, para

iniciar la construccion del nido (Yanosky, 1990).

Figura 11. Diferencias en los ambientes de preferencias entre ambas especies. La especie C. latirostris
prefiere ambientes densamente vegetados y de escaza profundidad (izquierda arriba y abajo), en cambio,
C. yacare, suele encontrarse en ambientes mas abiertos como rios y lagunas (derecha arriba y abajo).

Existen varias clases de nidos que son clasificados en funcién del ambiente en el
cual fueron construidos (Montini et al., 2006). Estos monticulos de materia vegetal,
tierra, arena, ramas y deyecciones (el material predominante depende del lugar donde
fueron construidos), actian como incubadoras naturales, especie de silos que por el
calor del sol y la fermentacién producen una temperatura interior casi uniforme durante
todo el ciclo, que dura 70 dias, aproximadamente (Figura 12). Las posturas se producen
entre principios de diciembre y mediados de enero y, dependiendo del lugar y el

caracter de la hembra, pueden observarse actitudes de defensa del nido, que se
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manifiestan con marcada agresividad para con cualquier intruso en las cercanias

(Larriera & Imhof, 2006).

Figura 12. Diferentes tipos de nidos construidos por los yacarés. Estos actan como incubadoras
naturales ofreciendo las condiciones de temperatura y humedad para el desarrollo de los embriones. De
izquierda a derecha, se pueden observar los nidos en los diferentes ambientes y materiales: estero, monte
y sabana.

Se estima que en condiciones naturales, al finalizar el periodo de incubacion, sélo
eclosionan entre el 30 y el 50% de los huevos puestos en la temporada y debido a
algunos factores como el de las bajas temperaturas extremas y los predadores,
aproximadamente el 10 % llega al afio de vida. Esto facilmente explica la estrategia
reproductiva de la especie, que como en el caso de la mayoria de los reptiles, producen
una fragil, pero abundante descendencia, lo que garantiza que al menos unos pocos

lleguen al estado adulto (Larriera, 1991) (Figura 13).
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Figura 13. Los incendios causados accidental o intencionalmente, son una causa frecuente de mortalidad
embrionaria (izquierda-arriba) junto a la predacion o destruccion de los nidos por animales silvestres o
domésticos (izquierda-abajo, y derecha). La presencia de predadores y las bajas temperaturas, son otras
causas de decesos en la etapa perinatal.

Los cocodrilianos tienen complejos comportamientos que incluyen interacciones
sociales, comunicacionales y dominancias jerarquicas que se asemejan mas a las aves y
a los mamiferos que a otros reptiles. La comunicacion entre congéneres es por medio de
sonidos, posturas, movimientos, olores y tactos. Desde la etapa embrionaria a la adultez,
utilizan diferentes sonidos para manifestar distintos estados como por ejemplo, cuando
estan por eclosionar, ante la presencia de predadores, durante el cortejo sexual, para
demostrar signos de dominancia hacia otros adultos, etc. (Lang, 1989). Ademads de las
sefiales sonoras, los machos manifiestan su dominancia para mantener su jerarquia
dentro del grupo. Esta posicion le permite a los machos obtener algunos beneficios
como el de poder copular a varias hembras, mayor disponibilidad de alimentos, entre
otras. En el caso de las hembras dominantes, comparten algunas de esos beneficios,
ademas, podria mencionarse la eleccion de los sitios de nidificacion y la defensa del

nido mas agresivamente. Algunos de estos comportamientos estdn sumamente
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relacionados con la densidad de animales en algunos lugares, y se encuentra agravado

en la estacion reproductiva.

Las disputas jerarquicas, por lo general, se ponen de manifiesto a través de peleas
entre animales de distinta o similar edad y sexo, o sea, la dominancia estd planteada
practicamente en diferentes estratos. Por lo general, una caracteristica regular de los
cocodrilianos con dominancia individual, es que estos poseen un gran tamafio corporal
y un temperamento agresivo. Luego de serias peleas y en el caso de machos adultos, el
“vencedor” es el tendra un acceso diferencial a la alimentacion, a la posibilidad de
copular a varias hembras, etc.. Esto ultimo esta siendo discutido debido a que se han
detectado varios casos de multipaternidad, lo que indicaria que las hembras son
copuladas por méas de un macho (Amavet et al., 2008). En numerosas oportunidades,
estas disputas sociales provocan serias heridas, la perdida de miembros y en algunos

casos hasta la muerte (Figura 14).

Figura 14. Ejemplos de heridas producidas por peleas entre congéneres.
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Otro caso en los que se han detectado heridas en los cocodrilianos es a causa de
peces predadores, particularmente piraiias (Pygocentrus cariba, Serrasalmus irritans,
etc.), guabina (Hoplias malabaricus), entre otros. La mayor parte de las heridas
encontradas (pérdidas de dedos y extremidades, mutilacion de la punta de la cola,
cicatrices redondeadas en el cuero) orientan hacia este tipo de depredador, sobre todo en
animales pequefios (Seijas, 2007). Se han detectado cicatrices parecidas en los yacarés
dentro de las piletas de crianza en los programas de ranching en Argentina. Este hecho
fue observado solamente en las piletas donde se crian los animales pertenecientes a la
especie C. yacare y se supone que ese tipo de lesiones se deben a que esta especie tiene
comportamientos pesqueros y que pudieran confundir las extremidades de las colas con

peces (Figura 15)

Figura 15. Ejemplos de pérdidas de los extremos de las colas en C. yacare.

De manera similar, en los criaderos, cualquiera sea la técnica de manejo
empleada, suelen aparecer una serie de factores predisponentes que pueden provocar
algun tipo de lesion. En muchos casos, por necesidad de optimizacion excesiva de

espacios, se suele colocar un numero de animales superior al que pueden tolerar las
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piletas de crianza o los recintos destinados a reproduccion. Esto no so6lo implica una
disminucion de crecimiento en las piletas de crianza sino también una disminucion del
éxito reproductivo y de eclosion en el caso de los criaderos con reproduccién en
cautiverio. Mas alla de esto, la elevada densidad es una causa de estrés (Poletta et al.,
2008), que por lo general, desencadena varios conflictos como peleas, mordeduras, etc.,
e incluso, pueden provocar inmunosupresion. Tal como hemos mencionado, en muchos
casos las heridas ocasionadas por estos problemas de manejo son de gravedad (Figura

16).

Figura 16. Las altas densidades pueden observarse tanto en cautiverio como en la naturaleza y podrian
desencadenar peleas entre animales por competencias ante diversos factores o simplemente por estrés.

Asimismo, este tipo de situaciones suelen suceder también en los ambientes
naturales. Por diferentes causas los animales estdn expuestos a situaciones similares,
como por ejemplo, sequias extremas, modificaciones de ambientes por diferentes

causas, incendios, etc.

Aunque en menores proporciones, se pueden citar algunos otros casos que pueden

aparecer como causantes de lesiones serias o leves. Entre ellos podemos mencionar:
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capturas de animales por relocalizacion en los casos considerados como animales
problemas, movimientos de animales en los criaderos por traslados in y ex situ, capturas
accidentales por dispositivos pesqueros, etc. Salvo casos extremos, estas lesiones

transcurren sin sintomas aparentes de procesos infecciosos.

1.7 Actividad antimicrobiana del plasma de los cocodrilianos

A pesar de las diferencias existentes entre las distintas clases de animales, los
reptiles y las aves poseen muchas similitudes en su sistema inmunolégico (Rose, 1979).
Asimismo, las granjas de pollos y los criaderos de cocodrilos poseen ciertas similitudes
en el hecho de estar expuestos a factores estresantes, como por ejemplo, la alta densidad
de cria y las condiciones poco higiénicas. A pesar de esto, los animales demuestran
limitados signos consecuentes con tales exposiciones. Todas estas consideraciones
sugieren que tanto las aves domésticas como los cocodrilianos tienen un sistema de

defensa eficiente que les permite sobreponerse a tales condiciones.

Para sobrevivir en un ambiente con una elevada carga microbiana, los organismos
dependen de una red de mecanismos de defensa con un alto grado de interaccion (Figura
17). Desde la exposicion inicial con los antigenos que se produce en las superficies
internas o externas, comienzan a desencadenarse las reacciones inmunes. Como se ha
mencionado, la inmunidad innata es la que actia de manera inmediata en el
reconocimiento de patrones moleculares microbianos, tales como PAMPs (por ejemplo
LPS o componentes de las paredes celulares) por los receptores tipo Toll (TLR) para el
inicio de la respuesta inmune del hospedador (Hoffman et al., 1999; Aderem &
Ulevitch, 2000; Akira et al., 2001). Este mecanismo puede eliminar directamente al
patdgeno sin tener la necesidad de la activacion del siguiente paso, la respuesta inmune

adaptativa (Bal, 2000).

Los mecanismos efectores del SII estdn regulados y tienen actividad
antimicrobiana y mediadora hacia las células inflamatorias, junto a las del SIA

(Barrington et al., 2001). Sobre todo en invertebrados, el sistema adaptativo es bastante
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precario, lo que de alguna manera explicaria la versatilidad y eficiencia en el SII, ya que

debe controlar la invasion de determinados agentes extrafios por si s6lo (Otvos, 2000).

Figura 17. Ejemplos de ambientes en los que suelen encontrarse los yacarés. En estos lugares, existen
altas concentraciones de microorganismos patdégenos, por lo que podriamos suponer que estos animales
tienen un sistema de defensa adaptado para vivir en estos ambientes.

Entre la variedad de componentes que actGan como una primera linea de

proteccion no especifica en los reptiles se pueden destacar las mas importantes:

v Las lisozimas son enzimas que causan la lisis de las bacterias por
hidrolisis de su pared celular y han sido aisladas de lagartos y de varias especies

de tortugas (Araki et al., 1998; Thammasirirak et al., 2006).

v Los reptiles también tienen proteinas antimicrobianas que son
similares a las defensinas en estructura y funcion. En los huevos de tortugas de
mar (Caretta caretta) se encontraron pequefios péptidos catidonicos que se

asemejan a una subfamilia de las defensinas, las B-defensinas, que exhibieron
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una fuerte actividad antibacteriana contra Escherichia coli y Salmonella
typhimurium, y antiviral contra Chandipura virus (Chattopadhyay et al., 2006).
Otro péptido de la misma familia, la pelovaterina, también fue hallado en otra
especie de tortuga (Pelodiscus sinensis) y familias de péptidos antimicrobianos
han sido detectados en lampreas, teledsteos, aves y mamiferos (catelicidinas)
(Tomasinsig & Zanetti, 2005). Algunos componentes de esta familia se
encontraron en el veneno de la serpiente Bungarus fasciatus (Wang et al., 2008).
Esta familia ha demostrado una importante actividad antimicrobiana frente a
algunas cepas del género Bacillus y hongos incluyendo Candida albicans.
Merchant et al. (2006b), a partir de un extracto acido de leucocitos de A.
mississippiensis, demostr6 una sustancial actividad antimicrobiana frente a
algunas especies de Candida, bacterias y virus, proponiendo que los causantes
de esos efectos son péptidos antimicrobianos sintetizados por los leucocitos. Por
otro lado, una pequefia proteina catidénica que exhibid un efecto antibacteriano
frente a varias especies de bacterias, fue aislada del cocodrilo siamés
(Crocodylus siamensis) (Preecharram et al., 2008). Los péptidos antimicrobianos
ofrecen una importante protecciéon contra las infecciones como asi también,
estan siendo investigados como una fuente de oportunidades tendientes a

descubrir nuevos antibidticos para uso clinico humano y veterinario.

v Otro componente que demostrd actividad antimicrobiana en
cocodrilianos es el SC. En varios estudios, la actividad antimicrobiana en el
suero de los cocodrilianos tuvo un efecto microbicida superior al obtenido por el
suero humano. Esta propiedad del suero demostro tener efectos letales cuando
fue expuesto in vitro a un nimero importante de bacterias (Merchant et al.,
2003), a diferentes especies de amebas (Merchant et al., 2004), e incluso, sobre
algunos virus (Merchant et al.,, 2005b). De todos estos estudios, existen

evidencias claras de que la causa de dicha actividad es debida al SC.

v En los reptiles existen una serie de leucocitos no especificos:
macrofagos, monocitos, heterdfilos, basofilos y eosindfilos. Mondal & Rai
(2001) reportaron la existencia de niveles altos de fagocitosis y toxicidad de los

macrofagos esplénicos en el lagarto Hemidactylus flaviviridis. Los heterofilos,
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cuyo tamafio puede variar mucho entre las especies de reptiles, son
funcionalmente equivalentes a los neutrdfilos de los mamiferos, ayudan a
suprimir la invasion microbiana y participan en la respuesta inflamatoria
(Montali, 1988). Los basoéfilos contienen receptores para la fracciones Fc de las
Ig especificas para antigenos; cuando se activan, se produce una degranulacion y
una liberacion de histamina dependiente de la temperatura y proporcional a la
concentracion del antigeno (Zimmermann et al., 2010). Por ultimo, poco se

conoce sobre la funcidn de los eosinoéfilos en los reptiles.

Shaharabany et al. (1999) fueron los primeros en demostrar la actividad
antibacteriana en tejidos de C. niloticus. Algunos estudios posteriores demostraron la
actividad antimicrobiana del suero en varias especies de cocodrilianos (Merchant et al.,

2003; 2004; 2005b; Merchant & Britton, 2006; Siruntawineti et al., 2004).

1.8 Sistema del complemento en cocodrilianos

En contraste con la inmunidad adaptativa que esta restringida a los animales
vertebrados, la inmunidad innata es utilizada por los invertebrados como insectos y
equinodermos asi como también por los animales superiores (Song et al., 2000). Los
componentes del SII estan intensamente conservados entre los mamiferos e insectos,
sugiriendo de esta manera que poseen un origen ancestral comin para esta rama de la
inmunologia (Hoffmann et al., 1999). Como se ha mencionado, el SC es un elemento
importante de la defensa inmune innata de los animales vertebrados e invertebrados
(Song et al., 2000) contra agentes infecciosos que aparenta estar muy conservado en los

vertebrados, sin embargo, los trabajos sobre reptiles y anfibios son todavia muy escasos.

Algunos estudios demostraron que el SC de los peces y otros vertebrados
poiquilotermos es mas diverso que el de los vertebrados superiores y, por lo tanto,
puede reconocer un rango de antigenos mas amplio (Sunyer et al., 1998). Las especies
poiquilotermas, que comprenden desde los teledsteos hasta los reptiles, parecen tener
un sistema del complemento desde un punto de vista estructural, tan desarrollado como

el de los vertebrados homeotermos (Zarkadis et al., 2001). De la misma manera, algunos
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estudios reportaron la presencia del sistema del complemento en una variedad de
reptiles (Koppenheftfer, 1986), incluyendo a los cocodrilianos. Merchant et al. (2005¢)
detecto la via alternativa del complemento en suero de A. mississippiensis y Merchant &
Britton (2006) reportaron resultados similares en cocodrilos de agua dulce (Cr.

johnstoni) y de agua salada (Cr. porosus).

Para detectar la actividad del SC se ha desarrollado y utilizado la prueba de
hemolisis de globulos rojos de oveja o carnero (SRBC). Esta actividad fue medida y
cuantificada usando pruebas hemoliticas con eritrocitos de oveja, anticuerpos anti-
eritrocitos de conejos y la mds frecuentemente utilizada, con sangre de cobayo
(Schevach, 2005). Antiguamente ya se conocia que el suero de algunos peces posee la
capacidad de lisar una variedad de eritrocitos (oveja, cabra, perro o conejo) por medio
de la via alternativa del complemento (Sunyer & Tort, 1995), en contraste con el suero
humano que solamente ha demostrado su actividad litica frente a eritrocitos de conejo
(Pangburn & Muller-Eberhard, 1978). Ademas, el grado de hemolisis que demuestra el
suero de los peces es aproximadamente 10 veces mas alto que el de otros vertebrados
(Sunyer & Tort, 1995). Merchant et al. (2006a) realizaron una adaptacion al ensayo de
lisis de SRBC descrito por Mayer (1967) para caracterizar la actividad del SC en
cocodrilianos que luego fue aplicada en varias especies y utilizada para evaluar la

diferencia de numerosos factores sobre dicho sistema.

1.9 Efecto de la radiacion UV sobre el sistema del complemento

La luz solar es un factor clave en casi todos los ecosistemas y los amplios efectos
ecologicos de las emisiones correspondientes a las longitudes ultravioleta (UV), visible

e infrarrojo.

El espectro de radiacién UV sobre la tierra es modificado por factores temporales,
geograficos y metodoldgicos. Normalmente las regiones de longitudes de onda UV se
clasifican de la siguiente manera: UVC (200-280 nm), UVB (280-315 nm) y UVA
(315400 nm), con algunas pequefias variaciones en las definiciones puntuales de estos

rangos de longitud de onda (Frederick et al., 1989).
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Es frecuente encontrar una innumerable cantidad de estudios que demuestran
coémo la radiacion UV afecta muchas interacciones troficas y, a su vez, influye en una
variedad de funciones en los ecosistemas. Los amplios efectos del UV son clasificados
en directos e indirectos, basados en la posibilidad de que la exposicion a UV induzca
modificaciones en los mecanismos fisiologicos en forma directa, o genere alteraciones
en algunas estructuras o procesos que produzcan, mas tardiamente y en forma indirecta,

diferentes efectos en los organismos.

Los animales ectotermos tienen comportamientos termorregulatorios tales como el
“asoleamiento” (Allen et al., 1994; Johnson et al., 2008), sin embargo, existen otros
beneficios secundarios del mismo, en particular, el obtenido de la exposicion a la

radiacion ultravioleta B (UVB), necesaria para la produccion enddgena de vitamina D.

Actualmente, el bienestar de los reptiles, entre muchos otros animales, ha cobrado
un impulso importante, en los zooldgicos, en innumerables proyectos de uso sustentable
y de conservacion y para las personas que han adoptado la tenencia de este tipo de
animales como mascotas, incluso en los casos en que los reptiles son también utilizados
como modelos biologicos de laboratorios para la investigacion cientifica (Brames,
2007). En cualquiera de estos casos, para mantener a los animales en estado saludable,
es importante proveerles del espectro de UVB necesario para los procesos fotoquimicos
involucrados en la sintesis de vitamina D. Cuando esto no se realiza en forma
apropiada, pueden producirse problemas metabdlicos ya que la vitamina D actaa
regulando la absorcion de fosforo y calcio, dos minerales implicados directamente en el
metabolismo relacionado con el crecimiento y mantenimiento de los huesos (Lian et al.,
1999). Independientemente de que los animales reciban una dieta y temperatura
Optimas, si no se les provee la radiacion UVB necesaria para la sintesis de Vitamina D,

no podran incorporar estos minerales en forma adecuada (Brames, 2007).

Por lo general, en los casos que no es posible exponer a los animales a la emision
solar, se requiere suplementacion de luz UV necesaria. Las ldmparas que se

recomiendan para estos fines contienen un espectro de luz visible, UVA y UVB.

Kubasova et al. (1995) reportaron que la luz visible no ejerce ningin efecto

supresor, por el contrario, podria ejercer algin efecto modulador de la funciéon inmune
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(Roberts, 1995). En cambio, las radiaciones UV recibidas inapropiadamente, han

demostrado tener efectos negativos sobre el sistema inmune.

Por otro lado, Liu et al. (2006) demostraron la importancia de la vitamina D en la
respuesta immune humana; con niveles insuficientes de vitamina D, es mas dificil para
las células activar los receptores TLRs. De la misma manera, hay evidencia
considerable de que la radiacion UV, particularmente en el rango UVB, tiene un efecto
pronunciado sobre las principales funciones del SI. La exposicion excesiva a la
radiacion UV interfiere con el funcionamiento normal del SI en los animales y los seres
humanos. Ilyas (1986) y Jeevan & Kripke (1993) resaltaron el dafio a largo plazo que
podria provocar sobre el sistema inmune la radiacion UVB en la salud de las
poblaciones. Las propiedades inmunosupresivas de la radiacion UV son de una
relevancia clinica y bioldgica (Schwarz, 2005). La mayoria de las investigaciones se han
enfocado en el efecto de la radiacion UV sobre el sistema inmune celular mas que el
humoral (Hersey et al., 1983). Sin embargo, Artyukhov et al. (2007) establecié que la
luz UV puede modular la actividad del SC, como uno de los componentes de la

inmunidad humoral.

Muchos estudios investigaron los efectos de la radiacion UV en humanos (Marrot
& Meunier, 2008) y en invertebrados marinos (Hader et al., 2007; Pruski et al., 2009),
quizas por ser grupos apenas mas vulnerables. Sin embargo, pocos esfuerzos han sido
empleados para investigar los efectos de la exposicion UV en otras especies silvestres;
en consecuencia, la radiacion UV raramente se considera cuando se hace referencia a la
salud de una especie o poblacion silvestre. A pesar de la importancia del SC como un
componente relevante de la respuesta inmune innata en los cocodrilianos, atin no se han

estudiado los efectos de la radiacion UV sobre su funcionamiento.

1.10 Efectos de la exposicion a contaminantes sobre el sistema del complemento

Muchas sustancias introducidas en el entorno por la actividad humana pueden
perturbar varios sistemas metabolicos en los animales y seres humanos. Entre ellas, se

encuentran las sustancias persistentes, bioacumulativas y organohaldgenas que incluyen
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algunos plaguicidas (fungicidas, herbicidas e insecticidas), las sustancias quimicas
industriales, otros productos sintéticos y algunos metales pesados. Las consecuencias de
las alteraciones producidas pueden ser profundas debido al papel decisivo que pueden
desempeiiar en diferentes procesos bioldgicos. La actividad agro-industrial y los centros
urbanos generan materiales de desecho que contaminan humedales y rios, lo que afecta

la salud de vida silvestre y los ecosistemas (Beldomenico et al., 2007).

