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[bookmark: _bookmark0]RESUMEN
El virus de la necrosis pancreática infecciosa (IPNV) es un Birnavirus que causa una enfermedad que afecta predominantemente a peces salmónidos jóvenes. Su genoma está compuesto por dos segmentos de RNA de cadena doble (dsRNA) que codifican cinco proteínas; el segmento A codifica VP2, VP3, VP4 y VP5, mientras que el B sólo codifica a la VP1. La respuesta celular contra IPNV activa IFN-I(α) y ISGs mediante la vía JAK-STAT. Variaciones en la temperatura del agua impactan la fisiología de la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) incluyendo su tasa metabólica y la respuesta inmune específica pero se desconoce su efecto sobre la respuesta inespecífica, considerada el medio de defensa más importante para peces. Con objeto de conocer la respuesta inmune inespecífica mediada por IFN-I(α) en salmónidos ante la infección con IPNV, se realizó un ensayo in vivo para conocer el efecto de la temperatura sobre la replicación viral y la expresión de ISGs. Otro estudio in vitro utilizando células RTG-2 se llevó acabo para determinar el efecto de la virulencia de dos serotipos de IPNV sobre la activación de la Y-701 STAT1(α/β).
De acuerdo a los estudios realizados, la enfermedad clínica únicamente se desarrolló a 12°C con 100% de mortalidad desde el día 6, presentándose disminución de mRNA de STAT-1 antes del día 11 en comparación con expresiones obtenidas a 8 y 16°C, además existió disminución de IFN-I(α) durante todo el ensayo comparado con valores obtenidos en peces a 16°C, que fue aumentado desde el día 2. La proteína Mx-1 se incrementó los días 2, 4, 7 y 14, comparado con los valores obtenidos a 8 y 16°C, pero no fue capaz de ejercer su actividad biológica. Los peces infectados a 16°C se mostraron normales y con apetito durante el ensayo; la relación entre el nivel de respuesta y la virulencia de la cepa viral es poco clara. En la segunda investigación, el serotipo Sp obtuvo mayor nivel de replicación que VR-299, exceptuando a las 60 hpi; contrario lo esperado, la expresión de IFN-I(α) fue mayor en células expuestas a la cepa Sp, por lo que aparentemente la virulencia de la cepa se correlaciona positivamente con el nivel de respuesta por IFN-I(α); sin embargo, la expresión de transcrito decreció en el tiempo. Sorprendentemente, el nivel de mRNA de Mx-1 no mostró diferencias significativas entre serotipos. En las células infectadas con el virus Sp, se indujo significativamente una mayor tasa de fosforilación de Y701-STAT1 (α/β) a los 4, 8,12 y 24

 (
viii
)

hpi comparados con los valores obtenidos en células infectadas con VR-299. De acuerdo con nuestros resultados, IPNV contrarresta el efecto de IFN-I(α) y algunos ISGs, interfiriendo la ruta de señalamiento JAK-STAT. Sin embargo IPNV, no bloquea la fosforilación de la tirosina 701-STAT1(α/β), contrario a otros virus de RNA.


[bookmark: _bookmark1]ABSTRACT
Infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) is an aquabirnavirus member of the Birnaviridae family that causes an emerging disease, which affects predominantly salmonids. The IPNV genome is composed by two segments of RNA, double-stranded (dsRNA) that encodes five viral proteins. The segment A encodes VP2, VP3, VP4 and VP5, while B encodes only VP1. These proteins can activate or inhibit certain mechanisms of the immune system including the expression of interferon-stimulated genes (ISGs) IFN type-I(α), which is considered the first line of defense against viral infection in teleost. The JAK-STAT pathway and transcription factors associated with the family of STAT proteins have been well studied in mammals but poorly in teleost. It is well known that change in water temperature has an impact on rainbow trout physiology including their metabolic rate. Additionally, immune- related functions such as endocytosis, immune gene transcription, immunoglobulins concentration, and C-reactive protein were reported be dependent on the ambient temperature. For studing the specific immune response mediated by interferon type I in salmonids infected with IPNV, we did a first experiment (in vivo) infecting trout fry to know the effect of temperature on the interferon response. A second study was done in vitro infecting (RTG- 2 cells) to determine the effect of the IPNV virulence on activation of Y- 701 STAT1(α/β). According to the experiments conducted, clinical disease and mortality occurred at 12°C with 100 % mortality from day 6 in fish exposed, showing the mRNA of STAT-1 a decreased after day 11 compared with the expressions obtained 8 and 16°C. Further, IFN-I(α) decreased at 21 days compared to the values obtained in fish infected at 16°C. Mx-1 was increased on days 2, 4, 7 and 14, compared with the values obtained at 8 and 16 °C, but was unable to exert its biological activity reported. Infected fish at 16°C showed normal and with appetite during the experiment. In our second experimentation, serotype Sp showed a higher replication level compared with VR-299, except at 60 hpi. However, contrary to the hypothesized; the IFN-I(α) expression was higher in infected cells with serotype Sp virus, suggesting a lineal positive correlation between strain virulences and alpha interferon immune response. Although the IFN-I(α) mRNA decreased during the experiment. Interestingly, the Mx-1 transcript level between both strains was similar. In cells


infected with serotype Sp virus, the level of 701-tyrosine STAT1(α/β) activation showed a significant increase at 4, 8, 12 y 24 hpi compared to activation level registered in infected cells with serotype VR-299 virus. Our results showed that IPNV inhibits IFN-I(α) signaling and some ISGs interfering the JAK-STAT pathway. However, IPNV does not block the phosphorylation of 701-tyrosine STAT1(α/β), contrary to other RNA viruses.
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I. [bookmark: _bookmark3][bookmark: _bookmark3]INTRODUCCIÓN
El virus de la necrosis pancreática infecciosa (IPNV) es un miembro de la familia aquabirnaviridae que causa la necrosis pancreática infecciosa una enfermedad emergente que afecta predominantemente salmónidos (OIE, 2006). El genoma de IPNV está compuesto de dos segmentos de RNA de doble hebra (dsRNA) que codifica cinco proteínas virales. El segmento A codifica VP2, VP3, VP4 y VP5, mientras B codifica solamente VP1 (Jensen y Robertsen, 2002). Algunos estudios han demostrado que aminoácidos de la VP2 en las posiciones 217 y 221 son clave para determinar la virulencia de las cepas del serotipo Sp .Las cepas virulentas tienen una combinación de Thr y Ala en las posiciones 217 y 221, respectivamente (T217 A221), mientras que las de media virulencia presentan P217 A221. Las cepas con Thr en la posición 217 y 221 (T221; T221) y Thr en la posición 221 (T221) indistintamente del residuo en la posición 217 son consideradas no virulentas (Song et al., 2005). El virus es capaz de producir una mortalidad que oscila entre 90-100% en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) de 1-4 meses de edad (Frantsi y Savan, 1971; McAllister, 1983) y varía considerablemente en parte debido a la variación de la virulencia de la cepa (Santi et al., 2004).
El sistema de interferón incluyendo la expresión de genes estimulados por interferón (ISGs) tipo I, es considerado la primera línea de defensa en contra de la infección viral (Robertsen et al., 2003; Zhou et al., 2007). La activación de IFN-I(α) induce la cascada de señalamiento JAK-STAT induciendo genes como Mx, 2-5 oligo-adenilato sintetasa (2’-5’ OAS), proteína viperina antiviral (Vig-1) y la proteína quinasa dependiente de RNA (PKR), entre otras. La ruta de señalamiento JAK-STAT (JAK1 y TYK2) así como factores de transcripción miembros de la familia de proteínas STAT (STAT1, 2, 3, y 4) han sido bien estudiados en mamíferos pero pobremente en peces (Sen, 2000). Durante la infección viral, el interferón se une a sus receptores dando como resultado la rápida autofosforilación (Skjesol et al., 2010) y la activación del receptor asociado a TYK2 y JAKs (Silvennoinen et al., 1993; Kotenko, 2003) que a su vez regulan la fosforilación y la activación de STATs en respuesta a interferón (Darnell et al., 1994; Stark et al., 1998). En mamíferos se ha observado que la fosforilación de la tirosina 701 (pY-701) de STAT1 resulta en la unión de una STAT a otra, ya sea

 (
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formando un homodímero o un heterodímero (Goodbourn y Radall, 2008). La formación de dímeros es el paso crítico para la translocación nuclear. En el núcleo, STAT dimerizado se une al promotor de los elementos de respuesta estimulados por interferón IFN-I(α) (ISRE) para inducir la expresión de mRNA de genes estimulados por interferón IFN-I(α) (ISGs) contra la infección viral en teleósteos (Robertsen et al., 2003; Zhou et al., 2007; Roberts y Pearson, 2005; García et al., 2011). Varios trabajos han demostrado la acción de los ISGs tanto in vitro e in vivo (Dorson, 1973; Eaton, 1990; Robertsen, 2006; Verrier et al., 2011). El genoma de los peces óseos contienen todos los componentes claves de la vía de señalización JAK-STAT incluyendo JAK1, TYR2, STAT1, STAT2 y IRF-9 (Stein et al., 2007; Shi et al., 2012). Sun et al., (2009) han identificado y caracterizado genes de peces relacionados con el sistema interferón, y Collet et al., (2009) identificaron un gen de STAT2 en salmón, además Leu et al., (1998; 2000) clonaron TYK2 y JAK1 a partir de pez globo verde (Tetradon fluviatilis). Estudios además han reportado que algunos virus afectan la actividad de la vía de señalización JAK-STAT mediante el uso de diversos mecanismos. Por ejemplo el virus del Ébola bloquea la inducción del factor regulatorio de interferón (IRF) (Harcourt, 1999), el virus de la hepatitis C (VCH) bloquea la trimerización del factor 3 del gen estimulado por interferón (ISGF3) (Heim et al., 1999), el serotipo 2 del virus del dengue inhibe la expresión de STAT2 (Munoz-Jordan, 2003), el virus del Nilo Occidental (VNO) bloquea la fosforilación de STAT1 (Liu et al., 2005) y el virus de la encefalitis japonesa (JEV) bloquea la fosforilación de la Tyk2 y la activación de STAT (Ling et al., 2005). Además se ha reportado que el virus Sendai (SeV) puede interactuar con STAT1 y de ese modo inhibir la fosforilación de tirosina de STAT inducida por IFN-I(α/β) (Garcin, 1999; Gotoh et al., 1999; Komatsu et al., 2000). Sin embargo datos concernientes a la actividad en peces, como la fosforilación de STAT1 mediante la ruta JAK-STAT es limitada.
La mortalidad en salmónidos causados por IPNV depende de varios factores: la virulencia de la cepa, edad de los peces, sistema de cultivo, entre otros (Santi et al., 2004), pero se ha considerado a la temperatura como un factor clave para la aparición de la enfermedad. En la década de los 60’s experimentos con IPNV demostraron mayor mortalidad en alevines de trucha café en condiciones experimentales de infección con IPNV a 12°C (Wolf, 1988) pero


la explicación aún es desconocida. Sin embargo no se ha evaluado el efecto de la temperatura en la expresión de transcrito de IFN-I(α), STAT-1(α) y Mx-1 en peces infectados con IPNV. De tal forma que en este trabajo se contribuye al entendimiento del efecto de la temperatura sobre la expresión de ISGs en truchas arcoíris desafiadas con IPNV a tres distintas temperaturas de crecimiento (baja, óptima y alta) mediante la estimación de la expresión génica por la técnica de PCR en tiempo real (qPCR); todos los peces infectados a 12°C murieron entre el día 6 y 14 y se presentó una inhibición del transcrito de IFN-I(α) y STAT- 1(α) después del día 7, a pesar de una sobre expresión de Mx-1, que no fue capaz de inhibir la replicación viral. Además, asumiendo que STAT1(α/β) es una proteína clave para activar los ISGs y que actúa como factor de transcripción después de la unión de interferón a su receptor y que autores (Skjesol et al., 2011) han hipotetizado un posible efecto antagónico de IPNV en la vía de señalamiento de IFN-I(α), se tuvo como objetivo además evaluar el efecto de dos cepas de IPNV de distinto nivel de infectividad sobre la activación de STAT1 (α/β) mediante Western Blot, para lo que se desarrollaron experimentos in vitro infectando células RTG-2 con 2 aislados chilenos de IPNV; uno avirulento/apatógeno y otro de media virulencia. Los resultados mostraron que el virus de serotipo Sp alcanza mayores valores de replicación que VR-299, exceptuando a las 60hpi. La expresión de IFN-I(α) fue mayor en las células expuestas a la cepa Sp, contrario a lo esperado, lo que claramente indica que la virulencia de la cepa se correlaciona positivamente con el nivel de respuesta por IFN-I(α). IPNV contrarresta el efecto antiviral de interferón tipo I inhibiendo la vía de señalización JAK-STAT, pero no interfiere con la activación de la tirosina 701-STAT1(α/β), como se ha reportado para otros virus de RNA.


II. [bookmark: _bookmark4][bookmark: _bookmark4]REVISIÓN DE LITERATURA
[bookmark: _bookmark5]2.1 Necrosis Pancreática Infecciosa
La enfermedad de la necrosis pancreática infecciosa (IPN) también llamada en 1941 enteritis catarral aguda (Wolf et al., 1960) es una enfermedad aguda altamente contagiosa de la trucha y el salmón (Wolf et al., 1960, OIE, 2006, Saint-Jean et al., 2006). De acuerdo con la historia, primeramente McGonigle et al., (1941) registraron el cuadro clínico de la necrosis pancreática infecciosa en las provincias marítimas de Canadá (Wolf et al., 1960) donde se registraron mortalidades en truchas de cultivo, principalmente afectando los estadios tempranos de peces. El nombre de enteritis catarral aguda se debió a que larvas y alevines no digerían el alimento comercial. En ese entonces se asoció como agentes etiológicos protozoarios flagelados de género Hexamita o Octomitus organismos que abundaban en el intestino de los animales (Wolf, 1988). McGonigle y colaboradores notaron que esta "enteritis" era acompañada con signos de nadado errático-circular. Sin embargo observaron que la muerte de los peces ocurría en ausencia también de los protozoarios (McGonigle, 1941). Años después la enfermedad es nombrada como la necrosis pancreática infecciosa (IPN) (Wolf et al., 1955), principalmente por el daño encontrado en páncreas después de realizar un examen histopatológico, proponiéndose una etiología de tipo viral para la enfermedad. Subsiguientemente, Wolf y Dunbar (1958) aislaron por primera vez el virus de peces, determinando a IPNV como el agente causante de la necrosis pancreática infecciosa. Esto se pudo lograr con el desarrollo de las técnicas de cultivo celular y tejidos de especies de peces. Así mismo se estableció para la aparición de la enfermedad no solamente la presencia del agente etiológico, si no se consideraría la virulencia de la cepa, el medio ambiente, la especie de pez, la edad de los animales y la temperatura del agua (Frantsi y Savan 1971; Jarp et al., 1994; Ozaki et al., 2001; Smail et al., 1995). Hoy en día la IPN es una enfermedad de distribución mundial y se ha reportado en Estados Unidos de América, México, Chile, Canadá, Australia, Francia, Dinamarca, Noruega, Suecia, Reino Unido, Alemania, Italia, Rusia, Japón, Taiwán, China, Corea, Sudáfrica y Tailandia (OIE, 2008), siendo únicamente Oceanía el continente libre de la enfermedad. Sin embargo de acuerdo con Ortega y Enríquez (2007) en Centroamérica no existe el reporte de este agente.


En lo que respecta al manejo sanitario de IPN, existen vacunas contra IPNV e ISAV, pero actualmente la vacunación contra estos virus no genera una protección satisfactoria. Para la producción de vacunas más eficientes y la innovación con métodos de prevención contra las enfermedades virales que afectan salmónidos como IPN, existe una clara necesidad de profundizar en la comprensión de los mecanismos inmunes antivirales, en especial el estudio del sistema de interferón.

2.2. [bookmark: _bookmark6][bookmark: _bookmark6]Agente Etiológico y Taxonomía Viral
El virus de la IPN es el prototipo de la familia Birnaviridae y pertenece al género Aquabirnavirus. Esta familia presenta dos características muy importantes: el prefijo (bi) significa que el genoma consta de dos segmentos (cadena doble) y el sufijo (rna) que el ácido nucleico viral es de ARN. Además esta familia contiene otros tres géneros de acuerdo con King et al., (2012), Avibirnavirus, el virus de la enfermedad de la Bursitis infecciosa (IBDV) que afecta aves, el género Entomobirnavirus, virus X de Drosophila (DXV) de insectos y últimamente se reportó en el Comité Internacional de Taxonomía de Virus un Blosnavirus aislado de peces, que a diferencia de los demás géneros cuenta con una proteína adicional escindida de la poli-proteína del segmento A. La bursitis infecciosa es la enfermedad ampliamente más estudiada de la familia Birnaviridae ya que provoca inmunosupresión en las aves infectadas, principalmente destruyendo las células B del sistema inmune (Mahgoub et al., 2012). Existen dos serogrupos de birnavirus acuáticos designados como serogrupos A and B (Cuadro N°1). El serogrupo A comprende la mayoría antigénicamente relacionados con IPNV y por lo general son usualmente patógenos a peces. Por otra parte la minoría son los que no están asociados antigénicamente, representando el serogrupo B (Hill y Way, 1995). El serogrupo A, está conformado de 9 serotipos que generan reacción cruzada: A1 (cepa tipo West Buxton), A2 (cepa tipo Sp), A3 (cepa tipo Ab), A4 (cepa tipo He), A5 (cepa tipo Te), A6 (cepa tipo Canadá 1), A7 (cepa tipo Canadá 2), A8 (cepa tipo Canadá 3) y A9 (cepa tipo Jasper-ATCC VR1325). El serogrupo B consiste de un único serotipo que se aisló en moluscos (cepa tipo  TV-1).   En Estados Unidos la  mayoría de  los virus registrados   se


asocian con el serotipo A1. Los serotipos A6, A7, A8, A9 están en Canadá, del A2-A5 en Europa y A1, A2 y A3 han sido encontrados en Asia y Sur América (Blake et al., 2001).

