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Introduccién. Los virus adenoasociados son una
prometedora fuente de vectores para terapia génica,
ademas sus capsides pueden tener otras posibles
aplicaciones. Estas particulas estan constituidas por tres
proteinas (VP1, VP2 y VP3) con una relacion
estequiométrica 10:1:1. La capside con geometria
icosaédrica contiene un total de 60 subunidades y tiene
un diametro aproximado de 20-25nm. Actualmente
existen diversas metodologias de produccién, siendo una
de ellas la basada en el uso del sistema células de
insecto-baculovirus [1]. En este sistema se expresan de
forma recombinante las proteinas virales, las cuales se
ensamblan para dar lugar a particulas iguales a las del
virus nativo. Estas particulas no contienen el material
genético viral, por lo que se les denomina particulas
pseudovirales (PPV). La produccion de PPV debe ir
acompafiada de métodos de purificacién y analisis que
permitan obtener y garantizar la calidad de los productos
fabricados. Se han reportado diversas metodologias de
purificacion (centrifugacion isopicnica, cromatografia) y
cuantificacion de PPV [2].

El objetivo del presente trabajo fue el evaluar la técnica
de cromatografia de exclusiéon en gel acoplada a un
sistema de deteccion basado en la dispersion dinamica
de la luz como herramienta para el analisis de PPV
recombinantes de virus adenoasociados.

Metodologia. Se llevé a cabo la infeccién de células de
insecto High Five™ con un baculovirus recombinante que
codifica para las tres proteinas de la capside del virus
adenoasociado. A las 120 h se cosecharon las células y
se ftrataron como se describidé previamente [3]. Las
proteinas  virales  fueron purificadas  mediante
ultracentrifugacion en CsCl. Las bandas fueron
colectadas e inyectadas en un sistema cromatografico
equipado con dos columnas de exclusiéon en gel [4] y
acoplado a un equipo de medicion de dispersién de luz.
Se utilizaron fluoroesferas de 20, 40 y 100nm como
estandares.

Resultados y discusién. Las PPV inyectadas en el
sistema cromatografico eluyen a volumenes diferentes
segun su tamafio. El volumen de elusion es inversamente
proporcional al tamafio de la particula. Cada uno de los
picos registrados por el cromatégrafo corresponde con

mediciones del equipo de dispersion dinamica de la luz.
Este equipo permite conocer el tamafno caracteristico de
cada una de las particulas inyectadas.

Las PPV analizadas eluyeron a los 16.78ml y fueron
registradas en el equipo de medicién de la dispersion de
luz con un tamafio de 23nm. Este resultado se encuentra
dentro del rango de valores reportados (20-25nm).
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Fig. 1. Distribucion de tamafio de particula obtenida mediante el
analisis de dispersion de luz.

Conclusiones. La combinacion de un sistema de
separacion cromatografico de exclusién en gel acoplado
con un sistema de deteccion basado en la medicién de la
dispersion de luz fue una herramienta analitica capaz de
separar y cuantificar PPV de virus adenoasociados en las
muestras analizadas.
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