La expansion e intensificacion de la agricultura durante los tltimos 50 afios no
registra precedentes en la historia de la humanidad. Como consecuencia de este
incremento y sumado a los cambios en el uso de la tierra, se desencadenaron problemas
ambientales a diferentes escalas, constituyendo la manifestacion mas evidente de la
actividad humana. Tales transformaciones del territorio ocasionaron la pérdida de
habitat y biodiversidad, la alteracion de la estructura y funcionamiento de los
ecosistemas y la disminucion de su capacidad para sostener la provision de recursos

vitales.

Uno de los ejemplos mas destacados es el resultado de la explosion del uso de la
soja transgénica y la implementacion de nuevas tecnologias en las regiones tropicales y
subtropicales (Beldomenico et al., 2007). Las causas de esta expansion se deben buscar
en los precios crecientes de la soja en el mercado internacional, sumamente rentables,
los altos rendimientos de las variedades genéticamente modificadas adaptadas a
condiciones edaficas y climaticas menos favorables, los tiempos cortos de rotacion y los
bajos costos de labranza por la implementacion de la siembra directa (INTA, 2004;

Satorre, 2005; Hang et al., 2010).

En Argentina, actualmente se pueden caracterizar como principales amenazas para
la biodiversidad en general, el desmonte de bosques nativos y el secado de esteros con
el objeto de destinar cada vez mas tierras a la agricultura, particularmente al cultivo de
soja (Larriera & Imhof, 2006). El modelo agricola actual esta directamente asociado con
un alto consumo de formulaciones plaguicidas, mezclas quimicas complejas y variables.
Generalmente, los plaguicidas se comercializan como formulados complejos, no como
sustancias simples. Los preparados comerciales, incluyen al principio activo (sustancia

que posee la propiedad de matar a la plaga) junto a otros ingredientes, denominados
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coadyuvantes o surfactantes, cuya funcion es facilitar la aplicacion del producto y
aumentar la eficacia del principio activo, favoreciendo su accion. Los surfactantes y/o
coadyuvantes estan presentes en grandes porcentajes en las formulaciones y son
considerados ingredientes inertes, a pesar de que en muchos casos, su toxicidad supera

la del principio activo (Cox, 1999; Poletta et al., 2009).

En relacion al cultivo de soja en Argentina, el plaguicida mas utilizado y
posiblemente también lo sea en el mundo, es el glifosato. El Glifosato (N-fosfonometil
glicina) es un herbicida sistémico y de amplio espectro, extensamente utilizado en
agricultura y también en ambientes forestales, acuaticos, jardines y en la industria de la
madera, para el control no selectivo de malezas anuales y perennes, gamineas y
latifoliadas (USEPA, 1986; WHO, 1994). Su mecanismo de accion tiene lugar a través
de la alteracion de la biosintesis de aminoacidos aromaticos. Es un inhibidor de la
enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3- fosfato sintetasa, que cataliza la formaciéon de un
precursor de la biosintesis de tres aminoacidos esenciales para la supervivencia de la
planta: triptofano, fenilalanina y tirosina. Esta via esta presente en las plantas superiores

y ciertos microorganismos, pero no en animales (Amrhein et al., 1980; Atkinson, 1985).

Una parte importante de los plaguicidas aplicados en agricultura se disipa en el
ambiente por deriva, escorrentia y lixiviacion, afectando a las poblaciones silvestres de
flora y fauna de las areas naturales circundantes y ocasionando graves problemas para la
salud humana (Donald, 2004; Peruzzo et al., 2008). La exposicion cronica de los
organismos a bajas concentraciones de plaguicidas puede tener efectos deletéreos
acumulativos, interferir con el desarrollo y el crecimiento, alterar pardmetros
fisiologicos y hematoldgicos, suprimir el sistema inmune y producir inestabilidad
genética de los organismos que habitan en ambientes circundantes a cultivos (Moses et

al., 1993; Ecobichon, 2005; Gluczac et al., 2006).

El campo de inmunotoxicologia en la vida silvestre es relativamente nuevo, y los
estudios con los reptiles son muy limitados. Algunos trabajos realizados en aves y
mamiferos en vida libre proporcionan una base para el desarrollo de este campo y
demuestran las implicancias a nivel poblacional del efecto depresivo sobre sistema

inmunolégico que causarian los toxicos liberados, voluntaria o involuntariamente, al
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medioambiente (Grasman et al., 1996; Ross et al., 1996; Grasman & Fox, 2001). Otros
estudios confirman las sospechas de que la exposicion en el medio ambiente a
concentraciones importantes de contaminantes puede suprimir la funciéon inmune en la
fauna silvestre y puede llevar a una disminucion de la resistencia del hospedador, mayor
vulnerabilidad a la enfermedad, aumento de la mortalidad y, por ende, una reduccion en

el tamafio de las poblaciones (Keller et al., 2005).

La mayoria de los trabajos que reportan los efectos inmunotdxicos a distintos
niveles estan orientados principalmente al estudio sobre la inmunidad adaptativa, en
cambio, escasos estudios se han realizado para identificar los efectos de estas sustancias
sobre la inmunidad innata y menos aun sobre el SC. Algunos autores reportan la
activacion directa de la cascada del SC a causa de la exposicion in vitro a
hexaclorobenceno (compuesto organoclorado) y malation (compuesto organofosforado)
en suero humano. Con ambos compuestos se detectd una activacion de la cascada del
complemento a través de la VA aunque los mecanismos por lo cual se produce esta
activacion no han sido dilucidados (Banerjee et al., 1996). Otros estudios preliminares,
tuvieron hallazgos similares frente a DDT y endosulfan (Das et al., 1988) los que
concluyeron que el SC es uno de los focos de interaccion entre los insecticidas y el
sistema inmunologico. En estos casos, el efecto observado no seria inmunosupresor
porque estaria generando un desencadenamiento descontrolado del SC, pero de igual
manera, esta hiperactivacion provocaria serias consecuencias como las que fueron
mencionadas anteriormente. En referencia al papel extremadamente importante que
desempenia la inmunidad innata en los reptiles y su relaciéon con el incremento
desmedido en la utilizacién de sustancias toxicas, esta tematica no se ha considerado

aun con la preocupacion que merece.

Los reptiles son muy sensibles a las condiciones ambientales y generalmente estan
estrechamente ligados a un habitat limitado, situacién que los hace mas vulnerables a
los cambios en el habitat si se los compara con aves y mamiferos (Hopkins, 2005). A
diferencia de la mayoria de las especies utilizadas para el estudio de la toxicologia, los
reptiles no exhiben tipicamente tiempos cortos de generacion, no producen gran
cantidad de descendencia en corto tiempo y normalmente, son dificiles de mantener en

cautividad por los requerimientos de crianza y espacio. Estas mismas caracteristicas
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hacen que los estudios en reptiles permitan establecer nuevos paradigmas y

ecoldgicamente significativos en toxicologia ambiental (Hopkins, 2000).

Como otros vertebrados, los reptiles estan expuestos a los contaminantes por
medio de diferentes vias: dérmica, inhalatoria u oral (ingestion) que dependen de
numerosos factores que incluyen la ecologia y fisiologia del organismo, las
caracteristicas del contaminante, y el ambiente fisico-quimico en el cual el organismo
queda expuesto al contaminante. Los cocodrilianos (alligatoridos, cocodrilos y gaviales)
son componentes valiosos de los humedales en regiones tropicales y subtropicales de
todo el mundo, tanto en los aspectos ecoldgicos, fisiologicos y economicos (Messel et
al.,, 1995). La diversidad de estrategias de vida y ciertas caracteristicas como la
ocurrencia en una gran variedad de habitat, su posicion en un nivel superior de la cadena
alimenticia, los habitos acuaticos, distribucion geografica amplia, longevidad y
fidelidad al lugar donde viven los hace especialmente vulnerables a la exposicion a

plaguicidas (Campbell, 2003; Beldomenico et al., 2007).

Los cocodrilianos pueden estar expuestos a contaminantes en todos los estadios de
su vida. En el caso del habitat de C. latirostris, y probablemente suceda lo mismo para
muchas otras especies, en los Ultimos afios y como resultado de la expansion de las
fronteras agricolas, muchas areas de su distribucion geografica en las provincias de
Santa Fe, Chaco, Formosa y Corrientes han quedado en la proximidad de zonas con
actividad agricola intensa, donde innumerables formulaciones plaguicidas se utilizan en

forma creciente como método estandar de control de plagas.

Los juveniles y adultos pueden estar expuestos mediante la alimentacién, el agua
y los sedimentos tipicos del ambiente natural en el que viven, mientras que los
contaminantes acumulados por la madre pueden llegar al embrion a través de la yema
del huevo, afectando ademas el desarrollo embrionario in ovo (Hall & Henry, 1992).
Del mismo modo, los embriones pueden verse afectados por dichos compuestos que
atraviesan la cascara del huevo desde el ambiente, durante la incubacion. Cabe destacar
que el periodo del afio de maxima aplicacion de plaguicidas coincide con la temporada

reproductiva de esta especie (noviembre-marzo), implicando un riesgo de

60



1. Introduccion

contaminacion particularmente importante para los embriones en desarrollo y los

neonatos (Poletta et al., 2010) (Figura 18).

Figura 18. Curso de agua que puede ser utilizados por los neonatos de yacaré contiguo a un cultivo de
soja.

Por lo tanto, la realizacion de investigaciones sobre los efectos de la exposicion a
plaguicidas en C. latirostris es de especial interés, no solo para evaluar el impacto sobre
las poblaciones de caimanes, sino también para promover la caracterizacion de la

especie como un centinela de la salud del ecosistema, que podria permitir la deteccion

de las regiones con alta cargas de contaminacion.
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2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipotesis

El yacaré overo (Caiman latirostris) tiene un sistema inmune innato eficiente y

con un alto grado de desarrollo que le permitiria resistir el ataque de los

microorganismos caracteristicos de los ambientes en los que vive, siendo el sistema del

complemento, uno de los componentes que colabora mayoritariamente en tal resistencia.

2.2 Objetivo General

Detectar y caracterizar el sistema complemento y otros componentes del sistema

inmune innato de C. latirostris.

2.3 Objetivos Especificos

Detectar la actividad antimicrobiana del plasma de C. latirostris.

Detectar y comparar la actividad del sistema complemento del plasma de C.
latirostris y C. yacare.

Comparar la actividad del sistema del complemento de C. latirostris con otras
especies de animales ectotermos y homeotermos.

Analizar la evolucion de la actividad del sistema del complemento de C.
latirostris durante los primeros meses de vida.

Determinar la influencia de plaguicidas sobre la actividad del sistema del
complemento de C. latirostris.

Determinar la actividad de los rayos ultravioletas sobre la actividad del sistema
del complemento de C. latirostris.

Identificar y caracterizar la actividad de la enzima dipeptidil peptidasa IV
(DPPIV) en el plasma de C. latirostris y C. yacare.

Identificar y caracterizar la actividad de la enzima fosfolipasa A2 (PLA2) en el

plasma de C. latirostris y C. yacare.
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3. Materiales y Metodos

3.1 Consideraciones generales del modelo bioldgico

Los protocolos experimentales incluidos en esta Tesis fueron revisados y
aprobados por el Comité Asesor de Etica y Seguridad (CAES) de la Facultad de
Ciencias Veterinarias (FCV) de la Universidad Nacional del Litoral (UNL) (Protocolo
Numero 069/2010).

3.1.1 Técnicas de captura

Se utilizaron animales provenientes de ambientes naturales, como asi también
ejemplares mantenidos en cautiverio, dentro de ambientes seminaturales y artificiales.
Los animales en condiciones seminaturales se encuentran dentro de las instalaciones de

la Estacion Zooldgica Experimental (E.Z.E.).

Los ejemplares que se encuentran en condiciones completamente artificiales,
pertenecen al plantel del Proyecto Yacaré (PY, Convenio Gobierno de Santa
Fe/MUPCN). Este proyecto de desarrollo sustentable se basa en la técnica de ranching
que consiste, basicamente, en la cosecha de huevos silvestres de C. latirostris para cria
en granjas. Los nidos son identificados por pobladores locales en los ambientes
naturales y cuidadosamente recolectados por el personal del PY aplicando las técnicas
estandar de cosecha (Figura 19). Posteriormente, son trasladados hacia la incubadora
artificial en las instalaciones del PY donde son incubados a temperatura y humedad

controladas (31 £ 1 °C y 95 %, respectivamente).
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Figura 19. Técnica de cosecha en la cual se marcan la posicion de los huevos en el nido que sera
respetado cuando los mismos sean ubicados en bateas dentro de la incubadora artificial a temperatura y
humedad controladas.

Una vez nacidos, los animales son individualizados por combinaciones de cortes
en las crestas caudales correspondientes a los nidos de origen y al afo de cosecha

(Figura 20), y traslados a piletas disefiadas para obtener un crecimiento intensivo.

Figura 20. Corte en las crestas caudales que se realizan para identificar con un cddigo los animales que
pertenecen a un mismo nido. Luego del corte, se realiza un boton cicatrizal que permanecera para toda la
vida
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Estas piletas se encuentran bajo condiciones estrictamente controladas de
temperatura 31 + 2 °C para que los animales incrementen su tamafio durante todo el afio.
La alimentacion se basa en una mezcla humeda constituida por cabezas de pollo
molidas y un alimento balanceado seco disefiado para reptiles en una proporcién 60/40,
respectivamente. Cabe destacar que no contiene ningin agregado de sustancias
antimicrobianas ni promotores de crecimiento. La alimentacion se realiza seis veces por
semana y la limpieza cuatro veces por semana, evitando asi el estrés sanitario para los

animales (Larriera et al., 2008) (Figura 21).

Entre los 10 y 12 meses de edad, una porcion de estos animales es reintroducido al
lugar donde fueron cosechados los huevos (Figura 9). Bajo estas condiciones de crianza,
se encuentran con un tamafio muy superior en relacion a los que transcurrieron este
tiempo en los ambientes naturales. Esto, los hace menos susceptibles a distintas

adversidades climaticas, predadores, etc., aumentando su supervivencia.

Figura 21. Instalaciones con piletas calefaccionadas para mantener una temperatura constante durante
todo el afio. De esta manera, y con el complemento de un alimento balanceado hiimedo, los animales
alcanzaran un tamafo superior al de los animales que han pasado los meses frios en la naturaleza.
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Los ejemplares silvestres de C. latirostris provienen de diferentes zonas de la
provincia de Santa Fe. Estos lugares tienen en comin que contienen humedales
extensos, publicos o privados, que tienen la particularidad de poseer grandes
poblaciones de yacarés, siendo los principales lugares de cosecha de huevos del PY
(Larriera & Imhof, 2006). Estas areas han sido seleccionadas por estar poco o nada
modificadas por actividades antropicas para evitar cualquier tipo de sesgo en los
resultados. Los sitios seleccionados para las capturas de animales fueron: la Reserva
Natural Manejada “El Fisco” (30°11'26"S, 61°0'27"O; Dpto. San Cristobal, Santa Fe,
Argentina; Area Natural Protegida (Ley 12.930, 2008) y Estancia “El Estero” (30°
2'51.04"S 59°57'51.98"0; Dpto. San Javier, Santa Fe, Argentina; Reserva Provincial de
Uso Multiple (Resolucion 104/92, MAGIC, Provincia de Santa Fe). En los casos donde
se utilizan animales recién nacidos, estos fueron seleccionados de nidos que provinieron
de esos mismos lugares. Las muestras obtenidas de la especie C. yacare, fueron
tomadas en todos los casos de animales silvestres capturados en la provincia de
Corrientes, utilizando el mismo criterio de seleccion de los lugares para captura (con
poca o escasa antropizacion). El lugar seleccionado fue la Laguna Tabe (27°38'55.87"S

56°32'0.26"0O) en los Esteros del Ibera (Figura 22).
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Figura 22. Imagen satelital de los sitios donde fueron capturados los animales silvestres para los estudios
realizados.

En estado silvestre, incluso en los ambientes seminaturales, la manera mas
frecuente para capturar a los animales es durante la noche. Como fue explicado
oportunamente, la accesibilidad a los ambientes acuaticos no es sencilla, por lo cual, en

la mayoria de los casos es necesario hacerlo de a caballo, a pie o con embarcaciones.

Una de las técnicas madas utilizadas para la identificacion nocturna es la
iluminacion de los animales en donde son facilmente detectables por la reflexion que

producen los ojos utilizando linternas de mano, de cabeza o reflectores.

Se utilizaron métodos de captura convencionales incluyendo lazos fijos y moviles,
a pesar de la existencia de otros elementos mas complejos, como trampas de distintos

tipos, que no fueron necesarios dada la practica adquirida por el equipo de trabajo.

Una vez capturados, los animales fueron inmovilizados para manejarlos con

seguridad sin necesidad de recurrir a anestésicos. Los animales fueron muestreados,
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medidos y devueltos a su ambiente, dentro de la hora de capturados. Todos estos
movimientos debieron realizarse con relativa rapidez porque luego de ese tiempo se
produce un aumento de la concentracion de corticosterona (hormona directamente
relacionada con el estrés en cocodrilianos), que podria afectar los resultados obtenidos

(Lance & Lauren, 1984; Turton et al., 1997).

El manejo particular de los animales para cada estudio esta en relacion al objetivo

a cumplir y seré detallado oportunamente.

3.1.2 Toma y procesamiento de muestras

Las muestras de sangre fueron obtenidas en base a lo descripto por Zippel et al.,
2003. La extraccion se realizé de la vena espinal, errobneamente llamada “vena yugular
interna”, a partir de un seno occipital sobre la médula y que se extiende a lo largo de la
columna vertebral. En este caso, fue alcanzada a la altura de las placas Oseas post

occipitales (Figura 23).

La sangre fue extraida con jeringas de 3, 5 y 10 ml dependiendo del volumen
necesario para cada estudio y en relaciéon con el tamafio del animal. Las agujas
utilizadas fueron 25 G 0,5 mm para los animales pequefios y 21 G 1 mm para los mas
grandes. En todos los casos, se us6 heparina como anticoagulante debido a que ejerce su
efecto acelerando la formacion de complejos moleculares entre la antitrombina II1 y los
factores II (trombina), IX, X, XI, XII, y no sobre los iones divalentes (Ca®" y Mg”") que
son considerados componentes esenciales de la cascada de activacion del SC del suero

humano (Morgan, 2008) y de A. mississippiensis (Merchant et al., 2005a).
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Figura 23. Extraccion de sangre de los animales recién nacidos y en la naturaleza.

Inmediatamente extraida la sangre, fue sometida al proceso de centrifugacion
excepto cuando los muestreos en el medio silvestres en donde fueron previamente
refrigeradas hasta el proceso de separacion del plasma. Este se realizo a temperatura
ambiente a 450 g durante 20 minutos. El plasma fue refrigerado a -20 °C para las
determinaciones que se realizaron dentro de los siete dias, y conservados a -80 °C, para

las determinaciones posteriores.

3.2 Identificacion de actividad antimicrobiana en el plasma de C. latirostris

Fueron utilizados ensayos bactericidas in vitro para medir las actividades del
plasma de C. latirostris, Gallus gallus y humano frente a E. coli ATCC 11105 a
diferentes intervalos de tiempo (Reference guidelines from the National Committee for
Clinical Laboratory Standards, NCCLS)
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3.2.1 Ejemplares

La extraccion de sangre fue realizada a partir de los animales que se encontraban
dentro del plantel del PY, bajo las condiciones mencionadas. La extraccion fue realizada
a 16 yacarés de 18 meses de edad aproximadamente y con una longitud total entre 80 y

100 cm.

Las gallinas fueron cedidas por una granja comercial de produccion de huevos. Se
obtuvo muestras de sangre por puncioén cardiaca de 4 animales de 8 meses de edad

aproximadamente y su peso varié entre 1,800 y 2000 g.

Las muestras de sangre humana fueron obtenidas a partir de un grupo de 3
voluntarios a los cuales se les realizd6 una extraccion de sangre venosa de la vena
cubital. Estas personas estaban aparentemente saludables y no se encontraban bajo
ningln tratamiento antimicrobiano. Todas las muestras fueron manipuladas de la misma

manera en que fueron descriptas en la seccion 3.1.2.

3.2.2 Cepas de Escherichia coli

La eleccion de Escherichia coli fue realizada en base a que es un microorganismo
que posee cepas patogenas y otras que forman parte de la flora normal intestinal pero a
su vez, cuando se producen ciertos desequilibrios, son agente causal de una variedad de
enfermedades en humanos y animales (Doyle et al., 2006). De la misma forma, estos
microorganismos son detectados en liquidos y objetos que han estado en contacto con
materia fecal como sucede, por ejemplo, en el caso de las piletas de los criaderos de

cocodrilianos, aves, etc.; y otras superficies relacionadas.

Para el ensayo antibacteriano fue utilizada la cepa de E. coli ATCC 11105. La
cepa bacteriana E. coli estaba preservada en glycerol (25%) a -20°C. Se realizé un
repique para enriquecer el cultivo en caldo LB (Luria-Bertoni). Este proceso de
enriquecimiento se repitié cada vez que fueron llevados a cabo los ensayos en diferentes
dias. Paralelamente se realizaron las pruebas de coloracion de GRAM y bioquimicas

correspondientes para comprobar su pureza.
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El cultivo de E. coli fue distribuido mediante la metodologia de sembrado en
cinco estrias sobre agar nutritivo (Britania, Argentina) en placas de Petri e incubado a
37 °C durante 18 horas para obtener los microorganismos en la fase exponencial de

crecimiento.
3.2.3 Ensayo de inhibicidn de crecimiento en placa

A partir del cultivo en agar nutritivo de E. coli en fase logaritmica de crecimiento,
se tomaron algunas colonias y se resuspendieron en solucion salina estéril hasta alcanzar
una turbidez de 0,5 en la escala de turbidez Mc Farland (lo que corresponde a 10
células ml”', aproximadamente). El grado de turbidez fue comparado con estandares en

la misma escala.

