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Resumen

CAPITULO 1

RESUMEN

Los trabajos en las areas médico bioldgica tales como diagndstico, terapéutica e
investigacion recurren frecuentemente a la introduccion de sustancias quimicas en
organismos vivos Yy células. La nanobiotecnologia ha generado nuevas alternativas para este
fin mediante la funcionalizacion de diferentes nanomateriales, entre ellos las particulas
pseudovirales. El virus adeno-asociado ha sido ampliamente usado como vector para
terapia génica y algunas de las caracteristicas de las particulas pseudovirales derivadas de
este virus representan un atractivo para el desarrollo de sistemas de entrega de sustancias a
partir de estas particulas pseudovirales. En este trabajo nos dimos a la tarea de llevar a cabo
una caracterizacion fisicoquimica de las particulas pseudovirales de virus adeno-asociado
con miras a proponer estrategias de funcionalizacion que permitirian desarrollar sistemas de
entrega de sustancias a partir de las particulas formadas por las proteinas estructurales del

virus adeno-asociado.

Se estudi6 la produccidn de proteina viral y particulas pseudovirales de virus adeno-
asociado en dos lineas celulares de insecto con la finalidad de seleccionar una linea capaz
de producir grandes cantidades de particulas. Se encontré que las células High Five™
producen un 50% maés particulas pseudovirales de virus adeno-asociado que las células Sf9.
Se desarroll6 un método de purificacion para estas particulas mediante cromatografia de
intercambio i6nico y centrifugacion isopicnica en iodixanol que permitié alcanzar purezas
del 99%.

Con las particulas pseudovirales purificadas se llevo a cabo un estudio de los cambios
estructurales y estabilidad de las mismas frente a cambios de temperatura, pH, fuerza i6nica
y sonicacion. ElI uso de dispersion dinamica de luz, permitié determinar que el

mantenimiento de las particulas en estado desagregado requiere soluciones de citrato de



Resumen

sodio con una fuerza ionica superior a 200 mM. De igual manera, mediante dispersion
dindmica de luz se encontrd que la sonicacion permite eliminar los agregados de particulas
pseudovirales de virus adeno-asociado, sin que el tratamiento ocasione cambios
conformacionales en las particulas. Los analisis de dispersion dindmica de luz,
inmunodetecciones 'y espectroscopia permitieron determinar que las particulas
pseudovirales son estables a la exposicion a una temperatura de 59°C hasta por una hora,
que el calentamiento a 61°C produce un cambio conformacional que va acompafiado por un
aumento en el tamafio de las particulas y que la incubacion a temperaturas de 65°C
ocasiona el desensamblaje de las particulas pseudovirales y la agregacion irreversible de las
proteinas que las forman. El efecto del pH sobre la estructura de las particulas
pseudovirales fue estudiado mediante microscopia electrdnica, dispersion dinamica de luz y
espectroscopia de fluorescencia. Con estas técnicas fue posible detectar que las particulas
pseudovirales sufren un cambio conformacional en respuesta a la disminucion del pH desde

8.0 hasta 4.5 y que dicho cambio incrementa la permeabilidad de las mismas.

A partir de los resultados obtenidos durante la caracterizacion fisicoquimica se propuso
una estrategia para lograr la introduccion de fluoresceina en el seno de las particulas
pseudovirales, aprovechando la presencia de poros en los ejes de simetria pentaxial de las
particulas y el cambio conformacional observado durante el calentamiento a 61°C. La
estrategia propuesta no permitio lograr la funcionalizacién de las particulas pseudovirales.

El conjunto de conocimientos generados en este trabajo permitiran proponer otras
estrategias para la incorporacion de moléculas al interior de las particulas pseudovirales de
virus adeno-asociado que rindan mejores resultados que los obtenidos en este primer
intento por generar un sistema de entrega basado en particulas pseudovirales de virus

adeno-asociado.
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CAPITULO 2
INTRODUCCION

La administracién de sustancias quimicas a individuos, tejidos o células representa un
tema de especial interés en las areas medico biologicas, tanto para fines de investigacion
como de diagnostico y terapéutica. Este interés ha motivado el desarrollo de dispositivos y
técnicas que permitan depositar una sustancia en regiones especificas de las células u
organismos bajo condiciones controladas. Ejemplo de dichos desarrollos incluyen la
electroporacion y la microinyeccion ampliamente utilizadas en los laboratorios de
investigacion, asi como los sistemas de liberacion de drogas empleados para la fabricacion

de medicamentos.

