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k57 Resumen:
Aplicación del levamisol en la fabricación de produc-
tos dietéticos inmunoestimulantes para peces.
El levamisol tiene utilidad para la fabricación de su-
plementos dietéticos y productos alimenticios desti-
nados a aumentar la respuesta inmunitaria en peces,
especialmente teleósteos, como lubina y dorada.
Dicha utilidad tiene especial interés en Piscicultura,
particularmente en el cultivo de teleosteos.
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DESCRIPCION

Aplicación del levamisol en la fabricación de
productos dietéticos inmunoestimulantes para pe-
ces.
Campo técnico de la invención

La presente invención se encuadra dentro del
campo técnico del cultivo a nivel industrial de
teleósteos marinos, en especial dorada y lubina.

Más espećıficamente, la presente invención,
pone de manifiesto la utilidad del levamisol, en
la fabricación de productos dietéticos para peces.
Estado de la técnica anterior a la invención

El efecto del levamisol (isómero levo del 2,3,
5,6-tetrahidro-6-fenilimidazol ((2,1)b)tiazol) so-
bre la respuesta inmunitaria en peces ha sido es-
casamente estudiado. Sólo existen escasas publi-
caciones en la literatura realizadas sobre dos es-
pecies de agua dulce que son la trucha arco iris
(Onmykiss) y la carpa (Cyprinus carpio):

Siwicki A (1987) Immunomodulating activity
of levamisole in carp spawners, Cyprinus carpio
L. J Fish Biol 31:245-246.

Siwicki AK (1989) Immunomodulating in-
fluence of levamisole on nonspecific inmunity in
carp (Cyprinus carpio). De, Comp Inmunol
13:87-91.

Siwicki AK, Anderson DP, Dixon OW (1989)
Comparisons of nonspecific and specific immuno-
modulation by oxolinic acid, oxytetracycline and
levamisole in salmonids.

Vet Immunol Immunopathol 23:195-200.
Siwicki AK,Anderson DP, Dixon OW (1990)

In vitro immunostimulation of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) speen cells with levami-
sole. Dev Comp Immunol 14:231-237.

Anderson DP, Jeney G (1992) Immunostimu-
lants added to injected Aeromonas Salmonicida
bacterin enhance the defense mechanisms and
protection in rainbow trout (Oncorhynchus my-
kiss). Vet Immunol Immunopathol 34:379389.

Kajita Y, Sakai M, Atsuta S, Kobayashi M
(1990). The immunomodulatory effects of leva-
misole on rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
Fish Pathol 25:9398.
Descripción detallada de la invención

La presente invención, tal y como se indica en
su enunciado se refiere a la aplicación del leva-
misol en la fabricación de suplementos dietéticos
y productos alimenticios para peces, destinados a
aumentar su respuesta inmunitaria.

Durante los diez últimos años, los inventores
han dedicado su actividad investigadora al estu-
dio del sistema inmunitario inespećıfico de dos
teleósteos marinos, de interés para el cultivo a
nivel industrial, la dorada (Sparus aurata L.) y la
lubina (Dicentrarchus labrax L.). Los trabajos se
han desarrollado en fases sucesivas, en las que se
ha abordado el estudio tanto de los tipos celula-
res como de los factores humorales implicados en
dicha respuesta. Se han caracterizado los tipos de
células que median la respuesta inespećıfica, me-
diante aplicación de métodos microscópicos, his-
toqúımicos, aislamiento y cultivo de células, y
citometŕıa de flujo. Aśı mismo, se han caracte-
rizado los factores humorales tipo complemento,
mediante métodos de estudio de las actividades
hemoĺıtica, quimiotáctica y opsónica del suero y
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se ha estimulado la producción por leucocitos de
factores solubles tipo MAF mediante el uso de
mitógenos (Concanavalina A).

Una vez caracterizadas las células y los fac-
tores solubles implicados en la respuesta inmuni-
taria inespećıfica de estas especies, se ha proce-
dido al estudio de diferentes aspectos funciona-
les de esta respuesta. En concreto, se ha esta-
blecido el proceso de defensa fagoćıtica frente a
bacterias patógenas y el de respuesta citotóxica
frente a células tumorales (equivalente a la res-
puesta frente a células infectadas por virus).

