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Introduccion. Las particulas pseudovirales (PPV) son
macroestructuras formadas a partir de las proteinas de la
capside de un agente viral pero que carecen de material
genético. Las PPV derivadas del virus adenoasociado (VAA)
son una herramienta importante en el disefio de vectores
para terapia génica (1). Ademas, sus caracteristicas abren
la posibilidad de utilizarlas para otras aplicaciones
nanobiotecnoldgicas. La preparacion y formulacion de PPV
para fines terapéuticos o de diagnostico requiere su
exposicion a diversas condiciones fisicoquimicas, lo que
puede ocasionar cambios morfol6égicos o conformacionales
de las particulas y las proteinas que las forman, dando
como resultado la aparicion de nuevas macroestructuras
(2,3) o la degradacion de la particula. En este trabajo se
evalué el efecto de la temperatura y el pH sobre la
estructura de las PPV-VAA, en blasqueda de la aparicién de
cambios conformaciones y la identificacion de un intervalo
de pH y temperatura en los que las PPV mantengan su
estructura caracteristica. Se pretende que la informacion
aportada por este estudio sea Util para el establecimiento de
un perfil de estabilidad y la definicion de condiciones de
almacenamiento apropiadas para las PPV-VAA.

Metodologia. Las PPV-VAA se produjeron en el sistema
células de insecto-baculovirus y fueron purificadas mediante
intercambio i6nico y gradientes isopicnicos en iodixanol. El
didmetro hidrodinamico (Dy) de las PPV y la formacion de
agregados tras la exposicion a diferentes temperaturas y
valores de pH, se midié mediante dispersion dinamica de luz
(DLS). La integridad de la PPV-VAA se verifico mediante
microscopia electrénica (TEM) e inmunodeteccion.

Resultados. A 25°C se detect6 una poblacién con un Dy de
26nm (tamafio similar al del VAA). El tamafio de esta
poblacién permanecié constante, hasta los 59°C. Al elevar
la temperatura a 61°C, se presentd un incremento de 2nm
en el Dy, producto de un cambio conformacional que
provocéd el movimiento de un dominio peptidico del interior
de la PPV hacia el exterior (confirmado mediante
inmunodeteccién). A partir de 63°C no fue posible detectar
particulas de Dy similar al de VAA ni se obtuvo sefial
positiva en los ensayos de inmunodeteccion. El indice de
agregacion de la muestra (particulas con
Dy>40nm/particulas totales) permanecioé constante ( 0.16)
desde los 25 hasta los 61°C. A partir de los 63°C, el indice
de agregacién aument6, alcanzando un valor de 1 al llegar a
los 65°C. (Figura 1). Producto de la disminucién del pH en el
rango evaluado, se observd un decremento en el Dy de las
PPV-VAA, mas no en el tamafio medido a partir de las
micrografias electrénicas. Ademas se aprecié6 una

disminucién en el contenido de particulas con Dpy<40nm
que representa a las PPV-VAA no agregadas (Figura 2)
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Fig. 1. indice de agregacién de muestras con PPV-VAA incubadas a
diferentes temperaturas. Se presentan las medias y desviaciones

estandar de triplicados del experimento.
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Fig. 2. Diametro hidrodinamico(4), didmetro determinado mediante
TEM(e@ )y contenido relativo(a) de PPV-VAA en muestras expuestas a
diferentes condicione de pH

Conclusiones. Se identificd, la temperatura critica que
ocasiona la perdida de la estructura caracteristica de las
PPV-VAA (61°C), al igual que el tiempo méaximo de
exposicion a la mencionada temperatura (30 minutos), antes
de que se presente la agregacion de las PPV. La
disminucién del pH de las soluciones con PPV-VAA
ocasion6 cambios en el didmetro hidrodindmico que
parecen ser consecuencia de la separaciéon de
agrupaciones de 2 6 3 cépside y no a cambios en el
tamafio de las capsides. Las PPV-VAA parecen ser estables
en el intervalo de pH evaluado.
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