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Resumen

La endocitosis es un proceso mediante el cual porciones de
la membrana plasmatica y material extracelular son
internalizados en las células. Esta via constituye el
mecanismo mayormente utilizado por los agentes virales
para ingresar a aquéllas. Luego de ser endocitados,
diversos virus requieren ser transportados hacia
compartimentos acidicos para completar su penetracion y
replicacion dentro de la célula. El virus de la bursitis
infecciosa o IBDV (Infectious Bursal Disease Virus) es un
importante patdgeno aviar perteneciente a la familia
Birnaviridae, cuyo genoma estd compuesto por &acido
ribonucleico de cadena doble (dsRNA). Hemos iniciado el
estudio del posible papel de la via endocitica en el ciclo de
replicacion del IBDV, dado que varios antecedentes
sugieren que éste podria requerir la maquinaria de la
endocitosis en su ciclo de replicacion.

Objetivo

Realizar ensayos preliminares que arrojen luz sobre cual

podria ser el mecanismo de entrada involucrado en la
internalizacion del IBDV en las células hospedadoras.
Metodologia

En primer lugar hemos analizado el papel de las proteinas
de endosomas tempranos Rab5 y de endosomas tardios
Rab7 en la infeccién por el virus. Para eso, se
sobreexpresaron esas proteinas fusionadas a la proteina
fluorescente verde mejorada (EGFP o Enhanced Green
Fluorescent Protein) en células Hela. Estudios previos han
demostrado que la sobreexpresién de Rab5 produce un
aumento en la tasa de endocitosis en las células
transfectadas, por lo tanto analizamos su efecto en la
infeccion por el virus. Como control se utilizd la
sobreexpresion de la proteina EGFP solamente.
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Las células fueron infectadas con una suspension
conteniendo 1 Plaque Forming Unit (PFU)/célula de
una preparacion de viriones y los cultivos fueron
incubados durante 36 horas a 372C. El porcentaje de
células infectadas fue analizado mediante
microscopia confocal. Asi, se pudo observar un
aumento significativo en el numero de células
infectadas en aquellas que sobreexpresan la proteina
EGFP-Rab5wt y -Rab7wt con relacion a las que
sobreexpresan sélo la proteina EGFP, lo que
constituye un indicio de la utilizacion de la via
endocitica por parte del virus.

En una segunda etapa analizamos si la acidificacion de
los endosomas es un requerimiento para la entrada
del IBDV a las células hospedadoras. Para eso
utilizamos inhibidores de la acidificacién endosomal,
como el cloruro de amonio (NH4CI) y la Bafilomicina
A. El NH4CI es una base débil que neutraliza el pH de
las vesiculas acidas intracelulares, mientras que la
Bafilomicina A es un inhibidor especifico de la bomba
ATPasica de H+ vacuolar. Cultivos de células Hela
fueron tratados con los inhibidores e infectados con
el IBDV. Se determind mediante microscopia confocal
el porcentaje de células infectadas en células tratadas
con relacion a las sin tratar. Se ha podido observar
que ambos inhibidores de la acidificacion
intravesicular causaron una marcada reduccién del
porcentaje de células infectadas con el virus.

Resultados

Los datos preliminares obtenidos constituyeron
sélidos indicios acerca de la participacion de la via
endocitica en la internalizacidn del IBDV en las células
hospedadoras. Ademas, estos resultados forman
parte del primer estudio de la via involucrada en el
ingreso de estas particulas virales a las células.
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