Los sistemas de entrega de drogas o substancias se definen tradicionalmente como toda
formulacién o dispositivo que permite: la introduccion de una substancia a un organismo y
una mejora en su eficacia y seguridad mediante el control en su tasa, tiempo y lugar de
liberacion en el organismo [1]. El desarrollo de estos sistemas ha permitido dar solucion a
algunos de los problemas que se presentan durante la formulacion de medicamentos.
Dichos problemas son derivados de la baja solubilidad, toxicidad o inestabilidad
fisicoguimica de diversas sustancias quimicas con aplicaciones potenciales como farmacos

0 agentes de diagndstico [2,3].

La tendencia a disminuir el tamafio de los sistemas de entrega de sustancias y los
desarrollos logrados en el area de la nanotecnologia durante los Gltimos 30 afios han
permitido que diferentes nanoestructuras sean utilizadas como plataformas para el
desarrollo de novedosos sistemas de entrega de sustancias [4]. Nanoestructuras como
liposomas®, nanoparticulas poliméricas, dendrimeros®, nanotubos de carbono, y particulas

pseudovirales entre otras, han sido empleadas para la entrega de farmacos convencionales,

® Vesiculas de fosfolipidos formadas espontaneamente a partir de la dispersién de un lipido en agua.
® Nanoestructuras tridimensionales formadas por la adicién repetida de pequefias moléculas ramificadas sobre
una molécula central.
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asi como de proteinas y material genético, tanto a modelos animales como a seres humanos

en ensayos clinicos [5].

Los sistemas de entrega de sustancias quimicas deben cubrir varias caracteristicas; tener
un tamafio y forma definidos, ser monodispersos, presentar una elevada compatibilidad
bioldgica, baja inmunogenicidad, ser biodegradables, brindar proteccion a la sustancia que
transportan, asi como tener la capacidad de unirse e internalizarse en la célula blanco para
exponer o liberar la sustancia que transportan [1]. La naturaleza quimica y metodologias de
produccion de la mayoria de las nanoestructuras suelen ser una limitante para cumplir con
algunas de estas caracteristicas. Sin embargo, las particulas pseudovirales (PPV),
estructuras fisicamente similares a un virus formadas por las proteinas de la capside viral
pero que carecen de material genético, cumplen con la gran mayoria de las caracteristicas
antes mencionadas dadas su naturaleza proteica y el alto grado de monodispersion que

presentan [6].

El desarrollo de sistemas de entrega a partir de PPV presenta algunas ventajas en
comparacion con el uso de nanoparticulas de origen sintético. Las PPV pueden ser
modificadas genética y quimicamente y debido a su estructura simétrica las modificaciones
en su superficie presentan una distribucion espacial bien definida [6]. Naturalmente poseen
una estructura similar a una jaula y pueden ser usadas como contenedores, disminuyendo de
esta manera la toxicidad de la sustancia que transportan y brindandole proteccion contra el
ambiente en el que se suspende la PPV [7,8]. Su tamafio (10-200 nm) les permite difundir a
través de las paredes de los capilares. Ademas, de forma natural algunas poseen tropismo
celular especifico, lo que les permite dirigirse a un 6rgano o tejido en particular una vez que
han abandonado el torrente circulatorio [9]. Esta Gltima caracteristica permite disminuir la

cantidad de sustancia a suministrar para alcanzar el efecto deseado.

Para llevar a cabo la incorporacion de las sustancias quimicas en PPV, proceso que en
ocasiones es denominado funcionalizacion, es necesario tener un profundo conocimiento
sobre la secuencia proteica, estructura tridimensional, reactividad quimica y estabilidad
fisicoquimica de la PPV a funcionalizar. Con base en este conocimiento es posible

proponer estrategias y llevar a cabo experimentos que permitan tanto la incorporacion de la
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sustancia de interés como preservar la estructura y funcionalidad de la particula

contenedora.

