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SUMMARY

The infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) is one of the main causes of economic losses in salmon farms. Its temporal expression and the
characteristics of its components have been described in many studies, however, the role of proteins in viral pathogenesis has not been completely
determined. The aim of this review is to detail the processes that allow the establishment of a virus-cell relationship, replication and dissemination
of the infection, highlighting the role of the viral components in such mechanisms and the effect of their variability on viral virulence. The molecular
mechanisms that characterize Birnaviruses in relation to their replication, translation and maturity are also described. The host response and defense
mechanisms against viral infection are mentioned, highlighting the importance of the non-specific immunity through stimulating the synthesis of
antiviral proteins via interferon, and the importance of apoptosis as a defense mechanism that can be modulated by the virus’ proteins. Also, the role
of viral and cell factors on the development of the carrier stage, which is considered one of the most important aspects in the dissemination of IPNV,

is described.
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INTRODUCCION

El virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPNV)
es el agente etioldgico de una enfermedad de distribu-
cién mundial que provoca severas pérdidas econdmicas
en varias especies de peces, principalmente en salménidos
jovenes. Los animales que sobreviven a la enfermedad
clinica y los infectados después de los 6 meses de edad
se convierten en portadores asintomadticos, representan-
do riesgo a la salmonicultura y el medio ambiente (Wolf
1988, OIE 2005). El desarrollo y resultado final de la in-
feccion es influido por factores que dependen del virus y
del hospedero, los cuales a su vez son afectados por el
ambiente (Rodriguez y col 2003); por consiguiente, para
comprender los mecanismos que facilitan el establecimien-
to y la evolucién de la infeccién es importante considerar
no solo las propiedades del virus, sino también aquellos
elementos del hospedero que median la interaccion ini-
cial entre virus y célula y que determinan que una infec-
cién sea o no sea productiva en especies susceptibles.

La virulencia, que es la habilidad relativa del agente
patégeno para causar enfermedad, es una manifestacion
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de la interaccion entre los efectos adversos producidos por
componentes del virus y los mecanismos de defensa desa-
rrollados por las células para tratar de eliminar la infec-
cién; sin embargo, el resultado de tal interaccion siempre
es determinado por el virus a través de sus factores de
virulencia, funcién que puede ser ejercida por cualquier
componente de la particula viral (Lyles 2000). Las dife-
rencias en el nivel de virulencia observadas entre distintas
cepas de IPNV han sido atribuidas a su variacién genética
(Dobos 1995a), y con la propiedad del virus para modifi-
car las vias de sefalizacion celular a través de las protei-
nas virales codificadas por su segmento A, capaces de
manipular la maquinaria celular para facilitar la sintesis
viral y evadir la respuesta de defensa (Hong y col 1999,
Larsen y col 2004). En este sentido, las proteinas virales
consideradas como los principales factores de virulencia
de IPNV son la VP2, componente de la cubierta externa
de la cédpside viral que participa en el reconocimiento del
virus a las células; la protefna VPS5 de funcién no conclu-
yente, dado que se ha observado no ser necesaria para es-
tablecer la infeccion y la multiplicacion viral, pero con
actividad antiapoptética que aparentemente no tiene rela-
cion en el establecimiento del estado portador. Reciente-
mente, se ha informado que la sobreexpresién de la pro-
tefna VP3 induce apoptosis en células de cultivo, pero es
dificil de detectar en una infeccion con particulas virales
completas. En cambio, VP4 y VP1 no se han asociado con
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efectos adversos a nivel celular, pero proteinas de activi-
dad similar en otros virus si se han observado con impli-
cancia en la patogenicidad de las cepas (Lyles 2000, Liu
y Vakharia 2004, Nanda y Baron 2006).

Durante el proceso de infeccion, el hospedero expre-
sa una variada respuesta encaminada a tratar de impedir
la infeccidn o diseminacion del agente. Para esto, el sis-
tema de defensa inespecifico es el mds importante como
medida de proteccidn para los peces y, dentro de éste, el
sistema interferén (IFN) es una de las primeras lineas de
defensa a la infeccion viral a través de inducir la sintesis
de proteinas que tienen actividad antiviral; en el caso de
IPNV, la proteina MxI y la proteina kinasa dependiente
de RNA doble hebra (PKR) han demostrado tener activi-
dad antiviral (Robertsen 2005). Sin embargo, se ha in-
formado que algunos virus pueden inhibir o0 modular la
respuesta antiviral ejercida por IFN (Lyles 2000, Nanda
y Baron 2006), lo cual también es supuesto para IPNV
(Rodriguez y col 2003), pero no ha sido evaluado.

IPNV presenta alta variabilidad antigénica y
genotipica, caracteristicas que influyen en la interaccién
virus-célula, la virulencia y el desarrollo del estado por-
tador; sin embargo, los mecanismos involucrados en di-
chos procesos no estdn plenamente determinados
(Rodriguez y col 2003). Algunas de las posibles causas
de la variabilidad y los mecanismos que facilitan la in-
feccion han sido parcialmente determinados en cultivos
de células inoculadas con el virus, o bien se han relacio-
nado a partir de procesos observados en modelos de in-
feccion con el Avibirnavirus de la bursitis infecciosa
(IBDV) de aves (Coulibaly y col 2005, Santi y col 2005a
y 2005b). Debido a las diferencias existentes en las ca-
racteristicas del agente, la fisiologia de los animales y
las condiciones ambientales en que viven, se hace ne-
cesario generar un conocimiento dirigido a identificar
estos mecanismos en organismos acudticos, que permita
comprender los procesos celulares involucrados en el
desarrollo de la enfermedad y con ello establecer mejo-
res estrategias para su manejo o evitar su ocurrencia. En
la presente revision bibliografica se hace una aproxima-
cién de los mecanismos utilizados por IPNV para esta-
blecer una infeccién y lograr su multiplicacién, la parti-
cipacion de las células en estos procesos y los mecanismos
de defensa del huésped.

LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA

La necrosis pancredtica infecciosa (IPN) es una en-
fermedad sistémica aguda y contagiosa que afecta a va-
rias especies de salmonidos jovenes menores a 1.500 gra-
dos dia; la enfermedad clinica también puede observarse
en salmon del Atlantico (Salmo salar) en etapa de post-
smolt (Stangelan y col 1996, Roberts y Pearson 2005) y
en otras especies de peces (Novoa y col 1995, Chou y
col 1999, Rodriguez y col 2003). IPN es la enfermedad
de etiologia viral de peces de mayor distribucién mun-

dial (OIE 2005); reconocida como la de mayor impacto
en el cultivo de salménidos en la Unién Europea y No-
ruega (Roberts y Pearson 2005, Smail y col 2006) y otros
paises importantes en el cultivo de salménidos. Oceania
es considerada la tinica regién libre (OIE 2005).

IPNV penetra a través de branquias y la boca, o pa-
sando también por los poros sensoriales del sistema de la
linea lateral (Wolf 1988, Novoa y col 1995, Chou y col
1999). La transmision vertical se ha comprobado en tru-
cha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y trucha café (Sal-
mo trutta); en otras especies se han observado casos
asociados a ovas o fluidos sexuales infectados, que pro-
bablemente correspondan a una infeccién vertical por
contaminacién externa (Reno 1999). Se ha propuesto que
la infeccidn vertical también esté asociada a la concen-
tracion de particulas virales (Rodriguez y col 2003). Des-
pués de un periodo de viremia no detectable, aproxima-
damente al cuarto dia postinfeccién (pi) se observan dreas
de necrosis en pancreas exocrino y otros 6rganos (Reno
1999); no obstante, la distribucion viral puede ser varia-
ble en los distintos 6rganos. Eléouet y col (2001) obser-
varon que el virus podria ser encontrado en varios 6rga-
nos a excepcion del pancreas, lo que puede estar asociado
a un distinto nivel de tropismo tisular que presenten di-
ferentes aislados virales.