Cuadro 1. Nomenclatura actual de serogrupos y las respectivas cepas (variación antigénica) de IPNV aislada en distintos lugares del mundo (Hill y Way, 1995).
	Nomenclatura
	Especie
	Autor
	Origen
	Serotipo

	Serogrupo A
	
	
	
	

	WB
	O. Mykiss
	Lientzy et.al.1973
	USA
	A1

	Sp
	O. Mykiss
	Jorgensen et.al.,1999
	Europa
	A2

	Ab
	O. Mykiss
	Jorgensen et.al., 1971
	Europa
	A3

	He
	Esox lucius
	Ahne, 1979
	Europa
	A4

	Te
	Tellina tenuis
	Hill, 1978
	Europa
	A5

	C1
	Salmo salar
	MacDonald et al.,1983
	Canadá
	A6

	C2
	O. Mykiss
	MacDonald et al.,1983
	Canadá
	A7

	C3
	Salmo trutta
	MacDonald et al.,1983
	Canadá
	A8

	Jasper
	O. Mykiss
	Yamamoto, 1974
	Canadá
	A9

	Serogrupo B
TV-1
	
Tellina tenuis
	
Underwood, 1977
	
Europa
	
B1





2.2.1. [bookmark: _bookmark7][bookmark: _bookmark7]El Genoma, Estructura y Organización de IPNV.
El genoma consta de dos segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA) que codifica para 5 proteínas virales (Figura N°1). El segmento A (~ 3,2 kb) codifica 4 de ellas y contiene la superposición de dos marcos de lectura abierta (ORFs) (Duncan y Dobos, 1986). El mayor marco de lectura codifica una poliproteína de 106-kDa (NH2-pVP2-NS proteasa-VP3- COOH) que co-traduccionalmente es escindida rápidamente por una proteasa (VP4) para generar las proteínas principales de la cápside (VP2 y VP3). Un segundo marco de lectura (menor tamaño) se solapa con el extremo amino del mayor marco de lectura y codifica un polipéptido de 17 kDa, rico en arginina (Dobos, 1995), la VP5, una proteína no estructural que homólogamente corresponde a la  del virus de la  enfermedad de  la  bursitis  infecciosa


(IBDV). La VP2 es la proteína externa principal de la cápside y el antígeno principal, ya que contiene la región antigénica responsable de la inducción de anticuerpos neutralizantes y la especificidad de serotipo (Heppell et al., 1995) representando el 60% la proteína del virión (Dobos, 1995). De acuerdo con estudios realizadas por (Espinoza y Kuznar, 2002) sugieren que la VP2 es glicosilada libremente en el citoplasma y que además es importante para el desarrollo de las vacunas, los diagnósticos y la tipificación serológica de las cepas aisladas. La segunda proteína estructural (interna) principal es la VP3 y es el polipéptido más abundante, con 672 moléculas por virión, en comparación con 544 moléculas de VP2. Sin embargo, debido a su menor tamaño (31-kDa) forma solamente el 34% de la masa total del virión (Dobos, 1995). Es sabido que la VP3 es una proteína interna con una probable exposición de algunos epítopos en la superficie del virión (Caswell-Reno et al., 1986) y que se une a la estructura del genoma del dsRNA dando conformación a un complejo ribonucleoproteíco filiforme (Hjalmarsson et al., 1999; Pedersen et al., 2007). Así mismo se ha demostrado que la VP3 de IPNV e IBDV interactúan con el dsRNA de sus genomas virales (Tacken et al., 2002). Por lo que a la VP3 de los birnavirus se les conoce como organizador fundamental de la estructura del virus e importante para el ensamblaje viral y la replicación (Figura N°2). Lombardo et al., (1999) como apoyo a esta hipótesis encontraron en IBDV que la interacción entre VP1 y VP3 resulta en la encapsidación de VP1 en ausencia del genoma del IBDV, lo que indica que VP3 funciona como un conector entre VP1 y VP2 durante el ensamblaje de viriones. La VP4 es la proteína no estructural que se procesa co- traduccionalmente. Presenta funciones de enzima proteasa de ARN viral, a pesar de que carece de un dominio ATPasa escindiendo las uniones pVP2-VP4 y VP3-VP4 (Duncan et al., 1987; Birghan et al., 2000). Petit et al., (2000) usando mutagénesis identificaron en VP4, dos residuos de aminoácidos claves para su actividad de escisión funcionando como blancos catalíticos; serina 633 y lisina 674 (Birghan et al., 2000). Igualmente estos mismos autores determinaron supuestos sitios de escisión para pVP2-VP4 en la posición de aminoácidos 508- 509 y para VP3-VP4 en la posición 734-735. La última proteína que es codificada por el segmento A es la VP5 de 17-kDa, no estructural, y que se ha detectado en células infectadas con IPNV (Magyar y Dobos, 1994), pero al parecer no es requerida para la    replicación del


virus. De la misma manera en IBDV, el segmento A también codifica una proteína no estructural de 17-kDa desde el menor ORF que se encuentra en células infectadas, pero no en el virión (Mundt et al., 1995). Esta proteína no estructural es llamada VP5 y al igual que en IPNV no se requiere para la replicación del virus, pero al parecer juega un papel importante en la patogénesis viral (Yao et al., 1998). La VP5 pertenece a la familia de las proteínas denominadas Bcl-2 que están formadas por 25 miembros que regulan procesos de permeabilidad mitocondrial y constituyen un punto clave en la vía intrínseca de apoptosis celular. Su nombre se deriva de la proteína fundadora, el proto-oncogén Bcl-2 (B-cell- lymphoma2). A diferencia de otros oncogenes estudiados hasta la fecha la subfamilia Bcl-2 estaba implicada en el control de la proliferación celular y no en el bloqueo de la muerte celular. Esto ha sido reforzado por los estudios realizados por Hong et al., (2002) donde se ha visto que VP5 inhibe la apoptosis mediante dominios homólogos a BH1, BH2, BH3 y BH4. Sin embargo Santi et al., (2005) señalaron que VP5 no influye en la inducción de apoptosis al observar que IPNV puede inducir apoptosis independientemente del tamaño y expresión de la proteína VP5. Por lo tanto la función de la proteína VP5 es aún incierta.
El segmento de genoma B (~ 2,8 kb) codifica solamente un polipéptido conocido como VP1 de 94-kDa asociada a la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp). La VP1 tiene un bajo número de copias y forma solamente el 4% de la proteína del virión total. Las RdRps de birnavirus poseen algunas características que las distinguen de la mayoría de los RdRps; está presente en viriones en dos formas: como un polipéptido libre y como una proteína de genoma o unido por VPg en el extremo 5' de ambos segmentos del genoma por una serina-5' GMP fosfodiéster que sirve como cebador, utilizando grupos hidroxilo de residuos de aminoácidos dentro de la propia proteína (Calvert, 1991). Es importante anotar lo estipulado por Dobos (1995) de que existe una extensa homología entre las secuencias no codificantes del segmento A y B que podrían ser importantes para el reconocimiento de la iniciación del proceso de traducción y posiblemente para el embalaje del genoma por parte de la polimerasa. El virión de IPNV es sin envoltura y de una sola cubierta icosaédrica de 60 nm (nanómetros) de diámetro (Dobos et al., 1979). La cápside o la cubierta proteíca está compuesta de 132 capsómeros con un patrón icosaédrico T = 13 (Özel y Gelderblom, 1985). La densidad de


flotación de IPNV es 1,33 g cm3 en CsCl y de la cápside vacía es 1,29 g cm3 (Dobos et al., 1977). El peso molecular del virión se ha calculado en 55 x 106 y el genoma tiene un peso molecular de 3,77 x 106, contribuyendo con un 6,9% de la masa del virión (Dobos, 1995). Los segmentos A y B presentan regiones no codificantes que ya han sido secuenciados en distintas cepas (Duncan et al., 1991; Weber et al., 2001; Yao et al., 1998).
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Figura N°1. Organización y expresión genómica de IPNV. El Segmento A maduro produce las proteínas virales VP2, VP3 y NS (proteasa) de un ORF (marco de lectura) mayor. Después a partir de un ORF superpuesto produce otra proteína (VP5). El segmento B sintetiza la ARN-polimerasa dependiente de ARN (RdRp). La ARN Polimerasa viral se encuentra unida al extremo 5’ en ambos segmentos del genoma por un enlace fosfodiéster en forma de VPg y funciona como partidor (Dobos, 1995).



[image: ]


Figura N°2. Estructura de IPNV, mostrando las proteínas de conformación. La VP2 es la estructura mayor y la principal proteína externa de la cápside (60% virión). La VP3 es la estructural menor y la principal proteína interna (34% virión). (Lauksund, 2004)


2.2.2. [bookmark: _bookmark8][bookmark: _bookmark8]Ciclo de replicación viral
En lo que respecta al ciclo de replicación viral de IPNV se tiene información pero no ha sido dilucidado completamente. Se sabe que durante el proceso el virus llega a la célula del hospedero, seguido por el ingreso a la misma. IPNV puede replicarse en un rango de temperatura que van de los 10°C hasta los 20°C (Dobos, 1995) y se ha descrito que un ciclo de replicación puede durar de 16 a 24 horas (Villanueva et al., 2004), dependiendo de la línea celular y la temperatura de infección (Espinoza y Kuznar, 1997). Después de la adsorción, el virus es encerrado en compartimentos vesiculares periféricos. En células RTG-2 se ha descrito que IPNV es endocitado (Granzow et al., 1997) lo que sugiere que la entrada del IPNV al igual que muchos virus desnudos, se realiza por endocitosis (Couve et al., 1992)

 (
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(Fig.3). El pH ácido endosómico puede promover cambios necesarios para que los viriones escapen hacia el citosol, sin embargo parece no ser una condición obligatoria para lograr la entrada en dicho compartimento de las células infectadas (Espinoza y Kuznar, 1997). Una vez en el interior de la célula, las partículas del virión se desmontan y los ácidos nucleicos son liberados al endosoma. Los pasos siguientes incluyen replicación, transcripción y traducción. Finalmente, las partículas virales se ensamblan y los viriones maduros se liberan a partir de la célula huésped (Marsh y Helenius, 1989). Aunque es poco el conocimiento que se tiene sobre la interacción virus-célula. Según Kuznar et al., (1995), IPNV se une de manera específica y no específica a células CHSE-214 por medio de polipéptidos de 100-200 kDa que se encuentran en la membrana celular, pero solamente la unión de los receptores específicos puede generar una infección severa. La proteína VP2 parece ser la proteína de unión de células (Dobos, 1976) al igual que otros virus de mamíferos que carecen de envoltura, pero de acuerdo con Granzow et al., (1997), IPNV es internalizado por endocitosis mediada por receptores. En experimentos usando células CHSE-214 infectadas donde se ha marcado el RNA viral se reveló que la tasa de síntesis de RNA específico del virus fue máxima a las 8-10 horas después de la infección y completamente disminuyó en unas 14 horas (Somogyi y Dobos, 1980). Tres formas de ARN han sido detectados: la transcripción intermedia 14-16S, la 24S ssRNA (ARNm viral) y 14S dsRNA (RNA del virión). Además se sabe que el ARNm del segmento A se sintetiza de 2-3 veces más que el mRNA del segmento B, lo que refleja la abundante relación de polipéptidos principales del virión. El ARNm viral no contiene poli-A (Dobos, 1995). En un trabajo de Espinoza et al., (2000) los resultados arrojaron que en infecciones tempranas, tanto VP2 y VP3 son sintetizados en poliribosomas libres y el ensamblamiento de IPNV empieza a realizarse cerca del núcleo de la células después de que el “grueso” de RNA ha sido sintetizado. Sin embargo, poco se conoce del ensamblado de IPNV y la liberación desde la célula huésped. De acuerdo con Villanueva et al., (2004) el ensamblaje sufre dos epatas de maduración, la primera es una partícula viral inmadura no infectiva de 65-68 nm de diámetro, que está formado por la pre- VP2 y que se forma al mismo tiempo cuando la síntesis del dsRNA viral ha comenzado. Esta
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[image: ]partícula viral inmadura es la precursora de la partícula viral madura de 60 nm de diámetro formada con la VP2 madura.
Figura 3: IPNV ingresa en células de gónada trucha arco iris (RTG-2) por endocitosis. Micrografía electrónica (Granzow et al., 1997) Bar = 100 nm.


[bookmark: _bookmark9]2.2.3 Determinantes moleculares de virulencia de IPNV
Análisis de secuencia de nucleótidos de los residuos de la proteína VP2 han demostrado que este péptido es el principal determinante de virulencia de IPNV (Bruslind y Reno 2000; Santi et al., 2004; Shivappa et al., 2004). En trabajos se ha observado que IPNV pierde virulencia con pasajes en células CHSE-214 y que una cepa virulenta del serotipo Sp perdió su virulencia después de 13 pasajes en células RTG-2 (Dorson et al., 1978; McAllister y Owens 1986). Por otra parte Bruslind y Reno (2000) identificaron diferencias entre aminoácidos en las posiciones 217 y 286 de VP2 que se pueden distinguir en aislados virales de cepas de distinta virulencia. Esta variación de la virulencia entre cepas puede ser un reflejo de la compleja naturaleza de enfermedad de IPN. Tal es la situación que las posiciones 217, 221, 247, 500 de VP2 de la cepa Sp de acuerdo estudios realizados por Santi et al., (2003) y Shivappa et al., (2004) podrían estar implicados en la virulencia de IPNV. Además, estudios llevados a cabo por Song et al., (2005) revelan que residuos de Thr (treonina) en la posición


217 (Thr 217) y Ala (alanina) 221 de la proteína VP2 son los mayores determinantes de la virulencia de IPNV del serotipo Sp. Estos autores estipulan que aislados de mayor virulencia poseen residuos de Thr en la posición 217 y Ala en 221; de moderada virulencia se encontró en cepas con residuos de Pro (prolina) 217 y Ala 221; y cepas que contienen Thr 221, independiente del residuo en la posición 217 son denominados avirulentos.

2.3. [bookmark: _bookmark10][bookmark: _bookmark10]Epidemiología
Trabajos realizados señalan que IPNV generalmente causa alta mortalidad en peces jóvenes, mientras que ésta es relativamente rara en peces adultos (Roberts y Pearson, 2005). También se ha reportado que animales que logran sobrevivir a la infección en las fase de larva o alevín se vuelven portadores asintomáticos (Saint-Jean et al., 2003). Además se conoce que IPNV puede causar altas mortalidades significativas en la fase de “postsmolts” de salmón del Atlántico, cuando son transferidos del agua dulce a la salada para el engorde (Ortega y Enríquez, 2007). De acuerdo con McKenna et al., (2001) cerca de un 5% de los peces trasladados al mar mueren en esta fase. Además se ha considerado que la mortalidad en brotes epidemiológicos puede variar con la edad de los peces, la especie, la temperatura, y otras condiciones ambientales (Frantsi y Savan, 1971; McAllister y Owens, 1986; Silim et al., 1982; Wolf, 1988, OIE, 2008). Los signos clínicos aparecen entre 3 a 5 días en larvas o entre los días 8 a 10 en alevines después de la exposición al virus y el máximo pico de mortalidad ocurre generalmente a los 12 a 18 días. De acuerdo con Noga (1996) la temperatura óptima para el desarrollo de la enfermedad es entre los 10°C a 14°C y generalmente el virus es altamente contagioso entre especies de peces sensibles. La transmisión horizontal resulta del contacto y la ingestión de tejido infectado y las heces y la vertical se produce mediante fluidos reproductivos y ovas (Wolf, 1960, OIE, 2008). En la transmisión horizontal el tracto digestivo es presumiblemente el principal sitio de la infección, aunque branquias pueden ser igualmente importante, dado que tanto larvas como alevines son fácilmente infectados por inmersión (Wolf, 1988). Novoa et al., (1995) determinaron que los poros sensoriales del sistema de la línea lateral es otra vía de infección horizontal. Además que los peces portadores continúan eliminando virus a través de la orina y las heces hasta por un  periodo


de dos o más años. Toranzo y Hetrick (1983) demostraron que el IPNV es muy persistente en el ambiente y puede sobrevivir durante meses en vísceras congeladas, 3 meses en agua estéril y al aire atmosférico a 10°C durante más de 1 mes. No solamente IPNV infecta a salmónidos si no ha sido aislado en más de 30 familias de peces, 11 especies de moluscos y cuatro especies de crustáceos (Hill y Way, 1995; Saint-Jean et al., 2006; Ortega y Enríquez, 2007). En relación a otros tipos de trasmisores se pueden mencionar aves y mamíferos ictiófagos (Saint-Jean et al., 2003). Durante la enfermedad clínica, la mortalidad es inversamente proporcional a la edad de los animales afectados (Wolf, 1988). El cuadro clínico más característico se presenta en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), salmón del Atlántico (Salmo salar) y varias especies de salmón del Pacífico (Oncorhynchus spp.) menores a las 1.500 Unidades térmicas acumuladas (UTA) (Ortega y Enríquez, 2007).
Por otra parte se han descrito algunos casos de disminución de mortalidad cuando la temperatura del agua alcanza valores igual o superiores a 16°C (OIE, 2006).

2.4. [bookmark: _bookmark11][bookmark: _bookmark11]Diagnostico
La técnica de la microscopía electrónica siempre fue la única alternativa de diagnóstico para IPNV hasta que se implementó el desarrollo de la técnica de cultivo celular que posibilitó la observación de la replicación viral (Wolf, 1966). Como dato relevante para el diagnóstico; IPNV fue el primer virus de peces óseos en ser aislado in vitro, utilizando células de tejidos de trucha (Wolf et al., 1960). Un diagnóstico clínico definitivo de IPNV requiere el aislamiento de altos títulos virales de tejidos diana y con signos clínicos adecuados en las especies susceptibles. El tejido recomendado para el aislamiento del virus es riñón posterior (OIE, 2003). Un diagnóstico presuntivo de IPN se basa únicamente en la presencia de signos clínicos típicos y la patología observada, sin embargo, esto puede ser dudoso. La técnica de ELISA (Ensayo Inmune absorbente Ligado a una Enzima, la inmunofluorescencia (IFA) y la transcripción reversa (RT)-PCR se utilizan en el diagnóstico confirmatorio (Bustin, 2002; Saint-Jean et al., 2003). Los aislamientos e identificación de IPNV son generalmente sencillos, sin embargo este virus puede coexistir con otro patógeno, por lo que un diagnóstico


completo y diferenciado sería el preferido. Por lo tanto, la técnica de oro establecida para el diagnóstico definitivo es el aislamiento viral en cultivo celular (OIE, 2003).
En lo que respecta a técnicas moleculares de diagnóstico para la detección de virus en peces, la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es muy utilizada actualmente en investigaciones, a pesar de que aún no ha sido validada para el diagnóstico (Alonso et al., 1999; López-Lastra et al., 1994). Sin embargo ha demostrado que es un método de rápido, confiable, sensible y conveniente (Williams et al., 1999). La desventaja de la PCR es que un resultado positivo no puede ser aceptado como diagnóstico concluyente, al no asegurar que detecta la presencia del agente. En el contexto de las epizootiologías, el diagnóstico de la enfermedad infecciosa de IPN debe ser vista como una herramienta para determinar la causalidad de la enfermedad (Bernoth, 1999).

2.5. [bookmark: _bookmark12][bookmark: _bookmark12]Patogénesis
El virus ingresa por las branquias, boca y se ha reportado que por los poros sensoriales del sistema de línea lateral (Reno, 1999; Wolf, 1988). El periodo de viremia que experimenta el pez al ser infectado con IPNV se presenta a los cuatro días. Antes de este periodo el virus no es detectable. Aun así en estudios experimentales infectando alevines de truchas, señalan que existe un periodo de latencia de unos 2 días post inoculación en los que se puede detectar virus en agua y en los peces pueden observarse áreas de necrosis en el páncreas exocrino y otros órganos (Swanson y Gillespie, 1981; Reno, 1999). Pero posiblemente por causa del tropismo celular que caracteriza a IPNV, la distribución viral puede ser variable en los diversos órganos. La patogenia de la enfermedad de IPN aún no está bien establecida (Swanson y Gillespie, 1982).

2.6. [bookmark: _bookmark13][bookmark: _bookmark13]Patología y Signología Clínica.
Los signos clínicos macroscópicos observados en los peces enfermos incluyen: abdomen distendido, nadado errático con rotación en su eje longitudinal, presencia de heces blancas (falsas excretas mucoides) pigmentación oscura, exoftalmia, hemorragia en la parte ventral y  branquias  blanquecinas  (Saint-Jean  et  al.,  2003).  Aunque  el páncreas  es  el principal


objetivo para la replicación del virus (Swanson y Gillespie, 1981), en el interior del animal se puede observar que el lumen gástrico e intestinal carece de alimentos y a su vez conteniendo un moco cohesivo lechoso considerado patognomónico (Saint-Jean et al., 2003). Con histopatología se puede encontrar en páncreas una severa y masiva necrosis en células acinares con picnosis nuclear y cariorrexis. El objetivo primario de la infección viral es la célula pancreática y lesiones necróticas focalizadas en tejido pancreático exocrino que pueden detectarse por examen histopatológico (Ortega et al., 2011). Además el tejido adiposo adyacente puede estar dañado. Otra característica es la presencia de células epiteliales del ciego pilórico que se hinchan y desarrollan núcleos fragmentados. De acuerdo con McKnight y Roberts (1976) el citoplasma se torna eosinófilico. En algunos ocasiones aparecen las inclusiones citoplasmáticas basófilas (Smail et al., 1995). En larvas, el bazo, corazón, hígado y riñones se presentan de color pálido, y tracto digestivo siempre desprovisto de alimentos (Wolf, 1988). Además están presentes hemorragias petequiales en vísceras; mientras que en alevines éstas se muestran pálidas. Se ha observado en otras especies de peces dulceacuícolas y marinas que distintas cepas de birnavirus acuáticos producen diferentes enfermedades (Lee et al., 1999). Nefroblastoma y branquionefritis (Sano et al., 1981) afectando la anguila japonesa, ascitis en juveniles de Seriola quinqueradiata (Sorimachi y Hara, 1985), enfermedad de “spinning” en-menhaden del Atlántico (Stephens et al., 1980), e insuficiencia renal y necrosis en rodaballos (Castric et al., 1987).

