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RESUMEN

En el presente estudio se han obtenido y caracterizado tres anticuerpos monoclonales que re-
conocen especificamente los fagocitos de dorada, Sparus auratus Linnaeus, 1758. Se discute su
utilidad en la investigacién basica y su aplicacion en la piscicultura.

Palabras clave: Piscicultura, respuesta inmune.

ABSTRACT

Production and characterization of monoclonal antibodies specific to gilthead seabream Sparus aura-

tus Linnaeus, 1758 phagocytes

In the present study, we produced and characterised three monoclonal antibodies that react with phagocy-
tes of the gilthead seabream Sparus auratus Linnaeus, 1758. Their usefulness in basic and applied research

is discussed.

Keywords: Fish-farming, immune response.

INTRODUCCION

La tecnologia para la produccion de anticuerpos
monoclonales (mAbs) ha facilitado el estudio de la
biologia y desarrollo del sistema inmunitario
(Scapigliati, Romano y Abelli, 1999). Las aplicacio-
nes de los mAbs son multiples, como, por ejemplo:
1) determinacion del nivel de inmunoglobulinas
(Igs) en peces sanos, en peces vacunados y en pe-
ces infectados; 2) estudios de reactividad cruzada
desde un aspecto filogenético; 3) identificaciéon de

diferentes poblaciones de linfocitos y su localiza-
cion en o6rganos linfoides; y 4) caracterizacion mo-
lecular de receptores celulares.

A pesar del rapido progreso que ha tenido el co-
nocimiento sobre el sistema inmunitario de peces
teleosteos, los anticuerpos especificos disponibles
que reconocen poblaciones celulares son todavia
escasos y, en algunos casos, no han resultado de-
masiado tutiles debido a su falta de especificidad.
Por tanto, es necesario desarrollar nuevos mAbs pa-
ra poder realizar una mejor caracterizacion fenoti-
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pica de los leucocitos de peces. En el presente es-
tudio se describe la caracterizacion de tres mAbs es-
pecificos de los fagocitos de dorada Sparus auratus
Linnaeus, 1758.

MATERIAL Y METODOS

Se inmunizaron ratones de la cepa Balb/c, tres
veces, con 107 leucocitos de exudado peritoneal
de dorada. Las células del bazo de dichos ratones
fueron fusionadas con células SP2/0 mediante
polietilenglicol y los hibridomas resultantes selec-
cionados en medio HAT (hipoxantina - aminop-
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Figura 1. Analisis mediante citometria de flujo de leucocitos

de rinon cefalico de dorada. (a): diagrama de puntos; (b):

histograma de la region 1 (R1); (c): histograma de la region
2 (R2); (SSC): granularidad; (FSC): tamano celular.
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terina - timidina), clonados dos veces y almacena-
dos en nitrégeno liquido (Mulero et al., 2001).
Los hibridomas positivos fueron seleccionados
mediante citometria de flujo. Los ensayos de fa-
gocitosis se llevaron a cabo con la bacteria
Listonella anguillarum (Bergeman, 1909)
MacDonell & Colwell, 1986 [antes Vibrium angui-
llarum] previamente marcada con isotiocianato
de fluoresceina (FITC) como han descrito
Esteban et al. (1998). Los estudios de inmunoci-
toquimica para microscopia electréonica fueron
realizados segin la metodologia convencional
utilizando un anticuerpo de cabra dirigido contra
la inmunoglobulina G (IgG) de ratén, conjugado
con oro coloidal de 10 nm.

RESULTADOS

Los tres anticuerpos obtenidos (denominados
D2, GR2 y G7) reaccionan especificamente con los
fagocitos de rinon cefalico (RC), bazo (B), sangre
(S) y exudado peritoneal (EP) (figura 1). En con-
creto, son capaces de marcar el 10 % de los leuco-
citos de bazo y de sangre, el 20-40 % de los de rinén
cefalico y el 50 % de las células del exudado perito-
neal (figura 2). Las células identificadas por los di-
ferentes anticuerpos fagocitan la bacteria Listonella
anguillarum (figura 3), confirmando que los tres
anticuerpos obtenidos reaccionan con los fagocitos
de dorada.
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Figura 2. Porcentaje de células inmunorreactivas en rinén
cefalico (RC), bazo (B), sangre (S) y exudado peritoneal
(EP) marcadas por los anticuerpos D2, GR2 y G7.
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Estudios de inmunocitoquimica para microscopia
electronica indican que el anticuerpo G7 reaccio-
na especificamente con los granulocitos acidofilos
de dorada (figura 4a), permitiendo la purificacion
mediante la utilizacion de bolas magnéticas
(MACS) (figura 4b).
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Figura 3. Diagrama de puntos representativos de los leu-

cocitos de rinon cefalico de la region R1 marcadas por los

tres anticuerpos (D2, GR2 y G7) segtn las variables FL1 (o,
fagocitosis) y FL2 (B, inmunorreaccion).
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Figura 4. (a): Micrografias electrénicas que muestran un

granulocito acidofilo inmunorreactivo para el anticuerpo

G7 (G7+) [X16000], recuadro [X40000]; (b): dos granu-

locitos acidofilos purificados mediante MACS (bolas mag-
néticas) [X5600].

DISCUSION

En este estudio se describe la produccion de tres
mAbs especificos de los fagocitos de dorada. Los
anticuerpos son utiles en ensayos de citometria de
flujo y de inmunocitoquimica, por lo que suponen
una herramienta esencial para profundizar en el
conocimiento de las funciones desempenadas por
los fagocitos en la respuesta inmunitaria de los pe-
cesy podrian ser utilizados en el diagnoéstico de en-
fermedades que conlleven una alteracion de la for-
mula leucocitaria.
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El anticuerpo denominado G7 es de gran inte-
rés, ya que reacciona especificamente con los gra-
nulocitos acidofilos de dorada, lo que permitira co-
nocer las funciones desempenadas por tales células
en la respuesta inmunitaria de dorada. Estudios
previos realizados en nuestro laboratorio han de-
mostrado que el acidofilo de dorada es el granulo-
cito mas abundante en sangre (Lopez-Ruiz,
Esteban y Meseguer, 1992) y exudado peritoneal
(Meseguer et al., 1993), pero su papel in vivo per-
manece desconocido. En el presente estudio se de-
muestra que esta célula muestra in vitro gran capa-
cidad fagocitica frente a la bacteria L. anguillarum.
Es la primera vez que se demuestra una actividad
fagocitica tan importante para los acidéfilos de ver-
tebrados.
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