Teniendo como base el conocimiento obte-
nido de esta investigación previa, se ha proce-
dido a analizar la capacidad inmunomoduladora
del levamisol sobre la respuesta inmunitaria ines-
pećıfica de la dorada, ya que la escasa bibliograf́ıa
existente parece indicar que el levamisol posee
capacidad inmunoestimuladora en peces, aunque
no se dispone de resultados definitivos. Además,
porque el uso del levamisol ha sido previamente
aprobado en Estados Unidos por “The United
States Food and Drug Administration” para su
aplicación como antihelmı́ntico en rumiantes. Por
ello, también puede ser considerado de interés en
la alimentación de peces.

La presente invención se basa en experimentos
in vivo que por primera vez han puesto de mani-
fiesto la actividad inmunomoduladora del levami-
sol sobre los referidos ejemplares de peces objeto
de estudio.

Los experimentos se han diseñado con la in-
tención de establecer la dosis, frecuencia, du-
ración y efecto del tratamiento sobre los ejem-
plares objeto de estudio.

Los resultados obtenidos informan que a dosis,
frecuencia y duración de tratamiento adecuados el
levamisol produce:

1. Activación de la respuesta humoral ines-
pećıfica (complemento).

2. Activación de la respuesta celular ines-
pećıfica: incremento de la explosión respira-
toria, del porcentaje de fagocitos implicados
y del número medio de bacterias fagocita-
das por célula.

3. Reducción de la mortalidad frente a in-
fecciones experimentales con Listonella an-
guillarum (conocida comunmente como vi-
brio anguillarum.

De acuerdo con lo anterior, el levamisol es sus-
ceptible de ser utilizado con fines industriales en
la fabricación de suplementos dietéticos y produc-
tos alimenticios para peces, destinados a prevenir
infecciones bacterianas, ya que incrementa la res-
puesta inmunitaria inespećıfica produciendo pro-
tección frente a infección por bacterias patógenas,
y de modo más concreto en dorada frente a L. an-
guillarum.
Modos de realización de la invención

La presente invención se ilustra adicional-
mente mediante los siguientes experimentos, que
no son en absoluto limitativos de su alcance.

Los experimentos se desarrollaron en dos eta-
pas:

A) Primero se procedió al estudio de los efectos
del levamisol suministrado en dieta, a dis-
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tintas dosis, sobre diferentes parámetros del
sistema inmunitario inespećıfico de dorada.

B) Posteriormente, conocida la dosis de leva-
misol óptima, se procedió a tratar ejempla-
res de dorada con dicha dosis de levamisol
tras lo cual, se les realizó una infección ex-
perimental con el fin de saber si el trata-
miento confiere protección frente a la bac-
teria patógena control (Listonella anguilla-
rum).

A) Efecto del levamisol sobre el sistema inmuni-
tario inespećıfico de la dorada (Sparus aurata).

A.1. Metodoloǵıa concreta
La metodoloǵıa concreta desanollada para lle-

var a cabo el estudio de los efectos del levamisol,
suministrado en dieta, sobre el sistema inmunita-
rio de dorada, fue la que se detalla a continuación:

Ejemplares de dorada de 100 g de peso medio
fueron mantenidos en acuarios de 260 litros con-
teniendo agua marina, con un flujo de 1500 l/h y
fotoperiodo de 12 horas luz. Fueron alimentados
con pienso comercial (Purina) encantidad equiva-
lente al 1 % de su peso corporal.

Se establecierón cuatro grupos de animales
de quince ejemplares cada uno (colocando cada
grupo en un acuario distinto). Los animales fue-
ron alimentados con pienso al que se le hab́ıa adi-
cionado, previamente y en propio laboratorio, di-
ferentes cantidades de levamisol. En concreto, se
establecieron los siguientes grupos:

Grupo 1: 0 mg levamisol/Kg de pienso (grupo
control, o grupo no tratado.

Grupo 2: 125 mg levamisol/Kg de pienso
Grupo 3: 250 mg levamisol/Kg de pienso
Grupo 4: 500 mg levamisol/Kg de pienso
Estas dietas fueron administradas en cinco to-

mas semanales durante dos semanas (diez tomas
totales).

