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Resumen

El estudio de los componentes inmunoldgicos resulta de gran relevancia dada la necesidad de cultivar
animales capaces de defenderse de agentes infecciosos que amenacen su salud, siendo de especial interés
en especies de alto valor nutricional y comercial como la dorada (Sparus aurata). Dentro de la inmunidad
celular no especifica se encuentran los macréfagos, un tipo de leucocito y principal célula fagocitica
productora de citoquinas. Clasicamente, la respuesta inmune in vitro en peces se ha estudiado utilizando
suero fetal bovino (SFB) en vez de suero de la especie para el cultivo celular. En este estudio, se analizan
y comparan los siguientes parametros en macréfagos cultivados con SFB o SD: perfil de acidos grasos
(AG), indice fagocitico (IF) tras incubacion con Vibrio anguillarum, viabilidad celular y estallido
respiratorio, basal y tras estimulacion con PMA, y la expresion génica de citoquinas tras una incubacion
con LPS de Vibrio alginolyticus y POLY I:C.Los resultados obtenidos hasta la fecha muestran que, respecto
al perfil de AG entre ambos sueros solo hubo diferencias en 16:0 (Acido palmitico); 16:1n-7 (Acido
palmitoleico) y 18:0 (Acido estearico). El indice fagocitico no mostré diferencias entre ambos sueros. En
cuanto a la viabilidad celular y el estallido respiratorio, el SD parece ejercer un efecto protector en los
macrofagos y estimular la produccién de mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno, lo que sugiere
la posibilidad de uso del SD en experiencias futuras similares.

Introduccién

La intensificacion de la acuicultura conlleva un aumento de brotes de enfermedades infecciosas, siendo el
sistema inmunitario la herramienta basica para defenderse de los patégenos, dividiéndose en innato y
adquirido, con los macréfagos como uno de sus principales componentes. Poseen actividad fagocitica y
capacidad de produccion de citoquinas y especies reactivas de oxigeno (ROS) (Geissmann y Mass, 2015)
pudiendo evaluarse diferentes parametros como el perfil de AG de su membrana o el IF. Tras someter a los
macr6fagos a un estimulante inmunolégico (PMA) se produce el estallido respiratorio donde se generan
ROS (Castro et al., 1999) que se cuantifican con espectrofotometria (Reynaud ef al., 2001). La expresion
génica de citoquinas mediante q-PCR, tras enfrentar a los macréfagos a LPS bacteriano y POLY I:C virico,
seria otro parametro para analizar la respuesta proinflamatoria, antiinflamatoria, antiviral y actividad
apoptotica.

Material y Métodos

- Obtencion y descomplementacion del SD y extraccion de macréfagos de rifion anterior de dorada.

- Extraccion de lipidos totales y AG de macrofagos de dorada incubados con SFB, SD o sin suero.

- Actividad fagocitica de macrofagos de dorada incubados con SFB o SD: Preparacion de la bacteria (Vibrio
anguillarum) e IF.

- Viabilidad celular y estallido respiratorio de macréfagos de dorada incubados con SFB o SD.

- Expresion génica de citoquinas en macréfagos de dorada incubados con SFB o SD: Extraccion de ARN,
RT-PCR y g-PCR.

Resultados y discusion

- Perfil de AG. Los AG donde hubo diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) entre ambos sueros
fueron: 16:0, 16:1n-7 y 18:0. 16:0 fue el que mayor % present6 sobre el resto de AG siendo la media para
SFB 30,45+ 0.79 y 32.35 £ 0.32 para SD. En el andlisis que realizaron Lee at al., 2023 de SFB también se
mostrd que 16:0 es el AG predominante, lo que refuerza el hecho de que los AG del suero se reflejan en las
células. Para ambos sueros, la cantidad de 20:5n-3 (EPA) fue <1% y de 22:6n3 (DHA) <2%, siendo para
muestras sin suero de 5,75 = 0,78 y 10,25 £ 0,49 respectivamente. En células de mamiferos cultivadas con



XIX Congreso Nacional de Acuicultura 2024
Las Palmas de Gran Canaria 17 a 20 junio de 2024

SFB se ha comprobado que éstas no son capaces de sintetizar AG poliinsaturados (PUFA) y los pocos que
incorporan provienen el SFB que de por si es deficitario en AG poliinsaturados (Else, 2019).

- Respuesta inmune. El IF no tuvo diferencias siendo 1,66 + 0.26 para SFB y 1,64 + 0,39 para SD. El IF
es dificil de contrastar con otros estudios por falta de coincidencia entre el nimero de células, la relacion
célula:bacteria o la especie bacteriana, como estudiaron Qiu., ef al (2015) en macréfagos de carpa (Cyprinus
carpio) enfrentados a Vibrio parahemolyticus en los que el IF fue de 6,033. En cuanto a la viabilidad celular,
como muestra la Figura 1.A, aunque el SFB parte de valores mas altos, a lo largo del tiempo es el SD el
que mantiene e incluso aumenta la viabilidad del cultivo celular. El estallido respiratorio basal (Fig.1.B)
mostré que el SD aporta mayor produccion de ROS y mas sostenida en el tiempo y tras anadir PMA
(Fig.1.C), aunque al inicio el SFB parte de mas produccion de ROS, en las horas 72 y 96 los valores entre
ambos sueros se fueron asemejando. La estimulacion de los macrofagos con PMA se traduce en un
incremento de la produccion de ROS lo que reafirma el hecho de la importancia de estas células en la
inmunidad innata como ocurrid tras la estimulacion de monocitos de lenguado (Cynoglossus semilaevis)
(Sha et al., 2017).

Figura 1. Evolucion de la viabilidad celular (A), estallido respiratorio basal (B) y estallido respiratorio con PMA
(C) SFB vs SD.
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Dado que no se encontraron diferencias notables en la composicion de AG y que la presencia de SD puede
mantener las células viables mas tiempo y estimular una mayor produccion de ROS, podria pensar en
ampliar el uso del SD en futuros experimentos similares.
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