2.7. [bookmark: _bookmark14][bookmark: _bookmark14]Prevención y control de IPNV
Al día de hoy no existen tratamientos ni medidas de control fiables para erradicar la necrosis pancreática infecciosa. El control se realiza por varios medios incluyendo medidas zoosanitarias e higiénicas (Saint-Jean et al., 2003). Debido a que el virus es estable al medio ambiente las precauciones sanitarias deben ser estrictamente aplicadas. Para evitar casos clínicos, juveniles se pueden criar en aguas libres de virus durante los primeros 6 meses ya que por lo general después de este periodo los animales no llegan a enfermar aunque sean transferidos a la etapa de engorde a estanques con agua contaminada con el virus (Noga, 1996). En lo que respecta a medidas de vacunación contra IPNV, las de tipo atenuada han


resultado ser más efectivas y estimulan tanto la respuesta inmune humoral como celular. Sin embargo, existe el riesgo de reversión a la virulencia y la difusión incontrolada del medio ambiente (Saint-Jean et al., 2003). Trabajos realizados por Saint-Jean (2006) han reportado que al término de los 30 días post vacunación la producción de anticuerpos contra IPNV en salmones vacunados decae. Las vacunas vivas atenuadas sólo han sido permitidas para efectos de prueba de campo en la industria del bagre en los EE.UU (Gudding et al., 1999). Por lo tanto una mejor comprensión de los factores de virulencia, los mecanismos de atenuación del virus, los determinantes de la gama de huéspedes y el tropismo tisular, contribuirá al desarrollo seguro de la vacuna viva atenuada en el futuro. En cuanto al método de vacunación se sabe que peces pueden ser vacunados por inyección, preferiblemente por vía intraperitoneal, inmersión o administración oral. Pero sólo la inyección y la inmersión se han desarrollado para el uso rutinario en la industria de la acuicultura, ya que para vacunación oral el principal problema a resolver es proteger a los antígenos durante el proceso de digestión a través del estómago e intestino anterior. De acuerdo con Gudding et al., (1999) la inmersión y la administración oral tienen diferentes ventajas y desventajas con respecto al nivel de protección, efectos secundarios, la practicidad y rentabilidad, pero ambos métodos causan menos estrés a los peces y se requiere menos tiempo para vacunar a larvas. Con respecto a la inyección se sabe que es poco práctica para inmunizar un mayor número de alevines. Además los costos económicos asociados a esta actividad son muy elevados (Saint- Jean et al., 2003).

3. [bookmark: _bookmark15][bookmark: _bookmark15]La respuesta inmunológica en peces
Los ambientes acuáticos contienen habitualmente altas concentraciones de organismos patógenos y por lo tanto, peces viven en íntimo contacto con altas concentraciones de bacterias, virus y parásitos. En condiciones normales los peces mantienen un buen estado de salud defendiéndose de virus y otros invasores potenciales mediante una compleja red de mecanismos de defensa. En el caso de teleósteos (peces óseos) se incluyen principalmente elementos de respuesta inespecíficos constitutivos e inducibles: barreras físicas, citoquinas, PAMPs (patrones moleculares asociados a patógenos), sistema de complemento e interferón


(IFN). Como respuesta específica (células T y B, moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) entre otros) (Lieschke y Trede, 2009). En estos vertebrados, el sistema inmune no específico o innato al parecer cumple el papel más importante en el control y propagación de los agentes infecciosos (Bly y Clem, 1992; Beutler, 2004; Tort, 2004; Rubio-Godoy, 2010), principalmente porque actúa de manera rápida y eficaz mediante mecanismos de reconocimiento no específicos y de manera independiente de la temperatura del agua (Ellis, 2001; Robertsen, 2006). En su conjunto, la respuesta inmune innata frente a patógenos es iniciada, conducida y coordinada por receptores celulares de reconocimiento de patógenos (PRRs) capaces de reconocer los PAMPs (Xu et al., 2005). En relación a la respuesta inmune adaptativa en peces frente agentes virales, se debe señalar que aunque sea específica y genere memoria, es más lenta (Hu et al., 2010). Al igual que mamíferos, en peces los anticuerpos son los que confieren la especificidad al reconocimiento del agente. Sin embargo, en el caso de los segundos parece existir un repertorio de anticuerpos menos diversos (Palm et al., 2003) y fundamentalmente constituido por inmunoglobulinas (Ig) M, aunque recientemente, un nuevo isotipo de Ig, la IgT ha sido descrito en trucha (Hansen et al., 2005). Además otro homólogo (IgZ) fue descubierto en peces cebra (Hu et al., 2010).
[image: ]
Fig. 4. Órganos con funciones inmunes en peces óseos (Tort, 2004).


3.1. [bookmark: _bookmark16][bookmark: _bookmark16]Inmunidad Innata, fisiología del pez y temperatura del agua
La inmunidad innata es desarrollada desde la embriogénesis como una respuesta rápida, contraria a la respuesta adaptativa que aparece entre las cuatro y seis semanas después de la fertilización (Herbomel et al., 2001). Es independiente de la temperatura del agua y considerada la más importante defensa de los organismos acuáticos (Robertsen, 2006). Aunque Rubio-Godoy (2010) prefiere llamarla relativamente independiente de la temperatura. Dios et al., (2010) han determinado que la expresión de genes inflamatorios y antivirales es afectada por cambios en la temperatura en pez cebra, siendo la expresión de la mayoría de los genes antivirales casi completamente inhibida a 15°C, y genes inflamatorios como IL-1β, TNF-α e INOS no mostraron diferencias entre 15 y 28°C. Al parecer este factor abiótico, no solamente influye el sistema inmune de peces óseos si no también la fisiología de los animales poiquilotermos (Ruiz y De Blas, 2003). Es sabido que los cambios en la temperatura del agua tienen un impacto en la fisiología de la trucha arcoíris (Guderley, 2004; Kraffe et al., 2007; Haverinen y Vornanen, 2007) incluyendo su tasa metabólica (Battersby y Moyes, 1998). Además, funciones inmunes como la endocitosis (Padron et al., 2000), la transcripción de genes inmunes (Raida y Buchmann, 2007), concentración de inmunoglobulinas (Suzuki et al., 1997; Nikoskelainen et al., 2004) y la proteína C-reactiva (Kodama et al., 2004) han sido reportadas como dependientes de la temperatura del agua.

3.1.1. [bookmark: _bookmark17][bookmark: _bookmark17]Reconocimiento de IPNV por el sistema inmune innato.
La función de control de infecciones virales mediado por PRRs fue descrito por Bowie y Haga (2005). Este es un componente clave de la inmunidad innata que da capacidad a los peces óseos para reconocer PAMPs, e incluyen colectivamente, lípidos, carbohidratos, péptidos y ácidos nucleicos específicos de determinados grupos de microorganismos (Xu et al., 2005; Feng et al., 2011). La activación de PRRs en los compartimentos citoplasmáticos conlleva finalmente la expresión de distintas moléculas de secreción que diversifican la respuesta antiviral y aumentan la eficacia de la misma. La inmunidad innata no sólo combate la infección, si no también es un enlace para la activación de la inmunidad adaptativa en vertebrados (Roberts y Pearson, 2005; Iwanaga y Lee, 2005). El reconocimiento de los


PAMPs inicia la producción de moléculas dentro de las células así como la secreción de citocinas (Wu et al., 2010), un grupo de proteínas secretadas que regulan importantes funciones celulares antivirales como lo es el IFN-I, que funciona, como molécula de alarma y advertencia celular ante la infección viral (Skjesol et al., 2009). Las citocinas también están involucrados en la regulación del sistema inmune adaptativo mediante la producción de células B y la diferenciación de células T, y de ese modo proporcionan un enlace entre la inmunidad innata y adaptativa (Palmer y Restifo, 2009; Versteeg y Garcia-Sastre, 2010). Los principales PAMPs reconocidos por las células son los ácidos nucleicos. Los PPRs que los reconocen pueden ser divididos en receptores intracitoplasmáticos y extracitoplasmáticos (Purcell, 2006). Los extracitoplasmáticos consisten de varios miembros de receptores tipo Toll (TLRs) como TLR-3 y TLR-22. Los receptores intracitoplasmáticos incluyen los que detectan RNA viral como el gen I inducible por el ácido retinoico (RIG-1) y el gen 5 asociado a la diferenciación del melanoma (MDA-5). Estos receptores principalmente cumplen funciones especializadas en células del sistema inmune como macrófagos y células dendríticas (Matsuo et al., 2008).

3.1.2. [bookmark: _bookmark18][bookmark: _bookmark18]El sistema de Interferón
Los interferones (IFNs) son una gran familia de proteínas multifuncionales involucradas en defensas antivirales, regulación del crecimiento celular y la activación del sistema inmune (Goodbourn et al., 2000). Los interferones pueden clasificarse en dos distintos tipos: Los tipo I que son producidos en respuesta directa a la infección viral (predominantemente sintetizados por leucocitos) y los tipo II de la familia de los genes IFN-β, sintetizados por la mayoría de células, aunque particularmente por fibroblastos (Roberstsen, 2006). Los interferones en mamíferos cumplen un papel crucial en la respuesta inmune innata contra las infecciones virales en respuesta al reconocimiento celular de ácidos nucleicos virales (Fig. 5). Así esta familia de citoquinas eliminan células infectadas pero además protegen las adyacentes contra la infección, mediante inducción de proteínas antivirales que inhiben la replicación viral y estimulan la respuesta inmune adaptativa (Versteeg y Garcia-Sastre, 2010). De acuerdo con Vilcek y Sen (1996),  el  IFN  tipo II consiste en el producto del gen
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[image: ]de IFN-ϒ y en lugar de ser inducido directamente por la infección por virus es sintetizado por los linfocitos T activados y las células asesinas naturales (NK) en respuesta al reconocimiento de las células infectadas. Sin embargo ambos tipos de interferón estimulan un estado antiviral en las células diana debido a la síntesis de una serie de enzimas que interfieren con procesos de replicación viral. Los interferones pueden inducir en las células diana mayor susceptibilidad al proceso de apoptosis, limitando el grado de propagación del virus (Robertsen, 2008). Se ha reportado que los interferones tipo I establecen un estado antiviral en peces mediante la inducción de la expresión de proteínas antivirales como la Mx´s, 2-5 OAS, PKR, Vig1, 2, 3, entre otras (Der et al.,1998; Sen, 2001; Platanias, 2005; Skjesol et al., 2009).
Fig. 5. El sistema de respuesta de IFN-I es un proceso de señalización de dos pasos, donde el primero es el reconocimiento de RNA viral por los receptores de reconocimiento de patrones (TLR3, RIG-1 y MDA5). Esto resulta en la activación de factores de transcripción que conducen la traducción y secreción de interferón. El siguiente paso consiste en que los IFNs secretados se unen a receptores de interferón en la misma célula o adyacentes. La vía de señalización JAK/STAT se activa, resultando en la transcripción y traducción de una gama de genes estimulados por IFN-I (ISGs) que codifican proteínas antivirales. Las proteínas antivirales inhiben la propagación viral mediante la inducción de un estado antiviral. (Lauksund, 2014).
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3.1.3. [bookmark: _bookmark19][bookmark: _bookmark19]Señalización de IFN tipo I mediante la ruta JAK-STAT
Existen un mecanismo de transducción de interferón tipo I conocido hasta la fecha en humanos y peces incluyendo salmónidos (Robertsen et al., 2003, Robertsen, 2006; Zou et al., 2007; Richard y Stephen, 2008). Al ingresar IPNV a la célula, el interferón alfa es inducido y secretado uniéndose a los receptores de membrana (IFNAR1 y IFNAR2) los cuales contienen dominios intracelulares asociados a los dominios de las proteínas JAK1 (JAK) y Tirosina Kinasa 2 (TYK2) respectivamente. Posteriormente, la ruta de señalamiento JAK1 (JAK1) y Tirosina Kinasa 2 (TYK2) activada. Este complejo activado permite una cascada de señales a lo interno del citoplasma que producen la fosforilación de unas proteínas: STAT1 y STAT2 (Traductores de Señal y Activadores de la Transcripción) (Fig. 7), una familia de moléculas citosólicas de 6 miembros involucradas en el señalamiento de citoquinas. Subsecuentemente las STAT´s se dimerizan, mayormente en el heterodímero STAT1/2 y en menor proporción en el homodímero STAT1 (Jørgensen et al., 2007). La formación de dímeros es el paso crítico para la translocación nuclear. El heterodímero STAT1/2 a través de la interacción con la proteína nuclear IRF-9 o p48 (Factor Regulatorio de Interferón -9) forman el factor multimérico de transcripción ISGF3 (Factor 3 de genes estimulado por interferón) (Zhou et al., 2007). Posteriormente este complejo proteíco se trasloca a lo interno del núcleo donde se une a la ISRE (Elementos de Respuesta Estimulado de Interferón), promotor que induce la expresión de ISGs (Genes Estimulados por Interferón), que finalmente activan la transcripción de más de 300 genes antivirales (Stein et al., 2007; Shi et al., 2012).
La vía JAK-STAT y los factores de transcripción asociados a la familia de las proteínas STAT´s han sido pobremente estudiados en peces (Sen, 2000; Jørgensen et al., 2007; Zhou et al., 2007). Sin embargo, en peces óseos el genoma contiene todos los componentes claves de la vía de señalización JAK-STAT reportados en mamíferos, incluyendo JAK1, TYR2, STAT1, STAT2 y IRF-9 (Leu et al., 2000; Stein et al., 2007; Collet et al., 2009; Sun et al., 2009).



[image: ]

Figura N°6. Mecanismo de señalización de interferón tipo I en peces óseos crucial en la primera línea de defensa inmunológica contra infecciones virales, resultando la transcripción de ISGs (Robertsen, 2006).


3.1.3.1. [bookmark: _bookmark20][bookmark: _bookmark20]Antagonismo en la vía de señalización de IFN-I
Se han encontrado una serie de virus que afectan el señalamiento de IFN-I generando un efecto antagónico en la ruta JAK-STAT mediante diversos mecanismos. Por ejemplo, el virus del Ébola bloquea la inducción del Factor Regulatorio de Interferón (IRF) (Harcourt, 1999), el virus de la hepatitis C (VCH) bloquea la trimerización del Factor 3 de los Genes Estimulados por Interferón (ISGF3) (Heim et al., 1999), el serotipo 2 del virus del dengue inhibe la expresión de STAT2 (Munoz-Jordan, 2003), el virus del Nilo Occidental (VNO) bloquea la fosforilación de STAT1 (Liu et al., 2005) y el virus de la encefalitis japonesa (JEV) bloquea la fosforilación de la Tyk2 y la activación de STAT (Lin et al., 2006). Además se ha  reportado  que el virus Sendai (SeV)  puede  interactuar  con STAT1  inhibiendo     la


fosforilación de pY- 701-STAT inducida por IFN (α/β) (Garcin, 1999; Gotoh et al., 1999; Komatsu et al., 2000). En salmones Skjesol et al., (2011) han hipotetizado un antagonismo de IPNV en la respuesta de IFN-I, que posiblemente podrían ser en la ruta de señalización de IFN-I vía JAK-STAT, o en la expresión o acción de los ISGs. Un vistazo de la ruta JAK- STAT propuesta para peces óseos se presenta en la figura 6.
[image: ]
Figura 7. Estructura del complejo STAT1-DNA (A). Diagrama del dímero de STAT1 unido a DNA en el que se representa desde su extremo amino terminal (N) al carboxi-terminal (C) los siguientes dominios: el dominio coiled coil (verde), el dominio de unión a DNA (rojo), el dominio linker (naranja) y el dominio SH2 (azul) cuyos extremos están representados en morado y amarillo. En cada uno de los dominios SH2 se encuentra la tirosina fosforilada (flecha). La fosfotirosina (pY-701) se muestra en la imagen. El esqueleto de DNA es presentado en color gris (Chen et al., 1998)


3.1.4. [bookmark: _bookmark21][bookmark: _bookmark21]Genes estimulados por IFN tipo I (ISGs)
El señalamiento de IFN-I vía JAK-STAT permite generar un estado antiviral en las células del hospedero, incluyendo la expresión de genes estimulados por interferón IFN-I(α) (ISGs) (Robertsen et al., 2003; Zhou et al., 2007; Roberts y Pearson, 2005; García et al., 2011). Más de 300 genes son estimulados después del tratamiento con IFN-I (Maher et al., 2007). Varios trabajos  (Kinkelin  y  Dorson,  1973;  Eaton,  1990;  Robertsen,  2006;  Verrier, Langevina,


Benmansoura, Boudinota, 2011) han descrito actividad antiviral significativa de ISGs, tanto in vitro e in vivo tales como: STATs, Mxs, 2-5 Oligo Adenilato Sintetasa (2’-5’ OAS), proteína quinasa dependiente de RNA (PKR), entre otros (Der et al., 1998; Sen, 2001; Platanias, 2005; Skjesol et al., 2009). Los ISGs son diversos en sus funciones biológicas y numerosos genes presentan altos niveles de transcripción (altamente inducidos). Sin embargo, muchos son aun pobremente caracterizados, aunque proveen una retroalimentación que amplifica la respuesta de IFN-I. Dentro de los genes más estudiados: STAT (transductor de señal y activador de transcripción), una proteína traductora de señales y activadora de la transcripción, perteneciente a una familia de moléculas citosólicas que consisten de 6 miembros que participan en la señalización de citoquinas como interferones de tipo I y II (IFN) (Collet et al., 2008). La proteína Mx (~80 kDa) una GTPasa con actividad antiviral enzimática-catalítica que se auto ensambla y puede unirse a la nucleocápside viral interfiriendo con el tráfico intracelular del virus y la actividad de la polimerasa. Se ha descrito que esta proteína puede inhibir la replicación de muchos virus de RNA, incluyendo la influenza (Pavlovic et al., 1990; Collet et al., 2004). Además las isoformas de Mx´s presentan distinta localización celular; unas en citoplasma y otras intranuclear (Jin et al., 2001; Staeheli et al., 1986). La 2’-5’ OAS, es una enzima dependiente de dsRNA que en presencia de ATP se convierte a 2′5′-unido a un oligoadenilato que activa una RNasa endoribonucleasa que provee un mecanismo de acción antiviral. Sin embargo la activación de esta ruta también afecta el RNA celular implicado en funciones importantes de crecimiento celular, diferenciación y apoptosis (Hovanessian, 2007). La proteína PKR es una proteína Kinasa (Serina-treonina) que se dimeriza y activa por autofosforilación uniéndose a dsRNA. (Hu et al., 2004), con efectos antivirales por la fosforilación de una proteína conocida como eIF-2α (Factor de elongación- 2 alfa), un factor de iniciación de la traducción en eucariotas. Después de la autofosforilación, el eIF-2α forma un complejo inactivo con eIF-2B reduciendo la síntesis de proteína. Esto inhibe la replicación viral y funciones normales de los ribosomas, eliminando tanto el virus como las células susceptibles del hospedero en un mecanismo de “autodefensa” (Garcia et al., 2006).


III. [bookmark: _bookmark22][bookmark: _bookmark22]JUSTIFICACIÓN
La necrosis pancreática infecciosa (NPI) es una enfermedad de alta morbilidad, que afecta principalmente a salmónidos jóvenes, bajo condiciones de producción intensiva (Hill, 1982); junto con la anemia infecciosa del salmón (ISA), son catalogados como las principales enfermedades que generan pérdidas millonarias en la industria de salmónidos (Roberts y Pearson, 2005; Shepherd y Jackson, 2013). El IPNV fue reportado desde la década de los años cincuenta (Wolf, 1960). A pesar de esto no se han logrado desarrollar estrategias de control para prevenir la enfermedad, por ejemplo, las vacunas que se han formulado en la actualidad, no generan una protección satisfactoria (Aquatic Health Chile, 2004; Allnutt et al., 2007); por lo que se propone que las mejores acciones de control para la prevención de la enfermedad son el mantenimiento de la respuesta inmune innata inespecífica.
El sistema de interferón (IFN-I) forma parte del sistema inmune innato en peces óseos y es uno de los mecanismos más importantes, considerado primera línea de defensa contra infecciones virales (Robertsen et al., 2003; Zhou et al., 2007), en peces como en mamíferos esta citoquina induce la expresión de mRNA de proteínas antivirales (ISGs) (Robertsen et. al., 2003; García et al., 2011).
Varios trabajos han demostrado la acción de los ISGs tanto in vitro e in vivo (Kinkelin y Dorson,1973; Eaton,1990; Robertsen, 2006; Verrier et al., 2011) como Mx, 2-5 oligo adenilato sintetasa (OAS), proteína antiviral viperina (Vig-1), proteína quinasa dependiente de RNA (PKR) entre otros (Der et al.,1998; Sen, 2001; Platanias, 2005; Skjesol et al., 2009). Sin embargo se desconoce la relación transcrito-proteína de IFN-I(α), STAT-1(α) y Mx-1, cuando se infectan células con serotipos de IPNV de distinta virulencia. En la década de los 60´s experimentos con IPNV demostraron mayor mortalidad en alevines de trucha café (Salmo trutta) a 12°C (Wolf, 1988). Aunque no se ha evaluado la expresión génica de IFN- 1(α) y algunos ISGs a distintas temperaturas de infección.
Se ha hipotetizado un posible efecto antágonico de IPNV en la ruta de señalamiento de IFN- 1(α) JAK-STAT (Collet et al., 2007; Skjesol et al., 2011), pero se desconoce si ciertas características de los serotipos de IPNV, influyen en el nivel de traducción de proteínas IFN- I(α), STAT-1(α) y Mx-1. Por otra parte, datos concernientes a la actividad de   fosforilación


de STAT1(α/β) en peces a través de la ruta JAK-STAT son escasos, a pesar de que esta proteína es clave para activar los ISGs, actuando como factor de transcripción y activador de la traducción después de la unión de interferón a su receptor. La información generada en este trabajo favorecerá el conocimiento de la respuesta de interferón tipo I y los ISGs, al igual que su vía de señalamiento en infecciones contra IPNV en salmónidos.




