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RESUMEN

Aunque el efecto inmunomodulador de diversas sustancias sobre algunas respuestas del sis-
tema inmunitario de peces teleósteos ha sido ampliamente estudiado, la respuesta citotóxica 
natural casi no se ha evaluado. En el presente trabajo el estudio se centró en el posible efecto 
inmunomodulador del suplemento dietético de vitaminas C y E y de quitina, todas sustancias 
naturales, sobre la respuesta citotóxica natural de doradas Sparus auratus L., 1758. Los resultados
obtenidos demuestran que la administración de estas sustancias produce una estimulación de
dicha respuesta citotóxica, lo que supone la mejora de su capacidad de reacción frente a una
posible infección viral o protozoaria y frente a tumores, siempre que su administración sea en
dosis apropiadas y durante periodos óptimos.
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ABSTRACT

Use of natural substances (vitamins and chitin) to modulate response to viral or protozoan infections
and tumors in farmed gilthead seabream Sparus auratus L., 1758

The immunomodulatory effect of several substances on teleost fishes' immune systems has been widely stu-
died. However, those studies have rarely assessed natural cytotoxic response. Thus, the aim of the present work
was to examine the possible immunomodulatory impact on the natural cytotoxic response of the gilthead sea-
bream Sparus auratus L., 1758 of using vitamins C and E and chitin as dietary supplements. Our results
show that the correct administration of these naturally occurring substances enhances cytotoxic activity, lea-
ding to a better response to viral and protozoan infections and tumors; however, this method is only effective
when the supplements are administered at proper dosages and during optimal periods of time.
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INTRODUCCIÓN

Las enfermedades víricas y protozoarias, así co-
mo los tumores, pueden llegar a tener gran inci-
dencia en acuicultura y, a pesar de ello, no se han
realizado muchos estudios al respecto. El principal

mecanismo responsable de llevar a cabo la defensa
en estos casos es la respuesta citotóxica natural
(Evans et al., 1988). En las dos últimas décadas, nu-
merosos estudios se han centrado en la utilidad
que tiene en acuicultura la administración de su-
plementos dietéticos, y más concretamente de in-



munomoduladores (Anderson, 1992; Blazer, 1992;
Sakai, 1999), que pueden mitigar la incidencia de
enfermedades y reducir la mortalidad de los peces
afectados. Sin embargo, no hay estudios que rela-
cionen la administración de inmunomoduladores y
la actividad citotóxica natural. 

Entre las sustancias con propiedades inmunoes-
timulantes, las vitaminas han sido las más estudia-
das, concretamente las vitaminas C y E, capaces de
estimular la respuesta humoral y celular de varias
especies de peces teleósteos. La vitamina C au-
menta la actividad del complemento y de la lisozi-
ma, eleva los niveles de anticuerpos séricos y esti-
mula las respuestas propias de linfocitos y
macrófagos en especies tan variadas como pez ga-
to Ictalurus punctatus (Rafinesque, 1818), salmón
atlántico Salmo salar L., 1758, trucha Oncorhynchus
mykiss (Walbaum, 1792) y dorada Sparus auratus L.,
1758 (Hardie, Fletcher y Secombes, 1991; Waagbo 
et al., 1993; Mulero, Esteban y Meseguer, 1998; 
Verlhac et al., 1998; Ortuño, Esteban y Meseguer,
1999). El papel de la vitamina E ha sido menos es-
tudiado. El suplemento en dieta de vitamina E au-
menta la actividad fagocítica, pero no la actividad
de explosión respiratoria ni las respuestas humo-
rales en el salmón atlántico (Hardie, Fletcher y
Secombes, 1990). En dorada, la vitamina E produ-
ce un aumento en la actividad de los fagocitos, tan-
to in vitro como in vivo (Mulero, Esteban y
Meseguer, 1998; Ortuño, Esteban y Meseguer,
2000). Se ha comprobado que ambas vitaminas
son importantes en diversas rutas metabólicas, pe-
ro se piensa que su papel sobre el sistema inmuni-
tario se debe, principalmente, a sus conocidas pro-
piedades antioxidantes.