Durante la enfermedad clinica, la mortalidad es
inversamente proporcional a la edad de los animales afec-
tados (Wolf 1988). El cuadro clinico mds caracteristico
se presenta en la trucha arco iris, trucha de arroyo, tru-
cha café, salmén del Atlantico y varias especies de sal-
mon del Pacifico (Roberts y Pearson 2005). En crias que
han completado en forma normal la primera alimenta-
cidn el brote suele ser menos explosivo, pudiendo alcan-
zar pérdidas del 70% o mds en un periodo de dos meses.
Las pérdidas en animales mds grandes pueden ser de en-
tre el 10y 20% (Roberts y Pearson 2005).

Las lesiones histoldgicas en crias son indicativas de
infeccién viral aguda, con extensa y progresiva destruc-
cién de células acinares pancredticas, escaso infiltrado
inflamatorio; el tejido endocrino y células adiposas cir-
cundantes se presentan normales o con escasa necrosis
(McKnight y Roberts 1976, Wolf 1988). En estémago e
intestino anterior se producen procesos variables de de-
generacion y necrosis (Smail y col 2006), desprendimien-
to de mucosa (enteritis catarral) hacia el lumen intesti-
nal, en donde se pueden observar células epiteliales con
citoplasma hialino eosinofilico e hinchadas, con nicleo
generalmente fragmentado, formando actimulos de ma-
terial basofilico, distribuido en periferia celular, indica-
tivas de un proceso de apoptosis (células McKnight)
(McKnight y Roberts 1976). En higado es posible en-
contrar dreas de necrosis focal o generalizada, las cuales
suelen ser severas en salmoén, mientras que en trucha arco
iris son mds moderadas o poco significativas (Roberts y
Pearson 2005). También se observa degeneracién y
necrosis hematopoyética renal en distinto grado.



CARACTERISTICAS GENERALES DEL VIRUS
DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA

El virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPNV),
miembro del género Aquabirnaviridae es el virus prototi-
po de la familia Birnaviridae (Dobos 1995a). Fue aislado
por primera vez en 1957 de la trucha de arroyo (Salvelinus
fontinalis) en Norteamérica (Wolf 1988) y ha sido consi-
derado un agente infeccioso de riesgo en el cultivo de
salménidos; sin embargo, también causa enfermedad en
otras especies de peces y ha sido aislado de peces,
moluscos y crustidceos de agua dulce y salada de varias
partes del mundo (Wolf 1988, Reno 1999, OIE 2005).

El genoma de la particula viral madura consiste de
dos segmentos (A y B) de RNA de doble hebra (dsRNA),
contenidos dentro de una cdpside icosahédrica sin en-
voltura de 60 nm de didmetro. El segmento A presenta
dos marcos de lectura abiertos (ORF [open reading
frame]); en un ORF mayor codifica una poliproteina (pp)
precursora de 106-kDa, que es cotraduccionalmente
escindida por la proteasa viral (VP4) para generar las
proteinas mayores de la cdpside: pVP2, VP3 y la propia
VP4 (Duncan y col 1987). Durante la maduracién viral,
la pVP2 de 62-kDa es escindida a VP2 (54 kDa) (Villa-
nueva y col 2004, Song y col 2005), que en esta forma es
la principal proteina de la cdpside viral, a la cual se diri-
gen los anticuerpos neutralizantes tipo especificos, y tam-
bién actda como la proteina de unién a las células
(Granzow y col 1997). VP3 es una proteina interna de la
cépside y es actor fundamental del ensamblaje de la par-
ticula viral; su extremo C-terminal, rico en aminoacidos
basicos, se une al RNA viral formando la estructura core
de ribonucleoproteina (Maraver y col 2003). EI ORF
menor del segmento A, precede al ORF mayor y lo sola-
pa parcialmente en su extremo aminoterminal, codifica
una proteina no estructural de 17 kDa, rica en arginina
conocida como VPS5 (Santi y col 2005a). Esta proteina
de funcién poco clara es detectada sélo en células infec-
tadas y es sintetizada en pequefia cantidad en la fase ini-
cial de la multiplicacién viral (Dobos 1995a).

El segmento B de IPNV codifica s6lo una proteina
de 94 kDa, conocida como VP1, que en el virién se en-
cuentra en forma de polipéptido libre o covalentemente
unida al extremo 5’ de ambos segmentos del RNA
gendmico (VPg) (Song y col 2005); actia como RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRp), con funcién de
partidor y polimerasa para la trascripcién o sintesis de
mRNA y para la multiplicacién, participando también
en el ensamblaje de la particula viral (Maraver y col
2003).

LA RELACION VIRUS-CELULA
Adhesion viral. En células susceptibles, el virus se ad-

hiere en forma especifica e inespecifica a polipéptidos
de una masa molecular de 100 a 200 kDa de la membra-

IPNV, INFECCION, VIRUS, VIRULENCIA

na plasmadtica celular (Dobos 1995a), los cuales podrian
actuar como receptores del virus (Kuznar y col 1995).
Las particulas virales saturan estos sitios de unién de la
membrana después de 2 a 3 horas de incubacion a 4°C a
través de la proteina viral de adhesién VP2 (Dobos
1995a). Esta interaccion favorece el ingreso del virus por
endocitosis al igual que en otros virus sin envoltura
(Granzow vy col 1997, Kuznar y col 1995, Imajoh y col
2003). Kuznar y col (1995) calcularon que la membrana
de células CHSE-214 (Chinook salmon embryo) presen-
ta sitios de unién que pueden reclutar a 6.000 viriones y
que s6lo un 25% de estos sitios hacen unién especifica
con particulas virales, y luego de 20 a 30 minutos de
incubacién permiten el ingreso del virus a compartimen-
tos endosémicos para adentrarse al citosol. En este paso,
los anticuerpos neutralizantes s6lo protegen si estan pre-
sentes (Park y Reno 2003) en los primeros 20 minutos de
la infeccién, tiempo que tarda el virus en ingresar a la
célula (Kuznar y col 1995).

La naturaleza de los receptores de Aquabirnavirus es
incierta. Debido a que IPNV y Birnavirus marinos
(MABYV) afectan a un amplio niimero de huéspedes, se
ha propuesto que estos agentes podrian utilizar recepto-
res celulares de caracteristicas comunes entre las distin-
tas especies, o0 bien que estos virus utilicen multiples re-
ceptores para adherirse a la célula (Imajoh y col 2003).
Por ejemplo, el virus de la hepatitis C humana utiliza al
menos dos receptores que median su ingreso a los
hepatocitos. Imajoh y col (2003) observaron que luego
de 30 minutos de absorcién los MABYV se unen de forma
especifica a una proteina de aproximadamente 250 kDa
presente en células CHSE-214, RSBK-2 (Red sea bream
kidney), FHM (Fathead minnow) y EPC (Epithelioma
papulosum cyprini). Sin embargo, luego de 30 a 60 mi-
nutos pi se observan vesiculas con particulas virales en
el citoplasma de las células a través de microscopia elec-
trénica, a excepcion en células EPC. Lo anterior sugiere
que la proteina de 250 kDa identificada es una
macromolécula comin de la membrana de las células
utilizadas, que seria el principal receptor en la adsorcién
de MABYV, pero insuficiente para la penetracién en la
linea EPC, requiriendo entonces un correceptor que pro-
bablemente estd presente en las otras tres lineas de célu-
las. Este mecanismo se ha observado en la infeccién por
el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1),
que usa antigenos de superficie celular CD4 como sitios
de adsorcidn, utilizando otro receptor para la penetra-
cidn viral.