IV. [bookmark: _bookmark23][bookmark: _bookmark23]HIPÓTESIS


La expresión de IFN-I(α), STAT-1(α) y Mx-1, se ve afectada por la temperatura y la virulencia de IPNV.




V. [bookmark: _bookmark24][bookmark: _bookmark24]OBJETIVOS


[bookmark: _bookmark25]Objetivo general.
· Determinar la expresión de ISGs: STAT-1(α) y Mx-1 durante infecciones con IPNV.


[bookmark: _bookmark26]Objetivos particulares.
· Evaluar mediante qPCR el nivel de transcrito de IFN-I(α), STAT-1(α) y Mx-1 en células infectadas con IPNV de distinta virulencia.
· Evaluar el efecto de 2 cepas de IPNV de distinta virulencia sobre la activación de STAT1 (α/β) mediante Western Blot.
· Evaluar el efecto de la temperatura en la expresión de transcrito de IFN-I(α), STAT- 1(α) y Mx-1 en peces infectados con IPNV.


VI. [bookmark: _bookmark27][bookmark: _bookmark27]MATERIAL Y MÉTODOS


El presente trabajo se realizó en el Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia perteneciente a la Universidad Autónoma de Estado de México (UAEM). El CIESA se localiza en el kilómetro
12.5 de la carretera Panamericana en su tramo Toluca-Atlacomulco. Una segunda parte se llevó a cabo en el Laboratorio de Biotecnología y Patología Acuática, Universidad Austral de Chile (UACh), Valdivia, AP.50-9000, Chile. La tesis contempla el diseño de un experimento in vivo y otro in vitro. Para abordar estos aspectos, en este trabajo se implementaron herramientas de biología molecular como RT-PCR en tiempo real para el análisis y la cuantificación de expresión génica celular y titulación viral mediante curva estándar. Además se implementó la técnica de Western Blot para la cuantificación de proteína fosforilada.

6.1.1. [bookmark: _bookmark28][bookmark: _bookmark28]Peces (experimento in vivo)
Un total de 198 alevines de trucha arcoíris obtenidos de una finca con historial libre de IPNV fueron transportados al laboratorio de Virología del Centro de Investigación en Salud Animal (CIESA), México. Antes de iniciar el experimento a una muestra de peces se les realizó un examen para descartar la presencia de otros agentes patógenos. Grupos de 66 peces fueron distribuidos al azar en tres peceras de vidrio conteniendo aproximadamente 20 L de agua a distintas temperaturas (8,12 y 16°C) y fueron provistos con aireación artificial. Los alevines fueron aclimatados durante un periodo de 20 días. Incubadoras fueron usadas para alcanzar las temperaturas específicas del agua. Peces control (n=12) fueron colocados en peceras a cada una de las tres temperaturas con el fin de monitorear mortalidad.

6.1.2. [bookmark: _bookmark29][bookmark: _bookmark29]Virus
Un aislado de IPNV (cepa Buhl) similar al obtenido por (Ortega et al., 2002) y suministrado por el CIESA fue replicado en botellas de 500 mL por inoculación en células (CHSE-214) con 90% de confluencia mantenidas en Medio esencial mínimo (MEM) y suplementadas con100 µg/mL de estreptomicina, 60 µg de penicilina y 2% de suero fetal      bovino (FSB).

 (
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Una vez que el virus generó un extensivo efecto citopático (EPC), fue titulado mediante el método de microplaca (Reed y Muench, 1938).

6.1.3. [bookmark: _bookmark30][bookmark: _bookmark30]Infección experimental
Los peces fueron desafiados durante 30 minutos con una solución viral de 1x106,16 TCDI50/ mL. Después fueron transferidos a otras tres peceras de vidrio (temperatura de agua 8, 12 y 16°C). Cada temperatura se monitoreó diariamente con un termómetro insertado dentro de cada pecera. Los peces fueron alimentados ad libitum con una dieta comercial pata trucha (El Pedregal TM®). El agua utilizada en las peceras fue clorada después del experimento para destruir el virus (OIE, 2006).

6.1.4. [bookmark: _bookmark31][bookmark: _bookmark31]Toma de muestra
A las 2, 4, 7, 11, 14 y 21 días después de la infección (dpi) los peces de diferentes peceras fueron eutanasiados y asépticamente bazo y riñón (n=5) fueron extraídos, macerados y mezclados para cuantificar el virus mediante el método de microplaca (Reed y Muench, 1938). Además, riñón de otros peces (n=6) en los mismos días fueron extraídos y transferidos a 300 μL of RNA-later (Invitrogen®) para su conservación durante 24h a 8 °C. Posteriormente se almacenaron a -80 °C para el aislamiento de RNA total y estudio de expresión de génica.


6.1.4.1. [bookmark: _bookmark32][bookmark: _bookmark32]Extracción de RNA total y Retro-transcripción (RT)
El RNA total fue extraído del riñón usando un kit comercial (E.Z.N.ATM Total RNA Kit I) (Omega-Biotek) de acuerdo con las instrucciones de la compañía. Luego 9.4 µL de RNA fue incubado en un termociclador (Labnet Multigene Gradient) a 37 °C por 30 minutos con 1 µL de RQ1 RNase-Free DNase (Promega Cat. # M6101) y 1 µL de RQ1 DNase 10X Reaction Buffer por cada muestra. Después agregamos 1 µL de solución de parada y las muestras se incubaron a 65 °C por 10 minutos. Posteriormente a las muestras tratadas con DNasa se les agregó una primer mezcla conteniendo 1 μL dNTPs 10mM, 1.6 μL Oligo dT15mer y fueron incubadas a 60 °C por 10 minutos y luego colocadas en hielo. Seguidamente una segunda
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mezcla de 4 μL of M-MLV Reverse Transcriptase 5X Reaction Buffer (Promega  M531A),
0.5 μL of RNasin 40U/ μL (Promega) y 0.5 μL M-MLV Reverse Transcriptase 200U/ μL (Promega) fue agregada y se incubo en el termociclador programado para cumplir 40 ciclos de 42 °C durante 60 minutos y finalmente 70 °C la extensión por 10 minutos. El volumen final de cada muestra fue de 20 μL. El protocolo utilizado fue estandarizado en el Laboratorio de Biotecnología y Patología Acuática, de la universidad Austral de Chile.

6.1.5. [bookmark: _bookmark33][bookmark: _bookmark33]PCR en tiempo real (qPCR)
El cDNA fue amplificado usando el método de SYBR®Green (Applied Biosystems Step OneTM Real Time PCR system Thermal Cycling Block). La amplificación del PCR fue llevado a cabo en placas ópticas de 48 pocillos, mezclando 2 µL of cDNA, 1 µL primer Fordward, 1 µL primer Reverse, 1 µL de agua de DEPC y 5 µL de SYBR®Green PCR Master Mix (Cat # 4344463) en una reacción de volumen final de 10 µL por muestra. Los ciclos estándar de amplificación fueron a 50 °C durante 2 minutos y 95 °C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos y 60 °C por 1 minuto. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado. La eficiencia de los partidores fue probada usando diluciones seriadas de un patrón inicial de concentración conocida (101-1010) para producir una curva estándar. La cuantificación relativa de los productos de genes amplificados fue calculada por el método de Livak y Schmittgen (2001). La concentración de los partidores fue de 10 µm. El gen factor de elongación alfa (ELF-1()) se utilizó como gen de referencia endógeno. Los datos fueron expresados como veces de cambio de expresión de mRNA normalizado contra el gen endógeno (ELF-1()) y relativo a los valores obtenidos en los alevines sin infectar. Las secuencias específicas de los partidores utilizados están documentados en el cuadro 2.


Cuadro 2. Partidores usados para PCR tiempo real (qRT-PCR) durante el análisis de expresión de mRNA de genes antivirales después de la infección experimental con IPNV a distintas temperaturas (experimento in vivo).
	Nombre
	Secuencia    5´ 	3´
	Tamaño de producto (pb)a
	GANb

	IFN-I(α)
	F: 5’-CCTGCCATGAAACCTTGAGAAGA-3’ R:5’-TTTCCTGATGAGCTCCCATGC-3’
	
108
	Fj184371.1

	STAT-1(α)
	F: 5’-CGGGCCCTGTCACTGTTC-3’ R: 5’-GGCATACAGGGTGTCTCT-3
	
68
	NM_001124707.1

	Mx-1
	F: 5’-AGCTCAAACGCCTGATGAAG-3 R: 5’-ACCCCACTGAAACACACCTG-3’
	
142
	NM_001171901

	ELF-1(α)
	F: 5’-ACCCTCCTCTTGGTCGTTTC-3 R: 5’-TGATGACACCAACAGCAACA-3
	
63
	NM_001124339.1



a  Tamaño de producto de PCR. pb (pares de base).
bSecuencias para forward (F), reverse (R) son dados acuerdo al número de acceso del Gen bank. (GAN).

6.1.6. [bookmark: _bookmark34][bookmark: _bookmark34]Análisis estadístico
La prueba de correlación de Pearson (r) fue implementada para determinar la asociación entre el titulo viral (n=5) y los días post infección (dpi) y entre el titulo viral con la expresión de genes (veces de cambio). El análisis de la varianza (one-way Anova) fue utilizado para evaluar el efecto de la temperatura sobre la expresión de cada gen y la prueba de Tukey para múltiples comparaciones (n=36). Además la prueba de t-Student fue llevada a cabo para comparar expresiones entre genes por cada temperatura (entre días) y expresiones por cada gen entre temperaturas (n=6). La prueba de normalidad de Anderson-Darlington se usó para saber si las variables fueron normalmente distribuidas. Los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante el programa GraphPad Prism® (GraphPad 6 Software, Chicago, Inc,  USA).


Las diferencias fueron consideradas estadísticamente significativas a valores iguales o menores a P < 0.05.

6.2. [bookmark: _bookmark35][bookmark: _bookmark35]Virus y células (experimento in vitro)
Para el estudio se utilizaron dos aislados chilenos de IPNV, un virus genotipo VR-299 considerado avirulento (código de acceso Gen Bank GU072914) y un virus genotipo Sp de media virulencia (código de acceso Gen Bank GU072916) ambos aislados chilenos (Ortega et al., 2011) los cuales fueron considerados de interés debido a las diferencias clínico- patológicas en peces afectados y los porcentajes de mortalidad provocados en piscifactorías de salmónidos en el sur de Chile. Ambos virus fueron replicados por inoculación en células Chinook Salmon Embryo (CHSE-214) con 90% de confluencia y mantenidas en medio esencial mínimo (MEM) al 2% de suero fetal bovino (FBS). Una vez alcanzado un extensivo efecto citopático (EPC) los virus se titularon por el método de microplacas (Reed y Muench, 1938).  Posteriormente se utilizaron para las infecciones.

6.2.1. [bookmark: _bookmark36][bookmark: _bookmark36]Infección celular
Células de truchas de la línea celular (RTG-2) en placas de 6 pocillos a 15 °C en medio L-15 (Gibco, Invitrogen Corp. Carlsbad, California) con 2 % de suero fetal bovino, fueron infectadas por triplicado con ambos serotipos de IPNV  a una multiplicidad de infección de
0.1 (MOI:01). Posterior a la infección la incubación continúo a la misma temperatura hasta que se interrumpió a las 4, 8,12, 36 y 60 horas post-infección (hpi) cuando se eliminó el sobrenadante.

6.2.2. [bookmark: _bookmark37][bookmark: _bookmark37]Extracción de RNA y retrotranscripción (RT)
El ARN total fue extraído utilizando el kit comercial (EZNATM Total RNA Kit I) (Omega- Biotek) según las instrucciones del fabricante. Luego 9.4 µL de RNA fue tratado con DNAasa (Promega Cat. # M6101) mezclando 1 μL de RQ1 RNase-Free DNase y 1 µL buffer de reacción RQ1 DNase 10X por muestra incubándose en un termociclador (Labnet ultigene Gradient) a 37 °C por 30 minutos. Después se agregó 1 µL de stop solution y las muestras se incubaron a 65  °C por  10 minutos.  Para iniciar  la  RT  en células  inmediatamente a    las


muestras se les agregó una primer mezcla conteniendo 1 μL dNTPs 10 mM, 1.6 μL Oligo dT15mer y se incubaron a 60 °C por 10 minutos dejándolas en hielo. Seguidamente una segunda mezcla fue añadida conteniendo 4 μL of M-MLV Reverse Transcriptase 5X Reaction Buffer (Promega M531A), 0.5 μL of RNasin 40 U/μL (Promega) and 0.5 μL M- MLV Reverse Transcriptase 200 U/μL (Promega). Para la RT para IPNV como sigue: 2 μL dNTPs 10 mM, 1 μL Random primers incubadas a 60 °C por 10 minutos dejándolas en frío y una segunda mezcla de 4 μL of M-MLV Reverse Transcriptase 5X Reaction Buffer (Promega M531A), 0.5 μL of RNasin 40 U/μL (Promega) y 0.5 μL M-MLV Reverse Transcriptase 200 U/μL (Promega). Las reacciones se realizaron en un termociclador (Labnet Multigene gradiente) programado para completar 40 ciclos de 42 °C durante 60 minutos y finalmente a 70 °C por 10 minutos.

6.2.3. [bookmark: _bookmark38][bookmark: _bookmark38]PCR en tiempo real (qRT-PCR)
Para determinar la expresión génica de IFN-I(α), STAT-1(α) y Mx-1, el cDNA se amplificó con un sistema de tiempo real StepOneTM PCR Thermal Cycling bloque (Applied Biosystems) usando el método SYBR®Green, en una placa óptica de 48 pocillos mezclando 2 μL de cDNA, 1 μL fordward (10μm), 1 μL reverse(10μm), 1 μL agua DEPC y 5 μL de SYBR®Green PCR Master Mix (Cat # 4344463) en un volumen final de 10 μL por muestra. Las condiciones de ciclos estándar fueron 50 °C durante 2 minutos y 95 °C durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto. Todas las muestras se analizaron por triplicado. La eficiencia de los partidores se probó usando diluciones seriadas (101-1010) de una solución patrón inicial conocida para generar una curva estándar. La cuantificación relativa de los productos génicos amplificados de células se calculó por el método de 2-ΔΔCt (Livak y Schmittgen, 2001). Para determinar la replicación viral (expresión génica del gen VP2), los valores de Cts de VP2 se convirtieron en valores de expresión normalizados contra el factor de elongación (ELF-1()) utilizando el método estadístico de curva estándar como se describe en el Manual de usuario de Applied Biosystems. La secuencia de partidores específicos se documenta en el cuadro 3.


Cuadro 3. Partidores usados para PCR tiempo real (qRT-PCR) durante el análisis de expresión de mRNA de genes antivirales y proteína VP2 de IPNV en células RTG-2 infectadas con cepas de distinta virulencia (experimento in vitro)
	Nombre
	Secuencia    5´ 	3´
	Tamaño de producto (pb)a
	GANb  /Referencia

	IFN-I(α)
	F: 5’-CCTGCCATGAAACCTTGAGAAGA-3’ R:5’-TTTCCTGATGAGCTCCCATGC-3’
	
108
	Fj184371.1

	STAT-1
	F: 5’-CGGGCCCTGTCACTGTTC-3’ R: 5’-GGCATACAGGGTGTCTCT-3
	
68
	NM_001124707.1

	Mx-1
	F: 5’-AGCTCAAACGCCTGATGAAG-3 R: 5’-ACCCCACTGAAACACACCTG-3’
	
142
	NM_001171901

	ELF-1(α)
	F: 5’-ACCCTCCTCTTGGTCGTTTC-3 R: 5’-TGATGACACCAACAGCAACA-3
	
63
	NM_001124339.1

	VP2
	WB1-CCGCAACTTACTTGAGATCCATTATGC WB2-CGTCTGGTTCAGATTCCACCTGTAGTG
	
206
	
Williams	et	al. (1999)



a Tamaño de producto de PCR. bp (pares de base)
bSecuencias para forward (F), reverse (R) son dados acuerdo al número de acceso del Gen bank ( GAN) o referencia.

6.2.4. [bookmark: _bookmark39][bookmark: _bookmark39]Inmunotransferencia para fosforilación de Y701-STAT1 (α/β)
Las células (RTG-2) fueron cultivadas a 15 °C en placas de 6 pocillos en medio L-15 (Gibco, Invitrogen Corp. Carlsbad, California) con 10 % de FBS. Previo al experimento, las células fueron inactivadas durante la noche en L-15 con FBS al 2% con el fin de alcanzar un nivel basal de fosforilación de proteínas. Posteriormente se infectaron por triplicado (MOI=0.1). Después de la infección se continuó la incubación a la misma temperatura hasta que fue interrumpida a los 0 minutos, 1, 4, 8, 12 y 24 horas (hpi). Posteriormente, las células se lisaron usando 300 µL / pocillo de buffer de lisis (500 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,  1  mM  de  EGTA,  0.25  %  de  desoxicolato  de  sodio,  1  mM  PMSF,  1  mM  p-


nitrofenilfosfato, NP-40 al 1 %, y una mezcla de inhibidor de proteasa y fosfatasa al 1 %), se incubaron en hielo durante 5 minutos y se extrajeron mediante un raspado. Las proteínas resultantes fueron centrifugadas a 14.000 × g durante 10 minutos a 4 °C y se cuantificaron mediante el método de Bradford utilizando BSA como estándar (concentración 20 mg/mL). Una medida de 100 µg de proteína se resolvió en 12 % de SDS-PAGE y se transfirió a una membrana de nitrocelulosa durante 2 h, a 200 mA. Posteriormente, la membrana se incubó en buffer de bloqueo (1 x TBS, 0,1 % Tween-20 y 5 % de leche en polvo libre de grasa) durante 2 horas a temperatura ambiente, se lavó y se incubó durante la noche a 4 °C con un anticuerpo monoclonal (anti-fosfo-STAT1(α/β)) a una dilución de 1: 500 (Cell signaling, Beverly, MA, USA, cat # 7649). La membrana se lavó y después se incubó con un anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo-conjugado-HRP a una dilución 1:2000 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU) durante 2 h, y se visualizaron usando un reactivo de quimioluminiscencia (ECL) (Perkin-Elmer, EE.UU). El peso molecular de la fosfoproteína se determinó basándose en estándares pre-coloreados de peso molecular conocido. Para detectar actina en la misma membrana, el anticuerpo primario se retiró por incubación en solución de extracción (100 mM 2-mercaptoetanol; SDS al 2 %; 62.5 mM Tris-HCl , pH 6,7 ) durante 30 minutos a 50 °C en agitación, seguido de varios lavados con TBS-Tween 0,1 % y cada membrana se volvió a sondear con un anticuerpo anti-actina a una dilución de 1:1000 (Sigma-Aldrich, EE.UU., cat # A4700) usando un procedimiento similar al descrito anteriormente, pero como anticuerpo secundario se utilizó cabra anti-ratón-IgG (H+L) conjugado con HRP (Thermo Scientific Pierce) a una dilución de 1:2000. La intensidad de cada banda de pY-701 se analizó usando el software Image J y se normalizó con actina.

6.2.5. [bookmark: _bookmark40][bookmark: _bookmark40]Análisis estadístico
La medias de expresión génica y las tasas de fosforilación resultantes de las infecciones fueron comparadas entre serotipos por la prueba de t -Student para cada tiempo. Además, se implementaron comparaciones de las tasas de fosforilación con respecto al grupo control (células sin infectar). Se realizó el análisis de correlación de Pearson (r) para determinar   la


fuerza de asociación entre expresiones de genes. Se utilizó la prueba de normalidad de Anderson-Darlington para conocer si las variables se distribuyeron normalmente. Los análisis estadísticos se realizaron utilizando GraphPad Prism® (GraphPad 6 Software, Chicago, Inc, EE.UU). Las principales diferencias entre grupos se consideraron estadísticamente significativas si el valor de p fue ≤ 0.05.


