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Introducción general 

1. La acuicultura en el siglo XXI 

En un mundo globalizado inmerso en una vorágine de continuos cambios, en el que 

los recursos naturales y las fuentes de obtención de alimentos son limitados y con 

una población en crecimiento exponencial, sobre todo en países en vías de desarrollo, 

la alimentación se ha vuelto un reto de primer orden para la humanidad. Las 

previsiones de la Organización para la Agricultura y la Alimentación de Naciones 

Unidas (FAO) apuntan a que la producción mundial de alimentos debe crecer un 

70% entre 2010 y 2050 para hacer frente a este aumento de la población, que también 

lleva aparejados cambios en la dieta relacionados con los incrementos en la renta de 

los países y la creciente transformación del medio rural en un medio cada vez más 

urbanizado. Por ello, es necesario buscar alternativas en lo referente a la producción 

de alimentos y obtener el mayor provecho posible de los recursos naturales de una 

manera sostenible que garantice el abastecimiento de la población. 

En este contexto de globalización, la acuicultura, definida por la FAO como “la cría 

de organismos acuáticos como los peces, moluscos, crustáceos y las plantas 

acuáticas”, cobra una gran importancia ya que es la producción animal intensiva con 

mayor proyección de futuro. Esto es debido a que el 70% de la superficie del planeta 

está cubierta por agua y que los animales acuáticos tienen un índice de conversión y 

tasas de reproducción superiores a los de los terrestres. 

1.1. Situación de la acuicultura a nivel mundial 

La importancia de esta actividad como motor de desarrollo socioeconómico y como 

fuente productora de alimentos de calidad, así como su impacto en la economía 

mundial son crecientes, dado que el valor de la producción en 2012 fue de 144.400 

millones de dólares y se estima da empleo actualmente a más de 18 millones de 

personas en el mundo (FAO, 2014). 

Según el informe SOFIA 2014 de la FAO, del total de los alimentos de origen acuático 

consumidos a nivel mundial más de la mitad procede de instalaciones acuícolas (Fig. 

1), y antes de 2030 más del 65% de los alimentos de origen acuático procederán de la 

acuicultura. 



Introducción general 

 

- 4 - 

 
Fig. 1. Evolución de la producción de la acuicultura y pesca mundial en 

el periodo 1951-2012 (FAO, 2014). 

Los productos acuícolas son actualmente una de las fuentes más importante de 

proteína y nutrientes esenciales de origen animal, representando el 30% del total de 

la proteína consumida en los países en vías de desarrollo y el 15% en Europa y 

Norteamérica. El consumo mundial de productos acuícolas (excluyendo algas) ha 

aumentado desde los años 60, pasando de 9 kg a alrededor de los 19 kg por persona 

y año, si bien hay diferencias entre los países de regiones desarrolladas y los que 

están en vías de desarrollo (FAO, 2014). 

En cuanto a los países productores, el mayor productor mundial de acuicultura es 

China, con 58 millones de toneladas de producción en 2012, según las últimas 

estadísticas de la FAO, y destaca el decrecimiento observado en los países asiáticos 

como Indonesia, India y Vietnam por motivos como desastres ambientales y 

aparición de brotes de enfermedad (FAO, 2014). 

En su informe sobre el estado mundial de la pesca y la acuicultura de 2014, la FAO  

ha constatado que en el mundo se cultivan más de 567 especies acuáticas diferentes 

entre peces, moluscos, crustáceos, algas y otros. Esta diversidad se debe a la riqueza 

en especies del medio acuático, a la buena adaptabilidad de estos organismos a los 

sistemas de producción controlada y a la continua innovación en el sector. La 

principal especie de peces cultivada es la carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix) 

con 5,3 millones de toneladas, aunque el cultivo más extendido es la cría de tilapia, 

en particular la Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). 

1.2. Situación actual en la Unión Europea 

La importancia de la acuicultura no es igual en todos los países miembros, siendo su 

relevancia económica y social en algunos de ellos superior a la de la pesca.  
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Los principales productos de la acuicultura son pescados y moluscos. La especie con 

mayor producción es el mejillón (466.995 toneladas), de la que se producen dos 

especies, el común (Mytilus edulis) y el mediterráneo (Mytilus galloprovincialis) 

(ESACUA 2014).  

El informe anual de 2014 de la Federación Europea de Productores de Acuicultura 

(FEAP) establece que el consumo de pescado per capita en la UE es de 25 kg. La 

principal especie de pescado de crianza producido en la Unión Europea es la trucha 

arcoíris (Oncorhynchus mykiss), de la que en 2013 se produjeron 239.040 Tn, seguida 

del salmón atlántico (Salmo salar), con 165.378 Tn, y la tercera la dorada (Sparus 

aurata) con 110.087 Tn. En total se han producido 625.201 toneladas de pescado 

procedente de la acuicultura en la Unión Europea (FEAP, 2014a). 

De acuerdo con las estadísticas aportadas por los estados miembros, el principal 

productor de pescado en 2013 fue Reino Unido, con 166.741 Tn, siendo las 

principales especies criadas el salmón atlántico y la trucha arcoíris. El segundo país 

productor dentro de la Unión es Grecia, con 125.742 Tn mayoritariamente de lubina y 

dorada (FEAP, 2014a).  

1.3. Situación de la acuicultura en España  

España es el tercer país productor de la Unión Europea, que con 55.694 toneladas de 

pescado y 307 millones de euros aporta el 9,2% de la producción y el 8,8% del valor 

total de la piscicultura comunitaria (FEAP, 2014b).  

Según recientes estadísticas del Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio 

Ambiente, la producción de la acuicultura en España en 2013 supuso un total de 

249.240 toneladas que incluían peces, moluscos y crustáceos. La principal especie 

cultivada fue el mejillón (M. galloprovincialis), del que se cultivaron 188.944 toneladas. 

En relación con la acuicultura de peces, las tres especies principales fueron la dorada 

(16.335 Tn), la trucha arcoíris (14.774 Tn) y la lubina (14.455 Tn) (Fig. 2) (MAGRAMA 

2014, base de datos en línea [consulta: 18-11-2014]). 

2. Cultivo de trucha arcoíris 

La trucha arcoíris, O. mykiss, es una especie de la familia de los Salmónidos originaria 

de los ríos de Norteamérica que desembocan en las costas del Pacífico (Fig. 3).  

Fue introducida en Europa durante la segunda mitad del siglo XIX con fines 

recreativos, deportivos y, dada su buena respuesta al cultivo intensivo, 

principalmente para la acuicultura.  
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Fig. 2. Evolución de la producción de las principales especies cultivadas en 

España en los últimos 50 años (imagen tomada de ESACUA 2014). 

Las principales características de esta especie, que la hacen tan rentable para su 

cultivo intensivo en cautividad, son su alto índice de supervivencia, fácil 

disponibilidad de reproductores y de huevos obtenidos por sistemas de 

reproducción artificial, rápida tasa de crecimiento alcanzando en alrededor de los 12 

meses la talla de mercado (400-650 g), adaptabilidad a un amplio rango de 

temperaturas que van desde los 2°C a los 15°C para su cría, aunque también soporta 

temperaturas de hasta 28°C. 

Presentan un cuerpo alargado, generalmente es de color verdoso o amarillento con 

una característica línea lateral ribeteada de rosa en cada lado, vientre aclarado y un 

característico punteado negro dorsolateral y en las aletas. Esta coloración puede 

variar según la época y el estado fisiológico. La cabeza es pequeña con mandíbulas 

fuertes y opérculo muy marcado. En los machos la mandíbula inferior se va 

curvando hacia arriba con la edad en forma de gancho. Posee un pliegue sobre la 

línea dorsomedial, a modo de aleta, desprovisto de radios llamado aleta adiposa. 

Tiene escamas pequeñas y aletas sin radios duros. 

 
Fig. 3. Ejemplar adulto de trucha arcoíris. Imagen tomada de Truchas y su 

cultivo <http://truchasysucultivo-catita.blogspot.com.es> [Consulta: 27-10-

2014]. 

http://truchasysucultivo-catita.blogspot.com.es/
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Según el informe SOFIA 2014 de la FAO, actualmente se cultiva en 19 países 

diferentes distribuidos por todo el mundo. Los principales productores son Chile, 

Irán, Turquía y Noruega. España ocupa el décimo puesto de producción a nivel 

mundial, por detrás de Italia, Francia, Dinamarca, Perú y China. En cuanto al sistema 

productivo, a pesar de que la trucha arcoíris es un pez de aguas continentales, el 36% 

de la producción mundial se realiza en agua salada, como es el caso de Chile, 

Noruega o Dinamarca. Durante 2011 la producción acuícola mundial de O. mykiss ha 

sido de 770.385 toneladas, según estadísticas de FAO (FAO 2014). 

La producción de trucha arco iris en España en 2013  fue 14.774 toneladas 

(MAGRAMA 2014, base de datos en línea [consulta: 27-10-2014]) (Fig. 4).  

 
Fig. 4. Evolución de la producción acuícola nacional de trucha arcoíris en el periodo 

entre 1998 y 2013. Gráfico tomado del Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio 

Ambiente  <http://www.magrama.gob.es/es/pesca/temas/acuicultura/> [Consulta: 27-

10-2014]. 

Por comunidades autónomas, en el año 2013 Castilla y León encabezó la producción 

nacional, con 5.845 Tn, seguida de Galicia con 2.616 Tn, repartiéndose el 50% de la 

producción. Le siguieron Andalucía y Cataluña, y con producciones inferiores a las 

1.000 Tn La Rioja, Castilla la Mancha, Asturias y Aragón, y a mayor distancia por 

Cantabria, Navarra y País Vasco (MAGRAMA 2014, base de datos en línea [consulta: 

27-10-2014]). 

Según los datos del Panel de Consumo de la Dirección General de la Industria 

Alimentaria, en los hogares españoles se consumieron 14.653 kilos de trucha en 2012, 

un 8,4% más que en 2011, con un valor de venta al público fue de 80 millones de 

euros. 

http://www.magrama.gob.es/es/pesca/temas/acuicultura/
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3. Acuicultura y enfermedades víricas 

La aparición de enfermedades infecciosas es inherente al proceso de domesticación e 

intensificación de la producción animal, y es uno de los mayores problemas a los que 

se enfrenta esta industria con alto índice productivo. 

De acuerdo con la Organización Internacional de Epizootías (OIE), las enfermedades 

virales son las más devastadoras para la acuicultura, dado que producen grandes 

pérdidas y suponen un problema a considerar puesto que no hay tratamientos 

disponibles frente a ellas. La O.I.E. establece en su lista de enfermedades de los peces 

la declaración obligatoria de diez enfermedades infecciosas y parasitarias, de las 

cuales ocho son víricas (OIE, 2014a). 

En la Unión Europea, la actividad de las granjas de acuicultura está sujeta a la 

Directiva Europea 2006/88/EC, incorporada a la normativa española a través del Real 

Decreto 526/2014, que regula los aspectos relacionados con la sanidad de los animales 

producidos y sus productos derivados, así como también regula la prevención y 

control de determinadas enfermedades infecciosas. Bajo esta directiva se regula la 

declaración obligatoria a las autoridades veterinarias competentes de cualquier brote 

o la sospecha de enfermedad de anemia infecciosa del salmón (ISA), septicemia 

hemorrágica viral (VHS), necrosis hematopoyética infecciosa (IHN), herpesvirosis de 

la carpa Koi (KHV) y necrosis hematopoyética epizoótica (EHN).  

3.1. Epidemiología de la VHS 

Entre todos los virus que afectan a los peces teleósteos, los rhabdovirus constituyen 

uno de los grupos más numerosos y son los causantes de grandes pérdidas en la 

producción y, por lo tanto, a su vez económicas, ya que afectan tanto a peces en sus 

primeros estadios del desarrollo como a peces en fase adulta (OIE, 2014b).  

Una de las enfermedades más importantes para la acuicultura es la septicemia 

hemorrágica viral (VHS) causada por el rhabdovirus de la VHS (VHSV). Esta 

enfermedad, cuyos brotes presentan una distribución mundial (Fig. 5), es una de las 

patologías virales más importantes de salmónidos cultivados (Olesen, 1998; Skall et 

al. 2005), siendo la trucha arcoíris uno de los principales hospedadores del virus, en 

la que el VSHV puede causar graves brotes de la enfermedad (Raja-Halli et al., 2006; 

Dale et al. 2009; Toplak et al. 2010). Sin embargo, esta enfermedad también puede 

afectar a muchas otras especies de peces marinos y de agua dulce, habiéndose 

detectado en 80 especies diferentes en el hemisferio norte (OIE, 2014b).  

Se han notificado brotes naturales de VHS en piscifactorías de rodaballo 

(Scophthalmus maximus) en Escocia (Ross et al. 1994), brotes en platija del Japón 
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(Paralichthys olivaceus) tanto de piscifactoría (Isshiki et al. 2001) como salvaje (Takano 

et al. 2000). También se han observado grandes mortalidades por infección natural en 

especies de peces marinos silvestres, como el arenque del Pacífico (Clupea pallasi), la 

merluza del Pacífico (Merluccius productus) y el abadejo de Alaska (Theragra 

chalcogramma) a lo largo de la costa del Pacífico de Norteamérica (Meyers, et al. 1999). 

Asimismo, se han producido brotes en especies silvestres de agua dulce de interés en 

la región de los Grandes Lagos de Norteamérica, tales como el muskallonga 

americano (Esox masquinongy) en el Lago Saint Clair (Elsayed et al. 2006), gobis 

(Neogobius melanostomus) en el Lago Ontario y río Saint Lawrence (Groocock et al. 

2007) y corvina de agua dulce (Aplodinotus grunniens) en el Lago Ontario (Lumsden et 

al. 2007). 

 
Fig. 5. Mapa de distribución mundial de los focos reportados de septicemia hemorrágica viral 

durante el primer semestre de 2014. Imagen tomada de la base de datos del sistema mundial de 

información zoosanitaria (WAHID), Organización Internacional de Epizootías  

<http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Wahidhome/Home> [Consulta: 27-10-2014]. 

También se ha demostrado experimentalmente la susceptibilidad de especies de agua 

dulce autóctonas de Japón como el medaka común (Oryzias latipes), el cótido Cottuss 

pollux, góbidos de las especies de Rhinogobius, el ciprínido Gnathopogon caerulescens, el 

amblicipítido Liobagrus reinii, la locha rayada japonesa (Cobitis biwae) y el salmónido 

Salvelinus leucomaenis pluvius (Ito and Olesen, 2013). 

En Europa se han citado durante el primer semestre de 2014 brotes de enfermedad 

clínica en Alemania, Suiza, Liechtenstein y República Checa, y actualmente Croacia 

mantiene el estatus sanitario oficial de enfermedad en curso (Fig. 6).  

http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Wahidhome/Home
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Fig. 6. Mapa de distribución de los focos reportados de VHS en Europa 

y cuenca del Mediterráneo durante el primer semestre de 2014. Imagen 

tomada de WAHID, Organización Internacional de Epizootías  

<http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Wahidhome/Home> 

[Consulta: 27-10-2014]. 

Un factor de gran importancia en la epidemiología de la enfermedad es la existencia 

de animales persistentemente infectados (Goodwin and Merry, 2011). Los animales 

que sobreviven a la infección pueden convertirse en animales con enfermedad 

subclínica y por tanto diseminar el virus a través de fluidos corporales (Oidtmann et 

al. 2011). Esto tiene gran importancia para la prevalencia de la enfermedad, ya que se 

ha demostrado la transmisión del virus de animales silvestres a animales en sistemas 

de producción acuícola (Garver et al. 2013). 

3.1.1. Virus de la septicemia hemorrágica viral 

El VHSV pertenece al género Novirhabdovirus, la partícula viral tiene la característica 

forma de bala de los rhabdovirus y su estructura consta de una envoltura viral y una 

nucleocápsida interna con simetría helicoidal (Fig. 7). La envoltura está formada por 

una bicapa lipídica derivada de la membrana de la célula hospedadora. La 

nucleocápsida contiene una única molécula de RNA monocatenario de 11.1 

kilobases, de polaridad negativa (Gómez-Casado et al. 2011).  

Su genoma contiene cinco genes (L, N, P, M, G) que codifican para 5 proteínas 

estructurales y un gen que codifica para una proteína no estructural (proteína Nv) 

implicada en la patogenicidad del virus y en la replicación viral in vitro (Choi et al. 

2011). La proteína L es la RNA polimerasa viral dependiente de RNA. La proteína N 

forma parte de la nucleocápsida, está asociada al RNA viral y es la proteína 

mayoritaria del virus (Gómez-Casado et al. 2011). P es una fosfoproteína asociada a 

http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Wahidhome/Home
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la RNA polimerasa viral con función de chaperona y M es la proteína de la matriz 

que une la envoltura con la nucleocápsida (Ivanov et al. 2011). 

La glucoproteína G (gpG) es la proteína de superficie y forma espículas triméricas 

que protruyen de la membrana del virus. Esta proteína es responsable de la unión 

del virus a su receptor y media la fusión entre la envoltura viral y las membranas 

celulares (Albertini et al. 2012), además es la única capaz de inducir la producción de 

anticuerpos neutralizantes en el huésped (Lorenzen et al. 1990), por lo que tiene 

utilidad para la inmunización de los peces frente a la enfermedad (Heppell et al. 

1998). 

  
Fig. 7. Esquema representativo de la estructura del virión de VHSV, con su 

característica forma de bala, que mide aproximadamente 75 nm de diámetro y 

180 nm de longitud. Imagen tomada del Instituto Suizo de Bioinformática  

<http://viralzone.expasy.org/> [Consulta: 27-10-2014]. 

En base a análisis filogenéticos de la gpG y de otras secuencias proteicas a partir de 

diferentes aislados virales, se han establecido 4 genotipos que difieren en 4-6% de sus 

secuencias de nucleótidos (Gómez-Casado et al. 2011): 

 Genotipo I: comprende los sublinajes Ia hasta Ie, que contienen cepas europeas 

de agua dulce, cepas de la zona del Mar Negro, y un grupo de cepas marinas 

(sublinaje Ib) del Mar Báltico, los estrechos de Kattegat y de Skagerrak, el Mar 

del Norte, el Canal de la Mancha y cerca del Cabo Norte, en Noruega. Dado 

que el genotipo I incluye  aislados de peces marinos salvajes, así como cepas 

que causan mortalidad en trucha arcoíris de Europa continental, se ha 

sugerido una posible relación entre los tipos de agua dulce y de agua marina 

(Skall et al. 2005). 

 Genotipo II: comprende un grupo de cepas del Mar Báltico. 

http://viralzone.expasy.org/
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 Genotipo III: incluye cepas de la parte atlántica del Mar del Norte, desde el 

Cabo Flemish (López-Vázquez et al. 2006) a la costa noruega (Dale et al. 2009), 

y los estrechos de Skagerrak y de Kattegat. 

 Genotipo IV: pertenecen a este genotipo las cepas de Norteamérica y 

japonesas/coreanas. Todas las cepas japonesas y otras cepas asiáticas, excepto 

una que se clasifica en el genotipo Ib europeo tradicional y que se considera 

introducida (Nishizawa et al. 2002), se clasifican en el genotipo IVa americano. 

En Norteamérica, se han encontrado dos sublinajes: el genotipo IVa en la costa 

del Pacífico y el genotipo IVb en la costa del Atlántico y en la zona de los 

Grandes Lagos (Elsayed et al. 2006). 

El VHSV se transmite entre los peces principalmente de forma horizontal a través de 

la orina y de fluidos ováricos en aguas con temperaturas inferiores a 15°C (Kocan et 

al. 2001). Durante e inmediatamente después de un brote, el virus se puede aislar 

fácilmente en cultivo celular, siendo el riñón, el corazón y el bazo los tejidos que dan 

los títulos víricos más altos (Wolf, 1988). 

Una vez dentro del hospedador, el virus se disemina por todo el organismo a través 

de la sangre y produce una infección sistémica, que inicialmente cursa con petequias 

y equimosis en piel, musculatura y órganos internos (pronefros y bazo) (Fig. 8). En 

esta fase inicial, se observa una aparición rápida de mortalidad (que puede alcanzar 

el 100% de la población en los alevines), letargia, oscurecimiento de la piel, 

exoftalmia, anemia, hemorragias en la base de las aletas, las branquias, periorbitales 

y la piel, y una distensión abdominal acompañada de ascitis. 

 
Fig. 8. Necropsia de trucha arco iris con lesiones patognomónicas de 

septicemia hemorrágica viral. Se observa anemia de branquias, miositis 

hemorrágica multifocal y petequias en la grasa peritoneal. Imagen tomada 

del Departamento de Pesca y Océanos del Gobierno de Canadá <http://www.dfo-

mpo.gc.ca/science/enviro/aquaculture/rd2013/rdhealth-eng.html> [Consulta: 

27-10-2014]. 

http://www.dfo-mpo.gc.ca/science/enviro/aquaculture/rd2013/rdhealth-eng.html
http://www.dfo-mpo.gc.ca/science/enviro/aquaculture/rd2013/rdhealth-eng.html
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Los estudios iniciales sobre las rutas de transmisión del virus habían propuesto el 

intestino como el tejido de entrada (Helmick et al. 1995). Sin embargo, los trabajos 

más recientes refieren a las bases de las aletas como la ruta de entrada al hospedador 

(Montero et al. 2011a). Trabajos realizados con anterioridad, en los que se infectaron 

alevines de trucha arcoíris con una cepa recombinante del IHNV, demostraron 

mediante ensayos de bioluminiscencia la presencia del virus de forma temprana (8 

horas posinfección) en la base de las aletas, donde permaneció durante al menos 3 

semanas (Harmache et al. 2006). 

El mecanismo por el cual VHSV entra en la célula hospedadora tras su unión al 

receptor celular, de cuyo complejo forma parte la fibronectina (Bearzotti et al. 1999), 

es la endocitosis mediada por receptor, proceso mediado por la gpG (Albertini et al. 

2012). Una vez dentro de la célula, los viriones son transportados hacia los lisosomas 

dentro del endosoma (Lecocq-Xhonneux et al. 1994). El medio ácido del 

compartimento endosómico desencadena una serie de cambios conformacionales en 

la gpG que cataliza la fusión entre la membrana viral y la endosómica (Albertini et al. 

2012; Estepa et al. 2001), liberando así la nucleocápsida al citosol, donde se producirá 

la transcripción y replicación del genoma viral. Finalmente, se forman las nuevas 

partículas víricas que se liberan por gemación, mediante la cual adquieren su 

envoltura de la membrana de la célula hospedadora (Fig. 9). 

 
Fig. 9. Esquema representativo del prototipo de ciclo de replicación de un rhabdovirus. El 

primer paso es la unión al receptor celular y la internalización del virus por endocitosis 

mediada por receptor. Seguidamente se produce la fusión de membranas y liberación de la 

nucleocápsida al citosol donde ocurrirá la replicación del genoma viral, la transcripción, 

traducción a proteínas que serán procesadas para su correcta conformación, y el ensamblaje de 

los componentes virales. Finalmente  la salida de los nuevos virus se producirá por gemación 

de la membrana, en donde espera anclada la gpG que formará parte de la nueva envoltura 

viral (Jianrong and Zhang, 2012). 
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3.2. Necrosis Pancreática Infecciosa (IPN) 

Aunque no es el objeto principal de estudio de esta tesis, en ella hemos utilizado 

como herramienta de caracterización de la susceptibilidad a la infección viral y de la 

respuesta inmunitaria el virus causante de la necrosis pancreática infecciosa (IPNV), 

por lo que se hace una sucinta descripción de la enfermedad y del IPNV.  

Esta enfermedad vírica es muy contagiosa para los peces jóvenes de las especies de 

salmónidos que viven en condiciones de producción intensiva y, especialmente, para 

salmones juveniles cuando son transferidos de agua dulce al medio marino (Gómez-

Casado et al. 2011). La enfermedad es típica de la trucha arcoíris, del salvelino 

Salvelinus fontinali), de la trucha común (Salmo trutta), del salmón del Atlántico (S. 

salar) y varias especies de salmones del Pacífico (Oncorhynchus spp.). La enfermedad 

se transmite tanto horizontalmente entre peces, siguiendo el curso de las aguas, como 

verticalmente por las huevas (Smail and Munro, 2008), y la susceptibilidad 

disminuye con la edad (Rodríguez Saint-Jean et al. 2003). 

IPNV pertenece al género Aquabirnavirus, que constituyen un gran grupo de virus 

muy diversos. El virión de IPNV tiene forma esférica y presenta una estructura sin 

envoltura viral, con una cápsida con simetría icosaédrica (Rodríguez Saint-Jean et al. 

2003) (Fig. 10). 

 
Fig. 10. Esquema representativo de la estructura del virión de IPNV, de forma 

esférica sin envoltura, con un tamaño aproximado de 70 nm de diámetro. Imagen 

tomada del Instituto Suizo de Bioinformática <http://viralzone.expasy.org/> [Consulta: 

27-10-2014]. 

Su genoma está compuesto por RNA bicatenario segmentado de un tamaño de 6 

kilobases. El segmento A, que codifica para la proteína no estructural VP5 y para un 

precursor de una poliproteína, la cual se segmentará tras la infección para generar las 

proteínas VP2 (proteína estructural de la cápsida), VP3 y VP4. El segmento B codifica 

para la proteína VP1, una RNA polimerasa dependiente de RNA, que se puede 

encontrar libre o asociada al genoma (Gómez-Casado et al. 2011). 

http://viralzone.expasy.org/
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Mediante el estudio comparativo de las secuencias de VP2 de diferentes aislados, se 

han identificado 6 genogrupos correspondientes a 10 serotipos distintos (Cutrin et al. 

2000). En Europa los principales serotipos son los A2 (cepa Sp) y A5 (cepa Te) 

(Gómez-Casado et al. 2011). 

Los síntomas clínicos de la IPN incluyen la pigmentación oscura, un abdomen 

hinchado y prominente exoftalmia, petequias en las vísceras abdominales (Fig. 11) y 

natación giratoria en espiral (Rodríguez Saint-Jean et al. 2003). 

  

Fig. 11. Petequias en el páncreas de salmón 

atlántico infectado por IPNV. Imagen tomada de 

Norwegian School of Veterinary Science  

<http://www.nvh.no/en/Home/News/News-

stories/> [Consulta: 27-10-2014]. 

 

El virus se disemina por los tejidos diana, produciendo necrosis en el páncreas 

exocrino debido a la replicación en las células acinares (Ferguson, 1989) y en los 

túbulos renales en trucha arcoíris (Ahmadi et al. 2013). También se ha aislado IPNV a 

partir de macrófagos de juveniles de salmón atlántico que eran portadores 

asintomáticos (Munro et al. 2006). En este caso, la inhibición de la apoptosis 

potencialmente mediada por VP5 (Hong et al. 2002) permitiría al virus permanecer 

en macrófagos, escapando así a la respuesta inmunitaria (Collet, 2014).  

El ciclo de replicación de IPNV se ha estudiado in vitro en diferentes líneas celulares, 

donde se ha observado su adsorción a la superficie celular (De las Heras et al. 2008). 

En la línea celular CHSE-214, derivada de embrión de salmón Chinook 

(Oncorhynchus tshawytscha) se ha observado que se une a los receptores de la 

membrana celular mediante la proteína VP2 (Dobos, 1995) y penetra al interior por 

endocitosis mediada por receptor (Couve et al. 1992). Una vez dentro de la célula, se 

produce la transcripción del genoma dentro del propio virión gracias a la RNA-

polimerasa viral dependiente de RNA, utilizando las cadenas de RNA negativas 

como molde para la replicación del genoma (Cortez-San Martín et al. 2009). El último 

paso en el ciclo de replicación de IPNV es el ensamblaje de los ácidos nucléicos y 

proteínas virales en el citosol para la formación de nuevas partículas virales, que se 

liberan mediante la lisis celular produciendo un efecto citopático masivo (Rodríguez 

Saint-Jean et al. 2003). 

http://www.nvh.no/en/Home/News/News-stories
http://www.nvh.no/en/Home/News/News-stories
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4. Respuesta inmunitaria frente a las infecciones virales 

El sistema inmunitario de los peces teleósteos comprende dos tipos de respuestas, la 

innata y la adquirida, las cuales integran de manera combinada y complementaria las 

defensas del organismo. En esta introducción nos centraremos en la inmunidad 

innata, en parte objeto de estudio en esta Tesis, y que se describe a continuación, así 

como los mecanismos de respuesta innata frente a las infecciones víricas. 

4.1. Respuesta inmunitaria innata 

La respuesta inmunitaria innata es la primera defensa del organismo frente a las 

infecciones, suele preceder a una respuesta adaptativa, por lo que la activa y 

determina su perfil, así como participa en la homeostasis del organismo (Jørgensen, 

2014). 

A pesar de que los mecanismos de defensa innatos son relativamente limitados, su 

importancia radica en que actúan frente a una amplia diversidad de agentes 

patógenos y están muy desarrollados. Además, tras el descubrimiento de los 

receptores Toll y “Toll-like” se demostró que las respuestas defensivas innatas 

muestran un grado de especificidad muy marcado que distingue patógenos 

bacterianos, fúngicos y virales (Jørgensen, 2014). Esta capacidad de discriminación se 

fundamenta en la existencia de receptores en las células mediadoras de las respuestas 

que reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs: pathogen-

associated molecular patterns), los cuales son diferentes para cada uno de los tipos 

de patogenos antes mecionados e incluso entre subtipos de estos (Pietretti and 

Wiegertjes, 2014). 

Los receptores para PAMPs (PRRs) pertenecen a diversas familias de proteínas que 

tras la unión del ligando desencadenan vías de señalización intracelular, entre las 

que se incluyen la cascada del complemento o de la apoptosis, y que conducen a la 

producción de citoquinas y activación y migración de células de la respuesta 

inmunitaria (Aoki et al. 2008). En peces se han descrito cinco tipos de estos PRRs: 

receptores tipo Toll (TLR), receptores de lectina tipo C (CLR), receptores del 

complemento (CR), receptores tipo NOD (NLR) y receptores tipo RIG-1 (RLR) (Zhu 

et al. 2013). Entre estos receptores, los mejor estudiados en teleósteos son los TLRs 

(Palti, 2011; Pietretti and Wiegertjes, 2014). Estos receptores son proteínas 

transmembrana involucradas en el tráfico de endosomas, y que reconocen 

principalmente PAMPs extracelulares en la superficie celular, aunque también 

pueden encontrarse en el citosol y reconocer patógenos intracelulares (Zhu et al. 

2013) (Fig. 12). 
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Fig. 12. Receptores tipo Toll y las vías de señalización que 

desencadenan (imagen tomada de Zhang et al. 2014). 

En cualquier caso, el reconocimiento de PAMPs desencadena respuestas defensivas 

que se articulan a través de tres componentes fundamentales: las barreras físicas, el 

componente humoral y el celular. 

4.1.1. Barreras físicas 

La primera barrera de defensa del organismo frente a las infecciones está conformada 

por los tejidos de revestimiento que limitan con el medio externo. En el caso de los 

peces, estas barreras, que incluyen el tegumento, las mucosas branquiales, del tracto 

digestivo y de las vías urogenitales, constan del epitelio de revestimiento mucoso, 

una capa contínua de mucus y de escamas en la piel (Magnadóttir, 2006). 

Los epitelios mucosos de los peces actúan como una barrera semipermeable frente al 

medio externo que permite el intercambio de elementos como gases, nutrientes, o 

agua, pero las propias células epiteliales de revestimiento forman una barrera física 

impermeable inicialmente a los patógenos. Se caracterizan además por la presencia 

de glándulas mucosas unicelulares, que producen glucoproteínas que forman el 

componente principal del mucus (Esteban, 2012). La función del mucus como 

elemento antimicrobiano ha sido estudiada en numerosas especies de salmónidos, 

sebástidos, chánidos o siluriformes (Esteban, 2012) y no sólo engloba y atrapa 

microorganismos patógenos, sino que además contiene secreciones humorales como 

lisozima, inmunoglobulinas, proteasas o péptidos antimicrobianos que juegan un 

papel importante en la defensa contra agentes infecciosos (Collet, 2014). 

Muchos de esos componentes antimicrobianos que se encuentran en el mucus son 

producidos por otros tipos de glándulas unicelulares que se encuentan en los 

epitelios de revestimiento. Así, en la epidermis de peces se han descrito células 
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defensivas de diversos tipos, que secretan glucoproteínas neutras con actividad 

antibacteriana (Alvarez Fernández, 1992) y factores antimicrobianos (Mittal et al. 

1994). 

No obstante, dado que las barreras físicas son también el punto más expuesto y 

probable de entrada de patógenos, también puede tener una función importante en 

la patogenia de numerosas enfermedades. En el caso de las enfermedades virales, se 

ha descrito recientemente la piel de las bases de las aletas como ruta de entrada de 

rhabdovirus en trucha arcoíris, tal como se demostró mediante el uso de una cepa del 

virus IHNV recombinante en un ensayo de bioluminiscencia (Harmache et al. 2006) y 

mediante infecciones experimentales por VHSV (Montero et al. 2011a). 

4.1.2. Componente humoral 

El componente humoral de la respuesta innata comprende una gran variedad de 

proteínas y glucoproteínas presentes en la sangre y en el mucus que son capaces de 

destruir o de inhibir el crecimiento de numerosos agentes infecciosos. Dichas 

moléculas se agrupan en agentes microbicidas (como la lisozima o los péptidos 

antimicrobianos), bacteriostáticos (como la transferrina o lectinas), antiproteasas 

(como la α2-macroglobulina) y citoquinas (Ellis, 2001; Magnadóttir, 2006).  

De todos estos grupos, las citoquinas tienen un papel clave en la modulación del 

sistema inmunitario durante las infecciones virales (Collet, 2014). Son producidas por 

las células en el punto de entrada del patógeno y actúan como señal de inicio de 

procesos inflamatorios, orquestan el recultamiento de células efectoras de la 

respuesta inmunitaria e influyen en la presentación antigénica (Wang and Secombes, 

2013). 

A continuación se describen las citoquinas de las principales familias estudiadas en 

esta Tesis. 

Mediadores proinflamatorios 

La reacción inflamatoria es un mecanismo fundamental y conservado en los 

Vertebrados para el establecimiento de una respuesta inmunitaria eficiente. Los 

peces desencadenan reacciones inflamatorias en respuesta a diversos agentes 

químicos y biológicos, incluyendo patógenos bacterianos, víricos, fúngicos y 

parasitarios (Corbett et al. 2014; Finstad et al. 2012) o asociadas a la dieta (Sahlmann 

et al. 2013), con manifestaciones clínicas e histopatológicas semejantes a las descritas 

en otros vertebrados.   
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Al igual que en mamíferos, en los peces la inducción de las respuestas inflamatorias 

está mediada por una liberación sistémica de mediadores proinflamatorios como la 

interleuquina-1β (IL-1β) y el factor de la necrosis tumoral α (TNFα) (Secombes and 

Ellis, 2012). La mayoría de las citoquinas proinflamatorias que se han aislado en 

peces se han estudiado con mayor profundidad en salmónidos, ciprínidos, espáridos 

y siluriformes (Goetz et al. 2004; Secombes et al. 2011). 

La interleuquina-1β es secretada por numerosos tipos celulares como macrófagos, 

linfocitos T y B, fibroblastos y células epidérmicas y endoteliales, estimuladas por 

mitógenos, otras citoquinas o agentes patógenos (Aoki et al. 2008). Esta citoquina se 

ha clonado en diversas especies de teleósteos, entre las que se incluyen especies de 

salmónidos, ciprínidos, gadoideos, perciformes y anguiliformes (Secombes et al. 

2011). 

En el curso de las infecciones virales, se ha descrito el papel protector de péptidos 

derivados de IL-1β administrados intraperitonealmente en truchas infectadas con 

VHSV (Peddie et al. 2003). Así mismo, la expresión de IL-1β se vió incrementada en 

diversos órganos de trucha arcoíris tras esta infección (Tafalla et al. 2005). También se 

ha observado la expresión de esta citoquina en truchas vacunadas con plásmidos 

codificantes para la gpG de VHSV (Chico et al. 2009). 

TNFα es otro factor proinflamatorio de gran importancia durante la fase aguda de la 

inflamación. TNFα es una citoquina pleiotrópica que regula procesos inflamatorios, 

apoptosis, diferenciación o inmunosupresión (Zhu et al. 2013). Esta citoquina 

también ha sido clonada en numerosas especies de teleósteos, como en pez cebra, 

atún de aleta azul, pez gato o trucha arcoíris, en la cual se han descrito diferentes 

isoformas (Laing et al. 2001; Zhu et al. 2013). 

La expresión de esta citoquina se ha descrito tras la estimulación in vivo con LPS de 

bacterias gram negativas, componentes de Renibacterium salmonarum, IL-1β o el 

protozoo Trypanoplasma borreli entre otros (Goetz et al. 2004). Su expresión ha sido 

descrita también tras la infección viral en especies como trucha arcoíris infectada con 

IHNV (Purcell et al. 2004) o con VHSV y tras la inmunización con plásmidos 

codificantes para la gpG de VHSV (Chico et al. 2009), o en pez cebra tras la infección 

por SVCV (Encinas et al. 2013) y tras la administración de plásmidos codificantes 

para la beta-defensina-2 (García-Valtanen et al. 2014b). 

También ha sido descrita su expresión in vitro tras la infección con VHSV en la línea 

celular RTS-11 (Tafalla et al. 2008) y en la línea RTG-2 transfectada con una vacuna 

DNA frente a VHSV (Ortega-Villaizán et al. 2011). 



Introducción general 

 

- 20 - 

Factores antivirales 

Los interferones (IFN) son proteínas secretables que inducen un estado antiviral en 

las células, teniendo un papel fundamental en la defensa antiviral (Robertsen, 2006). 

A pesar de estar bien descritos en mamíferos, en peces no se demostró hasta 

comienzos de los años 80 la actividad de moléculas similares a IFN frente a 

infecciones víricas en el suero de trucha arco iris (De Kinkelin et al. 1982) y los 

primeros genes fueron descritos a comienzos de siglo en especies como el salmón 

atlántico (Robertsen, 2006). Actualmente, los genes de IFN se han descrito en 

numerosas especies de teleósteos, entre las que se incluyen el pez gato (Ictalurus 

punctatus), carpa (Cyprinus carpio), trucha arcoíris o la lubina (Dicentrarchus labrax) 

(Zou and Secombes, 2011; Zou et al. 2014). 

En peces telósteos estas moléculas se clasifican en dos familias: i) el interferón tipo I 

(IFN-I), que es producido por cualquier tipo celular en respuesta a virus y que 

desencadena vías de señalización que conducen a un estado de defensa antiviral; y ii) 

el tipo II (IFN-II), producido por células del tipo Natural Killer y linfocitos T en 

respuesta a IL-12, IL-18, mitógenos o antígenos (Robertsen, 2006), promoviendo la 

inmunidad mediada por células (Chen et al. 2014). 

En peces, el IFN-I se clasifica en dos grupos, atendiendo a si tiene dos cisteínas 

(Grupo I) o cuatro (Grupo II) en el péptido maduro. El Grupo I está presente en todas 

las especies de teleósteos y parece ser específico de los peces, mientras que el Grupo 

II está limitado a salmónidos, siluriformes y ciprínidos. Filogenéticamente, los INF-I 

de teleósteos se dividen en cuatro subgrupos: a, b, c, d, formando a y d el Grupo I, y 

b y c el Grupo II. Recientemente se han descrito en trucha arcoíris dos nuevos 

subgrupos: e y f, quedando el Grupo I formado por a, e y d, y el Grupo II formado 

por b, c y f (Zou et al. 2014). 

La expresión constitutiva de estos interferones se ha estudiado en tejidos de trucha 

común (S. trutta) resultando la del IFN-Ia la más elevada y detectándose tras la 

infección por VHSV un incremento significativo de la expresión temprana de IFN-Id 

y –e en pronefros y de IFN-Ib y –c en pronefros y bazo (Zou et al. 2014). 

El INF-I se produce rápidamente en el curso de la infección viral, es liberado a la 

sangre y tras unirse a su receptor celular (IFNR) desencadena la vía de señalización 

intracelular JAK/STAT, que inducirá la transcripción de un amplio rango de genes 

inducidos por interferón (ISG) y la expresión de mediadores antivirales (Robertsen, 

2006), tales como Mx, viperina, ISG15 o PKR (Zou and Secombes, 2011). 
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Entre estas moléculas la mejor estudiada en peces es la proteína Mx, una GTPasa 

involucrada en el transporte de vesículas intracelular y en la homeostasis celular 

(Haller et al. 2007). La primera actividad antiviral de Mx se demostró en mamíferos, 

en donde se observó que las isoformas localizadas en el núcleo (Mx1) confieren 

resistencia a orthomyxovirus, mientras que las isoformas localizadas en el citoplasma 

(Mx2) inhiben la multiplicación de virus que se replican en el citoplasma, tales como 

rhabdovirus, ya que se unen a componentes virales esenciales para la replicación 

(Haller et al. 2007). 