Por otro lado, la quitina, segundo polímero
más abundante en la naturaleza, se ha presentado
en los últimos años como una sustancia natural,
biocompatible y biodegradable que podría ser
usada como inmunoestimulante en acuicultura.
Sin embargo, los trabajos existentes sólo descri-
ben su acción tras ser suministrada mediante in-
yección, aumentando las respuestas celulares ines-
pecíficas (Sakai et al., 1992; Kawakami, Shinohara
y Sakai, 1998; Esteban et al., 2000), y solamente
existe un estudio en el que esta sustancia haya si-
do suministrada de forma oral (Esteban et al.,
2001).

Por todo lo expuesto, la intención del presente
trabajo fue estudiar el efecto que tiene el suple-
mento dietético con diferentes sustancias natura-

les sobre la respuesta citotóxica natural de dora-
das en cultivo.

MATERIAL Y MÉTODOS

Animales

Ejemplares de dorada Sparus auratus con un pe-
so medio de 150 g y procedentes de la empresa
Culmarex S. A. (con sede en Águilas, Murcia), fue-
ron mantenidos en acuarios de laboratorio con un
flujo de 1 500 l/h, a 22 ºC, con una salinidad de 21,
fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad y alimen-
tados con pienso comercial enriquecido (de
ProAqua®, Palencia) en una cantidad equivalente
al 1 % de su biomasa.

Elaboración de dietas enriquecidas

La vitamina C (ascorbato sódico, comercializado
por Sigma), vitamina hidrosoluble, fue directa-
mente incorporada al pienso y sellada con aceite
de pescado (25 ml/kg de pienso) hasta conseguir
un suplemento de 3 g de vitamina C/kg de pienso.
Se utilizó como control pienso comercial (conteni-
do en vitamina C: 100 mg/kg de pienso) con acei-
te de pescado (25 ml/kg de pienso).

La vitamina E (acetato de a-tocoferol, de Sigma),
vitamina liposoluble, fue disuelta en aceite de pes-
cado a razón de 24, 48 o 72 mg/ml; estas suspen-
siones se incorporaron al pienso comercial, suple-
mentando la dieta con 0,6, 1,2 y 1,8 g de acetato de
a-tocoferol/kg de pienso. Como control se utilizó
pienso comercial con contenido en vitamina E de
0,1 g/kg de pienso y con aceite de pescado agrega-
do en las mismas proporciones detalladas.

La quitina, procedente de exoesqueleto de can-
grejo (β(1-4)-N-acetil-D-glucosamina, de Sigma), po-
límero insoluble, fue usada como suplemento. El
pienso comercial granulado fue triturado, mezclado
con la quitina y vuelto a granular. Las concentracio-
nes de quitina añadida fueron de 0 (control), 25, 50
y 100 g/kg de pienso.

Muestreos

Cinco ejemplares de cada grupo fueron mues-
treados tras 2, 4 y 6 semanas de experimentación.
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Los ejemplares fueron anestesiados, desangrados y
diseccionados para obtener el riñón cefálico.

Aislamiento de leucocitos de riñón cefálico

El riñón cefálico de los ejemplares muestreados
fue fraccionado y tamizado, empleando para ello me-
dio de cultivo sRRPMI-1640 (RPMI-1640 suplemen-
tado con 0,35% NaCl, 2% suero bovino fetal (SBF),
100 UI/ml penicilina (de Flow®), 100 µg/ml estrep-
tomicina (Flow) y 10 UI/ml heparina (Sigma))
(Esteban et al., 1998). Los leucocitos fueron aislados
utilizando un gradiente de Percoll al 48%, lavados
con sRPMI-1640 y ajustados a 107 células/ml. La via-
bilidad fue mayor del 95% según el test de exclusión
del azul tripano.

Células tumorales

Células tumorales de ratón de la línea L1210
(ATCC CCL-219) fueron utilizadas en los ensayos
de citotoxicidad como células diana. Éstas fueron
mantenidas en fase exponencial de crecimiento
(37 ºC, 85 % humedad relativa y 5 % CO2) en me-
dio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10 %
SBF, 100 UI/ml de penicilina, 100 µg/ml de es-
treptomicina y 2 mM glutamina (de Gibco®).