En este trabajo se estudié el comportamiento de particulas pseudovirales de virus adeno-
asociado bajo las condiciones fisicoquimicas que suelen ser empleadas para la
funcionalizacion de bionanoparticulas. Esto con el fin de proponer una metodologia para el
desarrollo de sistemas de entrega de sustancias quimicas basado en particulas pseudovirales

de virus adeno-asociado.
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CAPITULO 3
ANTECEDENTES

3.1 PRODUCCION DE PARTICULAS PSEUDOVIRALES

La ciencia ha encontrado en las PPV una materia prima muy versatil. En los ultimos
afios han sido empleadas en diferentes areas de aplicacion para el desarrollo de nuevos
dispositivos electronicos, catalizadores y agentes de vacunacion, entre otros [6]. En
respuesta a este interés por desarrollar tecnologias a partir de PPV, diferentes grupos de
trabajo se han dado a la tarea de generar sistemas de expresion, y métodos de produccion

que permitan obtener grandes cantidades de estas estructuras proteicas.

Los sistemas de expresion usados actualmente para la produccion de particulas
pseudovirales son varios, entre ellos podemos encontrar: 1) células procariotas,
particularmente E. coli; 2) varias especies de levaduras; 3) plantas de tabaco, papa y soya;
4) sistema celulas de insecto-baculovirus; y 5) varias lineas celulares de mamiferos [10,11].
La eleccion de uno u otro sistema depende en gran medida del grado de complejidad
estructural de la PPV a producir y requiere valorar adecuadamente las fortalezas y
debilidades de cada sistema para lograr asi un equilibrio entre el costo, tiempo de

produccion y calidad del producto de interés.

El sistema células de insecto baculovirus (SCI-B) es una opcién atractiva para la
produccion de PPV, ya que posee una adecuada combinacion de las ventajas de otros
sistemas: 1) El cultivo de células de insecto es mas econémico que el de células de
mamifero; 2) no requiere del uso de suplementos derivados de animales lo cual minimiza la
incorporacion de patdgenos oportunistas; 3) las proteinas pueden sufrir modificaciones
postraduccionales que no se pueden llevar a cabo en bacterias o levaduras; 4) Los niveles
de expresion son mayores a los obtenidos en plantas o células de mamifero; 5) Es posible
coexpresar hasta 5 proteinas diferentes lo que permite la produccion de PPV complejas [11-
13].
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3.1.1 Sistema Células de Insecto Baculovirus

El SCI-B consiste en utilizar un baculovirus, virus con un rango de hospedero
restringido a artropodos, como vector para entregar un gen de interés a células de insecto
cultivadas in vitro (Figura 1). El baculovirus nucleopoliedrovirus de multicapside de
Autographa californica (AcMNPV) es el mas utilizado. Este virus posee un genoma de 131
kpb y contiene uno de los promotores mas fuertes que se conocen, el promotor polh, el cual
regula la expresion de la proteina poliedrina durante la fase tardia del ciclo de infeccion
[14]. Esta proteina es esencial para la propagacion del virus en la naturaleza mas no para su
propagacion en cultivos in vitro. Aprovechando esta caracteristica, es posible construir
baculovirus recombinantes mediante la sustitucion del gen de poliedrina por el gen de
interés, dejando el control de la expresion del gen recombinante al promotor polh. El uso de
este promotor permite alcanzar concentraciones de proteina recombinante que pueden

Ilegar a ser de hasta el 50% de la proteina total en los cultivos [15].

Sistema células de insecto baculovirus

Se sustituye el gen de poliedrina por el

gen de interes \I/ m |T' Baculovirus

B | DNA de baculovirus 1
e Sedal de —— Célula de
Promotor poliadenilacion Infeccidn de las células insecto
eoli ! de Insecto
i/ N\ 7
l 1 gen de interes 1 ]
Se cultivan las celulas
I de 3 a 5dias
\@ e &) 0
) Y
/ @ @ Purificacion @@ :,I

Particula pseudoviral

Figura 1-Produccion de proteinas recombinante en el sistema células de insecto-baculovirus

La produccion de proteinas recombinantes en este sistema es un proceso de dos etapas.
Inicialmente, se cultivan las células de insecto hasta obtener la concentracion celular
deseada (concentracion celular al tiempo de infeccion, CCI). Entonces se agrega un
volumen del resguardo de baculovirus recombinante que contiene la cantidad de particulas

infecciosas (unidades formadoras de placa, ufp) necesaria para infectar al cultivo con la
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multiplicidad de infeccion (MDI, nimero de particulas virales infecciosas adicionadas por

cada célula en el cultivo) deseada [16].
3.1.2 Parametros que influyen en la produccion de proteinas recombinantes en el SCI-B

