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Introducción: 

Actualmente, los virus que afectan a los vertebrados no mamíferos (peces, aves, 

anfibios y reptiles) han alcanzado gran transcendencia en el área de sanidad animal (1). 

Esto es debido a que son los patógenos que generan más enfermedades en los animales 

utilizados para abastecer el consumo humano. En el caso de los peces, el mayor desafío 

al que se enfrenta la industria de la acuicultura para suministrar la demanda de pescado 

para la dieta humana es la búsqueda de una solución para prevenir dichas infecciones (2). 

Dentro de los virus que amenazan a la acuicultura, los rhabdovirus tienen una importante 

posición. Entre los rhabdovirus, se encuentran: SVCV y VHSV. El SVCV es el agente 

causante de la Viremia primaveral de la Carpa y se ha considerado una amenaza a nivel 

mundial ya que se han identificado brotes de SVCV por todo el mundo, incluyendo 

Europa, Canadá, China o EEUU (3,4). Por otra parte, aunque el VHSV (virus de la 

septicemia hemorrágica vírica) afecta principalmente a la trucha arcoíris y al salmón, 

también infecta a otras especies de agua dulce y salada, alcanzando un total de 80 

especies distribuidas en el hemisferio norte (EEUU, Canadá, Japón, Corea y Europa) 

(5,6). Dado que el aumento de las medidas de higiene (en la estabulación y manejo) son 

insuficientes y no existe ningún tratamiento para peces frente a las enfermedades 

causadas por virus, la inmunización a través de la vacunación es el método profiláctico 

más eficaz (7). No obstante, es fundamental una ampliación del conocimiento de los 

mecanismos inmunológicos que median la eficacia de las vacunas para el diseño de otras 

futuras. Esto es porque se sigue sin tener vacunas eficaces frente a un gran número de 

enfermedades infecciosas de gran importancia en sanidad, que todavía no se pueden 

controlar. Por ello, la búsqueda de estrategias alternativas para el desarrollo de las nuevas 

vacunas es de suma importancia. El objetivo de una vacuna es inducir una respuesta 

protectora a largo plazo frente a un patógeno específico (8). Dado que una característica 

distintiva del sistema inmune adaptativo es su capacidad para recordar un encuentro con 

un patógeno (9, 10), el desarrollo racional de vacunas se ha basado hasta ahora en primar 

la respuesta inmune adaptativa, promoviendo la citotoxicidad y la generación de 

anticuerpos específicos frente a un determinado patógeno.Las respuestas inmunes en los 

vertebrados han sido clasificadas clásicamente como innatas o adaptativas. Hasta la 

última década, la inmunidad innata se consideraba como una respuesta rápida frente a un 

primer encuentro con un patógeno, inespecífica, incapaz de generar memoria 

inmunológica y pobremente regulada. Por el contrario, la inmunidad adaptativa, mediada 

por los linfocitos T y B, es considerada como específica, capaz de elaborar una respuesta 

concreta y distinta para cada antígeno, de generar memoria inmunológica capaz de 

proteger frente a la reinfección y de estar “finamente” regulada (11). Sin embargo, durante 

los últimos años el dogma de la inmunidad ha cambiado drásticamente. Estudios recientes 

han demostrado que no sólo el sistema inmune adaptativo de vertebrados tiene memoria, 

sino también el sistema inmune innato. A esta memoria se le ha llamado Inmunidad 

Entrenada (Trained Immunity) (9,10). La capacidad de generar memoria, que se observa 
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en el sistema inmune innato de los vertebrados, se conoce desde hace tiempo en otros 

organismos que carecen de respuestas adaptativas. De hecho, existe un gran número de 

estudios que demuestran características adaptativas en la inmunidad innata de plantas e 

invertebrados, que sostienen la existencia de la memoria inmune innata (12). La 

inmunidad entrenada se induce tras infección o vacunación, protege frente a reinfecciones 

inespecíficas (infecciones con virus distintos) a corto plazo y es independiente de las 

células del sistema inmune adaptativo (9,10). Además, esta inmunidad también es 

diferente a la inmunidad innata típica y a la tolerancia. Tras un primer encuentro con un 

patógeno, aparece una respuesta inmune innata típica que retorna a su nivel basal una 

vez pasada la infección. No obstante, pueden ocurrir dos fenómenos contrarios: que esa 

respuesta quede inhibida, apareciendo el fenómeno de la tolerancia; o por el contrario, 

que quede aumentada apareciendo una respuesta más rápida de lo normal frente a un 

segundo encuentro con un antígeno. Este es el caso de la inmunidad entrenada (Figura 

1) (10). La existencia de la inmunidad entrenada nos conduce a pensar que el ignorar la 

activación del sistema inmune innato supone renunciar a un componente que contribuye a 

la efectividad de las vacunas. Especialmente en el caso de los peces, que “confían” más 

en su sistema inmune innato que en el adaptativo puesto que éste último esta poco 

evolucionado, lo cual es lógico puesto que los peces son el primer grupo de vertebrados 

que aparecen en la evolución (13). Por ello, son los primeros en los que se manifiesta la 

inmunidad adaptativa. 