Endocitosis viral. La adhesion especifica de la particu-
la viral a los receptores celulares permite su endocitosis.
Treinta minutos después de la adsorcion, el virus se in-
terna dentro de compartimentos vesiculares endoso-
males periféricos de pH acido (Kuznar y col 1995) o
vesiculas cubiertas por clatrina, y luego el 4cido nucleico
viral es liberado desde el endosoma al citosol. Algunos
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estudios sugieren que la acidificacién gradual del pH
endosomal es necesaria para permitir la entrada y libe-
racion del virus al citoplasma (Kuznar y col 1995). Sin
embargo, Cohen (1975), en ensayos de infeccion, de-
mostré que la RdRp asociada al virion es activa sin nin-
glin pretratamiento proteolitico previo del virus, por lo
que no seria necesaria la pérdida del recubrimiento viral
para que el virus pueda ingresar y multiplicarse en las
células infectadas. Asimismo, Espinoza y Kuznar (1997)
observaron que la inhibicién de la acidificacién
endosomal en células CHSE-214 no afecta la multipli-
cacion de IPNV y que, por tanto, el pH endosomal no
influye en el proceso de entrada al citoplasma celular.
Rodriguez y col (2003) sugieren que el pH 4cido
endosomal podria tener funciéon dual durante la infec-
cién, por un lado induciendo cambios en la estructura
del viriéon (denudamiento) y, por otro, aportar el
gradiente de pH necesario como fuente energética para
la translocacion viral desde el endosoma o la superficie
celular hacia el citosol. Por lo tanto, los resultados con-
tradictorios en torno al papel del pH endosomal sobre
la capacidad de replicacion de IPNV sugieren que otros
complejos de interaccién virus-célula por identificar
pueden participar en los eventos tempranos del ciclo de
la infeccién viral (Espinoza y Kuznar 1997).

MULTIPLICACION VIRAL

A una temperatura de incubacion de 20° a 24°C, IPNV
se multiplica rutinariamente in vitro en varias lineas de
células establecidas (Moss y Gravell 1969), con mejores
resultados de multiplicacion y aislamiento en células BF-2
(Bluegill fry) y CHSE-214 (Rodriguez y col 2003). La
multiplicacién se realiza en el citoplasma celular; el vi-
rus y protefnas nunca ingresan al nicleo celular (Dobos
1995a). A 22°C de incubacién en 16 a 20 horas postin-
feccion (hpi) ocurre un ciclo simple de multiplicacion,
manifestando un caracteristico efecto citopatico (CPE),
asociado a la pérdida de la integridad de células y del
tejido, que termina en destruccién celular (Moss y Gravell
1969, Dobos 1977, Kuznar y col 1995, Hjalmarsson y
Everitt 1999) y consecuente liberacién de las particulas
virales en cantidad variable, dependiendo de condicio-
nes de incubacién y células utilizadas, 10° a 107 PFU/
ml en células RTG-2 (Rainbow trout gonad) o 2-5x108
en cultivos de células CHSE-214 (Dobos 1995a). En
volumen, la produccién de virus es aproximadamente
de 0,1 20,2 mg de virus por 10° células, correspondien-
te a 1.000-2.000 particulas virales por célula, cantidad
baja en relacién a la sintesis de reovirus con 30 mg/10°
células (Dobos 1977).

Los procesos sufridos por los Birnavirus después de
la endocitosis y los previos al inicio de la transcripcion
no son totalmente conocidos. Estudios in vitro demues-
tran que VP1 actia como partidor y RdRp para que IPNV
realice una transcripcion semiconservativa asimétrica,
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sintetizando un RNA de hebra simple (ssRNA), corres-
pondiente al mRNA viral 24S (Dobos 1995a, Dobos
1995b). Las moléculas precursoras de la transcripcion
son capaces de alcanzar y activar las particulas virales
maduras y los complejos de transcripcion a través de la
cubierta de la cdpside e iniciar la transcripcién, sin pre-
tratamiento proteolitico o degradacidn del virién (Cohen
1975, Espinoza y Kuznar 1997).

La sintesis temporal de IPNV y sus macromoléculas
ha sido determinada; no obstante, poco se sabe acerca de
las estructuras implicadas en el ensamble y la multipli-
cacién virales (Espinoza y col 2000). Luego de la
adsorcidn, en 2 a 4 hpi se detecta en el medio de cultivo
un transcrito intermedio de mRNA viral especifico de
un coeficiente de sedimentacién de 14 a 16S y un ssRNA
de 24S correspondiente al mRNA; entre 4 a 6 hpi puede
identificarse la progenie viral con dsRNA, lo mismo que
polipéptidos y proteinas virales en proporciones simila-
res (Dobos 1995a, Espinoza y col 2000). El nivel méaxi-
mo de sintesis del RNA gendmico viral en células infec-
tadas se alcanza entre 8 a 10 hpi, correlacionado con la
deteccién del genoma dsRNA. Después de 14 a 16 hpi
la sintesis de RNA viral disminuye.

Durante la multiplicacién viral temprana las particu-
las virales se observan en el citoplasma de células infec-
tadas sin mostrar asociacién particular con elementos
celulares (Espinoza y col 2000). Investigando la distri-
bucién subcelular y temporal de las proteinas VP3 'y VP2
en células CHSE-214, Espinoza y col (2000) encontra-
ron que a 6 hpi las proteinas estructurales aparecen dis-
tribuidas en el citoplasma con mayor expresion a las 8
hpi. Posteriormente, en la etapa tardia de la infeccién
(10 a 12 hpi) se observan acimulos de VP2 en localiza-
cidén perinuclear, formando pseudocristales y agregados
de estructura tubular, que podrian corresponder a zonas
de ensamble de las particulas virales. Estos aglomerados
Unicamente reaccionaron a anticuerpos anti-VP2, lo que
sugiere que podrian estar formados sélo por VP2; no
obstante, también es posible que pudiesen ser agregados
compuestos de VP2 asociada a VP3 y RNA, y que la
negatividad al anticuerpo anti-VP3 se deba a que VP3
esté oculta al anticuerpo entre formas procesadas o no
procesadas de VP2 (Espinoza y col 2000). Algunas célu-
las también muestran particulas maduras individuales
dispersas en el citoplasma, lo que sugiere que los agre-
gados también podrian ser dreas de acumulacién y no de
ensamble, y que la formacién de complejos de VP3-RNA
observados entre 8 y 10 hpi podrian corresponder a los
inicios de la morfogénesis viral (Hjalmarsson y Everitt
1999). Moss y Gravell (1969) también observaron que
en la etapa tardia de la infeccién los viriones maduros
parecen estar asociados a estructuras tubulares delgadas
de naturaleza desconocida y didmetro similar a las par-
ticulas virales que pudieran corresponder a formas virales
aberrantes originadas por errores durante la replicacion
viral (Dobos y col 1995a; Rodriguez y col 2003).