Se tomaron 100 pl de la solucion salina con las bacterias y se le agregaron 900 pl
de plasma de yacaré, gallina o humano. Para obtener diluciones seriales, se prepararon
tubos con 900 pul de solucion salina, se agregd 100 pl de la solucion inicial, y asi
sucesivamente hasta alcanzar una dilucion de 10™°. Luego de diferentes tiempos (0, 1, 3
y 6 hrs), se tomaron 100 pl de cada dilucién serial y se distribuyé sobre la superficie de
agar nutritivo en placas de Petri y se los incubd a 37°C durante toda la noche. Se
seleccionaron las placas en las que se pudo contabilizar entre 30 y 300 unidades

formadoras de colonias (UFC).

El tiempo 0 correspondié al momento en que la muestra de plasma y la solucion
salina con E.coli se pusieron en contacto ¢ inmediatamente fueron vertidos sobre la

superficie del agar.

Para testear el normal desarrollo de las etapas del experimento se llevaron a cabo
controles paralelos con soluciones salinas de E.coli sin plasma. Los experimentos
fueron llevados a cabo por cuadriplicado. La cantidad de UFC final fue calculada por

medio de la siguiente ecuacion:

UEC/mI = Media UFC x factor de dilucion x 10 (dilucion para la
solucion 0,5 McFarland)
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3.2.4 Analisis estadisticos

Todos los datos fueron expresados como media + error estandar. El test estadistico
aplicado fue el de Kruskall-Wallis para comparar CFU/ml entre las muestras de plasma,
las réplicas y los individuos al mismo tiempo seguido por el post-test de Mann-Whitney
en los casos donde fue necesario. La diferencias fueron consideradas significativas

cuando el valor de p <0,05.

3.3 Identificacidn v caracterizacion del sistema del complemento en C. latirostris v C.

yacare

Este estudio se llevd a cabo para identificar y caracterizar el sistema del
complemento en el plasma de C. latirostris y C. yacare en funcion de la temperatura de
incubacién, concentracion del suero y cinética de reaccion, mediante la prueba del

hemolisis de globulos rojos de oveja (SRBC del inglés “sheep red blood cells”).

3.3.1 Ejemplares

Se utilizaron cuatro ejemplares de C. latirostris, todos con una longitud total entre
142 y 168 cm, provenientes del ambiente semi-natural ubicado dentro de las
instalaciones del PY. Los animales pertenecientes a la especie C. yacare fueron
capturados en la provincia de Corrientes (ver seccion 3.1.1), incluyendo cinco
ejemplares con una longitud total entre 110 y 198 cm. El tratamiento realizado a las

muestras de sangre extraida fue detallado en la seccion 3.1.2.

3.3.2 Prueba de hemolisis de globulos rojos de oveja

El ensayo de hemdlisis de SRBC se basa en la ruptura de los SRBC por las
proteinas inmunoldgicas circulantes en el plasma. Estas proteinas reconocen a los

SRBC como antigenos y provocan la activacion de la cascada del SC, que culmina en la
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formacion de un complejo proteico que genera un poro (CAM) en la membrana de los
SRBC y la posterior lisis de los mismos. La consecuente liberacion de hemoglobina es
registrada por espectrofotometria y se considera proporcional a la actividad del SC. Este
ensayo es utilizado en forma rutinaria para evaluar el SC en los laboratorios clinicos
(Kirschfink & Mollnes, 2003) y fue adaptado para el analisis del mismo en el suero de

los cocodrilianos por Merchant et al. (2006a).

3.3.2.1. Descripcion de la prueba de hemdlisis de SRBC

Para caracterizar el SC de C. latirostris, los SRBC fueron obtenidos a partir de
sangre entera heparinizada extraida de ovejas merino (Ovis aries) en la Estacion

Zoologica Experimental, ciudad de Santa Fe, Argentina.

La sangre de oveja fue centrifugada a 450 g durante 20 min y el sobrenadante fue
descartado, realizandose lavados repetidos con una solucion de buffer fosfato salino
(PBS, pH 7.4) hasta clarificar el sobrenadante. Después del ultimo lavado, se prepard

una solucioén al 2% (v/v) de SBRC con el mismo buffer a partir del paquete globular.

Para evaluar la especificidad del método se detectd la actividad del plasma
previamente tratado con dos inactivadores del complemento: el calor y el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA). Se prepararon tres soluciones: plasma de yacaré sin
tratamiento, plasma de yacar¢ tratado con EDTA 50 mM y plasma de yacaré calentado a
56°C durante 30 min. A cada una de estas soluciones se le agregd 1 ml de SRBC 2%

(v/v) durante 30 min.

Los ensayos se llevaron a cabo a temperatura ambiente de laboratorio (25 °C + 2
°C), a excepcion del ensayo en el que se evalud el efecto de la temperatura, para
equiparar las condiciones con otros estudios realizados previamente en diferentes
especies. Asimismo, en todos los ensayos realizados el plasma de yacaré se incubd con
SRBC durante 30 minutos, excepto en el estudio en el que se evalud la cinética de

reaccion del SC, donde se variaron los tiempos de incubacion.
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En todos los ensayos, luego de la incubacion, la solucion fue centrifugada a 2500
x g durante 5 minutos (Figura 24). Posteriormente, se tomaron 300 pl de sobrenadante y
se lo transfiri6 a una microplaca para medir la densidad Optica en un lector de

microplacas a 540 nm (Labsystem Multiskan RC, Helsinki, Finland).

Para obtener un control positivo, se agregd 2 ul de Triton X-100 a 1 ml de
solucion de SRBC al 1% y se homogeneiz6 varias veces con una jeringa de tuberculina,
hasta obtener la hemolisis completa. Esta fue confirmada por la observacion a 400 X en
un microscopio optico (Olympus BH-2, Olympus Co., Japan). Las réplicas de esta
solucion fueron centrifugadas y se midid la densidad optica del sobrenadante. El

resultado obtenido fue considerado como la méxima hemolisis (MH).

Pellet
formado
or las
branas
S S%

it |

Figura 24. En esta imagen se puede observar coloracion rojiza de la hemoglobina que posee el
sobrenadante del eppendorf de la derecha como consecuencia de la hemolisis provocada por el plasma de
yacaré. En el mismo, se puede apreciar el pellet formado por las membranas de los globulos rojos de
oveja (SRBC) resuspendidas que se formd luego de la centrifugacion a diferencia del otro en el cual no se
detecto actividad hemolitica.
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La concentracion hemolitica (CHsp) se obtuvo por el método propuesto por Mayer
(1967) y representa la concentracion de plasma requerida para producir el 50 % de la

MH de una solucion de SRBC al 1% en un volumen de reaccion de 1 ml.

Todos los experimentos fueron realizados por cuadruplicado con diferentes
muestras de plasma y el resultado de la hemolisis de SRBC en cada experimento se
dividi6 por la absorbancia del control positivo para obtener el porcentaje maximo de
hemolisis (%MH). Los resultados se expresan como el media del %MH =+ error estandar

(E.E.).

3.3.2.2 Influencia de la temperatura sobre la actividad hemolitica del sistema del

complemento

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre el SC del yacaré, se tomaron
alicuotas de plasma de yacaré y SRBC se sometieron a diferentes temperaturas (5 a 45
°C, con intervalos de 5 °C) durante 15 min. Luego, se combinaron 0,5 ml de plasma y
0,5 ml de la solucion de SRBC al 2 % (v/v) y nuevamente se llevaron a la temperatura
deseada durante 30 min. Con la finalidad de detener la reaccion, una vez transcurrido el
tiempo requerido, se colocaron las muestras en un bafio con hielo y luego se midi6 la

absorvancia, de acuerdo a la metodologia ya descripta.

3.3.2.3 Influencia del tiempo de incubacion del plasma sobre la actividad hemolitica del

sistema complemento

Para caracterizar la cinética de la hemolisis producida por el plasma de yacarés, se
incubaron 25 ml de plasma combinado con 25 ml de la solucion de SRBC al 2 % (v/v).
De esta combinacion, se tomaron alicuotas de 300 ul en diferentes intervalos de tiempo

(2,5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 y 60 min) y luego se midi6 la absorvancia.
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3.3.2.4 Influencia de la concentracion del plasma sobre la actividad hemolitica del

sistema complemento

Para el estudio de la relacion existente entre la concentracion del plasma y la
hemolisis de SRBC, se incubaron diferentes concentraciones de plasma de yacaré

(desde 0 a 50%, con intervalos de 5 %) con 0,5 ml de soluciéon de SRBC al 2 % SRBC

(v/v) llevado a un volumen final de 1ml con PBS, durante 30 min.

3.3.2.5 Andlisis estadistico

La distribucion normal de los datos se teste6 con la prueba de Kolmogorov—
Smirnov y la homogeneidad de varianza entre los grupos se verifico mediante el test de
Levene. Para detectar diferencias entre el %MH del suero tratado (calor y EDTA) y no
tratado se utiliz6 un ANOVA de una via. Se emplearon analisis de regresion para
describir los efectos de la temperatura, el tiempo y concentracion sobre la hemolisis de
SRBC de las dos especies de yacaré. Se considerd estadisticamente significativo un

valor de p < 0,05.

3.4 Comparacion de la actividad hemolitica del sistema del complemento de C.

latirostris con otras especies

Con el objetivo de comparar la actividad hemolitica del plasma de C. latirostris
con la de otras especies, se extrajeron muestras de sangre de aves, reptiles, y mamiferos

domésticos y silvestres.

3.4.1 Ejemplares

Las muestras de C. latirostris se obtuvieron de los animales en cautiverio

pertenecientes al plantel del PY (seccién 3.1.1).

78



3. Materiales y Métodos

Las muestras de plasma de las otras especies utilizadas en este estudio

comparativo fueron:

v’ Aves: pato creston (Netta peposaca; n = 3), pato doméstico (Anas

domesticus; n = 3) y ganso coscoroba (Anser anser domesticus; n = 4).

v Mamiferos: aguara guazu (Chrysocyon brachyurus; n = 2), mono arafia

(Ateles chamek; n = 2) y caballo (Equus caballus; n = 2).

v" Reptiles: iguana overa (Tupinambis merianae; n = 5) y dos especies de

tortugas acuaticas (Phrynops hilarii; n = 4, y Trachemys dorbigni; n = 3)

En el caso de las aves, la extraccion se realizdo de la vena braquial; en los

mamiferos de la vena yugular y en el caso de las iguanas y tortugas, de la vena caudal.

El tratamiento de las muestras de sangre fue el mismo que fue descripto para

yacarés en la seccion 3.1.2.

3.4.2 Prueba de hemolisis comparativa entre animales de diferentes especies

Para realizar un estudio comparativo entre las propiedades hemoliticas de los
plasmas de diferentes animales frente a SRBC, cada muestra fue tratada de manera

independiente siguiendo el protocolo descripto en la seccion 3.3.2.1.

Nuevamente, se realizo el ensayo de validacion del ensayo con el plasma de cada

una de las especies tratadas con calor y EDTA, y no tratadas.

Todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente de laboratorio (25 °C + 2
°C), colocando 0,5 ml de plasma de cada animal junto con 0,5 ml de la solucion de
SRBC al 2 % (v/v). Luego de 30 min de incubacion, la mezcla se centrifugd y se

tomaron 300 pl de sobrenadante que fue leido en el lector de microplacas.
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3.4.3 Analisis estadistico

La normalidad y homogeneidad de varianza de los datos se verificaron mediante
la prueba de Kolmogorov—Smirnov y de Levene, respectivamente. Para detectar
diferencias en el %MH del plasma de cada especie tratado (con calor y EDTA) y no
tratado, asi como diferencias entre las especies, se utilizO un ANOVA de una via
seguido del post-test de Tukey para identificar los grupos diferentes. Se considerd

estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

3.5 Evolucidn de la actividad del sistema del complemento de C. latirostris durante los

primeros meses de vida

3.5.1 Ejemplares

Se tomaron al azar 40 pichones de C. latirostris correspondientes a 5 nidos
diferentes (8 de cada nido) cosechados e incubados artificialmente como parte de las
actividades del PY. Estos animales fueron mantenidos en las piletas de crianza de dicho
proyecto, en condiciones controladas descriptas previamente. Las primeras muestras se
tomaron a las 48 hs de nacidos y luego cada 30 dias hasta alcanzar los 6 meses de edad

de los animales. El manejo de las muestras fue similar al descripto en la seccion 3.1.2.

3.5.2 Determinacion de la capacidad hemolitica del plasma de C. latirostris

Para este estudio, se realizo el mismo protocolo de ensayo y la expresion de los
resultados se hicieron en base a lo descripto en la seccidon 3.4.2. Cabe destacar que todas
las muestras fueron conservadas a -80 °C hasta la obtencién de la ultima serie de

muestras para realizar todas las determinaciones en forma simultanea.
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3.5.3 Analisis estadistico

Al conjunto de datos obtenidos se le aplico el test de Kolmogorov—Smirnov y el
test de Levene para comprobar la normalidad y la homogeneidad de varianza,
respectivamente. Se utilizO0 un ANOVA de una via seguido del test de Tukey para
detectar diferencias en el %MH entre nidos y a distintos meses de edad. Se considerd

estadisticamente significativo el valor de p < 0,05.

3.6 Efecto de la radiacion UV sobre el sistema complemento

Este estudio se llevo a cabo para evaluar el efecto de la exposicion a luz artificial

UV/visible (UVR) y a luz solar sobre el crecimiento y el SC de C. latirostris.

3.6.1 Ejemplares

Se seleccionaron 96 pichones de C. latirostris de 5 meses de edad
aproximadamente, provenientes de 4 nidos que formaban parte del PY. Todos los
animales eran similares en tamafio y se encontraban aparentemente en buen estado de
salud. Los mismos fueron mantenidos en las piletas de crianza del PY desde su
nacimiento hasta el momento del experimento. Las condiciones durante el experimento
fueron las mismas en las que se encontraban previamente los animales (temperatura,
composicion del alimento, frecuencia de alimentacion y de limpieza, etc.), de manera de

no introducir un factor de variacion extra en los animales.

Cada animal se identificé con caravanas numeradas (Monel Natl Band and Tag
CO., Newport, Kentucky, USA, 1005-1) en la membrana interdigital de ambas patas
posteriores (Figura 25). Posteriormente, 3 animales de cada nido fueron aleatoriamente

asignados a cada una de las 2 réplicas de cada tratamiento (12 yacarés por réplica).

81



3. Materiales y Métodos

Figura 25. Identificacion individual de los animales con dos caravanas metalicas numeradas.

3.6.2 Tratamientos de exposicion a radiacion UV

El estudio tuvo una duracion de 100 dias. Se llevo a cabo en 8 camaras plasticas
(96 cm de largo, 41 cm de ancho y 42 cm alto, superficie = 0.39 m?) que contenian
alrededor del 60 % de la superficie seca y 40 % con agua. La temperatura interior se
mantuvo a 31+ 2 °C y se monitored con termoémetros almacenadores de datos Hobo®

(Onset Computer Corp., Pocasset, MA, USA).

Los tratamientos experimentales fueron disefiados de la siguiente manera:

o OT: oscuridad total

. 8h: ocho hs por dia de exposicion artificial a luz UVR.

o 16h: 16 hs por dia de exposicion artificial a luz UVR.

° FN: fotoperiodo normal con 9,5-10,5 hs de luz natural,
aproximadamente.

Durante todo el estudio, en los tratamientos de 8 y 16 hs diarias de luz UVR, el
tiempo restante hasta completar las 24 hs diarias los animales permanecieron en

completa oscuridad hasta el periodo siguiente.
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Este estudio se realizd en la provincia de Santa Fe, Argentina, donde la media de
irradiancia solar durante la época del afio en que se realizd el experimento fue de 150
W/m?, aproximadamente (Ceballos et al., 2005). Solamente el 1,3 % de la luz UV
emitida por el sol alcanza la superficie de la tierra, a su vez, se compone por el 95 % de
UVA y el 5 % de UVB mientras que el resto es fuertemente absorbido por el ozono
atmosférico. Ademas, en el tratamiento FN, las cdmaras estuvieron cubiertas con nylon
de baja densidad (Agrotileno IPESA®) con un filtro de UV del 2%, para evitar la
pérdida de la temperatura. Bajo estas condiciones, los animales del tratamiento FN
estuvieron expuestos a una irradiancia de 147 W/m2 (150 W/m* — el 2 % de lo que es
filtrado por el nylon). La luz artificial UV/visible fue suministrada por una lampara de
luz visible/UV de 18 watt, frecuentemente utilizada en la crianza de reptiles (UVA 30%
y UVB 5%; Sylvania Reptistar”) colocada a 0,45 m de altura desde la base de la camara
plastica. Bajo estas condiciones, la lampara emite una irradiancia de 45,73 W/m’

(Irradiancia = potencia de la ldmpara /superficie de la cdmara plastica).

En todos los tratamientos, las camaras estuvieron cubiertas con tela media sombra
(con 95 % de filtro de radiacion solar) cubriendo la mitad de las mismas,
proporcionando un area oscura en la parte seca y la parte con agua. La irradiancia
recibida bajo esta superficie oscura en los tratamientos con UVR fue de 2,29 W/m? (95
% de la radiacién UV fue filtrada), y en FN, a 4,5 W/m® (150 W/m® - 97 % que es

filtrado por el nylon mas la media sombra) (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de la cantidad de radiacion recibida en los tratamientos de exposicion a

radiacion ultravioleta (UVR), oscuridad total (OT) y fotoperiodo normal (FN), con y sin media sombra.

Tratamiento Irradiar;cia Irradiancia superzficie cubierta
(W/m°?) (WIm°)
OoT 0 0
8h 45,73 2,29
16 h 45,73 2,29
FN 147 4.5
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3.6.3 Determinacion del crecimiento y de la actividad del sistema complemento

Para evaluar el crecimiento de los animales, se midi6 la longitud (precision 0,1
cm) desde el hocico hasta la cloaca (LHC) de cada animal al inicio y al final del estudio.
Se optd por esta medicion por ser mas conservadora debido a que en muchos casos se
puede producir la pérdida del extremo de la cola, por lo tanto, la medida de la longitud

total no seria representativa del crecimiento alcanzado.

La extraccion de sangre solo se realizd al final del experimento para evitar
cualquier dafio que pudiera resultar en secuelas o muerte de algiin animal al inicio del

mismo. Las muestras se trataron como se explico en la seccion 3.1.2.

Para evaluar los efectos de los diferentes periodos de exposicion a UVR sobre el
SC se utilizd la prueba de hemolisis de SRBC de la misma manera se detalld en la

seccion 3.4.2.

En este caso, se repitio el ensayo de validacion de la técnica hemolitica de SRBC
frente a los clasicos inhibidores del sistema complemento, el EDTA vy el calentamiento
previo del plasma a las temperaturas y tiempos mencionados previamente. Todos los
ensayos se hicieron por cuadruplicado y los resultados se expresan como porcentaje de

maxima hemolisis (%oMH; media + E.E.).

3.6.4 Analisis estadistico

La normalidad de los datos fue testeada mediante la prueba de Kolmogorov—
Smirnov y la homogeneidad de las varianzas fue verificada por el test de Levene. Para
evaluar la diferencia de crecimiento (LHC final — LHC inicial) y el %MH de los
animales expuestos a los tratamientos de luz artificial UVR, OT, y FN, asi como del
ensayo de validez del método, se utilizO6 ANOVA de una via seguido del test de Tukey
para detectar las diferencias estadisticas entre los grupos. Los valores de p < 0,05 se

consideraron estadisticamente significativos.
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3.7 Induccion de la respuesta inmune luego de una exposicion in vivo a plaguicidas

Tal como fue mencionado en la Introduccidn, existe una alta probabilidad de que
los yacarés construyan los nidos cerca de cursos de agua contiguos a los cultivos. Por
este motivo, tanto los embriones como las crias estdn expuestos a los plaguicidas
utilizados en dichos cultivos. Para evaluar el efecto potencial de los plaguicidas, se
realizd un ensayo de exposicion subcronica in vivo de neonatos de C. latirostris a
Roundup® (RU, férmula comercial de Glifosato [GFT]), en condiciones de laboratorio.
Una vez finalizada la exposicion, los animales fueron inyectados con una solucion de

LPS de E. coli para evaluar los parametros de la respuesta inmune.

3.7.1 Ejemplares

Para este estudio se utilizaron 72 ejemplares de C. latirostris de 20 dias de edad,
provenientes de 3 nidos cosechados en la naturaleza, incubados artificialmente y
mantenidos bajo condiciones controladas hasta el inicio del tratamiento en las
instalaciones del PY. Todos los animales fueron individualizados con caravanas

numeradas (Ver seccion 3.6.1).

3.7.2 Tratamientos de exposicion y concentraciones de plaguicidas

Los animales de cada nido fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos
experimentales de 24 animales cada uno (ocho de cada nido y dos réplicas de 12
animales por grupo): un control negativo (CN), sin exposicion, y dos grupos expuestos a

RU, RU1 y RU2.

Los animales fueron mantenidos en bateas plasticas de 75 cm de largo por 35 cm
de ancho y 37 cm de altura, inclinados para ofrecer una parte seca y una con agua,
dentro de un ambiente calefaccionado (30 = 1 °C). La temperatura de cada batea se
registré mediante un almacenador de datos Hobbo Temp (Onset Computer Corporation,

Pocasset, MA, USA), a fin de corroborar que se mantuviera en el rango previamente
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establecido. El alimento estuvo compuesto por la misma mezcla ya descripta en 3.1.1 y

fue suministrado ad libitum tres veces por semana.