VII. [bookmark: _bookmark41][bookmark: _bookmark41]RESULTADOS
7.1 [bookmark: _bookmark42][bookmark: _bookmark42]Artículo Publicado en International Journal of Tropical Biology and Conservation, Volumen 63: (2) Jun 2015.
En este artículo se describe el tercer objetivo específico de mi proyecto de investigación, en el cual se establece el efecto de la temperatura en la expresión de transcrito de IFN-I(α), STAT-1(α) y Mx-1 en peces infectados con IPNV.
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7.2 [bookmark: _bookmark43][bookmark: _bookmark43]Artículo enviado a Journal of Aquatic Animal Health.
En este artículo se aborda el primero y segundo objetivo específico de mi proyecto de investigación, evaluando el efecto de 2 cepas de IPNV de distinta virulencia (serotipo Sp y VR-299) sobre la expresión génica de IFN-I(α), STAT-1(α) y Mx-1 mediante qPCR, y la activación de STAT1(α/β) mediante la técnica de Western Blot.
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Necrosis Pancreatic Infectious Virus does not block 701-STAT1 (α/β) tyrosine in rainbow trout.
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Abstract


Infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) is a pathogen important that affects predominantly salmonids. The type I interferon alpha system has a crucial role in the first line of defense against IPNV infection. IFN-I(α) activation triggers the signaling pathway JAK-STAT, binding to theirs receptors results in the rapid phosphorylation of STATs a critical step for the nuclear translocation to induce the interferon stimulated genes (ISGs). The relationship between infectivity level of IPNV strain and pathway signaling of IFN is yet poorly understood. We showed that serotype Sp virus VP2-protein expression was up regulated compared to serotype VR-299 virus VP2- protein expression (avirulent strain). However, the replication increase in both serotypes was associated with a down-regulation of IFN-I(α), STAT-1(α), Mx-1 transcripts, suggesting that the inhibition of IFN-I(α) signaling is required for viral replication in early infection stages. Further, contrary to the hypothesized, the IFN-I(α) expression was higher in infected cells with serotype Sp virus suggesting, a lineal positive correlation between virulence strain and IFN-I(α) immune response. Hence, a higher virulence strain is not associated with a greater blocking effect for interferon signaling. Furthermore, the activation of Y701-STAT1 (α/β) was significantly increased in serotype Sp virus infected cells compared with serotype VR-299 virus infected cells, indicating that IPNV inhibits IFN signaling pathway. As concluded, IPNV does not block the phosphorylation of 701-tyrosine STAT1(α/β) stimulated by IFN-I(α), contrary to other RNA viruses.


Infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) is an aquabirnavirus member of the Birnaviridae family that causes an emerging disease, which affects predominantly salmonids (OIE 2006; Smail et al. 2006).
The clinical disease and the percentage of mortality depend on some factors such as water temperature, strain and infection pathway (Wolf 1988; Arguedas et al. 2015). The virus produced a mortality ranged from 90 to 100% in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) with 1-4 month of age (McAllister and Bebak 1997); although mortality levels can varey considerably, partly due to strain virulence variation (Santi et al. 2004).
Two segments of double-stranded RNA (dsRNA) that encodes five viral proteins, composing the IPNV genome. The segment A encodes VP2, VP3, VP4 and VP5; while B encodes only VP1. Studies have shown that residues in positions 217 and 221 are key for determining the virulence of serotype Sp strains (Song et al. 2005). Virulent strains have a combination of threonine (Thr) and alanine (Ala) in positions 217 and 221, respectively (T217 A221), while strains of intermediate virulence carry proline P217 A221. Strains with (T217; T221) and T217 with P217 are avirulent.
During IPNV infection, interferon type I (IFN-I(α)) binding to theirs receptors results in the rapid autophosphorylation (Skjesol et al. 2010) and the activation of the receptor associated to TYK2 and JAKs (Silvennoinen et al. 1993; Kotenko et al. 2003), which in turn regulate the phosphorylation and STATs activation in response to interferon (Darnell et al. 1994; Stark et al. 1998). Randall and Goodbourn (2008) observed in mammals that Y-701-STAT1 phosphorylation induce the binding of a STAT protein to other STAT, forming either a homodimer or a heterodimer, which considered a critical step for the nuclear translocation. Hoeve et al. (2002) reported in HELA cells and in murines that, CT-45 phosphatase is responsible for the dephosphorylation of STAT1 protein Y-701. In the nucleus, the STAT dimer binds to interferon stimulated response elements (ISRE) promoter to induce the mRNA expression of interferon stimulated genes (ISGs) against viral infection in teleost (Robertsen et al. 2003; Zhou et al. 2007; García et al. 2011). Also, several studies have demonstrated the action of ISGs in vitro and in vivo (Kinkelin and Dorson 1973; Eaton 1990; Robertsen 2006; Verrier et al. 2011), such as Mx, 2-5 Oligo Adenylate Sintetase (2’-5’ OAS),


antiviral protein viperine (Vig-1), RNA-dependent Protein Kinase (PKR) among others (Sen 2001; Platanias 2005).
The JAK-STAT pathway and transcription factors associated with the family of STAT proteins have been poorly studied in fish (Jørgensen et al. 2007; Zhou et al. 2007). Although fish genomes contain all mammals JAK-STAT pathway component keys , including JAK1, TYR2, STAT1, STAT2 and IRF9 (Leu et al. 2000; Stein et al. 2007; Collet et al. 2009; Sun et al. 2009; Shi et al. 2012). In the animal kingdom, the signaling pathway JAK -STAT is a powerful defense mechanism, some viruses may affect this pathway by the usage of various strategies, which blocks or decreases the antiviral response (Randall and Goodbourn 2008). For example, Ebola virus blocks the induction of interferon regulatory factor (IRF) (Harcourt 1999), hepatitis C virus (HCV) blocks the interferon stimulated gene factor 3 (ISGF3) (Heim et al. 1999). Dengue virus serotype 2 inhibits the expression of STAT2, West Nile virus (WNV) blocks the tyrosine phosphorylation of STAT1 701 (Liu et al. 2005), and encephalitis Japanese virus (JEV) blocks the phosphorylation of Tyk2 and STAT activation (Ling et al. 2006). Likewise, studies have reported that Sendai virus (SeV) can interact with STAT1 inhibiting tyrosine phosphorylation of STAT induced by IFN-I(α) (Garcin et al. 1999; Gotoh et al.1999; Komatsu et al. 2000). However, data concerning STAT1 activation in fish through the JAK-STAT pathway are limited. Assuming that STAT1 is a key cellular protein, which activates ISGs and it has a function like transcription factor subsequent to interferon type I receptor binding; our purpose was investigate if the IFN-I(α) signaling pathway is affected by IPNV strains of different infectivity levels.

METHODS.
Viruses and cells. −We used two IPNV isolated, a virus VR-299 serotype which  is consideredas avirulent strain (Gen Bank Access GU072914) containing Alanine 217 and Threonine 221 residues (A217 Thr221).Additionally, a virus Sp serotype of moderate virulence strain (Gen Bank Access GU072916) contain Proline 217 and Alanine 221 (P217 A221) (Ortega et al. 2011). Both viruses were considered important due to difference clinical-pathology history showed in fish affected and mortality rates caused in salmon farms in southern of


Chile. Viruses were replicated by inoculation in bottles of 500 mL in Chinook salmon embryo cells (CHSE-214) with 90% confluence maintained in minimal essential medium (MEM) to 2% of fetal bovine serum (FBS) and once reached an extensive cytopathic effect (EPC) viruses were titered, using microplate method (Reed and Muench 1938). Then, viruses were used for cell infection.
Cellular infection. − (VP2 expression and ISGs): RTG-2 cells (Rainbow trout Gonad) in 6-wells plates at 15°C with L-15 medium with 2% FBS (Gibco, Invitrogen Corp. Carlsbad, California) were infected in triplicate with IPNV strains at MOI=0.1(Multiplicity Of Infection). Afterward infection, the incubation continued at the same temperature until it was interrupted at 4, 8, 24, 36 and 60 hours post-infection (hpi) when the supernatant was eliminated.
RNA extraction and RT-PCR. − Total RNA was isolated using the commercial kit (E.Z.N.ATM Total RNA Kit I, Omega-Biotek) and according to the manufacturer’s instructions. Then, 9.4 µL of RNA was incubated using a thermocycler (Labnet Multigene Gradient) at 37°C for 30 minutes (min), and was treated with DNase (Promega Cat.#M6101), mixed with 1µL of RQ1 RNase-Free DNase and 1µL RQ1 DNase 10X Reaction Buffer per sample. Immediately, 1µL of stop solution was added, and the samples were incubated at 65°C for 10 min.
As a start the RT-PCR for the cells was conducted, immediately a first mix containing 1µL dNTPs 10 mM, 1.6 µL Oligo dT15mer was added to the samples, and were incubated at 60°C for 10 min. Then, samples were incubated on ice. Subsequently, a second mix containing  4
µL of M-MLV Reverse Transcriptase 5X Reaction Buffer (Promega M531A), 0.5 µL of RNasin 40U/µL (Promega) and 0.5 µL M-MLV Reverse Transcriptase 200U/µL (Promega) were added. Then, samples were incubated in a thermocycler, programmed to complete a cycle of 42°C for 60 min x40 cycles, and finally at 70°C for 10 min for extension, samples were maintained at 4°C.
For viral RT-PCR described as follow: a first mix contain 2 μL dNTPs 10 mM, 1 μL Random primers were added to the samples, and incubated at 60°C for 10 min. After samples were incubated  on  ice.  Subsequently,  a  second  mix  containing  4  µL  of  M-MLV    Reverse


Transcriptase 5X Reaction Buffer (Promega M531A), 0.5 µL of RNasin 40U/µL (Promega) and 0.5 µL M-MLV Reverse Transcriptase 200U/µL (Promega) were added. Reactions were carried in a thermocycler, programmed to complete a cycle of 42°C for 60 min x40 cycles and finally at 70°C for 10 min for extension, samples were maintained at 4°C.
Real-Time PCR (qRT-PCR). − To determine IFN-I(α), STAT-1(α) and Mx-1 gene expression, cDNA was amplified with a Step OneTM Real Time PCR system Thermal Cycling Block (Applied Biosystems) using the SYBR®Green method. PCR amplification was performed in individual wells of a 48-well optical plate, mixing 2 µL of cDNA, 1 µL primer Forward, 1 µL primer Reverse, 1 µL DEPC water and 5µL of SYBR®Green PCR Master Mix (Cat.#4344463), for a final volume of 10 µL per sample. The standard cycling conditions were 50°C for 2 min and 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 min. All samples were analyzed in triplicate. The efficiency of the primers was tested using serial dilutions of a known initial template (101-1010) to produce a standard curve. Relative quantification of the amplified gene products was calculated by 2-ΔΔCt method (Livak and Schmittgen 2001). To determine viral replication (VP2 gene expression), the VP2 cycle threshold (Ct) values were converted into expression values normalized against the endogenous reference gene using the statistical standard curve method as described in the Applied Biosystems User Manual. Housekeeping gene elongation factor 1 alpha (ELF-1()) was used for RTG-2 cell genes and IPNV/VP2, as the endogenous reference gene. Specific primer sequences are documented in Table 1.
Western Immunoblotting analysis for STAT1(α/β) phosphorylation. − RTG-2 fibroblast cell line were cultured in 6-well plates at 15°C containing L-15 medium (Gibco, Invitrogen Corp., Carlsbad, California) supplemented with 10% fetal bovine serum per well. Before proceeding to experiment, cells were starved overnight in a 2% FBS medium in order to lower basal protein phosphorylation, and then were infected in triplicate with IPNV strains at MOI=0.1. After infection at 15°C the incubation continued at the same temperature until it was interrupted at 0 min, 1, 4, 8, 12 and 24 hpi. Subsequently cells were lysated using 300
µL of lysis buffer (500 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mMNaCl, 1mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.25% sodium deoxycholate, 1 mM PMSF,1 mM  p-nitrofenilfosfato, 1% NP-40,    protease


and phosphatase inhibitor mixture to 1%) and incubated on ice for 5 min, and then scraped. The resultant proteins were centrifuged at 14,000 × g for 10 min at 4°C and quantified by Bradford's methods using BSA (20mg/mL) as standard. A measure of 100 μg of protein was resolved in 12% SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane for 2 hours (hrs), at 200 mA. The membrane was then blocked with buffer (1 × TBS, 0.1% Tween-20 and 5% nonfat dry milk) for 2 hrs at room temperature, washed, and incubated overnight at 4°C with an antiphospho-STAT1(α/β) monoclonal antibody at a dilution of 1:500 (Cell signaling, Beverly, MA, USA, cat # 7649). The membrane was washed and then incubated with goat anti-rabbit IgG-HRP-conjugated antibody secondary at a dilution 1:2000 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) for 2 hrs, then visualized using an enhanced chemiluminescence (ECL) system (Perkin-Elmer, USA). Molecular weight of phosphoprotein was determined based on the mobility of prestained standards of known molecular weight. The primary antibodies were removed by incubation with stripping solution (100 mM 2-mercaptoethanol; 2% SDS; 62.5 mM Tris-HCl, pH 6.7) for 30 min at 50°C with agitation, followed by several washes with TBS-Tween 0.1%). Each membrane was reused with anti-actin antibody at a dilution of 1:1000 (Sigma-Aldrich, USA, cat # A4700), using a procedure similar to the described above, but as secondary antibody a Goat anti-Mouse IgG (H+L) HRP conjugate (Thermo Scientific Pierce) at a dilution of 1:2000. The intensity of each band was analyzed using the Software Image J and was normalized to actin.
Statistical Analysis. − The expression gene means and phosphorylation rates resulting were compared by Student t-test in each time points. Also, were implemented comparison of the phosphorylation rates to the control group (cell no infected). Data were presented as mean
± SD. We performed Pearson's correlation (r) to determine the strength of association between genes expression. Anderson-Darlington normality test was used to know if the variables were normally distributed. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism® 6 (GraphPad Software, Chicago, Inc, USA). The main differences of the group were considered statistically significant if the p-value was <0.05.


RESULTS
IPNV replication. − Serotype Sp protein expression (Sp-VP2) showed a transcript higher level from 4 to 36 hours post infection (hpi) (P < 0.05; Figure 1) when was compared with values obtained for (VR-299-VP2), except at 60 hpi where VP2-VR-299 mRNA was higher. However, the viral replication was increasing by both IPNV isolates after 4 hpi, although, the higher increase was showed by Sp serotype virus (P < 0.05ab).
Gene expression in RTG-2 cells IPNV infected. − Cells infected with Sp serotype virus showed a peak expression of IFN-I(α) at 4 hpi, although the mRNA gradually decreased detecting a significant decreasing between 4 and 8 hpi (P < 0.05;Figure 2A). Additionally, the IFN-I(α) expression profile registered at 12 hpi significantly decreased to respect value detected at 8 hpi (P < 0.05). However, IFN-I(α) mRNA values observed between 24 to 60 hpi were not significant. Interestingly, the down-regulation of interferon expression profile coincided with the VP2-Sp increase.
On the other hand, the mRNA IFN-I(α) detected at 4 and 8 hpi in cells infected with VR- 299 virus was significantly lower when was compared to the Sp Virus (P < 0.05ab). Additionally, the interferon expression values showed significant differences at 8 and 12 hpi (P < 0.05; Figure 2B), and values expression were subsequent irregulars for this case. However, the expression increase of VP2-VR-299 did not show a clear relationship with the expression of this cytokine.
The STAT-1(α) mRNA in infected cells with serotype Sp virus showed a kinetic similar expression to the detected by interferon from 4 to 60 hpi (Figure 2C). However, registered values at 4 and 8 hpi were higher compared to the expressed values in infected cells with serotype virus VR-299 (P < 0.05ab). Likewise, mRNA STAT-1(α) in infected cells with latter serotype were higher at 24 and 60 hpi when was compared with serotype Sp virus. Moreover, STAT-1(α) mRNA showed a kinetic similar expression to the registered by IFN-I(α), showing increase and decrease in the same time points (r = 0.85, p < 0.0001).
According to Mx-1 mRNA, a rapid expression was obtained at 4 hpi in infected cells with serotype Sp virus, although a significant expression decrease at 8, 12 and 36 hpi was found (P < 0.05; Figure 2E). Contrary, the Mx-1 transcript expressed at 4 hpi in infected cells with


serotype VR-299 virus was lower, when was compared with obtained value in infected cells with serotype Sp virus. In addition, Mx-1 expression values (Figure 2F) were similar to the observed in the infected cells with serotype Sp virus in other time-points coinciding with an increase of viral replication.
Y701-STAT1(α/β) phosphorylation expressed in infected RTG-2 cells with IPNV. − STAT1 (α/β) activation was induced in infected cells with both IPNV serotypes in early infection stage. However, in cells infected with serotype Sp virus the activation level showed a significant increase at 4, 8, 12 y 24 hpi (Figure 3A) compared to activation level registered in infected cells with serotype VR-299 virus (P < 0.05ab). Further, the Y701-STAT1(α/β) activation in infected cell with serotype Sp virus was increasing from zero minutes (0 hpi) until 12 hpi, showing a significant phosphorylation peaks at 12 and 24 hpi (2.7 and 1.36 fold respectively) compared to control group (P < 0.05). However, contrary, the level phosphorylation revealed in infected cell with serotype VR-299 virus did not show a significant difference in the same time-points (P > 0.05; Figure 3B), however, the phosphorylation peaks were at 12 and 24 hpi also (~ 0.175 fold in each time point), but the values were lower.

DISCUSSION
The IPNV infection induces the synthesis of genes involved in nonspecific immune response (Robertsen 2008). Although, the relationship between the response level and the virus strain virulence is not clear. In the present study, we evaluated two IPNV serotypes to know if the infectivity level of the strains affect the signaling pathway of type I interferon alpha (IFN-I(α)) in RTG-2 cells. The experiment which evaluate the viral replication, indicates higher virulence of the Sp virus (Wolf 1988; Dobos 1995), which involved the Sp strains in cases of high mortality rates or severe clinical pictures (Santi et al. 2004; Santi et al. 2005). Sano et al. (1992), related to the IPNV virulence with segment A, although recently was associated to the residues 217 and 221 of VP2 protein (Santi et al. 2004). Highly virulent isolates posses residues Thr217 and Ala221; moderate- to low-virulence strains have Pro217 and Ala221; and strains containing Thr221 are almost avirulent, irrespective to the residue at
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position 217 (Song et al. 2005). Based on the above, strains used in this study corresponding to moderate virulence (Sp serotype) and avirulent (VR-299). Although, Smail et al. (2006) did not find mortality differences to compare a high virulent strain with a moderate virulence strain, suggesting that others factors associated to the strain or immune response possibly affect the infection findings (Ortega et al. 2011). In our study, we might hypothesize that higher viral replication before 24 hpi are associated with a greater penetration for serotype Sp virus, linked to the amino acids residue sequences of the hypervariable region of VP2 binding protein. In addition, this region might interact with cell receptors in a different way (Dobos 1995; Kuznar et al. 1995; Granzow et al. 1997).
Earlier work demonstrated that peptide derived of VP2 maturation of infectious bursal disease virus (IBDV) participates in the virus-cell entry suggesting that peptide 46 (pep 46) has a domain rich in proline (positions 458, 465, 469) that disrupt cell membrane and induces pores (Galloux et al. 2007). However, in our work we did not find differences between strains in VP2 for peptide 46 (results not shown), therefore, both viruses should behave similarly, so this peptide 46 is not implicated in viral replication difference between both serotypes. Therefore, viral replication differences might to be associated with other structural and functional aspects that have been implicated to IBDV replication (Da Costa et al. 2002).
Some proteases like IPNV-VP4 protein have been considered as virulence factors; however, this finding is not been shown yet (Skjesol et al. 2009); additionally, the possible involvement of VP5 protein as a virulence factor has been discarded.
We demonstrated that, apparently others viral and cellular factors have influenced that serotype Sp virus show a higher replication. Interestingly the serotype VR-299 virus reached replication values higher to the Sp at 60 hpi. Studies by Kuznar et al. (1995) showed that at 10 hpi, viral RNA is detected and at 14 hpi mature particles were detected also, so this situation might be associated with a random value of viral multiplicity because at this time- points,  more than  two replication cycles have elapsed (Espinoza et al. 2000).
IPNV infection induced the expression of IFN-I(α) that module an antiviral response stimulating the other gene effectors (Saint-Jean and Pérez-Prieto 2007). Our results indicate that  replication  increase  in  both serotypes (Sp  serotype  virus  higher  than VR-299) was
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associated a decreased of IFN-I mRNA, suggesting that, inhibition of alpha interferon signaling is required for viral replication in early stages of infection. This finding is consistent with observations from (Skjesol et al. 2009) that described the ability of IPNV to reduce the interferon immune response; however, contrary to the hypothesized; the IFN-I(α) expression was higher in infected cells with serotype Sp virus, suggesting a lineal positive correlation between strain virulences and alpha interferon immune response. Although a high expression of this cytokine might produce a negative effect in cells implicated in high mortality caused by the cell production of proteases and other proteins that contribute to cell damage (Hay and Kannourakis 2002). In contrast to the outcomes in infected cells with VR-299 serotype virus (avirulent strain), the cellular response was attenuated.
Additionally to this study, earlier work demonstrated that IPNV inhibits the mechanism of interferon signaling (Robertsen 2008). In relation to this, we showed an indirect relationship between VP2-IPNV expression and mRNA STAT-1(α) expression, associated with a decrease of interferon transcript simultaneously, explained by STAT-1(α) is ISGs. However, our research also showed that higher virulence strain is not associated with a greater effect for blocking of alpha interferon signaling. This outcome can be explained by STAT-1(α) expression was higher at 8 hpi in infected cells with serotype Sp virus. Additionally, this latter finding is supported by higher STAT1(α/β) phosphorylation level induced by serotype Sp virus compared to serotype VR-299 virus between 4 and 24 hpi (phosphorylation peak at 12 hpi).
Additionally, we demonstrated that Mx-1 protein inhibit IPNV replication (Larsen et al. 2004; Jørgensen et al. 2007). However, Mx-1 transcript was down-regulated simultaneously, the virus replication increased. Possibly, because RTG-2 cells were not priory stimulated with IFN-I or Poly: IC (Skjesol et al. 2009). Interestingly, the Mx-1 transcript level between both strains was similar to other study (Ortega et al. 2011), which reported virulence strain does not affect the Mx expression; we suggest that both strains has a similar antiviral sensitivity against the interferon response and ISGs such as Mx protein. A positive effect Mx protein against infection IPNV possibly is mediated by other factors such as isoform and amount of protein, cells type, infection temperature among others (Arguedas et al. 2015).