La ingesta total de levamisol por los ejempla-
res fue la siguiente:

Grupo 1: 0 mg/pez
Grupo 2: 1,25 mg/pez
Grupo 3: 2;5 mg/pez
Grupo 4: 5 mg/pez
Una vez acabado el tratamiento, todos los pe-

ces fueron alimentados con pienso sin suplemen-
tar con levamisol, es decir, pienso igual que el del
grupo control, durante diez semanas más.

Finalizado el tratamiento con levamisol, cinco
ejemplares de cada uno de los grupos de estu-
dio fueron sacrificados a las 0, 5 y 10 semanas.
Los animales fueron entonces pesados, medidos y
diseccionados con el fin de obtener muestras de
sangre y de riñón cefálico (principal órgano he-
matopoyético de dorada).

Muestras de sangre fueron utilizadas para de-
terminar el hematocrito de los ejemplares. Otras
muestras de sangre se dejaron coagular para ob-
tener el suero que fue congelado a -80◦C. Cuando
se dispuso de todas las muestras, se determinó
la proteinemia (mediante el método colorimétrico
de Bradford) (Bradford, 1976, Anal. Biochem.
72:248254) y la actividad del complemento por la
v́ıa alternativa (inespećıfica) mediante ensayos de
hemolisis de eritrocitos de carnero (Yano, 1992,
Techniques in Fish Immunology SOS Pub).
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Leucocitos de riñón cefálico fueron obteni-
dos por aislamiento y centrifugación en gradiente
discont́ınuo de densidad de Percoll (34 %-51 %)
(Braun-Nesje y col., 1.981, J. Fish Dis. 4:141-
151). Una vez aislados, se determinaron me-
diante citometŕıa de flujo las diferentes pobla-
ciones de leucocitos presentes y su actividad fa-
goćıtica frente a la bacteria patónea de peces,
y en particular de dorada, Listonella anguilla-
rum, previamente marcada con isotiocianato de
fluorescéına (Harvath y Terle, 1.994, Mol. Biol.
34:249-259). Finalmente, se evaluó la explosión
respiratoria de los leucocitos mediante el ensayo
colorimétrico de reducción del NBT (nitro-blue
tetrazolio) (Pick y col., 1.981, J. Reticuloendot-
hel. Soc. 30:581-593)

A.2 Estado general de los ejemplares
Los ejemplares tratados con levamisol presen-

taron un hematocrito inferior (10 puntos) con res-
pecto al obtenido para los ejemplares del grupo
control, tanto a las 0 como a las 5 semanas tras
el tratamiento. Se observaron valores normales a
las 10 semanas de haber finalizado el tratamiento.

A.3 Respuesta humoral
Tanto los niveles del complemento como los

de protéınas totales del suero de los ejemplares
tratados, con las 3 concentraciones de levamisol
ensayadas, fueron superiores a los obtenidos para
los ejemplares del grupo control, tanto a las 5
como a las 10 semanas de finalizar el tratamiento.
El efecto observado en ambos parámetros fue do-
sis dependiente. Estos resultados indican que el
levamisol potencia la inmunidad humoral de la
dorada, en concreto el sistema de complemento,
perdurando este efecto al menos 10 semanas.

A.4 Respuesta celular
Los leucocitos obtenidos de ejemplares trata-

dos con dietas conteniendo 250 ó 500 mg de le-
vamisol por Kg. de pienso, mostraron a las 0 y
5 semanas de finalizar el tratamiento una mayor
capacidad fagoćıtica frente a la bacteria L angui-
llarum, aśı como una mayor explosión respirato-
ria. La capacidad fagoćıtica se vio aumentada en
dos sentidos, por un lado en el número de células
que mostraron esta actividad, y por otro, en el
número medio de bacterias interiorizadas por fa-
gocito. A las 10 semanas, este último parámetro
segúıa siendo superior al obtenido para leucocitos
aislados de ejemplares no tratados o control. Es-
tos resultados indican que el levamisol es capaz
de potenciar la respuesta inmunitaria inespećıfica
a nivel celular, en concreto la activación de los
leucocitos, estimada mediante el aumento obser-
vado en la explosión respiratoria, y la capacidad
fagoćıtica de estas células. Esta activación del
sistema inmunitario inespećıfico a nivel celular es
muy rápida, ya que se aprecia inmediatamente
después de finalizar el tratamiento con levamisol,
y se mantiene durante algo más de cinco semanas.
B) Efecto del levamisol sobre la protección frente
a infección por Listonella anguillarum.

