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INTRODUCCIÓN 

Los peces pertenecen al grupo de los vertebrados más primitivos. Poseen un 

sistema inmune con claras similitudes al de los mamíferos pero también difieren en 

muchos aspectos del mismo. El sistema inmune de los peces se caracteriza por una 

inmunidad innata más desarrollada, diversa y activa que la de los mamíferos y es de vital 

importancia a la hora de combatir infecciones. Una de las diferencias de los peces 

respecto a los mamíferos, y que es objeto de este estudio, son los eritrocitos. A diferencia 

de los eritrocitos de mamíferos, los eritrocitos de peces son nucleados, lo que les permite 

tener actividad a nivel transcripcional. La participación de los eritrocitos de peces en la 

respuesta inmune ha sido demostrada actuando como fagocitos [1], células presentadoras 

de antígenos (Ortega-Villaizan M. comunicación personal) y liberando citoquinas [2] [3]. 

Sin embargo el papel de estas células en el sistema inmune está todavía por descubrir.  

Actualmente la prevención de las enfermedades virales en peces es sólo posible 

mediante la vacunación. Sin embargo aún quedan muchas preguntas por resolver acerca 

de los mecanismos involucrados en esta protección, que nos permitan desarrollar vacunas 

eficaces en acuicultura. Es por ello que los eritrocitos de peces, apenas estudiados en el 

sistema inmune de peces, podrían abrir nuevas perspectivas en la vacunación de peces 

frente a virus.  

Hasta el momento, las vacunas DNA constituyen la mejor opción a la hora de 

controlar las enfermedades virales en acuicultura [4]. Por ello, el objetivo global de este 

trabajo es dilucidar el papel que juegan los eritrocitos de peces en la profilaxis con 

vacunas DNA. Para llevar a cabo este objetivo, utilizaremos la trucha arcoíris, 

Oncorhynchus mykiss, como modelo animal y el virus de la septicaemia hemorrágica 

vírica, VHSV, como modelo de rhabdovirus. La vacuna DNA que utilizaremos codifica la 

glicoproteína G del VHSV, ya que la glicoproteína G de los rhabdovirus es la única 

proteína  hasta la fecha que ha conseguido estimular el sistema inmune de peces frente a 

la infección por esta familia de virus. 
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METODOLOGÍA Y RESULTADOS 

 

Purificación de eritrocitos 

Los eritrocitos son obtenidos de la sangre periférica de la trucha arcoíris y 

purificados del resto de células de la sangre mediante gradiente de densidad (Ficoll 1.007) 

 

Transfección 

Una vez purificados, los eritrocitos son transfectados in vitro mediante 

electroporación utilizando el sistema Neon™ Transfection System (Life Technologies) con 

un plásmido que codifica la secuencia de la glicoproteína G de VHSV y la proteína 

fluorescente TFP1 (pmTFP1-GVHSV) [5] y el plásmido pMCV-GVHSV [6]. El proceso de 

electroporación de los eritrocitos se optimizó para la cantidad de plásmido utilizado y 

número de células y para las condiciones de voltaje y exposición del electroporador.  

 

Monitorización de los eritrocitos 

transfectados 

La expresión de la glicoproteína GVHSV 

por los eritrocitos se monitorizó durante 7 días 

mediante microscopia de fluorescencia con el 

equipo IN Cell 6000 (Figura1), utilizando el 

plásmido fluorescente pmTFP1-GVHSV, 

resultando la transfección más óptima a 6 días 

post-transfección. 

Por otro lado, la expresión de la 

glicoproteína GVHSV, es evaluada en el cultivo in 

vitro de eritrocitos transfectados con el plásmido 

pMCV-GVHSV, a 6 días post-transfección 

mediante RT-qPCR (Figura2a). 

 

Expresión de genes del sistema inmune 

La expresión de genes se analizó mediante RT-qPCR de los cultivos in vitro de 

células transfectadas con el plásmido pMCV-GVHSV para cuantificar la expresión de los 

genes Mx (proteína inducida por interferón) y IL1β (interleuquina 1 beta, citoquina 

relacionada con el proceso de inflamación) (Figura2b), implicados en la respuesta inmune.  