La exposicién a RU se llevo a cabo en agua (por inmersién) durante dos meses
aproximadamente, con renovacion cada dos dias, alternando con la limpieza de las
bateas. Se utilizo la concentracion recomendada para la aplicacion del RU a campo (al
3%: 3 1/100 1 agua/ha) y el doble de la misma (al 6%), a fin de evaluar la relacion
concentracion-efecto. Dicha concentracion se aplicd en funcion de la superficie de base
de la batea (0,2622 m?) y fue diluida luego en un volumen de agua constante (5 1). Para
simular la metabolizacion del compuesto en agua a lo largo del tiempo, se fue
disminuyendo progresivamente la concentracion de RU agregada en cada renovacion
del agua. Esta determinacion fue tomada en base a la cinética de metabolizacion del
GFT, previamente determinada mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC,
del inglés “High Performance Liquid Chromatography”) con derivatizacion pre-
columna utilizando 9- fluorenilmetil cloroformato (FMOC-CI) como derivatizante
(Hogendoorn et al., 1999; Garcia de Llasera et al., 2005), en iguales condiciones que el

experimental y durante el mismo tiempo (Figura 26).

15 |
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Figura 26: Metabolizacion de Glifosato (GFT) en agua correspondiente a los grupos de baja
concentracion (RU1) y alta concentracion (RU2) de plaguicida caracterizado por cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC).Las concentraciones iniciales y finales de cada grupo experimental se muestran en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Grupos experimentales de neonatos de C. latirostris y tratamientos aplicados en el Ensayo de
exposicion in vivo a Roundup®.

Grupo experimental | Compuesto | Conc. Inicial (mg/l) | Conc. Final (mg/l)
(CN) Agua potable 0,00 0,00
RU1 Roundup” 11 2,6
RU2 Roundup” 21 5,0

3.7.3 Inyeccidn de lipopolisacéaridos

A los dos dias de finalizada la exposicion a RU los animales fueron inyectados

intraperitonealmente con una solucién de LPS de E. coli K-235 (Sigma) a una dosis de

1 mg/kg de peso (Merchant et al., 2006¢) como se muestra en la Tabla 4.

Luego de la inyeccion, los animales fueron mantenidos por 72 hs. hasta el

momento de la extraccion de sangre bajo las mismas condiciones de exposicidon en que

fue realizado el experimento. El tratamiento de la sangre se hizo de la misma manera

como se describiera en la seccion 3.1.2, excepto para las determinaciones en la que fue

necesario el uso de sangre entera (recuento total y diferencial de leucocitos). El motivo

por el cual s6lo se realiz6 la extraccion de sangre al final del experimento fue

mencionado en la seccion 3.6.3.

Tabla 4. Distribucion y cantidad de animales inyectados con la solucién de LPS y solucion salina post-

exposicion a GFT in vivo.

Grupo experimental | Solucion inyectada | N° de neonatos/nido | N/tratam/replica
CN Solucion salina 4 12
CN LPS 4 12
RU1 Solucion salina 4 12
RU1 LPS 4 12
RU2 Solucion salina 4 12
RU2 LPS 4 12
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3.7.4 Variables morfométricas

Todos los animales fueron medidos en longitud total (LT) y LHC con una
precision de 0,1 cm, y pesados con una precision de 0,1 gr al inicio y al final del

estudio.

3.7.5 Determinacion de la actividad del sistema del complemento

La actividad del SC se determin6 por el método de hemdlisis de SRBC siguiendo

el protocolo de trabajo descripto en la seccion 3.4.2.

3.7.6 Recuento total y diferencial de glébulos blancos

El recuento del numero total de leucocitos se realizd con sangre entera mediante el
uso de la cadmara de Neubauer. Se tomé una alicuota de sangre y se la diluy6é con una
solucion de NaCl 0,6% (Lewis et al., 2008) en una proporcion de 1:200. La solucién de
NaCl actua como agente lisante de los hematies sin intervenir en la integridad de los
leucocitos. Se homogeneizé la mezcla para que actue dicha solucidn, se cargd la camara
con el volumen necesario y se dejo reposar durante 5 min para que sedimenten las

células; luego se observaron al microscopio 6ptico a 400x.

El numero de leucocitos observados se expresan por mm® de sangre y se

calcularon de la siguiente manera:

N° de leucocitos/mm’® de sangre = (A/V) * f

Donde:
A= ntimero de leucocitos contados
V= volumen del cubo (en mm®) que posee la camara de Neubauer

f= factor de dilucion
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Por otro lado, para el recuento diferencial de leucocitos, se realizaron 2 frotis por
animal, se fijaron con etanol durante 10 min y se tifieron con solucion de May
Grunwald al 50% durante 3 min, y posteriormente, con una solucion de Giemsa al 10%
durante 20 min. Los preparados fueron codificados para lograr el maximo de
objetividad al momento del andlisis. Luego se observaron en microscopio Optico a
1000x y se cont6 la cantidad de cada subtipo de leucocitos clasificados como:
heterodfilos, basoéfilos, eosindfilos, linfocitos y monocitos, cada 100 leucocitos contados

y los resultados se expresaron en porcentajes.

3.7.7 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se evaluaron en normalidad (test de Kolmogorov—
Smirnov) y homogeneidad de varianza (test de Levene). Luego se realiz6 un ANOVA
factorial de dos factores: exposiciéon a RU e inyeccion con LPS. Cuando fue necesario
se utilizd como test post-hoc el test de Tukey para identificar los grupos diferentes. Los
tratamientos y los nidos se utilizaron como variables de agrupamiento en tanto que el
%MH vy el recuento total y diferencial de leucocitos como variables de respuesta. La
relacion entre esas variables y las de crecimiento se establecid mediante regresiones

lineales. Se considero estadisticamente significativo el valor de p < 0,05.

3.8 Dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) en plasma de C. latirostris v C. yacare

Sobre la base de las multiples funciones mencionadas y su importante relacién
como mediador de la respuesta inmune en las especies estudiadas, se llevod a cabo la
identificacion, caracterizacion y comparacion de la actividad de la enzima DPPIV entre

las dos especies de cocodrilianos que habitan en Argentina.
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3.8.1 Ejemplares

Las muestras de sangre fueron obtenidas de animales silvestres adultos C.
latirostris (n=13: 7 hembras y 6 machos; de 1,51 a2,31 m de LT) y C. yacare (n= 14: 7
machos y 7 hembras de 1,44 a 2,11 m de LT). Los animales fueron capturados en los
lugares descriptos para C. latirostris y C. yacare en la seccion 3.1.1. Cabe mencionar,
que debido a la influencia de la temperatura ambiente en la fisiologia de estos animales,
en ambos casos el muestreo se realiz6 durante el verano con pocos dias de diferencia

entre las capturas de una especie y la otra.

Se mantuvo el mismo protocolo de extraccion y procesamiento de las muestras

que fue descripto en la seccion 3.1.2 para los animales en estado silvestre.

3.8.2 Descripcion del ensayo para determinar DPPIV plasmatica

Para caracterizar la actividad de la enzima DPPIV, se utilizd como referencia el
ensayo de determinacion de DPPIV en plasma y sangre entera desarrollado para A.
mississippiensis por Merchant et al. (2009b). Este se basa en la capacidad que posee la
enzima para liberar dipéptidos a partir de la hidrolisis del sustrato Ala-Pro-AFC
(Anaspec, San José, CA). La reacciéon comienza con la mezcla del plasma de yacaré con
un buffer de iniciacion (100 mM Tris HCI, ph 7.4) y finaliza con el agregado de un
buffer de finalizacion (100 mM Tris HCI, ph 7.4, 15 mm EDTA). La enzima requiere
cationes divalentes (Ca*" y Mg®") para ejercer su funcion. En base a este requerimiento,
el buffer de finalizacion tiene el agregado de EDTA, como inhibidor de la proteasa, por

su actividad quelante de esos cationes (Ghersi et al., 2006) (Figura 3.7).

Como en los casos anteriores, todos los ensayos se llevaron a cabo a temperatura
ambiente de laboratorio para poder comparar los resultados con otros estudios previos
reportados (excepto en los que se midid la variacion de la temperatura) y la incubacion
se realizd durante 60 min (excepto en los ensayos que se evaluaron las variaciones de la
enzima en funcion del tiempo). Luego del agregado del buffer de finalizacion, las

mezclas se transfirieron a cubetas para medir la intensidad de fluorescencia en un

90



3. Materiales y Métodos

espectrofluorémetro. La actividad de DPPIV en las muestras de plasma de yacaré
produjo el clivaje del sustrato en AFC y el dipéptido, generando diferentes intensidades
de fluorescencia que se midieron en un fluorémetro a una A de 395 nm de exitacion y

530 nm de emision.

Asimismo, se evaluaron los efectos de la Diproteina A (Leu-Pro-Leu, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) sobre la hidrélisis de Ala-Pro-AFC. Umezawa et al. (1984)
reportaron que la Diproteina A es un potente inhibidor para la enzima DPPIV por
competencia con el sustrato (Figura 27). A muestras de plasma se agregaron diferentes
cantidades de Diproteina A y las combinaciones se trataron siguiendo los mismos pasos

realizados cuando se determino la actividad de la enzima DPPIV.

Todos los ensayos se realizaron por cuadriplicado y los resultados se expresan

como nmol de producto creado (media + E.E.).

Caiman DPPIV

Diproteina A

GD\» Ala-Pro

+

Ala-Pro-AFC

Emision
fluorescencia

Figura 27. Esquema del ensayo utilizado para la determinacion de la actividad de la enzima dipeptidil
peptidasa IV (DPPIV) en plasma de yacaré.

3.8.3 Influencia de la temperatura de incubacién sobre la actividad de la enzima DPPIV

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima DPPIV en

el plasma C. latirostris y C. yacare, se llevo a cabo un ensayo a diferentes temperaturas
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(desde 5°C a 40°C con intervalos de 5°C). Previo al agregado del sustrato, se colocaron
50 ul de plasma de yacaré junto a 700 ul del buffer de inicio y se llevaron a la
temperatura deseada durante 15 min. Luego, se agregaron a esta mezcla preliminar 10
ul de Ala-Pro-AFC 2.5 mM vy se incubaron a la misma temperatura. Al finalizar el

tiempo de incubacion, se agregaron 700 ul del buffer de finalizacion.

3.8.4 Influencia de la concentracion del plasma sobre la actividad de la enzima DPPIV

Para estudiar la dependencia de la concentracion del plasma en la actividad
DPPIV, se agregaron diferentes volimenes de plasma de yacaré (0, 1, 2, 5, 10, 20, 50,
100 0 200 pl), 10 pl de Ala-Pro-AFC 2,5 mM y buffer de iniciacion (csp) hasta alcanzar
un volumen final de 750 pl. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de 30 min, se

detuvo la reaccion mediante el agregado del buffer de finalizacion.

3.8.5 Influencia del tiempo de incubacion sobre la actividad de la enzima DPPIV

Para determinar la cinética de la actividad de la enzima DPPIV, se realiz6 la
incubacién a diferentes intervalos de tiempo. Se mezclaron 2 ml de plasma de yacarg,
27,7 ml de buffer de ensayo y 400 ul de Ala-Pro-AFC 2.5 mM. A diferentes intervalos
de tiempo (0, 5, 10, 15, 20, 30, 60 y 120 min), se retiraron 760 pl de esta mezcla y se les

agrego6 700 ul del buffer de finalizacion para detener la reaccion.

3.8.6 Analisis estadistico

El efecto de la temperatura, la concentraciéon y la cinética de reaccidon se
analizaron por medio de regresiones lineales para cada especie. Se considero

estadisticamente significativo el valor de p < 0,05.
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3.9 Fosfolipasa A2 (PLA2) en plasma de C. latirostris y C. yacare

Debido a la importante funcién que cumple la enzima PLA2 en la generacion de
mensajeros en la respuesta inmune innata. Se realizaron ensayos para identificar y

caracterizar la actividad de esta enzima en plasma de C. latirostris y C. yacare.

3.9.1 Ejemplares

Se utilizaron muestras de los mismos animales capturados como fuera detallado

en la seccion 3.8.1.

3.9.2 Cultivo bacteriano

Para esta determinacion se utilizo la misma cepa E. coli ATCC 11105 como en la
seccion 3.2.2. Se realizé el mismo tratamiento de enriquecimiento con la excepcion de
que se tomd un ml del cultivo bacteriano en LB y se repicé en un | de caldo nutritivo.
Posteriormente, se agrego6 a ese cultivo 1 mg de BODIPY®™ FL C4 (4cido 4,4-difluoro-
5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-hexadecanoico; Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) disuelto en 1 ml de DMSO (dimetil sulfoxido) y se llevo a incubacion a 37
°C durante 18 hs. Luego, el cultivo se centrifugd a 8000 x g por 15 min. Se descart6 el
sobrenadante y se resuspendio el sedimento en una solucion de NaCl al 0,9 %. Este
proceso se realizd 2 veces. Por ultimo, se resuspendio el pellet con 30 ml buffer de

ensayo (1 mM Ca*" en 100 mM tris-HCI, pH 7,4).

3.9.3 Descripcion del ensayo para la determinacion de PLA2 plasmatica

Este ensayo se desarrolld para medir la actividad de la enzima PLA2 secretada en
el plasma. Se utiliz6 BODIPY para marcar fluorescentemente un acido graso que se une
en la posicion sn-2 de los fosfolipidos. En presencia de estos, las bacterias en

multiplicacion incorporan esta macromolécula como parte de la membrana externa.
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Cuando estas bacterias son sometidas a la actividad de la enzima PLA2, el acido graso
sn-2 marcado es hidrolizado quedando liberado de las membranas fosfolipidicas de las
bacterias en el buffer de ensayo. El pellet formado contiene las bacterias con el acido
graso marcado en la membrana mientras que el liberado se encuentra en el sobrenadante
y es medido por espectrofluorometria (Figura 28). La actividad de PLA2 se midi6 en un

espectrofluorometro a una A de 500 nm de exitacion y 510 nm de emision.

Todos los ensayos se realizaron por cuadriplicado y se expresaron como unidades

de fluorescencia (UF) + E.E.

Caiman
PLA2

Pellet
HENIE!

Padih,

s | Buffer inicio \ '

E.Coli
marcada
Bodipy

Figura 28. Esquema del ensayo utilizado para la determinacion de la actividad de la enzima fosfolipasa
A2 (PLA2) en plasma de yacaré.

3.9.4 Influencia de la temperatura de incubacion en la actividad de la enzima PLA2

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima PLA2 se
realizaron ensayos a diferentes temperaturas (desde 5°C a 40°C con intervalos de 5°C).
Previo al inicio de la reaccion, tubos con 950 pl del buffer de iniciacion, otros con 50 ul
de la solucion que contiene la bacteria marcada y otros con 100 ul de plasma de yacaré

se llevaron por separado durante 15 min a la temperatura a estudiar. Luego, se
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mezclaron los componentes de la reaccidon, se incubaron por 30 min en la misma
temperatura y se les agrego 900 pul del buffer de finalizacion (50 mM EGTA en 100 mM
Tris-HCI, pH 8,0). Se centrifugaron a 16000 x g durante 5 min y el sobrenadante

obtenido fue medido por espectrofluorometria.

3.9.5 Influencia de la concentracion del plasma en la actividad de la enzima PLA2

Para la determinacion del efecto de la concentracion del plasma sobre la actividad
PLA2, se agregaron diferentes cantidades de plasma de yacaré (0, 1, 2, 5, 10, 20, 50 y
100 pl) y suficiente cantidad de buffer de ensayo hasta alcanzar un volumen final de 750
ul; luego se agregd una cantidad fija de 100 ul de la solucion que contiene la bacteria E.
coli marcada y se incubaron durante 30 min. Transcurrido el tiempo de incubacion, la
reaccion se detuvo con el agregado de 750 ul del buffer de finalizacion. Posteriormente
se centrifugd y el sobrenadante se colocd en cubetas plasticas para determinar la

intensidad de fluorescencia de cada muestra.

3.9.6 Influencia del tiempo de incubacion en la actividad de la enzima PLA2

Para evaluar la cinética de reaccion de la actividad de la enzima se mezclaron 3,5
ml de suero, 1,75 ml de la solucion que contiene la bacteria con el marcador
fluorescente y 33,25 ml del buffer de iniciacion. A distintos intervalos de tiempo (0, 5,
10, 15, 20, 30, 60, 90 min) se extrajo 1,1 ml y se agregd a 900 ul de buffer de

finalizacion, se centrifugaron y el sobrenadante se midi6 espectrofluorométricamente.

3.9.7 Analisis estadistico

El efecto de la temperatura, la concentracion y la cinética de reaccion de la
actividad de PLA2 fueron analizadas por medio de regresiones lineales para cada

especie. Se consider6 estadisticamente significativo el valor de p < 0,05.
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4. Resultados

4.1 Identificacién de la actividad antimicrobiana en C. latirostris mediante el ensayo de

inhibicidn de crecimiento en placa

En este estudio se detectd que los sueros de las tres especies demostraron tener
actividad antibacteriana contra E. coli ATCC 11105 con diferencias entre las especies y

el tiempo (Figura 29).

Al tiempo 0, la actividad antibacteriana del plasma de C. latirostris demostro ser
mas rapida y potente comparada con el plasma de gallina y de humano (p<0,001),
siendo este ultimo el de menor capacidad para impedir el crecimiento de E. coli de las

tres especies estudiadas. Lo mismo se observod luego de 1 hora de exposicion (p<0,001).

A las 3 horas de exposicion, no hubo diferencias entre las UFC contabilizadas en
los cultivos con plasma humano y de gallina (p > 0,05) pero si se encontraron

diferencias entre éstos y el plasma de yacaré (p < 0,001).

Luego de las 6 hs de exposicion, la cantidad de UFC de E coli contabilizadas en el
cultivo con plasma de yacaré¢ fue menor de 30. El cultivo con plasma humano demostro
tener un efecto menor sobre E. coli que aquel con plasma de gallina (p<0,001). A su
vez, no hubo diferencias en la actividad antibacteriana entre las réplicas ni entre los

individuos de ninguna especie (p > 0,05).
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Figura 29. Actividad antibacteriana del plasma de yacaré overo, gallina y humano expuesto a E. coli en
funcion del tiempo de incubacion. Las unidades formadoras de colonias se expresan como unidades
formadoras de colonias por ml (UFC/ml) y corresponden a la media de las UFC contadas en las
diluciones seriadas que contenian entre 30 y 300 UFC. El calculo de UFC/ml se obtiene en base a la
formula expresada la seccion 3.2.3. En todos los tiempos evaluados, el plasma de C. latirostris tuvo una
mayor actividad antibacteriana que el plasma de G. gallus y humano (* p <0,001). A = no fue detectada.

4.2 Identificacion v caracterizacion del sistema del complemento en C. latirostris v C.

yacare

4.2.1 Identificacion e inhibicion de la actividad del sistema del complemento mediante

la prueba de hemolisis de globulos rojos de oveja

Los datos representados en la Figura 30, demuestran la capacidad que tiene el
plasma de ambas especies de yacaré para destruir las membranas de los gldbulos rojos
de oveja. En este caso, se comparan el %MH de SRBC provocado por el plasma de C.
latirostris y el de C. yacare sin tratamiento (92,8 + 4,15 % y 90,9 + 3,85 %,
respectivamente), con los tratados con EDTA (14,4 + 2,41 %) y con calor (17,2 + 2,17

%), ambos factores considerados como inactivadores del SC (Morgan, 2008). La
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absorbancia registrada indicd un importante descenso en el %MH cuando el plasma fue

tratado con los inhibidores mencionados (p < 0,001).
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Figura 30. Efecto del tratamiento del plasma con EDTA (50 mM) y calor (56°C 30 min) sobre la
hemolisis de globulos rojos de oveja (SRBC). El plasma no tratado demostré una capacidad muy superior
(* p<0,001) para lisar los SRBC respecto al tratado con EDTA vy calor.

4.2.2. Influencia de la temperatura de incubacién del plasma sobre la actividad del

sistema complemento.

El efecto de la temperatura de incubacion del plasma de ambas especies sobre la
capacidad de hemolisis de SRBC se presenta en la Figura 31. El suero de yacaré
demostré una fuerte correlacién positiva entre la temperatura y el %MH (p<0,001; 1* =
0,98 y r* = 0,92 para el plasma de C. latirostris y C. yacare, respectivamente). En
ambas especies, el %MH mas alto se detectdé cuando la combinacion del suero con la
solucion de SRBC se incubd a 35°C (C. latirostris: 99,30 + 2,85 %; C. yacare: 98,90 +
3,95 %). Contrariamente, la actividad del plasma mas baja detectada fue a los 5°C (C.

latirostris: 13,64 £ 0,61 %; C. yacare: 9,26 + 1,72 %). Esta capacidad que posee el

99



4. Resultados

plasma para alterar la integridad de la membrana de los SRBC aumento6 levemente con
la temperatura (C. latirostris: 10°C: 15,44 + 2,76 %, 15°C: 31,79 + 2,55 y 20 °C: 60,05
+ 2,51; C. yacare: 10°C: 10,09 + 3,81 %; 15°C: 20,33 + 3,33 % y 20°C: 45,21 + 2,65
%). Asimismo, se registro un aumento de alrededor del 20 % a las temperaturas de 25 a
35°C (C. latirostris: 25°C, 62,80 + 1,94 %; 30°C, 95,53 + 1,98 %; 35°C, 99,2 = 1,1 %
y C. yacare: 25°C: 69,72 + 4,73 %; 30°C: 95,01 + 1,13; 35°C, 98.9 + 3,13 %). Luego
de este pico, se observd una pequeia reducciéon en la hemolisis a 40 y 45°C (C.
latirostris: 95,61 = 2,20 % y 88,36 + 1,10 %; C. yacare: 96,09 + 2,58 % y 90,33 + 3,13

%, respectivamente).

