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Resumen

La falta de cultivos celulares en moluscos en general y en el pulpo comin (Octopus vulgaris) en particular,
supone un importante problema a la hora de realizar ensayos in vitro que ayuden a profundizar en el
conocimiento de las principales células inmunes de esta especie con interés para la acuicultura. La
criopreservacion se convierte en una alternativa a este proceso que permite mantener células viables y
funcionales tras los procesos de congelacion/descongelacion. Mantener las células en un estado funcional
viable durante largos periodos de tiempo permitira abarcar un mayor repertorio de estudios con una misma
muestra o realizar cursos temporales. Ademds, para la realizacion de determinados estudios de
secuenciacion masiva, como los analisis de célula tnica, se requiere de células viables y funcionales para
que tengan éxito. Presentamos aqui los primeros resultados funcionales de hemocitos de pulpo
criopreservados, donde las células fueron capaces de mantener su viabilidad por encima del 80% tras dos
meses de congelacién a -80°C y mantuvieron su capacidad funcional de fagocitar bacterias de una manera
similar a las células frescas. Los resultados aqui presentados facilitaran el estudio de las funciones de las
células inmunitarias mas importantes de esta especie de enorme interés para la diversificacion acuicola.

Introduccion

A pesar de que Espafia es uno de los principales comercializadores de pulpo comin (Octopus vulgaris) (1),
las capturas de esta especie han disminuido considerablemente en los Gltimos afios (2), lo que exige de
alternativas para satisfacer al mercado de las necesidades de consumo. El cultivo de esta especie ha sido ya
cerrado en cautividad (3), pero tras superar determinados requerimientos tanto zootécnicos como
nutricionales, el objetivo se centrara en conseguir condiciones que atiendan al bienestar de estos animales
para lograr un cultivo exitoso a escala industrial. Por lo tanto, comprender los mecanismos de defensa de
estos animales frente a diferentes estimulos y patdgenos y estudiar cémo pueden sus células de defensa
contrarrestar el efecto de todos aquellos estimulos estresantes condicionara el estado de esta especie criada
en cautividad. Uno de los principales problemas a la hora de estudiar los hemocitos de estos animales es la
falta de cultivos celulares que facilitarian poder llevar a cabo determinados ensayos. Ante la falta de esta
herramienta, la criopreservacién se convierte en una excelente alternativa para congelar y descongelar
células manteniendo su integridad y funcionalidad. Este proceso requiere de optimizaciones exhaustivas
dependientes del tipo celular y de comprobaciones que garanticen la actividad celular. En este trabajo
presentamos los primeros resultados de criopreservacion de hemocitos de pulpo comudn. Hasta nuestro
conocimiento se trata de la primera descripcion de este protocolo en células de defensa en invertebrados
acuaticos con resultados de viabilidad y funcionalidad que permiten utilizar estas células para ensayos in
vitro. Estos resultados abren un amplio abanico de oportunidades para el estudio de estas células clave en
el sistema de defensa de estos organismos.

Material y métodos
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Resultados y discusién

El medio MAS suplementado con EG y una descongelacion gradual produjeron los mejores niveles de
viabilidad celular con diferencias significativas con respecto a otros medios como el suero de pulpo (OS),
el SRS o el RPMI (Figura 2A), sugiriendo que el MAS, mantiene a las células viables cuando se aplica el
método de descongelacién dptima. El protocolo optimizado seguido de una aclimatacién celular durante
24h a 15°C permitié a las células recuperar su actividad funcional en mayor medida en comparacion con
las no aclimatadas y mostrar valores de fagocitosis similares a las células frescas (Figura 2B). La calidad e
integridad del RNA tras la congelaciéon resultd ser Optima tal y como demuestran los valores de
amplificacion por gPCR de un gen constitutivo (la ubiquitina) cuando se compara con un control positivo
de calidad representado por células preservadas en Trizol (Figura 2C). En conclusion, el método y medios
seleccionados fueron capaces de mantener a las células viables y funcionales para poder ser usadas en
ensayos in vitro.
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Figura 2. (A) Viabilidad celular tras el proceso de congelacion en diferentes medios y descongelacion mediante dos
protocolos. (B) Porcentaje de células fagociticas frescas y tras una congelacién/descongelacion con o sin aclimatacion.
(C) Curva de amplificacion del gen constitutivo ubiquitina en células criopreservadas con respecto a células preservadas
directamente en Trizol.
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