Figura 1: Transfección de eritrocitos con pmTFP1-
GVHSV al microscopio de fluorescencia IN Cell 6000. 
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Expresión de proteínas del sistema inmune 

Después analizamos diversas proteínas (Mx, BD1 (beta defensina 1), IL1β 

(Interleuquina 1 beta), TNFα (factor de necrosis tumoral alpha), IL8 (interleuquina 8), iNOS 

(óxido nítrico sintasa inducible), NFkβ (factor nuclear kappa beta) implicadas en la 

respuesta  inmune de estos eritrocitos de peces portadores de la vacuna DNA con la 

glicoproteína GVHSV mediante ensayos de inmunofluorescencia analizados mediante 

citometría de flujo (FACS Canto II) y visualizados mediante microscopia de fluorescencia 

(IN Cell 6000). Los resultados mostraron un aumento de algunas de estas proteínas en los 

eritrocitos transfectados con la el plásmido pmTFP1-GVHSV con respecto del control. 

 

Selección de célula única para single cell (sc) RT-qPCR 

Aunque la población de eritrocitos está previamente purificada, para demostrar 

que realmente estos datos corresponden sólo a la acción de los eritrocitos  de peces y que 

no tenemos otros tipos celulares de la sangre presentes en nuestros ensayos, hemos 

obtenido muestras “single-cell” de eritrocitos transfectados con el plásmido pmTFP1-GVHSV 

mediante sorting celular, utilizando el sorter FACS Jazz (BD). Estas muestras de single-

cell obtenidas (entre 1-10 células) han sido analizadas mediante single-cell (sc) qPCR 

para evaluar la expresión de genes involucrados en la respuesta inmune del eritrocito a la 

profilaxis con la vacuna DNA con la glicoproteína GVHSV (Figura 3).  

 

 

 

 

 

Figura2: Cuantificación por qPCR de la expresión de mRNA de eritrocitos 

transfectados con pMCV-GVHSV y el plásmido vacío pMCV a) expresión del transgén 

GVHSV b) expresión de Mx1-3 y IL1β. 
 

a) b) 

Figura3: Proceso de obtención de célula 

única para qPCR single cell. 

FACS-Jazz (BD) 

6d 

4. qPCR single cell 

1. Extracción y purificación de eritrocitos  2. Transfección 3. Sorting 
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El primer paso es verificar la 

presencia del transgén GVHSV en las 

muestras transfectadas que confirme 

que el proceso de sorting es correcto. 

Después analizamos genes del 

sistema inmune como Mx, BD1, IL8, 

IL1β, INFγ (interferón gamma), TNFα, 

iNOS, MHCI (complejo mayor de 

histocompatibilidad clase I) y MHCII 

(complejo mayor de 

histocompatibilidad clase II) (Figura 4). 

Los resultados mostraron un aumento 

de la expresión de IL1β, INFγ y IL8, 

genes asociados con la respuesta 

inmune y el proceso de respuesta 

inflamatoria, al ser transfectados con la vacuna DNA respecto al control 

 

 

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Una vez el proceso de sorting de single cell está optimizado, y la single cell qPCR 

confirma la presencia del transgén GVHSV, y una respuesta inmune del eritrocito frente a la 

vacuna DNA, nuestro objetivo principal es secuenciar el transcriptoma de los eritrocitos de 

peces transfectados con la vacuna DNA para evaluar la expresión global de los genes 

involucrados en esta profilaxis. 

 

Todo esto nos lleva a nuestro objetivo final, dilucidar el papel de los eritrocitos en 

la inmunización con vacunas DNA y buscar nuevas estrategias y coadyuvantes para el 

diseño y desarrollo de vacunas DNA eficaces frente a rhabdovirus. 
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Figura4: Incremento de la expresión de mRNA de genes del 
sistema inmune en eritrocitos transfectados con el plásmido 
pmTFP1-GVHSV respecto al control de eritrocitos electroporados 
sin el plásmido (línea negra horizontal). n=3 para todos los 
genes. GVHSV corresponde a la expresión del transgén en lo 
eritrocitos transfectados con el plásmido pmTFP1-GVHSV 
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