110 -
20 -

70 -

50 - OC. latirostris
B . yacare
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% Maxima hemolisis

Temperatura (2C)

Figura 31. El plasma de ambas especies de yacaré fue incubado con una solucion de globulos rojos de
ovejas (SRBC) al 1 % (v/v) a diferentes temperaturas (5°C a 45°C, con intervalos de 5°C). Los resultados
registrados para las dos especies demostraron una correlacion positiva entre la temperatura y el porcentaje
de maxima hemolisis (p<0,001; r* = 0,98 y r* = 0,92 para el plasma de C. latirostris y C. yacare,
respectivamente)
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4.2.3 Influencia de la concentracion del plasma sobre la actividad del sistema

complemento

La capacidad del plasma de C. latirostris y C. yacare para alterar la estructura
normal de la membrana del SRBC provocando la hemdlisis de los mismos demostrd
tener una relacion positiva (p<0,001) dependiente de la cantidad de plasma (Figura 32).
La incubacién de una solucion de SRBC sin el agregado de plasma de yacaré, demostro

una hemolisis a temperatura ambiente de 3,43 £ 2,75 %.

La hemolisis de SRBC aumenté progresivamente con una concentracion de
plasma de yacaré de 5 a 25 % en ambas especies, exhibiendo los siguientes porcentajes
de hemolisis maximas: C. latirostris: 5 %: 17,64 £2,67 %, 10 %: 32,03 + 1,25 %, 15 %:
53,44 + 3,64 %, 20 %: 60,42 + 2,89 %, 25 %: 79,39 + 4,71 %, C. yacare: 5 %: 13,44 +
4,13 %, 10 %: 33,71 £ 3,99 %, 15 %: 48,40 £ 2,65 %, 20 %: 51,88 + 3,01 %, 25 %:
69,86 + 1,94 %, respectivamente. A partir de la concentracion de 30 % se produjo un
plateau en el % MH en ambas especies, con un incremento leve a concentraciones
mayores que alcanzo su maximo a 50 % de plasma (C. latirostris: 30 %: 85,94 + 1,75
%, 35 %: 87,03 £ 1,31 %, 40 %: 87,88 + 3,20 % y 45 %: 88,63 + 2,80, 50 %: 92,08 +
2,80 %; C. yacare: 30 %: 86,64 + 4,54 %, 35 %: 88,15 + 3,92 %, 40 %: 89,00 £+ 50 %
2,12 %, 45 %: 88,52 = 3,09, 50 %: 90,90 £ 3,74 %).

Por otro lado, valor de CHs hallado para el plasma de C. latirostris fue 386 puL y
para el de C. yacare, fue de 322 uL.
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Figura 32. La incubacion de una solucion de gldbulos rojos de oveja (SRBC) al 1 % (v/v) demostr6 una
relacion positiva con volimenes crecientes de plasma de ambas especies de yacarés (p < 0,001; C.
latirostris: r* = 0,96, C. yacare: r* = 0, 91).

4.2.4 Determinacion de la cinética de hemolisis del plasma sobre la actividad del
sistema complemento

Los resultados de %MH hallados luego de la exposicion de la solucion de SRBC
con el plasma de las especies de yacaré estudiadas demostraron ser dependientes del
tiempo de exposicion en ambos casos (Figura 33) (p<0,001, C. latirostris: r* = 096, C.
yacare: r’= 0,82). Inmediatamente, a los 2 min de iniciada la exposicién, se hallé un
%MH de 5,55 + 2,15 % para el caso del plasma de C. latirostris y 5,95 + 3,63 % para el
de C. yacare. Esta capacidad creci6é lentamente desde los 5 min de exposicion del
plasma de C. latirostris (24,20 + 3,67 %) hasta los 30 min (10 min: 27,25 + 1,27 %; 15
min: 31.16 + 2,65 %; 20 min: 49,45 + 7,19 %; y 30 min: 53,90 + 2,15 %) y con una
menor proporcion (p < 0,05) de hemolisis para el plasma de C. yacare (5 min: 5,85 +
2,39 %; 10 min: 5,49 + 3,21 %; 15 min: 5,95 £+ 2,77 %; 20 min: 9,46 + 4,88 % y 30 min:
33,21 £ 4,12; p< 0,05). A su vez, la hemolisis continué aumentando hasta los 45 min

(C. latirostris, 73,37 £ 9,47 %; C. yacare, 70,29 + 5,82 %) mientras que a los 60 min se
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detectd la mayor respuesta hemolitica para C. latirostris (96,16 + 5,54 %) y para C.
yacare (90,80 = 6,19 %).
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Figura 33. La incubacion de 25 ml de plasma de yacaré con 25 ml de solucion de SRBC al 1 % (v/v) se
realiz6 para evaluar in vitro la cinética de la reaccion hemolitica provocada por las proteinas plasmaticas
del plasma. Los volumenes leidos fueron retirados a diferentes intervalos de tiempo (p < 0,001, C.
latirostris: r* = 0,96, C. yacare: = 0,82).

4.3 Comparacidn del sistema de complemento con otras especies

Los resultados obtenidos de la comparacion entre los %MH de los plasmas
provenientes de diferentes de animales silvestres y domésticos demuestran que el valor
detectado para el plasma de C. latirostris (86,38 + 5,1 %) fue superior al de los demas
plasmas (p < 0,05) (Figura 34). No se observaron diferencias entre los %MH generados
por los plasma de las aves (p > 0,05) (Netta peposaca, 58 + 11,3 %; Anas domesticus,
61,71 £ 9,12 % y Anser anser domesticus, 55,43 + 8,81 %) ni entre los provocados por
el plasma de los reptiles (p > 0,05) (Phrynops hilarii, 55,24 + 13,2 %; Trachemys
dorbigni, 58,76 + 7,3 % y Tupinamabis merianae, 67,81 + 6,75 %). En cambio, el

%MH obtenido con el plasma de los mamiferos fue acentuadamente menor que el resto
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(Equus domesticus, 10,95 + 4,6 %; Ateles chamek, 32,19 + 4,1 %; Chrysocyon
brachyurus, 10,66 + 4,430 %).
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Figura 34. Resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad del SC de diferentes especies de aves,
reptiles y mamiferos. La actividad del plasma de C. latirostris fue superior (* p < 0,05) al de las demas
especies evaluadas.

4.4. Evolucion del sistema del complemento durante los primeros 6 meses de vida

Los resultados obtenidos de la actividad del SC de C. latirostris de diferentes

nidos durante los primeros seis meses de vida se detallan en la Tabla 5.

La actividad del sistema del complemento de los animales demostrd ser diferente
entre los nidos durante los meses evaluados (p < 0,05). Los nidos 172, 362y 174 y 167
demostraron una variacion de dicha actividad en los distintos meses (p < 0,05). La
mayoria de los nidos demostraron un valor alto en el mes de abril con un descenso en el
%MH durante los meses mas frios (mayo-julio), incrementindose nuevamente en

agosto y septiembre.
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Tabla 5. Resultados de la determinacion de la capacidad hemolitica del plasma de C. latirostris extraido
mensualmente durante seis meses desde el nacimiento. Las determinaciones fueron realizadas por

cuadruplicado.
NIDOS

Mes| 294 172 149 248 362 174 225 367 167

%MH | EE | %MH | EE | %MH | EE | %MH | EE |%MH | EE | %MH | EE | %MH | EE | %MH | EE | %MH | EE
Abr | 6046 |622(77.89 | 5646474 | 4438415 |4,13|8385 [2,11[5081 |512(5587 |512]5509 |4,13|9087 | 4,30
May | 6474 | 4486930 |448 | 5988 |538| 77,15 |522| 77,04 |476|4123 | 621 |5482 | 7.68 | 56,12 | 412|873 |387
Jun |63.56 |3.99|6481 [3,96]5671 |621|7940 | 6385|6381 |533|4429 |539[5511 |4,13]50,53 |3,99]77,65 |692
Jul | 5448 |550|60,77 |4,13[5511 |433(77,90 |539]63,29 |628|4521 |2,88 |44,:84 |3,99]60,11 |527]7922 |6,63
Ago 5339 |3335253 | 6325732 | 521|801 |742(7021 | 3885377 |579 (4992 | 656 | 6244 | 5448847 | 4,98
Sep | 6611 |511]6930 |411|6131 |752]8320 |6,11|7616 |439]5919 |631|5460 |7,14|6690 | 762|911 |513

Los nidos 294 y 367 fueron los Unicos que presentaron valores mas altos en mayo

que en abril pero sin diferencias significativas (p < 0,05). Los valores hallados en el mes

de septiembre fueron superiores al resto de los meses en todos los nidos pero solo se

detectaron diferencias en los nidos 172, 362, 174 y 294 (p <0,05, Figura 35). En todos

los nidos, el comportamiento de las curvas de %MH estuvo asociado con las variaciones

de temperaturas ambientales.
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Figura 35. Representacion de la variacion mensual de la actividad del SC durante los primeros seis meses
de vida. Los nidos 172, 362 y 174 y 167 demostraron una variacion de dicha actividad en los distintos
meses (p < 0,05). Se detectaron diferencias en los valores hallados en el mes de septiembre solo en los
nidos 172, 362, 174 y 294 (p < 0,05).

4.5 Efecto de diferentes tiempos de exposicion a RUV. fotoperiodo natural y oscuridad

total sobre el crecimiento v la actividad del sistema complemento

4.5.1 Efectos detectados sobre el crecimiento

Los resultados del crecimiento de los animales expuestos a los diferentes
tratamientos de radiacion UV, se muestran en la Figura 36. Los yacarés expuestos a FN
crecieron mas que los otros grupos (11,54 £ 0,89 cm) (p < 0,001) pero no hubo
diferencias en el crecimiento entre los expuestos a 8 hs (5,84 + 0,42 cm), 16 hs (7,98+
1,33 cm) y OT (6,39 + 0,52 cm). A su vez, se detectd un claro efecto nido en dicha
variable (p < 0,001).
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Figura 36. Valores de incremento en la longitud hocico-cloaca (LHC) tomadas al comienzo y al final del
experimento de exposicion a diferentes tratamientos: 8 hs de radiacion ultravioleta (RUV), 16 hs de RUV,
fotoperiodo natural (FN) de luz solar y oscuridad total (OT) durante 90 dias. El grupo FN evidenci6é un
crecimiento superior (* p < 0,001) respecto de los demas grupos.

4.5.2 Efectos detectados sobre la actividad del sistema complemento

Los ensayos con SRBC insensibilizados fueron llevados a cabo para caracterizar

el SC de C. latirostris expuestos a los tratamientos de exposicion a RUV, FN y OT.

Los resultados obtenidos no demostraron diferencias en la hemolisis de SRBC
entre los yacarés provenientes de diferentes nidos como tampoco entre los individuos

asignados a los distintos tratamientos (p > 0,05).

La Figura 37 hace referencia a los resultados de la hemolisis de los SRBC
producida por el plasma de los yacarés expuestos a los tratamientos de OT, RUV y FN.
Los efectos de los dos tratamientos de RUV, como los de oscuridad total, afectaron la
capacidad del plasma para alterar la integridad de los SRBC (p < 0,001). La actividad
mas baja detectada fue la del grupo de animales expuestos a luz UV durante 16 h por

dia (31,11 £ 7,90 %) seguida por el grupo que estuvo expuesto 8 h (36,24 + 5,28 %) y
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luego el de oscuridad total (59,20 + 7,31 %). El grupo restante, que fue mantenido bajo

regimenes de fotoperiodos normales demostrd la capacidad hemolitica més elevada

(94,80 = 6,90 %).
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Figura 37. Diferentes capacidades de hemolisis demostradas por el plasma de los grupos de animales
expuestos a distintos tratamientos: oscuridad total (OT), 8 hs de radiacion ultravioleta (RUV), 16 hs de
RUYV y fotoperiodo normal (FN). La capacidad hemolitica de los animales del tratamiento FN (* p <
0,001) fue superior al resto de los grupos.

4.6 Efectos de la exposicion a plaguicidas sobre el crecimiento v la actividad del

sistema complemento

4.6.1 Variables morfométricas

Al finalizar el experimento, el incremento de LHC y LT de los animales expuestos
a RU2 (5,63 £ 0,89 cm y 2,80 = 0,36 cm) fue menor que en el CN (8,23 + 0,6lcm y
4,17 £ 0,29, respectivamente) (p < 0,05), en cambio en el peso no se observaron

diferencias estadisticamente significativas (Figura 38).
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Figura 38. Las diferencias observadas entre longitud hocico-cloaca (LHC) (izquierda) y longitud total
(LT) (derecha) tomadas al inicio y al final del experimento de exposicion a plaguicidas fueron menores en
el tratamiento RU2 (* p < 0,05) al resto de los tratamientos.

4.6.2 Determinacion de la actividad del sistema del complemento

Los ensayos con SRBC insensibilizados se llevaron a cabo para caracterizar el SC
de C. latirostris expuestos a las diferentes concentraciones de RU e inyectados con LPS

y solucion fisiologica (SF).

No se detectaron diferencias en el %MH entre las réplicas de los tratamientos ni
entre los nidos utilizados en el experimental (p > 0,05). En cambio, se observo un efecto
del plaguicida sobre SC de los animales tratados; el grupo de animales expuesto a RU2

tuvo una menor actividad del SC que los animales del CN (p < 0,05).

Por otro lado, %MH obtenido de los animales inyectados con SF o LPS no
demostré ser influenciado por la exposicion previa de los animales a las diferentes
concentraciones de RU, es decir, no hubo interaccion entre las variables (p > 0,05)

(Figura 39).
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Figura 39. Grafico de perfil de las variables “Tratamiento con plaguicida” y “Tratamiento con
lipopolisacaridos (LPS)”. Se observa que no hay interaccién entre las variables (p > 0,05) y que los
resultados de porcentaje de maxima hemolisis (Y%MH) de los animales inyectados con solucion fisiologica
(SF) o con LPS se comportan de igual manera en los diferentes tratamientos, evidenciandose un descenso
en el %MH en los grupos tratados con Roundup® (RU) respecto del control normal (CN), tanto en los
inyectados con SF como en aquellos inyectados con LPS (p < 0,05).

La actividad del SC obtenida de los animales inyectados con SF (CN: 61,38 +
29,01 %; RU1: 48,46 = 31, 8 % y RU2: 39 + 31,21 %) fue mayor que la de los animales
inyectados con LPS en todos los tratamientos (CN: 46,66 + 30,65 %; RUIL: 34,63 +
29,66 % y RU2: 16,12 £11,62 %), siendo la diferencia estadisticamente significativa en
el caso del grupo RU2 (p < 0,05) (Figura 40).
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Figura 40. Demostraciéon del porcentaje de maxima hemdlisis (%MH) obtenido de los animales
expuestos a las diferentes concentraciones de plaguicidas Roundup® (RU1 y RU2) y al control normal
(CN) que fueron posteriormente inyectados con solucion fisiologica (SF) y lipopolisacaridos (LPS). Se
observo que el grupo RU2 inyectado con LPS demostré un (%MH) significativamente inferior (* p <
0,05) respecto del grupo inyectado con SF en el control nornal.

4.6.3 Recuento total y diferencial de globulos blancos

El recuento total de leucocitos proveniente de los animales expuestos y no
expuestos a plaguicidas mostrd que, a pesar de que el tratamiento CN present6 valores
superiores (38377 + 8520 leuc/mm®) que los tratamientos expuestos a plaguicidas
(RUI: 34163 + 9862 leuc./mm’; RU2: 36283 + 7321 leuc./mm3), estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Teniendo en cuenta el recuento de los leucocitos
luego de la inyeccion con LPS o SF los resultados indicaron que en el grupo CN, la
cantidad de GB en los animales inyectados con LPS (44040 + 6672 leuc/mm’) fue
superior que en los animales inyectados con SF (31300 + 3739 leuc/mm’) (p < 0,05). En
los tratamientos RU1 y RU2, no se encontraron diferencias entre los animales

inyectados con LPS (RUI: 37933 + 7386 leuc/mm’; RU2: 40533 + 7321 leuc/mm’) y
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los inyectados con SF (RU1: 29640 + 11316 leuc/mm’; RU2: 32033 + 7299 leuc/mm”)
(Figura 41).
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Figura 41. Recuento total de leucocitos en los animales expuestos a los diferentes tratamientos con
Roundup® (RU1 y RU2) e inyectados posteriormente con lipopolisacaridos (LPS) o solucion fisiologica
(SF). EI recuento total de leucocitos de los animales pertenecientes a los tratamientos CN y RU2
inyectados con LPS fueron mayores que los inyectados con SF (* p <0,05).

Los resultados obtenidos en el recuento diferencial de leucocitos para cada caso
fueron los siguientes:

Heterofilos: El porcentaje de esta clase de leucocito se vio afectado por el
tratamiento de exposicion a plaguicidas y por la posterior inyeccion de LPS o de SF (p
< 0,001), pero no se encontrd una interaccion entre ellas (Figura 42). El grupo expuesto
a RU2 mostré un porcentaje de heterofilos (34,25 + 12,75 %) significativamente menor
(p < 0,001) que el CN (49,33 + 11,06 %). Asimismo, hubo diferencias significativas
entre los grupos RU2 y RU1 (43,66 + 9,35 %), siendo en este Ultimo mayor la cantidad
de heterodfilos (p < 0,05). En el grupo CN, el porcentaje de heterofilos de los animales
inyectados con LPS (57,5 £ 5,25 %) fue significativamente superior al de los animales
inyectados con SF (41,16 + 9,04 %; p < 0,001). EI mismo resultado se obtuvo en los
tratamientos con RU1 (LPS: 48,33 + 9,80 %; SF: 39,0 £ 6,66 %; p< 0,05) y RU2 (LPS:
44,16 + 6,24 %; SF: 24,33 £ 9,11 % p <0,001).
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Figura 42. Porcentaje de heterdfilos en los distintos tratamientos de plaguicidas y en los animales
inyectados con lipopolisacaridos (LPS) o solucion fisiologica (SF). El porcentaje de heterofilos fue mayor
en los animales inyectados con LPS que en SF dentro los tratamientos RU1 (* p< 0,05), RU2 (*p < 0,001)
y CN (* p <0,001).

Linfocitos: de la misma manera que en la clase anterior, el porcentaje de linfocitos
estuvo influenciado por la exposicion a plaguicidas y la inyecciéon con LPS, pero
tampoco se observd una interaccion entre las variables (p > 0,05)(Figura 43).
Contrariamente a lo observado en el caso de heterdfilos, el grupo RU2 (61,83 +
10,55%) presentd una cantidad de linfocitos significativamente superior que el CN
(47,33 £ 10,31%; p < 0,001) y el grupo RU1 (51,50 + 7,77; p< 0,01). A su vez, se
observaron diferencias significativas (p< 0,01) en los animales inyectados con SF y LPS
en los tratamientos CN (54 £ 10,09 % y 40,66 £ 5,05 %, respectivamente) y RU2 (69,33
+ 8,75 % y 54,33 £ 5,75 %, respectivamente) pero no en RU1 (54,33 + 6,31 % y 48,66

+ 8,59 %, respectivamente).
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Figura 43: Porcentaje de linfocitos en los distintos tratamientos de plaguicidas y en los animales
inyectados con lipopolisacaridos (LPS) o solucion fisiologica (SF). El porcentaje de linfocitos entre los
grupos inyectados con LPS fue inferior a los inyectados con SF dentro de los tratamientos RU2 y CN (* p
<0,01).

Monocitos: A diferencia de los heterofilos y linfocitos, la exposicion a plaguicidas
no influencid el porcentaje de monocitos (p > 0,05) pero se detecté un efecto de la
inyeccion con LPS. Dicha diferencia se evidenci6 solo entre los tratamientos RU1 (LPS:
0,66 + 1,21 %; SF: 2,5+ 1,87 %; p <0,05) y RU2 (LPS: 0,33 + 0,52 %; SF: 2 + 1,55 %;
p < 0,05) pero no con el CN (LPS: 0,66 £+ 0,52 %; SF: 1,83 + 1,33 %). Por lo tanto, la
exposicion a los plaguicidas no generd un efecto sobre la poblacion de este tipo de
leucocitos independientemente de la inyeccidn; sin embargo, el porcentaje de monocitos
luego de la inyeccion de LPS, fue inferior en todos los tratamientos, siendo significativa

en RU1 y RU2 (Figura 44).
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Figura 44. Porcentaje de monocitos en los distintos tratamientos de plaguicidas y en los animales
inyectados con lipopolisacaridos (LPS) o solucidn fisiologica (SF). Se encontrd que el porcentaje de los
monocitos fue inferior en los animales inyectados con LPS que los inyectados con SF en los grupor
expuestos a Roundup® (* p < 0,05)

Eosinoéfilos: al igual que el grupo anterior, no hubo interaccion entre las variables
ni efecto de la exposicion a plaguicidas sobre el porcentaje de eosindfilos (p>0,05), sélo
se detectd una influencia de la inyeccion con LPS (Figura 45). Esta diferencia se
evidencié en RU2 (LPS: 1,16 + 1,33 %; SF: 4,33 £ 1,96 %; p< 0,01) pero no en RUI
(LPS: 2,33 + 1,75 %; SF: 4,16 + 2,64 %) ni en CN (LPS: 1,16 + 1,17 %; SF: 3 +£ 2,53
%).

El recuento de basofilos dio en la mayoria de los casos un porcentaje de 0, por lo

que se decidi6 no incluirlos en el analisis.
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Figura 45. Porcentaje de eosindfilos en los distintos tratamientos de plaguicidas y en los animales
inyectados con lipopolisacaridos (LPS) o solucion fisiologica (SF). El porcentaje de eosindfilos en RU2
fue mayor en los animales inyectados con LPS que los inyectados con SF (* p <0,01).

