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Los baculovirus como vectores de expresion: el impacto de la
autofagia y su relacion con rutas antioxidantes en la eficiencia de
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Los baculovirus son virus de insectos incapaces de infectar células de mamifero
pero con la facultad de transducir genes en estas células, lo que los convierte en
vectores virales de un alto potencial biotecnoldgico. Resultados previos de
nuestro grupo muestran lo determinante que son las vias de respuesta antiviral
para la eficiencia de expresion génica por baculovirus en mamifero. En este
marco, el objetivo consiste en estudiar si también hay un impacto en vias
antioxidantes y autofégicas y si la capacidad para vehiculizar genes de interés
se ve afectada por estos procesos. Estas respuestas celulares pueden ser
inducidas por virus y en algunos casos son provirales y en otros antivirales. En
primer lugar, para evaluar autofagia, transdujimos células de mamifero con
baculovirus a una multiplicidad de infeccién (moi) de 100 y evidenciamos un
aumento de la conversién de LC3Il, un marcador de autofagia, en relacion a la
abundancia de b-actina, a las 4 o 7 horas postransduccion (hpt) en células
NIH/3T3, HeLa y A549. Para determinar si este aumento se debia a una
induccion de la autofagia o a una inhibicién del flujo autofagico, se evalu6 el
incremento de LC3Il en las mismas células tratadas con el inhibidor NH4CI 20
mM y se determind que los baculovirus actian interrumpiendo el flujo de
autofagia en estas células. A fin de evaluar el papel del factor antioxidante Nrf2,
realizamos ensayos en células A549 que editamos en este gen. Resultados
preliminares mostraron que los baculovirus no producen el mismo efecto de
acumulacion de LC3II en estas células. Por otro lado, evaluamos si la presencia
de Nrf2 y la inhibicion del flujo autofagico influyen en la eficiencia de
transduccién por baculovirus. Por un lado, se transdujeron células A549 y A549
Nrf2 -/- con un baculovirus reportero en mamiferos (GFP) a moi 200. A las 48
hpt la intensidad de luorescencia media por citometria de flujo en las células
editadas fue significativamente mayor que en las células salvajes. Por otra parte,
células tratadas con NH4CI y transducidas con un baculovirus reportero fueron
evaluadas por microscopia de fluorescencia. El numero de células GFP+ resulté
significativamente diferente en aquellas cuyo flujo autofagico fue interrumpido.
Por ultimo, determinamos la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en células transducidas por baculovirus a las 3 hpt, mediante el reactivo
CellROX Deep Red por citometria de flujo. Sorprendentemente, al menos en
fibroblastos murinos y en las condiciones ensayadas, los baculovirus no
generaron ROS. En resumen, hasta aqui los resultados muestran que la



transduccién con baculovirus en mamiferos afecta el normal flujo autofagico de
las células por un mecanismo independiente de ROS. Nuevos ensayos seran
necesarios para confirmar los resultados con metodologias complementarias,
profundizar en mecanismos subyacentes y determinar el potencial de los
resultados para la optimizacion de los baculovirus para el transporte génico en
mamiferos.