The Y-701 STAT1(α/β) phosphorylation mediates rapid and robust activity and expression specific transcriptional of genes for the activating of cytokines and cell factors growth (Decker et al. 2002; Skjesol et al. 2010). Our results showed that STAT1(α/β) -pY701 level was significantly increased in infected cells serotype Sp virus, determined by a significant increase of IFN-I(α) expression at an early point after infection (4 and 8 hpi) compared to values observed in infected cell serotype VR-299 virus. This suggest that, 701 STAT1(α/β) tyrosine was activated by interferon type I(α) in trout, but not by intracellular type (iIFN-Ib) that was reported for the first time in vertebrates (rainbow trout), not showing biological activity on STAT1 and STAT2 phosphorylation (Chang et al. 2013).
The alpha interferon response against IPNV infection induced 701-STAT1(α/β) phosphorylation with both serotypes. Fascinatingly, this observation illustrate that IPNV does not inhibit the phosphorylation of 701-tyrosine-STAT1(α/β) stimulated by IFN-I(α), contrary to other RNA viruses (Horvath 2004; Randall and Goodbourn, 2008). Nevertheless, the level Y701-STAT1(α/β) activation is directly correlated with the strains IPNV virulence. Activation of STAT1(α/β) in mammals contributes to the maximum transcriptional activation and apoptosis (Sironi and Ouchi 2004; Thomas et al. 2004; Townsend et al. 2004). Apoptosis previously documented by IPNV infected fish both in vitro and in vivo independently strain virulence (Hong et al. 1999; Espinoza et al. 2005; Ortega et al. 2014). Hence, our results of higher STAT1(α/β) activation found in infected cell with serotype Sp virus indicates apparently that apoptosis mechanism was required for rapid elimination of infected cell, such as high cellular response to the strain virulence. Additionally the STAT-1(α) and IFN-I(α) expression were down-regulated, that might be associated to a lower quantity of live cells. Contrary, the up-regulation gene expression found in infected cell with serotype VR-299 virus at 24 and 60 hpi which could be a consequence of a higher cell’s ability to establish an antiviral effect. However, information associated with STAT1(α/β) phosphorylation after IPNV infection in teleost is limited and the apoptosis depend completely on the Y-701STAT1 (α/β) phosphorylation and it is an interesting question that needs to be addressed in future studies. Our data indicates a negative effect by IPNV on signaling alpha interferon and ISGs independently to the strain virulence. IPNV does not block the phosphorylation 701STAT1


(α/β) tyrosine contrary to other RNA viruses. Further studies are clearly needed in order to identify others molecular mechanisms how IPNV inhibits signaling pathway alpha interferon.
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FIGURE 1. Expression level of VP2 mRNA in RTG-2 cells infected with two IPNV serotypes of differences virulence (MOI=0.1). Significant up-regulation of VP2 transcript (Sp)  at  4  and  8  hpi  compared  to  the  values  detected  by  VR-299-VP2  (P  <   0.05ab).


Furthermore, significant up-regulation of VP2 mRNA (Sp) at 24 and 36 hpi (P < 0.05). Data are expressed as fold difference of mRNA expression normalized to the housekeeping gene (ELF-1 (α)). The shown experiment is representative of three independent experiments, which generated reproducible data.
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FIGURE 2. Expression level of IFN-I(α), STAT-1(α) and Mx-1 mRNA in RTG-2 cells infected with two IPNV serotypes of differences virulence (MOI=0.1). IFN-I(α) and STAT- 1(α) were significantly up-regulated at 4 and 8 hpi in infected cell with serotype Sp virus compared to the infected cell with serotype VR-299 virus (P < 0.05ab) (A,B,C,D). However, both gene were down-regulated at 60 hpi in infected cell with Sp virus (P < 0.05). In addition, significant down-regulation between 4 and 8 hpi of Mx-1 transcript in infected cells with both serotypes (E, F). Surprisingly, Mx-1 does not show expression differences (P > 0.05). The shown experiment is a representative of three independent experiments, which generated reproducible data, means ± SD.
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)FIGURE 3. Phosphorylation level of STAT1 (α/β) (pY701-STAT1 (α/β)) in RTG-2 cells infected with two IPNV serotypes of difference virulences (MOI=0.1). The pY701-STAT1 (α/β) in infected cell with serotype Sp virus showed activation peaks at 12 and 24 hpi compared with control (P < 0.005) (A). Contrary, pY701-STAT1 (α/β) in infected cell with serotype VR-299 virus does not show significant activation compared with control (B). Significant differences of pY701-STAT1 (α/β) in infected cells with serotype Sp virus at 4,8,12 and 24 hpi compared to infected cells with serotype VR-299 virus (P < 0.05ab) (A,B).


STAT1(α/β) phosphorylation was detected by immunoblotting with an anti-p-STAT1(α/β) (Try701) antibody, after the blots were reused with anti-actin. We used (100µL) of cell’s secretome infected with each serotype as a positive control, and no infected cells as negative control. The shown experiment is a representative of three independent experiments, which generated reproducible data, means ± SD.


TABLE 1. Primers used for Real time (qRT-PCR) during the mRNA expression analysis of antiviral genes and protein VP2 -IPNV in RTG-2 infected cell with strain of different virulence.
	Name
	Sequence	5’	3’
	Product size (bp)a
	GANb/or Reference
(Source)

	IFN-I(α)
	F: CCTGCCATGAAACCTTGAGAAGA R:TTTCCTGATGAGCTCCCATGC
	108
	Fj184371.1

	STAT1(α)
	F: CGGGCCCTGTCACTGTTC R: GGCATACAGGGTGTCTCT
	68
	NM_001124707.1

	Mx-1
	F: AGCTCAAACGCCTGATGAAG R: ACCCCACTGAAACACACCTG
	142
	NM_001171901

	ELF-1(α) VP2
	F: ACCCTCCTCTTGGTCGTTTC R: TGATGACACCAACAGCAACA
WB1-CCGCAACTTACTTGAGATCCATTATGC WB2-CGTCTGGTTCAGATTCCACCTGTAGTG
	63





206
	NM_001124339.1



Williams et al. (1999)



a Product size PCR. bp (base pairs).
b Sequences to forward (F), reverse (R) are given according to access number in Genbank. (GAN) or reference.
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VIII. [bookmark: _bookmark44][bookmark: _bookmark44]DISCUSIÓN
En esta investigación se contribuye al entendimiento del efecto de la temperatura sobre la expresión de genes involucrados en la respuesta inmune de actividad antiviral (IFN-I(α), STAT-1(α) y Mx-1) ante la infección por IPNV, y el posible efecto de la virulencia de este virus sobre la transcripción de estos genes y la activación de la proteína STAT1(α/β).
En la primera etapa de nuestro estudio hemos analizado la expresión de genes antivirales relevantes de la respuesta inmune innata de alevines de trucha arcoíris desafiados contra el virus de IPNV a tres distintas temperaturas (baja, óptima y media). El titulo viral en los peces infectados a 8°C fue mayor al observado en peces mantenidos a 12 y 16°C desde el día 2 y hasta los 11 dpi; esta tendencia concuerda con una menor respuesta de IFN-I(α) a 8°C. En este sentido, IPNV puede replicarse en un amplio rango de temperaturas en varias líneas de células de peces (Roberts y Dobos, 1983; Moss y Gravell, 1969), con mejores resultados de multiplicación y aislamiento en células BF-2 (Lepomis machrochirus).
En este estudio, aparentemente la respuesta celular varío en función de la temperatura, ya que a 8°C el título viral fue regulado por Mx-1 y STAT-1(α), dado que la expresión aumentó al tiempo que el título viral (cepa Buhl) decreció. Así, Mx-1 ejerció actividad antiviral como ha sido descrito contra un amplio rango de virus RNA, posiblemente interfiriendo con el ensamblaje del virión (Goodbourn y Randall, 2008) desde el día 4, cuando Mx-1 incrementó la expresión y el titulo viral decreció. Lo anterior, podría explicar la ausencia de síntomas de enfermedad desde ese tiempo; posiblemente 8°C, es una temperatura apropiada para la expresión de éste gen, aunque en los primeros 11 dpi los títulos virales alcanzados a esta temperatura fueron mayores en comparación a 12 y 16°C. Por lo tanto, IPNV se vería imposibilitado para ejercer algún mecanismo antagónico de evasión de respuesta inmune a 8°C. Este resultado concuerda con los hallazgos tanto in vitro como in vivo de Kinkelin y Dorson (1973), que han descrito significante actividad antiviral de interferón y los genes estimulados, como la proteína Mx-1.
Los resultados en peces infectados a 12°C mostraron aparición de enfermedad y 100% de mortalidad entre el 6 y 14 dpi, concordante con Wolf (1988), quien refiere que la enfermedad clínica de IPN se desarrolla en salmónidos en torno a esta temperatura. En nuestro caso, una


explicación se focaliza en las estrategias virales para evasión del sistema de interferón, apoyado en la disminución de la expresión de STAT-1(α) después del día 7 en comparación con lo obtenido a 8 y 16°C. Además de una disminución de expresión de IFN-I(α) en todo el experimento comparado con los valores obtenidos a 16°C. Posiblemente a 12°C en los primeros días de infección, IPNV pudo bloquear el promotor de STAT-1(α) o ejercer un bloqueo sobre los elementos de respuesta estimulados por interferón (ISRE), afectando genes estimulados por interferón (ISGs) e interfiriendo a nivel de vía de señalamiento de esta citoquina. Una segunda explicación para este hallazgo podría ser un efecto viral antagónico sobre la traducción del gen Mx-1, única isoforma en truchas inducida directamente por IFN- I (α) (Tafalla et al., 2007), dado que el nivel de expresión de Mx-1 fue incrementado de manera significativa los días 2, 4, 7 y 14, comparado con los valores de expresiones obtenidas a 8 y 16°C. Además la expresión de este gen fue significativamente aumentado al compararse con IFN-I(α) y STAT-1(α); sin embargo no fue capaz de ejercer actividad biológica antiviral (Larsen et al., 2004) después del día 7, cuando IPNV aumento el título. Ambas hipótesis, podrían dar respuesta a la mortalidad presentada con la sintomatología clínica de la enfermedad de IPN (Snieszko y Wolf, 1958).
A pesar de que Dobos (1995) comenta que IPNV se replica en el citoplasma y que el virus  y sus proteínas nunca ingresan al núcleo, es necesario abundar el tema mediante estudios de co-localización celular de las proteínas VP4 y VP5 que podrían elucidar posibles funciones antagónicas a la vía de señalización de interferón tipo I (Skjesol et al., 2009).
Jørgensen et al., (2007) propuso posible bloqueo del promotor de Mx-1, al estimular células CHSE-MX-10 con IPNV e IFN-I(α) a la temperatura de 20°C, sin embargo nuestros resultados a 12°C, temperatura donde se presentó la enfermedad clínica, no se registró este hallazgo. Por el contrario, el promedio de expresión de Mx-1 fue significativamente mayor que los valores obtenidos a 8 y 16°C. A la temperatura de 16°C, la expresión de Mx-1 fue disminuida durante el experimento, por lo que el bloqueo del promotor de Mx-1 reportado por estos autores posiblemente ocurriría a temperaturas superiores a 16°C, pero no representaría un antagonismo viral para la aparición de enfermedad y mortalidad en O. mykiss infectadas con IPNV. Por lo tanto, es notorio que este factor abiótico genera un efecto
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regulatorio sobre la expresión de Mx-1 en respuesta a este birnavirus. Además, es importante señalar que a 12°C se registró el menor título viral el día 2, lo que nos indica que una mayor cantidad de virus que ingresan al pez, no necesariamente se asocian con el desarrollo de una infección productiva.
En nuestro estudio, en peces desafiados a 16°C se registró un efecto protector por acción de interferón, que se mantuvo expresado de manera altamente significativa desde el día 2 y durante todo el experimento en comparación con la expresión registrada de STAT-1(α) y Mx-1. Estos resultados serían concordante con (Kinkelin y Dorson 1973), quienes observaron un efecto positivo de IFN-I(α) en infecciones con IPNV in vitro durante los primeros días del experimento.
Dios et al., (2010) al estimular larvas de pez cebra (Danio rerio) con Poly: IC a una temperatura de 15°C, observaron una inhibición en el perfil de expresión de Mx-1. Pero además detectaron menor expresión de Mx-1 en peces adultos tratados con poly I:C, comparado con los valores encontrados en larvas, argumentando que Mx-1 juega papel antiviral importante en etapas tempranas de peces cuando la repuesta inmune adaptativa no es funcional. Nosotros, también registramos bajas expresiones de Mx-1 a 16°C en alevines de trucha arcoíris y sin presencia de mortalidad, lo que permite postular que la proteína Mx- 1 no es necesaria en alevines desafiados con IPNV a 16°C al igual que en peces adultos (Dios et al., 2010), y probamente la sobreexpresión de interferón a 16°C implicaría un mayor efecto mediador entre la respuesta innata y la respuesta inmune específica (Decker et al., 2002).
La inhibición de expresión de Mx observado por Dios et al., (2010) en pez cebra se produjo a temperatura considerada baja para peces tropicales (Lawrence, 2007), contrario a este trabajo donde la disminución se presentó a una temperatura considerada máxima fisiológica para cultivo de trucha (16°C) (Azevedo et al., 1998). Esto sugiere que la expresión de las isoformas de Mx podría depender de la especie, edad y valores extremos fisiológicos específicos de temperatura; que a nuestro entender deben considerarse como puntos críticos para la respuesta de interferón. Por lo anterior, nuestra investigación apoya que la expresión de   genes  relevantes  de   respuesta   antiviral  como   IFN-I(α),   STAT-1(α)   y  Mx-1 son
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fisiológicamente modulados por la temperatura del agua, influyendo directamente en el desarrollo de IPN en trucha arcoíris.
En la segunda etapa de nuestro estudio investigamos si la vía de señalización de IFN-I(α) es afectada por cepas de IPNV de distinto nivel de virulencia sobre la activación de la proteína STAT1(α/β). En varios trabajos se ha informado que la infección por IPNV induce la síntesis de genes que participan en la respuesta inmune (Collet et al., 2007; Skjesol et al., 2011); sin embargo, actualmente, la relación entre el nivel de respuesta y la virulencia de la cepa viral es poco clara. En un experimento in vitro evaluamos dos serotipos de IPNV de distinta virulencia (Ortega et al., 2011). Los resultados muestran que el índice de replicación del serotipo Sp, estimado mediante determinación del transcrito de la proteína VP2, fue mayor que el de serotipo VR-299. En relación a esto, tradicionalmente se ha considerado que las cepas Sp son más virulentas que las de serotipo VR-299 (Wolf, 1988; Dobos, 1995), y han estado implicadas en casos donde se han registrado mayores tasas de mortalidad o cuadros clínicos más severos (Santi et al., 2004, Santi et al., 2005). Inicialmente, Sano et al., (1992), relacionaron la virulencia de IPNV al segmento A y más recientemente se vinculó a los residuos 217 y 221 de la proteína VP2 (Santi et al., 2004); las cepas virulentas presentan una combinación Thr217 y Ala221 (T217 A221), mientras que cepas de media virulencia presentan (P217, A221); y las cepas con Thr en la posición 221 se consideran no virulentas, independientemente de su residuo en la posición 217 (Song et al., 2005). Sin embargo, Smail et al., (2006) no encontraron diferencias de mortalidad al comparar una cepa con secuencia virulenta contra una cepa de media virulencia, lo que ha sugerido que otros factores relacionados a la cepa o respuesta estén asociados al resultado de la infección (Ortega et al., 2011). Por lo que podríamos suponer que los títulos observados antes de las 60 hpi se relacionan a mayor penetración del virus Sp en comparación con VR-299, situación vinculada a diferencias en aminoácidos de la región hipervariable de la proteína de unión VP2, que interaccionaría de manera diferente con receptores celulares (Dobos, 1995, Kuznar et al., 1995; Granzow et al., 1997). Galloux et al., (2007) observaron que péptidos derivados de la maduración de VP2 del virus de la Bursitis infecciosa (IBDV) participan en el ingreso del virus a la célula, al evidenciar que el péptido 46 (pep46) presenta un dominio rico en


prolina (posiciones 458, 465, 469), capaz de desestabilizar la membrana y crear poros que permiten su ingreso. Sin embargo, en este trabajo, la secuencia de los genes de VP2 de ambas cepas no presentan diferencias a nivel del pep46 (no mostrado), por lo tanto es de esperar que ambos virus deberían comportarse de forma similar, por lo que este factor no haría diferencia en cuanto al nivel de replicación entre virus de distinto serotipo. La diferencia de replicación podría asociarse a la existencia de otras características estructurales y funcionales que se han relacionado al crecimiento del birnavirus IBDV (Costa et al., 2002). Aunque algunas proteasas virales han sido implicadas como factor de virulencia, suponer que la proteína VP4 realice esta actividad en IPNV es aún incierto (Skjesol et al., 2009); por su parte, la implicación de la proteína VP5 como factor de virulencia ha sido prácticamente descartado, aunque no se conoce su función real durante la infección. De acuerdo a nuestro resultado, aparentemente otros factores del virus o de las células han influido en que el virus Sp ha presentado una mayor tasa de replicación. Es interesante notar que a las 60hpi, el virus serotipo VR-299 alcanzó valores de replicación superiores a Sp. Kuznar et al., (1995), refieren que a las 10 hpi se detecta RNA viral y a 14 hpi se observan partículas maduras, por lo que este valor podría representar un valor aleatorio de multiplicidad asociado a que a este tiempo han transcurrido más de dos ciclos de replicación (Espinoza et al., 2000). La infección por IPNV induce la expresión de interferón tipo I que modula una respuesta inmune antiviral mediante estimulación de otros genes efectores (Saint-Jean y Pérez-Prieto, 2007). En esta investigación el aumento de replicación en los dos virus (siendo mayor en el serotipo Sp), también coincidió con un significativo decrecimiento del transcrito de IFN-I(α), sugiriendo que desde el principio de la infección ambos virus bloquean esta vía de respuesta antiviral, lo cual es acorde con estudios que informan que durante la infección con IPNV se presenta regulación negativa de la inmunidad innata; sin embargo, contrario a lo esperado, la expresión de IFN-I(α) fue mayor en las células expuestas a la cepa Sp, lo que claramente indica que la virulencia de la cepa se correlaciona positivamente con el nivel de respuesta por IFN-I(α). Sin embargo, varios estudios establecen que serotipos de ambas virulencias inducen respuesta vía IFN-I(α) (Skjesol et al., 2011). Asimismo, se podría proponer quizá que la mayor replicación viral tiene relación directa con la expresión celular, por lo que sería