Previamente al ensayo de citotoxicidad, las célu-
las tumorales fueron incubadas en oscuridad con el
colorante fluorescente perclorato de 3,3' -dioctade-
ciloxacarbocianina (DiO) (10 µg/ml, 3 h, 37 ºC).
Las células fueron entonces recogidas, lavadas y
ajustadas a 106 células/ml en el medio de cultivo. El
porcentaje de células marcadas (fluorescencia ver-
de) y la homogeneidad de la marca (intensidad)
fueron estudiados mediante citometría de flujo. 

Ensayo de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron según
Cuesta, Esteban y Meseguer (1999). Para ello, 250 µl
de leucocitos (efectores), aislados de los ejemplares
de dorada que habían recibido la dieta correspon-
diente, fueron incubados con 50 µl de células tumo-
rales (dianas) marcadas con DiO, consiguiendo una
relación efector:diana de 50:1. Las muestras fueron
incubadas a 25 ºC durante 2 h. De forma inmediata
se colocaron en hielo y se incorporaron 30 µl de io-

duro de propidio (IP), colorante vital que emite
fluorescencia roja, para su análisis mediante citome-
tría de flujo. Como control del ensayo se utilizaron
muestras incubadas durante 0 h.

Los datos procedentes del citómetro de flujo se
representaron en diagramas de puntos de tamaño
(FSC) frente a la complejidad estructural (SSC) y
fluorescencia verde (FL1) (DiO) frente a fluores-
cencia roja (FL2) (IP), así como en histogramas de
FL1 y FL2. De esta forma se pudo discriminar tres
poblaciones celulares: leucocitos o células efectoras
(DiO�), células diana vivas (DiO�IP�) y células dia-
na muertas (DiO�IP�). El análisis se centró en las
células con fluorescencia verde (DiO�, células diana
o tumorales), analizándose 3 000 células por mues-
tra. La actividad citotóxica natural se determinó co-
mo el porcentaje de células diana muertas tras ser
incubadas con los leucocitos mediante la fórmula 

Actividad citotóxica(%)� 

Análisis estadístico

Los resultados se expresaron como la media ± el
error estándar. Las diferencias entre grupos fueron
estudiadas mediante el test de análisis de varianza
simple Anova, considerándose las diferencias signi-
ficativas cuando P < 0,05, y los tests de comparación
de medias de Bonferroni y Tukey.

RESULTADOS

Vitamina C

El suplemento en la dieta de 3 g de vitamina
C/kg pienso durante 6 semanas produjo un au-
mento de la actividad citotóxica natural de los leu-
cocitos de riñón cefálico de dorada que llegó a cua-
druplicar a la encontrada en los leucocitos de
ejemplares del grupo de control. Tiempos más cor-
tos de administración no produjeron ningún efec-
to sobre tal actividad. 

Vitamina E

El suplemento en la dieta de 1,8 o, incluso, de
0,6 g de vitamina E/kg de pienso produjo un au-

100 (%ensayo � %control)
���

(100 � %control)
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mento de la citotoxicidad natural de 2,5 a 3 veces
superior al correspondiente al grupo de control
tras 2 y 4 semanas de tratamiento, respectivamente.
La concentración de 1,2 g/kg pienso aumentó la
actividad citotóxica a las 4 semanas, pero este au-
mento no fue estadísticamente significativo. El tra-
tamiento durante 6 semanas no produjo ningún
efecto sobre dicha actividad.

Quitina

La administración de quitina en la dieta produ-
jo un aumento de la citotixicidad natural de los
leucocitos, que llegó a duplicar la actividad corres-
pondiente a los leucocitos de ejemplares del grupo
de control, de forma dosis dependiente, tras dos se-
manas de aplicación. Tratamientos más prolonga-
dos no produjeron efecto alguno.