Los genes de Mx se han identificado y clonado en diversas especies de peces, tales 

como perca, trucha arcoíris o salmón atlántico (Collet, 2014). Así mismo, se ha 

clonado el promotor de Mx en especies como la dorada (González-Mariscal et al. 

2014) y la trucha arcoíris (Collet and Secombes, 2002), lo que ha sido de utilidad para 

estudiar la vía de señalización del interferón in vitro (Collet et al. 2004). 

Además, se ha estudiado la expresión de Mx in vivo tras la infección con VHSV en 

trucha arcoíris (Tafalla et al. 2007) y tras la infección con IPNV (Das et al. 2007) o 

IHNV (Purcell et al. 2004) en salmón atlántico. También se ha estudiado su expresión 

in vitro tras la infección con VHSV en la línea celular RTG-2 (Tafalla et al. 2007) y con 

el reovirus del salmon Chum en células RTS-11 y RTG-2 (DeWitte-Orr et al. 2007). 

La expresión de IFN y de Mx ha sido descrita también en peces tras la vacunación 

DNA y en respuesta a análogos sintéticos de DNA bicatenario, como el ácido 

polinosínico - policitidílico (poli I:C) (Tafalla et al. 2007), y oligodeoxinucleótidos 

ricos en motivos CpG (Ortega-Villaizán et al. 2011). 

Así, se ha descrito su expresión en truchas estimuladas con poli I:C (Tafalla et al. 

2007), en salmones y truchas tras la vacunación DNA contra VHSV (Acosta et al. 

2005; Tafalla et al. 2007) y en truchas vacunadas con construcciones que incluían 

motivos CpG (Martínez-Alonso et al. 2011).  

Estudios semejantes se han realizado in vitro en células RTG-2, RTS-11 y células de 

pronefros estimuladas con poli I:C (DeWitte-Orr et al. 2007; Ortega-Villaizán et al. 

2012; Tafalla et al. 2007), en las líneas celulares EPC y RTG-2 y células de pronefros 

transfectadas para expresar gpG de VHSV (Chico et al. 2010; Ortega-Villaizán et al. 

2011, 2012), en la línea ZF4 transfectada para expresar la beta-defensina-2 (García-

Valtanen et al. 2014b), y en la línea RTG-2 expuesta a CpG’s (Ortega-Villaizán et al. 

2011). 
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Quimioquinas 

Las quimioquinas son citoquinas responsables de la atracción de células al foco 

inflamatorio, además de regular procesos proinflamatorios, caracterizadas por tener 

cuatro residuos de cisteína conservados, que en mamíferos las dividen en cuatro 

subfamilias (CXC, CC, C y CX3C) atendiendo a las dos primeras cisteínas de su 

secuencia (Alejo and Tafalla, 2011). Sin embargo, en peces las más abundantes son las 

pertenecientes a los grupos CC y CXC, mientras que la subfamilia CX3C no ha sido 

descrita. 

La subfamilia CC, que contiene dos residuos de cisteína adyacentes, ha sido 

recientemente clasificada mediante análisis filogenéticos en 7 grupos: CCL19/21/25, 

CCL20, CCL27/28, CCL17/22, el grupo de la proteína inflamatoria de macrófagos 

(MIP), el grupo de la proteína quimioatrayente de monocitos (MCP) y el grupo SCY 

específico de peces (small inducible cytokines)(Peatman and Liu, 2007). En teleósteos 

se han identificado diversos genes de estas quimioquinas en especies como trucha 

arcoíris, dorada, pez gato y pez cebra (Alejo and Tafalla, 2011; Zhu et al. 2013). Así 

mismo, se ha descrito la expresión constitutiva de CK12 en ovario, branquias, piel e 

intestino de trucha arcoíris (Chaves-Pozo et al. 2010b; Montero et al. 2011b).  

Aunque todavía no se conoce con profundidad su actividad biológica, se ha 

demostrado en estudios in vitro que CK12 ejerce un efecto quimiotáctico sobre 

leucocitos del bazo y que se une específicamente a linfocitos IgM+ del bazo y 

linfocitos del timo (Montero et al. 2011b). 

El papel de las quimioquinas CK9 (CCL19/21/25), CK10 (CCL19/21/25), CK11 

(CCL27/28) y CK12 (CCL19/21/25) ha sido estudiado en la infección experimental con 

VHSV en trucha arcoíris, en donde se demostró la expresión diferencial de los genes 

de estas quimioquinas dependiendo del tejido. Así, VHSV es capaz de inducir la 

expresión de CK9 y CK11 en branquias, mientras que en piel induce CK10 y CK12 

(Montero et al.  2011a). Así mismo. se observó la modulación de la expresión de las  

quimioquinas CK1, CK3, CK5B, CK6, CK9 y CK12 en ovario de truchas infectadas 

por VHSV o IPNV  (Chaves-Pozo et al. 2010b). 

Recientemente, se ha descrito la sobreexpresión de esas mismas quimioquinas en la 

línea celular RTH, derivada de corazón de trucha arcoíris, tras la infección por 

VHSV, sugiriendo una función antiviral, dado que el corazón es un órgano diana 

para este virus (Luque et al. 2014). 

La subfamilia CXC se subdivide en el grupo ELR+, que contiene en el extremo N-

terminal de su secuencia un motivo Glu-Leu-Arg, responsable de su unión al 
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receptor de neutrófilos y de su activación, y el grupo ELR- que no contiene dicha 

secuencia y que atrae monocitos y linfocitos(Alejo and Tafalla, 2011; Zhu et al. 2013). 

Mediante análisis filogenéticos se han identificado seis grupos: CXCa, CXCb, CXCc, 

CXCd, CXCL12 y CXCL14. Sin embargo, no se han identificado quimioquinas de 

todos los grupos en todas las especies en las que se han estudiado (Alejo and Tafalla, 

2011). 

De esta subfamilia, la quimioquina mejor caracterizada en peces es la IL-8, una 

quimioquina CXCa ortóloga de la IL-8 de mamíferos. Se ha descrito su expresión 

constitutiva en bazo, hígado y pronefros de trucha arcoíris (Tafalla et al. 2005). Su 

actividad quimiotáctica se demostró mediante la inyección de un vector codificante 

para IL-8 de trucha, tras lo que se vio una infiltración masiva de células inflamatorias 

en el punto de inyección (Jiménez et al. 2006). Así mismo, esta quimioquina atrae a 

células de la línea celular RTS-11 (Montero et al. 2008a). 

Su papel en las infecciones virales se ha demostrado en estudios in vivo con truchas 

infectadas con VHSV, en las que se observó un aumento de su expresión en órganos 

del sistema inmunitario como pronefros y bazo (Tafalla et al. 2005). Igualmente, se ha 

observado un aumento en su expresión en músculo y bazo de truchas vacunadas con 

un plásmido codificante para la gpG de VHSV (Chico et al. 2009). 

4.1.3. Respuesta innata celular 

El tercer componente típico de la respuesta inmunitaria innata lo constituyen las 

poblaciones de leucocitos antígeno-inespecíficos, incluyendo monocito-macrófagos, 

granulocitos y células citotóxicas inespecíficas, que son activados y reclutados por las 

citoquinas y quimioquinas hacia el foco de inflamación y pueden reconocer a un 

amplio rango de agentes patógenos y destruirlos o inactivarlos (Aoki et al. 2008). 

Monocitos-macrófagos 

Los macrófagos son células especializadas en fagocitar y degradar patógenos, así 

como capaces de producir citoquinas y factores solubles microbicidas, como especies 

reactivas del oxígeno (Collet, 2014). 

En peces se ha descrito un tipo específico de estas células, los melanomacrófagos, que 

se encuentran asociados a los vasos sanguíneos en bazo y pronefros (Herráez and 

Zapata, 1986; Meseguer et al. 1994). Estas células contienen en el citoplasma diversas 

inclusiones, como la melanina en el interior de los lisosomas, la cual parece estar  

relacionada con mecanismos bactericidas que incluyen la producción de radicales 

libres (Secombes and Ellis, 2012). 
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Los macrófagos pueden ser activados por tres diferentes vías (innata, clásica y 

alternativa), dependiendo del patógeno o estímulo al que se enfrenten. La activación 

innata require de un estímulo microbiano que es detectado mediante receptors de 

superficie, tales como TLRs, lectinas tipo C o receptores tipo scavenger. Estos 

macrófagos fagocitan y también producen citoquinas proinflamatorias o factores de 

crecimiento (Forlenza et al. 2011). La vía clásica de activación requiere de un estímulo 

microbiano combinado con la estimulación por interferón gamma y conduce a una 

respuesta proinflamatoria con la producción de citoquinas como IL-1β y TNFα, que 

es efectiva frente a bacterias y virus intracelulares (Ellis, 2001; Forlenza et al. 2011). La 

vía alternativa requiere de la presencia de IL-4 o IL-13, y conlleva una respuesta 

antiinflamatoria, ya que los macrófagos activados por esta via disminuyen la 

producción de óxido nítrico (NO) (Modolell et al. 1995).  

Además, se ha descrito que en presencia de IL-10 los macrófagos de teleósteos 

pueden activarse y convertirse en células reguladoras de las respuestas inflamatorias 

(Forlenza et al. 2011). 

El papel de los macrófagos en las infecciones virales se ha demostrado en salmón 

atlántico tras la infección in vivo con el virus de la anemia infecciosa del salmón 

(ISAV), observándose un aumento en la actividad de estas células (Falk et al. 1995). 

Esta activación de macrófagos también se ha demostrado en trucha arcoíris tras la 

infección con una cepa recombinante de IHNV, que expresaba la gpG de VHSV y la 

proteína reportadora GFP, observándose un aumento de la producción de NO y de la 

explosión respiratoria (Romero et al. 2011).  

La función antiviral de los macrófagos también ha sido demostrada en estudios in 

vitro. Tras la infección con VHSV, la línea celular RTS-11 mostró una fuerte respuesta 

antiviral, aumentando la expresión de IFN y Mx, además de observarse una 

interrupción en la replicación viral (Tafalla et al. 2008). Estos mismos resultados en 

cuanto a la expresión de citoquinas antivirales en las células RTS-11 se han obtenido 

tras la infección con el virus CSV (DeWitte-Orr et al. 2007), así como agregación 

homotípica, un fenómeno de adhesión celular que indican la activación de dichas 

células en respuesta a virus (DeWitte-Orr et al. 2007). En la línea celular ASK, 

derivada de macrófagos de salmón atlántico, también se ha observado una 

modulación de la expresión génica tras la infección con el virus ISAV (Schiøtz et al. 

2008). 

Granulocitos 

En los peces se han descrito granulocitos neutrófilos / heterófilos, basófilos y 

eosinófilos, caracterizados por la presencia de gránulos en su citoplasma con 
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distintas características tintoriales cuando son teñidos con el método de 

Romanovsky, de los cuales los más abundantes en teleósteos son los neutrófilos 

(Hine, 1992). 

Los neutrófilos, también denóminados heterófilos, son los principales granulocitos 

defensivos en peces. Son células fagocíticas, que son reclutadas al foco inflamatorio 

por quimiotaxis (Collet, 2014), donde liberan gránulos con enzimas degradativas, 

como la mieloperoxidasa, que provocan la lisis extracelular (Secombes and Ellis, 

2012). Su participación en las infecciones virales, aunque no queda clara, ha sido 

descrita tras la detección de altos niveles de IL-8 en infecciones virales en salmónidos 

(Collet, 2014). En estudios de infección in vivo con IHNV en trucha arcoíris se detectó 

una disminución en el número de estas células en el foco de infección (Amend and 

Smith, 1975). Esta observación se realizó también en sangre y pronefros de salmón 

atlántico infectado por IPNV (Rønneseth et al. 2006). 

Además, se ha sugerido que el reclutamiento de neutrófilos a tejidos periféricos tras 

las infección con VHSV está relacionada con la disminución de la expresión del gen 

del receptor de IL-8 en bazo y pronefros de trucha arcoíris (Montero et al. 2008b). 

Células citotóxicas  

En peces se han descrito dos tipos de células con actividad similar a las células 

Natural Killer (NK) de mamífero: las células citotóxicas inespecíficas (NCC) y las 

células tipo NK, ambas clave en la defensa antiviral ya que destruyen células 

infectadas mediante la lisis osmótica mediada por granzimas y apoptosis (Fischer et 

al. 2013), además de producir citoquinas mediadoras de la respuesta antiviral 

(Fischer et al. 2006). 

Las NCC son linfocitos de pequeño tamaño y agranulares, que expresan en su 

membrana el receptor celular de citotoxicidad inespecífica (NCCRP-1) y se 

encuentran en tejidos linfoides, mientras que las células tipo NK, con morfología 

granular similar a las de mamífero, han sido aisladas a partir de leucocitos de sangre 

circulante (Nakanishi et al. 2011). 

La implicación de estas respuestas citotóxicas inespecíficas mediadas por células en 

las infecciones virales se ha descrito en diversas especies, como en trucha arcoíris tras 

la infección por VHVS (Utke et al. 2007) y en dorada y lubina tras la infección por el 

virus de la necrosis nerviosa (NVV) (Chaves-Pozo et al. 2012).  

Así mismo, se ha descrito el aumento en la expresión de genes relacionados con la 

citotoxicidad inespecífica en respuesta a la infección viral, como un aumento en la 

expresión del gen del NCCRP-1 en dorada y en lubina tras la infección por NVV 
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(Chaves-Pozo et al. 2012) o del gen del factor activador de las células natural killer 

(NKEF) en trucha arcoíris y en la línea celular RTS-11 tras la infección por VHSV 

(Ordás et al. 2011; Utke et al. 2007). 

También se ha descrito la citotoxicidad inespecífica mediada por células en trucha 

arcoíris tras la inmunización con una vacuna DNA codificante para la gpG de VSHV 

(Utke et al. 2008). 

4.2. Respuesta inmunitaria adaptativa  

La respuesta inmunitaria adaptativa es el resultado de la capacidad que tiene el 

sistema inmunitario para reconocer un determinado antígeno y desplegar una 

respuesta específica frente a él. Este reconocimiento específico se debe a que el 

sistema inmunitario genera una gran diversidad de receptores para el 

reconocimiento antigénico, proceso mediado por la recombinación somática y 

mutaciones aleatorias que suceden en los genes codificantes para dichos receptores  

(Castro et al. 2011).  

Otra de las características de la respuesta adaptativa, que se establece de manera más 

lenta que las respuestas innatas, tardando entre varios días a semanas en 

desarrollarse, es que es más rápida y efectiva en posteriores contactos con el mismo 

antígeno, un proceso denominado anamnesis inmunológica (Mutoloki et al. 2014). 

Esto se debe a que, tras un primer contacto con el antígeno, ademas de  inducirse 

células efectoras que median la respuesta primaria (inicial), se genera una población 

de células de memoria, de larga vida y con receptores y mediadores adaptados más 

específicos, por lo que posteriormente, cuando vuelvan a ser estimuladas por el 

mismo antígeno, podrán responder frente a él más rápida y efectivamente. Esta 

memoria inmunológica ha sido descrita en teleósteos y es el fundamento en el que se 

sustenta el desarrollo de vacunas para acuicultura (Van Muiswinkel et al. 2014). 

Las respuestas inmunitarias adaptativas estan mediadas por las denominadas 

respuestas inmunitarias específicas celulares, dependientes de linfocitos T, y 

humorales, dependientes de linfocitos B. 

4.2.1. Respuesta celular específica 

En los teleósteos las células efectoras de la respuesta celular específica son los 

linfocitos T, similares a los de mamífero, que se producen principalmente en el timo 

(Zapata and Cooper, 1991). Los linfocitos T presentan el receptor antigénico de 

células T (TCR) en su superficie y, atendiendo al co-receptor que presentan, se 

clasifican en linfocitos T CD4+ (colaboradores) o CD8+ (citotóxicos) (Castro et al. 

2011), siendo los primeros los productores de citoquinas y activadores de la 
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respuesta, y los segundos los efectores en la respuesta citotóxica mediada por células 

(Fischer et al. 2006). 

Los linfocitos T CD4+ o colaboradores reconocen péptidos, principalmente, unidos a 

las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad II (MHC-II) en la 

superficie de las células presentadoras de antígeno, lo que hace que proliferen y se 

diferencien en diferentes subpoblaciones e inicien la respuesta inmunitaria al 

producir diversas citoquinas y reclutar otras células como macrófagos, linfocitos 

citotóxicos o linfocitos B,  facilitando además la activación antigénica de estos últimos 

(Toda et al. 2011). En mamíferos, en función de las citoquinas que producen estos 

linfocitos activados, los linfocitos CD4+ se dividen en cuatro subpoblaciones, las 

cuales se han identificado también en teleósteos al identificarse algunas de las 

citoquinas que producen (Castro et al. 2011; Fischer et al. 2013; Núñez et al. 2014; 

Takizawa et al. 2011b): 

 Th1: producen IL-2 e IFN gamma en respuesta a bacterias intracelulares e 

infecciones virales.  

 Th2: producen IL-4 e IL-13, están involucrados en la respuesta antiparasitaria. 

 Th17: producen IL-17, IL-21 e IL-22 en respuesta a bacterias extracelulares y 

hongos. 

 Treg (regulador): expresan el factor de transcripción FOXP3 y producen IL-10 

y TGF-β. 

La función colaboradora de estos linfocitos en la respuesta antiviral en peces se ha 

demostrado recientemente en estudios de infección con el virus de la necrosis 

hematopoyética de la carpa (CHNV) en el ciprínido Carassius auratus langsdorfii. En 

estos estudios se observó una mayor y más rápida respuesta humoral frente a la 

infección en aquellos peces que habían sido transplantados con linfocitos T CD4+ 

previamente sensibilizados con el virus (Somamoto et al. 2014). 

Los linfocitos T CD8+ o linfocitos citotóxicos reconocen, gracias a su receptor TCR, los 

péptidos unidos a moléculas del MHC-I que las células infectadas por virus o 

patógenos intracelulares presentan en su superficie (Zhu et al. 2013). Los linfocitos T 

citotóxicos han sido identificados en diversas especies de teleósteos, como trucha 

arcoíris, el ciprínido C. auratus langsdorfii y pez gato I. punctatus (Nakanishi et al. 

2011)  y se han generado anticuerpos monoclonales frente a la subunidad α del 

coreceptor CD8, lo que ha permitido identificar estapoblación de linfocitos en 

diferentes tejidos de trucha arcoíris (Takizawa et al. 2011a). 
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Al igual que en los mamíferos, en los teleósteos la cooperación entre las células T y 

las células presentadoras de antígenos esta restringido por el MHC (Fischer et al. 

2013; Vallejo et al. 1992). Así, en caso de la actividad citotóxica específica, para que 

este reconocimiento antigénico se produzca, las células efectoras CD8+ y las células 

diana deben ser singénicas o autólogas, compartiendo el MHC-I (Somamoto et al. 

2013a). Estas moléculas han sido estudiadas en numerosas especies de teleósteos, 

incluyendo trucha arcoíris, salmón atlántico, pez cebra, carpa y medaka (Somamoto 

et al. 2013a), y están formadas por un heterodímero que contiene una subunidad 

transmembrana α (codificada por genes de MHC) y una cadena β (codificada por 

otro locus) (Zhu et al. 2013). 

Por ello, la actividad citotóxica específica fue demostrada in vivo, principalmente en 

estudios de transplantes empleando como modelos una línea clonal triploide de C. 

auratus langsdorfii y una línea tetraploide de carpín dorado (C. auratus) (Nakanishi 

and Ototake, 1999) y una línea clonal diploide y otra triploide del salmónido 

Oncorhynchus rhodurus (Qin et al. 2002). 

La implicación de las respuestas citotóxicas específicas en la respuesta antiviral se ha 

demostrado en estudios in vivo en una línea clonal del ciprínido C. auratus langsdorfii, 

inmunizada con células singénicas infectadas por IPNV o por el virus americano de 

la anguila (EAV), que demostraron que los linfocitos periféricos lisaron células 

singénicas infectadas por dichos virus, pero no células xenogeneicas infectadas 

(Somamoto et al. 2000). Así mismo, se ha demostrado especificidad de esta respuesta 

frente a virus y la restricción por MHC en estudios con leucocitos de este ciprínido 

que lisaron células singénicas infectadas por el virus de la necrosis hematopoyética 

del carpín dorado (CHNV), pero no células alogénicas (Somamoto et al. 2002). Este 

ciprínido se ha usado también como modelo para generar in vitro células T 

citotóxicas específicas de virus, mediante el cocultivo de linfocitos de peces 

infectados por CHNV con una línea celular singénica infectada con el mismo virus 

(Somamoto et al. 2009). 

En salmónidos se han hecho estudios con el VHSV, demostrándose que linfocitos de 

truchas infectadas eran capaces de lisar in vitro células infectadas que compartían un 

alelo del MHC-I (Utke et al. 2007). 

Así mismo, se ha estudiado este tipo de respuesta a vacunas DNA frente a 

rhabdovirus. Se ha demostrado que linfocitos T de la línea clonal C25 de trucha 

arcoíris inmunizada con un plásmido codificante para la gpG de IHNV fueron 

capaces de lisar células RTG-2 infectadas por el virus (Fischer et al. 2000). Estos 
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resultados también se observaron con linfocitos T de truchas inmunizadas con un 

plásmido codificante para la gpG de VHSV (Utke et al. 2008). 

4.2.2. Respuesta humoral específica 

La respuesta humoral específica está mediada por un grupo de proteínas 

denominadas inmunoglobulinas (Ig), que son producidas por los linfocitos B.  

En mamíferos los linfocitos B se generan en la médula ósea y maduran en el bazo. En 

los peces, que carecen de médula ósea, estos linfocitos se generan y maduran en el 

pronefros y mesonefros, que cumple dicha función linfopoyética (Mutoloki et al. 

2014).  

Estos linfocitos se activan al contactar con antígenos circulantes en su forma nativa, 

gracias a su receptor BCR, tras lo que se diferencian hacia células plasmáticas 

efectoras, que producirán las inmunoglobulinas, o hacia células de memoria, aunque 

también se ha descrito que los linfocitos B de teleósteos presentan capacidad 

fagocítica y antimicrobiana (Salinas et al. 2011; Zhang et al. 2010). 

Las células B de memoria sufren una hipermutación somática en el gen que codifica 

para la región variable (V) de las inmunoglobulinas, y permanecerán quiescentes en 

sangre circulante hasta que se produzca un encuentro secundario con dicho antígeno 

(Morrison and Nowak 2002; Ye et al. 2013). 

Las inmunoglobulinas pueden ser de dos tipos, ancladas a la membrana de estas 

células y actuar como receptor de antígenos en la superficie celular de células B 

(BCR), y las secretadas por las células plasmáticas (Zhu et al. 2013). 

En teleósteos se han identificado tres clases de inmunoglobulinas: IgM, IgD e IgT (en 

trucha) - IgZ (en pez cebra). La IgM es un tetrámero expresado como anticuerpo en 

suero y mucus, siendo la inmunoglobulina predominante en peces, ha sido clonada 

en especies como trucha arcoíris y carpa (Ye et al. 2013). La IgD fue descubierta en 

pez gato (Wilson et al. 1997) y puede expresarse en su forma soluble en suero, como 

anticuerpo, o anclada a la membrana de linfocitos B actuando como receptor 

(Bengten et al. 2002). La IgT es una inmunoglobulina que se secreta en forma de 

tetrámero en mucus o monómero en suero de trucha y se le ha atribuido una función 

de protección de mucosas, ya que se han descrito linfocitos B IgT+ en la mucosa 

intestinal de truchas infectadas experimentalmente con el protozoo Ceratomyxa shasta 

y también puede recubrir las bacterias del intestino (Zhang et al. 2010). La IgZ, 

similar a la IgT de trucha, se descubrió en pez cebra al secuenciar su genoma en 

búsqueda del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (Danilova et al. 

2005). 
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Una particularidad de las respuestas de memoria (secundarias) humorales de 

teleósteos es que no existe un cambio de clase de IgM a IgG, que sucede en 

mamíferos, dado que no existe esta clase en los peces. No obstante, en teleósteos se 

produce un aumento de la afinidad de los anticuerpos que median las respuestas 

secundarias humorales (Kaattari et al. 2002), lo que las hace más eficaces al responder 

ante una menor concentración del antígeno, así como un aumento del título de 

anticuerpos, que en peces parece depender de la temperatura y una menor fase de 

adaptación (“lag phase”) en la producción de anticuerpos (Secombes and Ellis, 2012). 

El papel de las inmunoglobulinas en las infecciones virales se ha demostrado al 

detectarse anticuerpos neutralizantes (IgM) frente a rhabdovirus. Así, se han 

detectado en suero de trucha arcoíris tras la infección por IHNV (Ristow et al. 1989) o 

VHSV (Lorenzen and Lapatra, 1999). Recientemente se ha descrito la expresión de 

IgT en el bazo de trucha tras la infección por VHSV, sugiriendo la expansión clonal 

de los linfocitos B en este órgano antes de su migración a las mucosas (Castro et al. 

2013). 

Recientemente se ha descrito que las principales células reclutadas al punto de 

inyección en truchas vacunadas intramuscularmente con un plásmido codificante 

para la gpG de VHSV son del tipo linfocitos B IgM+ IgT+ (Castro et al. 2014). 

5. Vacunas frente a rhabdovirus de peces 

Como se ha mencionado antes, no existe tratamiento quimioterapeútico frente a las 

infecciones víricas de peces, pero dado que los peces pueden desarrollar inmunidad 

a largo plazo, la mejor opción para el control de dichas enfermedades es la 

inmunización. 

5.1. Vacunas inactivadas 

Se trata de vacunas cuya composición incluye patógenos muertos o inactivados 

(Munang’andu et al. 2014). La seguridad es el principal motivo del uso de estas 

vacunas, ya que los patógenos muertos o sus componentes no pueden causar la 

enfermedad. 

La inactivación de virus, cuyo objetivo es anular la capacidad de replicación viral 

pero mantener su conformación antigénica, se realiza mediante procedimientos 

físicos tales como la radiación UV, el calor o la sonicación, o procedimientos 

químicos, como el uso de formaldehído, β-propiolactona y la etilinimina binaria 

(Munang’andu et al. 2014). 
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Así, se han intentado obtener vacunas inactivadas de VHSV e IHNV, resultando 

aquellas inactivadas con β-propiolactona eficaces administradas 

intraperitonealmente, pero poco eficientes en inmersión (Biacchesi and Brémont, 

2014). 

5.2. Vacunas recombinantes con componentes antigénicos 

Se trata de vacunas cuya composición incluye los componentes o productos 

antigénicos de los patógenos, y al igual que las anteriores, su uso se basa en la 

seguridad que ofrecen y su eficacia en el poder inmunogénico de las proteínas de los 

patógenos, que son expresadas en vectores recombinantes en sistemas in vitro, y 

después purificadas (Munang’andu et al. 2014). 

En el caso de los rhabdovirus, la gpG es la única proteína que induce anticuerpos 

neutralizantes protectores (Lorenzen et al. 1990), y por ello ha sido objeto de 

investigaciones para desarrollar vacunas basadas en este péptido. Se ha logrado 

expresar esta proteína recombinante en diferentes sistemas in vitro, tales como E. coli 

(Estepa et al. 1994; Lorenzen et al. 1993), Caulobacter crescentus (Simon et al. 2001), 

levadura (Estepa et al. 1994), y baculovirus (Koener and Leong, 1990). Sin embargo la 

inmunización con estas proteínas recombinantes no ha dado los resultados esperados 

en cuanto a eficacia (Estepa et al. 1994; Lorenzen et al. 1993). Además, la 

inmunización intraperitoneal de la vacuna junto con un adyuvante oleoso no mejoró 

los resultados (Lecocq-Xhonneux et al. 1994). 

5.3. Vacunas vivas atenuadas 

Estas vacunas contienen al agente patógeno vivo, el cual puede replicarse en el 

organismo del hospedador, aunque de forma controlada, ya que dicho agente 

etiológico está atenuado y por tanto es menos virulento (Shoemaker and Klesius, 

2014). 

Numerosos trabajos en el campo de la inmunología de peces demostraron que, al 

igual que sucede en mamíferos, los peces que sobreviven a una infección desarrollan 

inmunidad y son resistentes a la reinfección con el mismo patógeno (Ahne et al. 2002; 

Lorenzen et al. 2010), lo cual sirvió de base para el desarrollo de las vacunas vivas en 

el campo de la acuicultura. 

Existen diferentes metodologías para atenuar la virulencia de los agentes patógenos, 

para así lograr que se repliquen de manera controlada en el hospedador induciendo 

una efectiva respuesta inmunitaria.  
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Uno de los primeros métodos utilizados consiste en cultivar el patógeno durante 

numerosos pases (hasta 350) en cultivos celulares, de forma que van perdiendo la 

virulencia con los sucesivos pases. Los primeros datos que se conocen para atenuar 

virus en el laboratorio son los trabajos que se realizaron con el virus del pez gato 

(Channel catfish virus, CCV), que tras 62 pases en una línea celular derivada del 

clárido Clarias batrachus demostró una protección en el 97% de los peces ensayados 

(Hartman and Noga, 1980). También se ha atenuado el herpesvirus de la carpa Koi 

(KHV) mediante pases en células de aleta de carpa Koi (Ronen et al. 2003). 

Con esa metodología se obtuvieron cepas de VHSV termorresistentes (De Kinkelin et 

al. 1980) y cepas del IHNV (Ristow et al. 2000), que confirieron altos niveles de 

protección en alevines de trucha arcoíris inmunizados (De Kinkelin and Bearzotti, 

1981; Enzmann et al. 1998). 

Otro método consiste en realizar pases del patógeno en un hospedador que no es 

susceptible. Esta metodología se ha empleado para obtener cepas atenuadas del virus 

de la viremia primaveral de la carpa (SVCV) y de VHSV mediante pases en cultivos 

de fibroblasto de pollo y además, en el caso de SVCV, aumentando  la temperatura 

de incubación (Kölbl, 1989). Dicha cepa atenuada de VHSV se utiliza en una vacuna 

comercializada en Alemania frente a VHS. 

A pesar de que estas vacunas inducen inmunidad mucosa, celular y humoral (Clark 

and Cassidy-Hanley, 2005), su uso se ha visto limitado debido a que no eran igual de 

eficaces en el laboratorio que en el campo y a que, debido a la variabilidad en la 

susceptibilidad de los peces, una cepa podía ser virulenta para una línea de peces y 

ser avirulenta para otra (Gómez-Casado et al. 2011). 

Otra manera de abordar la producción de vacunas atenuadas es la genética reversa, 

para producir cepas recombinantes más seguras, incluyendo cepas con deleciones 

(Knockouts) (Gómez-Casado et al. 2011). Así, Zhang y Hanson (1995) produjeron una 

cepa de CCV recombinante mediante la deleción del gen de la timidina kinasa, la 

cual indujo protección en infecciones experimentales. 

Por otra parte, Biacchesi y colaboradores demostraron la expresion de genes 

exógenos en cepas de IHNV recombinantes (Biacchesi et al. 2000). Así, usando esta 

cepa recombinante, se delecionó el gen Nv, lo que resultó en una disminución de la 

virulencia y confirió protección in vivo (Thoulouze et al. 2004). El uso de esta cepa 

recombinante de IHNV, delecionada para Nv y modificada para expresar la gpG de 

VHSV y la GFP confirió protección frente a la infección por VHSV en pez cebra 

(Novoa et al. 2006), y posteriormente Romero y colaboradores demostraron la 

ausencia de virulencia de esta cepa recombinante de IHNV, así como la protección 
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conferida a trucha arcoíris frente a la infección por las cepas silvestres de VHSV e 

IHNV (Romero et al. 2008). 

5.4. Inmunización génetica: vacunas DNA 

Las vacunas DNA se basan en el uso de genes que codifican para uno o más 

antígenos que desencadenan una respuesta inmunitaria protectora cuando se 

expresan en los animales susceptibles al patógeno portador de dichos antígenos 

(Biering and Salonius, 2014). 

Las vacunas DNA consisten en un plásmido bacteriano purificado, que contiene los 

elementos reguladores para su replicación en sistemas procariotas, para su 

producción, y elementos reguladores de la expresión de los genes de interés en los 

animales vacunados (Evensen and Leong, 2013).  

En mamíferos se ha descrito que tras la administración de la vacuna DNA pueden 

darse las siguientes situaciones en las que el plásmido: (i) puede ser adquirido por las 

células del punto de inyección, (ii) puede permanecer localizado en el punto de 

inyección, en el medio extracelular, (iii) puede ser degradado por endonucleasas in 

situ, (iv) puede ser redistribuído por células a través de la sangre y la linfa hacia otros 

tejidos (Tonheim et al. 2008a). La administración de estas vacunas en mamíferos se 

ha estudiado mayoritariamente por vía intramuscular, aunque también se han 

estudiado otras vías como la vía permucosa o intradérmica, como en el caso de la 

vacuna frente al melanoma canino. Además, junto con la inyección se han 

optimizado otros métodos para mejorar la eficiencia de transfección, como es la 

electroporación en el tratamiento de lechones lactantes o una formulación rica en 

agentes transfectantes, como los lípidos catiónicos (Liu, 2011). 

A pesar de ser numerosas las vacunas que en fase preclínica han demostrado su 

eficacia para inducir una respuesta inmunitaria celular y humoral, en mamíferos sólo 

se encuentran disponibles en el mercado una vacuna frente a la fiebre del Nilo 

occidental para caballos (West Nile-Innovator, Fort Dodge Animal Health, Fort 

Dodge, IA, USA) y frente al melanoma canino (Oncept, Merial, Lyon, France), así 

como un tratamiento plasmídico para favorecer el crecimiento lechones lactantes 

(LifeTide SW 5, VGX Animal Health, Inc., The Woodlands, TX, USA), cuyos usos no 

están autorizados en la UE (Liu, 2011). 

En peces se ha descrito que una vez que el plásmido ha penetrado en el organismo 

pueden suceder distintos eventos (Tonheim et al. 2008a): 
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 El plásmido puede ser degradado en el medio extracelular, como se ha 

observado en salmón atlántico y bacalao del atlántico (Seternes et al. 2007; 

Tonheim et al. 2008b). 

 El plásmido puede transfectar las células del punto de inyección, las cuales 

expresarán la proteína codificada y la presentarán en las moléculas del MCH-

I, simulando una infección viral (Liu 2011). 

 Las células presentadoras de antígeno (APC) pueden incorporar los péptidos 

producidos por otras células transfectadas y presentarlos en  las moléculas del 

MHC-II, y estas APC, tanto si han sido transfectadas como si han incorporado 

los péptidos, pueden redistribuirse por el organismo (Seternes et al. 2007; 

Tonheim et al. 2008b). 

En los dos últimos casos la presentación antigénica lleva a la estimulación de la 

respuesta específica humoral y celular, en este útimo caso con activación de células T 

colaboradoras (mediante el reconocimiento de péptidos presentados en el MHC-II) y 

citotóxicas (mediante el reconocimiento de péptidos presentados en el MHC-I). Así 

mismo, el plásmido por sí mismo tiene poder inmunogénico dado que, por su origen 

bacteriano, contiene regiones ricas en motivos CpG no metiladas y que, una vez el 

plásmido está dentro del compartimento lisosomal intracelular, va a ser reconocido 

como un PAMP reconocido por el receptor tipo Toll-9, desencadenando también la 

respuesta inmunitaria (Latz et al. 2004; Ortega-Villaizán et al. 2009). 

En trucha arcoíris se ha descrito que tras la administración del plásmido 

primeramente se produce una respuesta antiviral inespecífica, que es capaz de 

ofrecer protección cruzada frente a otros virus heterólogos (Lorenzen et al. 2002a). 

Seguidamente se produce una respuesta específica caracterizada por la aparición de 

anticuerpos específicos (Lorenzen et al. 1998; Purcell et al. 2004) y, finalmente, una 

respuesta antiviral de larga duración caracterizada por un menor título de 

anticuerpos y la presencia de células efectoras citotóxicas (Lorenzen et al. 2001; Utke 

et al. 2008). 

En teleósteos, los primeros datos acerca del uso de estas vacunas para proteger frente 

a rhabdovirus se basan en los estudios realizados en truchas arcoíris inmunizadas 

por vía intramuscular con plásmidos codificantes para la gpG o para la proteína N 

frente a IHNV (Anderson et al. 1996), y frente a VHSV (Lorenzen et al. 1998).   

Ensayos de vacunación con una única dosis vacunal bivalente frente a IHNV y VHSV 

demostraron la inducción de anticuerpos neutralizantes específicos de estos virus 

(Boudinot et al. 1998) y la protección frente a la infección (Einer-Jensen et al. 2009). 
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Estas primeras vacunas empleadas consistían en construcciones plasmídicas que 

expresaban el gen de la gpG de VHSV o IHNV, dado que esta proteína induce 

anticuerpos neutralizantes, bajo el control del promotor del Citomegalovirus 

humano (CMV). Desde entonces, son numerosos los estudios realizados para mejorar 

su eficacia y entender las bases inmunológicas de la protección que confieren y 

estudios in vitro han identificado cuales son estas regiones determinantes de la gpG 

de VHSV que desencadenan la vía del interferón (Chico et al. 2010) así como su 

posible uso como adyuvantes moleculares en vacunas DNA (Martínez-López et al. 

2014). 

Las vacunas DNA basadas en el gen de la gpG también han demostrado su eficacia al 

conferir una protección y supervivencia significativas en ciprínidos vacunados frente 

al rhabdovirus SVCV (Kanellos et al. 2006), y en platija japonesa vacunada frente al 

rhabdovirus Hirame (Seo et al. 2006). 

Estos buenos resultados dieron lugar a la producción y comercialización de la 

primera vacuna DNA frente a virus de peces: la vacuna frente a IHNV 

comercializada para salmón atlántico en Canadá (APEX-IHN; Novartis Animal 

Health Canada Inc.). Sin embargo, esta vacuna no está autorizada en Europa debido 

a que los peces vacunados con DNA se consideran organismos genéticamente 

modificados (EFSA, 2013a, 2013b). Por ello, se han llevado a cabo numerosos 

estudios para buscar promotores alternativos al uso del CMV y secuencias 

reguladoras de origen piscícola (Martínez-López et al. 2012; Martínez-López et al. 

2013a; Ruiz et al. 2008). 

Además existen otros aspectos que deben optimizarse para que el uso de estas 

vacunas sea rentable, como por ejemplo, la vía de administración. A ese respecto se 

han realizado estudios para buscar alternativas a la inyección intramuscular, la vía 

más comunmante usada, como la administración por baño facilitada por ultrasonidos 

(Fernández-Alonso et al. 2001) o la vía oral (Adomako et al. 2012).  

Otras modificación para optimizar la eficacia de las vacunas DNA, 

independientemente de la ruta de administración, incluyen la disminución de la 

secuencia codificante para el antígeno (Martínez-López et al. 2013b), expresión de 

antígenos solubles o secretables (Martínez-López et al. 2013b), la inclusión de 

secuencias inmunoestimulantes como motivos ricos en CpG (Martínez-Alonso et al. 

2011) o de genes para citoquinas (Martínez-López et al. 2014)  o péptidos 

antimicrobianos (García-Valtanen et al. 2014b). 
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Justificación, propósito y objetivos 

El creciente desarrollo de la acuicultura como motor de desarrollo socioeconómico ha 

demandado un gran avance en el conocimiento sobre la biología de las especies 

cultivadas. Dado que la producción animal intensiva lleva aparejado el surgimiento 

de enfermedades infecciosas, muchos estudios se han dirigido al mejor conocimiento 

de las particularidades del sistema inmunitario de los teleósteos y a la caracterización 

de la respuesta inmunitaria frente a los patógenos (Campos-Pérez et al. 2000; 

Lindenstrøm et al. 2004; Magnadóttir, 2006; Robertsen, 2006; Secombes et al. 2011).  

Entre las enfermedades que sufren los peces en cultivo intensivo, las enfermedades 

virales son las más devastadoras, puesto que no hay tratamiento quimioterapéutico 

para las mismas. Y entre ellas, la septicemia hemorrágica viral, causada por el 

rhabdovirus VHSV, es una de las más importantes (Crane and Hyatt, 2011; Dale et al. 

2009; Garver et al. 2013; Ogut et al. 2013), estando en la lista de enfermedades de 

declaración obligatoria de la Organización Internacional de Epizootías. 