Las variaciones de los rendimientos obtenidos para diferentes proteinas recombinantes
en el SCI-BV han sido atribuidas a factores genéticos, de clonacion, a condiciones del
cultivo celular, y al proceso de infeccién. Las variables relacionadas con el proceso de
infeccion: multiplicidad de infeccién (MDI), tiempo de infeccién (TDI) y tiempo de
cosecha (TDC), son las que se manipulan con mayor facilidad y tienen un impacto
significativo en los rendimientos obtenidos [17,18]. La MDI se define como el nimero de
particulas infecciosas (ufp) adicionadas al cultivo por cada célula presente en el mismo. La
MDI utilizada determina la fraccion de células infectadas al inicio del cultivo; esta relacion

puede ser modelada mediante la distribucion de Poisson (Figura 2).

1.0 - i e A e

—— Células no infectadas
——— Células infectadas con al menos 1 baculovirus
-------- Células infectadas con al menos 2 baculovirus

044 .

024/

Fraccién de la poblacién de células

0.0 - t 1 : 1 . 1 : 1 t 1
0 2 4 6 8 10

Multiplicidad de infeccion (ufp/célula)

Figura 2.- Distribucion de Poisson. Se grafica el efecto que tiene la MDI sobre la fraccion de la

poblacion que recibe una cantidad (X) de baculovirus en la infeccién inicial.

El TDI suele ser expresado como la concentracién celular del cultivo al tiempo de la
infeccion (CCI). Debido a que el TDI indica la edad del cultivo (fase lag, exponencial o
estacionaria) y nos da una idea del nivel de nutrientes y productos de desecho presentes en
el medio de cultivo, es ldgico esperar que tenga un efecto sobre los rendimientos obtenidos

en la produccién de proteina recombinante.

Estas tres variables estan interrelacionadas y tienen un efecto interdependiente no linear

sobre la productividad del sistema [19], razdn por la cual para cada proteina a producir debe

8
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de identificarse la MDI, CCl y TDC maéas adecuados. Gallo reporté que la mayor
productividad de PPV de VAA en el SCI-BV se obtiene al infectar células de insecto a una
concentracion de 1x10° células/ml con una MDI de 0.1 ufp/célula [20].

3.2 VIRUS ADENO-ASOCIADO
3.2.1 Generalidades

El virus adeno-asociado (VAA) pertenece al género Dependovirus de la familia
Parvoviridae [21]. Como el nombre del género lo indica, estos virus requieren coinfectar
con un virus auxiliar (Ej, adenovirus, herpesvirus) para poder llevar a cabo una infeccion
productiva [22]. El tamafio reportado del VAA varia de los 18 a los 25 nm [23].

Su material genético es ADN de cadena sencilla con un tamafio de aproximadamente 4.6
kb y codifica para 8 proteinas; cuatro proteinas, rep 78, rep 68, rep 52 y rep 40, necesarias
para la replicacion, integracion y encapsidacion del genoma viral, tres proteinas
estructurales (las proteinas estructurales forman la capside viral) VP1, VP2 y VP3 y una
proteina auxiliar en el proceso de ensamblaje de la capside (assembly-activating protein,
AAP) [24]. EI ADN del VAA posee secuencias nucleotidicas cortas (145 pb) en ambos
extremos, conocidas como repeticiones terminales invertidas (Inverted terminal repetitions,
ITR’s). Las ITR"s son necesarias para la integracion sitio especifica del genoma viral (en el
cromosoma 19 posicion 19g13.3) en células humanas [25]. La capacidad del VAA de
integrar su genoma en células infectadas ha sido aprovechada para el desarrollo de vectores
para terapia génica [26]. En la figura 3 se muestra la organizacion del material genético del
VAA.

3.2.2 Biologia y epidemiologia

Un total de catorce serotipos de VAA han sido identificados, aislados y secuenciados;
todos ellos provenientes de roedores y primates, tanto humanos como no humanos
[22].Todos los serotipos comparten gran similitud en la secuencia y estructura de sus
capsides y en la organizacion de su material genético. Las diferencias mas notorias entre los
distintos serotipos son la especificidad tisular que poseen y el uso de diferentes receptores

de membrana para ingresar a la célula (Tabla 1). El virus adeno-asociado tipo 2 (VAA-2)

9
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es el mas ampliamente caracterizado y el mas empleado en ensayos clinicos [27]. La
importancia del estudio de los demas serotipos radica en la posibilidad de emplear sus
proteinas en la produccién de capsides hibridas y asi ampliar las capacidades de

transduccion de las particulas pseudovirales de virus adeno-asociado (PPV-VAA).