4.7 Dipeptidil peptidasa IV en plasma de C. yacare y C. latirostris

4.7.1 Identificacion de la Dipeptidil peptidasa IV plasmatica

Este ensayo se utilizo para la identificaciéon de la enzima DPPIV mediante la
accion de un inhibidor especifico de DPPIV, la diproteina A, sobre la hidrélisis de Ala-
Pro-AFC por el plasma de C. yacare y C. latirostris. El agregado de diproteina A 0,15
mM inhibi¢ la actividad de DPPIV del plasma de C. yacare y C. latirostris en un 38% y
49%, respectivamente. Las concentraciones de 0,3 y 0,6 mM de diproteina A causaron
una reduccion de la actividad de la enzima en 53% y 78%, y 67% y 82% en el plasma

de C. yacare y C. latirostris, respectivamente (Figura 46).
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Figura 46. La actividad de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) en el plasma de ambas especies fue
inhibida por diferentes concentraciones de diproteina A incubadas durante 60 min a 25°C (p < 0,05). La
fluorescencia del producto de la hidrélisis fue medida espectrofluorométricamente.

4.7.2 Influencia de la temperatura de incubacion en la actividad de DPPIV

Los efectos de la temperatura sobre la actividad plasmatica de DPPIV en ambas
especies de yacaré se presentan en la Figura 47. La actividad de DPPIV fue menor en C.
yacare que en C. latirostris en todas las temperaturas estudiadas. A la temperatura mas
baja (5 °C), ambas especies presentaron una actividad de DPPIV similar (p > 0,05), en
cambio el incremento de la actividad en funcion de la temperatura fue diferente entre las
dos especies asi como la actividad de la misma a cada una de las temperaturas entre 10
y 40 °C. La actividad de DPPIV en C. yacare, aument6 gradualmente desde los 5 °C, en
una proporcion de 2,63 nmol/°C (r2 = 0,99, p < 0,001) con una actividad maxima de

177,98 nmol a los 40 °C.

En contraste, en el plasma de C. latirostris tuvo un marcado incremento de la
actividad entre 5 y 10 °C, seguido por un aumento constante en una proporcion de 3,64
nmol/°C entre 10 y 25 °C (r2 = 0,95, p < 0,05), alcanzando una actividad estable entre
30 y 40°C (p < 0,05).
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Figura 47. Efecto de la temperatura de incubacion sobre la actividad de la enzima dipeptidil peptidasa
(DPPIV) durante la reaccion con el sustrato fluorescente. El efecto de la temperatura fue similar entre las
especies (C. yacare: r*= 0,99, p < 0,001; C. latirostris: r*= 0,95, p < 0,05) excepto a 5 °C (p > 0,05)

4.7.3 Influencia del tiempo de incubacion en la actividad de DPPIV

El estudio de la actividad de DPPIV en el tiempo demostré que ambas especies
tuvieron un patrén bifasico de actividad, pero a su vez, variaron significativamente con
respecto a las proporciones en que aumentaron en los diferentes periodos de tiempo
(Figura 48). La actividad de DPPIV en el plasma de C. latirostris aumento6 rapidamente
entre 0 y 10 min (25,22 nmol/min; = 0,99, p = 0,07), y se estabiliz6 entre los 15 y 60
min (2,5 nmol/min; = 0,93, p < 0,01). En el caso de C. yacare, la tasa inicial de
incremento ocurri6 entre los 0 y 30 min (1,94 nmol/min; r* = 0,99, p < 0,001), y luego
esta tasa decreci6 en un 35 % entre los 30 y 60 min (1,26 nmol/min; = 0,99, p <0,05).

En ninguno de los dos casos la actividad de DPPIV tendi6 a estabilizarse.
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Figura 48. Cinética de la actividad plasmatica de dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) en el plasma de las
especies C. latirostris y C. yacare durante 120 min. La actividad de DPPIV en el plasma de C. latirostris
aumento6 rapidamente entre 0 y 10 min (1 = 0,99, p = 0,07), y mas lentamente entre los 15 y 60 min (r* =
0,93, p <0,01). En el caso de C. yacare, entre los 0 y 30 min aumentd ligeramente (r2 =0,99, p <0,001),
y entre los 30 y 60 min, la tasa de incremento disminuyé en un 35 % (r*= 0,99, p < 0,05).

4.7.4 Influencia de la Concentracion del plasma en la actividad de DPPIV

La actividad de DPPIV en el plasma de C. latirostris y C. yacare demostr6é una
relacion positiva a medida que aument6 la concentracion del plasma (Figura 49; p <
0,001) sin manifestar diferencias en la forma de la curva hasta el agregado de 100 pul de
plasma. Luego, la actividad de DPPIV del plasma de C. latirostris alcanz6 un plateau
mientras que en el caso de C. yacare continudé aumentando pero a una tasa mucho mas

reducida que en las concentraciones menores a 100 pl.
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Figura 49. El ensayo de la actividad de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) a diferentes
concentraciones de plasma demostré comportamientos similares entre ambas especies. La actividad de la
enzima fue detectada en varias concentraciones de plasma, luego de la incubacién durante 60 min a 25 °C
(p <0,001).

4.8 Fosfolipasa A2 en plasma de C. latirostris y C. yacare.

4.8.1 Influencia de la temperatura de incubacion en la actividad de PLA2

La actividad de PLA2 plasmatica en ambas especies de yacaré demostré una
relacion positiva con la temperatura (Figura 50) A excepcion de la actividad de PLA2
registrada a la temperaturas mas bajas (5, 10 y 15 °C), donde la misma fue mayor (p <
0,05) en C. latirostris (74267,75 + 3552,93 UF; 81582 + 1805,50 UF y 88225 +
3953,50 UF, respectivamente) que en C. yacare (61812,78 + 3258,34 UF; 76609 +
1805,51 UF y 82875,25 + 3953,55 UF, respectivamente), en el resto de las temperaturas
estudiadas, la actividad registrada fue ligeramente superior en C. yacare (20 °C:
96237,08 + 1247,16; 25 °C: 97487,43 + 1863,9; 30 °C : 107084,20 + 5512,38; 35 °C:
115675,80 + 1991,25 y 40 °C: 116606,30 + 959,90 UF) que en C. latirostris (20 °C:
90349,5 + 4669,7; 25 °C: 92848,5 + 3822,71 UF; 30 °C : 105709,8 + 3588,37; 35 °C:
113351 +4852,85 y 40 °C: 116305,3 + 5050,85 UF).
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Figura 50. Actividades registradas de la enzima fosfolipasa A2 (PLA2) durante el incremento en la
temperatura de incubacion entre el plasma de yacaré con las bacterias marcadas con BODYPY (C.
yacare: 1’=0,964; p < 0,001; C. latirostris: r’=0,968; p < 0,001).

La actividad de PLA2 aumentd gradualmente en una proporcion de 1209,663
UF/°C (1*=0,96; p < 0,001) para C. yacare, y de 1554,20 UF/°C (1*=0,96; p < 0,001)

para C. latirostris. En ambas especies, a 40 °C se detectaron las actividades mas altas.

4.8.2 Influencia de la concentracion de plasma en la actividad de PLA2

La actividad de PLA2 en el plasma de C. latirostris y C. yacare demostrd una
relacion positiva a medida que aumentd la concentracion del plasma (Figura 51; C.
latirostris: r*=0,531, p <0,05; C. yacare: ?=0,61, p< 0,05). La incubacion de 100 pl de
bacteria marcada con 1, 2, 5, 10 ul de plasma de C. latirostris demostré6 una mayor
actividad (80824,68 + 1849,83 UF; 89639,50 +2420,90 UF; 113669,50 + 1607,61UF y
114076,81 + 2475 UF, respectivamente), que el plasma de C. yacare, (69723,28 +
2526,84 UF; 77327,38 + 6603,48 UF; 98056,82 + 1806,63 UF y 120648,00 + 1413,51
UF, respectivamente). A partir del agregado de 20 pl, la relacion de la actividad de

PLAZ2 se invirtio, hasta que, practicamente, se igual6d en el altimo volumen de plasma
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agregado (C. latirostris, 20 pl: 66469,18 + 5575,08 UF; 50 pl: 131182,82 + 3028,24
UF; 100 pl: 153989,15 + 606,75; y C. yacare, 61977,89 + 5168,06 UF; 50 pl:
141369,25 + 2066 UF; 100 pl: 155323 + 1804,06 UF).
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Figura 51. Los efectos del aumento de la concentracion de plasma de C. latirostris y de C. yacare
provoco un incremento en el producto de la reaccion causado por fosfolipasa A2 (PLA2), que se refleja
en la intensidad de fluorescencia registrada (C. latirostris: ’=0,531; p < 0,05; C. yacare: 1’=0,611; p<
0,05).

4.8.3 Influencia del tiempo incubacion en la actividad de PLA2

La actividad de PLA2 en el plasma de ambas especies demostrd una relacion
positiva con el tiempo de incubacion del plasma con el substrato marcado (C.
latirostris: * = 0,886; C. yacare: r* = 0,804; p < 0,01; Figura 52). El plasma de ambas
especies, demostrdé una actividad de PLA2 en forma inmediata, a los 5 min de la
incubacion con la bacteria marcada fluorescentemente (C. latirostris, 15897 + 913,69
UF y C. yacare, 10905 + 893,69 UF). En todos los tiempos medidos, la actividad de
PLA2 en el plasma de C. latirostris (10 min: 26455,73 £+ 729,69 UF; 15 min: 34238,13
+ 1195,63 UF y 20 min: 39870 + 1356,14 UF) siempre fue superior a la de C. yacare
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(10 min: 16934,25 + 671,12 UF; 15 min: 21086, 25 + 1611,14 UF y 20 min: 24223,75 +
1416,64 UF) observandose diferencias de 39 % a los 30 min (C. yacare, 27022,5 +
972,41 UF y C. latirostris, 44080 + 1616,51 UF), 37% a los 60 min (C. yacare, 38782,2
+ 1575,14 UF y C. latirostris, 60677,25+ 707,28 UF) y 27% a los 120 min (C. yacare,
54510,75 + 972,87 UF y C. latirostris, 75320 + 762,98 UF), aproximadamente. La
actividad de la enzima fue diferente pero la curva se mostrdé de manera similar entre las

especies.
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Figura 52. El ensayo de la actividad de la enzima fosfolipasa A2 (PLA2) a diferentes tiempos de plasma
demostré comportamientos similares pero con una mayor actividad en el plasma de C. latirostris (C.
latirostris: r* = 0,886; C. yacare: r* = 0,804; p < 0,01).

123






5. Discusion

5. Discusion

5.1 Actividad antimicrobiana en el plasma de C.latirostris

La probabilidad de que los microorganismos puedan causar enfermedad en los
cocodrilos aumenta bajo situaciones de estrés como temperaturas extremas, capturas y
manejo/manipulacion de los animales, alimentacion inapropiada, entre otras (Shotts et
al., 1972; Brisbin, 1982; Franklin et al., 2003). Con frecuencia, los cocodrilianos estan
expuestos a estas condiciones en mayor proporciéon en cautiverio que en estado

silvestre.

En nuestro trabajo describimos la actividad antibacteriana del plasma de C.
latirostris, G. gallus y humano frente a E. coli ATCC 11105 y se demostrd que esta
accion es dependiente de la especie y el tiempo en que estuvieron expuestos. Otros
resultados similares fueron obtenidos por Merchant et al. (2003) con el suero de A.
mississippiensis y por Siruntawineti et al. (2004) con el de Cr. siamensis. De la misma
manera, el plasma de G. gallus inhibi6 el crecimiento de E. coli, en mayor medida que
el suero humano. En este sentido, Taylor (1983) reportd la presencia de numerosos
estudios realizados para determinar las actividades bactericidas o antibacterianas de
diferentes sustancias resaltando que, en muchos de los casos, los datos generados han
sido conflictivos por causas experimentales. Merchant et al. (2006a) describid las
ventajas de un ensayo colorimétrico para medir la actividad del SC utilizando la
hemolisis de los globulos rojos de carnero. Este método es muy util para detectarlo vy,
aunque en ese estudio se atribuya a este mecanismo inmunoldgico como la causa de la
actividad antimicrobiana, es imposible comprobar por dicho método el o los causantes
de la misma. El ensayo usado en este trabajo es un método simple y valido para el
estudio de la actividad independientemente del origen de la propiedad bactericida. Sin
embargo, no es conveniente comparar valores absolutos con otros estudios similares
realizados en otras especies porque el uso de diferentes metodologias puede resultar

confuso (Merchant et al., 2003; Siruntawineti et al., 2004).

Las muestras de yacaré¢ y de gallina exhibieron mecanismos de respuesta mas

determinantes y rapidos que los del plasma humano cuando fueron expuestos a E. coli.
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Cuando estos animales estan en cautiverio, se exponen a desafios inmunoldgicos
provocados por un gran nimero de patdogenos, incluyendo la especie de microorganismo
testeado. Inicialmente, las propiedades antimicrobianas de los cocodrilianos fueron
atribuidas a péptidos que demostraron tener actividad antimicrobiana (Shaharabany et
al., 1999). Asimismo, Merchant et al. (2006b), comprobd que péptidos catidonicos
extraidos de leucocitos de A. mississippiensis poseen actividades antimicrobianas; pero
por otro lado, también se atribuy¢ esta actividad al SC del suero (Merchant et al., 2003,
2004, 2005b). Muchos investigadores han demostrado la presencia del SC en el suero de
los animales ectotermos (Koppenheffer, 1987; Sunyer et al., 1998; Zarkadis et al.,
2001). Mastellos et al. (2004) describieron al complemento como un mecanismo
filogenéticamente conservado del sistema inmune innato que funciona junto al sistema
inmune adaptativo como un mediador inflamatorio importante de las interacciones
antigeno-anticuerpo. En base a todos estos reportes, las propiedades antimicrobianas de

los tejidos de los cocodrilianos podrian tener multiples origenes.

5.2 Identificacién v caracterizacion del sistema del complemento en el plasma de C.

latirostris y C. yacare.

Como se menciond previamente, los cocodrilianos estan particularmente
expuestos diariamente a la infeccion por patdogenos potenciales. A pesar de la amenaza
constante que representan los microorganismos en el ambiente en el que viven los
cocodrilianos, a menudo estos no demuestran signos de infeccion (Manolis et al., 1991;
Madsen, 1993; Madsen et al., 1998). Es posible que hayan evolucionado y diversificado
en respuesta a muchos factores que estan directamente asociados al ambiente que los

alberga.

En los ultimos afios, se han incrementado los estudios filogenéticos relacionados
al sistema inmune. Mastellos et al. (2004) describieron al SC como un componente
importante del sistema inmune innato que se ha conservado desde el punto de vista

filogenético. Carey et al. (1999) incluyeron al SC dentro de los componentes
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importantes de los mecanismos de defensa de las subclases urodelos y anuros, junto a

los péptidos antimicrobianos, las células natural killer y las células fagociticas.

El SC de los peces y otros vertebrados poiquilotermos ha demostrado ser mas
“diverso” que el de los vertebrados superiores. Aparentemente, esta mayor amplitud se
basa en que reconocerian una cantidad mas amplia de antigenos (Sunyer et al., 1998).
Estas particularidades podrian explicar la alta resistencia de los cocodrilianos a las
infecciones. Como se menciond en la seccion 5.1, la mayoria de las actividades
antimicrobianas detectadas en diferentes tejidos de cocodrilos (Shaharabany et al.,
1999, Merchant et al., 2003; 2004; 2005b; Merchant & Britton, 2006; Siroski et al.,
2009) se atribuyeron a las propiedades de un SC efectivo en las especies estudiadas.
Hasta el momento de la realizacion de esta Tesis Doctoral, la deteccion y
caracterizacion del SC de las especies de yacarés que habitan en Argentina, no habian

sido investigadas.

Las pruebas de hemolisis se han utilizado tradicionalmente para detectar la
actividad funcional del SC (Kirschfink & Mollnes, 2003). Frecuentemente, este tipo de
ensayo se emplea en los laboratorios clinicos para evaluar la funcionalidad del SC e
identificar pacientes humanos con deficiencias o alteraciones en dicho sistema. Con el
mismo fundamento, se utilizd esta prueba hemolitica donde la incubacion del plasma de
C. latirostris o de C. yacare con una solucion de SRBC al 1% (V/V) gener6é una
hemolisis detectada por el aumento de la densidad optica debido a la liberacion de

hemoglobina por la destruccion de la membrana de los eritrocitos.

Miiller- Eberhard (1969) y Mollnes et al. (1988) demostraron que el EDTA es un
potente quelante de los iones de metales divalentes, y en consecuencia, bloquea la
activacién del SC in vitro por la inhibicion de las actividades que requieren Ca®" y Mg*"
en la cascada del SC. La intervencion de estos iones es esencial en el
desencadenamiento de la cascada del SC en A. mississippiensis (Merchant et al.,
2005a). Por otro lado, la accidon comtinmente llamada “decomplementacion” (Morgan,
2008) que consiste en el calentamiento del plasma a 56°C durante 30 min, provocd un

descenso importante en la actividad hemolitica del suero. Esto es consistente con la

hipotesis de que la actividad hemolitica detectada, no se debe a los péptidos
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antimicrobianos debido a son resistentes al proceso de calentamiento (Diamond et al.,
1991). De la misma manera, las interferencias que pudiesen haber provocado la
presencia de anticuerpos en el plasma, no fueron consideradas. Algunos resultados
similares encontrados en suero humano normal (Morgan 2008) y en las distintas
especies de cocodrilianos estudiadas (Merchant et al., 2005c; Merchant & Britton,
2006) sugieren firmemente que el SC tiene un papel fisioldogico muy importante en la
proteccion contra varios patéogenos. En base a dichas suposiciones, la actividad
hemolitica del plasma de ambas especies de yacarés hacia los SRBC fue caracterizada

en términos de concentracion, temperatura y cinética.

Los vertebrados ectotérmicos son considerados como modelos apropiados para
realizar estudios destinados a evaluar la influencia de la temperatura sobre una variedad
de funciones fisiologicas (Pxytycz & Zkowicz, 1994). En este sentido, se ha demostrado
que la temperatura juega un rol fundamental en la homeostasis de vertebrados
ectotérmicos incluyendo la formacion de anticuerpos y la respuesta inmune en general
(Klesius, 1990). Los cocodrilianos demostraron tener preferencias para mantener la
temperatura corporal dentro de un rango de 28-33°C mediante la utilizacién de
termogradientes naturales, interactuando entre la exposicion al sol, la sombra,
superficies calientes y aguas profundas mas frias o mas calientes (Huchzermeyer, 2002).
Como lo demostraron nuestros resultados presentados en la Figura 31, la hemolisis de
los SRBC provocada por el plasma del yacaré dependi6 de la temperatura de incubacion
durante la reaccion. Dicha actividad, se detectd6 dentro del rango (30-40 °C)
correspondiente a la temperatura de preferencia que los caimanes seleccionan durante la
termorregulacion para llevar adelante los procesos fisiologicos normales (Bassetti,
2002). La actividad hemolitica méxima se detectd entre los 30 y 40 °C. Debido a que la
misma se midid con intervalos de 5 °C, no fue posible determinar con exactitud cual fue

la temperatura especifica en la cual se produjo el pico maximo de hemolisis.

Asimismo, este rango de temperatura es el que se intenta mantener en los
programas de crianza intensiva para lograr un crecimiento Optimo, y probablemente,
también esté involucrado con la menor predisposicion a las enfermedades (Larriera et

al., 2008). En otras especies de cocodrilos estudiadas, el valor maximo observado fue a
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30 °C en Cr. johnstoni, 25 °C en Cr. porosus (Merchant & Britton, 2006) y 35 °C en A.
mississippiensis (Merchant et al., 2006a). Esta tltima y las especies de caimanes
estudiadas en el presente trabajo pertenecen a la familia Alligatoridae, mientras los
cocodrilos pertenecen a la familia Crocodylidae; por tal motivo las diferencias
observadas podrian ser atribuidas a las preferencias adaptativas (rango de temperatura

optima) de cada familia de cocodrilianos.

Como se pudo observar a temperaturas bajas (hasta 20 °C), la hemdlisis provocada
por el plasma de C. latirostris fue superior a la de C. yacare. Estos resultados podrian
relacionarse con el rango de temperatura media en donde habitan estas especies. C.
latirostris tiene una distribucion geografica mas amplia en América del Sur que C.
yacare (Figura 8), ambas se distribuyen en el norte de Argentina, pero el rango ocupado
por C. latirostris llega mas al sur que en el caso de C. yacare, siendo el cocodriliano
mas austral del continente americano. En este area, hay diferencias importantes de
temperatura respecto de las latitudes. La temperatura media durante los meses mas frios
(junio-agosto) en el limite del area de distribucion de la poblacion de C. yacare (30 © de
latitud S) (Verdade, 1998), es de alrededor de 17 °C. En el caso de C. latirostris, el
limite de distribucion aparece a los 32 ° (latitud S) (Verdade, 1998), donde la
temperatura media durante los mismos meses es de 10 °C, aproximadamente (Servicio
Meteorologico Nacional, 2010). La distribucion mas austral de C. latirostris en
Argentina se debe a una mayor tolerancia a las temperaturas mas bajas (Siroski, 2004),
lo que podria estar relacionado con una mayor actividad del sistema inmune junto a

otras actividades fisiologicas a dichas temperaturas.

La relacion entre la actividad hemolitica de C. latirostris con SRBC no
sensibilizados fue construida sobre la base de los datos obtenidos a partir de mediciones
llevadas a cabo con 11 diferentes concentraciones de plasma. En este sentido no se han
detectado diferencias entre los valores de %MH causados por el plasma de C. latirostris
y el de C. yacare, y fueron levemente superiores en relaciéon a las otras especies de
cocodrilianos estudiadas (Merchant et al., 2006a; Merchant & Britton, 2006). Tal es asi,
y como se menciond anteriormente sobre la utilidad de CHsy como indice para evaluar

la funcionalidad del SC, que los valores hallados en este estudio para el plasma de C.
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latirostris (386 ul) y C. yacare (417 ul) son menores que los detectados para A.
mississippiensis (539 uL; Merchant et al., 2005c¢), para Cr. johnstoni (451 ul) y para Cr.
porosus (473 pl) (Merchant & Britton, 2006). Por lo tanto, la cantidad de plasma
necesaria para provocar el 50 % de la hemolisis maxima de una solucion de SRBC al
1% en un volumen de reaccion de 1 ml, seria menor en las especies de caimanes
estudiadas en este trabajo que en las demas especies de cocodrilianos investigadas

previamente.