Son numerosos los estudios que han demostrado que los peces pueden desarrollar 

inmunidad a largo plazo frente a virus (Gurunathan et al. 2000; Lorenzen et al. 2002b; 

Purcell et al. 2012). Por ello, la vacunación se presenta como la mejor opción para el 

control de estas enfermedades, lo que es de vital importancia para poder intensificar 

los cultivos.  

Sin embargo, todavía son pocas las vacunas antivirales seguras, eficaces y 

económicamente viables que han podido ser desarrolladas en acuicultura (Biering 

and Salonius, 2014). Se han realizado numerosos intentos por controlar la septicemia 

hemorrágica viral, tanto con vacunas inactivadas (Amend, 1976), atenuadas (De 

Kinkelin et al. 1980), como con subunidades (Simon et al. 2001). Sin embargo, aunque 

dieron resultados prometedores en cuanto a protección, ésta era variable 

dependiendo de la vía de administración y no eran del todo seguras (Gómez-Casado 

et al. 2011). 

Frente a ellas, las vacunas DNA que contienen el gen de la glucoproteína G de VHSV 

se presentan como una buena opción, ya que inducen una fuerte respuesta 

inmunitaria innata de forma temprana (Cuesta and Tafalla, 2009; Lorenzen et al. 

2002a), seguida de una respuesta inmunitaria específica más tardía y duradera, con la 

producción de anticuerpos y activación de células citotóxicas (Lorenzen et al. 1998; 

Gurunathan et al. 2000; Purcell et al. 2004; Utke et al. 2008).  
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Así, se produjo y se comercializa para la salmonicultura en Canadá la primera 

vacuna DNA frente al virus IHNV (APEX-IHN; Novartis Animal Health Canada 

Inc.). Sin embargo, esta vacuna no está autorizada en Europa, ya que los peces 

vacunados con DNA tienen la consideración de alimentos transgénicos (EFSA 2013a, 

2013b). A esta falta de seguridad, también hay que sumarle otros aspectos derivados 

de la dificultad en su administración, que deben optimizarse para que el uso de estas 

vacunas sea rentable.  

Por otra parte, todavía se desconocen aspectos claves de la patogenia de VHSV, entre 

los cuales uno fundamental es entender el proceso que lleva a la infección sistémica 

desde el punto de entrada del virus, que parece ser principalmente las bases de las 

aletas (Harmache et al. 2006).  

Aunque se han realizado numerosos estudios para comprender esos aspectos antes 

mencionados, la obtención de datos a partir de la experimentación in vivo no está 

exenta de dificultades, ya que los peces presentan una elevada variabilidad en sus 

respuestas dependiendo de numerosos factores endógenos (cepas, ciclos sexuales) y 

ambientales (temperatura, fotoperioro, contaminantes en el agua...) (Anderson, 1990; 

Bowden, 2008; Bowden et al. 2007). 

 Además, el hecho de que los peces vacunados con DNA se consideren organismos 

genéticamente modificados exige que la experimentación con los mismos se realice 

bajo medidas de control muy estrictas, conforme a las normativas de la Comisión 

Europea. 

Por ello, la experimentación  in vitro se presenta como una buena alternativa ya que 

permite controlar las condiciones experimentales, obtener resultados repetitivos y 

ajustarse a la política europea de reducción y reemplazo de los animales de 

laboratorio. 

Dentro de ese contexto, el propósito del presente trabajo de Tesis Doctoral es: 

- Desarrollar y utilizar novedosas metodologías de investigación para obtener 

nuevos modelos de contraprueba in vitro, que permitan minimizar todo lo 

posible el uso de peces durante las pruebas de inmunización/infección para el 

desarrollo de vacunas DNA contra la septicemia hemorrágica viral. 

Este propósito enlaza con las dos situaciones expuestas arriba: la búsqueda de 

vacunas DNA eficaces para la acuicultura y el uso de métodos alternativos a la 

experimentación animal, desde un abordaje multidisciplinar desde los campos de la 

biología celular, inmunología y la virología, utilizando como modelo la inmunización 

genética de trucha arcoíris con el gen de la glucoproteina G de VHSV. 
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Ese modelo experimental ha sido denominado “modelo trucha arco iris/ rhabdovirus 

de la septicemia hemorrágica vírica“ por parte de los grupos de investigación de los 

proyectos coordinados AGL2008-03519-C04-04 y AGL2011-28921-C03-02, financiados 

por el Plan Nacional de I+D+i 2008-2011, en cuyo marco se desarrollan estudios para 

la optimización de vacunas DNA frente a virus de peces (http://www.imtra-

vac.unileon.es/), incluidos los de esta Tesis. 

Por otra parte,  el trabajo realizado en la Tesis continúa con una de las líneas 

experimentales del grupo de investigación en el que se ha realizado, que persigue 

desarrollar cultivos celulares de salmónidos como modelos para estudios de 

inmunología que permitan profundizar en aspectos básicos de la protección, 

eficiencia y seguridad de las vacunas en acuicultura y de patogenia in vitro. 

Con el fin alcanzar el proposito de la Tesis, nos propusimos los siguientes objetivos:  

1. Desarrollar una metodología estandarizada que permita el establecimiento a largo 

plazo de cultivos y líneas celulares bien caracterizados de tegumento de aleta de 

trucha arcoíris, dado que sus tejidos constituyen una puerta de entrada principal 

de rhabdovirus a los salmónidos. 

2. La utilización de una línea celular derivada de aleta de O. mykiss para analizar su 

susceptibilidad diferencial a la infección por virus de peces y caracterizar la 

infección temprana por VHSV, con la finalidad de aportar nueva información que 

permita comprender mejor el papel que juegan las células del tegumento de las 

aletas en las primeras fases de la infección viral, previas a la diseminación del 

virus por el resto del organismo. 

3. La utilización de una línea celular derivada de la aleta de O. mykiss para realizar 

estudios de mejora de la eficacia de la transfección con vectores codificantes para 

la gluproteína G de VHSV y analizar las respuestas inmunitarias inducidas frente 

a VHSV, con el fin de aportar nueva información que permita comprender mejor 

los mecanismos inmunológicos puestos en marcha por vacunas DNA en el 

órgano diana inicial de VHSV. 

 

http://www.imtra-vac.unileon.es/
http://www.imtra-vac.unileon.es/
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Capítulo I: Obtención de cultivos primarios de aleta de trucha arcoíris 

y caracterización de una línea celular de aleta 

1. Introducción 

Las primeras barreras de defensa de los peces frente a las agresiones externas, como 

lo son la epidermis y los epitelios de las diferentes de las mucosas, tienen una gran 

importancia, ya que no sólo participan en el mantenimiento de la homeostasis del 

organismo, sino que intervienen en los procesos de relación con agentes patógenos y 

sustancias tóxicas presentes en el medio acuático. 

Son numerosas las enfermedades y procesos patológicos descritos que afectan a 

dichos tejidos, lo que puede ser importante para la penetración al interior del 

organismo de patógenos, ya que las alteraciones de los epitelios expuestos al medio 

externo les proporcionan una posible vía de entrada. Tal es el caso de algunos virus 

que afectan a salmónidos, como los virus causantes de la necrosis hematopoyética 

infecciosa (IHNV) y de la septicemia hemorrágica viral (VHSV). En el caso de IHNV, 

se han realizado ensayos de bioluminiscencia mediante los cuales se ha conseguido 

demostrar que las aletas son los puntos de entrada del virus, ya que a las pocas horas 

tras la infección son el único tejido en el que se detecta el virus (Harmache et al. 

2006). Recientemente, se han desarrollado trabajos en los que se ha descrito que el 

tejido de la base de las aletas es la vía de entrada del VHSV, habiéndose detectado la 

replicación de este virus en los tejidos de la piel, especialmente en la dermis 

(Montero et al. 2011a). 

También se ha descrito que la piel y las aletas son los primeros tejidos en ser 

afectados por etiologías bacterianas, como se ha demostrado recientemente para el 

patógeno Yersinia ruckeri, agente causal de la enfermedad entérica de la boca roja o 

yersiniosis (Khimmakthong et al. 2013) y en la infección por Flavobacterium 

psychrophilum, agente etiológico de la enfermedad bacteriana de las aguas frías 

(BCWD) y del síndrome de los alevines de trucha arcoíris (RTFS), cuyos signos 

clínicos consisten en ulceraciones en la piel del tronco y de los bordes de la aleta 

caudal (Aoki et al. 2005; Martínez et al. 2004). 

Sin embargo, a pesar de ser numerosos estos procesos patológicos y de los costes 

económicos que conllevan, todavía no se conocen con profundidad muchos de los 

mecanismos moleculares y celulares mediante los cuales los agentes patógenos 

pueden anclarse a las barreras epiteliales externas y atravesarlas, causando 

finalmente enfermedad en los peces.  
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Por otra parte, el estudio de la patogenia, incluida la respuesta del hospedador in 

vivo, implica numerosos factores endógenos y exógenos, como la sensibilidad de los 

animales al estrés y a las condiciones experimentales, la temperatura, el fotoperiodo 

o la calidad del agua entre otros, los cuales influyen en las respuestas observadas 

(Bowden, 2008; Bowden et al. 2007). 

Esto supone un problema a la hora de utilizar los peces como animales de 

experimentación, al que se suma la elevada variabilidad intra- e interespecífica, en 

función de la especie y condiciones ambientales en el origen de captura y/o de 

mantenimiento (Anderson, 1990; Hedrick, 1998). Frente a estos problemas, los 

modelos in vitro son sistemas experimentales que permiten un mayor control de las 

condiciones de los ensayos, la reducción de la variabilidad de las respuestas debido 

al estrés de los animales y la posibilidad de realizar numerosos ensayos repetitivos 

en un plazo de tiempo corto (Villena, 2003; Lee et al. 2009).  

Sin embargo, existe una dificultad asociada a este tipo de experimentación para 

correlacionar los resultados obtenidos en los ensayos in vitro con la situación real in 

vivo. Esta problemática se acentúa cuando se usan líneas celulares estables, formadas 

por un solo clon o tipo celular y, generalmente, en cultivos en monocapa 

(bidimensionales), en los que no se reproducen las complejas interacciones celulares 

que se dan en los tejidos y en los órganos del animal vivo. 

Por ese motivo se ha postulado que los cultivos histotípicos u organotípicos, al estar 

formados por diferentes poblaciones celulares, y frecuentemente en forma de 

cultivos tridimensionales, reproducen de manera más fiel el escenario fisiológico real 

y son mejores para predecir resultados in vivo (Fierro-Castro et al. 2012; Yamada and 

Cukierman, 2007).  

Teniendo en cuenta que los cultivos de células de aleta pueden constituir una 

alternativa a la costosa, y en ocasiones tediosa, experimentación in vivo, sería útil 

establecer nuevos modelos experimentales para desarrollar ensayos in vitro que 

permitan un mayor conocimiento sobre los mecanismos patogénicos, los mecanismos 

de defensa del huésped y la interacción entre ellos, para su posterior aplicación en 

estrategias preventivas y de control sanitario de los peces de interés económico. 

Por ello, el objetivo de este trabajo es desarrollar una metodología para establecer 

cultivos primarios y subcultivos de células de aleta de trucha arcoíris, O. mykiss, para 

la realización de ensayos de patogénesis e inmunológicos de interés para la 

protección de peces cultivados, que al mismo tiempo permitan mantener al animal 

donante vivo, de forma que se puedan establecer comparaciones entre los resultados 

in vivo e in vitro.  
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2. Material y métodos 

2.1. Animales 

Para el desarrollo de la parte experimental de este trabajo se han utilizado alevines 

de trucha arcoíris (n=100), Onchorynchus mykiss (Walbaum), de un tamaño 

aproximado de 15 cm, procedentes de la piscifactoría comercial “Los Leoneses”, 

situada en Castrillo del Porma (León). 

Los peces fueron mantenidos en las instalaciones para organismos acuáticos del área 

de Biología Celular, en la Facultad de Ciencias Biológicas y Ambientales de la 

Universidad de León, en tanques de polietileno de 100 L de capacidad y con una 

densidad máxima de 15 animales por tanque (Fig. 13), a los que se suministraba agua 

no clorada, a una temperatura de 14 ± 2°C, proveniente de un pozo artesiano situado 

en el Campus de Vegazana (León).  

Se utilizó un fotoperiodo de luz artificial de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. 

Las truchas fueron alimentadas cada 48 horas con pienso comercial granulado 

adecuado para el peso y tamaño de los individuos (Trouw Skretting España S.A.). 

       
Fig. 13. Instalaciones del acuario para el estudio de patologías infecciosas en peces del Área de 

Biología Celular utilizadas para el mantenimiento de las truchas, mostrando los tanques utilizados 

(izquierda) y la densidad de animales típicamente utilizada. 

Todos los animales pasaron un periodo de aclimatación de dos semanas y fueron 

examinados diariamente para detectar cualquier posible signo de enfermedad. 



Capítulo I 

- 48 - 

El manejo de los animales se realizó conforme a la normativa por la que se establecen 

las normas básicas aplicables para la protección de los animales utilizados en 

experimentación y otros fines científicos, incluyendo la docencia (en el momento de 

realizar las tareas experimentales, el R.D. 1201/2005, de 10 de octubre, derogado 

ahora por el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero). Previamente a cualquier 

procedimiento experimental, los animales fueron anestesiados por inmersión en una 

solución de metilsulfonato de tricaína (Sigma), a dosis de 60 mg/L para anestesiar o 

de 200 mg/L para el sacrificio. 

2.2. Obtención de cultivos primarios a partir de explantes de aleta 

Los cultivos primarios se establecieron a partir de explantes de aleta anal de trucha 

arcoíris (Fig. 14), manteniendo por separado los explantes y subcultivos 

correspondientes de cada animal. 

Los fragmentos de la aleta se obtuvieron en condiciones estériles, trabajando en 

cabina de flujo laminar vertical y fueron mantenidos en tubos Eppendorf con medio 

de lavado consistente en medio RPMI-1640 (Sigma) o DMEM (Sigma) suplementado 

con 50 µg/mL de gentamicina (GIBCO) y 2 µg/mL de anfotericina B (GIBCO).  

 

Para la obtención de los explantes se realizaron 3 lavados en medio de lavado y se 

eliminó mecánicamente el mucus usando hisopos estériles. Seguidamente, el 

fragmento de aleta fue troceado con bisturí en explantes de 1 mm3 aproximadamente, 

los cuales se dispusieron en placas de 12 pocillos (Costar), en un ratio de 6 explantes 

por pocillo (Fig. 15), donde se dejaron unos minutos sin medio de cultivo de 

explantes para favorecer su adherencia al plástico.   

Fig. 14. Obtención de una porción de la aleta anal. 
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Posteriormente se añadieron a cada pocillo, gota a gota, para evitar que los explantes 

se despegasen, 200 µL de medio de cultivo, con DMEM o con RPMI-1640 y los 

componentes indicados en la Tabla I. Los cultivos se incubaron durante 3 días a 18°C, 

en atmósfera de aire, tras los cuales se añadió a cada pocillo 1 mL de medio de 

cultivo de explantes y se prosiguió la incubación. 

Solución stock Concentración final 

Suero Fetal Bovino (FCS) 30% (v/v) 

L-Glutamina 200 mM 2 mM 

Piruvato sódico 100 mM 2,5 mM 

2-Mercaptoetanol 50 mM 50 µM 

Solución de nucleósidos 

(A,C,G,U) 
0,1% p/v 

Gentamicina 10 mg/mL 50 µg/mL 

Anfotericina B 250 µg/mL 2 µg/mL 

HEPES 1M 25 mM 

DMEM o RPMI-160 Hasta 100 mL 

Tabla I. Medio de cultivo utilizado para iniciar cultivos primarios a partir de 

explantes de aleta de trucha arcoíris, usando DMEM o RPMI-1640. 

A los tres días, y a partir de muestras de 15 animales donantes, se hizo un recuento 

de los explantes que estaban rodeados por células adherentes y se expresó como el 

porcentaje total de explantes sembrados de un determinado pez, para calcular la 

eficiencia del método para obtener los cultivos primarios (Mauger et al. 2006). 

2.3. Subcultivo de células de aleta 

Una vez obtenida una monocapa confluente, los cultivos primarios fueron disociados 

con una solución de tripsina-EDTA al 0,05-0,02% (Biochrom), tras lo cual se añadió 

medio de cultivo para inactivar la tripsina y se juntaron las células y los restos de los 

Fig. 15. Explantes de aleta adheridos a la placa 

de cultivo durante el proceso de 

establecimiento de cultivos primarios. 
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explantes de 4 pocillos procedentes de un mismo pez en un frasco de cultivo T12 con 

2 mL de medio. 

Una vez alcanzada la confluencia del primer pase, se procedió a disociar las 

monocapas de igual manera a la indicada anteriormente y las células fueron lavadas 

con PBS por centrifugación a 300 g durante 10 minutos a 4°C. A partir del tercer pase 

se determinó la viabilidad mediante el método de exclusión de azul tripán y se 

sembraron 5x105 células viables en frascos de cultivo T25 con 5 mL de medio. 

A partir del tercer pase, para el mantenimiento de las líneas celulares obtenidas se 

utilizó un medio de cultivo celular modificado, con DMEM y los mismos 

componentes indicados en la Tabla I, pero variando la concentración de FCS y 

suplementando el medio con factor de crecimiento epidérmico (EGF, ref. 354001 BD 

Biosciences). Se ensayaron tres porcentajes de FCS (10%, 15% y 20%). Tras seleccionar 

el porcentaje más idóneo de este (20%), se testaron las concentraciones de EGF 

indicadas en la Tabla II, manteniendo las mismas condiciones de cultivo (18°C y 

atmósfera de aire). 

EGF (ng/mL) 

10 

50 

75 

100 

Tabla II. Concentraciones ensayadas de factor de 

crecimiento epidérmico con medio DMEM 

suplementado con un 20% de FCS. 

Las diferentes líneas obtenidas, procedente cada una de ellas de una trucha, se 

identificaron individualmente con código alfanumérico. 

2.4. Criopreservación  

Para determinar la capacidad de las células de aleta para ser criopreservadas se 

utilizaron cultivos en la fase exponencial de crecimiento, recogiendo las células por 

tripsinización, como se ha indicado anteriormente. Se determinó su viabilidad y se 

resuspendieron a una concentración de 106 células/mL en un medio de congelación 

frío compuesto por FCS y 10% de DMSO (Sigma). Después de mezclar muy 

suavemente, se hicieron alícuotas de la suspensión celular de 1,5 mL que fueron 

dispensadas en viales de plástico estériles de 1,8 mL (Corning). Las ampollas se 

colocaron en una caja de poliestireno y se almacenaron a -80°C durante una noche y a 

las 24 horas fueron transferidas al tanque de nitrógeno líquido a -196°C. Los 
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crioviales se retiraron del nitrógeno a los 3 meses de almacenamiento, y se 

descongelaron rápidamente bajo un chorro de agua corriente.  

La viabilidad de las células tras la descongelación se determinó mediante el ensayo 

de exclusión de azul tripán y el contenido de la ampolla fue inmediatamente 

transferido a un frasco de cultivo T12 con medio de cultivo e incubado en las 

condiciones antes indicadas.  

2.5. Curva de crecimiento 

Para estudiar la dinámica de crecimiento, las células se sembraron en placas de 12 

pocillos, a una densidad de 75.000 cél/pocillo con 1 mL de medio de cultivo y se 

incubaron 24 horas a 18°C en atmósfera de aire para permitir su adherencia a la 

placa. Tras ello, se recogieron cada 24 horas mediante tripsinización y se juntaron las 

células de 3 pocillos para contar las células viables mediante la tinción de exclusión 

con azul tripán. 

2.6. Caracterización de las líneas celulares  

Inmunocitoquímica. Para la caracterización inmunocitoquímica se utilizaron 

anticuerpos primarios contra marcadores específicos de características epiteliales y 

conjuntivas, mediante la técnica de la inmunoperoxidasa, utilizando 

diaminobencidina (DAB) para visualizar el marcaje y ensayando diversas diluciones 

y condiciones de incubación de los anticuerpos para optimizar los resultados. El 

método de fijación de las células, los anticuerpos utilizados y las condiciones finales 

utilizadas se muestran en la Tabla III. 

Fijación Anticuerpo 1º 

Dilución y 

condiciones de 

incubación 

Anticuerpo 2º 

Dilución y 

condiciones de 

incubación 

Acetona fría 

10 min a -20°C 

Secado al aire 

Conejo anti-

panqueratina 

(ref. Z0622, 

Dako) 

1:500 

en PBS + 1%BSA 

1 hora Tª ambte 

Anti-Ig de conejo 

conjugado con 

peroxidasa 

1:40 

30 min en PBS 

0,16M 

Paraformaldehído  

al 4% 

10 min a Tª ambte. 

Ratón anti-

vimentina (ref. 

M7020, Dako) 

1:1000 

en PBS + 1%BSA 

1 hora Tª ambte 

Anti-Ig de ratón 

conjugado con 

peroxidasa 

1:200 

30 min en PBS 

0,16M 

Tabla III. Anticuerpos y condiciones utilizadas para la caracterización inmunocitoquímica de las 

líneas celulares. 
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Las células se sembraron en placa de 96 pocillos a una densidad de 25.000 células por 

pocillo y se dejaron incubar durante 24 horas antes de proceder a la realización de la 

técnica. 

Tras fijar las monocapas en las condiciones indicadas se lavaron los pocillos con PBS 

durante 5 minutos y las células se permeabilizaron con una solución de PBS + 0,5% 

TritonX-100 (Scharlau) durante 5 minutos. Acto seguido, las células se incubaron con 

el anticuerpo primario en las condiciones indicadas. A continuación, se retiró el 

medio de incubación y se lavaron los pocillos 3 veces con PBS durante 5 minutos, y 

se procedió a incubar con el anticuerpo secundario en las condiciones mostradas en 

la Tabla III. Finalmente, se retiró el medio y se lavaron las células 3 veces con PBS 

durante 5 minutos. La actividad peroxidasa se puso de manifiesto utilizando 3-3' 

diaminobencidina tetrahidroclorhídrica (Sigma) a una concentración de 0,5 mg ml-1 

en tampón Tris-HCl 0,05M, pH 7,6 con un 0,03% de peróxido de hidrógeno. 

Como controles positivos se utilizaron secciones en parafina de tegumento de trucha 

arcoíris. El desenmascaramiento antigénico se realizó conforme a las instrucciones 

del fabricante (Dako). Para ello, los cortes de tejido se sumergieron en un baño maría 

con tampón citrato 10 mmol/L a pH 6 durante 30 min a 80°C. Tras lo cual, la 

peroxidasa endógena fue inhibida durante 10 minutos, con una solución de peróxido 

de hidrógeno al 0,3% en metanol. En todos los casos se realizaron controles negativos 

omitiendo el anticuerpo primario.  

Histoenzimática. Para la caracterización histoenzimática se realizaron tinciones 

específicas para detectar las actividades enzimáticas fosfatasa ácida (ACPH) (Barka 

and Anderson, 1962), α-naftil acetato esterasa inespecífica (ANAE) (Pearse, 1972) y 

fosfatasa alcalina (AKPH) (Burstone, 1958). El método de fijación de las células, los 

sustratos enzimáticos utilizados y los tampones empleados se muestran en la Tabla 

IV. 

Las células se sembraron en portas con cámaras (Costar), a una densidad de 20.000 

células/cámara, y se dejaron incubar durante 4 días antes de proceder a la realización 

de la técnica. 

Tras fijar las monocapas con formol de Baker (formalina tamponada al 10% 

suplementada con 20% de cloruro cálcico), las células se incubaron con la solución de 

reacción durante una hora a temperatura ambiente. A continuación, se retiró esta 

solución y se lavaron las células con agua destilada 5 minutos. Se procedió 

posteriormente a contrastar los núcleos con hematoxilina durante 3 minutos y, 

finalmente, se lavaron las células con agua destilada durante 5 minutos, se retiraron 

las cámaras y se montaron los portas con glicerina. 
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Fijación Actividad enzimática Sustrato 
Condiciones de 

incubación 

Formol de Baker 

30 min 4°C 
ACPH 

Naftol As-BI fosfato 

0,5 mg/mL 
pH 5,0 

Formol de Baker 

30 min 4°C 
ANAE 

α-Naftil acetato 

0,25 mg/mL 

pH 6,5 

Formol de Baker 

30 min 4°C 
AKPH 

Naftol As-BI fosfato 

0,1 mg/mL 

pH 8,3 

Tabla IV. Condiciones utilizadas para la caracterización histoenzimática de las líneas celulares de O. 

mykiss. 

Como controles positivos de las reacciones histoquímicas se utilizaron secciones de 

criostato de bazo de rata, que fueron incubadas en los diferentes medios de reacción 

indicados en la Tabla IV, pero a 37°C, y cultivos en portas con cámaras de las líneas 

TSS y TPS-2, derivadas de estroma de bazo y pronefros de trucha arcoíris 

respectivamente (Carracedo, 2003), que se incubaron como se indica en dicha tabla. 

Los cortes de tejido fueron deshidratados en alcoholes, aclarados en xilol y montados 

con glicerina. Los cultivos de las líneas TSS y TPS-2 se procesaron de la forma 

indicada para los cultivos de aleta. En todos los casos se realizaron controles 

negativos omitiendo el sustrato correspondiente en la solución de reacción. 

Para la observación microscópica se utilizó con un microscopio Nikon Eclipse TE300 

equipado con una cámara digital Nikon Digital Sight. 

2.7. Extracción de RNA y síntesis de cDNA  

Para la extracción del RNA total se utilizó el método del Trizol (Invitrogen) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células fueron lisadas con Trizol, y tras 

incubar 5 minutos a temperatura ambiente se añadió cloroformo. Tras una breve 

incubación a temperatura ambiente, se recogió la fase acuosa en donde se encuentra 

el RNA. Este fue precipitado con isopropanol, y tras varios lavados con etanol, el 

pellet fue resuspendido en agua libre de RNAsas y almacenado a -80°C hasta su uso.  

El RNA obtenido se cuantificó utilizando un equipo NanoDrop ND-1000 y se 

determinó su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa con bromuro de 

etidio (Fig. 16). 
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Fig. 16. Ejemplo de electroforesis en gel de agarosa de muestras de 

RNA obtenidas de células de aleta de trucha arcoíris (carriles 2 y 3). 

En el carril 1 se cargó un marcador (M) de peso molecular (1Kb). El 

RNA aparece como un conjunto de bandas, con un rango de tamaño 

que se extiende desde 5 kilopares de bases a 600 pares de bases.  

Se realizó una retrotranscripción de los RNAs obtenidos previamente, obteniéndose 

el cDNA que sirvió como molde de la reacción. Para ello se utilizó la enzima 

retrotranscriptasa M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, 

Invitrogen).  

Se incubaron 5 μg de RNA total con 1μL de oligo (dT) 12-18 (0,5 mg/mL, Invitrogen) 

y una mezcla de desoxinucleótidos trifosfato (dNTP´s) 10 mM durante 10 min a 70°C. 

Después de la incubación, se añadieron 4 μL de tampón de RT 5X, 2 μL de ditiotreitol 

(DTT) 0,1 M y 1 μL de la RNaseOUT inhibidor de la ribonucleasa recombinante 

(Invitrogen) y se incubó durante 2 min a 37°C. A continuación, se añadió 1 μL de M-

MLV enzima transcriptasa inversa y la mezcla se incubó a 37°C durante 60 min. La 

reacción se detuvo por calentamiento a 70°C durante 15 minutos, y el cDNA 

resultante se almacenó a -20°C hasta su uso. En todos los casos, se utilizaron dos 

controles: un control negativo al que no se añadía RNA, para comprobar que no se 

formaban dímeros de cebadores, y un control retrotranscriptasa negativo, que 

contenía RNA pero no la enzima, para comprobar que no hubiera contaminación por 

DNA genómico. 

2.8. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

Para la detección de la expresión de genes de interés mediante la técnica de PCR se 

utilizaron los cebadores indicados en la Tabla V, empleando un termociclador Gene 

Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems), el kit Taq DNA Polimerasa 

(Invitrogen), conforme a las instrucciones del fabricante, y la mezcla general de 

reacción indicada en la Tabla VI. 
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Cebadores Secuencia Referencia 

Colágeno-Iα1 
F: CAGGGACCTGGTGGCCCCTT 

R: TCTCCTGAGCGGGCTGAGCA 
GeneBank AB052835.1 

Citoqueratina –IIE1 
F: AGGACATCGCCAACCGCAGC 

R: TTCCACCTCCAGTTCCACCTCCG 
GeneBank AJ272369 

Fibronectina II 
F: CTGAACATCAGATCAACCAGG 

R: GTTGTTCTGTATGCTGTCCAG 
Liu et al. 2003 

β-Defensina 
F: GGTTTTCCTATTGCTTAATGTTGTGG 

R: GACACACAGTTAAGTCATGG 
Casadei et al. 2009 

Cathelicidina-1 
F: CTGACCTGTCTACATTTGTTTG 

R: GCGATTTCCATCACTGTGATCTCT 
Chang et al. 2005 

IL-1β 
F: CTGAAGCCAGACCTGTAGCC 

R: GCAACCTCCTCTAGGTGCAG 
Cuesta y Tafalla, 2009 

TNFα 
F: AGCATGGAAGACCGTCAACGAT 

R: ACCCTCTAAATGGATGGCTGCTT 
Purcell et al. 2004 

IL-8 
F: GAATGTCAGCCAGCCTTGTC 

R: TCCAGACAAATCTCCTGACCG 
Lindenstrøm et al. 2004 

IFN-I 
F: AGTTCCTGTGTATCACCTGTCG 

R: GATGCTCAGTACATCTGTCCCA 
Castro et al. 2011 

Mx1-3 
F: TGAAGCCCAGGATGAAATGG 

R: TGGCAGGTCGATGAGTGTGA 

Ortega-Villaizán et al. 

2009 

EF-1α 
F: GATCCAGAAGGAGGTCACCA 

R: TTACGTTCGACCTTCCATCC 
Chaves-Pozo et al. 2010a 

Tabla V. Genes analizados y cebadores utilizados para los análisis de expresión génica en los cultivos 

de aletas de O. mykiss. 

Solución 
Concentración 

stock 
Volúmen 

Tampón 10x 2,5 µL 

Primer Fw 10 µM 1,25 µL 

Primer Rv 10 µM 1,25 µL 

dNTP’s 10 µM 0,75 µL 

MgCl2 50 mM 1 µL 

Taq polimerasa 5 U/ µL 0,15 µL 

cDNA  1,1 µL 

agua  Hasta 25 µL 

Tabla VI. Composición de la mezcla de reacción de PCR 

Las condiciones generales de la reacción fueron: desnaturalización inicial a 94°C 

durante 4 min, 40 ciclos de 94°C durante 1 min, 60°C 45 s y 72°C de extensión 

durante 1 min, seguidos de una extensión final de 72°C durante 10 min. Los 

productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% teñidos con bromuro 

de etidio bajo luz UV. 

Para la cuantificación relativa de la expresión de los genes de interés, respecto al gen 

del factor de elongación EF-1α usado como referencia, se empleó la técnica de PCR 
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cuantitativa utilizando el kit Power SYBR Green PCR Master Mix (Invitrogen). La 

formulación general de la mezcla de reacción contenía 10 µL de 2x Master Mix Sybr 

Green, 0,4 µL de cada primer, 2 µL de cDNA y agua hasta un volumen de 20 µL. Las 

reacciones se llevaron a cabo en un termociclador StepOne Plus (Applied 

Biosystems) y las condiciones generales fueron un ciclo de desnaturalización de 10 

min, 95°C, 40 ciclos de amplificación a 95°C, 15 s y una curva de disociación final. 

2.9. Ensayos de transfección 

Para los ensayos de transfección se utilizó el plásmido pMCV1.4-GFP (Falco et al. 

2009) cedido por la Dra. Amparo Estepa del Laboratorio de Virología de Peces del 

Instituto de Biología Molecular y Celular de la Universidad Miguel Hernández de 

Elche, en los que la expresión de la proteína verde fluorescente (GFP) se encuentra 

bajo una versión (MCV1.4) del promotor inmediato temprano del citomegalovirus 

humano (CMV) que incluye un intron sintético de la cadena de la inmunoglobulina-

globina humana (Ruiz et al. 2008). 

Se ensayaron diversos sistemas para transfectar las células cultivadas de aleta, que se 

indican en la Tabla VII. 

Método 
Ratio L reactivo / g 

plásmido 
Condiciones 

Lipofectamina LTX + Plus 

(ref. 15338-100, Invitrogen) 

2,5:1 

1:1 

Incubar 15 min 

Incubar 30 min 

Fugene HD 

(ref. E2313,Promega) 
2,5:1 Incubar 15 min 

XtremeGENE HP 

(ref. 06365752001, Roche) 
2,5:1 Incubar 30 min 

Tabla VII. Métodos de transfección y condiciones ensayadas en las líneas celulares de aleta de O. 

mykiss. 

Los ensayos se realizaron directamente en pocillos de placas de 96 o de 24 pocillos 

conteniendo monocapas subconfluentes (70 – 80%). Previamente se retiró el medio de 

cultivo de los pocillos y se añadió medio de cultivo sin antibióticos. Las mezclas de 

plásmidos con reactivos de transfección se realizaron en tubos Eppendorf en medio 

Opti-MEM (Invitrogen) y tras los correspondientes tiempos de preincubación, fueron 

añadidos a las células gota a gota y se dejaron incubar 24 horas en las condiciones de 
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cultivo habituales. Tras esta primera incubación, se cambió el medio de cultivo a las 

células y se añadió el medio de cultivo rutinario (20% FCS). 

Tras la transfección, las células fueron cultivadas a 18°C y observadas diariamente 

utilizando un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U, provisto con un 

sistema de epifluorescencia y una cámara digital (Nikon DS-1QM). 

2.10. Análisis estadístico 

El tratamiento estadístico de los resultados obtenidos, expresados como media y 

desviación estándar, se realizó mediante el test estadístico t de Student. El nivel de 

significación utilizado fue para p< 0,05. 

3. Resultados 

3.1. Establecimiento de cultivos celulares de aleta 

A partir de la técnica de los explantes de tejido cultivados in vitro fue posible la 

obtención de numerosos cultivos primarios de aleta de trucha arcoíris. En todos los 

cultivos primarios obtenidos se observó que compartían un patrón de crecimiento 

muy similar. A partir de las 24 horas, se observaron células que migraban a partir de 

los bordes de los explantes, formando monocapas incipientes. Acompañando a estas 

células en migración se observaba una cantidad variable de mucosidad, que se 

mantuvo mientras el explante estuvo presente (Fig. 17).  

 

Dichas células tenían una morfología redondeada y compacta, aunque también se 

observó en el explante la presencia de abundantes células con numerosas 

proyecciones citoplasmáticas, que contenían un material pigmentario de color pardo 

negruzco y que fueron identificadas como melanóforos (Fig. 18a). Estas células 

también migraron, extendiendo sus proyecciones del citoplasma hacia la placa de 

cultivo, aunque una vez formadas las monocapas este tipo celular se fue perdiendo 

con los pases (Fig. 18b).  

Fig. 17. Crecimiento celular a partir del explante 

de aleta. Se observa la presencia de mucus 

sobre las células en migración que enturbia la 

observación de la zona de crecimiento (100x). 
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Fig. 18. a: Presencia de células pigmentarias en la zona de crecimiento alrededor del explante (100x). 

b: Melanóforos emitiendo largas prolongaciones desde el explante hacia la zona de crecimiento 

(100x). 

Respecto a la utilización de medio DMEM o RPMI para iniciar los cultivos primarios 

a partir de explantes, los iniciados con medio RPMI-1640 o bien se despegaron a las 

pocas horas de cultivo o apenas dieron lugar a migración de células y formación 

inicial de monocapas. Por el contrario, los explantes incubados con medio DMEM 

mostraron mayor adherencia y dieron lugar a monocapas, por lo que se eligió este 

medio base para el establecimiento de cultivos primarios. 

A los tres días de cultivo, se observaban alrededor de algunos explantes varias zonas 

de monocapas, momento en el que se determinó la eficiencia del método para 

establecer cultivos primarios. En la mayoría de los casos, la eficiencia fue superior al 

50% (Fig. 19).  

A partir del momento en que aparecían las monocapas se pudo observar la 

coexistencia de dos morfologías claramente diferenciadas (Fig. 20). Por una parte, 

células epitelioides, dispuestas de forma compacta en la monocapa, con forma 

poligonal y cuyos núcleos eran generalmente redondeados y posicionados en la parte 

central (Fig. 21). Bordeando los acúmulos de células epitelioides se distinguían haces 

de células fibroblásticas, fusiformes y con núcleos alargados. 

La confluencia se alcanzó después de 2 semanas, procediéndose entonces a realizar el 

primer subcultivo con éxito. 
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Fig. 19. Eficiencia del método para la obtención de monocapas incipientes a partir de 

explantes de aleta anal de O. mykiss. Cada número representa un animal donante (15) 

y las barras el porcentaje de explantes que dio lugar a monocapas respecto al total de 

explantes sembrados. 

 

Fig. 20. Imagen de un cultivo primario de explante de aleta de 5 días 

en el que se observa la presencia de células epitelioides y 

fibroblásticas en la monocapa que se extiende desde el explante 

(100x). 
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a b

 
Fig. 21. Cultivos primarios de 7 días formados a partir de explantes de aletas. a: Detalle de una 

monocapa formada por células epitelioides (100x). b: Detalle de una monocapa de células 

fibroblásticas (200x).  

3.2. Evolución de las líneas celulares 

Después de varios pases, algunas de las distintas líneas primarias fueron perdiendo 

la morfología mixta que las caracterizaba al inicio y, en la mayoría de ellas, las células 

con morfología fibroblástica se fueron haciendo predominantes (Fig. 22).  

 
Fig. 22. Morfología de dos líneas celulares procedentes de cultivos primarios de aleta, en las que 

se observan distintas proporciones de células fibroblásticas. a: Línea J55 en pase 4 en la que se 

observa una igual proporción de células fibroblásticas y epitelioides (200x). b: Línea celular J86 en 

pase 42 en la que se observa la proporción mayoritaria de células fibroblásticas, así como 

numerosas mitosis indicadoras de actividad celular y crecimiento de la población (100x). Detalle: 

célula en estado de división celular, fase correspondiente a la anafase de la mitosis (150x).  

 

En los primeros pases, el tiempo requerido por cada línea para alcanzar la 

confluencia y, por tanto, realizarse un nuevo pase, varió entre las distintas líneas y, 

en ocasiones, para una misma línea. Así, tras el primer pase, se necesitaron entre 22 y 

35 días para realizar el segundo y, generalmente, entre 15 y 20 días para los 

siguientes (Fig. 23). 

Todos los cultivos celulares consiguieron alcanzar el pase 3. En este pase se realizó 

un cambio en la composición del medio de cultivo, ensayándose diferentes 
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concentraciones de FCS en las líneas J86, J81 y J79. Las líneas tuvieron un crecimiento 

lento cuando fueron incubadas con medio suplementado con 10% de FCS. Con 

medio al 20% de FCS se observó un crecimiento más rápido y se alcanzó un mayor 

recuento celular (Fig. 24). Cuando fueron incubadas en medio con 15% de FCS se 

observó un crecimiento rápido inicial, seguido de una disminución del ritmo de 

crecimiento, con un recuento celular semejante al obtenido con un 10% de suero (Fig. 

24). 

 
Fig. 23. Dinámica de crecimiento de diferentes líneas celulares establecidas a partir de explantes de 

aleta durante los primeros 6 meses tras el primer subcultivo, mantenidas con medio DMEM con un 

20% FCS. 

Con respecto a la utilización de EGF para favorecer el crecimiento de los cultivos, los 

incubados con medio suplementado con 50, 75 o 100 ng/mL presentaron una mejor 

morfología y adherencia sin diferencias apreciables entre las concentraciones, por lo 

que se eligió la concentración mínima (50 ng/mL) para suplementar el medio de 

mantenimiento. 

Tras varios subcultivos, numerosas líneas celulares degeneraron, mostrando sus 

células aspecto senescente con numerosas vesículas en el citoplasma (Fig. 25).  

Entre las líneas celulares que se mantuvieron más allá del quinto pase, destacaron 

por su ritmo de crecimiento las denominadas J54, J79, J81 y J86. Se eligió ésta última 

como modelo principal para los estudios posteriores. 
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Fig. 24. Curva de crecimiento de las líneas J86, J81, J79 obtenidas de explantes de aleta en el pase 

3 hasta 168 horas e incubadas con medio suplementado con diferentes porcentajes de FCS. Cada 

punto representa la media de 3 recuentos ± el error estándar. 

