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Introducción. Los  virus adenoasociados (VAA) se están 
utilizando actualmente en los protocolos clínicos de 
Terapia Génica. Recientemente el medicamento Glybera 
se aprobó para el tratamiento de una deficiencia en la 
lipoproteína lipasa. Este es un VAA que se produce en el 
sistema de células de insecto-baculovirus.

1
 Nosotros 

estamos interesados en producir VAAs con un tropismo 
para músculo esquelético, por lo que estamos utilizando 
este sistema para la generación de los VAAs de los 
serotipos 2/1 y 2/8. En un sistema simplificado las células 
de insecto Sf9 se coinfectan con dos diferentes 
baculovirus recombinantes: un baculovirus dual 
designado como bacRep-Cap que expresa las proteínas 
Rep78 y Rep52 del VAA2, y las proteínas de la cápside 
VP1, VP2 y VP3 que pueden ser de cualquier serotipo, 
entre ellos VAA1 ó VAA8; un segundo baculovirus 
recombinante porta el gen terapéutico

2,3
. El objetivo de 

este trabajo es generar los baculovirus recombinantes 
duales bacRep-Cap, con el gen rep del VAA del serotipo 
2 y los genes cap del VAA de los serotipos 1 u 8, para 
usarlos para producir VAAs en el sistema de células de 
insecto-baculovirus.  
 
Metodología. Generación de bácmidos 
recombinantes. Transformación. Usando los plásmidos 
pSR651 y pSR660, que contienen los genes rep-2 y cap-
1 u 8 respectivamente, se transforman células de E. Coli 
DH10Bac, en las que por un proceso de transposición se 
lleva a cabo la inserción de los genes de interés hacia el 
genoma del baculovirus, denominado por ello un bácmido 
recombinante. Análisis de los transformantes por PCR 
de colonia. Las colonias candidatas en las cuales se 
llevó a cabo la transposición en el lugar correcto del 
bácmido muestran una coloración blanca, a diferencia del 
resto de las colonias que son de color azul. Tomando una 
muestra de las colonias blancas, se lleva a cabo un PCR 
con oligos específicos para determinar si hubo 
transposición de los genes de interés. Análisis de los 
bácmidos aislados. Se aisla y se purifica el DNA de los 
bácmidos recombinantes a partir de las DH10Bac 
tranformadas y se analiza por PCR con oligos 
específicos. 
 
Resultados.  
Se obtuvieron colonias recombinantes bacRep-Cap de 
los serotipos de VAA2/1 y VAA2/8, seleccionadas 

mediante su resistencia a determinados antibióticos y la 
nula expresión del gen reportero LacZ. La verificación del 
proceso de transposición, para generar un bácmido 
recombinante, se llevó a cabo en las colonias y en los 
bácmidos recombinantes aislados mediante PCR, 
utilizando para ello oligonucleótidos que hibridan en 
secuencias específicas del bácmido y en los genes de 
interés (rep y cap). Los productos de PCR indican que la 
transposición ocurrió correctamente, puesto que los 
productos amplificados resultaron estar en los pesos 
moleculares esperados (Fig.1). 

               
Fig. 1. PCRs de los bácmidos recombinantes con los genes rep y cap 
de los AAVs 2/1 y 2/8. a) bácmido recombinate 2/1, con un fragmento 
amplificado de 2.3 kb, b) bácmido recombinante 2/8 con un fragmento 
amplificado de 2.3 kb, c) bácmidos recombiantes 2/1 y 2/8  con un 
fragmento amplificado de 787 pb.  

 
En paralelo se está llevando a cabo un modelo animal de 
cirrosis por medio de ligadura del conducto biliar, en el 
cual se probarán los VAA recombinantes. Resultados 
preliminares indican que los animales tienen poco peso e 
ictericia. 
 
Conclusiones. Los baculovirus bacRep-Cap 2/1 y 2/8 
generarán partículas de VAA que entregarán genes de 
forma dirigida hacia músculo esquelético.  
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