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Introduccion. La terapia génica implica introducir acidos
nucleicos en células para corregir anomalias. Los vectores de
virus adeno-asociado (VVAA) son de gran interés en terapia
humana. Su produccion en células de mamifero es muy
ineficiente. Para producirlos en células de insecto se ha
utilizado un sistema donde las proteinas de la capside son
expresadas usando el baculovirus BacCap [1, 2], reportando
buenos rendimientos. La capside de VAA-2, de 20-25 nm,
estd compuesta por las proteinas VP1, VP2 y VP3 en
relacion aproximada de 1:1:10. Se ha observado una relacion
directa entre el nimero de capsides producidas y la
multiplicidad de infeccion (MDI) de BacCap [2], pero aun se
desconocen los parametros cinéticos de produccion de
proteina VP asi como los rendimientos de ensamblaje. Esta
informacion resulta importante para sintetizar capsides para
producir vectores virales o nanomateriales. Por tanto, el
proposito de este trabajo fue conocer el comportamiento
cinético y los rendimientos de produccion de proteina VP,
asi como su eficiencia de ensamblaje en células de insecto.

Metodologia. Se infectaron células High Five® a 1x10°
cél/mL usando diferentes MDI de BacCap. Se tom6 muestra
cada 24 h y se trataron como se describié previamente [2].
Se cuantific6 VP total por densitometria de Western Blot
usando el anticuerpo B1 para VP1, VP2 y VP3 (PROGEN,
Biotechnik). Se cuantificé VP ensamblada usando HPLC-GP
[3] y usando buffer Na,HPO, 10mM, pH 8. Se purificaron
capsides a partir de pellet utilizando ultracentrifugacion con
gradientes de CsCl y se caracterizaron por microscopia
electrénica (ME) usando tincidn negativa.
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Fig. 1. Conc. max. de VP usando distintas MDI de BacCap.

Resultados y discusion. La viabilidad de los cultivos siguio
una relacion inversa a la MDI usada. La proteina VP se
detectd principalmente en pellet. La MDI de 0.1 ufp/cél dio
los mejores rendimientos de VP total y ensamblada, no se
observo diferencia para las otras MDI. Solo para la MDI
menor, la relacién molar de proteina VP total fue similar a la

reportada para capsides (fig. 1). EI nimero de capsides fue
10 wveces menor al calculado estequiométricamente
considerando que VP3 se agota, pero la concentracion de
capsides a cada MDI sigue la tendencia de este célculo. En
todas las MDI la proteina ensamblada fue casi el 1% del
total, lo que indica un proceso ineficiente. Usando HPLC-GP
se cuantifico y purific, sin interferencia de baculovirus,
particulas de 21 nm que reaccionaron con B1 (tabla 1). Por
ultracentrifugacién se purificaron particulas de densidad de
1.28 g/mL, similar a la reportada para capsides vacias [1]. La
estructura y composicién de las capsides se corrobor6 por
reaccion positiva con el anticuerpo B1, y por ME donde se
detectaron particulas vacias de 20-25 nm de diam. (fig. 2).

Tabla 1. Produccién de capsides y eficiencia de ensamblaje.

MDI | Cép/mL Error % VP ensamblada
0.1 | 1.0E+12 | 3.9E+11 1.887 £0.848
2.3E+11 | 1.0E+11 0.753+ 0.297
5 1.5E+11 | 4.9E+10 1.081+ 0.356
10 3.2E+11 | 6.3E+10 0.880 + 0.108

Figura 2. Microscopia electrdnica de capsides de VAA-2.

Conclusiones. Identificamos la MDI de 0.1 ufp/cél como la
mejor para producir proteina VP y cépsides. Ademas, se
calcul6 por primera vez la eficiencia de ensamblaje de VP, la
cual fue constante para las diferentes MDI usadas. Este es el
primer repote de cinéticas de produccién de VP y capsides
de VAA-2, por lo que contribuira a mejorar la produccién de
capsides para terapia génica o nanobiotecnologia.
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