 

 
Fig. 25. a: Imagen de un cultivo de la línea J46 en pase 8 de 5 días en el que se observan numerosas 

células de aspecto senescente (100x). b: Detalle una célula en senescencia, con las características 

vacuolas citoplasmáticas y aumento de tamaño celular (200x). 

3.3. Curva de crecimiento de la línea J86 

En los estudios de crecimiento se observó que a las 24 horas tras la siembra, el 

número de células de la línea J86 disminuyó en torno a un 50% respecto al número 

de células sembradas (7x104 cél/pocillo). A partir de las 48 horas se observó un 

crecimiento progresivo y al máximo tiempo de observación (7 días) el número de 

células recuperaba los valores iniciales (Fig. 26). 
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Fig. 26. Curva de crecimiento de la línea J86 en el pase 26 hasta 168 horas tras las siembra 

en medio DMEM con 20% de FCS, obtenida a partir de tres experimentos independientes. 

Cada punto representa la media ± el error estándar. 

3.4. Viabilidad tras la criopreservación 

Para la evaluación de la viabilidad tras la congelación se utilizaron las líneas J55, J51, 

J57 y J86 en pases tempranos (pases entre el cuarto y décimo). Tras la descongelación, 

el porcentaje de viabilidad de las distintas líneas celulares había disminuido con 

respecto a la viabilidad de las células antes de la congelación en todas las líneas, pero 

encontrándose diferencias significativas entre la pre- y la poscongelación para las 

líneas J55, J57 y J51 (Fig. 27). 

Viabilidad tras la criopreservación

 
Fig. 27. Porcentaje de viabilidad de las diferentes líneas celulares tras su 

criopreservación durante un periodo de 3 meses en nitrógeno líquido, medida 

mediante el colorante vital azul tripán. Las barras rojas representan la media 

de la descongelación de tres viales ± la desviación estándar. Se indican las 

diferencias significativas respecto a los controles (* = p<0,05 )   
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Tras la descongelación no se observaron alteraciones en la morfología de las células, 

que mantenían el aspecto previo a la congelación, reiniciando de nuevo el cultivo. 

3.5. Caracterización de la línea J86 

Para la caracterización fenotípica de las distintas estirpes celulares presentes en la 

línea celular J86 se realizaron estudios inmunocitoquímicos para detectar 

citoqueratinas (anti-panqueratina) y vimentina, y reacciones histoenzimáticas para 

detectar las actividades fosfatasa alcalina, fosfatasa ácida y α-naftil acetato esterasa 

inespecífica. Sin embargo, mediante dichas técnicas no se logró detectar 

inmunomarcaje para ninguno de estos marcadores ni actividad enzimática en la línea 

J86, aunque sí se observó inmunomarcaje y reacciones positivas en las secciones 

histológicas y cultivos de las líneas TSS y TPS-2 utilizadas como controles positivos 

de la técnica (Fig. 28). En los controles negativos para esas técnicas no se observó 

inmunomarcaje o reacción histoquímica. 

 
Fig. 28. Imágenes de la detección de los inmunomarcadores y de las actividades enzimáticas en los 

tejidos y en la línea celular TPS-2 utilizados como controles positivos para las distintas técnicas de 

fenotipado de la línea J86. a. Sección de tegumento de trucha arcoíris con inmunomarcaje positivo 

frente a vimentina (100x). b. Sección de tegumento de trucha arcoíris con inmunomarcaje positivo 

frente a panqueratina (100x). c. Sección de bazo de rata con actividad ANAE positiva (200x). d. 

Demostración de actividad fosfatasa ácida en la línea celular TPS-2 (400x). 
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El análisis de la expresión génica por PCR demostró que la línea celular J86 

expresaba el gen del colágeno-Iα1, pero no el de citoqueratina-IIE2 (Fig. 29). En el 

estudio se incluyeron también otras dos líneas para comparar los resultados. La línea 

J93 mostró un perfil igual a de la línea J86, mientras que la línea J89 expresaba ambos 

genes, de forma similar a lo encontrado para la piel de aleta, usada como control 

positivo. 

3.6. Expresión basal de genes reguladores de la respuesta inmunitaria 

El estudio mediante RT-PCR semicuantitativa de la expresión génica de las líneas 

celulares J51, J86, J89 y J93 derivadas de explante de aleta, demostró que expresan de 

forma basal (sin estimulación específica) algunos genes relacionados con la respuesta 

inmunitaria, como péptidos antimicrobianos (β-defensina y catelicidina-1), la 

proteína antiviral Mx, la citoquina proinflamatoria IL-1β o la quimioquina IL-8 (Fig. 

30). 

Así mismo, se utilizaron dichas líneas celulares para realizar este estudio mediante 

RT-PCR cuantitativa (qPCR), lo que demostró que dichas líneas expresaban de forma 

basal un conjunto de genes relacionados con la respuesta inmunitaria (Fig. 31). 

 

 

 

Fig. 29. Expresión génica de 

Citoqueratina-IIE2 y de Colágeno-Iα1 

en el pase 3 de distintas líneas 

celulares de aleta (J86, J89, J93). Los 

carriles C- y RT- corresponden a los 

controles usados en la 

retrotranscripción y en la PCR. Para 

comparar la expresión se utilizó piel 

de aleta (Aleta). Los carriles M 

contienen los marcadores de tamaño. 
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Fig. 30. Expresión de genes relacionados con la respuesta inmunitaria en el pase 3 de distintas líneas 

celulares obtenidas de aleta (J86, J89, J93).). Los carriles C- y RT- corresponden a los controles usados 

en la retrotranscripción y en la PCR. Para comparar la expresión se utilizó piel de aleta y la línea de 

estroma de pronefros TPS-2 (Carracedo, 2003). Los carriles M contienen los marcadores de tamaño. 

 

Fig. 31. Niveles de expresión basal de genes relacionados con la respuesta inmunitaria, incluyendo el 

gen normalizador EF-1α, en diferentes líneas derivadas de aleta en pases tempranos (pase 3). Las 

columnas representan la media de los valores Ct (n=3) más el error estándar. 
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Entre los genes estudiados destaca la expresión más alta (Ct menor) del gen de la 

quimioquina IL-8 en las cuatro líneas celulares utilizadas. La expresión basal de este 

gen fue hasta un orden de magnitud superior a la expresión de IL-1β, el siguiente 

gen con mayor expresión basal, en la línea J51.  

En cuanto a los genes relacionados con la respuesta proinflamatoria, IL-1β y TNFα, 

destacó la alta expresión del gen de la IL-1β, también con altos niveles de expresión 

en las cuatro líneas. En el caso de las líneas J89 y J93, superaba en aproximadamente 

un orden de magnitud los niveles de TNFα. La expresión basal de TNFα fue débil, 

excepto en la línea J51, donde la expresión era equiparable a la de los mediadores 

antivirales. 

Los genes relacionados con la respuesta antiviral, INF-I y el de la proteína inducible 

por interferón Mx, presentaron niveles de expresión basal moderados, siendo los 

niveles de expresión de Mx superiores al primero en las cuatro líneas celulares 

estudiadas.  

La expresión de los genes de los péptidos antimicrobianos β-Defensina y 

Catelicidina-1 fue muy débil de manera generalizada, a excepción de la expresión de 

β-Defensina en la línea J86, que fue hasta 100 veces superior a la de Catelicidina-1. 

3.7. Ensayos de transfección y expresión de GFP 

Para comprobar la capacidad de la línea J86 para ser manipulada genéticamente se 

puso a punto un ensayo de transfección en estas células. 

Utilizando reactivos químicos catiónicos (Fugene HD y XtremeGENE HP) no se 

observó la expresión del marcador GFP mediante microscopía de fluorescencia. Por 

el contrario, cuando se utilizó el reactivo lipídico Lipofectamina LTX se logró 

transfectar las células J86 con el plásmido pMCV1.4-GFP. Así, se observaron en torno 

a 5-10 células por pocillo que expresaban GFP. La fluorescencia era muy débil a las 24 

horas postransfección (Fig. 32, panel superior), incrementándose hasta los 5 días (Fig. 

32, panel inferior). 
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Fig. 32. Análisis de la expresión de la proteína GFP en células de la línea J86 transfectadas con 

pMCV1.4-GFP y Lipofectamina a las 24 horas (panel superior, 200x) y a los 5 días postransfección 

(100x). a- d: Imágenes de fluorescencia; b- e: Imagen de contraste de fases; c- f: Superposición de 

ambas imágenes. 

4. Discusión 

En el presente trabajo se describe el método de obtención de líneas celulares a partir 

de cultivos de explantes de aleta anal de O. mykiss, así como la caracterización de la 

expresión génica basal de algunas de estas líneas (J51, J86, J89 y J93). También se 

describe la caracterización fenotípica y de crecimiento de la línea celular J86 obtenida 

por este método, la capacidad para mantenerla mediante criopreservación y su uso 

para la puesta a punto de ensayos de transfección. Dicha línea celular ha sido 

subcultivada más de 70 veces y se ha mantenido viable hasta la fecha, por un período 

de más 48 meses. 

El protocolo utilizado para el establecimiento de los cultivos primarios a través de 

explantes permite tomar las porciones de aleta sin causar daño físico al pez y 

mantener al mismo tiempo los peces donantes vivos. La técnica también permite la 

regeneración completa del tejido en un periodo breve de tiempo, proceso que ha sido 

descrito en peces teleósteos después de la escisión de la aleta (Akimenko et al. 2003). 

En nuestro estudio, elegimos la aleta anal como fuente de obtención de explantes, ya 

que la manipulación de otras aletas, como la caudal, podría alterar la mecánica 

natatoria del pez. Por lo tanto, este método cumple con las directivas europeas de 

protección de los animales utilizados para fines científicos (Directiva 2010/63/UE), 
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produciendo un daño mínimo, de corta duración y reversible, y cumple también con 

el objetivo de las “3R”, ya que permitiría reducir y sustituir a los animales utilizados 

en los experimentos al utilizarse este método alternativo. Además, el desarrollo y la 

validación de métodos de ensayos in vitro son parte fundamental de la política de las 

3Rs (reducción, refinamiento y reemplazamiento) para optimizar o reemplazar el uso 

de animales, según establece la legislación española (Real Decreto 53/2013, de 1 de 

febrero) y comunitaria para la protección y uso de animales para la experimentación. 

El método de obtención de células de aleta a partir de explantes ha también sido 

utilizado para obtener células somáticas con las que realizar ensayos de transferencia 

nuclear (Bubenshchikova et al. 2013) y para obtener material genético para biobancos 

de genomas de peces (Wang et al. 2003; Zhang et al. 1998), así como para obtener 

líneas celulares utilizadas en ensayos de patogénesis (Ku et al. 2010; Vo et al. 2013) y 

toxicológicos (Yadav et al. 2011). 

En cuanto al medio para iniciar los cultivos primarios de aleta, DMEM fue más 

adecuado que RPMI-1640. Aunque este último se ha utilizado con éxito para obtener 

y mantener líneas celulares de diversos órganos de trucha arcoíris, como TPS (Diago 

1996), TPS-2 (Carracedo, 2003), el medio RPMI-1640 fue desarrollado para el cultivo 

de leucocitos de mamíferos (Mishell and Dutton, 1967), mientras que el medio 

DMEM fue desarrollado para el cultivo de fibroblastos de ratón para estudios de 

transformación y propagación de virus (Freshney, 2000). Aunque se han descrito 

resultados contradictorios del efecto de ambos medios en la progresión de cultivos 

de diferentes tipos celulares, el medio RPMI-1640 parece inducir la diferenciación de 

las células epiteliales (Polak-Charcon et al. 1989), mientras que el DMEM lo hace para 

las células de origen mesenquimático (Wu et al. 2009). Así mismo, el medio DMEM 

utilizado contiene el doble de concentración de calcio que el medio RPMI-1640, lo 

que se ha descrito que favorece la proliferación de células mesenquimáticas (Maeno 

et al. 2005). 

De esa forma, el uso de RPMI-1640 podría inducir la diferenciación del componente 

epitelial de nuestros cultivos y, por tanto, la detención del crecimiento, mientras que 

el medio DMEM favorecía el crecimiento del componente mesenquimático, ya que 

dichas células son capaces de recuperar su actividad proliferativa a partir de un 

estado más diferenciado (Lopez-Cazaux et al. 2006).  

La eficiencia de nuestro método para establecer cultivos primarios de aleta se 

determinó como el porcentaje de explantes adherentes que dieron lugar a 

crecimientos celulares frente al total de explantes. Este método de evaluación ha sido 

utilizado con anterioridad en el establecimiento de cultivos primarios de aleta caudal 

de carpín dorado (Mauger et al. 2006) y nuestros resultados, con una media del 50% 
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son mejores que los obtenidos en dicho estudio, en el que se obtuvo una eficiencia del 

27%. Sin embargo, dicha eficiencia no se correlacionó con el posterior progreso de las 

líneas celulares finalmente obtenidas, como se pudo observar al estudiar la 

pervivencia y dinámica de crecimiento de las líneas celulares obtenidas de los 

explantes (ver Fig. 23). 

Las células de aleta se conservaron adecuadamente en congelación y, aunque se 

produjo una disminución en el recuento de células viables, la viabilidad tras la 

descongelación fue lo suficientemente alta como para que los cultivos se reactivaran 

y reiniciaran de nuevo el crecimiento. Nuestros resultados concuerdan con las 

observaciones realizadas tras la criopreservación de cultivos celulares establecidos a 

partir de explantes de aleta caudal de pez gato americano (I. punctatus), cuya 

viabilidad tras ser mantenidos en nitrógeno líquido durante tres meses fue estimada 

entre el 70 y 100% (Zhang et al. 1998). 

Los cultivos primarios de explantes de aleta mostraron inicialmente una población 

mixta de células epitelioides y fibroblásticas, de forma similar a como se ha descrito 

anteriormente en cultivos de aleta caudal obtenidos de otras especies de teleósteos, 

tales como I. punctatus (Zhang et al. 1998) o C. auratus, en los que se ha observado 

una presencia simultánea de ambas poblaciones y los cambios transitorios de un tipo 

de célula a la otra (Mauger et al. 2009). Sin embargo, después de varios subcultivos, 

en nuestros cultivos se observó el predominio creciente de células con morfología 

fibroblástica. Un proceso similar se ha descrito previamente en cultivos de células de 

aleta en especies como el Medai (Pagrus major) (Ku et al. 2010), la dorada (S. aurata) 

(Bejar et al. 1997) o el Mahseer dorado (Tor putitora) (Prassana et al. 2000), en los 

cuales este tipo de morfología se vuelve predominante con los sucesivos pases. 

Sin embargo, el aspecto fibroblástico de las células J86 no se pudo correlacionar con 

la expresión fenotípica de marcadores proteicos característicos de este tipo celular, 

como vimentina. Este resultado concuerda con las observaciones realizadas en 

cultivos primarios de tegumento (Flaño, 1995), cuya población celular con morfología 

fibroblástica no mostraba reactividad al inmunomarcaje de colágeno ni de queratinas 

usando anticuerpos contra estos marcadores de mamífero. Estas mismas 

observaciones fueron realizadas para la línea celular TPS, originada a partir de 

estroma de pronefros de trucha arcoíris, en la cual no se lograron detectar queratinas, 

colágeno y vimentina mediante el uso de anticuerpos generados frente a esos 

marcadores de mamífero (Diago, 1996). 

No obstante, mediante la técnica de PCR, sí se logró detectar la expresión basal de 

colágeno-Iα y queratina-IIE en diferentes líneas originadas a partir de los explantes de 

aleta (J86, J89, J93) en pases tempranos. La línea J86, que hemos utilizado como 
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modelo principal en los estudios subsiguientes, expresaba el gen del colágeno tipo Iα, 

que es un marcador de células mesenquimáticas (Alt et al. 2011), pero no expresaba 

el marcador de células epiteliales citoqueratina-IIE (Porter and Pappas, 1959). Todo 

ello sugiere que el origen de estas células podría ser fibroblástico, pero que cuando se 

cultivan in vitro se produce una deficiencia en la ruta de síntesis del colágeno, 

perdiéndose así su perfil inmunocitoquímico para este marcador (Diago, 1996). 

El estudio del perfil génico de las diferentes líneas estudiadas (J51, J86, J89, J93), 

mediante la técnica de PCR convencional, demostró que dichas líneas en pases 

tempranos expresaban de forma basal, es decir, sin estimulación previa, diferentes 

genes relacionados con la respuesta inmunitaria innata. La optimización de la técnica 

de PCR a tiempo real permitió confirmar y cuantificar dicha expresión. Así, de 

manera general, estas líneas presentaban altos niveles de expresión basal de IL-8, que 

también ha sido descrita en piel (Montero et al. 2011a) y en órganos linfoides (Tafalla 

et al. 2005) de trucha arcoíris. Esta quimioquina se considera importante en la 

inmunidad mucosa y sistémica en relación con el reclutamiento de leucocitos 

(Baggiolini and Clark-lcwisb, 1992; Montero et al. 2008a; Mukaida et al. 1998).  

Las líneas celulares de aleta que se obtuvieron también expresaban genes 

relacionados con la respuesta antiviral, como IFN-I (Zou and Secombes, 2011) o la 

proteína inducible por interferón Mx (Wu et al. 2010). Igualmente, mostraron niveles 

basales de expresión de los genes de los péptidos antimicrobianos β-defensina y 

catelicidina-1, cuya expresión constitutiva ha sido descrita en la piel de O. mykiss, 

habiéndoles atribuido un papel importante en la inmunidad antibacteriana en las 

mucosas (Chang et al. 2006). En este sentido, también se ha indicado que tienen una 

posible función en la defensa antiviral mediada por la vía del interferón, como se ha 

observado en la línea celular EPC transfectada para expresar una proteína similar a 

β-defensina-1 de O. mykiss, en la que se vio una inhibición de la infección con VHSV, 

que se correlacionaba con un aumento en la expresión de Mx y la producción de 

sobrenadantes con efecto protector frente a la infección  (Falco et al. 2008). 

La capacidad de las células de la aleta para su manipulación con genes exógenos se 

demostró mediante ensayos de transfección en la línea J86. Utilizando como 

marcador de transgénesis la expresión de la proteína GFP bajo el control del 

promotor CMV, estas células solo se transfectaron utilizando el reactivo 

Lipofectamina LTX. Nuestras observaciones difieren de las realizadas en la línea 

celular EPC, en la que la mayor expresión de β-galactosidasa se obtuvo con Fugene 

(Lopez et al. 2001; Rocha et al. 2005) y en la línea celular Z3, derivada de embrión de 

pez cebra, en la que la mayor eficiencia de transfección se obtuvo con XtremeGENE 

HP (Sandbichler et al. 2013).  
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Esas diferencias podrían ser debidas a que dichos reactivos de transfección, que no 

están formados por liposomas, fueron desarrollados para su uso en células de 

mamífero, que crecen a 37°C, una temperatura más próxima a los 28°C utilizados 

para mantener las líneas celulares EPC y Z3 de ciprínido, mientras que la línea 

celular J86 se mantiene a 18°C y esta diferencia de 10 grados de temperatura podría 

ser suficiente para afectar a la eficiencia de dichos reactivos. Una explicación para 

ello podría fundamentarse en el contenido en lípidos saturados de la membrana 

plasmática, que es más alto en los peces que en los homeotermos. La mayor cantidad 

de ese tipo de lípidos da mayor rigidez a la membrana, que además aumenta con la 

disminución de la temperatura (Hazel, 1979; Roy et al. 1997),  formando así una 

barrera a la penetración de DNA mediante estos agentes de transfección (Lopez et al. 

2001). En cambio, agentes formados por liposomas, como la Lipofectamina LTX, son 

menos afectados por cambios en la rigidez de la membrana y así pueden ser más 

eficientes para transfectar líneas celulares de teleósteos de aguas frías.  

Respecto al uso del promotor CMV para inducir la expresión de GFP, nuestros 

resultados concuerdan con las observaciones realizadas en la línea celular CTE 

derivada del timo de catla (Catla catla), una especie de ciprínido, en la que también se 

ha descrito una eficiencia de transfección del 30-35% (Chaudhary et al. 2013) y en la 

línea celular fibroblástica RSBF-2, derivada de aleta dorsal de Medai (P. major) en la 

cual se observaron células fluorescentes a partir de las 30 horas (Ku et al. 2010), más 

tardíamente que en nuestra línea celular. 

A manera de conclusión de ese capítulo, aunque algunas de las líneas celulares de 

aleta no progresaron más allá del tercer o cuarto pase, nuestros resultados permiten 

asegurar que el método de producción de cultivos de aleta a partir de explantes y su 

amplificación por subcultivos, aún en número limitado, constituye una metodología 

útil para la obtención de líneas celulares de piel de aleta de O. mykiss. Estas células 

pueden mantenerse a largo plazo por criopreservación y poseen características 

genotípicas de interés para su utilización como modelo in vitro para el estudio de la 

respuesta inmunitaria de la piel frente a infecciones bacterianas o víricas. Además, 

pueden ser utilizadas para la expresión de genes exógenos de interés, bajo el 

promotor heterólogo MCV1.4, cuando son transfectadas en presencia del reactivo 

Lipofectamina. 
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Capítulo II: Uso de la línea de aleta J86 para el estudio in vitro de 

infecciones con virus de peces 

1. Introducción 

Los virus son patógenos intracelulares que requieren de la maquinaria de las células 

del hospedador para su replicación y así poder completar su ciclo. Son numerosas las 

enfermedades víricas descritas en peces teleósteos (Crane and Hyatt 2011), así como 

los estudios para caracterizar la respuesta inmunitaria del hospedador frente a estas 

infecciones (Chen et al. 2014; Collet, 2014; Ellis 2001; Van Muiswinkel and Nakao, 

2014). Las condiciones de producción intensiva de las piscifactorías favorecen la 

aparición de estas enfermedades infecciosas (Murray, 2013). Entre ellas, se 

encuentran las causadas por el virus de la necrosis pancreática infecciosa (IPNV) 

(Julin et al. 2013; Ogut et al. 2013) y por el virus de la septicemia hemorrágica viral 

(VHSV) (Dale et al. 2009; Toplak et al. 2010), que tienen un gran impacto económico 

en la salmonicultura. 

El IPNV, perteneciente a los Aquabirnavirus, aislado por primera vez en Norte 

América, es en la actualidad uno de los más extendidos por el continente americano 

(Cortez-San Martin et al. 2012; Glenney et al. 2012; Salgado-Miranda et al. 2014), 

Europa y Asia (OIE, 2006) y que causa mayores mortalidades en alevines  y juveniles, 

cuando son transferidos de aguas dulces al medio marino, en cultivos de salmón 

(Crane and Hyatt 2011; Gomez-Casado et al. 2011; Rodriguez Saint-Jean et al. 2003). 

Además, los animales supervivientes se convierten en portadores asintomáticos 

(Crane and Hyatt 2011; Rodriguez Saint-Jean et al. 2003). 

El VHSV, un Novirhabdovirus descrito por primera vez en Dinamarca en los años 60, 

está ampliamente extendido por el hemisferio norte, afectando a numerosas especies 

de peces marinas y continentales especialmente en Norteamérica y Europa (OIE, 

2014a) y es una enfermedad de declaración obligatoria en la Unión Europea, 

conforme a la lista de enfermedades de declaración obligatoria de la Organización 

Mundial de la Sanidad Animal (OIE, 2014b). 

Dada la importancia de estas enfermedades, son numerosos los estudios in vivo que 

se han realizado sobre la patogenia de estas enfermedades y la respuesta inmunitaria 

del hospedador (Chaves-Pozo et al. 2010b; Tafalla et al. 2005; Utke et al. 2007).  

Igualmente, se han realizado numerosos estudios in vitro con el fin de determinar la 

modulación de la respuesta inmunitaria en distintas líneas celulares, como la línea 



Capítulo II 

- 76 - 

RTS-11 derivada de monocitos esplénicos (Ordás et al. 2011; Tafalla et al. 2008), la 

línea celular RTgill-W1 derivada de branquias (Pham et al. 2013) y líneas primarias 

establecidas a partir de ovario (Verrier et al. 2012) y la línea celular RTG-2 (Tafalla et 

al. 2007). Así mismo, se han realizado estudios para caracterizar esa respuesta en 

cultivos primarios de leucocitos de pronefros y bazo (Tafalla et al. 2007). 

En el caso de los rhabdovirus, diversos estudios in vivo han puesto de manifiesto que 

el tegumento parece tener un papel importante en el inicio de la infección. Así, uno 

de los primeros indicios de esto fue la detección de altos títulos del virus de la 

necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV) que se pueden asilar del mucus que 

recubre la piel de salmón Chinook (O. tshawytscha) infectados de forma natural y de 

truchas O. mykiss infectadas experimentalmente (LaPatra et al. 1989). 

También se ha descrito la replicación temprana de IHNV en las aletas de trucha 

arcoíris tras la infección experimental in vivo (Yamamoto et al. 1990a), así como la de 

VHSV tras la infección in vitro de fragmentos de aletas (Yamamoto et al. 1990b). 

Además, para IHNV se ha descrito que la virulencia de la cepa condiciona el 

progreso de la infección. Así, una cepa recombinante de IHNV no virulenta es capaz 

de infectar alevines de trucha arcoíris y replicarse activamente pero queda confinada 

en la base de las aletas, sin producirse su diseminación sistémica (Harmache et al. 

2006). 

En el caso de VHSV y a partir de estudios in vivo, se ha descrito que la base de las 

aletas son un área de entrada de este virus en trucha arcoíris (Montero et al. 2011a; 

Montero et al. 2011b), así como en arenque del pacífico (Clupea pallasii) (Lovy et al. 

2012).  

Sin embargo, a pesar de los datos que indican la importancia de las aletas en la 

infección de peces por rhabdovirus, no hemos encontrado estudios detallados in vitro 

para comprender el papel que juega la piel, tanto como puerta de entrada del VHSV, 

como primera defensa del organismo frente a la infección. 

El desarrollo y uso de líneas celulares ha sido esencial para los avances en la 

investigación y el diagnóstico en el campo de la Virología (Bols and Lee 1991; Bols 

1991; Lee et al. 2009; Villena 2003) y, por ello, el objetivo de este trabajo es utilizar 

una línea celular derivada de la aleta anal de O. mykiss para analizar in vitro la 

infección temprana por VHSV, con la finalidad de aportar nueva información que 

permita comprender mejor el papel defensivo que juegan las células del tegumento 

de las aletas en las primeras fases de la infección viral, previas a la diseminación del 

virus por el resto del organismo. 
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Para ello, se abordaron dos tipos de estudios: primeramente se realizaron estudios de 

susceptibilidad de la línea celular a la infección por IPNV y por VHSV, y 

posteriormente se analizó la progresión de la infección in vitro con VHSV y la 

modulación de la expresión de genes y de proteínas relacionados con la respuesta 

inmunitaria innata en dicha línea celular de aleta. 

2. Material y métodos 

2.1 Líneas celulares 

Para la realización de las infecciones con virus se utilizó la línea celular J86 de aleta 

de trucha arcoíris (O. mykiss), obtenida mediante el método de los explantes en 

nuestro laboratorio (Capítulo I de esta tesis), en los pases entre 40 y 47. Esta línea fue 

mantenida en medio de cultivo rutinario suplementado con 20% FCS y 50 ng/mL 

EGF, cuya composición se muestra en la Tabla I e incubada a 18°C en atmósfera de 

aire 

Para la realización de las titulaciones virales en los sobrenadantes se utilizó la línea 

celular EPC (Epithelioma Papulosum Cyprini), derivada del ciprínido Pimephales 

promelas. Esta línea fue mantenida en medio EPC (Tabla VIII) e incubada a 28°C en 

atmósfera con un 5% de CO2. 

Solución stock Concentración final 

Suero Fetal Bovino (FCS) 10% (v/v) 

L-Glutamina 200 mM 2 mM 

Piruvato sódico 100 mM 1 mM 

Gentamicina 10 mg/mL 50 µg/mL 

Anfotericina B 250 µg/mL 2 µg/mL 

Medio RPMI-1640  Hasta 100 mL 

Tabla VIII. Medio de mantenimiento de la línea celular EPC 

2.2 Virus 

Se utilizaron las cepas 07.71 de VHSV y Sp de IPNV. Los virus fueron propagados y 

titulados en el Instituto de Biología Molecular y Celular de la Universidad Miguel 

Hernández (Elche, España) y en el Instituto de Infectología del Friedrich- Loeffler- 

Institut (Insel Riems, Alemania). 
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2.3 Infección de los cultivos celulares 

Los ensayos de infección in vitro se realizaron en laboratorios de contención biológica  

de nivel P2 del Instituto de Biología Molecular y Celular de la Universidad Miguel 

Hernández (Elche, España) y  del Instituto de Infectología del Friedrich-Loeffler-

Institut (Insel Riems, Alemania). 

Como fuente de células para las infecciones se utilizaron cultivos rutinarios de 

células J86 en frascos de 25 cm2, que fueron tripsinizados según la técnica descrita en 

el capítulo I. Las células se resuspendieron en medio de mantenimiento (Tabla I) y 

fueron sembradas en placas de 96 pocillos (Corning) a una densidad celular de 40.000 

cél./pocillo, lo que permite que se alcance la confluencia a las 24 horas de incubación 

a 18°C en atmósfera de aire.  

Para el ensayo de susceptibilidad a la infección, se retiró el medio de cultivo de los 

pocillos y, manteniendo las placas sobre hielo, se añadieron 100 µL/pocillo de una 

suspensión del virus (VHSV o IPNV) en medio de cultivo modificado en el que se 

había rebajado la proporción de FCS al 2%. Las multiplicidades de infección (MOI) 

utilizadas fueron 0,01 y 0,001, para lo cual se realizaron las diluciones del stock 

apropiadas, trabajando siempre sobre hielo. Como controles negativos, se utilizaron 

pocillos de las mismas placas a los cuales se añadió el medio con 2% de FCS sin el 

virus correspondiente. Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 14°C 

durante 72 horas. 

Para el estudio de la progresión de la infección in vitro con VHSV y la modulación de 

la respuesta inmunitaria innata, se siguió el mismo protocolo indicado en el párrafo 

anterior, utilizando las mismas MOI, pero para evitar las interferencias derivadas de 

la presencia de virus no adsorbidos, a las dos horas de incubación a 14°C, se retiró el 

medio de los pocillos experimentales y control, se lavaron una vez las células con 

medio de cultivo (2% FCS) y se añadieron nuevamente 100 µL de medio de cultivo 

con un 2% FCS. Las placas se volvieron a sellar y se incubaron hasta las 24 o 48 horas 

posinfección, a 14°C y atmósfera de aire. 

2.4 Titulación viral 

Los sobrenadantes procedentes de los cultivos infectados con VHSV a una MOI de 

0,01 durante 24 y 48 horas se recogieron y titularon como se describe a continuación. 

Sobre una placa de 96 pocillos con células EPC sembradas en confluencia (100.000 

cél./pocillo) se añadieron diluciones seriadas 1:10 de los sobrenadantes, en medio de 

cultivo con un 2% FCS, trabajando siempre sobre hielo. Dichas diluciones se 

añadieron a razón de 100 µL/ pocillo, de forma que cada columna de pocillos 

correspondiese a una dilución. Se dejó una columna final de células control, a las que 
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se les añadió medio con un 2% FCS. Las placas se sellaron con parafilm y se 

incubaron a 14°C ± 1°C durante 7 días.  

Tras el periodo de incubación, se retiró el medio de los pocillos y se tiñeron con una 

solución de Cristal Violeta–Metanol durante 5 horas. Se lavaron las placas en agua 

destilada y se procedió a la observación y recuento de los pocillos con efecto 

citopático. La dosis infecciosa (TCID50/mL) se calculó en base a la siguiente fórmula: 

TCID50= 10log dilución >50%+I 

En dónde: 

 

2.5  Inmunoestimulación de las células J86 

Paralelamente a los cultivos utilizados para los estudios de seguimiento de la 

infección con VHSV y análisis de la modulación de las respuestas inmunitarias 

innatas, se estableció un grupo control positivo de la inmunoestimulación consistente 

en cultivos en los cuales se estimularon las células con ácido poliinosínico-

policitidílico (poli I:C). Para ello, se sembraron 4x104 cél./pocillo en placas de 96, que 

se incubaron durante 24, 48 o 72 horas con medio de cultivo rutinario (Tabla I) 

(suplementado con 40 µg/mL de poli I:C (Sigma). 

2.6  Inmunocitoquímica 

Para la detección de focos de infección in vitro se utilizaron anticuerpos comerciales o 

cedidos por otros investigadores (Tabla IX). El anticuerpo monoclonal 2C9 (anti-N) 

frente a la proteína N del VHSV (Lorenzo et al. 1996) fue cedido por la Dra. Amparo 

Estepa, del Instituto de Biología Molecular y Celular de la Universidad Miguel 

Hernández de Elche.  

El método de fijación de las células en los pocillos, los anticuerpos y las condiciones 

de incubación optimizadas que finalmente fueron utilizadas para la detección de 

focos de infección se muestran en la Tabla IX. 

Para la detección de la proteína N de VHSV y de la proteína VP2 de IPNV mediante 

la tinción de inmunoperoxidasa, tras la fijación las células fueron lavadas con PBS 

durante 5 minutos e incubadas con el anticuerpo primario. A continuación se retiró el 

anticuerpo, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS y se procedió a incubar con 

el anticuerpo secundario diluido en el tampón de dilución (Tabla X) Cuando este se 

retiró, se hicieron otros 3 lavados de 5 minutos con PBS y se incubaron las placas con 
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una solución que contenía 0,8mg/mL de 3,3’-diaminobencidina (Sigma) en PBS pH 

6,8 suplementado con 0,3% de peróxido de hidrógeno. Cuando el producto de la 

reacción fue visible a microscopía óptica, en forma de depósitos pardos, las placas se 

lavaron con agua destilada, dejando 100 L para la observación microscópica.  

Para la detección de la proteína N de VHSV mediante la tinción de 

inmunofluorescencia, tras la fijación y posterior lavado con PBS, las células se 

incubaron con una solución de bloqueo consistente en PBS suplementado con 0,1% 

BSA y 0,5% TritonX-100 durante una hora a temperatura ambiente. Inmediatamente 

después se incubaron con el anticuerpo primario diluido en PBS + 0,1% TritonX-100 

durante una hora a temperatura ambiente. Tras la incubación se hicieron 3 lavados 

con PBS durante 5 minutos y se procedió a incubar con el anticuerpo. Tras ello, se 

hicieron 3 lavados de 5 minutos con PBS y se contrastaron los núcleos con yoduro de 

propidio (Sigma). 

Fijación Anticuerpo 1º 

Dilución y 

condiciones de 

incubación 

Anticuerpo 2º 

Dilución y 

condiciones de 

incubación 

Metanol frío 

15 min a -20°C 

Monoclonal anti-

VP2 de IPNV 

(Aquatic 

Diagnostics) 

1:75 en tampón de 

dilución 

90 min a Tª 

ambiente 

Conejo anti-ratón 

conjugado con 

peroxidasa 

(SIGMA, A9044) 

1:300 en tampón 

de dilución 

45 min a Tª ambte 

Metanol frío 

15 min a -20°C 

Monoclonal anti-

N de VHSV 

(2C9, Lorenzo et 

al. 1996) 

1:1000 en tampón 

de dilución 

1 hora Tª ambiente 

Conejo anti-ratón 

conjugado con 

peroxidasa 

(SIGMA, A9044) 

1:300 en PBS+1% 

BSA 

45 min en 

oscuridad 

Metanol frío 

15 min a -20°C 

Monoclonal anti-

N de VHSV 

(IP5B11, Bio-X 

Diagnostics SPRL) 

1:20 en PBS + 

1%BSA 

1 hora Tª ambiente 

cabra anti-ratón 

Alexa 488 

(Invitrogen, 

A11017) 

1:600 en PBS+ 

0.1% TritonX-100 

30 min en 

oscuridad 

Tabla IX. Anticuerpos utilizados para la detección de focos de infección y condiciones de incubación. 

Para la inmunodetección de mediadores de la respuesta inmunitaria innata se 

utilizaron los anticuerpos mostrados en la Tabla XI. Los anticuerpos monoclonales 

frente a citoquinas de trucha arcoíris (IL-8, iNOS) fueron cedidos por el Dr. Luís 

Mercado, de la Pontificia Universidad Católica de Valparaíso, Chile. El anticuerpo 

policlonal frente a la proteína Mx (Chico et al. 2010) fue cedido por la Dra. Amparo 
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Estepa, del Instituto de Biología Molecular y Celular de la Universidad Miguel 

Hernández de Elche. 

 

Reactivo Concentración 

Mertiolato 0,24 mM 

Tween 20 5 g 

Rojo fenol 50 mg 

Suero de conejo 0,3% v/v 

Agua 1 L 

Tabla X. Composición del tampón utilizado para la dilución de los 

anticuerpos en la técnica de la inmunoperoxidasa. 

Para la detección de citoquinas, tras fijar las monocapas en las condiciones indicadas 

en la Tabla XI, se lavaron los pocillos con PBS durante 5 minutos y se incubaron con 

tampón de bloqueo (PBS + 5% suero de cabra + 0,3% TritonX-100) durante 60 minutos 

a temperatura ambiente. Acto seguido, las células se incubaron con el anticuerpo 

primario en las condiciones indicadas. A continuación, se retiró el medio de 

incubación y se lavaron los pocillos 3 veces con PBS durante 5 minutos y se procedió 

a incubar con el anticuerpo secundario diluido en un tampón consistente en PBS 

suplementado con 1% de BSA y 0,3% de TritonX-100. Finalmente, se hicieron 3 

lavados con PBS durante 5 minutos, dejando tras el lavado final 100 L de PBS y 

contrastando los núcleos con DAPI (Molecular Probes) para la observación 

microscópica. 

Fijación 
Anticuerpo 

1io 

Dilución y 

condiciones de 

incubación 

Anticuerpo 

2io 

Dilución y 

condiciones de 

incubación 

Paraformaldehído al 4% 

15 min a Tª ambiente 

Metanol frío 

15 min a -20°C 

Monoclonal 

anti-IL-8 

 

Monoclonal 

anti-iNOS 

1:50 en tampón AD 

Cabra anti-ratón 

conjugado con 

TRITC (ref. 

Sigma) 

1:300 12 horas a 4°C 

en oscuridad 

Paraformaldehído al 4% 

15 min a Tª ambiente 

TritonX-100 5 min a Tª 

ambiente 

Policlonal anti-

Mx 
1:300 en tampón AD 

Cabra anti-

conejo 

conjugado con 

TRITC (ref. 

Sigma 

1:300 12 horas a 4°C 

en oscuridad 

Tabla XI. Anticuerpos y condiciones de incubación finales utilizadas para caracterizar la respuesta 

inmunitaria en la línea de aleta de O. mykiss. 
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Las células fueron observadas con un microscopio Nikon Eclipse TE300 dotado de 

una lámpara de mercurio y una cámara digital Nikon DS-1QM. 

2.7 Extracción de RNA  

Para la extracción de RNA total se utilizó el kit de columnas RNeasy Plus Micro 

(Qiagen), el cual incluía una columna de eliminación de DNA genómico. El 

procedimiento general se detalla a continuación: 

 Para lisar las células se añadieron 100 L de tampón de lisis RLT 

suplementado con 1% de mercaptoetanol y se procedió al homogeneizado 

pipeteando suavemente. 

 Acto seguido, las muestras se transfirieron a una columna de eliminación de 

DNA genómico y se centrifugaron a 8.000 g durante 15 s. 

 Los filtrados se transfirieron a un tubo en el que se añadió un volumen igual 

de etanol al 70%. 

 Las muestras se transfirieron a las columnas de extracción de RNA y se 

centrifugaron a 8.000 g durante 15 s. 

 Tras descartar el eluido, se añadieron 700 L de tampón RW1 y las columnas 

se centrifugaron a 8.000 g durante 15 s. 

 Tras descartar nuevamente el eluido, se añadieron 500 L de tampón RPE y las 

columnas se centrifugaron a 8.000 g durante 10 s. 

 Se desechó el tubo con el eluido y se colocó la columna en un nuevo tubo. A 

continuación, se añadieron nuevamente 500 L de tampón RPE y las columnas 

se centrifugaron a 12.000 g durante 2 min. 

 Tras desechar el eluido, se centrifugaron las columnas durante 5 min con las 

tapas abiertas para el completo secado de la membrana. 

 Finalmente, se añadieron 30 L de agua a cada columna y se centrifugaron a 

8.000 g durante 1 min. 

El RNA se cuantificó con un equipo NanoDrop ND-1000, considerándose aptas para 

la posterior realización de la retrotranscripción aquellas muestras que presentaban 

unos ratios 260/280 entre 1,5-2 y su integridad fue determinada mediante 

electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio. 