TRADUCCION VIRAL

El mRNA de IPNV carece de estructura CAP en su
extremo 5°; el virus utiliza un mecanismo de inicio de la
traduccion mediado por sitios internos de entrada al
ribosoma (IRES) presentes en su extremo 5’-no traduci-
ble (5’-UTR) al que VPI se encuentra unido en forma
covalente. En IBDV y otros Birnavirus se sugiere que el
inicio de la traduccidn se favorece porque VPg unido al
mRNA interactda con el factor de inicio de la traduccién
elF4A y realiza la funcién que los factores elF4E y elF4G
desempefian en la traduccion dependiente de CAP; asi
VPg une a elF4A al extremo 5’ del mRNA viral, posi-
cionandolo en una estructura secundaria del mRNA des-
enrollado que sirve como plataforma al complejo de
preiniciacién 43S que se une al mRNA, posiblemente
por apareamiento de bases entre el sitio de unién putati-
vo del rRNA 18S (una secuencia de consenso de 32
nucledtidos presente en ambos segmentos de IBDV) y
su complementaria en la unidad ribosomal 40S (Dobos
1995b).

MADURACION VIRAL

Durante la multiplicacién viral en células RTG-2 se
liberan virus completamente ensamblados junto con ba-
jas cantidades de mondmeros libres de VP3, hetero-
dimeros VP2-VP3, agregados de pVP2 y RNA asociado
a VP3; sin embargo, sélo las particulas virales comple-
tas son infecciosas (Villanueva y col 2004), mientras que
los complejos VP3-RNA no son infecciosos por carecer
de suficiente cantidad de VP1 (Hjalmarsson y Everitt
1999; Espinoza y col 2000).

Villanueva y col (2004) observaron que durante un
ciclo simple de infeccién de IPNV en células CHSE-214
es posible identificar dos tipos de particulas virales dife-
rentes, a pesar de que ambas tienen la tipica forma
icosahédrica, los dos segmentos de dsSRNA y todos los
polipéptidos de las proteinas estructurales. A las 8 hpi se
detecta la particula primaria o provirién de 662 nm de
didmetro que corresponde a las formas precursoras
inmaduras e incompletamente ensambladas del virus. Esta
particula, carente de capacidad infectiva, es detectada si-
multdneamente con el RNA de doble hebra y continda
generdndose mds alld de las 18 hpi; esto sugiere que el
ensamble del virus se inicia tan pronto como la replicacién
del dsRNA comienza en la célula. Luego de 3 a 4 horas
(12 hpi) el provirién madura convirtiéndose en virién,
compuesto por una cdpside de proteinas maduras; esta
particula provista de infectividad reduce su didmetro a
60 nm como parte de los cambios coordinados para ad-
quirir una forma compacta y la capacidad infectiva.

Desde el punto de vista bioquimico, el provirion pre-
senta una composicién de 30% de VP2 y 27% de VP3,
contra un 35% de VP2 y 30% de VP3 del virién maduro;
esta maduracion que aporta capacidad infecciosa y esta-
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bilidad al virién es resultado de cortes proteoliticos post-
ensamble de las proteinas precursoras de la cdpside
(Duncan y col 1987, Dobos 1995a). Los proviriones,
compuestos de proteinas virales maduras y precursoras
(poliproteina y pVP2) son ldbiles a productos de activi-
dad antiproteasa, lo que indica que la maduracién
proteolitica a través del corte de pVP2 a VP2 por parte
de la VP4 NS es necesaria para alcanzar la estabilidad
del virién. El radio de las proteinas pVP2/VP2 existen-
tes en la particula determinan su nivel de maduracién
(Villanuevay col 2004); sin embargo, en cultivos in vitro
principalmente se observa la forma inmadura pVP2, que
sugiere que la maduracién también podria requerir la
accion de proteasas celulares, no s6lo participacién de
VP4 (Dobos 1995a).

La maduracién postensamble de pVP2 es un proceso
comun en la morfogénesis de los Birnaviridae, siendo
de gran importancia, ya que laregiéon C-terminal de pVP2
escindida durante la maduracién de la capside se ha im-
plicado en el control de la interaccion de las subunidades
y la flexibilidad durante el ensamble de las proteinas
virales de IBDV. VP2 y VP3 forman parte de la cipside
viral, formando las capas externa e interna respectiva-
mente (Maraver y col 2003); en el inicio del ensamblaje
de la particula viral, VP1 forma complejos de unién con
VP3 formando el core de ribonucleoproteina, esta
interaccion es favorecida dado que en su extremo C-ter-
minal VP3 es rica en aminodcidos basicos que muestran
gran afinidad por el RNA (Persson y Macdonald 1982).

PATOLOGIA DE IPNV A NIVEL CELULAR

La patogénesis de la infeccién con el virus de la
necrosis pancredtica infecciosa (IPN'V) no es bien cono-
cida, y aun cuando los marcadores de virulencia no estdn
plenamente determinados, se ha propuesto que la
patogenicidad y virulencia se relaciona con la propiedad
del virus para modificar las vias normales de senaliza-
cidn celular (hipétesis de redireccion de la sefializacion)
a través de las proteinas virales capaces de desarrollar
actividad de protefnas kinasa, que manipulan la maqui-
naria celular para favorecer la transcripcion, traduccién
y multiplicacién virales. Cuando el virion se liga a sus
receptores y correceptores en la membrana celular, se
desencadena una serie de sefiales a través de cascadas de
fosforilacién y defosforilacidn, ya sea para inhibir la ex-
presion de genes que participan en el mecanismo de de-
fensa celular, como es la via de interferén (Lyles 2000),
o bien para reprimir el mecanismo de muerte celular por
apoptosis que permita realizar la multiplicacién viral,
hasta que finalmente la célula huésped muere, con la
consecuente liberacion de las particulas virales infeccio-
sas (Hong y col 1999, Hong y Wu 2002).

Efecto de IPNV en la sintesis de DNA y de proteinas ce-
lulares. La infeccion por IPNV disminuye la sintesis de
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DNA y de proteinas celulares. Lothrop y Nicholson
(1974) informaron que durante la infeccidon de células
RTG-2 con IPNV la inhibicién de la sintesis del DNA
celular se inicia entre 4 y 5 hpi, alcanzando un 85% de
inhibicién entre las 9 y 10 hpi. Al parecer, la inhibicién
no se debe a la accion de algtin componente estructural
del viridn, siendo necesaria la presencia de virus activo,
ya que células permanentemente infectadas con particu-
las defectivas interferentes (DI) no muestran disminu-
cién en la sintesis de DNA. En el mismo estudio también
se observé que aun cuando la sintesis puede ser inhibida
hasta en un 90%, el DNA no es degradado, por lo que las
nuevas cadenas pueden realizar la polimerizacién, aun-
que a menor nivel.

El mecanismo propuesto para la inhibicién de la
polimerizacién del DNA celular es que durante la infec-
cién, IPNV, al igual que los reovirus, disminuye los si-
tios activos del cromosoma para el inicio de la sintesis
de DNA, pero no inhibe a las células iniciadas en la fase
S temprana del ciclo celular, en las cuales la sintesis se
realiza normalmente junto con la sintesis del mRNA viral
(Dobos 1995a), por lo tanto, la inhibicién especifica de
la sintesis del DNA s6lo interfiere el inicio de sintesis en
nuevas cadenas (Lothrop y Nicholson 1974).