interesante obtener el número de partículas virales que logran ingresar a la célula y calcular la expresión génica. Sin embargo, este valor de expresión también podría tener mayor efecto adverso a las células, situación que podría reflejarse en mayor mortalidad (se sabe que durante la infección, la respuesta celular desencadena liberación de proteínas y proteasas, que contribuyen al daño celular) (Hay y Kannourakis, 2002) por el contrario, en virus de menor virulencia la respuesta celular es menos agresiva, como es mostrado en el presente trabajo con la cepa VR-299. Estudios en células infectadas con IPNV han determinado inhibición del señalamiento de interferón (Robertsen, 2008). Esto concuerda con lo observado en nuestra investigación, que muestra que en la medida que se incrementó el título viral al transcurrir el tiempo de incubación, se presenta también la disminución de la expresión de STAT-1(α), coincidiendo con disminución en los niveles de IFN-I(α); explicado esto en que STAT-1(α) es un gen ISGs, sin embargo, la investigación también muestra que la cepa más virulenta no tiene relación directa con un probable mayor efecto de bloqueo de la señalización de IFN-I(α), ya que la expresión de transcrito STAT-1(α) hasta las 8 hpi fue mayor en el virus Sp; lo anterior se fortalece por el hecho de que en este virus se obtuvo mayor fosforilación de STAT1(α/β), detectada entre las 4 y las 24 hpi (mayor activación a 12hpi).
Se ha establecido que Mx-1 inhibe la replicación de IPNV (Larsen et al., 2004; Jørgensen et al., 2007) pero en este estudio decreció el transcrito de este gen cuando el virus incrementó la replicación, probablemente porque la infección ocurrió sin haber administrado previamente IFN-I o Poly:IC a las células (Skjesol et al., 2009). También se ha documentado poco efecto de la proteína Mx en infecciones con IPNV en líneas celulares de salmón TO y SHK (Jensen y Robertsen, 2002) a diferencia de infecciones con ISAV, donde la respuesta ha mostrado diferencias, aún entre línea celular; por lo que la funcionalidad antiviral de Mx, no debe generalizarse y posiblemente dependerá de factores como, isoforma de la proteína, tipo de célula y temperatura de infección (Arguedas et al., 2015), entre otros. Sorprendentemente, en este trabajo el nivel de RNAm de Mx fue similar entre las dos cepas; lo que concuerda con Ortega et al., (2011) que reportaron que la virulencia de la cepa no afecta la expresión génica. Esto nos sugiere que ambas cepas tienen similares sensibilidades


a la actividad antiviral inducida por interferón. La fosforilación de la Y-701 de STAT1(α/β) incrementa la expresión y actividad transcripcional de genes específicos en respuesta a citoquinas y factores de crecimiento (Decker et al., 2002; Skjesol et al., 2010). En este estudio el nivel de pY701-STAT1(α/β) fue aumentado en células infectadas con el serotipo Sp, causado por un incremento de expresión mostrado por interferón I en las primeras horas del ensayo (4 y 8). Esto nos da clara evidencia de que la tirosina 701 de STAT1(α/β) es activada por este tipo de interferón en truchas, a diferencia de la isoforma beta de interferón intracelular (iIFN-Ib) reportado por vez primera en vertebrados (trucha), que no tiene efecto sobre la fosforilación de STAT1 y STAT2 (Chang et al., 2013). La respuesta de IFN-I (α) ante la infección con ambos serotipos estimula la activación de STAT1(α/β), demostrando que IPNV no interfiere con la pY701-STAT1(α/β) inducida por interferón I como se ha reportado para otros virus de RNA (Horvath, 2004; Randall y Goodbourn, 2008) y además el grado de activación es directamente proporcional a la virulencia de IPNV. Los efectos de activación de STAT1(α/β) han sido implicados con la activación máxima transcripcional y apoptosis en mamíferos (Sironi y Ouchi, 2004, Thomas et al., 2004; Townsend et al., 2004); mecanismo de muerte celular que ha sido documentada en infecciones in vivo e in vitro con IPNV, indistintamente de la virulencia de la cepa (Hong et al., 1999; Espinoza et al., 2005; Ortega et al., 2014). En nuestro trabajo, posiblemente la mayor activación mostrada en infecciones con Sp fue requerida para una rápida eliminación de células infectadas, como una respuesta más agresiva a la infección. Esto también podría explicar la disminución de la expresión génica de IFN-I(α) y STAT-1(α), que podría estar asociado a una menor cantidad de células viables disponibles. Lo que explicaría además el aumento de expresión génica en células infectadas con VR-299 a los 24 y 60 hpi, donde posiblemente había una mayor cantidad de células. Sin embargo, datos concernientes a la actividad funcional de la fosforilación de STAT1(α/β) en peces óseos después de estimulación con virus es escasa, por lo que relación activación pY701-STAT1(α/β)-apoptosis debe ser profundizado en salmónidos. Este es el primer estudio que reporta la fosforilación de la tirosina 701-STAT1 (α/β) en truchas infectadas con IPNV de serotipos de distinta virulencia.


IX. [bookmark: _bookmark45][bookmark: _bookmark45]CONCLUSIONES
· La expresión de IFN-I(α), STAT-1(α) y Mx-1 son fisiológicamente modulados por la temperatura del agua, en este caso directamente influenciando la aparición de la enfermedad de IPN.
· La enfermedad clínica se desarrolló en los peces infectados a 12°C, y todos murieron entre el día 6 y 14 pi. Existió una inhibición de la expresión de mRNA de IFN-I(α) y STAT-1(α) en el día 7 que podría asociarse a la mortalidad de los peces.
· A pesar de que a 12°C se presentó un aumento estadísticamente significativo de expresión de Mx-1 durante el ensayo, esta respuesta no fue capaz de inhibir la replicación viral.
· Una mejor respuesta de IFN-I(α) ante infecciones con IPNV es desarrollada en alevines de truchas a la temperatura de 16°C, generando esta citoquina un posible efecto protector desde el día 2 a diferencia de lo registrado a temperatura de 8 y 12°C.
· El serotipo Sp alcanza mayores valores de replicación que VR-299, exceptuando a las 60 hpi. La expresión de IFN-I(α), STAT-1(α) fue mayor en las células infectadas con la cepa Sp. La virulencia de la cepa se correlaciona positivamente con el nivel de respuesta por IFN-I(α), aunque la expresión del transcrito decreció en el tiempo.
· El nivel de RNAm de Mx fue similar entre las dos cepas.
· IPNV contrarresta el efecto antiviral de interferón tipo I inhibiendo la vía de señalización JAK-STAT, pero no bloquea la activación de la tirosina 701-STAT1 (α/β) como se ha reportado para otros virus de RNA.
· Estudios adicionales son claramente necesarios para conocer cómo IPNV inhibe la vía de señalamiento de interferón alfa.
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Anexo 1. Extracción de RNA a partir de tejido utilizando “Total RNA Kit I” E.Z.NA (Omega Bio-tek).
1.- Homogenizar el tejido con vástago y agregar (350 - 700 µl) de buffer de lisis TRK por muestra.
Nota:		≤ 15 mg agregar 350 µL de buffer TRK 20-30 mg agregar 700 µL de buffer TRK
2.- centrifugar a máxima velocidad (≥13000xg) por 5 minutos. Transferir el sobrenadante a un tubo de 1,5 mL.
3.- Agregar un volumen igual (350 µL - 700 µL) de etanol al 70 % par lisar y mezclar por pipeteo “up down” 3 -5 veces. No centrifugar.
Nota: Puede formarse un precipitado después de agregar el etanol en ciertas preparaciones. Este no afecta el procedimiento.
4.- Agregar la muestra (incluyendo cualquier precipitado que se haya formado) a la columna con su tubo colector. Centrifugar a 10000xg por 60 segundos a temperatura ambiente. Descartar el eluido.
5.- Agregar 500 µL de buffer de lavado de RNA I a la columna. Centrifugar a 10000xg por 30 segundos. Descartar el eluido.
6.- Agregar 500 µL de buffer de lavado de RNA II a la columna. Centrifugar a 10000xg por 30 segundos a temperatura ambiente. Descartar el eluido.
Nota: El buffer de RNA II se diluye en etanol absoluto antes de usar.
7.- Agregar 500 µL de buffer de RNA II a la columna. Centrifugar a 10000xg por 30 segundos a temperatura ambiente. Descartar el eluido.
8.- Centrifugar a máxima velocidad (13000xg) para secar la columna.
9.- Transferir la columna a un tubo de 1,5 mL estéril para eluir el RNA con 40 -70 µL de agua estéril. Centrifugar a máxima velocidad (13000xg) por 2 minutos. Se puede eluir dos veces para aumentar el rendimiento.
10.- Guardar el RNA a -80°C.


Anexo 2. Tratamiento al RNA extraído con DNAsa antes de un RT-PCR (PROMEGA) Condición de reacción (V final: 11 μL).
1. RNA  extraído en agua o TE buffer	(8 μL)
2. RQ1 RNase-Free  DNase 10x Reaction Buffer	(1 μL)
3. RQ1 RNase-Free DNase (Promega)	(1 μL/RNA)
Nota: Use un 1 unidad de RQ1 RNase-Free DNase por microgramo de RNA. Para menores cantidades de RNA use 1 unidad de RQ1 RNase-Free DNase por reacción.
4. Incubar a 30 minutos a 37 °C.
5. Agregar 1 μL de DNase Stop Solution para terminar la reacción
6. Incubar 10 minutos a 65 °C.
7. Agregar todo o una porción del RNA tratado al RT-PCR.


Anexo 3. Extracción de proteínas totales y preparación de buffer de extracción (RIPA)


1.- Trabajar siempre en Hielo
2.- Preparar en un eppendorf de 1,5 mL lo siguiente:
· 938 µL de RIPA(1)
· 2 µL de Tritón X100 al 10%
· 50 µL de mix de inhibidor de proteasas
· 10 µL de PMSF
3.- Agregar la solución recién preparada a la muestra de tejido 4.- Incubar 20 minutos en Hielo
5.- Sonicar 3 veces de 5 a 10 segundos en potencia media (10), introducir el tubo en hielo entre cada sonicada.
6.- Centrifugar a 4000xg por 10 minutos a 4 °C 7.- Recuperar el sobrenadante y alicuotar.
8.- Dejar una pequeña alícuota para cuantificar.


(1)Preparación Buffer RIPA:
· 0,6 g Tris (pH 7,5 con HCl)
· 0,876 g NaCl
· 1 mL NP 40
· 0,5 g Oxicolato de Sodio
· 0,1 g SDS o 1 mL de solución SDS 10%
· 1 mL EDTA 0,5 M
· Aforar a 100 mL


Anexo 4. Protocolo para la técnica de Westernblot PREPARACIÓN DE MUESTRAS
Mantener siempre las muestras en hielo, hasta que éstas sean cargadas en el gel. Agregar 1
µl de SDS 20% a cada una de las muestras + 1µl de B-mercaptoetanol en campana si es que el buffer de carga no lo contiene

ELECTROFORESIS


Realizar la corrida a voltaje constante, inicialmente a 80 volt x 15 min aprox (mientras están en el gel espaciador), posteriormente se puede incrementar la corrida a 100 o 110 volt, verificando que el amperaje para cada uno de los geles no sea superior a 25 mA. Correr por dos horas o hasta que el buffer de carga llegue al final del gel.

SISTEMA DE TRANSFERENCIA.


Armar el “sándwich”, ubicando el soporte con la zona negra sumergida en una cubeta con buffer de transferencia, sobre él se ubican en orden: esponja, papel filtro, gel, membrana de nitrocelulosa, papel filtro, esponja. Mientras se hace esto se debe mantener presionado el sándwich y mantenerlo sumergido en la cubeta, esto evitara la formación de burbujas.

· La transferencia se hace por dos horas a un amperaje constante de 200 mA.


· Se lleva la membrana de nitrocelulosa a un recipiente plástico pequeño con tapa y se bloquea la membrana utilizando 5ml de solución de bloqueo y manteniendo en agitación constante a temperatura ambiente por 1-2 horas.

· Inmediatamente se desecha la solución de bloqueo, se debe incubar con el anticuerpo primario  diluido  en solución de bloqueo durante toda la  noche a 4ºC en   agitación

 (
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constante. (la dilución del anticuerpo en la solución de bloqueo dependerá de la dosis recomendada para cada anticuerpo).

· A la mañana siguiente se recicla o desecha (dependiendo del tipo de anticuerpo) el Ac primario en tubo falcón 15 ml, lavado con tapa y rotulado, se congela -20ºC.

· Luego se lava 3 veces con solución de lavado, cada 5 min o 10 min .desechando solución cada vez.

· Incubar membrana con Ac. Secundario, diluido en solución de bloqueo adecuada, por 2 horas a temperatura ambiente, bajo agitación constante.

· Se recicla una vez el Ac. secundario en tubo falcón 15 ml, lavado, con tapa, rotulado y se congela a – 20ºC.

· Lavar membrana 3 veces con solución de lavado cada vez durante 5 ó 10 min.


· Se continúa con el protocolo de revelado de membrana.
 (
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Abstract: The infectious pancreatic necrosis (PNV) i the causaive agent of an acute ilness well characterized
in salmonids werldwide. Clinical signs and mortality rates are dependent on several factors such as the viral
dos, the age of the fsh,the watertemperature, among others. An experimental study was candcted to measure
the effect of temperature on the gene expression profile of [FN-1(a), STAT-1 and Ms-1 in rainbow frout fry,
exposed to IPNV. Fry (n=198) were exposed at §, 12 and 16°C, and sampls were faken for 21 days fo determine
the virus titer and gene expression. In th frst 11 days the greatet vira ite was recorded at §°C compared with
the values obiained at 12 and 16°C. At $°C, there was a significant ncrease on day 4 of mRNA Mx-1 (ttest,
P-0.05). time in which the viral titer began to dectease. Furthermore, a the viral fiter mcreased, STAT-1 and
Ms-1 (=0 91) and (r=0.96) increased, respectively. The animals were able to recover from day 4 from some of
the symptoms of IPN. Clinical disease was developed only in fish exposed to 12°C and all died between days
6 and 14, despite the highiy significant ncrease shown in the average expression level of Ms-1, compared with
the values recorded at §°C and 16°C (Tukey, p<0.0001). Additionally, the expression profiles of IFN-1(a) and
STAT-1 decreased completely (~0.016) and (~0.020 times) on day 7. The highest expression level of IFN-1(a),
occurred at 16°C (Tukey, p=0.0005). Fry exposed at 16°C were normal during the experiment. IFN-1(a) possibly
‘generated a protector effect from day 2 when they showed a significant expression increase compared with the
resuls at §°C and 12°C (t-student, p-0.0001); however, STAT-1 was not siguificanly affected by temperature,
although the highest average expression value was recorded at 16°C. Our research supports the expression of
relevant anti-viral response genes 15 [FN-1(a), STAT-1 and Mx-1 are physiologically modulated by the water
temperature, direcly influencing the development o the IPN disease in rainbow trout. Rev: Biol. Trop. 63 ()

559-569. Epub 2015 June 01

Key words: IPNV, temperature, rainborw trout, fy, 1SGs, real-time PCR. mortaliy.

The virus of infectious pancreatic necro-
sis (IPNV) is an aquabimavirus member of
the Bimaviridae family that causes infectious
pancreatic necrosis (IPN) (OIE, 2006), an
emerging discase that affects predominantly
salmonids (Roberts. & Pearson, 2005; Smail
et al.. 2006). It was firstly recorded in brook

trout (Salvelinus fontinalis) in North America
(M gonigle. 1941). however, the agent was ot
isolated from clinically ill animals uatil 1957
(Wolf. Snieszko, Dunbar, & Pyle. 1960).
IPNV has a cosmopolitan distribution
that causes variable mortality rates worldwide
(Ortega et al. 2002; Garcia, Galiana, Falcs.
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Estepa. & Pérez. 2011). and because of its high
antigenicity and genetic variability. it has been
reported in other families of fish, mollusks.
crawfish of fresh and seawater (Dobos, 1995;
Hill. & Way, 1995; Saint-Jean, Bomego, &
Pérez-Prieto, 2003: Ortega. & Enriquez, 2007)

‘The clinical iflness episode and the mortal-
ity percentage have been reported to depend
on various factors like water temperature.
virulence level and animal's age. and the lat-
ter can range from 6 to 90% (Sati, Vakharia,
& Evensen. 2004). According to Wolf (1988)
‘under experimental conditions at 12°C. clinical
disease occurs in salmonids, but possible expla-
‘nations are unknown. As fish gain weight, they
‘begin to be resistant to this disease and become
asymptomatic carriers (Imajoh, Hirayama, &
Oshima, 2005). tepresenting a risk to wild fish
‘populations and the environment (Wolf, 1988).

The IPNV genome is composed of two
segments of double-stranded RNA (dsRNA)
that encodes five viral proteins. The segment
A encodes VP2, VP3, VP4 and VP5; while B
encodes only VPI. These proteins can acti-
vate or inhibit certain defense mechanisms of
the immune system including the expression
of Interferon-stimulated genes (ISGs) typel.
considered the first line of defense against viral
infection (Robertsen, Bergan, Rokenes, Larsen.
& Albuquerque. 2003; Zhou et al., 2007).

The IFN-1(a) activation triggers the sig-
naling pathway JAK-STAT by inducing genes
such as Mx. 25 oligo adenylate synthetase
(25 OAS). viperine antiviral protein (Vig-1).
kinase protein RNA (PKR). among others
(Sen. 2001; Platanias, 2005: Skjesol, Toril
Hegseth, Bomre, & Jorgensen, 2009). JAK
kinases pathway JAK-STAT (JAK1 and TYK2)
and transcription factors associated with the
family of STAT proteins (STAT-L. 2, 3 and
4) (Zhou et al.. 2007) have been well studied
in mammals (Sen. 2001) but poorly in fish
(Jargensen et al.. 2007).

Tnnate immunity is developed from
embryogenesis as a faster response. ualike the
adaptive response that is performed four to six
weeks after fertilization (Herbomel. Thisse. &
Thisse, 2001). It is independent of temperature

and the most important defense mechanism in
aquatic organisms (Robertsen, 2006). Rubio-
Godoy (2010) prefers to refer to it as rela-
tively independent of temperature. although
others have determined that the expression of
antiviral and inflammatory genes is affected
by changes in temperature in zebra fish. Spe-
cifically, antivial expression genes was almost
completely inhibited at 15°C. however. inflam-
‘matory genes such as IL-1. TNF-a and INOS
showed no obvious difference between 15 and
28°C (Dios. Romero, Chamorro, Figueras, &
Novoa, 2010). Temperature not only influ-
ences the immune system of teleost but also the
physiology of poikilothermic animals (Ruiz. &
De Blas, 2003).

It is well known that change in water
temperature has an impact on raibow trout
physiology (Guderley. 2004: Kraffe, Marty, &
Guderley, 2007; Haverinen, & Vomanen, 2007)
including their metabolic rate (Battersby. &
Moyes, 1998). Additionally, immune-related
functions such as endocytosis (Padron, Bizeau.
& Hazel. 2000). immune gene transcription
(Raida. & Buchmann, 2007), immunoglobulins
concentration (Suzuki, Otaka, Sato, Hou, &
Aida. 1997; Nikoskelainen, Bylund, & Lilius.
2004), and C-reactive protein (Kodama et al
2004) have been reported o be dependent on
the ambient temperature.

The present work contributes to our
understanding of temperature effects on the
expression of relevant antiviral genes of innate
response in rainbow trout following bath
exposed with IPNV.

MATERIALS AND METHODS

A total of 198 rainbow trout fry
(Oncorhynchus mykiss) (average weight of
1.0g£0.18 and a length of 3.92cm=0.14)
were obtained from a farm with an IPNV-
free history and transported to the Virolo-
gy Laboratory. Research Center in Animal
Health (CIESA).Toluca, Mexico. Before the
experiment started. the cytopathogenic virus
and bacterial agents—free condition was con-
firmed. Three groups of 66 fish were randomly
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distributed into three glass fanks of approxi-
‘mately 20L of water (with different water tem-
perature of 8, 12 and 16°C) and were provided
with artificial aeration. Mini-thermo-heaters
of 25watts (Hidom HT-2025) were used to
‘mainain the three specific water emperaures.
Fish were acclimated during a period of 20
days. Control fanks (=12 fish) were placed
together for each experimental temperature to
‘monitor mortality.

Virus: An isolated IPNV (strain Buhl).
similar to the one obtained by Ortega, et al.
(2002) and supplied by CIESA. was replicated
by inoculation in bottles of S00mL in Chi-
nook salmon embryo cells (CHSE-214) with
90% confluence maintained in (MEM), supple-
‘mented with 100jg/mL of streptomycin. 6Opg/
of penicillin and 2% of (EBS). Once reaching
an extensive cytopathic effect (EPC). the virus
was titered using the microplate method (Reed
& Muench, 1938).