IR p19 p40 ITR
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| |
5 1|A s i 21|ms 25|14 |2sna u““
E Rep 78] | 2729
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w
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S~ lves | §
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Proteina auxiliar en el ensamblaje
Figura 3.- Mapa genético del VAA. ITR son las repeticiones invertidas repetidas presentes en los
extremos del genoma viral. Los promotores p5 y pl9 regulan la expresién de las proteinas
relacionadas con los procesos de replicacion y encapsidacion del material genético mientras que el
promotor p40 regula la expresion de las proteinas estructurales y de la proteina auxiliar.

El VAA se encuentra ampliamente distribuido entre los humanos. EI 50 al 80% de la
poblacidn posee anticuerpos especificos contra la capside del VAA, principalmente contra
el serotipo 2 [28,29]. Ademas, en un estudio realizado por Gao y colaboradores fue posible
recuperar secuencias completas de VAA en el 20% de los tejidos humanos analizados
(n=259) [30]. Sin embargo, a pesar de esta alta prevalencia, no se ha relacionado al VAA
con alguna enfermedad humana, razon (entre otras) por la cual las PPV-VAA han ganado
terreno frente a otros virus en el desarrollo de vectores administrados a humanos con fines

terapéuticos [31].

La entrada del VAA a la célula (Figura 4) se lleva a cabo por endocitosis mediada por
receptores. El receptor primario para la infeccion por VAA-2 es el heparan sulfato

proteoglicano (HSPG) y los receptores secundarios propuestos incluyen el receptor del
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factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR-1), el receptor del factor de crecimiento de
hepatocitos (HGRF), receptores de laminina, y un par de integrinas (owvfs Y asBi1) [32].La
secuencia proteica en regiones especificas de la capside dicta en gran medida el tipo de
receptor empleado para la internalizacion del VAA vy se cree que también esta relacionada

con los fendbmenos de desempaquetamiento.

Tablal.- Caracteristicas generales de algunos serotipos de VAA. [29]

Serotipo Huésped Tamario del Receptor Co-receptor Afinidad
Natural genoma (b) tisular
~ VAA1  Mono 4718  ND.  ND  Musculo

VAA-2 Humano 4681 Heparan sulfato oBslosPr* Rifion
proteoglicano

VAA-3 Humano 4722 Heparan sulfato FGFR-1 ND
proteoglicano

VAA-4 Mono 4767 2,3 O-acido sidlico PDGFR SNC

VAA-5 Humano 4642 2,3 N-acido silico PDGFR Retina

VAA-6 Humano 4683 Acido sidlico PDGFR ND

VAA-7 Mono 4721 N.D ND Musculo

VAA-8 Mono 4393 N.D. Receptor de laminina Pancreas

——————————— —— —— ————————
N.D. No identificado ,SNC. Sistema Nervioso Central, FGFR-1 Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 1, PDGFR Receptor
del factor de crecimiento derivado de plaquetas, * Integrinas.

En experimentos realizados por Bartlett y colaboradores fue posible determinar que el
100% de los VAA que se adhieren a la membrana celular se internalizan en la célula en un
periodo de 30 minutos [33]. Los endosomas son conducidos desde la periferia de la célula
hacia el area perinuclear mediante reacomodos en el citoesqueleto. Se desconoce en qué
punto de este trayecto el VAA es liberado del endosoma, pero gracias al trabajo de
Kronenberg sabemos que la acidificacion del endosoma provoca un cambio conformacional

en la capside que conduce a la liberacion del VAA del endosoma [34].

Después de la liberacion, las particulas comienzan a acumularse en el espacio
perinuclear, ademas se ha reportado que los VAA liberados al citoplasma son susceptibles a
sufrir ubiquitinacion, lo que conduce a su degradacion en el proteosoma. EI mecanismo
mediante el cual el genoma del VAA ingresa al nucleo es motivo de discusion [22] El resto

del ciclo de replicacion del VAA depende del estado de la célula asi como de la presencia
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de virus auxiliares, estos factores conducen a la integracion del DNA viral en el genoma de

la célula huésped o a la replicacion del virus.