La incubacion de plasma de C. latirostris y C. yacare con una solucion de SRBC
demostrd tener una relacion directa con el tiempo en que ambas fueron expuestas
(Figura 8). Inmediatamente, luego de los dos primeros min, se detectd la actividad
hemolitica del plasma de ambas especies, hasta alcanzar el maximo a los 60 min. La
cinética de la lisis ocasionada por la actividad del plasma de las dos especies estudiadas
es similar a la reportada en los estudios en suero de A. mississippiensis (Merchant et al.,
2006a), en las especies de cocodrilos mencionadas (Merchant & Britton, 2006) y en la
actividad del SC humano frente a E. coli (Wright & Levine, 1981). Estas observaciones
podrian ser consideradas como la rapida respuesta que posee el sistema inmunoldgico
del plasma de los cocodrilianos, al igual que el de los seres humanos, como un

mecanismo defensivo para evitar cualquier desafio de infeccion por microorganismos.

Existe una tendencia actual en resaltar el papel que cumple el sistema inmune
humoral y/o celular como parte de la respuesta inmunologica innata para detener las
infecciones. Es evidente que este sistema se complementa con otros tantos mecanismos
para proporcionar una proteccion inmediata de los organismos contra la exposicion a
agentes patogenos. Este trabajo demostrd que las actividades del SC reportadas hasta el
momento son similares en todas las especies analizadas. El SC estd presente en
multiples formas y esta diversidad podria ser aprovechada por las diferentes especies
como una estrategia para expandir la capacidad de reconocimiento de antigenos para la
activacion del SII. Sobre esta base, y en virtud de los elevados indices hemoliticos
alcanzados por los componentes del plasma junto a la evidencia de ciertas propiedades
que los hace menos susceptibles a las infecciones, permite inferir que los cocodrilianos

poseen potentes mecanismos de inmunidad innata.
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Como se ha postulado anteriormente, los cocodrilos representan un grupo exitoso
de organismos que ha demostrado pocos cambios durante millones de afios. A modo de
integracion de lo mencionado en la seccion 5.1, el SC seria un componente muy
importante para resistir los ataques de los microorganismos, y podria ser una de las

razones de su longevidad.

5.3 Comparacion del sistema de complemento entre especies silvestres y domésticas

Los resultados obtenidos demuestran que la prueba de hemolisis de los eritrocitos
de cordero no sensibilizados, originalmente adaptada para cocodrilianos (Merchant el
al., 2006a), puede ser utilizada con éxito para la evaluacion del sistema inmune innato
en otras especies de reptiles y aves, pero para los mamiferos, habria que
complementarlas con otras determinaciones. (Figura 34). El nivel de dependencia en los
resultados encontrados puede reflejar las diferencias subyacentes en la biologia e

historia de vida de cada especie.

La actividad hemolitica del plasma de C. latirostris fue superior al del resto de las
especies estudiadas. La mayor capacidad hemolitica del plasma de C. latirostris en
comparacion con la del plasma de tortugas ya habia sido indicada por Ferronato et al.
(2009) para la especie Phrynops geoffroanus, mencionando que la mayor actividad
detectada en las especies de cocodrilianos puede deberse a una presion selectiva
evolutiva sobre este grupo por vivir en sitios ricos en microorganismos potencialmente
patdgenos. El mismo razonamiento podria extenderse a la especie de T. merianae, en la
cual, se detectd valores altos de %MH pero inferiores a los obtenidos por el plasma de
C. latirostris y similares a los de las tortugas. El hecho de que los valores en estas
especies sean inferiores al de yacaré, no implica que el mecanismo de inmunidad innata

no sea muy desarrollado ni que la respuesta sea inefectiva (Ferronato et al., 2009).

Las aves han demostrado tener un potente mecanismo inmune no especifico
basado en la actividad de la VA del SC. Mekchay et al. (1997) reportaron una
importante capacidad hemolitica en el plasma de las aves, siendo superior en las

silvestres que las que se encuentran bajo condiciones intensivas de crianza comercial.
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Estos resultados son coincidentes con lo detectado anteriormente por Skeeles et al.
(1980) cuando compararon pollos criados para la obtencién de carne con pavos
silvestres. En este trabajo no se encontraron diferencias entre las especies de aves
domésticas y silvestres sin embrago, para dilucidar esto, seria necesario aumentar la
variabilidad agregando mas especies y mayor cantidad de ejemplares. Como se
describio en la seccion 5.1, la capacidad antimicrobiana de una especie de ave comercial
(gallina, Gallus gallus) fue importante y se le adjudico esta propiedad al potente sistema
inmune innato, similar al de los reptiles, resultante posiblemente del origen evolutivo
comun y desarrollado como respuesta a la exposicion periddica de una cantidad

importante de patogenos (Siroski et al., 2009).

Dentro de la busqueda de la capacidad hemolitica entre los plasmas de los
mamiferos, se detectd una diferencia en el plasma proveniente del mono Ateles chamek.
Coincidentemente, en un trabajo realizado para la determinacién de los niveles de
hemolisis del suero de 9 especies de primates contra SRBC sensibilizados e
insensibilizados, los resultados obtenidos fueron dispares, pero subrayaron que la
mayoria provocd solo una leve hemolisis de los SRBC sin sensibilizar (Ellingsworth et
al., 1983). Otras determinaciones fueron realizadas a partir de suero de camello
(Camelus dromedarius) en donde se evaluo la lisis de eritrocitos insensibilizados de
distintas especies y se encontré que los eritrocitos de especies homologas (caprinos,
ovinos, rata y vacuno) fueron resistentes mientras que la lisis de los eritrocitos
heter6logos se atribuyd a la presencia de la VA del SC (Olaho-Mukani et al., 1995).
Algunos hallazgos similares fueron encontrados previamente con suero de bufalo
(Bubalus bubalis) (Arya & Goel, 1992). Se evalu6 la capacidad para lisar eritrocitos de
18 especies de mamiferos y aves por la VA del SC y se observd que los eritrocitos no
fueron lisados por los complementos homologos, salvo algunas excepciones y con
valores bajos (Ish et al., 1993). La falta de hemolisis de los eritrocitos por sueros
homologos sugiere que existe una restriccion a la hemdlisis heterdloga en la que podria
estar involucrado un principio regulador de especies no especifico y el rol de factores
especificos (Van Dijk et al., 1983). A partir de estos estudios podriamos suponer que los

SRBC no son lisados por los plasmas de algunos mamiferos porque no son reconocidos
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como agentes extrafios y, por tal motivo, el SC reconoceria un rango mas acotado de

antigenos para desencadenar su activacion.

A pesar de que uno de nuestros objetivos fue evaluar las diferencias entre las
actividades del SC en los plasmas de las especies estudiadas, es importante mencionar
que la evaluacion de la funcidon inmune en la vida silvestre se esta convirtiendo en una
herramienta importante para la investigacion de procesos evolutivos y ecoldgicos. Los
variedad de ensayos que pueden ser empleados con los animales salvajes, se ven
muchas veces limitados por la dificultad de la captura y la manipulacion, la
imposibilidad de recuperar los animales, la prohibicion de estudios terminales, la falta
de reactivos especializados y el pequefio tamafio muestral de las especies en estudio
(Matsona et al., 2005). En este caso, solo requiere de una sola muestra y poco voliimen,
para obtener resultados reproducibles, utiles y economicos para evaluar Ia

inmunocompetencia que permitira luego realizar algunas consideraciones generales.

5.4 Evolucién del sistema del complemento durante los primeros 6 meses de edad.

En el estudio realizado para detectar la variacion de la actividad del SC en
relacion al desarrollo, se detectd que todos los animales mostraron actividad hemolitica
en todas edades evaluadas. También observamos una diferencia entre animales de
diferentes nidos. La capacidad hemolitica detectada en A. mississipiensis en plasma de
animales recién nacidos fue muy baja e incluso algunos no demostraron actividad
(Merchant, en consideracion). Los autores destacaron lo llamativo de estos resultados
debido a que los nidos estdn compuestos por material vegetal en descomposicion,
sumado a la humedad y el calor, por lo que ofrecen un medio enriquecido para el
desarrollo de hongos y bacterias. Un estudio desarrollado en nuestro laboratorio
comprobd la presencia de bacterias Stenotrophomona maltophilia (Rejf et al., 2008) en
muestras de fluido corioalantoideo minutos antes del nacimiento (foto 5.1 ay b) y de la
mucosa bucal luego de que el animal rompiera la membrana del huevo (foto 5.1 c y d).
A pesar de que se considere que el ambiente dentro del huevo es estéril, la porosidad del

huevo permite el intercambio de agua y gases, y parece ser permeable también para el
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ingreso de bacterias. Los animales nacidos de los huevos que demostraron
Stenotrophomona positiva, no evidenciaron ningiin signo de enfermedad mientras
fueron controlados hasta los 6 meses de edad, asumiendo que se generd un equilibrio
entre el microorganismo-hospedador como parte de una flora normal, tal como fue
reportado para otras especies (Draper et al., 1981; Ross et al., 1984). Estos hallazgos
sugieren que las actividades del SC detectadas en los plasmas de los recién nacidos,
junto a otros mecanismos inmunes innatos estan, al menos, minimamente desarrollados

para evitar que el ingreso de algunas bacterias generen el desarrollo de una enfermedad.

Figura 53. Toma de muestras de fluido corioalantoideo (a y b) y de la boca (b y c¢) de neonatos de C.
latirostris.

En la mayoria de los casos, salvo en los nido 294 y 367, se observd que la
actividad lisante del plasma fue superior en el mes de abril que en los meses mayo,
junio y julio. En dichos meses, es probable que las condiciones climaticas hayan
afectado la capacidad de la respuesta inmune, como se menciond en la seccion 5.2,
cuando el valor encontrado en la respuesta hemolitica fue inferior durante la incubacion
a temperauras inferiores a la ambiental (25 °C). En los nidos 294 y 367, la baja actividad

registrada en el primer mes de vida podria adjudicarse a una inmadurez de los 6rganos
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que sintetizan los componentes del complemento, ya que en los meses subsiguientes,

demostraron un incremento en la actividad.

Como se menciond previamente, la respuesta inmune es intensamente afectada
por factores ecoldgicos, incluyendo la dinamica de las poblaciones, estrés, estado
nutricional, la temperatura ambiental, edad y las infecciones por patéogenos, siendo los
variaciones estacionales uno de las mas dramaticos (Zapata et al., 1992). Algunas
situaciones similares fueron encontradas en lagartos y serpientes donde la inmunidad
mediada por células mostré fuertes respuestas durante las estaciones templadas que no
fueron observadas en el resto del afio (Saad & El Ridi, 1984; Farag & El Ridi, 1985).
Cabe destacar que estos animales fueron mantenidos bajo las condiciones mencionadas
de temperatura y alimentacién dentro de las instalaciones del PY, es decir, alejados de
las variaciones estacionales de temperatura, sin embargo, aparentemente algin factor
ambiental que varia entre las estaciones estaria involucrado, como pueden ser las

radiaciones UV, fotoperiodo, temporada estival, entre otros.

Uno de los fundamentos mas importantes de los programas de ranching es
proteger a los animales de las condiciones extremas de temperatura (Larriera et al.,
2005); el motivo del descenso de la respuesta inmune seria una de las explicaciones,
sumado al crecimiento y la exposicion a predadores, por el cual los organismos que se
encuentran en la naturaleza durante los meses mas frios serian mas susceptibles a las
infecciones. La variacion estacional depende de cada especie de reptil pudiendo ser
critica en muchos casos donde las temperaturas son extremas (Zapata et al., 1992),

como es el caso de las especies estudiadas en este trabajo.

Salvo en el plasma de los animales provenientes de los nidos 294 y 172, la
actividad del SC demostrd un incremento en los meses mas calidos (agosto-septiembre).
En todos los nidos, la actividad registrada en el mes de septiembre fue mas potente en
relacion al resto de los meses. Esto ultimo coincide con los resultados observados en los
estudios realizados sobre el efecto de la temperatura sobre la capacidad hemolitica en

animales juveniles y adultos (ver seccion 5.2).
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5.5 Efecto de la radiacion UV sobre el sistema del complemento

Antiguamente, se creia que el asoleamiento que realizan los vertebrados
ectotermos s6lo estaba relacionado con la termorregulacion, hasta que se descubrieron
otros efectos beneficiosos de dicha exposicion, tales como la fiebre en respuesta a las
infecciones (Vaughn et al., 1974; Burns et al., 1996; Merchant et al., 2007), la remocion
de los parésitos externos y comensales (Hutchinson, 1989) y la estimulacion de la
sintesis de vitamina D3 (Ferguson et al., 2003), entre otros que facilitan las funciones

bioldgicas (Roberts, 2005).

Algunos estudios sobre reptiles demostraron que la RUV provista por la luz solar
es mas conveniente que la de la luz artificial para obtener un mejor crecimiento de los
animales bajo condiciones de cautividad. La luz solar, en condiciones normales, provee
la cantidad y calidad adecuada de radiacion UV para que los organismos desarrollen los
procesos vitales con “cierta normalidad” (Ferguson et al., 2005; Karsten et al., 2009).
En tal sentido, los resultados obtenidos demostraron que los animales pertenecientes al

tratamiento FN lograron un mayor crecimiento.

Gallo et al., (1990) mencion6 que la radiacion UV ejerce un efecto importante
sobre el sistema inmune. Otro trabajo demostré que el componente C3 del SC podia
estar involucrado con la inmunosupresion y la antigeno-tolerancia inducida por la
radiacion UV (Hammerberg et al., 1998). En tanto Livden (1987) encontrd que los
niveles séricos de los componentes C3 y C4 de individuos saludables no fueron
afectados luego de la exposicion a UVA por 10, 20 y 28 dias, pero contrariamente, ante
la exposicion UVB el componente C3 aumentd y se redujo la cantidad de C4. La
activacion de C3 por UVB fue reconocida en la deteccion de depdsitos de C3b y C3d en
células epidérmicas dentro de las 24 h de exposicion (Rauterberg et al., 1993) y se vio

disminuida cuando el tiempo fue prolongado.

En el presente estudio se encontré que las actividades del sistema del
complemento, medido por la prueba de hemolisis de SRBC del plasma de los animales
expuestos a FN fueron similares a los hallados previamente con plasma de animales

provenientes de ambientes silvestres o en cautiverio bajo condiciones analogas (Siroski
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et al., 2010). En cambio, los resultados de la hemdlisis provocada por el plasma de los
animales expuestos a UVR fue menor cuanto mayor fue el tiempo de exposicion, e

incluso menor que los expuestos a oscuridad total.

En términos absolutos, la irradiancia recibida entre los grupos es bastante
diferente. Los yacarés expuestos a FN recibieron una irradiancia mayor (147 W/m?) que
los otros tratamientos. Sin embargo, todos los animales tuvieron la posibilidad de
regular el tiempo de exposicion interactuando bajo la superficie cubierta por media
sombra. Algunos hallazgos similares fueron encontrados en el camaledn pantera
(Furcifer  pardalis) quién modific6 su exposicion mediante estrategias
comportamentales para alcanzar un equilibrio en la sintesis de vitamina D3 (Karsten et

al., 2009).

La actividad del complemento detectada en el plasma de los animales
provenientes de los tratamientos de 8 y 16 hs de exposicion artificial a UVR es dosis
dependiente y podria afectar la respuesta inmune de la herpetofauna en cautiverio. Hasta
el momento, el mecanismo por el cual la exposicion a radiacion UV podria suprimir la

respuesta inmune, no ha sido dilucidado.

La radiacion UVA, UVB o a ambas, ejercen efectos negativos sobre la respuesta
inmune. Jokinen et al. (2000) demostraron que la radiacion UVB tiene un efecto
modulador de algunos parametros inmunes, contrariamente al que ejerce la radiacion
UVA. En este experimento s6lo se evaluo el desorden funcional de la actividad del SC
causado por la UVR artificial, pero si nos basamos en las caracteristicas de emision de
las lamparas UV utilizadas, no podemos determinar con seguridad si los efectos son

producidos por UVA, UVB o por ambos.

El beneficio de la luz artificial como un suplemento de UV para la herpetofauna
en cautiverio depende de que el fotoperiodo de exposicion y la longitud de onda UV,
sean las apropiadas (Caliman Filadelfi et al., 2005). Es factible que estos animales
tengan un mecanismo regulatorio de exposicion en funcion de la sintesis de Vitamina
D3 similar al que fue detectado en camaleones (Ferguson et al., 2003). Sin embargo, se

consider6 importante el ofrecimiento de areas con luz y sombra para que los animales
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puedan regular su propia exposicion. Debido que no se tiene informacion sobre cudnto
tiempo los animales estuvieron protegidos de la RUV, no es posible asegurar el rol
especifico que tuvo la sombra en contribuir a la regulacion mencionada, hecho que

deberia ser clarificado en otros estudios.

La radiacion UV directa puede causar alteraciones en la inmunidad innata, que
posiblemente podria llevar a una incapacidad de los organismos para responder
correctamente frente a las infecciones, aumentando la incidencia y la susceptibilidad
(Leaf, 1993), a menos que se provean areas protegidas donde puedan ejercer un

mecanismo autoregulatorio.

Este estudio demostré que la luz artificial UV deberia ser considerada como un
peligro potencial si no es regulada apropiadamente, consideraciones que deben tenerse
en cuenta al momento de disefiar los sitios donde se ubican los animales en los
establecimientos dedicados a la crianza y mantenimiento de reptiles. Una exposicion al
sol en periodos naturales pareceria ser la mejor alternativa para proveer radiacion UV a
los yacarés en cautiverio. De todas maneras, si es necesario suministrar luz UV
artificial, debe proveerse a los animales de areas protegidas de la luz para que puedan

autoregular la exposicion.

5.6 Efectos de plaguicidas sobre el sistema complemento

Actualmente, la actividad agricola a nivel mundial implica una amplia utilizacion
de plaguicidas formulados (WHO, 1994; Pengue, 2004). Se considera que so6lo entre el
10-15% de los plaguicidas aplicados en agricultura ejercen su accion directamente sobre
los organismos blanco, mientras que el resto se dispersa en el ambiente (agua, suelo y
aire) (Moses et al., 1993; Thompson et al., 2006). De esta manera, las especies de fauna
silvestre que habitan en areas circundantes a cultivos tratados constantemente con
plaguicidas se encuentran bajo una alta presion por contaminacion y el impacto de los
plaguicidas sobre las mismas es, en la mayoria de los casos, subestimado o totalmente

desconocido (Mc Laughlin et al., 1995; Tsui et al., 2003).
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El campo de la inmunotoxicologia en la vida silvestre, es relativamente nuevo, y
los estudios con reptiles son muy limitados. Estudios recientes han demostrado que
ciertos plaguicidas inmunotoxicos alteran la estructura normal del sistema inmune y
reducen la respuesta a los antigenos y agentes infecciosos, incrementando las
enfermedades en organismos expuestos (Colosio et al., 1999; Gantress et al., 2003;
Mansour, 2004). El sistema inmune en general, es un excelente indicador de la salud de
un organismo. En este sentido, la exposicion de estos animales, sea aguda o crénica, a
ciertos plaguicidas podria afectar tanto la inmunidad innata como la adquirida. Ademas,
bajos niveles de toxicos puede provocar inmunotoxicidad y a concentraciones mucho
mas bajas que aquellas necesarias para alcanzar algin efecto sobre un 6rgano blanco a
corto plazo, podria servir como indicador de toxicidad de mucha sensibilidad (Burns et

al., 1996).

Sobre la base de la importancia demostrada para la inmunidad innata en los
reptiles, y sumado a las caracteristicas que lo destacan como modelo indicador, es
llamativo el hecho de que no se haya utilizado como herramienta frecuente en los
estudios de inmunotoxicidad. Esto se extiende a los escasos trabajos realizados en
relacion a la funcion del SC frente a la exposicion de compuestos quimicos
considerados contaminantes. Hasta el momento, no se habia evaluado el efecto in vivo
de plaguicidas ni de otros compuestos quimicos sobre el SC u otros componentes de la

inmunidad innata o adquirida de los reptiles.

En el presente trabajo, se determin6 que el efecto de diferentes concentraciones de
plaguicidas influyé negativamente sobre la actividad del SC. Las concentraciones
incluidas en nuestro diseflo experimental, estuvieron orientadas a detectar el efecto
dosis-respuesta de RU sobre los yacarés in vivo, cubriendo de esa manera, las
concentraciones de GFT reportadas en cuerpos de agua en trabajos anteriores. Las
variaciones temporales de los niveles de GFT en el ambiente dependen del tiempo de
aplicacion y de las precipitaciones inmediatas (Peruzzo et al., 2008), pudiendo alcanzar
concentraciones mayores en cuerpos de agua pequefios. La concentracion maxima
esperada de GFT en cuerpos de agua pequefios y de escasa profundidad puede alcanzar

valores entre 2,9 y 7,6 mg de 4cido equivalente (a.e.)/l (Newton et al., 1994; Couture et
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al.,, 1995; Mann & Bidwell, 1999; Perkins et al, 2000). Las dos concentraciones
empleadas, en los rangos desde el inicio al final del experimento, abarcaron en conjunto
el rango mencionado. La mayor concentracion de plaguicidas (5-21 mg/l) demostré un
efecto superior sobre la inhibicion de la hemolisis de SRBC. White & Anderson (1985)
expusieron ratones de manera subcrdnica, a pentaclorofenol (antimicrobiano utilizado
para la preservacion de la madera) por via oral y encontraron un efecto deletéreo de las

VA 'y VC del SC resaltando el efecto dosis-dependiente.