NECROSIS - APOPTOSIS

La apoptosis o muerte celular programada es un me-
canismo de defensa a favor del huésped, intentando cor-
tar el ciclo de infeccidn y prevenir que las células veci-
nas se infecten; este proceso puede ser inducido por varios
estimulos, incluyendo las infecciones virales. En el caso
de IPNV, la apoptosis se ha observado en infecciones in
vitro e in vivo tanto en infecciones agudas como también
en animales portadores, y en distintos tejidos animales
(Imajoh y col 2005, Roberts y Pearson 2005); no obstan-
te, Eléouet y col (2001) observaron que el pancreas, or-
gano blanco de IPNV, no presenta apoptosis durante un
proceso infeccioso. Hong y col (1998) establecen que en
la infeccidon de células CHSE-214, el CPE observado ini-
cialmente es ocasionado por un proceso de apoptosis y
que la necrosis posterior es consecuencia de un proceso
postapoptético; trabajos posteriores relacionaron el CPE
como dafio postapoptético (Santi y col 2005b). Sin em-
bargo, Espinoza y col (2005) demuestran que la necrosis
raramente es precedida por apoptosis y que durante el
ciclo de infeccion el porcentaje de células en apoptosis
nunca es mayor que el de células necréticas. Es de desta-
car que células positivas a la presencia de antigeno viral
han sido negativas a la manifestacién de apoptosis
(Eléouet y col 2001, Rgnneseth y col 2006, Smail y col
2006), haciéndose necesario profundizar en este tema,
tomando en cuenta otras variables, como las diferencias
en distintos huéspedes y tipos de tejidos analizados, asi
como las cepas virales, ya que al parecer la apoptosis no
es el principal mecanismo responsable de la muerte
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celular durante la infeccion por IPNV (Eléouet y col
2001). Joseph y col (2004) en un modelo de infeccién in
vitro con el virus de la anemia infecciosa del salmén ob-
servaron que la presentacién de la apoptosis es depen-
diente de las células utilizadas.

IPNV induce muerte celular por represion del gen del
factor de sobrevivencia Mcl-1, miembro de la familia de
proteinas intracelulares Bcl-2 que son moléculas pro y
antiapoptosis (Hong y col 1998, Hong y col 1999). Se
sugiere que las proteinas virales podrian estar relaciona-
das de forma directa o indirecta en este proceso; sin em-
bargo, el mecanismo responsable atin no es claro (Hong
y col 1999). La proteina VP5 de IPNV presenta domi-
nios de homologia a las proteinas antiapoptéticas tipo
Bcl-2 (vBcl-2s) y podria ser utilizada por el virus como
un mecanismo para evadir la respuesta de defensa de la
célula huésped sobre todo al inicio de la infeccién, impi-
diendo la apoptosis para que las particulas virales madu-
ren y adquieran infectividad, algo que se ha considerado
como un factor de virulencia del virus (Santi y col 2004,
Santi y col 2005b).

Al parecer en la batalla virus-hospedero, la célula
en un intento por contrarrestar al virus responde indu-
ciendo apoptosis (Santi y col 2005a). En contraste, el
virus tratard de producir la mayor progenie posible
liberdndola de la célula infectada a través de la lisis
celular (Lyles 2000). Por tanto, el resultado de la infec-
cién podria depender de la habilidad del hospedero para
montar una respuesta apoptotica; esto podria explicar
las diferencias de susceptibilidad y manifestaciones en
diferentes tejidos, diferencias también observadas en
peces de edad diferente. Si la respuesta antiviral
(apoptdtica) es baja, el virus podrd replicarse en alto
porcentaje liberando altos titulos de progenie causando
lisis y necrosis final, como suele observarse en casos
de IPN aguda con extensas dreas de necrosis pancredtica
y hepdtica en crias de salménidos. Cuando el balance
es a favor del hospedero se desarrollard un proceso de
apoptosis en la etapa inicial de la infeccién, limitando
la produccion y diseminacién viral (Rgnneseth y col
2006, Smail y col 2006).

FACTORES DE VIRULENCIA

Existen dos serogrupos de IPNV, el serogrupo A in-
cluye 9 serotipos patogénicos para peces; el serogrupo B
comprende un sélo serotipo, avirulento para peces. Las
cepas del serogrupo A presentan variacion en su nivel de
virulencia; no obstante, la variacién también se presenta
entre cepas del mismo serotipo (Dobos 1995a). Sano y
col (1992) al generar un virus compuesto por cepas viru-
lentas y avirulentas de dos serotipos distintos, observa-
ron que la virulencia de IPNV estd asociada al segmento
A y no con el segmento B. Sin embargo, se ha demostra-
do que VP1 del IBDV modula su virulencia in vivo (Liu
y Vakharia 2004).



Las proteinas VP2 y VPS5 codificadas por el segmento
A se consideran los principales factores de virulencia de
IPNV. Santi y col (2004), al desafiar salmones del Atlan-
tico con 9 cepas de IPNV de serotipo Sp, obtuvieron que
algunas cepas fueron altamente virulentas, causando mor-
talidad cercana al 90%, otras cepas no provocaron signos
clinicos; las cepas mostraron alta heterogeneidad de
nucleétidos en el ORF de VP5 y en algunos aminoédcidos
de VP2, considerados claves en la virulencia.

Proteina VP2. Por comparacién en la secuencia de
aminodcidos (aa) de varios aislados de campo de distin-
to nivel de mortalidad en crias de salmén del Atlantico
se identificaron los motivos putativos implicados en la
virulencia de cepas Sp. Las cepas virulentas tipicamente
codifican una VPS5 de 12 kDa y tienen residuos Thr, Ala,
Thr/Ala, y Tyr/His en las posiciones 217, 221,247 y 500
respectivamente, en el gen de VP2 (Santi y col 2004).
Song y col (2005) realizando un desafio con varias cepas
recombinantes de IPNV determinaron que los residuos
217y 221 de VP2 son los determinantes de virulencia en
cepas Sp, y que bajo ciertas combinaciones presentan
variacion. Asi, los virus que codifican Thr en 217 y Ala
en 221 fueron muy virulentos; las cepas que codifican
Pro en 217 y Ala en 221 fueron medianamente virulen-
tas, y las cepas que codifican Thr en residuo 221 e indis-
tinto 217 resultaron avirulentas, y descartando también
al residuo 247 con Thr/Ala como factor importante en la
virulencia. No obstante, cepas escocesas con residuos
Pro217 y Ala221 en VP2 presentaron virulencia similar
a las cepas con Thr en 217 y Ala en 221 (Smail y col
2006), por lo que en infecciones in vivo factores asocia-
dos al huésped, origen y condiciones ambientales podrian
influir en la virulencia (Santi y col, 2004).

VP2 es una proteina que escasamente se O-glicosila
en al menos tres sitios del tercio central de su region
hipervariable. Las evidencias indican que la glicosilacién
se realiza libremente en el citoplasma y no en el reticulo
endopldsmico o el complejo de Golgi (Espinoza y col
2000). A este respecto, la virulencia de las distintas ce-
pas y su relacién con la glicosilacién no se ha definido
(Park y Reno 2005).

Proteina VPS5. Es una proteina no estructural, su funcién
en la actividad bioldgica del virus es poco concluyente.
Esta proteina se detecta s6lo en células infectadas, no es
evidente en virus purificado, siendo frecuente la existen-
cia de cepas de campo carentes del coddén de inicio de la
traduccidn (Santi y col 2005a). La ausencia de su expre-
sién no influye para establecer el proceso de infeccion y
la multiplicacién viral tanto in vitro como in vivo (Santi
y col 2005a, Santi y col 2005b).