B.1. Metodoloǵıa concreta
Se establecieron 4 grupos de animales de 20

ejemplares cada uno que fueron mantenidos en
acuarios diferentes, tal y como se ha indicado
en el apartado anterior. La dosis de levamisol
en dieta elegida como óptima para este ensayo
fue la de 500 mg de levamisol por Kg de pienso,
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de acuerdo con los resultados obtenidos previa-
mente. El levamisol fue administrado a dos de
los grupos de animales en cinco tomas semana-
les durante dos semanas (diez tomas totales). A
los otros dos grupos de animales se les suministró
pienso sin levamisol (grupos control). Finalizado
el tratamiento, todos los ejemplares fueron ali-
mentados con pienso sin suplementar con levami-
sol durante un periodo de cuatro semanas. Tran-
scurridas dichas cuatro semanas, a los ejempla-
res se les provocó una infección experimental me-
diante inyección intraperitoneal de la cepa viru-
lenta R-82 de la bacteria patógena para dorada L.
anguillarum (Toranzo y Barja, 1990, Dis. Aquat.
Org. 9:73-82). La infección se realizó mediante
inyección de 108 bacterias/pez o 5x108 bacte-
rias/pez de acuerdo con la experiencia obtenida
de estudios previos. Los grupos de estudio fueron
los siguientes:

Grupo 1: 0 mg levamisol/Kg pienso (pienso
control) + infección con 108 bacterias.

Grupo 2: 0 mg levamisol/Kg pienso (pienso
control) + infección con 5 x 108 bacterias

Grupo 3: 500 mg levamisol/Kg pienso + in-
fección con 108 bacterias.

Grupo 4: 500 mg levamisol/Kg pienso + in-
fección con 5 x 108 bacterias

El número de animales supervivientes en cada
uno de los grupos de estudio establecidos fue es-

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

timado durante los 30 d́ıas posteriores a la in-
fección.

Tras efectuar la infección experimental con la
bacteria se obtuvo tan solo un 37 % de mortalidad
en los grupos de animales infectados y alimenta-
dos con pienso conteniendo levamisol. En con-
traste, los grupos de animales que no fueron tra-
tados con levamisol (control) alcanzaron un 55 %
y un 90 % de mortalidad cuando fueron infectados
con 108 y 5 x 108 bacterias, respectivamente.
Conclusiones

De los resultados de los anteriores experimen-
tos se pueden obtener las siguientes conclusiones:

1. El levamisol administrado en la dieta po-
tencia la respuesta inmunitaria inespećıfica tanto
a nivel humoral (actividad del complemento)
como celular (fagocitosis y explosión respiratoria)
de los ejemplares de dorada.

2. Los efectos del levamisol sobre la respuesta
inmunitaria inespećıfica de la dorada se mani-
fiestan rápidamente, siendo detectables inmedia-
tamente después de finalizar el tratamiento, al-
canzándose valores máximos a las 5 semanas y se
mantienen durante al menos 10 semanas.

3. La inmunoestimulación producida por el
levamisol en la dorada se ve correlacionada con
una mayor protección de los ejemplares tratados
respecto de los no tratados frente a posibles in-
fecciones causadas por bacterias.
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REIVINDICACIONES

1. Aplicación del isómero levo del 2, 3,5,6-te-
trahidro-6-fenilimidazol-(2,1-b)tiazol (levamisol),
en la fabricación de suplementos dietéticos y pro-
ductos alimenticios para peces, destinados a au-
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mentar la respuesta inmunitaria en peces.
2. Aplicación del levamisol, según la reivindi-

cación 1, en que los peces son teleósteos.
3. Aplicación del levamisol según la reivin-

dicación 2, en que los peces están seleccionados
entre dorada y lubina.

5



OFICINA ESPAÑOLA
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