Por lo general, los estudios que analizan el efecto de la exposicion a
contaminantes sobre parametros del sistema inmune son llevados a cabo en humanos y
bajo distintas circunstancias y condiciones. Una de ellas, es la exposicion ocupacional,
donde un estudio llevado a cabo en personas laboralmente expuestas a contaminantes
clorados, reporté un aumento de IgG y una reduccion de IgM y de la concentracion de
C3 comparados con el control (Wysocki et al., 1985). Otro estudio similar, pero con
trabajadores expuestos a plaguicidas del grupo de los piretroides, reportd alteraciones a

nivel del C4 pero no en IgG, IgA, IgM y C3 (Undeger & Basaran, 2001).

Es indudable que existe una importante dificultad en estos casos para evaluar la
toxicidad de los contaminantes individualmente en personas expuestas a un grupo de
ellos pero no se puede negar que existe un riesgo potencial para el sistema
inmunologico como consecuencia de dichas exposiciones. Para complementar tales
estudios se pueden citar trabajos llevados a cabo in vitro como por ejemplo, ¢l trabajo
realizado para evaluar la potencialidad de diferentes concentraciones de carbaril (1-
naftil methilcarbamato), carbofurano (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranyl
metilcarbamato), DDT [1,1,1-Tricloro-2,2-bis(4-clorofenil) etano], y paraoxon (dietil 4-
nitrophenil fosfato) sobre la actividad del SC del suero humano mediante el ensayo de
SRBC (Casale et al., 1989). Los autores reportaron que todos los plaguicidas, excepto el
paraoxon, produjeron una inhibicion concentracion-dependiente de la lisis de SRBC. De
hecho, se reconoce que los ensayos para evaluar la funcién inmune son mas sensibles

que otros criterios de valoracion (NRC, 1992).

Al finalizar la exposicion, todos los animales fueron inyectados con SF y LPS.

Como se mencion6 previamente, los LPS son componentes importantes de la membrana
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externa de las bacterias gram negativas. Merchant el al. (2006c) reportd que A.
mississippiensis respondieron inmunolégicamente a la inyeccion de LPS bacterianos
con un incremento en los leucocitos totales. Estos resultados fueron consistentes con lo
demostrados en la tortuga Terrapene carolina (Amoral et al., 2002) en el sapo cururu,
Bufo paracnemis (Bicego-Nahas et al., 2000). En este estudio se detectd que la
actividad hemolitica demostrada por los animales inyectados con LPS fue inferior a la
de los inyectados con SF. En este caso, podriamos suponer que la exposicién a
plaguicidas estaria ejerciendo un efecto supresor de la respuesta inmune a nivel del SC a
concentraciones altas de GFT. Este efecto se observo solamente cuando este sistema fue
desafiado por componentes de la pared celular de E. coli. En los animales controles
inyectados con SF, los %MH registrados fueron bajos en comparacion con estudios
similares llevados a cabo en esta Tesis, por lo que el nivel de estrés de los animales bajo
estas condiciones de experimentacion, y por la inyeccion propiamente dicha, podria

estar influenciando negativamente sobre la actividad del SC.

Las investigaciones cuantitativas y morfologicas del recuento total y diferencial
de leucocitos en sangre periférica se han incluido en la mayoria de los ensayos de
inmunotoxicidad (Tryphonas, 2001). En este tipo de ensayos los pardmetros
hematologicos tradicionales pueden proveer informacion sobre el estrés general, donde
un aumento del indice heterdfilo/linfocito es una respuesta comun al estrés en reptiles
(Morici et al.,, 1997; Lance & Elsey, 1999) vy se lo relacion6 con diferentes
enfermedades (Aguirre et al., 1995; Work et al., 2001; Knotek et al., 2002). El orden de
los valores del recuento total de leucocitos proveniente de los animales expuestos y no
expuestos a plaguicidas, fue similar al encontrado en A. mississippiensis (Merchant et
al., 2006c) y en Cr. porosus (Millan et al., 1997) pero superiores a los reportados para la
misma especie y C. yacare en animales en cautiverio (Mussart et al., 2006). Es
probable que en este ultimo, al estar en cautiverio durante mucho tiempo podrian estar
demostrando un estado inmunosuprimido causado por situaciones de estrés cronico.
Dentro del grupo control, luego de la inyeccion de LPS y SF, se observo un incremento
en el recuento total de leucocitos en los animales que recibieron la dosis de LPS,
respondiendo de la manera esperada ante tal estimulacion. En cambio, los animales

expuestos a plaguicidas no demostraron diferencias en la respuesta ante la inyeccion de
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LPS ni de SF. La baja respuesta al estimulo de la inyeccion también fue observada en
tortugas expuestas a contaminantes organoclorados (Keller et al., 2004)

En cuanto al comportamiento de las poblaciones de leucocitos observadas fueron
variables. Los heter6filos demostraron una respuesta baja en los tratamientos con RU a
diferencia del control, pero en todos los casos se detectaron valores mayores como
respuesta ante la estimulacion con LPS. Estos resultados demostraron el efecto supresor
de los plaguicidas sobre los heterofilos, siendo ésta, una de las poblaciones mas
perjudicadas por tener una importante intervencion en la respuesta inmune inespecifica.
Los elevados porcentajes de heterofilos en los controles son consistentes con lo

reportado por Merchant et al. (2006c).

Contrariamente, el porcentaje de los linfocitos de los animales expuestos a la
mayor concentracion de RU, fue superior que en el resto de los tratamientos, por lo cual,
tal exposicion no tuvo el mismo efecto que con la poblacion de heterofilos. En todos los
casos, los valores fueron similares o inferiores a lo reportado en las mismas especies
(Mussart et al., 2006) que no han sido estimuladas. Esto ultimo, coincide con lo
observado por Merchant el al. (2006c), quienes reportaron que la poblacion linfocitaria

total fue una de las menos afectadas por la estimulacion con LPS.

Tanto los monocitos como los eosindfilos estuvieron influenciados por la
exposicion a RU luego de la inyeccion con LPS. En este caso, los animales expuestos en
todos los grupos tuvieron valores menores que los inyectados con SF, sugiriendo que el
estrés provocado por el manipuleo de los animales podria estar disminuyendo de esta

manera la resistencia al componente bacteriano.

El sistema inmune es sensible a las alteraciones causadas por los contaminantes
ambientales y la supresion de las funciones inmunes puede conducir al aumento del
riesgo de enfermedades en los reptiles (Tangredi & Evans, 1997). Existe una gran
necesidad de entender mejor los efectos de los contaminantes ambientales sobre la salud
de los reptiles, la inmunidad, y en ultima instancia, la supervivencia. Un abordaje
integrador que combine el analisis de marcadores de exposicion y efecto contribuird a la

mejor comprension de los mecanismos asociados al dafio observado, proveyendo de
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esta manera mejores herramientas predictivas para la proteccion ambiental de especies

silvestres (Venturino et al., 2003).

5.7 Dipeptidil peptidasa IV en plasma de C. latirostris y C. yacare

En este trabajo, se identificd y describid la actividad de la forma soluble de la
enzima DPPIV en el plasma de C. latirostris y C. yacare. Recientemente, esta enzima
fue reportada en suero y sangre entera del A. mississipiensis (Merchant et al., 2009b) en
el cual se confirm¢ su actividad proteolitica mediante el uso de un inhibidor especifico
de la enzima, la Diproteina A (Ile-Pro-Ile) (Rahfeld et al., 1991). El aumento de la
concentracion de Diproteina A provocod un descenso en las actividades de la enzima
DPPIV, indicando que la hidrdlisis del sustrato (Ala-Pro-AFC) se debid la actividad
especifica de la misma. Nuestros resultados confirmaron la presencia de la enzima

activa en las dos especies de yacaré estudiadas.

La actividad de la DPPIV demostré una relacion positiva basada en los datos
obtenidos a partir de la incubacion con diferentes cantidades de plasma de C. latirostris
y C. yacare. Estas actividades fueron muy superiores a las detectadas en sueros de
modelos murinos in vitro (Kubota et al., 1992), cerdos (Faidley et al., 2006) y humanos
(Lefebvre et al., 2002; McKillop et al., 2008). Resultados similares se hallaron en A.
mississipiensis (Merchant et al., 2009b) pero los valores detectados en sangre entera
fueron mas elevados que en plasma, lo que se atribuy6 a la presencia de DPPIV sobre la
superficie de las células T (Mentlein et al., 1984). En general, la forma de las curvas
(DPPIV en funcién de la concentracion de plasma, temperatura de incubacion y cinética
de la reaccion) y las proporciones de formacion de productos obtenidos en nuestro
estudio fueron similares a los encontrados en otras especies de cocodrilianos estudiadas

(Merchant et al., 2009b).

Como se menciono, los animales ectotermos son buenos modelos para evaluacion
de la influencia de la temperatura sobre una variedad de funciones fisiologicas, dentro
de las cuales se indicé el rol de la temperatura ambiental en la determinaciéon del sexo
(Simoncini et al., 2008); alimentacion (Larriera et al., 2008), asi como en la formaciéon

de respuestas inmunes (Merchant et al., 2005¢; Siroski et al., 2010), entre otros. En este
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estudio, la temperatura de incubacidn del plasma durante la reaccion de DPPIV afectd la
actividad de dicha enzima e intervino mas intensamente en C. latirostris que en C.
yacare. A bajas temperaturas, el plasma de ambas especies demostrd baja actividad de
la enzima, coincidiendo con el concepto de que la actividad metabolica de los
vertebrados ectotérmicos estd reducida al minimo (Johnson et al., 2008). Por el
contrario, las actividades méaximas de la enzima se detectaron a las temperaturas en que
los cocodrilianos desarrollan Optimamente sus procesos metabolicos, incluyendo una
adecuada respuesta inmune (Glassman & Bennett, 1978). Esto coincide con lo reportado
por Merchant et al. (2009b) en relacion a que la respuesta del cocodrilo americano (Cr.
acutus) a las infecciones es dependiente de la temperatura, con un maximo nivel de

desarrollo alrededor de los 30 °C.

Como se indicd en la seccion 5.2, las diferencias halladas respecto de la
temperatura entre las especies estudiadas, pueden ser atribuidas a algunas adaptaciones
que poseen en base a las tolerancias climdticas y a las temperaturas existentes dentro de
sus distribuciones geograficas (Siroski et al., 2010), demostrando la posibilidad de que
C. latirostris pueda ejercer sus funciones metabodlicas a temperaturas mas bajas que C.
yacare. La enzima en ¢l plasma de C. latirostris estabiliz6 su actividad entre 30 y 40 °C,
mientras que en C. yacare, la estaria alcanzando a temperaturas mayores, aunque con
valores inferiores que C. latirostris. Por otra parte, la enzima en C. latirostris tuvo una
actividad superior a temperaturas muy bajas (5 °C), e incluso a partir de los 10 °C

duplico los valores alcanzados por la enzima en el plasma de C. yacare.

Las actividades de DPPIV en el plasma de C. latirostris y C. yacare aumentaron
en funcion del tiempo de incubacion con el compuesto fluorescente. La cinética de la
actividad de la peptidasa fue similar a la detectada in vivo en ratones (Kubota et al.,
1992) y en A. mississippiensis (Merchant et al., 2009b). Este Gltimo reportd que la
actividad de la enzima con el tiempo, podria deberse a que esta enzima requiere un corto
periodo para su activacion pero es necesario un tiempo mayor para que alcance su
eficiencia catalitica al mismo nivel de proteina. De manera similar, ambas especies
presentaron una rapida reaccion que podria relacionarse con una caracteristica comun de

la enzima en los cocodrilianos.
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Las diferencias en la susceptibilidad a los factores que afectan la supervivencia
(tales como agentes estresantes y microorganismos patogenos) entre las dos especies
estudiadas se han observado en diferentes granjas de caimanes argentinos. De acuerdo a
los informes obligatorios presentados a los organismos nacionales competentes, la
mortalidad en los diferentes programas de ranching en Argentina, indica que en las
mismas condiciones de crianza (temperatura, tipo de alimentacion y frecuencia, factores
de estrés, regimenes de limpieza, etc.), C. yacare tiene mayor tasa de mortalidad que C.
latirostris. Las variaciones encontradas en las actividades de DPPIV, junto con otras,
podrian considerarse como una ventaja en términos inmunologicos, sugiriendo que C.

latirostris seria mas tolerante a esas situaciones de estrés que C. yacare.

5.8 Fosfolipasa A2 en plasma de C. latirostris y C. yacare

Mediante el empleo de la técnica de espectrofluorescencia descripta, se detectd la
actividad plasmatica de PLA2 en el plasma de C. latirostris y C. yacare. Recientemente,
Merchant et al. (2009a) realizaron un ensayo similar incluyendo proporciones de
bacterias sin el marcador fluorescente para demostrar la especificidad de la reaccion.
Ante una cantidad fija de suero de A. mississippiensis, se detectod la reduccion de la
fluorescencia a medida que se incrementaba la cantidad de bacterias sin el marcador. La
actividad catalitica de PLA2 compiti6 con las bacterias con marcador y con las que no
lo tenian, reduciendo la cantidad de producto fluorescente formado en forma
dependiente de la concentracion del sustrato marcado. Otro estudio comprobd la
presencia de PLA2 en el suero de dos especies de cocodrilos, Cr. siamensis y Cr.

porosus (Nevalainen et al., 2009).

De la misma manera que se observd en secciones anteriores, la actividad
enzimatica dependi6 de la temperatura de incubacion durante la reaccion. A
temperaturas bajas (desde 5 a 15 °C), la actividad de la enzima en el plasma de C.
latirostris fue superior a la de C. yacare. Esta diferencia podria atribuirse a la mayor

tolerancia climatica de C. latirostris que le permitiria desarrollar varias actividades
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enzimaticas a una temperatura inferior, alcanzando las actividades mas altas a

temperaturas mayores, tal como se mencion6 en las secciones 5.2y 5.7.

El efecto del aumento de las proporciones de plasma de las especies de yacaré con
cantidades constantes de la solucion de bacterias marcadas se relaciond con una mayor
actividad de PLA2. Nuevamente, pequefias cantidades de plasma produjeron un
incremento importante en la actividad PLA2, siendo superior en el plasma de C.
latirostris, como fuera observado en la seccion 5.7. La actividad registrada demostrd
que con muy poco volumen de plama, de observé una actividad enzimatica de
aproximadamente el 40 % del maximo observado. Estos resultados coinciden con
determinaciones analogas en otras especies de cocodrilianos (Merchant et al., 2009a;
Nevalainen et al., 2009) pero ninguno de estos estudios pudo discernir si se debe a que
el plasma contiene altas cantidades de PLA2 o a una mayor actividad cuando la misma
aparece en cantidades moderadas. Dicha capacidad otorga a esta técnica una ventaja,
debido a que con pequefios volumenes de plasma se pueden obtener resultados

reproducibles con variaciones muy bajas.

Otra caracteristica importante de PLA2 en el plasma de yacaré, es la velocidad de
reaccion. A los cinco minutos de exposicion del plasma a las bacterias ya demostr6 una
elevada actividad siendo mayor en el plasma de C. latirostris en todos los tiempos
evaluados, coincidiendo con lo observado en la determinacion de la cinética de reaccion
de DDPIV. Esta propiedad también se destaco en los trabajos realizados con otras
especies de cocodrilianos, sin embargo, en A. mississippiensis, a partir de los 60 min de
transcurrida la reaccion, la cantidad de producto formado fue el maximo y se mantuvo

constante hasta los 120 min.

Valores similares a los obtenidos en este trabajo fueron reportados en humanos
con severas infecciones, traumas, estados postoperatorios (Nevalainen et al., 2000) y
sepsis bacterianas (Rintala et al., 1995). Por este motivo, PLA2 fue reconocida como
una nueva proteina de fase aguda sintetizada por hepatocitos (Crowl et al., 1991;
Nevalainen et al., 1996). En este trabajo, todos los animales estudiados estaban

saludables, por lo cual, los elevados niveles de PLA2 sugieren que los yacarés poseen
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una alta concentraciéon bajo condiciones normales, comparables con los niveles de

pacientes con enfermedades inflamatorias (Aufenanger et al., 1993).

Por ultimo, ademas del complemento, la enzima PLA2, es un efectivo agente
antibacteriano (Gronroos et al., 2005). Los efectos bactericidas estan basados en la
hidrolisis de los fosfolipidos que componen la membrana celular de las bacterias que
fueron confirmados al provocar la muerte celular de bacterias in vitro (Gronroos et al.,
2001; Koduri et al., 2002) ¢ in vivo (Laine et al., 1999).La alta actividad catalitica de
PLAZ2 del plasma de los yacarés, reconocida como una importante molécula efectora de
la inmunidad innata (Six & Dennis, 2000; Nevalainen et al., 2009), podria estar
asociada a la capacidad que poseen estos animales para resistir el ataque de numerosos

microorganismos.
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La respuesta inmune en las diferentes especies animales ha evolucionado desde
mecanismos innatos hasta los més elaborados y adaptativos para combatir a los agentes
extranos. En lineas generales, el sistema inmune innato, a diferencia del sistema inmune
adaptativo, es rapido, no posee memoria inmunologica y se ha transformado, mejorando
en el tiempo a partir de los enfrentamientos entre el hospedador y los patogenos. La
importancia del SIA sobre el SII, y viceversa, no esta definida claramente debido a que
la intervencion de ambos genera un proceso interactivo de reacciones que es la clave

para una respuesta inmune automatica, regulada, dindmica y sostenible.

Los cocodrilianos exhiben comportamientos sociales fuertemente marcados que
incluyen serias disputas entre congéneres en el momento de la reproduccion, la
obtencion de alimento, la seleccion de lugares de nidificacion, o debidas a factores
estresantes como pueden ser las altas densidades, el manejo de animales, la presencia de
predadores, la intervencion del hombre, entre otros. Como consecuencia, es comun
observar la pérdida de miembros y otras heridas de consideracién. Asimismo, es sabido
que estos animales habitan en ambientes que contienen una alta concentracion de
microorganismos patdgenos, tanto en los sistemas naturales como en cautiverio. Por lo
general, esta combinacion de factores predispone al desarrollo de infecciones
localizadas o sistémicas que, incluso, pueden causar la muerte. La pregunta frecuente es
entonces, como pueden sobrevivir estos animales con heridas importantes y en
ambientes con una alta exposicion a microorganismos patdgenos, sin demostrar signos

de enfermedad.

La evaluacion y caracterizacion de algunos de los componentes del sistema
inmune de C. latirostris estudiados en este trabajo de Tesis Doctoral en respuesta a

distintos escenarios adversos, nos permitieron arribar a las siguientes conclusiones:

v' La capacidad antibacteriana del plasma de C. latirostris es mayor que la de
las otras especies evaluadas, inhibiendo el crecimiento total de una cepa de
bacterias patogenas a las pocas horas de exposicion. El SC seria uno de los

posibles causantes de la altamente efectiva respuesta inmune y la actividad
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antimicrobiana plasmatica evidenciada en las dos especies de cocodrilianos

existentes en Argentina.

v" La actividad del SC del plasma de C. latirostris es superior al resto de los
reptiles y aves, y estos a su vez, mayores que la de los mamiferos. Estos
resultados nos permiten suponer que la similitud de origenes evolutivos y las
historias de vida de aves y reptiles han conducido al desarrollo de un SC capaz
de enfrentar a los microorganismos de manera mucho mas eficaz que los

mamiferos.

v" Los caimanes recién nacidos tienen un SC activo, que depende del nido de
origen y responde a una variacion estacional que estaria muy relacionada con

factores ambientales, a diferencia de lo observado en otras especies similares.

v' La exposicion in vivo a glifosato (Roundup “) de animales recién nacidos
provoco una disminucién en la respuesta del SC y una alteracion del recuento de
leucocitos. EI SC también se vio afectado por la radiacion UV artificial. Por lo
tanto, la actividad del SC de los yacarés se puede utilizar como indicador para
analizar los efectos asociados al dafio causado por los plaguicidas y la radiacion

ultravioleta.

v Por ultimo, la deteccidn y caracterizacion de dos enzimas intervinientes en el
sistema inmune, la dipeptidil peptidasa IV y la fosfolipasa A2, mostrd que las
especies de caimanes argentinos tienen actividades superiores comparadas con

otras especies y similares a las de otros cocodrilianos estudiados.

Cabe destacar el rol importante de la temperatura sobre una variedad de funciones

fisiologicas en las que estd incluida la respuesta inmune. Las mayores actividades se

observaron dentro del rango de temperatura que seleccionan los cocodrilianos para

llevar a cabo de manera Optima las reacciones metabdlicas funcionales.

Como conclusion general, y tal como se observé a partir del conjunto estudios

realizados, podriamos sugerir que los cocodrilianos tienen un sistema inmune innato

eficiente y con un grado de desarrollo que le permitiria resistir el ataque de los

microorganismos caracteristicos de los ambientes en los que viven. El potente SC seria
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uno de los componentes de la inmunidad inespecifica que colaboraria mayoritariamente
en tal resistencia. Los cocodrilianos representan un grupo exitoso de organismos que
han cambiado poco durante millones de afios y estos animales son una importante
fuente de informacion para quienes investigan los avances de la inmunologia desde un
punto de vista filogenético, manteniendo una capacidad intacta para discriminar lo
propio de lo extrafio y para protegerse de las infecciones. Esta capacidad para resistir el

ataque de los microorganismos podria ser una de las razones de su éxito y longevidad.

La profundizacion de este trabajo sobre el sistema complemento de los yacarés
podria orientarse a la deteccion y caracterizacion de los componentes especificos de este
sistema que le otorgarian propiedades antimicrobianas Unicas entre diferentes ordenes
zooldgicos, haciendo que el SI de este reptil posea caracteristicas superiores para

sobreponerse a las infecciones.
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