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Introduccién. El virus adeno-asociado (VAA) es uno de los
vectores para terapia génica mas usados recientemente por
su inocuidad, estabilidad y su capacidad de integrarse en
sitios especificos en el genoma de la célula sin producir
efectos adversos en el hospedero. El mejoramiento de la
eficiencia y especificidad de los vectores virales es
importante para el éxito de la terapia. La cpside del VAA
esta compuesta por la tres proteinas estructurales VP1, VP2
y VP3 con una estequiometria 1:1:10 en el virus silvestre.
Para un mejor entendimiento de los requerimientos
estructurales para la formacion de la capside, particulas
pseudo-virales recombinantes (VLP) con diferente
composicion han sido producidas (1,2,3). Sin embargo, su
funcionalidad y capacidad de internalizacién dentro de la
célula no se ha evaluado.

El objetivo de este trabajo fue entender como la
composicion de las capsides del virus adeno-asociado tipo
2 afecta su capacidad de unién e internalizacion en células
de mamifero.

Metodologia. Para producir cépsides con diferente
composicion de sus proteinas estructurales, se construyeron
tres baculovirus recombinantes que expresan cada una de
las tres proteinas VP individualmente. Células de insecto
(Sf9) fueron infectadas con los tres baculovirus a diferentes
multiplicidades de infeccién (MDI) para obtener capsides
con diferente estequiometria. Para la visualizacion de la
unién e internalizacion de las particulas virales en las
células de mamifero, se construyeron tres baculovirus
adicionales donde se fusion6 EGFP en el extremo amino
terminal de cada VP. En cada infeccion de las células de
insecto se incluyé una de las fusiones y las otras dos
proteinas sin fusionar. La capacidad de unién e
internalizacién en la célula se evalué por citometria de flujo y
microscopia confocal.

Resultados y discusién. En contraste con resultados
previamente reportados, fue posible obtener fusiones con
las tres proteinas estructurales (Figura 1). Cépsides con
diferente estequiometria de sus proteinas estructurales
fueron producidas mediante la coexpression de las tres

proteinas VP en el sistema de células de insecto
baculovirus. Mediante el uso de los baculovirus
recombinantes con las fusiones EGFP-VP se logro

ensamblar particulas pseudo-virales in vivo con una proteina
reportera dentro de ellas y del mismo tamafio que las que no
contienen EGFP (Figura 2), lo que nos permitié visualizarlas
y evaluar su capacidad de internalizacion dentro de las
células de mamifero.
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Fig. 1. Western blot de las fusiones EGFP-VPs.

Fig. 2. Capsides de VAA-2. (A) Sin fusion, (B) Con la fusion
EGFP-VP1.

Conclusiones. En este trabajo se logro fusionar EGFP en el
extremo N terminal de VP1 y VP3, a diferencia de otros
estudios donde se ha reportado que VP3 no tolera la
insercion de péptidos en sus extremos. Estos experimentos
nos proporcionaran informacion de los requerimientos
estructurales necesarios para el ensamblaje de las capsides
y su unioén y la entrada en las células de mamiferos.
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