2.8 Síntesis de cDNA 

Para la obtención de cDNA que serviría de molde para la reacción de PCR, se utilizó 

para la retrotranscripción la enzima Superscript III (Invitrogen) y una mezcla general 

de reacción detallada en la Tabla XII. 

El RNA se incubó con oligo (dT) 12-18 y una mezcla de desoxinucleótidos trifosfato 

durante 5 min a 65° C. Después de la incubación, se añadió a la mezcla tampón RT, 
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ditiotreitol (DTT), RNaseOUT (inhibidor de la ribonucleasa recombinante, 

Invitrogen) y la enzima Superscript III. Se incubó durante 5 min a 25°C, 60 min a 

50°C y 15 min a 70°C. La reacción se detuvo por calentamiento a 70°C durante 15 

min, y el cDNA resultante se almacenó a -20°C hasta su uso. 

Solución 
Concentración 

stock 
Volumen 

Oligo (dT) 12-18 0,5 mg/mL 1μL 

dNTP’s 10 mM 1μL 

Tampón RT 5X 4 μL 

Ditiotreitol (DTT) 0,1 M 1μL 

RNaseOUT 40 U/ μL 1 μL 

Superscript III 200 U/ μL 1 μL 

RNA 5 μg  

Agua  
Hasta 20 μL de vol. 

final 

Tabla XII. Mezcla general de reacción de retrotranscripción. 

2.9 PCR a tiempo real 

La modulación de la expresión de los genes estudiados fue cuantificada a partir del 

cDNA obtenido mediante la técnica de PCR a tiempo real. Para ello se empleó el kit 

con marcador fluorescente Power SYBR Green PCR Master Mix (Invitrogen). La 

mezcla general de reacción se preparó con 10 µL de la Master Mix SYBR Green 2x, 0,4 

µL de cada cebador, 2 µL de cDNA y agua hasta un volumen final de 20 µL. Las 

reacciones se llevaron a cabo en un termociclador StepOne Plus (Applied 

Biosystems) con las condiciones generales mostradas en la Tabla XIII.  

Ciclo Temperatura Tiempo 

Activación de la polimerasa 
95°C 10 min 

Amplificación 

(40 ciclos) 

Desnaturalización 95°C 

60°C 

15 s 

1 min Anillamiento y extensión 

Curva de disociación final 

Tabla XIII. Protocolo general de los ciclos usados para la amplificación de los genes estudiados 

mediante PCR cuantitativa con el kit Power SYBR Green PCR Master Mix. 

Los genes estudiados y la secuencia de los cebadores usados para el seguimiento de 

la infección por IPNV y VHSV, así como del gen de fibronectina II, que forma parte 
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del receptor de rhabdovirus (Bearzotti et al. 1999), se muestran en la Tabla XIV. Para la 

detección de la replicación de VHSV se detectó la expresión del gen de la proteína de 

la nucleocápsida (N). En el caso de IPNV se utilizó el gen del segmento A del 

genoma viral, que contiene los genes de la proteína Vp5 y de la poliproteína 

precursora de Vp2, Vp3 y Vp4 (Crane and Hyatt 2011). 

Cebadores Secuencia Referencia 

Nvhsv F: GACTCAACGGGACAGGAATGA 

R: GGGCAATGCCCAAGTTGTT 

Ortega-Villaizán et al. 2011 

IPNV-A F: TCTCCCGGGCAGTTCAAGT 

R: CGGTTTCACGATGGGTTGTT 

García et al. 2011 

Fibronectina II F: CTGAACATCAGATCAACCAGG 

R: GTTGTTCTGTATGCTGTCCAG 

Liu et al. 2003 

Tabla XIV. Genes analizados y cebadores utilizados para el análisis de la progresión de la 

infección viral. 

La  Tabla XV muestra los genes y secuencias de los cebadores utilizados para el 

estudio de la modulación in vitro de la respuesta innata tras la infección con VHSV. 

En ambos casos, se utilizó el gen del factor de elongación EF-1α como referencia 

interna para valorar los cambios en la expresión de los otros genes. 

Cebadores Secuencia Referencia 

EF-1α 
F: GATCCAGAAGGAGGTCACCA 

R: TTACGTTCGACCTTCCATCC 

Chaves-Pozo et al. 

2010b 

IFN-I 
F: AGTTCCTGTGTATCACCTGTCG 

R: GATGCTCAGTACATCTGTCCCA 
Castro et al. 2011 

Mx1-3 
F: TGAAGCCCAGGATGAAATGG 

R: TGGCAGGTCGATGAGTGTGA 

Ortega-Villaizán et al. 

2009 

IL-1β 
F: CTGAAGCCAGACCTGTAGCC 

R: GCAACCTCCTCTAGGTGCAG 
Cuesta y Tafalla, 2009 

TNFα 
F: AGCATGGAAGACCGTCAACGAT 

R: ACCCTCTAAATGGATGGCTGCTT 
Purcell et al. 2004 

iNOS 
F: CCAACCATGCACATCAAAAGTT 

R: CTGAGGTAGGATTTCAAGAGTAGAAA 
Fierro-Castro et al. 2013 

IL-8 
F: GAATGTCAGCCAGCCTTGTC 

R: TCCAGACAAATCTCCTGACCG 
Lindenstrøm et al. 2004 

CK9 
F: GGCTCTTATGGGAACTGCTG 

R: CTGGGATTGGCACAAACAG 
Montero et al. 2011a 

CK10 
F: ATTGCCAAGATCCTCTTCTGTGTTC 

R: CTGAGGCTGGTAACCTATGACAAC 
Montero et al. 2011a 

CK12 
F: GACATCGATGCCACTGTGTT 

R: GGAGATGGTTCGCTCCAGAC 
Montero et al. 2011a 

Tabla XV. Genes analizados y cebadores utilizados para los análisis de expresión génica en 

ensayos de infección en la línea de aleta de O. mykiss. 



Capítulo II 

- 85 - 

Los cambios en la expresión de los genes de interés se cuantificó mediante el método 

2-ΔΔCt (Livak y Schmittgen, 2001), en donde ΔCt se obtiene al sustraer el valor del Ct 

del gen de referencia EF-1α al valor del Ct de la muestra. Como control se utilizaron 

células sin infectar y los cambios de expresión se calcularon de forma relativa a los 

niveles de expresión de dichos genes en estas células. 

2.10 Análisis estadístico 

El tratamiento estadístico de los resultados obtenidos, expresados como media y 

error estándar, se realizó mediante un análisis de varianza (ANOVA) seguida de un 

test posthoc de Tukey, considerándose que existían diferencias significativas para 

valores p<0,05 y altamente significativas para valores de p<0,01.  

3. Resultados 

3.1. Susceptibilidad de la línea celular J86 de aleta de trucha arcoíris a virus de 

peces 

Para realizar un análisis inicial de la susceptibilidad de la línea celular de aleta J86 a 

VHSV y a IPNV se utilizó la técnica de inmunoperoxidasa en cultivos que habían 

sido incubados, de forma continua, con suspensiones de VHSV a dos MOI diferentes. 

3.1.1. Infección por VHSV 

Para la detección de VHSV se utilizó el anticuerpo monoclonal anti-N 2C9. Como 

control negativo del ensayo se utilizaron cultivos no expuestos al virus y que fueron 

procesados para el inmunomarcaje de la misma forma que los expuestos. En los 

cultivos control no se observó marcaje anti-N (Fig. 33a). 

Tras la incubación durante 72 horas de los cultivos de la línea J86 con suspensiones 

virales a una MOI de 0,01 se observó un marcado efecto citopático, con patentes 

calvas en la monocapa e inmunomarcaje positivo generalizado para el anticuerpo 

monoclonal anti-N de VHSV (Fig. 33b). Cuando se utilizó una MOI más baja (0,001), 

a las 72 horas posexposición, se observaban focos de células positivas para el 

inmunomarcaje, que aparecían diseminadas por toda la monocapa, bien aisladas o 

bien como múltiples focos formados por un número variable de células (Fig. 33c-d). 

Para ambas MOIs, tras una semana de incubación las monocapas de los cultivos 

infectados aparecían totalmente desintegradas (Fig. 34). 
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Fig. 33. Ensayo de susceptibilidad de la línea celular J86 a la infección por VHSV demostrada 

mediante inmunodetección de la proteína N del virus a las 72 horas posinfección. a. Cultivo 

control, no expuesto al virus; b. Cultivo expuesto a una MOI de 0,01; c – d: Cultivos expuestos a 

MOI de 0,001.  

 
Fig. 34. Imagen de un cultivo de la línea J86 a los 7 días de 

incubación tras la inoculación con VHSV a una MOI de 0,01 (200x). 

3.1.2. Infección por IPNV 

Para la detección de IPNV en los cultivos mediante la técnica de inmunoperoxidasa 

se utilizó en anticuerpo monoclonal anti-VP2. Como control negativo del ensayo se 

utilizaron cultivos no expuestos al virus y que fueron procesados para el 
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inmunomarcaje de la misma forma que los expuestos. En los cultivos control no se 

observó marcaje (Fig. 35a). 

Tras la incubación durante 72 horas de los cultivos celulares con suspensiones virales 

de IPNV a diferentes MOI (0,01 y 0,001) no se observó efecto citopático ni 

inmunomarcaje con el anticuerpo anti-Vp2 (Fig. 35b-c) y las células presentaban una 

morfología normal, comparable a la de los cultivos control.  

 
Fig. 35. Ensayo de susceptibilidad de la línea celular J86 a la infección por IPNV demostrada mediante 

inmunodetección de la proteína Vp2 del virus a las 72 horas posinfección. a. Cultivo control, no 

expuesto al virus; b. Cultivo expuesto a una MOI de 0,01; c. Cultivo expuesto a una MOI de 0,001. 

3.2. Estudio de la infección viral temprana en la línea J86 de aleta de O. mykiss 

Una vez comprobado que la línea J86 es susceptible a la infección por VHSV y que 

este rhabdovirus causa efecto citopático en ella, mientras que este efecto no se pudo 

demostrar para IPNV, se procedió a analizar la progresión de la infección in vitro y la 

producción viral. Para ello se utilizaron cultivos sometidos a un pulso de 2 horas de 

exposición al virus, de forma que tras ese tiempo se retiró la suspensión viral de los 

pocillos y se lavaron las células con medio de cultivo para eliminar los virus no 

adsorbidos. 
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3.2.1. Análisis de la infección con VHSV 

La progresión de la infección con VHSV se monitorizó utilizando la técnica de 

inmunofluorescencia con el anticuerpo IP5B11 anti-N de VHSV, la amplificación por 

PCR del gen N de esa proteína de la nucleocápsida y por titulación viral. 

El análisis por inmunofluorescencia puso de manifiesto la presencia de focos de 

células positivas a las 24 horas posexposición para ambas MOI,  diseminados en la 

monocapa y, en general, más pequeños en los cultivos infectados con la MOI de 0,001 

(Fig. 36).  

 
Fig. 36. Imágenes de cultivos de la línea J86 de los ensayos de infección con un pulso de 2 horas de 

exposición a VHSV con una MOI de 0,01 (a-c) o de 0,001 (d-f) e incubados durante 24 horas, 

comparados con el control sin infectar (g-i). Los núcleos celulares se contrastaron con yoduro de 

propidio (a, d, g) y los focos de infección fueron detectados mediante la aplicación de un anticuerpo 

monoclonal frente a la proteína N de la nucleocápsida (b, e, h). La columna de la derecha muestra la 

superposición de las imágenes de contraste de fases con las de los canales de fluorescencia. 200x. 

A las 48 horas posinfección se detectaron células positivas individuales y focos 

positivos, de aspecto y tamaño similar a los detectados a las 24 horas, sin apreciarse 

una mayor cantidad de ellos (Fig. 37). 
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Fig. 37. Imágenes de cultivos de la línea J86 de los ensayos de infección con un pulso de 2 horas de 

exposición a VHSV con una MOI de 0,01 (a-c) o de 0,001 (d-f) e incubados durante 48 horas, 

comparados con el control sin infectar (g-i). Los núcleos celulares se contrastaron con yoduro de 

propidio (a, d, g) y los focos de infección fueron detectados mediante la aplicación de un anticuerpo 

monoclonal frente a la proteína N de la nucleocápsida (b, e, h). La columna de la derecha muestra la 

superposición de las imágenes de contraste de fases con las de los canales de fluorescencia. 200x. 

Utilizando PCR cuantitativa para el análisis de la expresión del gen N de la proteína 

N de la nucleocápsida viral en las células de la línea J86 expuestas al pulso de 2 horas 

de infección por VHSV, a las 24 horas en los cultivos infectados con una MOI alta 

(0,01) las medias de las ratios de expresión alcanzaban valores en torno a las 20.000 

veces las de los controles. En los cultivos expuestos a una MOI de 0,001 los valores de 

las ratios de expresión estaban en torno a 2.500 veces las de los controles (Fig. 38). 

La expresión del gen N aumentó de manera proporcional a la MOI tras 48 horas 

posinfección. El máximo pico de expresión se dio en los cultivos infectados a MOI 

0,01, detectándose un valor de la media de las ratios de expresión de 1.900.000, 

siendo significativa la diferencia respecto al valor detectado a las 24 horas, y respecto 

al valor alcanzado en los cultivos infectados a MOI 0,001. Así mismo, en los cultivos 

infectados a baja MOI (0,001) la ratio se elevó de manera significativa con respecto al 

valor alcanzado a las 24 horas (Fig. 38). 
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 Fig. 38. Expresión del gen N de VHSV a las 24 y 48 horas en células infectadas con VHSV a 

diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra los ratios de expresión N/ EF-1α respecto a la 

expresión en los controles (=1). Las columnas representan la media (n=3) más el error 

estándar. Se indican las diferencias significativas respecto a los controles (* = p<0,05; ** = 

p<0,01) y entre los tratamientos a distintos tiempos (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 

Para el ensayo de la titulación viral se utilizaron cultivos de la línea EPC que fueron 

expuestos a diluciones seriadas de los sobrenadantes recogidos de los cultivos 

infectados de la línea J86 a las 24 y 48 horas. Se observó efecto citopático en los 

cultivos de la línea EPC tras 7 días de incubación, cuyo grado era proporcional a la 

dilución seriada (Fig. 39). 

 

La titulación viral por dilución límite de los sobrenadantes procedentes de los 

cultivos J86 infectados durante 24 horas a una MOI de 0,01 alcanzó un valor medio 

de 105 TCID50/ml. A las 48 horas posinfección el valor medio del título viral detectado 

descendió a 101,5 TCID50/ml. 
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Fig. 39. Placa de titulación por dilución límite de 

sobrenadantes recogidos a las 24 horas tras la 

infección de cultivos de la línea J86 con el virus 

VHS a una MOI de 0,01. El método utilizado 

detecta el efecto citopático producido por el 

virus sobre las monocapas de células EPC, de 

forma que el mayor grado de lisis corresponde a 

la tinción más pálida. 
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3.2.2. Análisis de la infección con IPNV 

En el caso del IPNV, dado que no se había observado la presencia de células 

positivas para el inmunomarcaje con el anticuerpo anti-Vp2 ni efecto citopático en los 

cultivos incubados con suspensiones del virus independientemente de la MOI, no se 

realizaron los mismos ensayos que los descritos anteriormente para VHSV. No 

obstante, para detectar si el virus había infectado las células se utilizó la técnica de 

PCR semicuantitativa para detectar el genoma viral en cultivos expuestos durante 72 

horas al virus y lavados con medio previamente a recoger las células para la 

extracción del RNA. Este método puso de manifiesto la presencia RNA viral en 

dichos cultivos (Fig. 40). 

 
Fig. 40. Gel de agarosa en el que se muestra el producto de la 

amplificación del cDNA por PCR. Los carriles  M muestran la escalera 

molecular de 1 kb. El carril 1 muestra la amplificación del cDNA del 

segmento A de IPNV, correspondiente a las células infectadas a una 

MOI de 0,01 durante 72 horas. El carril 2 corresponde a los cultivos 

control sin infectar en los que no se observa amplificación. 

3.3. Expresión de genes relacionados con la respuesta antiviral e inmunitaria 

tras la exposición a poli I:C o la infección con VHSV 

Una vez comprobado que la línea J86 es infectada por VHSV, con replicación y efecto 

citopático, y que se mantiene la presencia de IPNV en los cultivos, al menos como se 

detecta por la detección del segmento A por PCR, se analizó el efecto de la exposición 

a los virus en la expresión de genes relacionados con la respuesta innata en dicha 

línea. Dadas las diferencias observadas tras la exposición a los dos tipos virales, se 

utilizaron metodologías diferentes en este estudio. 

Previamente a dichos estudios, se estudiaron los niveles basales de expresión de los 

genes de interés en la línea J86. 
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3.3.1. Perfil de la expresión génica basal de J86 

Los resultados del estudio de la expresión basal de los genes relacionados con la 

respuesta inmunitaria innata en cultivos no estimulados del pase 46 de la línea J86, el 

cual se utilizó en las experiencias descritas posteriormente, se muestran en la Fig. 41.  
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Fig. 41. Expresión de los genes considerados en el estudio, incluyendo el gen 

normalizador EF-1α, en cultivos no estimulados de la línea J86. Se representa la media de 

los valores Ct de 3 experimentos independientes más el error estándar obtenidos en los 

ensayos de qPCR. 

Se observaron niveles basales de expresión de los genes IL-8 y CK9 

comparativamente altos respecto a los otros genes, lo cual se había detectado ya en 

los pases tempranos de dicha línea (Capítulo I de esta tesis, 3.2). En orden decreciente 

se observó también la expresión basal del gen IL-1β y del de la proteína inducible por 

interferón Mx. Los genes IFN-I, TNFα, iNOS y CK12 mostraron una expresión basal 

más moderada, mientras que el resto de genes estudiados se expresaban con niveles 

muy bajos, como en el caso del gen CK10. 

3.3.2. Expresión de genes relacionados con la respuesta antiviral 

Para este ensayo se utilizaron réplicas de los cultivos expuestos a un pulso de 2 horas 

de exposición al virus VHSV, tal como se ha descrito en el apartado anterior (3.2) 

pero en las cuales algunos pocillos fueron expuestos a poli I:C (40 µg/mL), como 

control positivo de la inmunoestimulación. 

Interferón tipo I. La media de la ratio de expresión del gen INF-I en la línea celular 

J86 se modificó tras la exposición al virus VHSV y al inmunoestimulante poli I:C, 

presentando claras diferencias entre ambos tratamientos. La máxima ratio de 
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expresión se encontró en las células expuestas a poli I:C durante 24 horas, no 

superándose en ningún caso un valor medio de 10 (Fig. 42). 

Células tratadas con poli I:C 

A las 24 horas, la mayor ratio de expresión de IFN-I sucedían en las células tratadas 

con poli I:C, con diferencias altamente significativas respecto a los controles. Estas 

diferencias también fueron significativas respecto a las ratios de expresión 

encontradas en las células infectadas. 

Tras la exposición a poli I:C durante 48 horas la ratio de expresión de IFN-I 

descendió significativamente respecto a las 24 horas, pero se mantenía la diferencia 

respecto a los controles. 

Células infectadas con VHSV 

En los cultivos infectados con VHSV a una MOI de 0,01 la media de la ratio de 

expresión del gen IFN-I se incrementó ligeramente a las 24 horas, pero sin diferencias 

significativas respecto a la de los controles. Por otro lado, las células infectadas a una 

MOI de 0,001 mostraron un incremento de la expresión mayor que el observado en 

las células infectadas con la MOI más alta, pero también sin diferencias significativas 

respecto a los controles. 

A las 48 horas posinfección se detectó un incremento en los niveles de expresión con 

respecto a los controles y a los valores encontrados a las 24 horas, sin ser en ningún 

caso significativos. Así mismo, la ratio la expresión era ligeramente más alta en las 

células infectadas a una MOI de 0,001. 

Proteína Mx. La expresión del gen de la proteína inducible por interferón Mx fue 

inducida tanto en las células infectadas como en las células inmunoestimuladas, 

observándose nuevamente claras diferencias entre ambos tratamientos y con respecto 

a los controles en el caso de la exposición a poli I:C. Los valores máximos alcanzados 

para las medias de las ratios de expresión se dieron a las 48 horas tras la exposición a 

poli I:C (Fig. 43). 

Células tratadas con poli I:C 

La exposición de las células al poli I:C durante 24 horas indujo un incremento de la 

ratio de expresión de Mx muy significativa, de hasta 1000 veces, respecto a los 

controles. Esta ratio de expresión se incrementó significativamente a las 48 horas, 

alcanzando un valor próximo a 5000 veces los controles (Fig. 43). 
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Fig. 42. Expresión del gen IFN-I a las 24 y 48 horas en células tratadas con poli I:C o 

infectadas con VHSV a diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra las ratios de 

expresión IFN-I/EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las columnas 

representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias significativas 

respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los tratamientos a distintos 

tiempos (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 

Células infectadas con VHSV 

No se observaron diferencias significativas respecto a los controles o entre diferentes 

MOI ni a las 24 o 48 horas posinfección en las ratios de expresión de Mx (Fig. 43). 

 

Fig. 43. Expresión del gen Mx a las 24 y 48 horas en células tratadas con poli I:C o 

infectadas con VHSV a diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra las ratios de 

expresión Mx/EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las columnas 

representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias significativas 

respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los tratamientos a distintos 

tiempos (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 
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3.3.3. Expresión de genes relacionados con la respuesta proinflamatoria 

Interleuquina 1 beta. La expresión del gen IL-1β aumentó en los cultivos tras la 

exposición a los distintos tratamientos, especialmente en los cultivos infectados a la 

MOI más baja. La respuesta de las células a ambas dosis infectivas fue similar, 

mientras que se detectaron claras diferencias respecto a la respuesta inducida por el 

poli I:C (Fig. 44). 

Células tratadas con poli I:C 

En los cultivos expuestos a poli I:C durante 24 horas no se detectaron cambios 

significativos respecto a los controles, si bien hubo un aumento de la media de las 

ratios de expresión de IL-1β  (Fig. 44). A las 48 horas la ratio de expresión se reducía 

con respecto a los controles (Fig. 44). 

Células infectadas con VHSV 

En los cultivos expuestos durante 24 horas a VHSV, independientemente de la MOI, 

la expresión de la IL-1β aumentó de manera significativa con respecto a los controles, 

alcanzando valores en torno a 18 veces el valor del control (Fig. 44). 

Este aumento de la media de las ratios de expresión se mantuvo, para ambos grupos 

de cultivos infectados, a las 48 horas, siendo significativo respecto a los controles y 

respecto a los valores observados para los mismos a las 24 horas (Fig. 44). 

 

Fig. 44. Expresión del gen IL-1β a las 24 y 48 horas en células tratadas con poli I:C o 

infectadas con VHSV a diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra las ratios de 

expresión IL-1β/EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las columnas 

representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias significativas 

respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los tratamientos a distintos 

tiempos (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 
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Factor de necrosis tumoral alfa. La expresión del gen TNFα tuvo una modulación 

similar a la observada para el gen de IL-1β, viéndose aumentada en los cultivos 

infectados, especialmente a la MOI más baja, y observándose diferencias respecto a la 

respuesta inducida por el poli I:C (Fig. 45). 

Células tratadas con poli I:C 

El tratamiento de las células con poli I:C durante 24 horas indujo un descenso de la 

expresión del gen TNFα con respecto al control, que se mantuvo a las 48 horas, pero 

en ningún caso fue estadísticamente significativo (Fig. 45). 

Células infectadas con VHSV 

En los cultivos infectados con una MOI de 0,01 se detectaron ratios de expresión de 

TNFα significativamente mayores que en los controles, con valores en torno a 10 (Fig. 

45). Para la MOI de 0,001 el incremento de la ratio de expresión de este gen fue 

también significativo respecto a los controles y también significativamente mayor 

que el observado para los cultivos infectados a la MOI más alta (Fig. 45). 

 

Fig. 45. Expresión del gen TNFα a las 24 y 48 horas en células tratadas con poli I:C o 

infectadas con VHSV a diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra las ratios de 

expresión TNFα /EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las columnas 

representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias significativas 

respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los tratamientos a distintos 

tiempos (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 

A las 48 horas las ratios de expresión de TNFα se mantuvieron aumentadas 

significativamente con respecto a los controles para ambos grupos de infección, y 
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muy similares entre sí, con valores cercanos a 10 (Fig. 45). Para la MOI de 0,001 se 

produjo un descenso estadísticamente significativo en la ratio de expresión respecto a 

las 24 horas (Fig. 45). 

Óxido nítrico sintasa inducible. De manera general, la expresión del gen iNOS para 

ambos tratamientos (poli I:C, VHSV) se vio disminuida en los tiempos estudiados. 

Únicamente se detectó un incremento de la expresión a las 48 horas en los cultivos 

tratados con poli I:C (Fig. 46). 

Células tratadas con poli I:C 

El tratamiento con poli I:C indujo un pequeño pero estadísticamente significativo 

descenso de la expresión de iNOS a las 24 horas, que se incrementó, también 

significativamente, frente a los controles a las 48 horas (Fig. 46). 

Células infectadas con VHSV 

La infección con VHSV produjo una disminución estadísticamente significativa de 

las ratios de expresión de iNOS con valores semejantes para ambas MOI (Fig. 46). 

A las 48 horas e independiente de la MOI las ratios de expresión se mantuvieron 

significativamente por debajo de los controles, pero con valores más próximos a los 

de ellos y diferencias significativas con respecto a las 24 horas. 

 

Fig. 46. Expresión del gen iNOS a las 24 y 48 horas en células tratadas con poli I:C o 

infectadas con VHSV a diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra las ratios de 

expresión iNOS/EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las columnas 

representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias significativas 

respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los tratamientos a distintos 

tiempos (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 
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3.3.4. Expresión de genes de quimioquinas 

Interleuquina 8. La ratio de expresión del gen IL-8 se vio claramente incrementada en 

los cultivos infectados y tratados con poli I:C a las 24 horas. Sin embargo, las ratios 

de expresión de los cultivos infectados aumentaron a las 48 horas, mientras que 

disminuyeron en los cultivos tratados con poli I:C (Fig. 47). 

Células tratadas con poli I:C 

A las 24 horas el tratamiento con poli I:C indujo un incremento estadísticamente 

significativo de la ratio de expresión del IL-8 respecto a los controles (Fig. 47). A las 

48 horas la ratio de expresión de IL-8 cayó brusca y significativamente, alcanzando 

valores inferiores a los controles (Fig. 47). 

Células infectadas con VHSV 

A las 24 posinfección e independientemente de la MOI se incrementó 

significativamente la expresión de IL-8 con respecto a los controles. A las 48 horas 

esta sobreexpresión se incrementó aún más, con diferencias significativas respecto a 

las 24 horas, para ambas MOI (Fig. 47). 

 

Fig. 47. Expresión del gen IL-8 a las 24 y 48 horas en células tratadas con poli I:C o 

infectadas con VHSV a diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra las ratios de 

expresión IL-8/EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las columnas 

representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias significativas 

respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los tratamientos a distintos 

tiempos (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 

Quimioquina 9. La expresión del gen CK9 en los cultivos de J86 se vio modificada 

tras la exposición al VHSV y a poli I:C, con un incremento inicial tras la infección y 

descensos significativos a las 48 horas (Fig. 48). 
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Células tratadas con poli I:C 

La exposición a poli I:C indujo un descenso estadísticamente significativo de las 

expresión de CK9 tanto a las 24  como a las 48 horas con valores inferiores a los de los 

controles (Fig. 48). 

Células infectadas con VHSV 

Tras la infección de los cultivos durante 24 horas la ratio de expresión de CK9 se 

incrementó significativamente con respecto a los controles para ambas MOI, siendo 

mayor para la MOI de 0,001 (Fig. 48). 

A las 48 horas tras la infección se produjo un marcado descenso, estadísticamente 

significativo respecto a las 24 horas, de las ratio de expresión de este gen, con valores 

inferiores al del control (Fig. 48). 

 

Fig. 48. Expresión del gen CK9 a las 24 y 48 horas en células tratadas con poli I:C o 

infectadas con VHSV a diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra las ratios de 

expresión CK9/ EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las columnas 

representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias significativas 

respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los tratamientos a distintos 

tiempos (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 

Quimioquina 10. La expresión del gen CK10 se vio inducida en todos los casos, tanto 

en los cultivos infectados a las diferentes MOI como en los inmunoestimulados con 

poli I:C, alcanzando valores máximos de las ratios de expresión de hasta 30.000 veces 

sobre los controles (Fig. 49). 
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Células tratadas con poli I:C 

El tratamiento de los cultivos con poli I:C indujo una fuerte sobreexpresión de CK10 

a las 24 horas, alcanzando valores significativamente más altos (hasta 8.000 veces) 

que el control (Fig. 49). 

La sobreexpresión de CK10 se incrementó significativamente a las 48 horas, 

alcanzando los máximos valores detectados para la expresión de este gen, en torno a 

30.000 veces por encima de la ratio del control (Fig. 49). 

Células infectadas con VHSV 

Tras la infección con VHSV, tanto a 24 como a 48 horas e independientemente de la 

MOI, se incrementó la expresión de CK10, pero sin diferencias estadísticamente 

significativas respecto a los controles ni entre los dos tiempos analizados, aunque se 

alcanzó un valor máximo en torno a 275 veces respecto a ellos para la MOI de 0,01 a 

las 24 horas (Fig. 49). 

 

Fig. 49. Expresión del gen CK10 a las 24 y 48 horas en células tratadas con poli I:C o 

infectadas con VHSV a diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra las ratios de 

expresión CK10/EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las columnas 

representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias significativas 

respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los tratamientos a distintos 

tiempos (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 

Quimioquina 12. De manera similar a lo observado para CK10, la expresión del gen 

de la quimioquina CK12 se incrementó significativamente tras el tratamiento con poli 

I:C, pero no tras la infección con VHSV (Fig. 50). 
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Células tratadas con poli I:C 

La inmunoestimulación de la línea J86 con poli I:C indujo un pico de expresión con 

respecto al control a las 24 horas, y un pequeño pero significativo descenso a las 48 

horas (Fig. 50). 

Células infectadas con VHSV 

Tras la exposición al virus se detectó un incremento de las ratios de expresión de 

CK12 tanto en los cultivos infectados con alta MOI (0,01) como en los infectados a la 

MOI más baja, pero sin diferencias significativas respecto a los controles ni entre los 

dos tiempos estudiados (Fig. 50). 

 

Fig. 50. Expresión del gen CK12 a las 24 y 48 horas en células tratadas con poli I:C o 

infectadas con VHSV a diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra las ratios de 

expresión CK12/EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las columnas 

representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias significativas 

respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los tratamientos a distintos 

tiempos (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 

3.3.5. Expresión del gen Mx tras la infección con IPNV o exposición a poli I:C 

Para este ensayo se utilizaron réplicas de los cultivos expuestos a un pulso de 2 horas 

de exposición al virus IPNV, tal como se ha descrito en el apartado anterior (2.3), 

pero en las cuales algunos pocillos fueron expuestos a poli I:C (40 µg/mL), como 

control positivo de la inmunoestimulación. Solo se analizó la expresión a las 72 horas. 
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Células tratadas con poli I:C 

Tras 72 horas de exposición a poli I:C se produjo un incremento significativo en la 

ratio de expresión del gen Mx respecto al control, con valores en torno a 5000 veces 

los de estos (Fig. 51). 

Células infectadas con IPNV 

En los cultivos infectados con IPNV las ratio de expresión de Mx se elevaron de 

forma no significativa respecto a los controles para ambas MOI (Fig. 51). 

 
Fig. 51. Expresión del gen Mx a las 72 horas en células tratadas con poli I:C o infectadas 

con IPNV a diferentes MOI. El eje de ordenadas muestra las ratios de expresión Mx/EF-

1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las columnas representan la media 

(n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias significativas respecto a los 

controles (* = p<0,05; ** = p<0,01). 

3.3.6. Inmunodetección de mediadores inmunitarios 

Además del estudio de la expresión génica mediante qRT-PCR, se analizó la 

expresión de las proteínas Mx, IL-8 e iNOS en los cultivos de la línea J86 expuestos a 

VHSV, utilizando la técnica de inmunofluorescencia y los anticuerpos y condiciones 

indicadas en la Tabla XI. 

Para ello se utilizaron réplicas de los cultivos sometidos a un pulso de 2 horas de 

exposición al virus VHSV a una MOI de 0,01 y como control positivo cultivos 

expuestos a poli I:C (40 µg/mL), tal como se ha descrito en el apartado anterior (3.2) 

en este mismo capítulo. Como control negativo del ensayo se utilizaron cultivos no 

expuestos al virus ni a poli I:C y que fueron procesados para el inmunomarcaje de la 

misma forma que los inoculados. 
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3.3.6.1. Detección de Mx 

En los cultivos control, no inoculados con VHSV, se encontró un patrón de 

inmunofluorescencia para Mx disperso en el citoplasma de la mayoría de las células, 

de aspecto finamente granular (Fig. 52a-c). 

A las 24 horas posinfección con VHSV se observó que el patrón de un 

inmunomarcaje variaba, de forma que muchas células mostraban patentes gránulos 

con mayor intensidad de fluorescencia, distribuidos perinuclearmente (Fig. 52d-f). 

Este mismo patrón de inmunofluorescencia se observó en los cultivos expuestos a 

poli I:C (Fig. 52g-i). 

 
Fig. 52. Imágenes de inmunofluorescencia para la detección de proteína Mx en cultivos de la línea J86 

tras 24 horas de incubación. a-c) Cultivos control negativo, no tratados; d-f) Cultivos expuestos a 

pulso de 2 horas de exposición a VHSV con una MOI de 0,01. Detalle: 400x; g-i) Cultivos expuestos a 

poli I:C. Los núcleos celulares se contrastaron con DAPI (b, e, h) y la columna de la derecha muestra la 

superposición de las imágenes de los dos canales de fluorescencia. 200x.  
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A las 48 horas de cultivo, los cultivos control seguían mostrando un aspecto similar 

al descrito para las 24 horas (Fig. 53a-c). En los cultivos infectados con VHSV, aunque 

no se realizó un recuento, se apreciaba un aumento en el número de gránulos 

fluorescentes por célula (Fig. 53d-f), fenómeno que era aún más patente en los 

cultivos expuestos a poli I:C (Fig. 53g-i). 

 
Fig. 53. Imágenes de inmunofluorescencia para la detección de proteína Mx en cultivos de la línea J86 

tras 48 horas de incubación. a-c) Cultivos control negativo, no tratados. Detalle: 400x; d-f) Cultivos 

expuestos a pulso de 2 horas de exposición a VHSV con una MOI de 0,01. g-i) Cultivos expuestos a 

poli I:C. Los núcleos celulares se contrastaron con DAPI (b, e, h) y la columna de la derecha muestra la 

superposición de las imágenes de los dos canales de fluorescencia. 200x.  
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3.3.6.2. Detección de iNOS 

En los cultivos control la mayoría de las células mostraron inmunomarcaje positivo, 

pero débil, para iNOS, en forma de acúmulos de pequeños gránulos localizados a un 

lado del núcleo (Fig. 54a-c).  

 

Fig. 54. Imágenes de inmunofluorescencia para la detección de proteína iNOS en cultivos de la línea 

J86 tras 24 horas de incubación. a-c) Cultivos control negativo, no tratados. Detalle 400x; d-f) Cultivos 

expuestos a pulso de 2 horas de exposición a VHSV con una MOI de 0,01. g-i) Cultivos expuestos a 

poli I:C. Detalle: 430x. Los núcleos celulares se contrastaron con DAPI (b, e, h) y la columna de la 

derecha muestra la superposición de las imágenes de los dos canales de fluorescencia. 200x.  

A las 24 horas posinfección con VHSV se observó una mayor cantidad de células 

inmunomarcadas, así como un aumento de la intensidad de la fluorescencia, que 

presentaba el mismo patrón de distribución en acúmulos situados en proximidad a 

un polo nuclear, pero de mayor tamaño que en los controles (Fig. 54d-f). Estos 
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mismos cambios, pero con mayor intensidad se observaron en los cultivos que fueron 

expuestos a poli I:C durante 24 horas (Fig. 54g-i). 

A las 48 horas, los cultivos control mostraban un patrón de inmunomarcaje similar al 

observado a las 24 horas (Fig. 55a-c) y los cambios observados en los cultivos 

expuestos a VHSV (Fig. 55d-f) o a poli I:C (Fig. 55g-i) también eran semejante a los 

descritos para ese tiempo, pero un menor incremento de la intensidad de la 

fluorescencia citoplasmática. 

 

Fig. 55. Imágenes de inmunofluorescencia para la detección de proteína iNOS en cultivos de la línea 

J86 tras 48 horas de incubación. a-c) Cultivos control negativo, no tratados; d-f) Cultivos expuestos a 

pulso de 2 horas de exposición a VHSV con una MOI de 0,01. g-i) Cultivos expuestos a poli I:C. Los 

núcleos celulares se contrastaron con DAPI (b, e, h) y la columna de la derecha muestra la 

superposición de las imágenes de los dos canales de fluorescencia. 200x. 
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3.3.6.3. Detección de IL-8 

En los cultivos control la mayoría de las células, pero no todas, presentaban un 

patrón de inmunomarcaje en el citoplasma para IL-8 débil, de aspecto finamente 

granular que se concentraba en proximidad a un polo del núcleo (Fig. 56a-c).  

Fig. 56. Imágenes de inmunofluorescencia para la detección de proteína IL-8 en cultivos de la línea J86 

tras 24 horas de incubación. a-c) Cultivos control negativo, no tratados; d-f) Cultivos expuestos a 

pulso de 2 horas de exposición a VHSV con una MOI de 0,01. Detalle: 475x; g-i) Cultivos expuestos a 

poli I:C. Los núcleos celulares se contrastaron con DAPI (b, e, h) y la columna de la derecha muestra la 

superposición de las imágenes de los dos canales de fluorescencia. 200x.  

A las 24 horas posinfección con VHSV se apreciaba un notable aumento en el número 

de células inmunomarcadas y de la intensidad de la fluorescencia citoplásmica, que 

presentaba el mismo patrón de distribución en acúmulos situados en proximidad a 

un polo nuclear, que eran mayor de tamaño que en los controles (Fig. 56d-f). En los 

cultivos expuestos a poli I:C durante 24 horas se observaron cambios similares a los 
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descritos para la infección con VHSV, pero con un mayor número de células que 

presentaban inmunomarcaje y mayor intensidad de fluorescencia (Fig. 56g-i). 

A las 48 horas, los cultivos control mostraban un patrón de inmunomarcaje similar al 

descrito para las 24 horas (Fig. 57a-c), mientras que en los cultivos infectados con 

VHSV (Fig. 57d-f) y en los expuestos a poli I:C (Fig. 57g-i) se apreciaba un 

incremento en el inmunomarcaje para IL-8, con un patrón de distribución celular de 

la fluorescencia semejante al observado a las 24 horas, pero con un mayor número de 

células positivas e intensidad de la fluorescencia, especialmente para poli I:C. 

Fig. 57. Imágenes de inmunofluorescencia para la detección de proteína IL-8 en cultivos de la línea J86 

tras 48 horas de incubación. a-c) Cultivos control negativo, no tratados; d-f) Cultivos expuestos a 

pulso de 2 horas de exposición a VHSV con una MOI de 0,01. Detalle: 400x; g-i) Cultivos expuestos a 

poli I:C. Los núcleos celulares se contrastaron con DAPI (b, e, h) y la columna de la derecha muestra la 

superposición de las imágenes de los dos canales de fluorescencia. 200x.  
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4. Discusión 

En el presente trabajo se ha utilizado la línea J86, obtenida a partir de explantes de 

aleta de O. mykiss, para estudiar la susceptibilidad de dichas células a virus de 

distintos géneros de importancia para salmónidos (VHSV e IPNV) y caracterizar la 

infección temprana por VHSV, con especial interés en la modulación de la respuesta 

inmunitaria innata. El objetivo es aportar un mayor conocimiento sobre el papel de la 

piel como primera defensa frente a las infecciones y como ruta de entrada de 

patógenos virales. 

La elección de utilizar líneas celulares derivadas de aleta se fundamenta en los 

resultados de estudios realizados en los últimos años para analizar la ruta de entrada 

de IHNV y VHSV en trucha arcoíris, que demuestran que comienza en la base de las 

aletas (Harmache et al. 2006; Montero et al. 2011a; Montero et al. 2011b; Quillet et al. 

2001).  

