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Resumen

La autofagia es un proceso catabdlico altamente
conservado en eucariotas, en el cual componentes del
citoplasma son secuestrados en vesiculas de doble
membrana y liberados dentro del lisosoma para su
degradacion. IBDV es un virus de dsRNA no envuelto,
perteneciente a la familia Birnaviridae, y uno de los
patégenos aviares mas importantes. Hemos propuesto
estudiar el papel de la via autofagica en el ciclo de
replicacion del IBDV, dado que multiples antecedentes
sugieren que los virus con genoma RNA pueden utilizar la
magquinaria de la mencionada via celular para su propio
ciclo de replicacién en las células infectadas. Para este
estudio se implementd la puesta en marcha de cultivos
celulares (células QM7, MEF, Hela) herramienta basica
para el desarrollo del proyecto. Por otro lado se procedié
a generar un stock viral para lo que se han utilizado
técnicas de biologia celular, molecular y de virologia. Para
ello, se utilizaron viriones de la cepa Soroa cuyo titulo fue
9x104 Unidades Formadoras de Placa por mililitro
(UFP/ml), con los que se infectaron monocapas de células
QM7, susceptibles a la infeccion por el virus. Se establecio
el titulo viral obtenido que correspondié a 1X106UFP/ml.
Para comprobar la correcta expresion de las proteinas
virales mayoritarias se realizo la técnica de Western blot.
Los resultados obtenidos demostraron claramente la
eficacia de la infeccidn con los stocks virales producidos.
Posteriormente, se procedid a determinar la posible
existencia de una respuesta autofagica durante la
infeccién de diferentes lineas celulares susceptibles, con
viriones de IBDV. Para ello se monitored la conversidn de
la proteina marcadora de la autofagia LC3 en células
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infectadas a distintos tiempos post-infeccién, mediante la
técnica de Western blot. Como aproximacion alternativa
se determind el nimero de vesiculas LC3 positivas
generadas en respuesta a la infeccion viral. Para ello se
transfectaron células con el plasmido que porta la
secuencia codificante de la proteina LC3 fusionada a la
proteina fluorescente verde (GFP) y posteriormente se
infectaron con viriones de IBDV. Para la obtencién de las
imagenes se utilizé el Microscopio confocal Nikon Eclipse
E-600 del IHEM, Mendoza. Los resultados obtenidos por
ambos métodos sugeririan que, en las condiciones
experimentales utilizadas, no existiria una respuesta
autofagica en la infeccién por IBDV.

Los resultados preliminares obtenidos sugieren que si
bien no se observa una respuesta autofagica como
consecuencia de la infeccion por IBDV, es posible que
ciertos genes involucrados en la via autofagica tengan un
papel clave en la infeccion por el agente viral.
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