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Objetivo, Metodologia y Resultados obtenidos

El Virus de la Bursitis Infecciosa Aviar (IBDV) es un
importante patdgeno aviar integrante de la familia
Birnaviridae, cuyo genoma esta compuesto de ARN de
doble cadena cubierto por una capside proteica. Es el
agente etiolégico de una severa enfermedad
inmunosupresora que produce una altisima mortalidad
de las aves afectadas. Con el objetivo de caracterizar la
via de internalizacion viral, se ha abordado el estudio de
la via endocitica como posible mecanismo involucrado
en la infeccién por IBDV.

En primer lugar se analizé el efecto del pretratamiento
de células susceptibles con los inhibidores de Ia
acidificacion endosomal cloruro de amonio vy
Bafilomicina A1l sobre la infeccion por IBDV. Utilizando
las técnicas de Western blotting y Microscopia Confocal
se pudo observar una marcada disminucién en la
infeccion viral en células pretratadas en relacion a la
situacion control. Posteriormente, para confirmar el
papel de la via endocitica en la infeccion viral, se
emplearon células que sobreexpresan las proteinas de
endosomas tempranos y tardios (Rab 5 y Rab7,
respectivamente), wild-type o mutantes, pudiéndose
comprobar que la infeccion viral requiere de estos dos
tipos de estructuras, observacion que confirmo el papel
de la via endocitica en la infeccién viral.

Luego, con el objetivo de caracterizar la via endocitca
involucrada en la infeccién, exploramos el papel de la
proteina dinamina (requerida en la escisién de la
vesicula endosomal naciente de la membrana
plasmatica) en la infeccion viral y para ello utilizamos
el inhibidor de dinamina, Dynasore. Pretratamos
células susceptibles con el inhibidor, las infectamos
con el virus y determinamos, mediante Western
blotting, la capacidad del virus de internalizarse en las
células. Asi, demostramos que IBDV no requiere de la
esta dinamina para completar su internalizacion en las
células habiendo obtenido niveles de infeccidn
similares en células tratadas con Dynasore o en
situacion control. También, hemos analizado el papel
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del colesterol de la membranas plasmatica en Ia
internalizacion viral. Para ello hemos utilizado dos
compuestos: [-metil-ciclodextrina, que secuestra el
colesterol de las membranas, y Filipina Ill, que se une al
colesterol de la membrana dejando a este inaccesible.
Mediante analisis de Western blotting observamos niveles
de infeccion similares en células tratadas con los
mencionados compuestos o en situacién control
demostrando que la internalizacion del virus no requiere de
la presencia de colesterol en la membrana de la célula.

Por Ultimo se realizé un andlisis ultraestructural de
células infectadas a tiempos tempranos postinfeccion
mediante Microscopia Electrénica de Transmisiéon. Se
pudieron observar particulas virales adheridas a la
membrana plasmdatica y en el interior de vesiculas
cercanas a la membrana plasmatica con un aspecto
compatible con el de componentes de la via endocitica.

En base a los resultados obtenidos podemos concluir
que la internalizacion del virus en las células ocurre
mediante compartimentos de la via endocitica y que el
mecanismo de internalizacién comprenderia una via
dinamina y colesterol independientes.

Conclusiones

Hasta la actualidad, hemos realizado un importante
avance en relacién al conocimiento de la via de
internalizacion celular del Virus de la Bursitis Infecciosa
Aviar (IBDV). Este primer proceso en el ciclo de
replicacion de un agente viral comprende un paso
central en la infeccidn, dado que si un virus no ingresa a
su célula hospedadora no serd capaz de replicarse y
causar una patologia. IBDV, asi como otros virus, utiliza
la via endocitica de la células para ingresar al interior de
la misma. Actualmente, nos encontramos realizando
experimentos para describir el mecanismo celular y
molecular concreto utilizado por IBDV.
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Formacion de Recursos Humanos: En el marco del
presente proyecto de investigacion se esta formando la
alumna avanzada de la carrera de Bioquimica de la U.
Maza Maria Cecilia Giménez. Cecilia se encuentra en su
tercer aio de formacion en investigacion cientifica ya que
ha sido becaria del proyecto de investigacion 2010-2012

titulado: “Estudio del posible papel de la via
autofagica en el ciclo de replicacién del Virus de la
Bursitis Infecciosa Aviar (IBDV)”. Cecilia esta
involucrada tanto en el disefio y realizacién de los
experimentos pertinentes asi como en la discusion y
analisis de los resultados obtenidos. Su formacion
incluye, también, el manejo de las distintas formas de
comunicacion del trabajo de investigacién como es la
escritura de resimenes para congresos e informes de
grado de avance, la elaboracién de posters
cientificos, dar comunicaciones orales, etc.