Nuestros resultados demuestran que la línea J86 es resistente a la infección por IPNV 

y susceptible a la producida por VHSV. En cuanto a IPNV, los ensayos de detección 

de partículas virales en el citoplasma de las células mediante inmunocitoquímica, 

utilizando un anticuerpo monoclonal anti-VP2 de IPNV, y de expresión del segmento 

A de IPNV mediante RT-PCR, demuestran que IPNV es capaz de infectar las células 

de la línea celular fibroblástica de aleta J86, pero que esta infección no produce 

efectos citopáticos ni resulta en la producción de partículas virales. Así, a las 72 horas 

posexposición a IPNV, no se detectaba la presencia de la VP2 en las células, pero sí se 

detectaba la presencia de RNA viral correspondiente al segmento A.  

Aunque se ha descrito que hay líneas celulares infectadas de manera persistente con 

IPNV que no muestran efecto citopático (García et al. 2011; Kim et al. 2012; 

Rodriguez Saint-Jean et al. 2003), la no producción de la proteína VP2 indica que en 

la línea J86 este virus es incapaz de completar su ciclo de replicación. Éste fenómeno 

ha sido descrito para otros virus, como el virus de la necrosis nerviosa (NNV), un 

Betanodavirus cuyo genoma está compuesto por RNA monocatenario, que es capaz 

de infectar a las células de la línea celular ACL, derivada de larvas de bacalao del 

Atlántico (Gadus morhua), detectándose en ellas su genoma, pero no produce efecto 

citopático ni partículas infecciosas (Jensen et al. 2013). 

En el caso de VHSV, a las 24 y 48 horas posinfección se encontraban células J86 

positivas para el inmunomarcaje anti-proteína N de VHSV y el análisis de la 

expresión del gen N confirmó que el VHSV era capaz de transcribir su genoma, y 

para la MOI de 0,01 a las 72 horas aparecían numerosos focos de lisis en las 

monocapas, con una destrucción total de los cultivos tras una semana de incubación. 
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Además, el ensayo de titulación viral de los sobrenadantes de los cultivos de la línea 

J86 inoculados con VHSV demostró que los cultivos se producen partículas virales 

infectivas. 

La diferente susceptibilidad de la línea J86 a la infección por IPNV o por VHSV 

puede atribuirse, parcialmente, a: i) que estos virus tienen distintos tipos celulares 

diana principales, las células acinares del páncreas exocrino para IPNV (Rodriguez 

Saint-Jean et al. 2003) y las células endoteliales del sistema vascular para VHSV (OIE, 

2014a); y ii) a la diferente intensidad de despliegue de mecanismos de defensa 

antiviral intracelular que induce la infección y a la diferente sensibilidad viral a ellos 

(Haller et al. 2007). Por ejemplo, la línea celular RTH, endotelial derivada de corazón 

de O. mykiss, se ha descrito como resistente a la infección por IPNV, ya que no se 

observó transcripción viral ni efecto citopático tras la inoculación con este virus, pero 

sí que es susceptible a la infección por VHSV (Luque et al. 2014). 

IPNV es capaz de infectar las células de la línea J86, pero en algún punto del ciclo de 

infección éste se interrumpe antes de que se traduzcan los genes virales. Esto se ha 

relacionado con el efecto antiviral de las proteínas Mx, mediante la inhibición de la 

síntesis de RNA viral, tal como se ha demostrado en un estudio con células derivadas 

de cerebro de barramundi (Lates calcarifer) infectadas con NNV, en el que se observó 

una disminución del título viral a la par que un aumento en la expresión de Mx y que 

esta proteína colocaliza y coinmunoprecipita con la RNA-polimerasa viral (Wu et al. 

2010). Igualmente, otro estudio realizado en la línea celular HINAE (Chen et al. 

2004), derivada de embrión de la platija japonesa (P. olivaceus), transfectada para 

expresar la proteína Mx homóloga, demostró una reducción significativa de la 

replicación de los rhabdovirus Hirame y VHSV (Caipang et al. 2003). De forma 

similar, se ha descrito que Mx tiene un efecto protector contra el efecto citopático de 

VHSV en la línea celular EPC, correlacionándose esa protección con la inducción de 

su transcripción (Schyth et al. 2006). 

En nuestro estudio, la línea J86, que es capaz de incrementar notablemente la 

expresión de Mx tras la estimulación con poli I:C, mostró un incremento moderado 

de este gen (10 veces sobre los controles, Fig. 51), aunque no estadísticamente 

significativo, tras las 72 horas posinfección con IPNV. No obstante, esta moderada 

sobreexpresión era más alta que la detectada a las 48 horas en los cultivos infectados 

con VHSV (Fig. 43). Aunque no se puede hacer una comparación directa entre ambos 

resultados, ya que se refieren a tiempos posinfección diferentes, es posible que esas 

diferencias en la expresión de Mx contribuyan a explicar la diferente susceptibilidad 

de la línea J86 a la infección por un virus u otro. En este sentido, es significativo que a 

las 48 horas posinfección con VHSV se apreció una aparente disminución en el 



Capítulo II 

- 111 - 

número de células positivas para la proteína N de VHSV y un descenso del título 

viral en los sobrenadantes, coincidiendo con el incremento en la expresión de Mx.  

Atendiendo a la susceptibilidad de la línea J86 a la infección por VHSV se eligió este 

modelo experimental para estudiar in vitro la respuesta defensiva temprana tras la 

infección. 

Para analizar la modulación de la respuesta inmunitaria innata en las células 

infectadas, se llevaron a cabo estudios de la expresión de genes relacionados con 

dicha respuesta mediante qRT-PCR y de detección mediante inmunofluorescencia de 

mediadores inmunitarios. Como control positivo de la estimulación inmunitaria, las 

células fueron estimuladas con poli I:C, un análogo sintético del RNA de doble 

cadena, ampliamente utilizado en estudios de inmunoestimulación para simular 

infecciones virales (Fierro-Castro et al. 2013; Sever et al. 2014). Los genes estudiados 

se eligieron en base a las principales familias estructurales y funcionales de 

moléculas efectoras en las infecciones virales (Purcell et al. 2012; Robertsen, 2006; 

Tafalla et al. 2005; Wang and Secombes, 2013; Zou and Secombes, 2011). 

La línea J86 expresa de forma basal genes de factores antivirales (INF-I y Mx), de 

mediadores proinflamatorios (IL-1β, TNFα, iNOS) y de quimioquinas (IL-8, CK9, 

CK10, CK12). La expresión basal, sin estimulación experimental, de genes de estos 

efectores inmunitarios se ha descrito también en otras líneas celulares de peces, tanto 

de origen leucocitario (Brubacher et al. 2000; Laing et al. 2001; Montero et al. 2008a) 

como no leucocitario (Caipang et al. 2003; DeWitte-Orr et al. 2007; Fierro-Castro et al. 

2013; Ingerslev et al. 2010; Luque et al. 2014; Picchietti et al. 2013). Dicha expresión, a 

veces descrita como constitutiva, puede ser debida a un cierto grado de estimulación 

inespecífica, debida al proceso de aislamiento celular, o a componentes del medio de 

cultivo que sean reconocidos como PAMPs. 

La exposición al inmunoestimulante poli I:C indujo en las células J86 una marcada 

modulación de la expresión de todos los genes relacionados con la respuesta 

inmunitaria innata analizados, pero de diferente signo y cinética. Así, a las 24 y 48 

horas se observó sobreexpresión de los genes IFN-I, Mx, CK10 y CK12 e inhibición de 

la expresión de TNFα y CK9, mientras que para IL-8 y IL-1β a un incremento inicial 

seguía una represión a las 48 horas. Para el gen iNOS se observó un pequeño, pero 

estadísticamente significativo, incremento a las 48 horas. 

El efecto inductor poli I:C sobre la expresión de algunos de esos genes (Mx1, TNFα, 

iNOS, IL-1β, IL-8, IFN-I) también se ha descrito en otras líneas celulares fibroblásticas 

de peces, como en las líneas celulares de trucha arcoíris RTG-2 (DeWitte-Orr et al. 

2007) y TPS2 (Fierro-Castro et al. 2013), y la línea de dorada SAF-1 (Picchietti et al. 
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2013), así como en la línea macrofágica RTS-11 y en leucocitos de pronefros de trucha 

arcoíris (Zou et al. 2014). En general, y al igual que se ha indicado en esos casos, 

nuestros resultados demuestran que la línea celular J86 es capaz de reconocer un 

PAMP de tipo viral y de desplegar una respuesta defensiva innata, que incluye las 

sobreexpresión de factores antivirales y la modulación de mediadores 

proinflamatorios y quimioquinas.  

La inoculación de los cultivos con VHSV indujo también la modulación de los genes 

inmunitarios en la línea J86, pero con perfiles diferentes a los observados para poli 

I:C. Así, se produjo sobreexpresión a 24 horas, que aumentaba a las 48 horas, de INF-

I y Mx, una sobreexpresión mantenida a 24 y 48 horas de IL-1β y TNFα, IL-8, CK10 y 

CK12, inhibición de la expresión de iNOS a ambos tiempos y una sobreexpresión 

inicial de CK9 seguida de una marcada represión a las 48 horas. Estos resultados 

indican que la línea celular J86 retiene la capacidad para desplegar una fuerte 

respuesta antiviral, de forma similar a la que se ha demostrado en células 

fibroblásticas de peces in vitro (DeWitte-Orr et al. 2007; Ingerslev et al. 2010) e in vivo 

(Cuesta and Tafalla, 2009; Montero et al. 2011a). 

Una posible explicación a las diferencias entre las respuestas observadas tras la 

exposición a poli I:C o la inoculación con VHSV debe ser atribuida al efecto de la 

infección viral, tanto en los procesos de señalización intracelular (García-Valtanen et 

al. 2014a) y, por tanto, de regulación de expresión génica, como al proceso citopático. 

En este sentido, se ha descrito que la infección por VHSV induce apoptosis (Avunje 

et al. 2012), lo que produciría dicha alteración de los mecanismos intracelulares que 

llevan a la producción de mediadores inmunitarios. 

En ese sentido, la modulación de la expresión de los genes de INF-I y CK9 por la 

inoculación con VHSV aparecía relacionada, de forma inversa, con la MOI utilizada, 

mientras que para los otros genes no se apreciaba un efecto significativo de la MOI. 

La relación inversa entre expresión y MOI para los dos primeros genes podría ser 

atribuida a que, a una mayor dosis infectiva, la entrada y replicación de VHSV en las 

células desencadene un efecto inhibitorio de su expresión, que no afectaría a los otros 

genes. 

Un aspecto importante de nuestro trabajo es que los estudios de expresión 

transcripcional de los genes Mx, IL-8 e iNOS se han correlacionado con la 

inmunodetección in situ de las correspondientes proteínas de O. mykiss, utilizando 

anticuerpos monoclonales específicos contra IL8 e iNOS (Luis Mercado, resultados 

no publicados) y un anticuerpo policlonal anti-Mx (Chico et al. 2010). Aunque estos 

estudios no son cuantitativos, los resultados confirman que la infección por VHSV 

modula la expresión de esos mediadores a nivel de proteína. 
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En cuanto a los genes relacionados con la respuesta antiviral, el incremento de la 

expresión de INF-I y de la proteína Mx, inducible por INF-I, tras la inoculación con 

VHSV se correspondía con cambios notables en el patrón de inmunomarcaje para 

Mx, con la aparición de gránulos perinucleares positivos (Fig. 52 y Fig. 53). Nuestros 

resultados concuerdan con las observaciones en la línea celular CHSE-214 estimulada 

con poli I:C, en la que la proteína Mx1 se observa como un patrón granular 

perinuclear y la proteína Mx3 difusa en el citoplasma (Trobridge et al. 1997). Esta 

expresión diferencial de las diferentes isoformas de Mx se ha observado también en 

la línea ASK-1, derivada de pronefros de salmón (S. salar) (Das et al. 2007), en 

condiciones de no estimulación. 

En mamíferos, las proteínas Mx se localizan en cuerpos nucleares y en el citoplasma, 

dependiendo del tipo, y las citoplasmáticas se pueden translocar al núcleo (Verrier et 

al. 2011). El proceso observado en nuestros resultados se puede relacionar con la 

descripción de que Mx colocaliza y coinmunoprecipita con la RNA-polimerasa viral 

en células de cerebro de barramundi tras la infección con NNV (Wu et al. 2010) y de 

que en la línea celular 3T3 de ratón la isoforma Mx1 se localiza en forma de gránulos 

nucleares y es capaz de inhibir al rhabdovirus de la estomatitis vesicular (VSV), 

mientras que la isoforma Mx3, incapaz de inhibir al virus, se localiza de forma difusa 

por el citoplasma (Meier et al. 1990). De esta forma, aunque la utilización del 

anticuerpo policlonal usado en este trabajo no permite discriminar las isoformas de 

Mx, la formación de gránulos positivos para Mx es un reflejo del proceso de 

internalización y replicación de VHSV en las células de la línea J86. 

Respecto a las moléculas mediadoras de los procesos proinflamatorios, se estudiaron 

los niveles de expresión de IL-1β, TNFα e iNOS. Tras la inoculación con VHSV, los 

genes de IL-1β y TNFα se sobreexpresaban, lo que concuerda con el desarrollo de 

una respuesta proinflamatoria. El caso del gen iNOS, que presentaba variaciones 

muy pequeñas, pero estadísticamente significativas de expresión relativa, se observó 

una represión inicial tras la infección, que disminuía a las 48 horas. 

A pesar de que el rol de IL-1β en las respuestas antivirales todavía no ha sido 

claramente determinado, se ha descrito un papel de esta citoquina en la promoción 

de la migración de leucocitos y la resistencia frente a VHSV (Peddie et al. 2001). Así, 

en estudios realizados in vivo con trucha arcoíris se ha descrito un aumento en la 

expresión de IL-1β en bazo y pronefros a las 24 y 48 horas tras la infección con VHSV 

(Cuesta and Tafalla, 2009). Además, esta interleuquina es una inductora de otros 

mediadores inflamatorios y asociados a las respuestas inmunitarias en peces, como 

COX2, MHC-I, MHC-II, TNF, GCSF, microglobulina-β2, CD20, IRF4, TLR1, tanto in 

vivo como in vitro (Secombes et al. 2011; Zou and Secombes, 2011). 
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La expresión génica de TNFα en la línea J86 se vio incrementada a los dos tiempos 

estudiados tras la infección con VHSV, mientras que disminuía en ambos casos tras 

la estimulación con poli I:C. Respecto a la estimulación con poli I:C, la represión del 

gen TNFα tras la exposición in vitro a este PAMP ha sido también descrita en la línea 

fibroblástica TPS2, derivada de estroma de pronefros de trucha arcoíris (Fierro-

Castro et al. 2013), pero no hemos encontrado resultados en la bibliografía del efecto 

de la exposición a o infección por VHSV u otros rhabdovirus de peces en la expresión 

de este gen en líneas celulares de peces. No obstante, si se ha analizado el efecto de la 

exposición a TNFα recombinante sobre la susceptibilidad a rhabdovirus, in vivo e in 

vitro, como se indica a continuación 

Estudios realizados en pez cebra (Danio rerio) han demostrado que sucede un 

pequeño aumento en la expresión del gen TNFα en larvas de pez cebra a las 48 horas 

posinfección con el rhabdovirus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV) (López-

Muñoz et al. 2010), pero la administración de TNFα recombinante homólogo 

aumenta la susceptibilidad de esta especie a la infección in vivo por SVCV así como 

induce la expresión de genes de la respuesta inmunitaria innata (IFN, Mx, IL-8, 

CCL4) (Roca et al. 2008).  

Por el contrario, en la línea celular EPC se ha demostrado un efecto protector de la 

exposición a TNFα recombinante frente a la infección por VHSV (Kim and Kim, 

2013), mientras que la exposición de la línea ZF4, derivada de embrión de pez cebra, 

a TNFα recombinante incrementaba la expresión de genes antivirales (IFN-I, Mx), 

pero también la replicación de SVCV (Roca et al. 2008). 

Se ha sugerido que el diferente efecto que el TNFα tiene en la susceptibilidad a 

VHSV o SVCV puede deberse a la existencia de diferentes mecanismos de interacción 

entre estos dos rhabdovirus y la vía de señalización del TNFα (Kim and Kim, 2013). 

Esta explicación concordaría también con nuestros resultados en la línea J86, ya que 

existen marcadas diferencias en la expresión del gen TNFα tras la inoculación con 

VHSV o exposición a poli I:C, lo que sugiere que inducen diferentes vías de 

señalización o interaccionan de forma distinta con ellas. Esta doble vía se ha 

demostrado para el reconocimiento de virus RNA en peces, de forma que el receptor 

MDA5 (melanoma-differentiation-associated gene 5) reconoce RNAs bicatenarios largos 

(más de 2 kb), como poli I:C, mientras que la helicasa RIG-I detecta RNAs 

bicatenarios cortos (hasta 1 kb) y algunos RNAs monocatenarios (Zou et al. 2009). 

Los genes para ambos PRRs se encuentran presentes en el genoma de teleósteos (Zou 

et al. 2009) y los dos participan de la respuesta antiviral innata, como se ha 

demostrado en la línea celular HINAE, en la cual la sobreexpresión de MDA5 reduce 
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el efecto citopático de la infección con los rhabdovirus VHSV o Hirame y con IPNV 

(Ohtani et al. 2011). 

En consecuencia, nuestros resultados de modulación de expresión del gen TNFα en 

la línea J86 demuestran que estas células reconocen la infección por VHSV, 

generando una respuesta que trata de ser protectora, en cuanto al incremento de la 

expresión de esta citoquina, que es distinta de la mera inmunoestimulación con un 

análogo de RNA bicaternario como el poli-I:C.  

En el caso del gen iNOS, los pequeños pero significativos cambios observados en la 

expresión génica no concuerdan, inicialmente, con los resultados de 

inmunodetección de la proteína iNOS. Así, la exposición a poli I:C o la inoculación 

con VHSV produjeron una disminución significativa de su expresión en la células J86 

a las 24 horas, que se mantuvo, aunque menos marcada, a las 48 horas para VHSV. 

Por el contrario, la intensidad del inmunomarcaje anti-iNOS a las 24 horas era mayor 

en los cultivos infectados o tratados con poli I:C que en los controles, disminuyendo 

la intensidad de la fluorescencia a las 48 horas, pero manteniéndose por encima de 

los controles. 

Estas discrepancias podrían deberse a que el pico de expresión génica de iNOS 

suceda más tempranamente de las 24 horas, como se ha descrito en cultivos 

primarios de macrófagos de trucha arcoíris estimulados con poli I:C en los que el 

pico de expresión génica de iNOS se producía a las 4 horas, disminuyendo con el 

tiempo, y alcanzando valores bajos a partir de las 8-12 horas (Fierro-Castro 2009; 

Fierro-Castro et al. 2013). No obstante, la modulación de la expresión de gen iNOS 

tras a la exposición a poli I:C deber ser también dependiente de la línea celular, ya 

que en líneas celulares derivadas de estroma de bazo y pronefros estimuladas con 

poli I:C los valores de expresión se mantenían por debajo o en torno a los de los 

controles a las 4 horas y aumentaban ligeramente a las 24 horas (Fierro-Castro 2009; 

Fierro-Castro et al. 2013). 

Por otra parte, aunque in vivo la infección por VHSV induce la sobreexpresión de 

iNOS en bazo, hígado y pronefros de trucha arcoíris (Tafalla et al. 2005), se ha 

descrito que en la línea celular RTS-11, derivada de monocito/macrófagos de trucha 

arcoíris, la infección por VHSV no induce la expresión de iNOS ni a 24 ni a 48 horas 

(Tafalla et al. 2008). Sin embargo, nuestros resultados en la línea J86 demuestran que 

VHSV reprime la expresión génica de iNOS a las 24 horas, pero no la producción de 

esta proteína. En este sentido, en diversos estudios de infección viral in vitro de 

macrófagos de mamíferos se ha descrito el papel del óxido nítrico como inhibidor del 

ciclo de replicación viral, al disminuir la síntesis del genoma viral, la producción de 

proteínas virales y una menor producción de partículas virales infecciosas (Benencia 
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and Courreges, 1999; Kreil and Eibl, 1996; Lin et al. 1997; Takhampunya et al. 2006). 

Además, el patrón de fluorescencia granular para iNOS en J86 coincide con lo 

descrito en células hepáticas de humano y rata, donde se colocaliza con peroxisomas 

(Collins et al. 2003).  

La disminución de la represión génica de iNOS a las 48 tras la infección con VHSV, 

que coincide con la sobreexpresión tras la estimulación con poli I:C, podría deberse a 

la estimulación por TNFα que se encuentra sobreexpresado fuertemente a las 24 

horas en esas condiciones y que, al igual que otras citoquinas, regulan la expresión 

de iNOS a través de la vía de señalización intracelular mediada por el factor de 

transcripción NFκβ en fibroblastos de peces (Goetz et al. 2004; Mehta et al. 2012). 

En referencia a las quimioquinas, la línea J86 muestra expresión basal de los genes 

para IL-8, CK9, CK10 y CK12, lo que concuerda con la expresión de los mismos genes 

en los tejidos que forman las bases de las aletas de trucha arcoíris (Montero et al. 

2011a). Esta expresión basal de CK9, CK10 y CK12 también ha sido descrita 

recientemente en la línea celular RTH derivada de corazón de trucha arcoíris (Luque 

et al. 2014).  

Tras la inoculación con VHSV las células J86 mostraron sobreexpresión mantenida a 

24 y 48 horas de IL-8, CK10 y CK12, y una sobreexpresión inicial de CK9 seguida de 

una marcada represión a las 48 horas. Una respuesta semejante para CK10 y CK 12 se 

producía tras la exposición a poli I:C, mientras que se reprimía la expresión de CK9 a 

los dos tiempos analizados e IL-8 presentaba un incremento inicial y una represión a 

las 48 horas. 

Esos datos indican que las células J86 responden a la infección por VHSV de forma 

diferencial respecto a la inmunoestimulación para IL-8 y CK9, pero de forma 

semejante para CK10 y CK12.  Estos resultados coinciden sustancialmente con los de 

estudios in vivo en O. mykiss que han demostrado que la infección por VHSV produce 

una marcada sobreexpresión de CK10 y CK12 en las bases de las aletas a las 72 horas 

posinfección, pero no de IL-8 ni de CK9 (Montero et al. 2011a). Así mismo, se ha 

descrito la inhibición de la expresión de CK9 en ovario de trucha arcoíris tras la 

estimulación con poli I:C (Chaves-Pozo et al. 2010b). 

Estudios in vitro de la infección por VHSV en la línea celular RTH indicaron que este 

virus es capaz de aumentar significativamente la expresión de CK10 y CK12 a las 24 

y 48 horas posinfección, y sin embargo, aunque aumentó la expresión de CK9 a esos 

mismos tiempos, los niveles detectados fueron muy similares a los de los controles 

(Luque et al. 2014). 
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Por otra parte, los resultados para la expresión basal de CK9 y su no modulación por 

la infección con VHSV indican que la línea J86 retiene características propias del 

tegumento, ya que coinciden con lo descrito in vivo y, de esta forma, confirman que la 

regulación de la expresión génica de quimioquinas tras la infección viral es tejido 

específica (Montero et al. 2011a). 

Los ensayos de inmunodetección de IL-8 demostraron que la infección por VHSV, así 

como la estimulación con poli I:C, inducen un incremento de la expresión de esta 

proteína frente a los controles a las 24  (Fig. 56) y 48 horas (Fig. 57). Este incremento 

en la expresión ha sido descrito en el bazo y pronefros de truchas arcoíris infectadas 

con VHSV (Tafalla et al. 2005). El patrón de expresión de IL-8 en las células  J86 

coincide con el descrito en células de cordón umbilical humano, en forma de un 

granulado asociado al aparato de Golgi (Wolff et al. 1997).  

El papel de las quimioquinas en la defensa antiviral parece ser la atracción de 

diferente subpoblaciones de leucocitos al punto de infección. Así, se ha descrito que 

IL-8 atrae específicamente neutrófilos (Alejo and Tafalla, 2011) y que CK12 tiene un 

papel fundamental en la atracción de linfocitos B y T (Montero et al. 2011b). 

Estos resultados en conjunto acerca de la modulación de los genes relacionados con 

la respuesta inmunitaria y de las proteínas que codifican, sugieren que estas células 

de aleta tienen un importante papel en los primeros estadios de la infección.  

Así, a manera de conclusión de ese capítulo, nuestros resultados demuestran que la 

línea celular de aleta J86 expresa genes relacionados con la respuesta inmunitaria 

innata y que se han descrito como factores importantes en la respuesta temprana del 

tegumento, particularmente de la base de la aletas de O. mykiss, tales como 

mediadores antivirales (IFN-I, Mx), citoquinas y factores proinflamatorios (IL-1β, 

TNFα, iNOS), y quimioquinas (IL-8, CK9, CK10, CK12) en condiciones basales. La 

susceptibilidad a la infección por VHSV y la aparente resistencia a IPNV, junto con el 

hecho de responder al PAMP de tipo viral poli I:C, justifican nuestra hipótesis de que 

esta línea, y probablemente otras derivadas de aletas utilizando nuestra metodología, 

pueda ser utilizada en modelo experimental para analizar la respuesta inmunitaria 

temprana en las barreras mucosas y el rol de las células de la piel en las infecciones 

virales, alternativo a los estudios in vivo. 
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Capítulo III: Uso de la línea de aleta J86 para el estudio in vitro de 

candidatos a vacunas DNA frente a rhabdovirus de peces.  

1. Introducción 

El rápido crecimiento de la acuicultura en la última década y la intensificación de la 

producción conllevan la aparición de brotes epizoóticos que requieren de medidas 

adecuadas para su control. De acuerdo con la Organización Internacional de 

Epizootías (OIE), las enfermedades víricas son las más devastadoras para la 

producción de peces de acuicultura, dado que pueden causar mortalidades masivas 

y no existe tratamiento quimioterapéutico frente a ellas. Dado que los peces 

presentan inmunidad adquirida (Lorenzen et al. 2001; Purcell et al. 2012), la única 

opción actualmente viable de control de las mismas es mediante el uso de métodos 

de inmunoprofilaxis, especialmente la vacunación (Heppell and Davis, 2000). No 

obstante, todavía son pocas las vacunas antivirales seguras, eficaces y 

económicamente viables que han sido desarrolladas para su uso en acuicultura 

(Gomez-Casado et al. 2011). Es por ello que muchas de estas enfermedades, cuyos 

brotes causan graves pérdidas económicas, son de declaración obligatoria a la OIE y 

en los estados miembros de la Unión Europea. 

Entre las enfermedades de la lista de declaración obligatoria, la septicemia 

hemorrágica viral, causada por el rhabdovirus VHSV, es una de las más importantes, 

no sólo por las pérdidas, sino por su amplia distribución a nivel mundial, ya que 

afecta tanto a especies de agua dulce como marinas (Crane and Hyatt, 2011; Dale et 

al. 2009; Garver et al. 2013; Ogut et al. 2013). 

Los primeros intentos por controlar esta enfermedad con vacunas clásicas, que 

usaban virus atenuados o inactivados, dieron resultados poco prometedores debido a 

que las cepas utilizadas se volvían virulentas para algunos peces, en el caso de las 

primeras, o al coste de la producción a gran escala, en el caso de las segundas 

(Gómez-Casado et al. 2011). Frente a ellas, las vacunas DNA que contiene secuencias 

codificantes del gen de la glucoproteína G (gpG) de rhabdovirus se presentan como 

una buena opción, ya que inducen una fuerte respuesta inmunitaria innata temprana, 

que además protege frente a otros virus  (Cuesta and Tafalla, 2009; Lorenzen et al. 

2002a), y una respuesta inmunitaria específica más tardía y duradera, con la 

producción de anticuerpos y activación de células citotóxicas antígeno-específicas 

(Gurunathan et al. 2000; Utke et al. 2008).  
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Sin embargo, a pesar de la protección que confieren dichas vacunas DNA, su uso sólo 

está autorizado en Canadá. La Unión Europea las ha prohibido alegando motivos de 

seguridad, ya que los peces vacunados podrían ser considerados organismos 

genéticamente modificados (Hølvold et al. 2014) y si dichas vacunas utilizan el 

promotor del citomegalovirus humano (CMV) representan un riesgo potencialmente 

oncogénico para las personas (Evensen and Leong, 2013; Soroceanu and Cobbs, 

2011). A este respecto, se han realizado estudios dirigidos a la búsqueda de nuevos 

promotores de origen piscícola, así como a la modificación de las secuencias 

reguladoras para aumentar la seguridad y eficiencia de dichas vacunas (Chico et al. 

2009; Martínez-Alonso et al. 2011; Martínez-López et al. 2012; Martínez-López et al. 

2013a; Ruiz et al. 2008). Además, existe la dificultad añadida de la administración a 

gran escala, por lo que se ha intentado mejorar los resultados de la vacunación por 

vía oral (Adelmann et al. 2008) o por baño (Fernández-Alonso et al. 2001), así como 

aumentar la versatilidad de dichas vacunas independientemente de la ruta de 

administración (Martínez-López et al. 2013b).  

Son numerosos los estudios realizados in vivo para conocer cómo funcionan las 

vacunas DNA contra VHS que expresan la glucoproteína de este virus (gpG) en 

peces (Chico et al. 2009; Heppell et al. 1998; Lorenzen et al. 2001; Lorenzen et al. 

2002a; Lorenzen et al. 2002b; McLauchlan et al. 2003), así como factores que pueden 

influir en la aparición de la respuesta inmunitaria o la persistencia de la misma, como 

es la temperatura del agua (Castro et al. 2014; Lorenzen et al. 2009).  

Sin embargo, son menos numerosos los estudios realizados in vitro para comprender 

las bases inmunológicas que confieren la protección antiviral (Biering and Salonius, 

2014) y, sobre ese conocimiento, poder seleccionar nuevas vacunas DNA 

experimentales a partir de ensayos realizados en condiciones controladas y menos 

costosas que los experimentos in vivo y que permitan mejorar la inmunogenicidad y 

seguridad de este tipo de vacunas. 

Entre esos estudios referidos a vacunas DNA contra la VHS, destacan los realizados 

con dos tipos de construcciones que difieren en el promotor utilizado:  

a) Con el plásmido pAE6-Gvhsv, que codifica para el gen completo de la gpG de 

VHSV bajo una versión del promotor de la -actina de carpa (Brocal et al. 

2006). Los estudios in vitro con esta construcción incluyeron el análisis de la 

eficiencia de transfección y de la modulación de la expresión de genes de la 

respuesta inmunitaria en cultivos primarios de pronefros (Ortega-Villaizán et 

al. 2012) y en las líneas celulares EPC (Chico et al. 2009) y RTG-2 (Martínez-

López et al. 2013a), así como estudios de protección contra la infección por 

VHSV en ésta última línea celular (Ortega-Villaizán et al. 2011).  
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b) Con la construcción pMCV1.4-Gvhsv, que contiene la secuencia completa del 

gen de la gpG de VHSV bajo una versión del promotor inmediato temprano 

de CMV (Rocha et al. 2005), con el cual se realizaron los mismos ensayos en la 

línea celular EPC (Chico et al. 2009). Además, esos mismos ensayos se han 

realizado con la construcción pMCV1.4-Gvhsv en la que se habían introducido 

fragmentos ricos en motivos CpG, los cuales aumentan su poder 

inmunogénico (Martínez-Alonso et al. 2011). El mismo tipo de plásmido, con 

el promotor de CMV, se ha utilizado también para analizar la expresión de los 

fragmentos comprendidos entre los aminoácidos Leu280 y Ala310 (péptido p31) 

y entre la His340 y Asn370 (p33) de la gpG, que se han descrito como 

responsables de desencadenar la vía del INF-I (Martínez-López et al. 2014). 

Puesto que el uso de modelos in vitro ha sido de gran importancia para los avances 

en el desarrollo de nuevas vacunas (Bearzotti et al. 1992; Fernández-Alonso et al. 

1999; Heppell and Davis, 2000; Villena 2003), el objetivo de este trabajo es utilizar la 

línea celular J86, derivada de la aleta anal de O. mykiss, para analizar in vitro la 

eficiencia y la protección conferida por dos vacunas DNA experimentales frente a 

VHSV. Esta línea celular ha sido elegida para estos ensayos en base a: i) la 

susceptibilidad que ha demostrado tener a la infección por VHSV (ver Capítulo I); y 

ii) puesto que la infección por VHSV in vivo comienza en la base de las aletas en 

salmónidos (Harmache et al. 2006), es de interés el conocer el papel que puedan tener 

estas células en la protección conferida por la inmunización frente a la infección, con 

la finalidad de aportar nueva información que permita comprender mejor los 

mecanismos inmunológicos puestos en marcha por vacunas DNA en el órgano diana 

inicial de VHSV (Montero et al. 2011a). 

Para ello, primero se evaluó la eficiencia de transfección de la línea celular con dos 

construcciones de DNA diferentes: la construcción pAE6-Gvhsv, que codifica la 

proteína gpG completa bajo el promotor de -actina de carpa (Brocal et al. 2006) y la 

denominada pcDNA3-vhsvG (Heppell et al. 1998), que codifica el gen completo de la 

gpG. A continuación, para ambas vacunas DNA experimentales se estudió la 

funcionalidad de la proteína expresada en las células J86 y, finalmente, se analizó la 

modulación de la expresión de genes y de mediadores relacionados con la respuesta 

inmunitaria innata en los cultivos de esa línea celular de aleta. 
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2. Material y métodos 

2.1. Línea celular 

Se utilizó la línea celular J86 derivada de aleta de trucha arcoíris, obtenida mediante 

el método de los explantes en nuestro laboratorio (Capítulo I de esta tesis), entre los 

pases 40 a 49. 

Esta línea fue mantenida en medio de cultivo rutinario suplementado con 20% FCS y 

50 ng/mL EGF, cuya composición se muestra en la Tabla I e incubada a 18°C en 

atmósfera de aire 

2.2. Construcciones plasmídicas 

Para los ensayos de transfección/electroporación se utilizaron los plásmidos pAE6-

GFP y pMCV1.4-GFP cedidos por la Dra. Amparo Estepa del laboratorio de Virología 

de Peces del Instituto de Biología Molecular y Celular (IBMC) de la Universidad 

Miguel Hernández de Elche. 

- El plásmido pAE6-GFP, que porta el promotor de la -actina de carpa (AE6), 

contiene la secuencia del gen de la proteína reportadora GFP (Brocal et al. 

2006). 

- La construcción pMCV1.4-GFP codifica la proteína verde fluorescente (GFP) 

bajo una versión (MCV1.4) del promotor inmediato temprano de CMV (Falco 

et al. 2009). 

Para el estudio de la expresión de la gpG de VHSV se emplearon los plásmidos 

pAE6-Gvhsv y pAE6 (vector vacío, usado como control), cedidos por la Dra. Amparo 

Estepa del IBMC; y los plásmidos pcDNA3-vhsvG y pcDNA3 (vector vacío) cedidos 

por el Dr. Uwe Fischer del Instituto de Infectología del Friedrich-Loeffler-Institut 

(FLI) (Insel Riems, Alemania). 

- La construcción pAE6-Gvhsv, que porta una versión del promotor de la -

actina de carpa (AE6), contiene la secuencia del gen de la gpG de VHSV (cepa 

07.71) (Chico et al. 2009).  

- El plásmido pcDNA3-vhsvG contiene la secuencia de la gpG del VHSV (cepa 

DK-3592B) bajo el promotor CMV (Heppell et al. 1998).  

2.3. Virus 

Para los estudios de infección in vitro se utilizó la cepa 07.71 de VHSV. Las alícuotas 

de virus utilizadas procedían de stocks propagados y titulados en el IBMC de la 
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Universidad Miguel Hernández (Elche, España) y en el Instituto de Infectología del 

Friedrich- Loeffler- Institut (Insel Riems, Alemania). 

2.4. Procedimientos de transfección 

Se utilizaron dos metodologías distintas para transfectar las células J86 con los 

distintos plásmidos.  

Por una parte, para intentar mejorar la eficiencia de transfección y en los estudios de 

expresión génica de mediadores inmunitarios, se empleó el método de 

electroporación con el sistema Neon Transfection (Invitrogen). Este estudio fue 

realizado en el IBMC de la Universidad Miguel Hernández de Elche y en el Instituto 

de Inmunología del Friedrich- Loeffler- Institut (Insel Riems, Alemania). Las células, 

obtenidas a partir de frascos de 25 cm2 de cultivos rutinarios de la línea J86, fueron 

tripsinizadas y lavadas con PBS en viales Eppendorf durante 10 min a 300 g. Los 

pellets celulares fueron resuspendidos con 10 µL de Tampón R (Invitrogen) y 1 µg 

del plásmido correspondiente. A continuación, se procedió a someterlas a 1 pulso o a 

2 pulsos eléctricos de 1300 mV de 20 mS cada uno, tras lo que fueron inmediatamente 

sembradas en placas de 24 pocillos en medio sin antibióticos a razón de 7x104 

cél./pocillo. Como control se sembraron células que fueron transfectadas con el 

vector vacío correspondiente e incubadas en las mismas condiciones que las 

experimentales. 

Por otra parte, para los ensayos de inducción de fusión de membranas en cultivos 

transfectados para la expresión de gpG se utilizó el protocolo previamente puesto a 

punto en el Capítulo I de esta Tesis, que utiliza Lipofectamina como vehículo de 

transfección, puesto que para la electroporación se requiere el uso de suspensiones 

celulares que tras la transfección no llegaban a formar monocapas competas. Se 

utilizaron frascos de 25 cm2 de cultivos rutinarios de la línea J86 como fuente de 

obtención de células. Los cultivos se tripsinizaron según la técnica descrita en el 

Capítulo I y las células se resuspendieron en medio de cultivo rutinario (Tabla I) y 

sembraron en placas de 48 pocillos (Corning) a una densidad celular de 3,5x104 

cél./pocillo. Las células se incubaron durante 24 horas a 18°C en atmósfera de aire, 

tras las cuales se cambió el medio a los pocillos por medio de mantenimiento sin 

suplementar con antibióticos.  

Los plásmidos se disolvieron en medio Opti-MEM (Invitrogen) en tubos Eppendorf y 

se añadió Plus Reagent (Invitrogen) en un ratio 1:1. Las mezclas se incubaron 5 

minutos a temperatura ambiente, tras lo que se añadió la Lipofectamina LTX 

(Invitrogen) a cada tubo Eppendorf en un ratio 2,5:1. Las mezclas se dejaron incubar 

durante 30 minutos a temperatura ambiente para la formación de los complejos 
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lípidos-DNA. A continuación, se añadieron 20 µl de las correspondientes mezclas a 

los pocillos y las células se incubaron 72 horas a 18°C en atmósfera de aire. Como 

control se utilizaron células que fueron transfectadas con el vector vacío 

correspondiente e incubadas en las mismas condiciones que las experimentales. 

2.5. Inmunofluorescencia 

Para la detección de la expresión de la gpG completa de VHSV codificada por la 

construcción pAE6-Gvhsv se utilizó un cóctel de anticuerpos monoclonales anti-gpG 

(Chico et al. 2010), que incluye dos anticuerpos conformacionales (3F1A2, C10) 

(Béarzotti et al. 1995) y un anticuerpo no conformacional (I10) (Mourton et al. 1990), 

cedido por la Dra. Amparo Estepa del IBMC. Para la detección de gpG codificada por 

pcDNA3-vhsvG se empleó un suero policlonal frente a VHSV (Utke et al. 2008), 

cedido por el Dr. Uwe Fischer del Instituto de Infectología del Friedrich-Loeffler-

Institut (Insel Riems, Alemania).  

El método de fijación de las células, los anticuerpos y las condiciones de incubación 

utilizadas se muestran en la Tabla XVI. 

Fijación Anticuerpo 1º 

Dilución y 

condiciones de 

incubación 

Anticuerpo 2º 

Dilución y 

condiciones de 

incubación 

Paraformaldehído 

4% 

15 min Tª ambte 

Cóctel mAbs 

ratón anti-gpG 

(Chico et al. 

2010) 

1:500 en PBS+1% 

BSA 

60 min a Tª ambte  

Cabra anti-ratón 

Alexa 488 

(Invitrogen) 

1:300 en PBS+1% 

BSA  

45 min en 

oscuridad 

Acetona-Metanol  

5 min a -20°C. 

conejo anti-

gpG 

(Utke et al. 

2008)  

1:1000 en PBS+1% 

BSA 

1 hora Tª ambte 

Cabra anti-conejo 

Alexa 488 

(Invitrogen) 

 

1:300 en PBS+1% 

BSA  

45 min en 

oscuridad  

Tabla XVI. Anticuerpos y condiciones de incubación utilizadas para la detección de Gvhsv en células 

transfectadas. 