Infection: Fish (average weight of
1.0g20.18 and a length of 3.92cm=0.14) were
exposed during 30 minutes with a viral solu-
tion of 1x10816 TCDLy/mL of MEM (endpoint
dilution assay quantifies the amount of virus
required to kill 50% of infected to produce a
cytopathic effect in 50% of inoculated tissue
culture cells). Afterwards. they were trans-
ferred into three other glass tanks (with water
temperatures at 8, 12 and 16°C). Each tempera-
tute was monitored daily with a thermometer
inserted into each tank. The animals were fed
ad libium (12% of body mass/day) with a
commercial feed for trout (El Pedregal ™). The
water used in each of the glass tanks was chlo-
rinated after the experiment to destroy viruses
(OIE. 2006)

Samples: At days 2. 4, 7. 11, 14 and 21
post infection (dpi). animals from the dif-
ferent tanks were euthanized and spleen and
kidney (u=5) were obtained aseptically and
mixed for viral quantification using microplate
method (Reed, & Muench, 1938). Addition-
ally. kidneys (a=6) with the same infection

‘period were obtained and transferred fo 300uL
of RNA-later (Iavitrogen®) for conservation
for 24h. Afterwards they were stored at -80°C.
until RNA isolation for gene expression studies
could be completed.

Extracting fotal RNA, Retrotranscrip-
tion (RT): Total RNA was extracted from
kidney using the commercial kit (EZN.A™
Total RNAKit . Omega-Biotek) and according
to the manufacturer’s instructions. A sample of
9.4 uL of RNA was incubated using a thermo-
cycler (Labnet Multigene Gradient) at 37°C for
30minutes. and was treated with DNase (Pro-
mega Cat 2M6101), mixed with 1uL of RQL
RNase-Free DNase and 1uL RQ1 DNase 10X
Reaction Buffer per sample. Immediately. 1 uL
of Stop Solution was added. and the samples
were incubated at 65°C for 10 minutes. Imme-
diately. a first mix containing 1uL dNTPs
10mM. 1.64L Oligo dT, .., was added to the
samples, and were incubated at 60°C for 10
‘minutes. Subsequently, a second mix contain-
ing 4 L of M-MLV Reverse Transcriptase SX
Reaction Buffer (Promega M5314). 0.5 uL of
RNasin 40U/ (Promega) and 0.5 iL M-MLV
Reverse Transcriptase 200U/uL (Promega) was
added. and the samples were incubated in a
thermocycler, programmed to complete a cycle
of 42°C for 60 minutes, and finally at 70°C for
10 minutes. The total final volume was 20uL
for each sample. The protocol used was stan-
dardized by the Laboratory of Biotechnology
and Aquatic Pathology. Austral University of
Chile

Real Time PCR (¢RT-PCR): The cDNA
was amplified with a Step One™ Real Time
PCR system Thermal Cycling Block (Applied
Biosystems) using the SYBR®Green method.
PCR amplification was performed in indi-
vidual wells of a 48-well optical plate, mix-
ing 2uL of cDNA, IuL primer Forward,
1uL primer Reverse, 1uL DEPC water and
SuL of SYBR®Green PCR Master Mix
(Cat #4344463), for a final volume of 10uL per
sample. The standard cycling conditions were
50°C for 2 minutes and 95°C for 10 minutes,
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followed by 40 cycles of 95°C for 15 seconds
and 60°C for 1 minute. All samples were ana-
Iyzed in triplicate. The efficiency of the primers
was tested using serial dilutions of a known ini-
tial template (10-10'%) to produce a standard
curve. Relative quantification of the amplified
gene products was calculated by 224 method
(Livak, & Schmittgen, 2001). The housekeep-
ing gene elongation factor 1 alpha (ELF-1(a))
was used as the endogenous reference gene.
Data are expressed as fold difference of mRNA
expression normalized to the housekeeping
gene (ELF-1(a)). relative to the values obtained
for uninfected fry. Specific primer sequences
are documented in Table 1

We performed Pearson's comelation ()
test to determine the strength of association
between viral titer (u=5) and time (dpi). and
viral titer with gene expressions (fold). Analy-
sis of variance (one-way Anova) was used
to evaluate the effect of temperature on the
expression of each gene and Tukey’s test for
multiple comparisons (n=36). We compared
expression between genes at each temperature
(between days post infection) and expression
for each gene between temperatures using
a Student t-tests (u=6). Anderson-Darlington
normality test was used to determine if the
variables were normally distributed. Statisti-
cal analyses were performed using GraphPad
Prism® (GraphPad Software, Chicago. Inc,
USA). The main differences of the group
were considered statistically significant if the
p-value was <0.05

RESULTS

Viral kinetics: At day 2, infected fish
showed the highest viral concentration (3.3
log) TCDI;ymL) (Fig. 1. curve at 8°C).
Besides. 2 negative comrelation between the
viral concentration and time (dpi) (=-0.501)
was found. On the other hand fish exposed at
12°C. showed a positive correlation (r=0.54)
and the virus showed a replication curve of two
phases: a decrease (from day 2 to 7) and an
increase (from day 7 to 14): while fish exposed
at 16°C showed a positive correlation (r=0.412)
with 2 decrease (from day 2 to 4). and an
increase (from day 4 to 14).

B - 5C
- 12
7 - 160
=
g s
2.
2 T S T T T

Days post infection (dpi)

Fig. 1. Changes in viral titer (log TCDISOAmL) from fish
after exposed with IPNV at different temperatures (curve
at $°C, 1=-0.501), (curve at 12°C, r=0.517) and (curve at
16°C. =0.41).

TABLE 1
Primers used for quantitative RT-PCR during the mRNA expression analysis of antiviral genes after experimental
challenge with PNV at different temperatures

Sequence 53"
i@ F

R:5-TTTCCTGATGAGCTCCCATGC-3
SIAL1  F:5-CGGGCCCTGICACTGITC-3
R: 5-GGCATACAGGGTGTCICT3

Ml F: 5-AGCTCAAACGCCTGATGAAG-
ACCCCACTGAAACACACCTG-3"
ELF1(0) ACCCTCCTCTTGGTCGTTTC

TGATGACACCAACAGCAACA3

CCTGCCATGAAACCTTGAGAAGA3"

Product size (30 Gan
108 s
@ NM_ooi24707.1
1w N_oon71901
& NM_o01124339.1

 Sequences to forward (F),reverse (R) are given according to access mumber in Genbank.(GAN) and produc size BCR

bp (ase pais),
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Effect of the temperature on average
gene expression in exposed fish along the
study: On average. expression profile of IFN-
1(a) was significantly highest in fish exposed
at 16°C (Tukey, p=0.0005). while the tem-
peratute did not exert significant effect on
STAT-1 expression average (Tukey. p=0.05)
although. the highest average level expression
was tecorded at 16°C. At 12°C. Mx-1 showed
2 highly significant increase in average level of
expression (Tukey. p<0.0001).

Gene expression at 8°C: The IFN-1(a)
gene expression was lower when compared
with values obtained at 16°C (Fig. 24), but was
higher at days 7 and 21, when compared with
those obtained at 12 and 16°C. STAT-1 showed
a significant up-regulation on day 4 when com-
‘pared with the values registered at 12 and 16°C.
and on day 7 compared with those registered at
12°C (Fig. 2B) (t-student, p<0.05). Besides, on
day 14, 2 down-regulation was registered com-
pared with the values obtained at 12°C. It was
evident that with the increase of viral fiter, the
expression of this gene also increased (=0.91)
The Mx-1 expression profile showed a sig-
nificant up-regulation (~ 21.8 fold) at days 4.
11 and 14 when compared with IFN-1 () and
STAT-1 values (Fig. 3A) (t-student, p<0.05). A
highly positive association between viral titer
values and Mx-1 expression profile (r=0.96)
was observed. The animals showed some
symptoms of IPN disease, however recovered
from the symptoms presented from day 4.

Gene expressions at 12°C: The detected
IFN-1(e) showed lower expression when com-
pared with the values detected at 16°C, but
this transcript was practically inhibited at day
7 (Fig. 2A) (t-student, p<0.001). The STAT-1
expression value on day 7 was significantly
inhibited at 12°C as compared to the values
observed at 8 and 16°C (Fig. 2B) (t-student,
<0.05). Additionally, we observed that the
expression profile of STAT-1 was lower on day
2 and 4 when compared with Mx-1 value, and
completely down-regulated on day 7 (~ 0.020
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ig. 2. Expression level of mRNA befween temperatures
Stom trout &y after challenging with IPNV. (4) IFN-1(@):
(B) STAT.L; and (C) Ms-1 transeript. Data are expressed
as fold difference of mRNA expression normalized to the
housekeeping gene (ELF-1 (4)), relative fo the values
obtained for uninfected fy. Different ltters on the graph
indicate significant difference befween temperatures (ttest,

*p=0.05; ttest, **p=0.00001). Exror bars represent mean =
standard error
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Fig. 3. Expression level of mRNA befueen genes from
frout fy after challenging with IPNV. (4) At §°C; (B) at
12°C; and (C) at 16°C. Data are expressed.as fold difference
of mRNA expression nomalized o the housekeeping
gene (ELF-1 (@), relaive to the values obfained for
ninfected fy. Different letters on the raph indicate
significant ifference between genes (t-test, *p-0.05; est,
*+%p<0.001; test, ***p-0.00001). Error bars represent
‘mean & standard error

fold). Furthermore, we observed that STAT-1
expression profile was lower on days 4 and 14
compared to the value registered for IFN-1(a)
(Fig. 3B) (t-student. p<0.0001). It was also
estimated that with an increase of viral titer.
the profile expression of STAT-1 decreased (=
0.71). At days 2. 4, 7 and 14, Mx-1 transcript
showed the highest value when compared with
the value registered at 8 and 16°C. displaying
significant increasing at days 4 and 14 (Fig
3C) (t-student, p=<0.05). The Mx-1 expression
profile was highest at days 2. 4 and 7 when
compared with IFN-1(c) and STAT-1. showing
2 highly substantial up-regulation of transcript
on day 4 (Fig. 3B) (t-student, p<0.0001) and
day 14 (t-student, p<0.05). We found a negative
cortelation between viral titer and expression
profile of Mx-1 (-=-0.15). Mortality records
began on day 6. All animals died by day 14.
Fish showed typical lesions of IPN disease:
a whirling behavior and intemal and external
sigas, such as darkening. pigmentation. mild to
‘moderate exophthalmia. abdominal distention
and accumulation of ascites.

Gene expression 16°C: On day 2, IFN-
1(a) was increased when compared with the
values obtained at 8°C and 12°C. with signifi-
cant difference (Fig. 24) (t-student, p=0.05).
and showing a highly significant up-regulation
on day 7 (t-student, p<0.001). Additional-
Iy. IFN-1(a) expression observed an increase
when compared with STAT-1 and Mx-1.
except for the last day (Fig. 3C) (t-student.
p<0.00001). Furthermore, we observed that
with an increase of viral titer, the expression
profile of IFN-1() was increased as well
(:=0.42). There was lower expression profile of
STAT-1 on day 4 (Fig. 2B) (t-student, p<0.05)
compared with the value registered at 8°C. and
on day 11 compared with the value registered
at 12°C (t-student. p<0.05). In addition STAT-1
was significantly up-regulated when compared
with TFN-1(a) and Mx-1 on day 21 (Fig. 3C)
(t-student. p=0.05). We found that viral titer
decreased. and the profile expression of STAT-
1 increased (r=-0.76). The mRNA of Mx-1 was.
lower compared with the value registered at
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12°C (Fig. 2C) except on day 11, the time when
it showed a similar value with the data detected
at 8°C. Mx-1 was lower during the experiment
when compared with the value of IFN-1(a).
the latter being highly significant (Fig. 3C)
(t-student, p<0.00001). We observed a negative
corelation between expression profile of Mx-1
and viral titer (r=-0.71). No mortality was pre-
sented in the tanks and fish showed normal dur-
ing experiment. Clinical signs of IPN disease
‘were not presented.

DISCUSSION

‘The temperature influences biological pro-
cesses, mainly for fish immune responses (Pad-
on et al, 2000; Raida, & Buchmann, 2007).
In this study. we analyzed the effect of tem-
perature changes on the expression of antiviral
genes against IPNV.

Moss & Gravell (1969) found that PNV
can optimally replicate at 20°C using FHM and
CHSE-214 cell lines. The same was reported
by Roberts & Dobos (1983) however the viral
‘multiplication results at 20°C were better using
BF-2 cell line (Lepomis machrochirus) (Saiat-
Jean et al. 2003). Our tesults showed viral
replication variations in infected fish in day
2 at different tested temperatures. That was
caused by the innate response displayed against
the virus and not by temperatute alterations. It
‘was observed that the virus can replicate at 4°C
(Wolf. 1966). although the lowest temperatuze
tested was 8°C

Since IFN-1(a) activity was discovered
for the first time in FMH cells infected with
IPNV (Gravell, & Malsberger, 1965), several
authors have demonstrated antivial activity of
cytokine and interferon-induced genes (ISGs)
(Roberts, & Pearson, 2005; Garcia et al., 2011)
against viral infections in teleost. We agreed
with the i virro and in vivo studies (Kinke-
lin, & Dorson, 1973; Eaton, 1990; Robertsen.
2006; Verrier. Langevina, Benmansoura, &
Boudinota, 2011) which described significant
antiviral activity of Mx-1. In our investiga-
tion it was evident that at 8°C the viral titer
observed was down-regulated by an expression

increase of Mx-1 and STAT-1. Additionally,
M1 exerted its antivial activity (Saint-Jean.
& Pérez-Prieto, 2007) from the 4% experi-
mental day. possibly interfering with the viral
proteins transport (Kochs. Reichelt. Danino.
Hinshaw, & Haller, 2005; Wu. Lu, & Chi,
2010). That explains the disappearance of some
IPN symptoms at 8°C.

The results obtained at 12°C drew special
interests depending on the mortality observed.
experimental studies in 60% (Wolf. 1988)
showed high infected salmonids mortality with
IPNV at 12°C but still with 10 explanation.
Our possible explanations focus on the imple-
mentation of viral strategies for the evasion
of the interferon system (Levy, & Garcia,
2001). The first explanation was the significant
decrease in the expression of STAT-L. before
day 11 compared at 8°C and the decrease of
the IFN-1(a) expression during all infection
period compared with 16°C. Possibly on the
first days of the infection, the virus would
block the STAT-1 promoter or exerts a block
in the interferon stimulated response elements
(ISRE) or perhaps an interference in the sig-
naling of IFN-1(a). Additionally. the potential
antiviral actions could be the inferaction of
IPNV with proteins elated to the recognition
of viral components in the cytosol. as RIG-T
and cytoplasmic molecules involved in signal-
ing pathways MAVS (antiviral mitochondrial
signaling protein): TRIF, TRAF3, TRAF6 and
TBKI (Xu et al. 2005; Feng et al. 2011).
Although. an antiviral action against adapter
molecule TICAM-1(a receptor for recognizing
RNA duplex in teleost) for TLR-22 can occur
(Matsuo et al.. 2008). Our second explanation
is a possible antagonistic effect by IPNV in the
process of translation of the Mx-1 protein that
was highest induced in the day 2. 4, 7 and 14
compared to the values obtained at 8°C and
16°C.  Similar results were obtained for the
expression kinetics of Mx-1 (Collet, Boudinot.
Benmansour, & Secombes, 2004). the unique
isoform in trout directly induced by IFN-
1(a) as obtained by Saint-Jean & Pérez-Prieto
(2007) but they injected brown trout (5. rrutta)
with IPNV virulent serotype (Sp) at 13+1°C
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Although in our study Mx-1 after day 7 was not
able to exploit the biological function reported
in CHSE-214 cells (Larsen, Rokenes, & Rob-
ertsen. 2004) and in vivo studies (Saint-Jean, &
Pérez-Prieto. 2007).

Skjesol et al. (2009) have referred and
pointed to VP4 and VPS proteins like IPNV'
virulence factors, however is unknown uatil
‘now. Although, Dobos (1995) found that IPNV.
replicates in the cytoplasm, and virus and pro-
teins never enter the cell nucleus, we believe
that this issue needs fo get the focus. Cellular
localization studies of viral proteins like VP4
and VPS might elucidate these approaches.
Jorgensen et al. (2007) proposed a possible
promoter activation blockage of Mx-1 in the
infection of CHSE-MX10 cells with IPNV at
20°C temperature. In the contrary. at 12°C
we found clinical disease, but the average
gene expression of Mx-1 was significantly
higher compared to the obfained at 8 and 16°C
Clearly the situation in vivo involves different
antiviral and cellular mechanisms.

The protector effect of IFN-1(a) in fish
exposed to 16°C during first day of infection,
possibly inhibited viral replication (Kinkelin, &
Dorson. 1973). Dios et al. (2010), stimulating
larvac of zebra fish (Danio rerio) with Poly-IC
observed an inhibition in the expression profile
of Mx at 15°C. Same results were obtained
at 16°C in rainbow trout fry. Although, the
expression inhibition of Mx observed by Dios
et al. (2010) occurred at a low physiological
temperatuse of a tropical fish (Danio rerio), as
a contrary o our work which shows inhibition
of Mx at a maximum physiological temperature
(16°C). Therefore. the extreme temperature
values for each species are critical physiologi-
cal points to consider for interferon system
immune response genes. Our results support
that the expression of IFN-1(a). STAT-1 and
Mx-1 are physiologically modulated by water
temperature, directly influencing the develop-
‘ment of IPN disease.
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RESUMEN

Efecto de I temperatura sobre Ia expresion de
genes IFN-1(@), STAT1 y Mx-1 en alevines de frucha
arcoiris Oncorinchus mykiss (Salmoniformes: Salmo-
nidac) expuestos al el virus de Ia necrosis pancreitica
infecciosa (IPNV). EI virus de la necrosis pancredtica
infecciosa (IPNV) es el agente ctiologico de una enferme.-
dad aguda bien caracterizada en salménidos alrededor del
‘mundo. Los signos clinicos y a tasa de mortalidad depen-
den de varios factores tales como la dosis viral, la edad
del pez y la temperatura del agua, entre ofros. Un estudio
experimental se llevé a cabo para medir el efecto de la tem-
peratuza sobre el perfil de expresicn génica de IFN-1(@).
STAT-1 y Ms-I en alevines de trucha arcoiris expuestos
conTPNV. Los alevines (=195) feron expuestos a8, 12y
16°C. y s tomaron muestras durante 21 dias para determi-
mar el it viral y la expresién génica. En los primeros 11
dias el mayor itulo viral se registzo a §°C en comparacion
con 12y 16. A §°C, existié un incremento siguificativo en
el dia 4 del ARNm de M1 (test, p=0.05), momento en
que el titulo viral empezs a dismimuir. Ademis conforme
el titulo viral sumentaba, también STAT-1 y Ms-1 aumen-
taron (0.91) y (—0.96) respectivamente. Los animales
fueron capaces de recuperarse desde el dia 4 de algumos de
los sintomas de IPN. La enfermedad clinica se desarrllo
nicamente en peces expuestos a 12°C y todos murieron
entre el dia 6 y 14, 2 pesar del incremento altamente sig-
nificativo mostrado en el nivel promedio de expresicn de
M1 2 12°C, comparados conlos valores egistrados a8y
16°C (Tukey, p-0.0001). Ademis los perfiles de expresién
de IFN-1(a) y STAT-1 decrecieron el dia 7 completamente
(-0.016) y (-0020) veces, respectivamente. El nivel de
expresién promedio mis alto de TFN-1(a) se registtd
16°C (Tukey, p-0.0005). Los alevines expuestos 2 16°C se.
‘mostraron nommales duante el experimento. IFN-1(a) posi-
blemente generd un efecto protector desde el dia 2 cuando
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‘mostzs un aumento significativo en comparacion con los
resultados 2 8 y 12°C (tstudent, p-0.0001); sin embargo,
STAT-1 no fue afectado de manera significativa por Ia tem.-
‘peratura, aunque el mis alto valor de expresion promedio
se registro a 16°C. Nuestra investigacion confimma que la
expresién de genes relevantes e respuesta antiviral como.
IFN-1(@), STAT-1 y Ms-1 son fisiolsgicamente modulados
por Ia temperatura del agua, influyendo directamente en
el desarrollo de Ia enfermedad de IPN en frucka arcoiris.

Palabras clave: IPNV, temperatura, trucha arcoiris, alevi-
nes, 15Gs, PCR tiempo- real, mortalidad.
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