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Introduccion. El sistema de células de insecto-
baculovirus (SCI-BV) permite la produccion de vectores
de virus adeno-asociado (VWAA) para terapia génica a
mayor escala y menor costo que en células de mamifero.
El SCI-BV emplea baculovirus para expresar los
componentes de VAA-2 tales como: proteinas de capside
(VPs), el genoma del vector (GVAA), y proteinas no
estructurales, llamadas Rep, que participan en la
replicacion (Rep78) y el empaquetamiento (Rep52) del
genoma [1]. Los rendimientos de particulas transductoras
en el SCI-BV son comparables a los de células de
mamifero pero la relaciébn capsides totales/capsides
llenas es 10 veces mayor en el SCI-BV [2]. Esto sugiere
limitaciones en la produccion de GVAA o su
empaquetamiento. Para el correcto ensamblaje del
vector, todos los componentes deben expresarse e
interactuar al interior de la célula. EI SCI-BV ofrece un
ambiente intracelular distinto al de células de mamifero,
por lo que se desconocia si la interaccién de los
componentes de VAA podria verse afectada. En este
trabajo se evalud la localizacién intracelular de los
componentes de VAA en células de insecto para
determinar si ésta constituye una limitacién durante la
produccion del vector.

Metodologia. Mediante inmunofluorescencia se evalué la
localizacion intracelular de las proteinas VP y Rep de
VAA en expresion individual o en co-expresion en células
H5 [3]. Adicionalmente, se analizo el sitio de acumulacion
de capsides de VAA mediante microscopia de
transmision electrénica (TEM).

Resultados y discusion. La proteina VP se ensambla
en compartimentos especificos dentro del nucleo. No se
determiné si dichos compartimentos corresponden a
nucléolo como ocurre en células de mamifero. Rep52 se
localiz6 en todo el nicleo durante su expresion individual,
en co-expresion con VP y en presencia de los GVAA. La
concentracion de Rep78 disminuyd considerablemente
tras 48 h de infeccién cuando se expreso individualmente
(fig. 1), pero se mantuvo estable en co-expresién con VP
y en presencia de los GVAA, ademas de modificar su
distribucion intracelular (fig. 2). Durante la co-expresion
de todos los componentes de VAA-2 se observo que las
capsides se acumularon preferentemente en la periferia
nuclear. Mediante microscopia electrénica se observaron
cépsides en vesiculas localizadas alrededor del estroma
virogénico que genera el baculovirus (fig. 3).

Fig. 1. Inmunofluorescencia de células H5 infectadas para
expresion de Rep78. a) Rep78, b) nicleo, c) sobrelape de ay b.

Fig. 2. Inmunofluorescencia de células H5 coinfectadas para
expresion de VP y Rep78. a) Rep78, b) VP, c) nicleos, d)
sobrelape de a,b y C.

Fig. 3. TEM de celulas H5 mfectadas a) nucleo celular, b)
vesiculas en periferia nuclear, ¢) capsides dentro de vesicula.

Conclusiones. La diferencia en distribucion intracelular
de capsides y de Rep78 en expresion individual y en
presencia de otros componentes de VAA indican que
existen interacciones en el interior de las células de
insecto. La localizacién intracelular no representa una
limitacién para la produccion del vector [3].
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