En el caso de los cultivos fijados con acetona-metanol las monocapas se dejaron secar 

al aire durante 10 minutos para eliminar los restos de fijador. Tras la fijación las 

células se lavaron con DMEM (Sigma) durante 5 minutos y se incubaron con el 

anticuerpo primario. Seguidamente se hicieron 3 lavados con DMEM durante 5 

minutos y las células se incubaron con el anticuerpo secundario. Finalmente, las 

células se lavaron 3 veces con DMEM durante 5 minutos. 
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Para la detección de la proteína Mx de O. mykiss se utilizó un anticuerpo policlonal 

de conejo (Chico et al. 2010). Tras fijar las monocapas en las condiciones indicadas en 

la Tabla XVII, se lavaron los pocillos con PBS durante 5 minutos y se incubaron con 

tampón de bloqueo (PBS + 5% suero de cabra + 0,3% TritonX-100) durante 60 minutos 

a temperatura ambiente. Acto seguido, las células se incubaron con el anticuerpo 

primario en las condiciones indicadas. A continuación, se retiró el medio de 

incubación y se lavaron los pocillos 3 veces con PBS durante 5 minutos y se procedió 

a incubar con el anticuerpo secundario diluido en un tampón consistente en PBS 

suplementado con 1% de BSA y 0,3% de TritonX-100. Finalmente, se hicieron 3 

lavados con PBS durante 5 minutos, dejando tras el lavado final 100 L de PBS y 

contrastando los núcleos con DAPI (Molecular Probes) para la observación 

microscópica. 

Fijación Anticuerpo 1io 

Dilución y 

condiciones de 

incubación 

Anticuerpo 2io 

Dilución y 

condiciones de 

incubación 

Paraformaldehído 

4%  

15 min  Tª 

ambiente 

TritonX-100 

 5 min  Tª ambiente 

Policlonal 

conejo anti-Mx 

(Chico et al. 

2010) 

1:300  

en tampón AD 

Cabra anti-conejo 

conjugado con 

FITC (Sigma) 

1:300 

12 horas a 4°C en 

oscuridad 

Tabla XVII. Anticuerpos y condiciones de incubación finales utilizadas para caracterizar la respuesta 

inmunitaria en la línea de aleta de O. mykiss. 

2.6. Microscopía de fluorescencia 

La fluorescencia de GFP y de los cultivos procesados para el inmunomarcaje de gpG 

inducida por la transfección con la construcción pAE6-Gvhsv fue observada y 

fotografiada con un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse TE2000-U dotado 

de una lámpara de mercurio y una cámara digital Nikon DS-1QM, en el laboratorio 

de Virología de Peces del IBMC (Universidad Miguel Hernández, Elche). 

La observación y fotografiado de la inmunofluorescencia para gpG y proteína Mx en 

los cultivos transfectados con pcDNA3-vhsvG se realizó con un microscopio 

invertido de fluorescencia Nikon Eclipse TE300  en los laboratorios de microscopía 

del FLI (Insel Riems, Alemania). 
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2.7. Citometría de flujo 

La expresión de GFP y gpG de VHSV en las células transfectadas mediante 

electroporación se cuantificó mediante citometría de flujo. Como fuente de células se 

utilizaron cultivos en las placas de células J86 tras 72 horas postransfección, sin fijar. 

Para la detección de gpG los cultivos fueron procesados primero para la detección 

por inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos y condiciones indicados en la 

Tabla XVI, excepto la fijación. 

Las monocapas se disociaron con PBS sin calcio y utilizando un rascador (Cell 

Scraper, Corning), se lavaron con PBS sin calcio durante 10 min a 300 g y fueron 

resuspendidas en tampón FACS (PBS suplementado con 1% BSA y 0,1% de azida 

sódica, Sigma). La fluorescencia asociada a las células se analizó con un citómetro de 

flujo BD FACS CantoTM II (BD Biosciences). Como controles se utilizaron cultivos 

sin transfectar procesados de igual forma que los anteriores. En el caso de las células 

transfectadas para la expresión de gpG, en los controles negativos se omitió la 

incubación con el anticuerpo primario. Para cada muestra se adquirieron 10.000 

eventos. Como control de la autofluorescencia se utilizaron células no 

electroporadas.  

Los resultados se analizaron usando el software WinMDI 2.9 

(http://en.biosoft.net/other/WinMDI.html). 

2.8. Infección de los cultivos celulares 

Las infecciones in vitro se realizaron en laboratorios de contención biológica de nivel 

P2 del IBMC de la Universidad Miguel Hernández (Elche, España) y del Instituto de 

Infectología del Friedrich-Loeffler-Institut (Insel Riems, Alemania). 

Como fuente de células para las infecciones se utilizaron cultivos rutinarios de 

células J86 en frascos de 25 cm2, que fueron tripsinizados según la técnica descrita en 

el Capítulo I. Las células se resuspendieron en medio de mantenimiento y sembradas 

en placas de 24 pocillos (Corning) a una densidad celular de 3,5x104 cél./pocillo para 

obtener la confluencia a las 24 horas de incubación a 18°C en atmósfera de aire.  

Tras retirar el medio de cultivo de los pocillos se añadieron 200 µL/pocillo de una 

suspensión del VHSV en medio de cultivo rutinario suplementado con 2% de FCS. 

La MOI utilizada fue 0,01, para lo cual se realizaron las diluciones del stock 

apropiadas. En todo momento se mantuvieron las placas y las alícuotas de virus 

sobre hielo. Como controles negativos se utilizaron pocillos de las mismas placas a 

los cuales se añadió únicamente medio de cultivo suplementado con 2% de FCS. Las 

placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 14°C durante 72 horas. 

http://en.biosoft.net/other/WinMDI.html
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2.9. Ensayo de fusión 

Para el ensayo de inducción de la fusión de membranas citoplasmáticas (Estepa et al. 

2001) se utilizó como fuente de células las placas de 48 pocillos utilizadas para los 

ensayos de transfección con Lipofectamina incubadas durante 72 horas.  

Tras este periodo de incubación, se retiró el medio cuidadosamente mediante 

aspiración con pipeta y se añadieron 200 µL/pocillo de medio RPMI-1640 sin 

bicarbonato, tamponado con ácido 2-(N-Morfolino) etanosulfónico (MES) 20 mM y 

HEPES 20 mM (Sigma) a pH 6. Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron 

durante 30 minutos a 14°C. Acto seguido, se retiró el medio de las células mediante 

aspiración con pipeta y se añadieron 200 µL/pocillo de medio de fusión consistente 

en RPMI-1640 sin bicarbonato, tamponado con MES 20 mM y HEPES 20 mM a pH 

7,6. Las células se incubaron durante 2 horas a 14°C, tras lo cual se retiró el medio de 

los pocillos, se añadió metanol frío a -20°C durante 10 minutos para fijar las células y 

se tiñeron con Giemsa. 

Como control negativo se utilizaron pocillos de células no transfectadas y como 

control positivo se utilizaron pocillos de células infectadas con VHSV (ver apartado 

2.8 de este capítulo), ambos procesados de igual forma para inducir la fusión. 

2.10. Extracción de RNA 

El RNA total se extrajo utilizando el kit de columnas RNeasy Plus Micro (Qiagen), el 

cual incluía una columna de eliminación de DNA genómico. El procedimiento 

general se detalla a continuación: 

 Lisado de las células: se añadieron 100 L de tampón de lisis RLT 

suplementado con 1% de mercaptoetanol y se procedió al homogeneizado 

pipeteando suavemente. 

 Acto seguido, las muestras se transfirieron a una columna de eliminación de 

DNA genómico y se centrifugaron a 8.000 g durante 15 s. 

 Los filtrados se transfirieron a un tubo en el que se añadió un volumen igual 

de etanol al 70%. 

 Las muestras se transfirieron a las columnas de extracción de RNA y se 

centrifugaron a 8.000 g durante 15 s. 

 Tras descartar el eluido, se añadieron 700 L de tampón RW1 y las columnas 

se centrifugaron a 8.000 g durante 15 s. 

 Tras descartar nuevamente el eluido, se añadieron 500 L de tampón RPE y las 

columnas se centrifugaron a 8.000 g durante 10 s. 



Capítulo III 

- 130 - 

 Se desechó el tubo con el eluido y se colocó la columna en un nuevo tubo. A 

continuación, se añadieron 500 L de tampón RPE y las columnas se 

centrifugaron a 12.000 g durante 2 min. 

 Tras desechar el eluido, se centrifugaron las columnas durante 5 min con las 

tapas abiertas para el completo secado de la membrana. 

 Finalmente, se añadieron 30 L de agua a cada columna y se centrifugaron a 

8.000 g durante 1 min. 

El RNA se cuantificó con un equipo NanoDrop ND-1000, considerándose aptas para 

la posterior realización de la retrotranscripción aquellas muestras que presentaban 

unos ratios 260/280 entre 1,5-2 y que no presentaran fragmentación del RNA, lo que 

fue determinado mediante electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio. 

2.11. Retrotranscripción 

Para la obtención de los cDNA, que servirían como molde en su posterior uso en la 

PCR, se utilizó la enzima retrotranscriptasa Superscript III (Invitrogen) y el cebador 

oligo-dT (Invitrogen). Para la mezcla general de reacción se incubaron 5 μg de RNA 

total con 1μL de oligo (dT) 12-18 (0,5 mg/mL, Invitrogen) y una mezcla de 

desoxinucleótidos trifosfato (dNTP´s) 10 mM durante 5 min a 65° C. Después de la 

incubación, se añadieron a la mezcla 4 μL de tampón RT 5X, 1 μL de ditiotreitol 

(DTT) 0,1 M, 1 μL de RNaseOUT (inhibidor de la ribonucleasa recombinante, 

Invitrogen) y 1 μL de la enzima Superscript III. La mezcla se incubó durante 5 min a 

25°C, 60 min a 50°C y 15 min a 70°C. La reacción se detuvo por calentamiento a 70°C 

durante 15 min, y el cDNA resultante se almacenó a -20°C hasta su uso.  

2.12. PCR a tiempo real 

La expresión génica fue cuantificada con el kit Power SYBR Green PCR Master Mix 

(Invitrogen) mediante la técnica de PCR a tiempo real. La formulación general de la 

mezcla de reacción se indica en la tabla a continuación (Tabla XVIII). 

Reactivo Concentración stock Volúmen 

2x Master Mix Sybr Green 2x 10 µl 

Primer F 10 µM 0,4 µl 

Primer Rw 10 µM 0,4 µl 

cDNA  2 µl 

Agua  7,2 µl 

Tabla XVIII. Formulación de la mezcla de reacción para PCR cuantitativa. 

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador StepOne Plus (Applied 

Biosystems) y las condiciones de la reacción se indican en la Tabla XIII.  
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Los genes estudiados y los cebadores utilizados para su amplificación están 

detallados en la Tabla XIX. 

Para normalizar los cambios en la expresión de los genes se utilizó como referencia 

interna el gen del factor de elongación EF-1α. Los cambios en la expresión relativa de 

dichos genes se cuantificaron mediante el método 2-ΔΔCt (Livak and Schmittgen 2001). 

Como control se utilizaron células sin transfectar y los cambios de expresión se 

calcularon de forma relativa a los niveles de expresión de dichos genes en estas 

células. 

Cebadores Secuencia Referencia 

IL-1β 
F: CTGAAGCCAGACCTGTAGCC 

R: GCAACCTCCTCTAGGTGCAG 
(Cuesta and Tafalla, 2009) 

TNFα 
F: AGCATGGAAGACCGTCAACGAT 

R: ACCCTCTAAATGGATGGCTGCTT 
(Purcell et al. 2004) 

IL-8 
F: GAATGTCAGCCAGCCTTGTC 

R: TCCAGACAAATCTCCTGACCG 
(Lindenstrøm et al. 2004) 

Mx1-3 
F: TGAAGCCCAGGATGAAATGG 

R: TGGCAGGTCGATGAGTGTGA 

(Ortega-Villaizán et al. 

2009) 

MHC-Iα 
F: GACAGTCCGTCCCTCAGTGT 

R: CTGGAAGGTTCCATCATCGT 
(Chaves-Pozo et al. 2010a) 

EF-1α 
F: GATCCAGAAGGAGGTCACCA 

R: TTACGTTCGACCTTCCATCC 
(Chaves-Pozo et al. 2010b) 

Tabla XIX. Genes analizados y cebadores utilizados para los análisis de expresión génica en los 

cultivos de la línea J86 derivada de aleta de O. mykiss. 

2.13. Tratamiento estadístico 

El análisis estadístico de los resultados obtenidos, expresados como media y error 

estándar, se realizó mediante un análisis de varianza (ANOVA) seguido de un test 

posthoc de Tukey, considerándose que existían diferencias significativas para valores 

p<0,05 y altamente significativas para valores de p<0,01. 

3. Resultados 

3.1. Ensayos de transfección por la electroporación 

Para incrementar la eficiencia de la transfección de las células de la línea J86 se 

ensayaron dos condiciones de la técnica de electroporación con el sistema Neon 

Transfection, que diferían en el número de pulsos eléctricos. Cuando se utilizó un 

solo pulso eléctrico de 1.300 mV y 20 mS se pudo detectar a las 24 horas 

poselectroporación la expresión de la proteína reportadora GFP en numerosas células 

(Fig. 58). 
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El uso de dos pulsos eléctricos, del mismo potencial y duración incrementó 

notablemente el número de células que expresaban GFP a las 24 horas (Fig. 59). 

 
Fig. 58. Cultivo de la línea J86, en el pase 42, electroporado con pMCV1.4-GFP mediante el sistema 

Neon Transfection utilizando un pulso eléctrico, tras 24 horas de incubación (200x). b. Imagen de las 

células electroporadas en cultivo obtenida con contraste de fases. c. Superposición de las imágenes de 

contraste de fases y de fluorescencia.  

 

 
Fig. 59. Cultivo de la línea J86, en el pase 42, electroporado con pMCV1.4-GFP mediante el sistema 

Neon Transfection utilizando 2 pulsos eléctricos, tras 24 horas de incubación (200X). b. Imagen de las 

células electroporadas en cultivo obtenida con contraste de fases. c. Superposición de las imágenes de 

contraste de fases y de fluorescencia.  

Así mismo, utilizando dos pulsos eléctricos se apreciaron diferencias en la expresión 

de GFP cuando se utilizaron las distintas construcciones de DNA ensayadas (pAE6-

GFP, pMCV1.4-GFP). Las células transfectadas con la construcción pAE6-GFP 

mostraron una señal fluorescente muy débil (Fig. 60a), que no se incrementó con el 

tiempo de incubación, mientras que con el plásmido pMCV1.4-GFP se obtuvo la 

mayor la intensidad de fluorescencia (Fig. 60b), que se mantuvo en los días 

siguientes sin alteración evidente de la morfología celular.  

Para determinar la eficiencia de la electroporación se cuantificó la población de 

células que expresaban la GFP a las 72 horas tras la electroporación mediante 

citometría de flujo, usando células no fijadas. La población de células que expresaban 
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la GFP bajo el promotor AE6 fue el 4,28 %, mientras que con el promotor MCV1.4 

esta población fue el 30,65% (Fig. 61). 

 
Fig. 60. Cultivos de células de la línea J86, en pase 42, electroporadas con el sistema Neon Transfection 

utilizando dos pulsos eléctricos, tras 24 horas de incubación. a: Células electroporadas con el plásmido 

pAE6-GFP. b: Células electroporadas con la construcción pMCV1.4-GFP. (200x).  

 

a b

cc

 
Fig. 61. Histogramas de fluorescencia que muestran la población de células transfectadas mediante 

el método de la electroporación Neon Transfection y dos pulsos eléctricos, que expresan la proteína 

fluorescente GFP. a: Cultivo transfectado con pAE6-GFP. b: Cultivo transfectado con pMCV1.4-

GFP. c: Superposición de la fluorescencia procedente de los cultivos transfectados con los dos 

plásmidos con respecto a la autofluorescencia de las propias células. Se consideraron células 

positivas para la expresión de GFP las que mostraban una intensidad de fluorescencia mayor que 

el valor de autofluorescencia. 
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3.2. Expresión de gpG en la línea J86 

La capacidad de las construcciones de DNA pAE6-Gvhsv y pcDNA3-vhsvG para 

inducir la expresión de la gpG in vitro en la línea celular J86, transfectadas con el 

sistema Neon Transfection y utilizando dos pulsos eléctricos, fue evaluada mediante 

inmunofluorescencia indirecta, usando anticuerpos contra esa glucoproteína (Tabla 

XVI). 

A las 72 horas postransfección, se detectó expresión de gpG en una población 

pequeña de las células transfectadas con el plásmido pAE6-Gvhsv, que con la técnica 

utilizada mostraban un patrón de distribución de la fluorescencia en membrana (Fig. 

62).  

 
Fig. 62. Imágenes de dos cultivos de la línea J86, en el pase 43, transfectados con el sistema Neon 

Transfection (dos pulsos eléctricos) y el plásmido pAE6-Gvhsv e incubadas durante 72 horas, en los 

que la expresión de gpG fue detectada con un cóctel de anticuerpos monoclonales. a: Panorámica de 

un pocillo. 100x (Detalle 180x). b: Detalle de otro pocillo en el que se aprecia el patrón difuso de 

expresión de gpG en membrana. 400x. 

En el caso de las células transfectadas con el plásmido pcDNA3-vhsvG la técnica 

utilizada, que permite la detección intracitoplasmática, demostró la expresión de gpG 

tras 72 horas de incubación en numerosas células, que presentaban alta intensidad de 

fluorescencia y un patrón granular disperso en el citoplasma (Fig. 63).   

Se determinó el porcentaje de células que expresaban gpG en membrana para cada 

una de las construcciones ensayadas a las 72 horas postransfección, mediante 

citometría de flujo utilizando células no fijadas. En el caso de las células transfectadas 

con el plásmido pAE6-Gvshv, un 4% de la población de células expresaba la gpG 

(Fig. 64a), mientras que en los cultivos transfectados con pcDNA3-vhsvG el 37% de la 

población expresaba el fragmento gpG (Fig. 7b). 
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Fig. 63. Imágenes de dos cultivos de la línea J86, en el pase 43, transfectados con el sistema Neon 

Transfection (dos pulsos eléctricos) y con el plásmido pcDNA3-vhsvG e incubadas durante 72 horas, 

en los que la expresión de gpG fue detectada con un anticuerpo policlonal de conejo anti-gpG de 

VHSV. a: Panorámica de un pocillo. 100x (Detalle 250x). b: Detalle de otro pocillo mostrando el patrón 

granular de la expresión de gpG en las células. 400x. 

Fig. 64. Histogramas de fluorescencia que muestran la población de células transfectadas 

mediante electroporación y que expresan la gpG del VHSV en membrana. a: Células 

transfectadas con pAE6-Gvhsv. b: Células transfectadas con pcDNA3-vhsvG. Se consideraron 

células positivas para la expresión de gpG las que mostraban una intensidad de fluorescencia 

mayor que el valor de autofluorescencia (región en gris). 

3.3. Funcionalidad de la proteína codificada por los plásmidos 

Una vez comprobado que las células de la línea J86 son transfectadas mediante 

electroporación y expresan gpG, se procedió a comprobar la funcionalidad de la 

proteína expresada con cada plásmido mediante el ensayo de fusión de membranas 

citoplasmáticas. 

En los cultivos usados como control negativo, no transfectados, las condiciones de 

incubación utilizadas para inducir la fusión (incubación con medio a pH 6 durante 30 

min, seguida de incubación con medio a pH 7,6 durante 2 horas a 14°C) produjo una 

contracción celular, que permitía distinguir claramente las células individuales (Fig. 

65a). En los cultivos utilizados como control positivo, infectados con VHSV, se 
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observaron zonas de lisis con pérdida de la integridad de las monocapas, así como 

zonas donde las células se fusionaban (Fig. 65b). 

Tanto en los cultivos transfectados con pAE6-Gvhsv (Fig. 65c) como con pcDNA3-

vhsvG (Fig. 65d) se observó la formación de sincitios, cuyos núcleos quedaban 

concentrados en el centro.  

 

 
Fig. 65. Imágenes de cultivos de la línea J86 usados en los ensayos de fusión, teñidos con Giemsa. a: 

Cultivo control negativo, no transfectado ni infectado. 100x. Detalle 200x. b: Cultivo control 

positivo infectado con VHSV a una MOI de 0,01. Se observan placas de lisis y fusión celular. 200x. 

Detalle 300x. c: Cultivo de células de la línea J86, pase 45, transfectadas para la expresión de gpG 

con pAE6-Gvhsv. 200x. d: Cultivo de células de la línea J86, pase 45, transfectadas para la expresión 

de gpG con pcDNA3-vhsvG. 200x. 

3.4. Efecto de la expresión de gpG en la modulación de genes y mediadores 

relacionados con la respuesta inmunitaria 

Una vez comprobado, mediante inmunofluorescencia y citometría de flujo, que la 

línea J86 expresa la gpG de forma funcional para la inducción de fusión de 

membranas tras ser transfectada con las diferentes construcciones plasmídicas, las 

cuales contienen distintos promotores, se analizó el efecto de la expresión de dicha 

glucoproteína viral en la expresión de factores relacionados con la respuesta innata 

en dicha línea.  
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Proteína Mx  

A las 72 horas postransfección con el plásmido pAE6-Gvhsv se observó un 

incremento estadísticamente significativo de la expresión de Mx respecto al control 

negativo (células no transfectadas) y respecto a la expresión en la células 

transfectadas con el vector vacío pAE6 (Fig. 66). 

En el caso de las células transfectadas con pcDNA3-vhsvG, a las 72 horas 

postransfección se observó un ligero incremento de expresión con respecto al control, 

mientras que la transfección con el vector vacío produjo una pequeña represión, que 

en ambos casos no eran estadísticamente distintos del valor de los controles ni entre 

sí y, en cualquier caso, inferiores a las observadas para las construcciones con el 

plásmido pAE6 (Fig. 66).  

Fig. 66. Expresión del gen Mx a las 72 horas postransfección. El eje de ordenadas muestra 

las ratios de expresión Mx/EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las 

columnas representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias 

significativas respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01), entre los dos plásmidos 

codificantes (§ = p<0,05; §§ = p<0,01), y entre el vector codificante y el correspondiente 

vector vacío (# = p<0,05; ## = p<0,01). 

Utilizando el anticuerpo policlonal de conejo anti-Mx de O. mykiss se detectó también 

la expresión de esta proteína en las células J86 transfectadas con pAE6-Gvhsv o 

pcDNA3-vhsvG a las 72 horas postransfección (Fig. 67). Mientras que en los cultivos 

control, no transfectados, no se observó inmunomarcaje (Fig. 67a-c), las células de los 

cultivos transfectados con el plásmido pAE6-Gvhsv (Fig. 67d-f) o con pcDNA3-

vhsvG (Fig. 67g-i) presentaban patentes gránulos positivos con distribución 

perinuclear.  
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Fig. 67. Imágenes de inmunofluorescencia para la detección de proteína Mx en cultivos de la línea J86 

electroporados con el sistema Neon Transfection tras 72 horas de incubación. a-c: Cultivos control 

negativo, no transfectados. 200x. d-f: Cultivos transfectados con el plásmido pAE6-Gvhsv. 200x. g-i: 

Cultivos transfectados con la construcción pcDNA3-vhsvG. 200x. Los núcleos celulares se 

contrastaron con DAPI (b, e, h) y la columna de la derecha muestra la superposición de las imágenes 

de los dos canales de fluorescencia. 200x.  

MHC-Iα  

En los cultivos transfectados con pAE6, independientemente de si codificaba gpG o 

se trataba del vector vacío, la expresión de la cadena α de MHC-I aumentó de 

manera significativa a las 72 horas con respecto a los controles, pero con un valor 

más alto para el plásmido codificante de gpG (Fig. 68). Este incremento también fue 

significativo respecto a la inducida por el plásmido pcDNA3-vhsvG, vector que no 

produjo cambios en la expresión frente al control, observándose sólo un ligero 

incremento, no significativo, respecto a los controles, en los cultivos transfectados 

con el vector no codificante (Fig. 68). 
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Fig. 68. Expresión del gen MHC-Iα a las 72 horas postransfección. El eje de ordenadas 

muestra las ratios de expresión MHC-I/EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). 

Las columnas representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias 

significativas respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los dos plásmidos 

codificantes (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 

Factor de necrosis tumoral alfa  

La expresión del TNFα se incrementó a las 72 horas tanto en los cultivos 

transfectados con construcciones del plásmido pAE6 como pcDNA3, pero con 

valores no estadísticamente diferentes respecto a los controles (Fig. 69). Para ambos 

plásmidos la expresión de TNFα fue mayor para las construcciones codificantes de 

gpG, pero sin diferencias entre ellas. 

Interleuquina 1β  

Igualmente, la transfección de los cultivos con las construcciones de pAE6 y de 

pcDNA3 indujo un incremento de la expresión de IL-1β respecto a los controles, pero 

que solo era estadísticamente significativa para pAE6 (Fig. 70). Además, la expresión 

tras la transfección con la construcción pAE6-Gvhsv era mayor que para pcDNA3-

vhsvG. 
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Fig. 69. Expresión del gen TNFα a las 72 horas postransfección. El eje de ordenadas 

muestra las ratios de expresión TNFα/EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). 

Las columnas representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias 

significativas respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los dos plásmidos 

codificantes (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 
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Fig. 70. Expresión del gen IL-1β a las 72 horas postransfección. El eje de ordenadas 

muestra las ratios de expresión IL-1β/ EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). 

Las columnas representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias 

significativas respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre los dos plásmidos 

codificantes (§ = p<0,05; §§ = p<0,01). 

Interleuquina 8  

En los cultivos transfectados con pAE6-Gvhsv se observó un pequeño pico de 

expresión de IL-8, que no fue significativo respecto al control, mientras que para el 

resto de las condiciones experimentales se observó una represión, que en estos casos 

no fueron estadísticamente significativas frente a los controles (Fig. 71). La pequeña 

diferencia de expresión de IL8 inducida por la transfección con pAE6-Gvhsv o con 
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pcDNA3-vhsvG fue estadísticamente significativa, así como la diferencia entre el 

vector codificante pAE6 y el vacío (Fig. 71). 
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Fig. 71. Expresión del gen IL-8 a las 72 horas postransfección. El eje de ordenadas muestra 

las ratios de expresión IL-8/ EF-1α respecto a la expresión en los controles (=1). Las 

columnas representan la media (n=3) más el error estándar. Se indican las diferencias 

significativas respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01), entre los dos plásmidos 

codificantes (§ = p<0,05; §§ = p<0,01), y entre el vector codificante y el correspondiente 

vector vacío (# = p<0,05; ## = p<0,01). 

4. Discusión  

En el presente trabajo se ha evaluado la utilidad de la línea celular J86, obtenida a 

partir de explantes de aleta de O. mykiss, para la selección de nuevas vacunas DNA 

contra VHS estudiando su capacidad para expresar la glucoproteína G de VHSV y la 

modulación de la expresión de genes relacionados con la respuesta inmunitaria 

antiviral.  

En primer lugar se intentó mejorar la técnica de transfección de la línea celular J86, 

usando para ello la expresión de GFP bajo distintos promotores como modelo. En el 

Capítulo I ya demostramos que estas células J86 pueden ser transfectadas utilizando 

agentes catiónicos, como Lipofectamina, pero con una baja eficiencia en la expresión 

de GFP bajo el promotor MCV1.4. Dado que este promotor se ha mostrado muy 

eficaz para inducir la expresión de diversas proteínas en diversos tipos celulares de 

peces, como la glucoproteína G de rhabdovirus, el péptido antimicrobiano 

pleurocidina de limanda (Limanda limanda) (Brocal et al. 2006) o β-galactosidasa 

(Lopez et al. 2001), concluimos que la baja eficiencia de expresión podría deberse al 

método de transfección. 
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En esta parte del trabajo hemos demostrado que la electroporación, combinada con 

agentes químicos cuya naturaleza no está declarada, que utiliza el sistema Neon 

Transfection (Invitrogen) produce una mayor eficiencia de transfección en las células 

J86, estimada por microscopía de fluorescencia, que cuando se utilizan agentes 

catiónicos. Esta observación concuerda con las reportada para la línea celular PC12, 

derivada de feocromocitoma de rata, que también presenta dificultad para ser 

transfectada con agentes catiónicos, en las que el uso del sistema Neon Transfection 

resulta más eficiente para la transfección con GFP (Covello et al. 2014).  

Además, hemos observado diferencias en el patrón de expresión de GFP entre las dos 

construcciones que difieren en el promotor, de forma que las células de los cultivos 

transfectados con pMCV1.4-GFP mostraron una fluorescencia más intensa que las de 

los cultivos transfectados con pAE6-GFP. Igualmente, en los cultivos transfectados 

con pMCV1.4-GFP la proporción de células transfectadas (30%) fue mayor que en los 

transfectados con pAE6-GFP. 

Esas diferencias deben ser atribuidas al tipo promotor que contienen dichas 

construcciones, de forma que el de CMV ha sido descrito como más eficiente para 

inducir la expresión de GFP en líneas celulares derivadas de órganos de peces con un 

componente epitelial, como aletas (Ku et al. 2010) y área rostro-nasal (Zhou et al. 

2007) o inmunitario como el bazo (Qin et al. 2006) o el timo (Chaudhary et al. 2013), 

con valores de poblaciones transfectadas semejantes al encontrado por nosotros (30 – 

35%). Por el contrario, en otros tipos celulares de peces, como cultivos primarios de 

pronefros de O. mykiss (Ortega-Villaizán et al. 2012) y en la línea celular EPC (Brocal 

et al. 2006), el promotor de β-actina de carpa, contenido en el plásmido pAE6, fue 

más eficiente para la expresión de GFP que el promotor CMV. 

Aunque en principio podría pensarse que los promotores de genomas de peces 

deberían ser más eficientes que los de origen viral o de mamífero para inducir la 

expresión génica en células o animales transgénicos de esta clase de Vertebrados, lo 

cierto es que ello depende del gen que va a expresarse (Du et al. 1992; Dunham et al. 

2002; Hwang et al. 2003), así como del tipo celular en el que se exprese (Brocal et al. 

2006; Ruiz et al. 2008). 

De forma similar, hemos comprobado que la línea celular J86 es capaz de expresar 

gpG de VHSV, pero que dicha expresión está también modulada por el tipo de 

promotor utilizado y la variante de proteína codificada. Así, utilizando la 

metodología de transfección por electroporación, existían diferencias en el porcentaje 

de la población que expresaba gpG entre los cultivos transfectados con plásmidos 

pAE6 y pcDNA3. 
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En cuanto al patrón de expresión celular de la gpG analizado por microscopía de 

fluorescencia en los cultivos, nuestros resultados no permiten hacer una comparación 

directa entre aquellos transfectados con pAE6-Gvhsv o con pcDNA3-vhsvG, ya que 

se utilizaron diferentes métodos de fijación: en el primer caso para marcaje de 

expresión en membrana y en el segundo para marcaje citoplasmático (estas 

diferencias de procedimiento se deben a que los ensayos de inmunofluorescencia en 

cultivo estaban dirigidos inicialmente solo a determinar si existía o no expresión de 

gpG). No obstante, los resultados de los ensayos de citometría de flujo, en los que se 

utilizaron células no fijadas, confirman que con ambas construcciones se produce 

expresión de gpG en membrana. 

En cualquier caso, la expresión en membrana inducida por pAE6-Gvhsv en las 

células J86 coincide con las observaciones realizadas para la línea celular EPC 

transfectada con este mismo plásmido (Chico et al. 2010; Martínez-López et al. 2013b) 

y para la línea RTG-2 transfectada con la construcción pJAC-G, una variante del 

plásmido pAE6-Gvhsv que contiene como terminador la secuencia del gen de la β-

actina de pez cebra (Martínez-López et al. 2013a). En el caso de la construcción 

pcDNA3-vhsvG también se ha observado mediante inmunocitoquímica la expresión 

de gpG en la membrana de las células RTG-P1 (Acosta et al. 2006), una línea celular 

derivada de RTG-2 que expresa de forma permanente el gen de la luciferasa bajo el 

control del promotor de Mx (Collet et al. 2004). 

Sin embargo, el análisis mediante citometría de flujo de la proporción de células J86 

transfectadas demostró que la construcción pcDNA3-vhsvG era más eficiente, de 

forma que en estos cultivos había un porcentaje más alto de células que expresaban 

gpG (37%) que el de células que la expresaban tras la transfección con pAE6-Gvhsv 

(4%). 

Las diferencias de eficiencia entre esas dos construcciones plasmídicas codificantes 

de gpG concuerdan con las que obtuvimos para la expresión de GFP tras la 

transfección con las construcciones pAE6-GFP y pMCV1.4-GFP, conteniendo este 

último el promotor MCV1.4. Este mismo fenómeno se ha descrito en estudios in vitro 

realizados para evaluar las eficiencias de diferentes construcciones plasmídicas para 

expresar la gpG de VHSV en la línea celular EPC, en los cuales la eficiencia de 

transfección de la construcción pMCV1.4-Gvhsv, estimada por citometría de flujo, 

fue mayor que la de pAE6-Gvhsv (Chico et al. 2009; Ruiz et al. 2008). No obstante, en 

esta línea celular de carpa el vector pAE6-Gvhsv indujo una expresión de gpG 

notablemente superior (24%) (Ruiz et al. 2008) que la encontrada por nosotros en la 

línea J86. Esta diferencia podría deberse a que el promotor de β-actina de carpa se 
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expresa mejor en un modelo celular homólogo que en las células heterólogas de 

trucha. 

Por otra parte, la eficiencia de transfección con pcDNA3-vhsvG en la línea J86 fue 

muy superior que la descrita para este mismo vector en la línea RTG-P1 (Acosta et al. 

2006), en la que solo un 3% de la población expresaba gpG. Esta diferencia se puede 

explicar por el hecho de que en ese trabajo se utilizó Lipofectamina como agente de 

transfección, que como hemos demostrado es menos eficiente que la electroporación 

empleada por nosotros. 

En la segunda parte del trabajo hemos analizamos si la forma de gpG que se 

expresaba en las células transfectadas mantenía su funcionalidad, lo que es necesario 

para la infectividad del virus (Albertini et al. 2012; Gaudin et al. 1999) y –de interés 

para el objetivo de esta tesis– para inducir una respuesta inmunitaria eficaz tras la 

vacunación (Béarzotti et al. 1995). Nuestro estudio en las células J86 de aleta de O. 

mykiss confirma que, aunque el promotor CMV es más eficiente en la inducción de la 

expresión de gpG, para ambas construcciones se obtuvo la expresión de gpG 

funcional para la inducción de fusión de membranas, tal como demostraron los 

ensayos de formación de sincitios inducido por bajo pH (Estepa et al. 2001). 

La formación de sincitios con esta técnica fue descrita como un marcador de la 

progresión de la infección por VHSV en la línea celular EPC (Estepa and Coll 1997; 

Mas et al. 2004), de la expresión de gpG de VHSV en cultivos de EPC transfectados 

con las construcciones G3-pcDNAI/Amp, pAE6-gpG1-507 y pMCV1.4-G (Estepa et 

al. 2001; Martínez-López et al. 2013b; Rocha et al. 2004) y en cultivos de esta línea 

celular expuestos a un péptido correspondiente al fragmento 11 (aminoácidos 56-110) 

de la gpG, el cual tiene propiedades fusogénicas (Estepa et al. 2001; Núñez et al. 

1998). La formación de sincitios en estos modelos se ha atribuido a los cambios 

conformacionales que suceden en la gpG funcional inducidos por el pH bajo (Gaudin 

et al. 1993), lo cual es de gran importancia dado que en el caso de los rhabdovirus la 

gpG no sólo reconoce a los receptores en la superficie de las células del hospedador 

(Albertini et al. 2012; Da Poian et al. 2005), sino que, tras la internalización del virus 

por endocitosis (Marsh and Helenius, 1989; Superti et al. 1984), media también en su 

liberación al citoplasma (Gaudin et al. 1993; Matlin et al. 1982).  

Por tanto, la transfección de las células J86 de aleta, bien con pAE6-Gvhsv o con 

pcDNA3-vhsvG, induce la expresión en membrana de formas funcionales de gpG de 

VHSV, que es un requisito importante, si no necesario, para la obtención de vacunas 

DNA efectivas (Heppell et al. 1998). 
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La expresión de esas formas funcionales de gpG puede explicar la modulación de la 

expresión de genes relacionados con la respuesta inmunitaria innata en los cultivos 

de la línea J86 transfectados para la expresión de esa glucoproteína, que hemos 

determinado mediante qRT-PCR. Los factores inmunitarios estudiados fueron 

elegidos teniendo en cuenta que representasen los principales grupos de mediadores 

de inflamación, incluyendo iniciación de la respuestas (IL-1 y TNF) y quimiotaxis (IL-

8), de respuesta antiviral (Mx) y de presentación de antígenos virales (MHC-I).  

De forma estadísticamente significativa frente a los controles, a las 72 horas 

postransfección, pAE6-Gvhsv indujo en las células J86 la sobreexpresión de Mx, 

MHC-I e IL-1β, mientras que con pcDNA3-vhsvG no hubo cambios significativos 

para ninguno de los genes. Además, el efecto de la transfección con pAE6-Gvhsv en 

la expresión de los genes de Mx e IL8 fue significativamente mayor que el producido 

con el vector vacío (pAE6). Además, el estudio inmunocitoquímico para analizar la 

expresión de la proteína Mx también confirmó que la transfección con cualquiera de 

los dos vectores plasmídicos codificantes de gpG resultaba en la producción de dicha 

proteína. Para el factor TNFα, para los dos vectores, e IL-1β en las células 

transfectadas con pcDNA3-vhsvG, se observó un incremento de la expresión génica 

de unas 3 veces respecto a los controles, pero sin diferencias estadísticamente 

significativas respecto a ellos. 

Estos resultados concuerdan, en general, con el incremento de la expresión génica de 

mediadores inmunitarios in vitro reportada en estudios semejantes, incluyendo IL-1β 

y TNFα y, particularmente, Mx en líneas celulares de peces transfectadas para la 

expresión de gpG, bien con pAE6-Gvhsv, tales como la línea celular RTG-2 (Ortega-

Villaizán et al. 2011) y cultivos primarios de pronefros de O. mykiss (Ortega-Villaizán 

et al. 2012), con pcDNA3-vhsvG en la línea celular transgénica RTG-P1, en la cual la 

expresión de luciferasa es un marcador de la producción de Mx y de la liberación de 

INF-I (Acosta et al. 2006), o con pMCV1.4-Gvhsv en RTG-2 (Martínez-López et al. 

2014).  

En cualquier caso, el perfil de expresión in vitro de genes inmunitarios en las células 

J86 transfectadas para la expresión de gpG, así como los de las otras líneas celulares 

indicadas en el párrafo anterior, concuerda con los resultados obtenidos en 

vacunaciones experimentales con vacunas DNA anti-VHSV in vivo. En el caso de 

pcDNA3-vhsvG, la vacunación de alevines de O. mykiss y de salmón atlántico 

(Acosta et al. 2005), así como de trucha arcoíris adulta (McLauchlan et al. 2003), 

indujo un aumento significativo en la expresión de Mx en el hígado. Igualmente, tras 

la vacunación intramuscular con pAE6-Gvhsv se ha descrito la sobreexpresión de IL-

1β, TNFα, Mx, IL-8 en músculo, bazo y pronefros de trucha arcoíris (Chico et al. 
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2009). Además, la administración intramuscular de pMCV1.4-Gvhsv en esa misma 

especie indujo un aumento en la expresión de IL-1β, Mx y MHC-I en bazo, pronefros 

y leucocitos circulantes (Cuesta y Tafalla, 2009) y de Mx y de IL-1β en músculo y 

bazo de trucha arcoíris, así como MHC-I en bazo a las 48 horas tras la inyección 

(Martínez-Alonso et al. 2011).  

Con respecto a la expresión de IL-8, una quimioquina relacionada con la atracción de 

leucocitos al foco de inflamación, su expresión en la línea J86 no se vio incrementada 

de forma significativa con ninguna de las dos construcciones que hemos ensayado. 

Un hecho similar se ha descrito in vivo tras la infección con VHSV de truchas arcoíris 

infectadas, en las que no se detectó sobreexpresión de este gen en el tegumento 

(Montero et al. 2011). De esta forma, la expresión de IL-8 no parece ser un buen 

indicador de la respuesta a las vacunas DNA anti-VHSV y su papel en el 

reclutamiento leucocitario hacia el punto de entrada de este virus parece muy 

limitado. 

