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El Virus de la Bursitis Infecciosa Aviar (IBDV) es un
importante patégeno aviar integrante de la familia
Birnaviridae, cuyo genoma estd compuesto de ARN de
doble cadena cubierto por una cdpside proteica. Es el
agente etiolégico de una severa enfermedad
inmunosupresora que produce una altisima mortalidad de
las aves afectadas.

Objetivos

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.

Metodologia

En primer lugar, se analizé el efecto del pretratamiento de
células susceptibles con los inhibidores de la acidificacidn
endosomal cloruro de amonio y Bafilomicina Al sobre la
infeccion por IBDV. Utilizando las técnicas de Western
blotting y Microscopia Confocal se pudo observar una
marcada disminucién en la infeccidn 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 infeccidn viral
requiere de estos dos tipos de estructuras, observacion
que confirmd el papel de la via endocitica en la infeccion
viral. Luego, con el objetivo de caracterizar la via
endocitica involucrada en la infeccion, exploramos el
papel de la proteina dinamina (requerida en la escision de
la vesicula endosomal naciente de la membrana
plasmatica) en la infeccion viral y para ello utilizamos el
inhibidor de dinamina, Dynasore.
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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.

Resultados

Demostramos que IBDV no requiere de la esta dinamina
para completar su internalizacién en las células habiendo
obtenido niveles de infeccidn similares en células tratadas
con Dynasore o en situacidon control. También, hemos
analizado el papel del colesterol de la membrana
plasmdtica en la internalizacién viral. Para ello hemos
utilizado dos compuestos: B-metil-ciclodextrina, que
secuestra el colesterol de las membranas, y Filipina lll, 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 situacion
control demostrando que la internalizacién del virus no
requiere de la presencia de colesterol en la membrana de
la célula. Por ultimo, se realizd un analisis ultraestructural
de células infectadas a tiempos tempranos postinfeccion
mediante Microscopia Electrénica de Transmisidn. Se
pudieron observar particulas virales adheridas a Ia
membrana plasmatica y en el interior de vesiculas
cercanas a la membrana plasmdtica con un aspecto
compatible con el de componentes de la via endocitica.

Conclusiones

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