DISCUSIÓN

El suministro de diferentes sustancias en las pis-
cifactorías ha sido muy estudiado con el fin de co-
nocer si con estas prácticas se pueden solucionar, o
al menos paliar, ciertos problemas de infecciones
en los ejemplares. De entre todas las sustancias que
han sido probadas, los antibióticos y las vacunas
han sido tradicionalmente las estrategias más usa-
das. En los últimos 15-20 años se ha comenzado su
sustitución o complementación mediante el em-
pleo de sustancias con carácter inmunomodulador,
que poseen cualidades de índole fisiológica, ecoló-
gica y de eficacia que les ha llevado a ser casi total-
mente sustitutorias de las anteriores. Su principal
ventaja es que suelen conferir a los animales trata-
dos, y en concreto a su sistema inmunitario, un es-
tado fisiológico mucho más idóneo para afrontar
cualquier situación adversa, como enfermedades y
situaciones de estrés. Además, estas sustancias tie-
nen coste bajo y su uso mediante vía oral como su-
plemento dietético es el más aceptado en acuicul-
tura, y, aunque se ha comprobado que el
suministro mediante inyección suele ser más efec-
tivo, resulta mucho más costoso y prácticamente in-
viable en una piscifactoría.

En peces, las sustancias más estudiadas con ca-
pacidad inmunomoduladora han sido las vitaminas
C y E, algo menos la vitamina A, y los glucanos.
También han recibido especial atención la quitina,

las levaduras, las bacterias y sus derivados, los ex-
tractos de animales y plantas, ciertos micronutrien-
tes, las hormonas y otros (Sakai, 1999). Estas sus-
tancias son mayoritariamente inmunoestimulantes
de las respuestas inespecíficas o naturales.

Según los resultados obtenidos, la actividad cito-
tóxica natural de los leucocitos de doradas alimen-
tadas con dietas enriquecidas en vitamina C, E o qui-
tina, ha sido, generalmente, la respuesta celular que
ha aumentado más rápidamente, y en mayor grado,
comparada con el resto de actividades celulares es-
tudiadas (fagocitosis y explosión respiratoria) en
otros trabajos de nuestro grupo de investigación so-
bre los mismos ejemplares de experimentación
(Cuesta et al., 2001; Cuesta, Esteban y Meseguer,
2002; Esteban et al., 2000; Esteban et al., 2001;
Ortuño, Esteban y Meseguer, 1999, 2000). Parece
que estas diferencias pudieran ser debidas a que la
respuesta citotóxica está desempeñada por una po-
blación adicional de células respecto a la fagocitosis
y la explosión respiratoria: los linfocitos, que pre-
sentan un papel clave en el sistema inmunitario.
Excepto en el caso del uso de la vitamina C, el em-
pleo de concentraciones altas y/o tiempos de admi-
nistración largos no produce ningún efecto sobre la
citotoxicidad natural, lo cual también ha sido des-
crito para otras actividades del sistema inmunitario
estudiadas, incluso con otros inmunoestimulantes.
Esto obedece a un efecto de adaptación natural del
organismo ante una nueva dieta. Por ello, un sumi-
nistro inadecuado no produce ningún efecto, inclu-
so los efectos encontrados pueden llegar a ser con-
trarios a los deseados.

Los mecanismos por los cuales las vitaminas C y
E actúan no son totalmente conocidos, aunque su
eficacia parece deberse a su carácter antioxidante
(Ortuño, Esteban y Meseguer, 1999, 2000; Ortuño
et al., 2001). La vitamina E posee una acción sobre
el sistema inmunitario muy importante, ya que ac-
túa evitando la autooxidación de los ácidos grasos
componentes de las membranas biológicas, pro-
porcionando a las células un mejor estado funcio-
nal. Todas las actividades celulares mencionadas
son muy dependientes del estado de la membrana
citoplasmática, ya que es donde se produce el re-
conocimiento y unión al antígeno, y también la
transmisión de señales. Además, se ha visto que las
vitaminas C y E interactúan como un par antioxi-
dante, donde la vitamina C regenera a la vitamina
E (Mulero, Esteban y Meseguer, 1998; Ortuño et al.,
2001).
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Por otro lado, no se conoce nada sobre el meca-
nismo de acción de la quitina. No se han encontra-
do receptores específicos, aunque se supone que los
hay de tipo lectina, al igual que para otros carbohi-
dratos, como los β-glucanos, manosa y manosa-6-fos-
fato. Son necesarios más estudios en este sentido pa-
ra conocer los mecanismos implicados en la acción
de la quitina sobre los leucocitos y sus actividades.
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