 

Figura 1. Representación gráfica de las 

diferencias existentes entre la 

inmunidad innata, la inmunidad 

entrenada y la tolerancia. Se observa 

que durante las infecciones, la 

respuesta de la inmunidad innata puede 

ser entrenada para responder más 

fuerte ante un segundo estímulo. 

Imagen tomada de Netea et al., 2013. 

 

Asimismo, existen muchos 

argumentos para considerar la inmunidad entrenada como un componente importante en 

la defensa del huésped: Entre otros, 

a) ciertos microorganismos comensales, como Candida albicans o el herpesvirus 

latente, benefician a sus huéspedes mamíferos porque inducen una protección 

inmune inespecífica (14,15).  

b) algunas vacunas, como la vacuna frente a la tuberculosis, protegen 

inespecíficamente frente a infecciones producidas por otros patógenos (16). 

Por tanto, en vista de estos efectos protectores inespecíficos observados, se 

especula: 

a) Un mantenimiento de la importancia de la inmunidad entrenada en los mamíferos 

durante la evolución (10).  

b) Un papel significativo de la inmunidad entrenada en los efectos de las vacunas de 

uso actual (9).  



II Jornadas Doctorales de la Universidad de Murcia     BI-CO-02 

Estas suposiciones destapan nuevas estrategias de vacunación mediante la 

promoción de la inmunidad entrenada, que permitirían: la mejora de las vacunas hasta 

ahora poco eficaces; la explotación de la inmunidad entrenada en situaciones donde no 

hay disponibles vacunas específicas; abordar la vacunación de ancianos y pacientes 

inmunodeprimidos (con VIH); y sobre todo el diseño de nuevas vacunas, que potencien la 

protección conferida por la inmunidad entrenada además de la memoria inmunológica 

adaptativa (17). La inmunidad entrenada se puede estudiar mediante cultivos celulares 

(sin respuesta inmune adaptativa) y utilizando mutantes de pez cebra (rag 1-/-), que 

carecen de sistema inmune adaptativo, por tanto, permiten la evaluación del sistema 

inmune innato sin interferencias con el adaptativo (18). Por otro lado, es de suponer que si 

la inmunidad entrenada existe en peces, ésta será aún más fuerte en el caso de los 

mutantes rag para compensar ese déficit de sistema inmune adaptativo.Los peces cebra 

son susceptibles a la infección por SVCV en condiciones similares a las que se han 

descrito para infectar a otras especies de ciprínidos (19). Además, se ha comprobado que 

se pueden conseguir porcentajes de mortalidad acumulada (CPM) del 90% tras una 

infección con SVCV por baño-inmersión a 20-22ºC (20). En pez cebra los síntomas con 

los que cursa la infección son similares a los que se observan en otras especies, 

destacando las hemorragias internas y la exoftalmia (Figura 2). 
 

 

           Figura 2. Pez cebra tras la infección por inmersión con SVCV. 

Objetivo: 

El objetivo general de este estudio es comprobar que el fenómeno de la 

inmunidad entrenada descrito en mamíferos también se manifiesta en peces y explorar su 

aplicabilidad en la mejora de vacunas. Para alcanzar dicho objetivo general, se fijaron los 

siguientes objetivos específicos: 

Objetivo 1. Determinar protección heteróloga en células de pez.  

Objetivo 2. Comprobar si los peces cebra mutantes rag1-/- (carentes de inmunidad 

adaptativa) son más resistentes que los wild type (rag1+/+) a una infección por un virus. 

Concretamente frente al rhabdovirus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV). 

Objetivo 3. Determinar que la mayor resistencia a la infección de los peces cebra rag1-/- 
en comparación con los wild type está ligada a fenómenos de inmunidad entrenada. 
Objetivo 4. Encontrar cambios en la expresión génica relacionados con la inmunidad 
entrenada. 
Objetivo 5. Determinar si la inmunidad entrenada se relaciona con cambios epigenéticos 
en promotores de genes y/o polimorfismos en familias de genes de respuesta inmune. 
Procedimiento experimental y resultados hasta la fecha: 

Experimentos in vitro: 