VPS5 contiene dominios homélogos a Bcl-2 y se ha
demostrado que su sobreexpresion en células CHSE-214
incrementa la viabilidad celular, por probable efecto
antiapoptético, limitando la expresion de proteinas virales
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estimuladoras de apoptosis (Hong y Wu 2002, Santi y
col 2005b). Al posponer la apoptosis VP5 ejerce efecto
positivo de sobrevivencia viral (Hong y Wu 2002), caso
probable en cepas de baja virulencia, y por tanto cepas
que codifican VPS5 truncada serfan mds virulentas (Santi
y col 2005a). Las evidencias no son concluyentes, Santi
y col (2005a) al utilizar una cepa VPS5 truncada de 12
kDa (rNVI15), otra cepa de 15 kDa de VPS5 (rNVI15-
15K) y una carente de VP5 (rNVI15- VP5) observaron
que las tres cepas desarrollaron alta virulencia, causando
mortalidad superior al 80% en smolts de salmén del
Atlantico, concluyendo que VPS5 no es un factor de viru-
lencia. En el mismo estudio, las tres cepas no mostraron
diferencias en el desarrollaron apoptosis, especulando que
en la cepa de 15 kDa la apoptosis pudo deberse a una
delecion del dominio homdélogo a BH2 de Bcl-2, de fun-
cién antiapoptdtica (Santi y col 2005b). La virulencia de
las cepas no ha sido relacionada a grado de apoptosis o
necrosis que desarrollen.

Debido a su aparente actividad antiapoptdtica, ini-
cialmente se propuso que la expresion de VPS5 en cepas
de IPNV estaria implicada en desarrollar infecciones
persistentes; sin embargo, estudios recientes contradicen
tal aseveracion. Al comparar cepas de alta virulencia que
expresaban VPS5 y no expresivas se observé que presen-
taban mortalidad similar en salmén del Atldntico por un
periodo de 32 semanas; un comportamiento similar tam-
bién se observo entre cepas de baja virulencia que expre-
saban o no VPS5 (Santi y col 2005a).

La variabilidad genética y fenotipica. Las mutaciones
pueden considerarse parte de las habilidades de los virus
RNA para adaptarse al medio, y también influyen en el
reconocimiento de receptores, adhesion y los pasos de
ingreso a la célula, el crecimiento viral y el tropismo.
Las adaptaciones en virus sin envoltura generalmente
ocurren en las proteinas externas de la cdpside (VP2);
estas alteraciones pueden modificar el tropismo y la
patogenicidad dado que usualmente participan en la unién
y reconocimiento de proteinas receptoras.

Existen algunos estudios que han determinado que,
luego de varios pasajes en células de cultivo, las cepas
de IPNV pierden virulencia (Park y Reno 2003 y 2005,
Ogut 2004); el mecanismo no ha sido plenamente de-
terminado. Song y col (2005) observaron que esto po-
dria explicarse por la adaptacién a una mutacién de Ala
por Thr en el residuo 221 de la proteina de la cdpside
VP2, y que al parecer el cambio se debe a la rapida adap-
tacion del virus a las células CHSE-214. Asi, el virus
rNV115C (VP5-12kDa, Thr217, Thr221), adaptado a
cultivos se multiplica mds rdpido y produce mds unida-
des formadoras de placas (PFU) que la cepa parental
rNV115 (VP5-12kDa, Thr217, Ala221); en cambio, des-
pués de 9 pasajes en células RTG-2 no se observaron
sustituciones en residuos de las proteinas de los segmen-
tos A o B de IPNV recombinante, siendo entonces la
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linea de eleccién para la propagacion viral, por prevenir
mutaciones por adaptacion celular, al menos a un déci-
mo pasaje. Las diferencias observadas en el nivel de sin-
tesis viral entre células CHSE-214 y RTG-2 podria aso-
ciarse al hecho de que los aa en los residuos 217 y 221 de
VP2 puedan tener mayor o menor afinidad o adhesién a
determinado tipo celular (Song y col 2005), en donde
seria pertinente determinar en casos clinicos si determi-
nadas cepas muestran predileccién por algin tejido u
érgano, y relacionarlo a su nivel de virulencia.

EL ESTADO PORTADOR

Durante la infeccién por IPNV in vivo, algunos peces
no desarrollan la enfermedad clinica, pero al igual que
los animales que sobreviven al proceso clinico patoldgi-
co, eliminan el virus por largo tiempo (Wolf 1988) ac-
tuando como portadores. Existe poca informacién acer-
ca de los mecanismos moleculares e inmunoldgicos
involucrados en el establecimiento de dicho proceso
(Rodriguez y col 2003, Santi y col 2005a). Una probable
explicacién es que el alto grado de mutaciones esponta-
neas que se producen debido a las deficiencias en la
correccion de errores por parte de la RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp) durante el crecimiento viral
a una alta multiplicidad de infeccidn, ocasiona que el vi-
rus se replique como cuasiespecie, generando particulas
virales que carecen de parte del genoma de un virus
estdndar e interfieren con la replicacién normal de este
ultimo. Estas particulas virales, conocidas como particu-
las defectivas interferentes (DI), compiten con el virus
estdndar en el aporte de proteinas virales, de tal manera
que el dcido nucleico de las DI dependen del virus
estandar para su replicacion (Lothrop y Nicholson 1974).

Las mutaciones de la cepa afectan la respuesta inmu-
ne favoreciendo la cronicidad de la infeccion; en cam-
bio, la estabilidad genética es limitante para mantener la
enfermedad (Santi y col 2004). En este sentido, la pre-
sencia de DI, acumuladas como particulas virales des-
pués de pasajes de alta multiplicidad con altos titulos
virales, son responsables de desarrollar células con in-
feccion permanente (Rodriguez y col 2003). La accién
de DI también se ha asociado a mantener células CHSE-
214 persistentemente infectadas luego de sobrevivir a una
infeccion en fase litica, produciendo bajas cantidades de
virus infeccioso sin CPE. Durante pasajes multiples en
cultivos de células, se ha cuantificado un incremento de
20 veces el radio de DI/PFU, lo cual se relaciona con una
reduccién en el niimero de PFU més que a un incremen-
to de las DI (Lothrop y Nicholson 1974). Estas particu-
las defectivas pueden ser reconocidas como antigenos
del virus estdndar. Las DI no corresponden a productos
estimulados por la accién de interferdn; inhiben la
replicacion de virus homdlogos, pero no de virus rela-
cionados. La cepa Jasper es mds usada en estudios in vitro
por producir menor DI (Dobos 1995a).
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Por otra parte, estudios in vitro muestran que células
en cultivo pueden infectarse de forma permanente sin
mostrar CPE, lo que se ha relacionado con la capacidad
del virus para codificar proteinas que retrasan o supri-
men la apoptosis o muerte celular, y consecuentemente
mantener la sobrevivencia celular, favoreciendo la sinte-
sis de su progenie. El frecuente cambio de Ala por Thr
en el residuo 221 en cepas IPNV adaptadas a cultivos
celulares ha sido relacionado también como mecanismo
molecular del establecimiento del estado portador (Santi
y col 2005a). Esto podria ser resultado de distinto nivel
de tropismo celular que las cepas virales pueden presen-
tar durante una infeccién aguda con predileccién del re-
siduo Ala221 por el pancreas exocrino, intestino e higa-
do, o la predileccion del virus adaptado o mutado con
residuo 221Thr hacia los macréfagos para la infeccién
persistente. En el caso del virus de la hepatitis C, la se-
cuencia de cepas extrahepdticas obtenidas de células
dendriticas difiere de la secuencia de las cepas obtenidas
de plasma en los mismos pacientes. Existe riesgo de que
virus atenuados en peces con infeccién subclinica pue-
dan reemerger como cepas virulentas ante situaciones de
estrés y causar un cuadro clinico de IPN (Wolf 1988,
Jarp y col 1996).