Sin embargo, tal vez la parte más interesante de los resultados de esta parte del 

estudio estribe en las diferencias observadas entre ambas construcciones plasmídicas 

en cuanto a los cambios de expresión génica de los factores inmunitarios. En nuestro 

caso, la transfección con pAE6-Gvhsv indujo los mayores incrementos en la 

expresión de Mx, MHC-I, IL-1β y, de forma no tan clara, TNFα, aunque con este 

vector se obtenía una menor eficiencia de transfección que con pcDNA3-vhsvG. Por 

tanto, no parece haber una correlación entre el número de células que expresan gpG 

y la inducción de una respuesta antiviral in vitro. Esto podría explicarse por dos 

motivos: a) la forma de gpG expresada en la membrana difiere entre una 

construcción y la otra; o b) que un exceso de gpG en el cultivo origine procesos de 

represión, bien a nivel génico o bien por bloqueo de la señalización intracelular. 

En cuanto a la primera hipótesis, es interesante resaltar que en un estudio in vivo, que 

comparaba el efecto de la vacunación con pAE6-Gvhsv o con pMCV1.4-Gvhsv en 

alevines de trucha arcoíris, a las 72 horas pAE6-Gvhsv indujo un mayor incremento 

de la expresión génica de Mx, IL-8, TNFα en músculo, bazo y pronefros que 

pMCV1.4-Gvhsv, lo cual también se ha sugerido que tenga relación con procesos 

transcripcionales (Chico et al. 2009). 

Respecto a la segunda, se ha demostrado que proteínas virales del rhabdovirus de la 

rabia, principalmente la proteína P, interfieren en la vía JAK/STAT del interferón, al 

retener al factor STAT en el citoplasma, mientras que la presencia de bajas cantidades 

de la proteína viral no interfiere con dicha vía de señalización (Brzózka et al. 2006). El 

acúmulo de gpG en el citoplasma de las células J86 transfectadas con pcDNA3-
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vhscvG, que hemos detectado en el estudio por inmunofluorescencia, podría ejercer 

una actividad similar en nuestro modelo.  

Por otra parte, existían también diferencias en expresión de MHC-I entre las células 

J86 transfectadas con una construcción plasmídica u otra, de forma que pAE6-Gvhsv 

indujo significativamente la expresión de MHC-I, mientras que la construcción 

pcDNA3-vhsvG no produjo cambios. Este mismo fenómeno se ha descrito en truchas 

arcoíris vacunadas con una construcción conteniendo el promotor CMV (Chaves-

Pozo et al. 2010a; Martínez-Alonso et al. 2011). En nuestro modelo la no 

sobreexpresión de MHC-I en las células J86 transfectadas con pcDNA3-vhsvG puede 

correlacionarse también con la no inducción de la expresión de Mx en las mismas, lo 

que sugiere que la transfección con ese vector no activa eficientemente la vía de INF-

I, el cual es un inductor de la expresión de MHC-I (Zou and Secombes, 2011). 

Apoyándonos en lo expuesto en el párrafo anterior, las diferencias observadas entre 

las células J86 transfectadas con pAE6-Gvhsv o con pcDNA3-vhsvG en cuanto a la 

expresión génica de mediadores inmunitarios importantes en la defensa antiviral 

innata podrían atribuirse, en gran medida, a que la transfección con pcDNA3-vhsvG 

no activa los primeros procesos proinflamatorios, mediados por IL-1, ni la respuesta 

antiviral más inmediata, mediada por INF-I. La razón de esto es una cuestión a 

estudiar en futuros trabajos. 

A modo de conclusión, nuestros resultados demuestran que mediante transfección la 

línea J86 es capaz de expresar GFP y diferentes formas de la proteína viral gpG, 

codificadas por diferentes construcciones plasmídicas, que dichas formas de gpG son 

funcionales en cuanto a la expresión en membrana plasmática e inducción de fusión 

de membranas y que modulan la respuesta inmunitaria en los cultivos de J86 al 

inducir la expresión de genes de citoquinas proinflamatorias y antivirales. En 

conjunto, estos resultados abren la posibilidad de utilizar la línea J86 derivada de 

aleta para realizar estudios que arrojen un mayor conocimiento del papel que tienen 

las células de las aletas en la protección conferida por las vacunas DNA, así como 

para testar diferentes candidatos vacunales. 
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Discusión General 

En relación con los objetivos que nos propusimos en esta Tesis Doctoral, enmarcada 

en una línea de investigación sobre el desarrollo y utilización de cultivos celulares 

para la caracterización del sistema inmunitario de los peces y el desarrollo de 

métodos de inmunoprofilaxis para la acuicultura, hemos realizado trabajos dirigidos 

a: 

1. Desarrollar una metodología que permita el establecimiento rutinario de cultivos 

primarios del tegumento de aleta de trucha arcoíris y la obtención de líneas 

celulares derivadas de ellos, que puedan ser utilizados para analizar in vitro 

mecanismos de patogenicidad temprana de rhabdovirus, dado que el tegumento 

de las aletas de salmónidos constituye una puerta de entrada principal de esos 

patógenos. 

2. Analizar la respuesta temprana de la línea celular J86, una de las líneas celulares 

derivadas de subcultivos de explantes del tegumento de aleta de O. mykiss, a la 

infección por VHSV, tanto en cuanto a la susceptibilidad a la infección como en 

cuanto al despliegue de mecanismos defensivos de la respuesta antiviral innata, 

para obtener información sobre el papel que juegan las células del tegumento de 

las aletas en las primeras fases de la infección viral en salmónidos. 

3. Explorar la capacidad de transfectar las células de la línea celular J86 para la 

expresión de genes de interés para el desarrollo de vacunas DNA contra VHSV y 

de modelos de vacunación-contraprueba in vitro, incluyendo la puesta a punto de 

la metodología para la transfección y el análisis del efecto del promotor incluido 

en el vector utilizado en la expresión de la gpG de VHSV, dado que esta proteína 

es una de las candidatas principales para la obtención de vacunas DNA efectivas 

contra la septicemia hemorrágica viral. 

4. Examinar las respuestas proinflamatorias y antivirales que son inducidas en la 

línea celular J86 por la transfección con vectores codificantes para la gpG de 

VHSV, para aportar información sobre los mecanismos defensivos puestos en 

marcha por la vacunación DNA en los tejidos de tegumento, que en salmónidos 

son puerta de entrada de rhabdovirus, y que puedan servir para mejorar las 

formulación de vacunas DNA para la acuicultura. 

Los resultados obtenidos para cada uno de estos trabajos se ha discutido en los 

capítulos correspondientes, pero consideramos pertinente realizar una discusión 
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general, que correlacione unos con otros y aporte una visión más general de 

contenido de la Tesis. 

En relación con el primer apartado, hemos establecido una metodología que permite 

la obtención rutinaria, con suficiente eficiencia y repetitividad, de líneas celulares a 

partir de cultivos de explantes de aleta anal de trucha arcoíris. La elección de utilizar 

cultivos de aleta se fundamenta en los resultados de estudios realizados en los 

últimos años para analizar la ruta de entrada de IHNV y VHSV en trucha arcoíris, 

que demuestran que el tegumento de la base de las aletas es una puerta de entrada 

de rhabdovirus en los salmónidos (Harmache et al. 2006; Montero et al. 2011a; 

Montero et al. 2011b; Quillet et al. 2001).  

El método que hemos puesto a punto permite mejorar la tasa de éxito en la obtención 

de cultivos primarios y subcultivos, medida como el porcentaje de explantes 

adherentes que dieron lugar a crecimientos celulares frente al total de explantes, con 

valores de un 50% superiores a los obtenidos en estudios anteriores (Mauger et al. 

2006). Nuestra metodología incluye el uso del medio DMEM, una variante 

enriquecida del medio MEM, que también es un medio de elección para la 

realización de ensayos celulares inmunológicos (Ortega-Villaizán et al. 2011; 

Somamoto et al. 2013b), por lo que los cultivos obtenidos podrían ser utilizados para 

el análisis de respuestas inmunocelulares citotóxicas, que son de interés para testar 

candidatos vacunales antivirales (Dijkstra et al. 2001; Utke et al. 2008). 

Nuestro trabajo incluye la caracterización de los cultivos primarios y subcultivos de 

explantes de aleta obtenidos a partir de diversos ejemplares, los cuales inicialmente 

estaban mayoritariamente formados por una población mixta de células epitelioides 

y fibroblásticas. Este hecho es semejante a lo que se ha descrito para cultivos de aleta 

de otras especies de teleósteos (Mauger et al. 2009; Zhang et al. 1998). Según 

avanzaba el número de pases se produjo un predominio creciente de células con 

morfología fibroblástica, lo cual también se ha descrito en cultivos de células de aleta 

en especies como el Medai (P. major) (Ku et al. 2010), la dorada (S. aurata) (Bejar et al. 

1997) o el Mahseer dorado (T. putitora) (Prassana et al. 2000).  

Para completar la caracterización de los cultivos y subcultivos de aleta se analizó la 

expresión basal de genes relacionados con el linaje celular epitelial (citoqueratina-IIE) 

o fibroblástico (colágeno-Iα). En concordancia con la existencia de poblaciones de 

morfología fibroblástica y epitelioide, los subcultivos iniciales y los pases tempranos 

de las líneas celulares obtenidas expresaban ambos genes. 

Igualmente, analizamos el perfil de expresión de genes relacionados con la respuesta 

inmunitaria en pases tempranos de varias líneas celulares (J51, J86, J89, J93) 
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derivadas de explantes de aleta. Mediante PCR demostramos que, en general, dichas 

líneas expresaban de forma basal, sin estimulación previa, altos niveles de IL-8, IFN-I 

y Mx, así como de los péptidos antimicrobianos β-Defensina y Catelicidina-1. La 

expresión de estos genes se ha correlacionado con respuestas antivirales (Zou and 

Secombes, 2011; Wu et al. 2010; Falco et al. 2008) y con la inmunidad en las mucosas 

(Chang et al. 2006; Montero et al. 2011a). 

En consecuencia, podemos afirmar que el protocolo que hemos desarrollado para el 

establecimiento de los cultivos primarios a través de explantes permite tomar las 

porciones de aleta, sin causar daño físico al pez y manteniendo los peces donantes 

vivos, puesto que el tejido de las aletas se regenera rápidamente (Akimenko et al. 

2003) y establecer cultivos que expresan, al menos en los pases tempranos, 

marcadores génicos característicos del tegumento y genes de mediadores 

relacionados con respuestas inmunitarias innata de las mucosas. 

Además, este protocolo observa las directivas europeas de protección de los animales 

utilizados para fines científicos (Directiva 2010/63/UE), produciendo un daño 

mínimo de corta duración y reversible, y también contribuye al objetivo de las “3R” 

(reducción, refinamiento y reemplazamiento) para optimizar o reemplazar el uso de 

animales, ya que permitiría sustituir la experimentación in vivo por métodos de 

ensayos in vitro, según establece la legislación española (Real Decreto 53/2013, de 1 de 

febrero) y comunitaria para la protección y uso de animales para la experimentación. 

Por tanto, esos resultados cumplen con el propósito de la Tesis dirigido a progresar 

en el desarrollo de cultivos celulares de salmónidos como modelos para caracterizar 

respuestas defensivas de O. mykiss y mecanismos de patogenicidad de enfermedades 

infecciosas de peces. 

Respecto al apartado 2 indicado anteriormente y los objetivos segundo y tercero de la 

Tesis, aprovechando las características de los cultivos y líneas celulares de aleta de O. 

mykiss obtenidos, se ha utilizado una de las líneas celulares (J86) para analizar in vitro 

los mecanismos iniciales de la infección por VHSV, por una parte, y para estudiar las 

respuestas inducidas por la vacunación DNA frente a ese virus, por otra. 

Antes de comenzar con los ensayos de susceptibilidad a infección viral, transfección 

y de expresión de genes de la respuesta inmunitaria innata, caracterizamos 

fenotípicamente la línea celular J86 y analizamos su comportamiento en cultivo y 

capacidad para mantenerla mediante criopreservación. Dicha línea celular ha sido 

subcultivada más de 70 veces y se ha mantenido viable hasta la fecha, por un período 

de más 48 meses.  
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Aunque las células J86 muestran aspecto fibroblástico, no se pudo correlacionar con 

la expresión fenotípica de marcadores proteicos característicos de este tipo celular, 

como vimentina, lo que también ha sido descrito en cultivos primarios de tegumento 

(Flaño, 1995) y en la línea celular TPS, originada a partir de estroma de pronefros de 

trucha arcoíris (Diago, 1996). No obstante, J86 expresa el gen del colágeno tipo Iα, 

que es un marcador de células mesenquimáticas (Alt et al. 2011), pero no del 

marcador de células epiteliales citoqueratina-IIE (Porter and Pappas, 1959). Por tanto, 

se trataría de células fibroblásticas en las que se ha producido una deficiencia en la 

ruta de síntesis del colágeno, perdiéndose así su perfil inmunocitoquímico para este 

marcador, como se ha descrito en otras líneas celulares fibroblásticas de O. mykiss 

(Diago, 1996). 

En cuanto al estudio del proceso de infección inicial de las células de aleta por VHSV, 

era necesario demostrar primero si la línea celular J86 es susceptible a la infección por 

este virus. Además, analizamos si existían diferencias con la susceptibilidad a otro 

tipo de virus patógeno de O. mykiss, el birnavirus IPNV, lo que nos permitiría 

avanzar hipótesis sobre esa preferencia de VHSV por los tejidos de las aletas como 

diana inicial de la infección (Harmache et al. 2006; Montero et al. 2011a; Montero et 

al. 2011b; Quillet et al. 2001). 

Nuestros resultados demuestran que la línea J86 es resistente a la infección por IPNV 

y susceptible a la producida por VHSV, como indica la presencia de células J86 

positivas para el inmunomarcaje anti-proteína N de VHSV, la aparición de focos de 

lisis en las monocapas y la producción de partículas virales infectivas en los cultivos 

inoculados con VHSV. Por el contrario, aunque IPNV era capaz de infectar las células 

de la línea J86, tal como demostraba la detección del RNA viral correspondiente al 

segmento A del virus, pero no la expresión de la proteína VP2, la inoculación no 

produjo efectos citopáticos, ni producción de partículas virales. La expresión de 

segmento A y no producción de la proteína VP2 de IPNV indica que en las células 

J86 este virus es incapaz de completar su ciclo de replicación, por lo que el proceso 

que tiene lugar en la línea J86 tras la inoculación con IPNV es distinto al descrito en 

la línea EPC, también resistente, en la cual IPNV se une a las células pero no es 

internalizado (De las Heras et al. 2008). 

Las posibles hipótesis que expliquen la diferente susceptibilidad de la línea J86 a la 

infección por VHSV o a IPNV pueden estribar en la diferente intensidad de 

despliegue de mecanismos de defensa antiviral intracelular que induce la infección y 

en la diferente sensibilidad viral a ellos (Haller et al. 2007). Así, la interrupción del 

ciclo de infección de IPNV se ha relacionado con el efecto antiviral de las proteínas 

Mx, que inhiben de la síntesis de RNA viral (Wu et al. 2010). Este mismo proceso se 
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ha descrito como responsable del efecto protector de Mx frente a VHSV en la línea 

celular EPC (Schyth et al. 2006). 

En ese sentido, la línea J86 mostró un incremento moderado (10 veces sobre los 

controles) tras la infección con IPNV, que era mayor que la detectada en los cultivos 

infectados con VHSV. Aunque no se puede hacer una comparación directa entre 

ambos resultados, ya que se refieren a tiempos posinfección diferentes (72 h para 

IPNV y 48 h para VHSV) y las diferencias respecto a los controles no fueron 

estadísticamente significativas, es posible que ese incremento en la expresión de Mx 

sea suficientes para impedir la progresión de la infección de IPNV en las células J86.  

Esas hipótesis nos llevaron a investigar la modulación de la respuesta inmunitaria 

innata en las células J86 infectadas, lo que se realizó mediante estudio por qRT-PCR 

de diversos genes (INF-I, Mx, IL-1β, TNFα, iNOS, IL-8, CK9, CK10, CK12) y la 

detección mediante microscopía de inmunofluorescencia de los mediadores 

inmunitarios Mx, IL-8 e iNOS. Como control positivo de la estimulación inmunitaria, 

se incluyeron también en el análisis cultivos de células J86 estimuladas con poli I:C, 

un análogo sintético del RNA de doble cadena, ampliamente utilizado en estudios de 

inmunoestimulación para simular infecciones virales (Fierro-Castro et al. 2013; Sever 

et al. 2014). 

La línea J86 expresa de forma basal, sin estimulación previa, los genes de los factores 

antivirales INF-I y Mx, los de los mediadores proinflamatorios IL-1β, TNFα, iNOS y 

los de las quimioquinas IL-8, CK9, CK10, CK12. La expresión basal de genes de estos 

efectores inmunitarios se ha descrito también en otras líneas celulares de peces, tanto 

de origen leucocitario (Brubacher et al. 2000; Laing et al. 2001; Montero et al. 2008a) 

como no leucocitario (Caipang et al. 2003; DeWitte-Orr et al. 2007; Fierro-Castro et al. 

2013; Ingerslev et al. 2010; Luque et al. 2014; Picchietti et al. 2013). En referencia a las 

quimioquinas, es importante resaltar que la expresión basal de los genes para IL-8, 

CK9, CK10 y CK12 en la línea J86 concuerda con la expresión de los mismos genes en 

los tejidos que forman las bases de las aletas de trucha arcoíris (Montero et al. 2011a). 

La exposición al inmunoestimulante poli I:C indujo en las células J86 una marcada 

modulación de la expresión de todos los genes relacionados con la respuesta 

inmunitaria innata analizados, que incluía la sobreexpresión de los genes antivirales 

IFN-I y Mx y de las citoquinas CK10 y CK12 e la inhibición TNFα y CK9, mientras 

que para IL-8 y IL-1β ocurría una sobreexpresión inicial (24 h) seguida de represión 

(48 h). Para el gen iNOS se observó un pequeño, pero estadísticamente significativo, 

incremento a las 48 horas. Estos resultados concuerdan, de manera general, con los 

descritos en otras líneas celulares fibroblásticas de trucha, como RTG-2 (DeWitte-Orr 

et al. 2007) y TPS2 (Fierro-Castro et al. 2013) y en la línea de dorada SAF-1 (Picchietti 
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et al. 2013) estimuladas con poli I:C, demostrando que las células de la línea celular 

J86 son capaces de reconocer un PAMP de tipo viral y de desplegar una respuesta 

defensiva innata, que incluye las sobreexpresión de factores antivirales y la 

modulación de mediadores proinflamatorios y quimioquinas. 

Tras la inoculación de los cultivos de la línea J86 con VHSV se observó también la 

modulación de los genes inmunitarios, pero con perfiles diferentes a los observados 

para poli I:C, que incluía la sobreexpresión a 24 horas, que aumentaba a las 48 horas, 

de INF-I y Mx, una sobreexpresión mantenida a 24 y 48 horas de IL-1β y TNFα, IL-8, 

CK10 y CK12, inhibición de la expresión de iNOS a ambos tiempos y una 

sobreexpresión inicial de CK9 seguida de una marcada represión de este gen a las 48 

horas. Por tanto, la línea celular J86, aun siendo susceptible a la infección por VHSV, 

es capaz de montar una fuerte respuesta antiviral, que es semejante a las descritas in 

vitro en células fibroblásticas de peces (DeWitte-Orr et al. 2007; Ingerslev et al. 2010) e 

in vivo (Cuesta and Tafalla, 2009; Montero et al. 2011a). 

Parece evidente que las diferencias entre las respuestas observadas tras la exposición 

a poli I:C o la inoculación con VHSV deben ser atribuidas al efecto de la infección 

viral, que interfiere en los procesos de señalización intracelular (García-Valtanen et 

al. 2014a) y, por tanto, de regulación de expresión génica, así como al proceso 

citopático y apoptótico que induce la infección por VHSV (Avunje et al. 2012). Todo 

ello produciría una alteración de los mecanismos intracelulares que llevan a la 

producción de mediadores inmunitarios. En este sentido, la modulación de la 

expresión de los genes de INF-I y CK9 por la inoculación con VHSV aparecía 

relacionada de forma inversa con la MOI utilizada, mientras que para los otros genes 

no se apreciaba un efecto significativo de la MOI. La relación inversa entre expresión 

y MOI para los dos primeros genes podría ser atribuida a que la entrada y 

replicación de un mayor número de virus en las células acentúe el efecto inhibitorio 

de su expresión. 

Un aspecto importante de nuestro trabajo es que los estudios de expresión 

transcripcional de los genes Mx, IL-8 e iNOS se han correlacionado con la 

inmunodetección in situ de las correspondientes proteínas de O. mykiss, utilizando 

anticuerpos monoclonales específicos contra IL-8 e iNOS (Luis Mercado, resultados 

no publicados) y un anticuerpo policlonal anti-Mx (Chico et al. 2010). Aunque estos 

estudios no son cuantitativos, los resultados confirman que la infección por VHSV 

modula la expresión de esos mediadores a nivel de proteína. El patrón de 

inmunomarcaje para la proteína Mx, en forma de gránulos perinucleares, en los 

cultivos inoculados con VHSV coincide con el descrito en la línea celular CHSE-214 

estimulada con poli I:C (Trobridge et al. 1997). 
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En el caso de la expresión de la proteína iNOS, el patrón de fluorescencia granular 

para esta proteína en las células J86 estimuladas con poli I:C o en los cultivos 

inoculados con VHSV concuerda también con el descrito en células hepáticas de 

humano y rata, donde se colocaliza con peroxisomas (Collins et al. 2003). Sin 

embargo, los resultados de inmunofluorescencia no concuerdan con los pequeños, 

pero significativos, cambios observados en la expresión del gen iNOS en las células 

J86 tras la inoculación con VHSV, en los que se observó una disminución significativa 

de su expresión. Estas discrepancias podrían explicarse por la existencia de un pico 

de expresión del gen iNOS a tiempos más tempranos de las 24 horas, como se ha 

descrito en cultivos primarios de macrófagos de trucha arcoíris estimulados con poli 

I:C en los que el pico de expresión génica de iNOS se producía a las 4 horas (Fierro-

Castro 2009; Fierro-Castro et al. 2013). 

En cuanto a la inmunodetección de la proteína IL-8, nuestros resultados demuestran 

que la infección por VHSV, así como la estimulación con poli I:C, inducen un 

incremento de su expresión frente a los controles, lo que expresión ha sido también 

descrito en el bazo y pronefros de truchas arcoíris infectadas con VHSV (Tafalla et al. 

2005). Igualmente, el patrón de expresión de IL-8 en las células J86, en forma de un 

granulado asociado a un polo nuclear, coincide con el descrito en células de cordón 

umbilical humano, en las cuales se asocia al aparato de Golgi (Wolff et al. 1997).  

Respecto al significado de la expresión de los genes de mediadores de los procesos 

proinflamatorios tras la inoculación con VHSV, los resultados indican que se genera 

una respuesta inflamatoria, con sobreexpresión de los genes de IL-1β y TNFα y 

represión inicial de iNOS. A pesar de que el rol de IL-1β en las respuestas antivirales 

todavía no ha sido claramente determinado, se ha descrito un papel de esta citoquina 

en la promoción de la migración de leucocitos y la resistencia frente a VHSV (Peddie 

et al. 2001). Además, esta interleuquina es una inductora de otros mediadores 

inflamatorios y asociados a las respuestas inmunitarias en peces, como COX2, MHC-

I, MHC-II, TNF, GCSF, microglobulina-β2, CD20, IRF4, TLR1, tanto in vivo como in 

vitro (Secombes et al. 2011; Zou and Secombes, 2011).  

En cuanto al TNFα no hemos encontrado resultados en la bibliografía del efecto de la 

exposición a o infección por VHSV u otros rhabdovirus de peces en la expresión de 

este gen en líneas celulares de peces. Sin embargo, se ha descrito el efecto de la 

exposición a TNFα recombinante sobre la susceptibilidad a rhabdovirus, in vivo e in 

vitro, de forma que en dos modelos distintos (pez cebra in vivo y la línea ZF4 de 

embrión de D. rerio) este factor induce la expresión de genes de la respuesta 

inmunitaria innata, pero aumenta la susceptibilidad a la infección por SVCV (Roca et 
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al. 2008), mientras que en la línea EPC tiene un efecto protector frente a la infección 

por VHSV (Kim and Kim, 2013). 

Se ha sugerido que el diferente efecto que el TNFα tiene en la susceptibilidad a 

VHSV o SVCV puede deberse a la existencia de diferentes mecanismos de interacción 

entre estos dos rhabdovirus y la vía de señalización del TNFα (Kim and Kim, 2013), 

lo que también podría explicar nuestros resultados en la línea J86, ya que existen 

marcadas diferencias en la expresión del gen TNFα tras la inoculación con VHSV o 

exposición a poli I:C. En este sentido, se ha demostrado que el reconocimiento de 

virus RNA en peces puede suceder a través del receptor MDA5 (melanoma-

differentiation-associated gene 5), que reconoce RNAs bicatenarios largos (más de 2 kb), 

como poli I:C, mientras que la helicasa RIG-I detecta RNAs bicatenarios cortos (hasta 

1 kb) y algunos RNAs monocatenarios (Zou et al. 2009).  

En cuanto al significado de la modulación de iNOS, aunque in vivo la infección por 

VHSV induce su sobreexpresión en tejidos de trucha arcoíris (Tafalla et al. 2005), en 

la línea celular RTS-11 la infección por VHSV no induce la expresión de iNOS a 24 ni 

a 48 horas (Tafalla et al. 2008). Sin embargo, nuestros resultados en la línea J86 

demuestran que VHSV reprime la expresión génica de iNOS a las 24 horas, pero no 

la producción de esta proteína. La función de iNOS se ha relacionado con respuestas 

proinflamatorias y microbicidas y el óxido nítrico inhibe el ciclo de replicación viral 

en macrófagos de mamíferos (Benencia and Courreges, 1999; Kreil and Eibl, 1996; Lin 

et al. 1997; Takhampunya et al. 2006), pero su función en las células J86, derivadas 

del tegumento, queda por aclarar en ulteriores estudios. 

El papel de las quimioquinas en la defensa antiviral parece ser la atracción de 

diferentes subpoblaciones de leucocitos al punto de infección (Alejo and Tafalla, 

2011; Montero et al. 2011b). Tras la inoculación con VHSV las células J86 mostraron 

sobreexpresión mantenida a 24 y 48 horas de IL-8, CK10 y CK12, y una 

sobreexpresión inicial de CK9 seguida de una marcada represión a las 48 hora, lo que 

coincide sustancialmente con lo descrito in vivo en truchas arcoíris infectadas por 

VHSV, en las que se produce una marcada sobreexpresión de CK10 y CK12 en las 

bases de las aletas a las 72 horas posinfección, pero no de CK9 y pequeña de IL-8 

(Montero et al. 2011a). Esos datos, junto con la expresión basal de CK9 y su no 

modulación por la infección con VHSV, indican que la línea J86 retiene características 

propias del tegumento y apoyan que la regulación de la expresión génica de 

quimioquinas tras la infección viral es tejido específica (Montero et al. 2011a). 

A manera de conclusión de este apartado, nuestros resultados demuestran que la 

línea celular de aleta J86 expresa genes relacionados con la respuesta inmunitaria 

innata y que se han descrito como factores importantes en la respuesta temprana del 
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tegumento, particularmente de la base de la aletas de O. mykiss, tales como 

mediadores antivirales (IFN-I, Mx), citoquinas y factores proinflamatorios (IL-1β, 

TNFα, iNOS), y quimioquinas (IL-8, CK9, CK10, CK12) en condiciones basales. 

Además, la susceptibilidad a la infección por VHSV y la aparente resistencia a IPNV, 

junto con el hecho de responder al PAMP de tipo viral poli I:C y a la inoculación por 

VHSV modulando la expresión de esos mediadores, justifican nuestra hipótesis de 

que esta línea, y probablemente otras derivadas de aletas obtenidas utilizando 

nuestra metodología, pueda ser útil como modelo experimental para analizar la 

respuesta inmunitaria temprana en las barreras mucosas y el rol de las células de la 

piel en las infecciones virales, alternativo a los estudios in vivo. 

En cuanto al apartado número tres de los indicados al comienzo de esta discusión 

general y en relación con el tercer objetivo de la Tesis, dirigido a explorar el uso de 

los cultivos de aleta para estudiar las respuestas a vacunas DNA anti-VHSV y, en 

consecuencia, su mejora, abordamos seguidamente el análisis de la posibilidad de 

transfectar a las células J86 con vectores que codificasen genes exógenos. 

Utilizando un vector conteniendo el gen de la proteína GFP, bajo el control del 

promotor CMV, y diversos métodos y reactivos de transfección (Lipofectamina LTX, 

Fugene o XtremeGENE HP) demostramos que las células J86 se transfectan mejor con 

Lipofectamina, tal como revelaba el análisis de microscopía de fluorescencia, pero 

aún así con muy baja eficiencia. Estos resultados contrastan con los obtenidos en 

otros modelos que usan líneas celulares de peces, en los cuales las mejores eficiencias 

de transfección se obtuvieron con Fugene (López et al. 2001; Rocha et al. 2005) o con 

XtremeGENE HP (Sandbichler et al. 2013).  

Esas diferencias podrían explicarse atendiendo a las diferentes proporciones de 

lípidos saturados que se encuentran entre las membranas plasmáticas de peces y de 

mamíferos y, en consecuencia, al efecto de la temperatura en la rigidez de dichas 

membranas, que además aumenta según disminuye la temperatura (Hazel, 1979; Roy 

et al. 1997). De esta forma, a la temperatura de 18°C, utilizada para incubar las 

células de salmónidos, la membrana formaría una barrera a la penetración de DNA 

cuando se utilizan agentes como Fugene o XtremeGENE HP (Lopez et al. 2001), 

mientras que la acción de la Lipofectamina, formado por lípidos catiónicos, se vería 

menos afectada por la temperatura. 

Para intentar mejorar la eficiencia de la transfección, se analizó el efecto del uso de 

dos promotores distintos, MCV1.4 o el promotor de β-actina de carpa (plásmido 

pAE6), combinado con una nueva técnica de transfección por electroporación y 

usando la expresión de GFP como marcador. El sistema Neon Transfection 

(Invitrogen), que combina electroporación con agentes químicos no declarados, 
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produjo eficiencias de transfección en las células J86 mucho mayores que cuando se 

utilizaba Lipofectamina. Además, las células de los cultivos transfectados con 

pMCV1.4-GFP mostraron una proporción de células transfectadas (30%) y una 

fluorescencia más intensa que las de los cultivos transfectados con pAE6-GFP. 

CMV ha sido descrito como un promotor más eficiente para inducir la expresión de 

GFP en líneas celulares derivadas de órganos de peces con un componente epitelial, 

particularmente aletas (Ku et al. 2010), o fibroblástico, como las derivadas del bazo 

(Qin et al. 2006) o el timo (Chaudhary et al. 2013), con valores de poblaciones 

transfectadas semejantes al encontrado por nosotros (30% – 35%). Por el contrario, en 

cultivos primarios de pronefros de O. mykiss (Ortega-Villaizán et al. 2012) y en la 

línea celular EPC (Brocal et al. 2006) el promotor de β-actina de carpa fue más 

eficiente para la expresión de GFP que el promotor CMV. Aunque en principio 

podría pensarse que los promotores de genomas de peces deberían ser más eficientes 

que los de origen viral o de mamífero para inducir la expresión génica en células o 

animales transgénicos de esta clase de Vertebrados, lo cierto es que ello depende del 

gen que va a expresarse (Du et al. 1992; Dunham et al. 2002; Hwang et al. 2003), así 

como del tipo celular en el que se exprese (Brocal et al. 2006; Ruiz et al. 2008). 

De forma similar, hemos comprobado que la línea celular J86 es capaz de expresar 

gpG de VHSV y que dicha expresión está también modulada por el tipo de promotor 

utilizado y la variante de proteína codificada, lo que demostramos utilizando 

transfecciones con las construcciones pAE6-Gvhsv y pcDNA3-vhsvG (este último 

con el promotor CMV). Además, la gpG se expresa en la membrana de estas células y 

retiene su funcionalidad, como demostramos mediante citometría de flujo y el 

ensayo de fusión celular a bajo pH (Estepa and Coll, 1997; Mas et al. 2004). La 

retención de esta función de la gpG es de interés para para inducir una respuesta 

inmunitaria eficaz tras la vacunación (Béarzotti et al. 1995).  

De forma semejante a lo encontrado para la expresión de GFP, el análisis mediante 

citometría de flujo demostró que la transfección con la construcción pcDNA3-vhsvG 

producía un porcentaje más alto de células que expresaban gpG (37%) que con pAE6-

Gvhsv (4%). Este mismo fenómeno se ha descrito en estudios in vitro realizados para 

evaluar las eficiencias de diferentes construcciones plasmídicas para expresar la gpG 

de VHSV en la línea celular EPC, en los cuales la eficiencia de transfección de la 

construcción pMCV1.4-Gvhsv, estimada por citometría de flujo, fue mayor que la de 

pAE6-Gvhsv (Chico et al. 2009; Ruiz et al. 2008).  

Finalmente y una vez comprobado que las células de la línea celular J86 de aleta 

expresan formas funcionales, en cuanto a la fusión de membranas plasmáticas, de 

gpG tras la transfección con vectores codificantes de esa glucoproteína de VHSV, lo 
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cual es un requisito importante, si no necesario, para la obtención de vacunas DNA 

efectivas (Heppell et al. 1998), procedimos a analizar el efecto de esa expresión de 

gpG sobre la modulación de la expresión de genes relacionados con la respuesta 

inmunitaria innata (Mx, IL-1β, TNFα, IL-8, MHC-I) en los cultivos transfectados. 

La transfección con pAE6-Gvhsv indujo en las células J86 la sobreexpresión de Mx, 

MHC-I e IL-1β, mientras que con pcDNA3-vhsvG no hubo cambios significativos 

para ninguno de los genes. Además, el efecto de la transfección con pAE6-Gvhsv en 

la expresión de los genes de Mx e IL8 fue significativamente mayor que el producido 

con el vector vacío (pAE6). Estos resultados concuerdan, en general, con el 

incremento de la expresión génica de mediadores inmunitarios in vitro reportada en 

estudios semejantes, incluyendo IL-1β y TNFα y, particularmente, Mx en líneas 

celulares de peces transfectadas para la expresión de gpG, bien con pAE6-Gvhsv, 

tales como la línea celular RTG-2 (Ortega-Villaizán et al. 2011) o cultivos primarios 

de pronefros de O. mykiss (Ortega-Villaizán et al. 2012), bien con pcDNA3-vhsvG en 

la línea celular transgénica RTG-P1, en la cual la expresión de luciferasa es un 

marcador de la producción de Mx y de la liberación de INF-I (Acosta et al. 2006) o 

bien con pMCV1.4-Gvhsv en RTG-2 (Martínez-López et al. 2014). 

El perfil de modulación de la expresión de esos genes inmunitarios en las células J86 

transfectadas para la expresión de gpG, así como los descritos en las otras líneas 

celulares indicadas en el párrafo anterior, concuerda con los resultados obtenidos en 

vacunaciones experimentales con vacunas DNA anti-VHSV in vivo de alevines de O. 

mykiss y de salmón atlántico (Acosta et al. 2005), así como de trucha arcoíris adulta 

(Chico et al. 2009; Cuesta and Tafalla, 2009; Martínez-Alonso et al. 2011; McLauchlan 

et al. 2003), lo que apoya claramente la validez que estos sistemas de ensayo in vitro 

pueden tener como modelos para el estudio y mejora de vacunas DNA en peces.  

Así, tal vez los resultados más interesantes de esta parte del estudio estriben en las 

diferencias observadas entre ambas construcciones plasmídicas en cuanto a los 

cambios de expresión génica de los factores inmunitarios. En nuestro caso, la 

transfección con pAE6-Gvhsv indujo los mayores incrementos en la expresión de Mx, 

MHC-I, IL-1β y, de forma no tan clara, TNFα, aunque con este vector se obtenía una 

menor eficiencia de transfección que con pcDNA3-vhsvG. Por tanto, no parece haber 

una correlación entre el número de células que expresan gpG y la intensidad de la 

expresión con la inducción de una respuesta antiviral in vitro. Esto podría explicarse 

por dos motivos: a) la forma de gpG expresada en la membrana difiere entre una 

construcción y la otra, como se ha descrito en alevines de O. mykiss tras la vacunación 

con pAE6-Gvhsv o con pMCV1.4-Gvhsv (Chico et al. 2009); o b) que un exceso de 
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gpG en el cultivo origine procesos de represión, bien a nivel génico o bien por 

bloqueo de la señalización intracelular (Brzózka et al. 2006). 

Además, existían también diferencias en expresión de MHC-I entre las células J86 

transfectadas con una construcción plasmídica u otra, de forma que pAE6-Gvhsv 

indujo significativamente la expresión de MHC-I, mientras que la construcción 

pcDNA3-vhsvG no produjo cambios. Este mismo fenómeno se ha descrito en truchas 

arcoíris vacunadas con una construcción conteniendo el promotor CMV (Chaves-

Pozo et al. 2010a; Martínez-Alonso et al. 2011). En nuestro modelo la no 

sobreexpresión de MHC-I en las células J86 transfectadas con pcDNA3-vhsvG puede 

correlacionarse también con la no inducción de la expresión de Mx en las mismas, lo 

que sugiere que la transfección con ese vector no activa eficientemente la vía de INF-

I, el cual es un inductor de la expresión de MHC-I (Zou and Secombes, 2011). 

Apoyándonos en lo expuesto, las diferencias observadas en la expresión génica de 

mediadores inmunitarios importantes en la defensa antiviral innata entre las células 

J86 transfectadas con pAE6-Gvhsv o con pcDNA3-vhsvG podrían atribuirse, en gran 

medida, a que en este último caso no se activan los primeros procesos 

proinflamatorios, que son mediados por IL-1, ni tampoco la respuesta antiviral más 

inmediata, mediada por INF-I. La razón de esto es una cuestión a estudiar en futuros 

trabajos, pero los resultados dan más soporte al uso de cultivos celulares órgano-

específicos, como el desarrollado en esta Tesis, para establecer sistemas in vitro para 

el análisis y optimización de vacunas DNA, en este caso aplicables al modelo trucha 

arco iris/VHSV. 
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Conclusiones 

1. El método desarrollado en esta Tesis para la producción de cultivos de aleta a 

partir de explantes y su amplificación por subcultivos, aún en un número 

limitado de pases, constituye una metodología útil para la obtención de líneas 

celulares de piel de O. mykiss. Aunque algunas de las líneas celulares de aleta no 

progresaron más allá del tercer o cuarto pase, estas células pueden mantenerse a 

largo plazo por criopreservación, lo que facilita su posterior uso para ensayos 

funcionales. 

2. Las líneas celulares de aleta de O. mykiss, que hemos obtenido por el método de 

explantes, expresan genes relacionados con la respuesta inmunitaria innata de 

interés para su utilización como modelo in vitro para el estudio de la respuesta 

inmunitaria de la piel frente a agentes infecciosos. 

3. Una de las líneas celulares (J86), obtenida de los cultivos de aleta, expresa de 

forma basal, es decir sin estimulación previa, genes relacionados con la respuesta 

inmunitaria innata y que se han descrito como factores importantes en la 

respuesta antiviral temprana del tegumento, particularmente de la base de la 

aletas de O. mykiss, tales como mediadores antivirales, citoquinas y factores 

proinflamatorios, y quimioquinas. 

4. La susceptibilidad de la línea J86 a la infección por VHSV y su aparente 

resistencia a IPNV, junto con el hecho de responder al PAMP de tipo viral poli 

I:C, permite que pueda ser utilizada como modelo experimental, alternativo a los 

estudios in vivo , para analizar la respuesta inmunitaria temprana y el rol de las 

células de la piel en las infecciones virales. 

5. La línea celular J86 de aleta puede ser utilizada para la expresión de genes 

exógenos de interés mediante la transfección con diversos vectores y promotores. 

Para ello, la transfección más eficientemente se obtuvo usando un sistema de 

electroporación.  

6. La transfección de la línea J86 con diversos vectores codificantes de gpG de 

VHSV, bajo distintos promotores, resulta en la expresión de dicha proteína en la 

membrana de forma funcional en cuanto a la inducción de fusión de membranas 

en cultivos celulares, un marcador de la actividad biológica de la gpG en la 

infección viral. 
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7. Los cultivos de la línea J86 transfectados para la expresión de gpG de VHSV 

presentan fenómenos de modulación de la expresión de genes que reflejan 

respuestas antivirales innatas, lo que abre la posibilidad de utilizar este tipo de 

líneas celulares derivadas de aleta para realizar estudios in vitro sobre la 

protección conferida por vacunas DNA experimentales contra rhabdovirus. 
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