Para determinar la existencia de la protección heteróloga (protección adicional que 

ofrece una infección con un virus determinado frente a otros tipos de virus diferentes) en 

células de pez, se realizaron dos tipos de experimentos: El objetivo del primer 

experimento era demostrar el tratamiento con poly I:C (inmunoestimulante que simula las 

infecciones virales) genera protección frente a la infección con el virus SVCV en células de 

pez. Para ello, se trataron células EPC con poly I:C a diferentes tiempos y, posteriormente 
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estas células fueron infectadas con SVCV. Los resultados mostraron que las células 

tratadas previamente con poly I:C eran más resistentes a la infección del virus que 

aquellas que no estaban tratadas. Además, dicha resistencia se podía observar incluso en 

las células que habían sido tratadas con poly I:C una semana antes a la infección. El 

objetivo del segundo experimento era demostrar que la persistencia a IPNV (virus que 

causa la necrosis pancreática infecciosa en salmónidos) existente en la línea celular 

EPC
IPNV

 a 20ºC genera protección frente a la infección con los virus SVCV y VHSV incluso 

a 25ºC. Los resultados mostraron que las células EPC
IPNV

 eran resistentes a ambos virus 

incluso estando 4 días previos a la infección a 25ºC.  

Experimentos in vivo: 

Con el objetivo de comprobar si los mutantes rag1-/- eran más resistentes que los 

wild type a una infección por virus, se utilizaron peces cebra adultos mutantes y wild type 

procedentes del Departamento de Biología Celular de la Universidad de Murcia. Tras 2 

semanas de aclimatación a las condiciones del laboratorio, 25 peces cebra adultos de 

cada grupo se infectaron con una dosis letal de SVCV (10
4
 PFU/ml) por baño-inmersión 

durante 90 min a 22ºC tal y como se ha descrito anteriormente (21). La mortalidad se 

registró durante 30 días mostrando que los 

peces wild type eran significativamente más 

susceptibles a la infección con SVCV que los 

mutantes rag1-/- (Figura 3).  

Figura 3. Comparación de la mortalidad 

acumulada entre los peces rag1-/- y los peces 

wild type infectados por baño-inmersión con 

SVCV. Los valores correspondientes a los rag1-

/- se muestran en gris claro y, los de los wild type 

en gris oscuro. 

Asimismo, el título de virus en los órganos internos de los peces mutantes rag1-/- 

fue 100 veces inferior que en los wild type. Este resultado indica que la menor mortalidad 

asociada a los mutantes rag1-/- se correlaciona con una menor capacidad de replicación 

del virus en estos peces.Si la protección observada en los mutantes rag 1-/- adultos se 

debe a la inmunidad entrenada, es lógico pensar que éstos partirán de un estado 

inmunológico superior con respecto a los peces wild type antes del desafío frente a SVCV, 

puesto que habrán ido entrenándose desde su nacimiento hasta llegar a la etapa adulta 

debido a la exposición a diferentes patógenos a través del agua. Para corroborar la 

hipótesis anterior, se analizó la expresión de genes del sistema inmune innato por RT-

qPCR en ambos grupos de peces sin infectar. Para ello, se comenzó el análisis tomando 

muestras de células de la base de las aletas y piel adyacente de 3 peces por grupo (rag y 

wild type), ya que se ha demostrado que es el punto de entrada de los Norvirhabdovirus 

en peces y que a piel es una superficie mucosa, que constituye la primera barrera ante la 

infección que contiene diversos componentes de defensa. Los resultados demostraron 

que la expresión génica en los peces no infectados fue superior en el grupo rag1-/- que en 

wild type. Los niveles de transcritos de péptidos antimicrobianos (proteínas de origen 

natural que presentan, entre otras, actividad antiviral) como la beta defensina 2 y la nk 
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lysina son mayores en los rag1-/- que en los wild type, aunque la diferencia sólo es 

significativa en el caso de la beta defensina 2. También podemos ver que las citoquinas 

(conjunto de proteínas que regulan las interacciones entre las células del sistema inmune) 

y los genes implicados en la cascada del interferón (primera línea de defensa de los virus) 

se encuentran sobre-expresados en los mutantes rag1-/-. 

Conclusiones hasta la fecha: 

1. Las células de pez presentan protección heteróloga que podría estar mediada por 

la inmunidad entrenada, ya que las células no poseen respuestas inmunes 

adaptativas y la respuesta inmune innata es inespecífica. Esta protección persiste 

hasta una semana tras recibir el primer estímulo. 

2. Los mutantes de pez cebra rag 1-/- adultos resisten más a la infección con SVCV 

que los wild type probablemente como consecuencia de un estado inmunológico 

sobre-estimulado previo a la infección. Esta sobre-estimulación podría deberse a 

un entrenamiento del sistema inmune innato desde su nacimiento hasta alcanzar 

la etapa adulta debido a la exposición a diferentes patógenos. 

Perspectivas futuras: 

1. Comprobar que tras la eclosión, en etapa de larvas, los wild type y los rag1-/- son 

igual de susceptibles a la infección con SVCV. 

2. Comprobar que la protección observada en los mutantes no se debe a una mejor 

transferencia materna del estatus inmunológico en los huevos de rag1-/-.  

3. Identificar genes implicados en la inmunidad entrenada. 
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