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Introduccién. Las pseudo-particulas virales tienen un recuperar hasta un 90% de las dIRLP alimentadas a primer

amplio rango de aplicacion (vacunas, terapia génica,
nanomateriales, etc) (1). Sin embargo los procesos de
recuperacion y purificacion son generalmente costosos y
largos, e inclusive en muchas ocasiones las etapas
involucradas no son facilmente escalables.

Los sistemas de dos fases acuosas han demostrado ser
capaces de recuperar y purificar productos biotecnol 6gicos
eficientemente, aun de matrices con una gran cantidad de
contaminantes o particulas suspendidas (restos celulares).
Adicionalmente es una técnica féacilmente escalable y
relativamente econdémica (2).

El objetivo de este trabagjo es evaluar la factibilidad de
recuperar y purificar pseudo-particulas de doble capa de
rotavirus (dIRLP) producidas por el sistema de expresion
células de insecto — baculovirus, utilizando como etapa
primaria de recuperacion sistemas de dos fases acuosas
polietilenglicol - sal.

M etodologia. Céulas de insecto High Five fueron cultivadas
e infectadas smultaneamente con el baculovirus codificando
la proteina de fusion EGFPVP2 y con otro codificando para
VP6 de la cepa SA1l. A las 48 horas postinfecciéon se
centrifugd € cultivo. Aproximadamente e 60% de
las dIRLP se encontraron en €l sobrenadante y 40% en la
biomasa. Ambas fracciones fueron manejadas por separado.
Los sistemas de dos fases acuosas fueron formados
utilizando el homogenizado de ruptura celular (obtenido por
sonicacion de la biomasa), o bien el sobrenadante de caldo
de cultivo. Diferentes parametros (peso molecular del
polimero, relacion de volumenes, cantidad de muestra
alimentada, etc) fueron variados para estudiar la influencia
de cada uno de estos parametros sobre la particion de dIRLP
en el sistema. La deteccion de las dIRLP se hizo mediante
HPLC — Detector de fluorescencia. Tambien se detectd
proteina total mediante arreglo de fotodiodos a 280 nm.

Resultados y discusion. En los sistemas que se alimentaron
con homogenizado de ruptura celular se encontraron diIRLP
tanto en la fase superior como en lainterfase, sin embargo de
esta Ultima no fue posible recuperarlas directamente debido a
la acumulacion de restos celulares. Los mejores porcentajes
de recuperacion se obtuvieron a utilizar polietilenglicol 400
g/gmol, fosfato de potasio, pH 7 y relacion de volimenes
elevada. Se logré recuperar 47% de las dIRLP alimentadas al
sistema en una sola etapa, y a utilizar dos sistemas de fases
acuosas en serie con las mismas caracteristicas (alimentando
el segundo sistema con la interfase del primero) se logré

sistema (47% Yy 43% en € primer y segundo sistema de fases
acuosas, respectivamente).

Las dIRLP provenientes de sobrenadante de caldo de cultivo
fueron recuperadas en la interfase de sistemas de dos fases
acuosas con polietilenglicol 3350 g/gmol, fosfato de potasio,
pH 7 y relacion de volUmenes cercana a 1, siendo estas
condiciones en las cuales se obtuvo la mejor recuperacion
(80% de las dIRL P alimentadas, en una sola etapa).

Tomando en cuenta los maximos porcentajes de
recuperacion obtenidos (90% de biomasa y 80% de
sobrenadante) se calculé una recuperacion global de dIRLP
del 84%.

Cuadro 1. Porcentaje de recuperacion y purezade diIRLP en
sistemas de dos fases acuosas polietilenglicol - sd

Caracteristica Biomasa Sobrenadante
Peso molecular del polimero 400 g/gmol 3350 g/gmol
Longitud de linea de corte 3 .
(LLO) 35 %p/p 17 % plp
Relacion de volumen (VR) 13.0 1.0
Fase del sistemaen que se SUDS oL Bt
recuperé diRLP P
Recuperacion dIRLP 47% (1 etapa) 0

(nUmero de etapas en serie)  90% (2 etapas) LT L
Pureza dIRLP recuperado 11.0% 6.4%

Conclusiones. Los sistemas de dos fases acuosas
polietilenglicol — fosfato de potasio demostraron ser un
método adecuado para la recuperacion primaria de dIRLP,
tanto a partir de homogenizado de ruptura celular como de
sobrenadante de caldo de cultivo. Se obtuvo una
recuperacion global de dIRLP del 84% (considerando ambas
fracciones) y purezasentre 6.4 y 11.0 %.
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