Los residuos implicados en la virulencia de VP2 se
encuentran en el dominio hipervariable que contiene los
principales epitopes reconocidos por los anticuerpos
monoclonales; las mutaciones cambian los epitopes de
superficie de la capside viral, ocasionando pérdida de vi-
rulencia y establecimiento de infeccién persistente. Fi-
nalmente, Coulibaly y col (2005) al observar la estructu-
ra cristalizada de IBDV e IPNV determinan que los
residuos 217y 221 se encuentran inmersos en los “loops”
mds externos del dominio de proyeccion (P), donde las
mutaciones escapan a la neutralizacién (Santi y col 2005a).

Otra causa del establecimiento del estado portador es
el hecho de que IPNV puede afectar al tejido del sistema
inmune y suprimir su respuesta (descrito mds adelante).
Las células T citotoxicas (CTL) son importantes para con-
trolar infecciones por virus, y el trastorno o inactivacién
de estas células puede llevar a la persistencia. Los virus
RNA tienen una proporcién de mutacion alta y cuando
las mutaciones involucran a cierto péptido viral pueden
interferir con el procesamiento del antigeno o en el reco-
nocimiento de los péptidos del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) por los receptores de las cé-
lulas T. Otros mecanismos de establecer persistencia
puede ser que los mutantes escapen a los anticuerpos y
repriman la respuesta del MHC (Robertsen 2005).

MECANISMOS DE DEFENSA

Los peces responden a infecciones virales a través de
inmunidad especifica e inespecifica. La primera, se de-
sarrolla semanas después del inicio de la infeccion y es
influida por la temperatura, edad o etapa de desarrollo



del pez. El sistema innato es una respuesta mds ripida,
independiente de la temperatura y es el mecanismo de
defensa mas importante en organismos acudticos
(Robertsen 2005). En salmoénidos la respuesta inmune es
muy variable, generalmente insuficiente para eliminar la
infeccién por IPNV, pudiéndose desarrollar enfermedad
clinica de severidad variable o bien establecerse el esta-
do portador, lo cual depende de factores asociados al
propio agente, los peces y el ambiente (Jarp y col 1996).

INMUNIDAD ESPECIFICA

La respuesta inmune humoral especifica contra IPNV
se observa cuando peces que reciben suero de animales
inmunizados resisten a infeccidén posterior (Jarp y col
1996); asimismo, después de infeccidn in vivo o inmuni-
zacion con virus inactivo se estimula la produccién de
anticuerpos neutralizantes especificos tipo IgM contra VP2
y VP3. Sin embargo, existen resultados contradictorios
acerca del establecimiento y efectividad de la respuesta de
los anticuerpos, los cuales pueden aparecer a la segunda
semana piy tener una duracién muy variable. Por una par-
te, se ha observado disminucién viral cuando existen altos
titulos de anticuerpos (Jarp y col 1996) y, en cambio, en
otros casos altos titulos de anticuerpos no garantizan dis-
minucién del titulo viral. En cualquier caso, la presencia
de anticuerpos no es capaz de prevenir el establecimiento
de la infeccién o eliminar el estado portador; ademas, las
respuestas observadas en peces individuales presentan ti-
tulos variables (Rodriguez y col 203, Munro y col 2006).

INMUNIDAD INESPECIFICA

Factores séricos- proteina 6S. El pasaje de IPNV en cul-
tivos de células en presencia o ausencia de suero de tru-
cha arco iris (RTS) modifica su nivel de virulencia; sin
embargo, los efectos del RTS sobre la virulencia de IPNV
in vivo no son concluyentes (Park y Reno 2005). A tra-
vés de estudios in vitro, se ha considerado que el grado
de resistencia a la inhibicién viral por RTS podria ser un
factor de virulencia en la patogénesis de IPNV (Park y
Reno 2003). No obstante, en general se ha observado que
la virulencia de la cepa no se correlaciona con el nivel de
inhibicién, y que la inhibicién in vitro e in vivo no de-
penden del serotipo viral, e inclusive existen diferencias
en un mismo serotipo (Ogut 2004). Cepas virulentas Sp
de IPNV cultivadas en ausencia de suero se tornan
avirulentas, desarrollando sensibilidad a la inactivacion.
Un resultado contradictorio se obtuvo al cultivar cepas
avirulentas en presencia de RTS, incrementando su viru-
lencia (Rodriguez y col 2003); en este caso no se aporta-
ron mayores datos del resultado ni se determind la se-
cuencia de las proteinas virales que permitirian explicar
las razones de las variaciones. En cualquier caso, se sabe
que la virulencia de IPNV no es preservada al usar RTS
(Ogut 2004).
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La inactivacion viral por parte del RTS es por accién
de una proteina tipo anticuerpo, conocida como 6S (por
coeficiente de sedimentacién 6S), diferente de IgM
(coeficiente de sedimentacién 14-16S) que no es induci-
da por interferén o por unién a receptores celulares (Park
y Reno 2003). En ensayo in vitro, después de incubar
células FHM con IPNV en presencia de 1,3% de RTS
por 20 minutos, aproximadamente 97% de los virus no
fueron adsorbidos; mientras que en ausencia de RTS, 45%
de virus fue adsorbido (Park y Reno 2003). La disminu-
cién en la adsorcién se debe al bloqueo del virus para
ligarse a la superficie celular. El pretratamiento de las
células con RTS previo a la exposicién de IPNV no afec-
ta la inhibicién de IPNV, demostrando que el suero no
enmascara al receptor viral.

La inhibicién viral es més eficiente cuando el cultivo
se realiza en células de salménidos, mayor en pases mul-
tiples en células RTG-2 que en CHSE-214 (Park y Reno
2005). Es posible que la mutacién por multiples pasajes
también influya en el nivel de resistencia al RTS, ade-
mads de las propias caracteristicas fenotipicas en cepas
como su probable glicosilacién. Sin embargo, se ha ob-
servado que la sensibilidad puede ocurrir desde el pri-
mer pasaje (Park y Reno 2003 y 2005, Ogut 2004), y que
varios factores determinen este proceso, sobre todo en
condiciones in vivo.

SINTESIS Y ACCION DE INTERFERON

El interferén (IFN) es una de las primeras lineas de
defensa contra algunos virus, es un factor celular induci-
do apenas después del establecimiento de la infeccion,
antes que aparezca cualquier otro mecanismo de defen-
sa. Las células normales no tienen IFN preformado, ni lo
secretan constitutivamente; los inductores de IFN tipo I
incluyen la infeccién de virus RNA de doble hebra,
lipopolisacdridos (LPS) y componentes de algunas bac-
terias (Larsen y col 2004, Robertsen 2005).

El interferén o/f o de tipo I es producido por casi
todos los tipos celulares, mientras que el IFN-y o tipo II
es principalmente producido por los linfocitos T CD4+
helper y CD8+ después de ser estimuladas por células
presentadoras de antigenos (Nanda y Baron 2006). El
IFN tipo I, tipo Il y el factor de necrosis tumoral TNFo.
tienen capacidad de activar vias intracelulares de sefia-
lizacién que pueden interferir con la multiplicacién viral.
También reclutan y activan a las células “natural killer”
(células NK) capaces de matar y lisar células infecta-
das por virus, previniendo la multiplicacién viral (un
mecanismo disminuido en peces en estado portador).
Las células bajo influencia de IFN sintetizan proteinas
de actividad GTPasa, conocidas como Mx, de las que
se han descrito formas nucleares y citopldsmicas que
inhiben la multiplicacién viral (Haller y col 1998, Larsen
y col 2004). IPNV es inhibido en células de salmdn
que expresan altos niveles de proteina Mx después de
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tratamiento con interferén o poly (I-C) (Jensen y col
2002, Rodriguez y Pérez-Prieto 2006). A pesar de la
correlacion entre inhibicion de IPNV y expresiéon de
proteinas Mx en células tratadas con IFN, el modo de
accion no se ha clarificado, se sugiere una interaccion
directa de las proteinas Mx y los virus diana (Goodbourn
y col 2000, Jensen y col 2002, Altmann y col 2003,
Caipang y col 2003).

La inyeccion de IPNV en salmén del Atldntico post-
smolt induce rdpida expresion del mRNA de la proteina
Mx desde el dia 1 y hasta los 11 dias; esta respuesta no
elimina la infeccion. En contraste, peces mayores porta-
dores de IPNV no expresan transcritos de Mx, lo que
hace evidente que esta respuesta depende de la edad de
los animales (Lockhart y col 2004); para ello se ha ob-
servado que en peces de edad susceptible la expresion de
Mx es mds aguda, mayor y mds prolongada que en no
susceptibles, lo que puede explicarse por la sintesis viral
y presencia de dsSRNA que estimula la sintesis de IFN.
Lo mismo también es variable entre especies (Goodbourn
y col 2000, Robertsen 2005).

El estado fosforilado del factor de inicio de la tra-
duccidn, elF2o se incrementa en respuesta a la infec-
cion por IPNV en células RTG-2, y el grado de
fosforilacién se correlaciona con la multiplicidad de la
infeccién; lo anterior implica que el sistema de la pro-
tefna kinasa dependiente de RNA (PKR), inducido por
IFN también estd presente en peces, activado por dSRNA
(rtPKR). Estos estudios resaltan la respuesta de IFN/
elF20/PKR a la infeccién viral como un mecanismo
primitivo de proteccién en vertebrados (Goodbourn y
col 2000).

Se ha propuesto que la virulencia de distintas ce-
pas virales podria estar asociada a su capacidad de
modular o evadir la respuesta antiviral ejercida por
IFN. En este sentido, el hecho de que el denudamiento
no sea un requisito para la replicaciéon de IPNV podria
ser una medida de proteccion ejercida por el virus para
prevenir la induccién de IFN. Asimismo, algunos vi-
rus son intrinsecamente resistentes a la accion del IFN
porque producen proteinas que enmascaran la forma
libre del dsRNA viral, bloquean la activaciéon de PKR
y la oligo adenilato sintetasa (2-5 OAS) de modo que
no se pueda activar la respuesta antiviral y permiten
la produccién de virus (Lyles 2000). En otros casos
como en el virus de la peste bovina, se inhibe la
fosforilacién y subsecuente dimerizacién de los
activadores de la transcripcion stat 1 y stat 2, con lo
cual se impide su translocacién al nicleo, bloqueando
la sintesis de IFN tipo I (Nanda y Baron 2006). En el
caso de IPNV, si bien es cierto que se ha observado un
efecto antiviral por IFN tipo I via la proteina MxI, no
se ha determinado si dicha respuesta se vea modifica-
da por distintas cepas virales y que proteinas virales
podrian estar implicadas en ello.
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RESPUESTA INESPECIFICA CELULAR
E INMUNOSUPRESION

El conocimiento de la inmunidad celular y su fun-
cidén antiviral es escasa en peces. El sitio exacto de mul-
tiplicacién de IPNV no se conoce; sin embargo, el hecho
de que el aislamiento se realiza preferentemente de ri-
i6n anterior y 6rganos linfoides muestra a un virus
leucotrépico, con posibilidad de multiplicarse aunque en
forma limitada en distintos tipos de leucocitos, contribu-
yendo a la inmunosupresion. Luego de la infeccidon
intraperitoneal (IP), el virus es transportado por células
fagociticas al rifiién, que contribuyen a la distribucién viral
en truchas portadoras (Rgnneseth y col 2006).

IPNV no se multiplica en macréfagos de trucha cul-
tivados in vitro, pero si se observa un ligero incremento
del titulo viral cuando el virus se incuba en leucocitos
totales. Linfocitos B, que cuando son estimulados con
LPS muestran una clara proliferacion, sufren una reduc-
cién significativa de esta proliferacién cuando son infec-
tados con IPNV, lo que es indicativo del efecto
inmunosupresor del virus (Novoa y col 1996). De igual
manera, Knott y Munro (1986) observaron que salmones
del Atladntico portadores de IPNV tienen deprimida la
mitogénesis leucocitica, disminuyendo su accién para
eliminar fitohemaglutinina, reduciendo también el nu-
mero de células citotoxicas naturales (NCC) e incremen-
to del factor inhibidor de la migraciéon de macréfagos.
En apoyo a lo anterior, Rgnneseth y col (2006) observa-
ron que el nivel de neutréfilos sanguineos y ranales de
salmoén del Atlantico parry postsmolts disminuye luego
de un desafio experimental con IPNV; esta tltima obser-
vacion es considerada como una de las principales expli-
caciones de que los peces afectados por esta infeccion
sean propensos a padecer enfermedades bacterianas
secundarias.

Sobre la base de observaciones realizadas en IBDV,
se ha sugerido que la inmunodepresién y el consecuente
establecimiento de estado portador se debe a la capaci-
dad del virus a suprimir linfocitos B. El virus tiene pre-
dilecciéon a multiplicarse en células B, causando
inmunodepresién por disminucién de la expresion de
inmunoglobulinas y lisis de células productoras de Igs
(Novoa y col 1996, Rgnneseth y col 2006).

COMENTARIO FINAL

El virus de IPN es un patégeno muy importante en
la salmonicultura mundial; no obstante, los aspectos aso-
ciados al mecanismo de patogénesis no han sido bien
determinados aunque algunas de las proteinas virales y
su variabilidad genética se han relacionado como fac-
tores asociados a su virulencia por una probable capa-
cidad para resistir o evadir los mecanismos de inmuni-
dad. Un mejor conocimiento de estos procesos podria
contribuir a comprender la relacién virus-célula y la



patogénesis, lo cual podria ser utilizado en las estrate-
gias para disminuir los efectos econémicos y ambien-
tales de la enfermedad.

RESUMEN

El virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPNV) es una de
las principales causas de pérdidas econdmicas en salménidos de
cultivo; la expresion temporal y las caracteristicas de sus
componentes han sido descritas en varios trabajos; sin embargo, el
papel de las distintas proteinas en la patogénesis viral no ha sido
completamente determinado. En este articulo se presenta una revision
bibliografica de los procesos que permiten establecer la relacion
virus-célula, la replicacién y diseminacion de la infeccion, destacando
el papel de los componentes virales en tales mecanismos y los efectos
de su variabilidad sobre la virulencia viral, describiendo también los
mecanismos moleculares que son caracteristicos de los Birnavirus
en relacion a su replicacion, traduccion y maduracion. Las respuestas
y mecanismos de defensa del hospedero en contra de la infeccion
viral son abordadas resaltando la importancia de la inmunidad
inespecifica a través de la via interferon como estimulador de la
sintesis de proteinas antivirales y la implicancia de la apoptosis
también como un mecanismo de defensa, pero que puede ser
modulado por las proteinas del virus. El desarrollo del estado
portador, considerado uno de los aspectos mds importantes en la
diseminacién de IPNV, se aborda describiendo la participacion de
factores virales y celulares.
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