HSPG

avps

Vesicula cubierta

Endosoma temprano de clatrina

Microtubulos

+
Microfilamentos

: pHI @ @ § Nucleo
Endosoma tardio 0 Q Geon

Figura 4.- Modelo de la entrada de VAA a la célula. El virus adeno-asociado se une al HSPG en la
membrana celular. El proceso es asistido por correceptores. Acto seguido se lleva a cabo una
endocitosis via vesiculas recubiertas de clatrina. Los endosomas son transportados hacia el nacleo. La
acidificacion de los endosomas dispara un cambio conformacional de la capside y su liberacion del
endosoma. Mediante un mecanismo aun desconocido, el genoma del VAA ingresa al ntcleo donde se
replica o se integra en el genoma de la célula huésped (tomado de [22]).

3.2.3 Cépside y proteinas estructurales.

La cépside del VAA esta formada por tres proteinas, VP1, VP2 y VP3. Estas son
traducidas a partir de dos mensajeros diferentes expresados bajo el control del promotor
p40. La expresion de las proteinas de la capside requiere splicing alternativo y uso del poco
habitual coddn de inicio ACG [35]. Las tres proteinas se sintetizan usando el mismo marco
de lectura abierto (ORF) y comparten el 72% de su secuencia de aminoacidos, la porcion
que es diferente es el extremo amino terminal. VP1 es la més grande de las tres proteinas
(735 aminoacidos-87 kD), le sigue VP2 (598 aminoacidos-72 kD) y la més pequefia es VP3

(533 aminoacidos-62 kD) [36]. La relacion estequiométrica reportada entre las tres
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proteinas es 1:1:10 (VP1, VP2, VP3), con un total de 60 subunidades por capside. Las
funciones especificas y las necesidades de cada una de las tres proteinas virales en la
formacion de capsides no son claras adn. Es posible formar PPV completas en sistemas que
no expresan VP1, sin embargo la infectividad de las mismas es baja debido a que el domino
fosfolipasa presente en esta proteina es esencial para que la PPV pueda liberarse del
endosoma durante la infeccidn [34]. En el sistema células de insecto baculovirus, VP2 es
esencial para la formacion de capsides completas [37], mientras que en células HEK 293 no
lo es [38]. Ademas, en celulas HEK 293 es posible expresar VP2 con inserciones de
péptidos pequefios en el extremo amino terminal, sin que esto afecte de forma negativa la
formacion de VLP’s o la infectividad de las mismas. VP3 es la més abundante de las
proteinas de la capside, en algunos trabajos se reporta que no es posible formar capsides
que solo contengan VP3 [39], debido a que esta proteina carece de sefial de localizacion
nuclear (SLN) y por lo tanto no puede ingresar al nacleo, en donde se sabe se lleva a cabo
el ensamblaje de la capside. Sin embargo, existe informacion contradictoria ya que otros
autores han reportado la formacion de cépsides solamente con VP3 [27,38].

Recientemente se reporto la existencia de una nueva proteina codificada en el genoma
del VAA, la proteina AAP, la cual segun los autores es esencial para la formacion de las
capsides, ya que se encarga de transportar eficientemente a la proteina VP3 al interior del
nucleo (sitio de formacién de la capside viral), ademéas de participar activamente en el
ensamblaje por un mecanismo aun desconocido. La proteina AAP esta codificada en la
misma region del material genético que codifica para las proteinas estructurales pero en un
marco de lectura diferente y su expresion requiere el uso de un codon de inicio no
convencional (CUG) [24]. El descubrimiento de esta nueva proteina puede representar una
explicacion para las contradicciones que se han reportado con respecto a la necesidad de las

diferentes VP para la formacion de capsides.

La comparacién de la secuencia de aminoacidos de las proteinas de la céapside en
diferentes serotipos ha identificado 12 regiones hipervariables [40]. Diferentes grupos han
trabajado sobre estas regiones haciendo mutagénesis dirigida o insertando péptidos
pequefios con la finalidad de identificar qué aminoacidos son susceptibles a ser modificados
sin afectar la capacidad de ensamblaje o la infectividad del virus [41,42]. La cépside tiene

estructura icosaédrica con numero de triangulacion T=1. Cada subunidad posee una
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estructura de barril B formado por 8 hebras antiparalelas (Figura 5) conectadas entre si
mediante largas asas [43]. La mayoria de estas asas se localizan en la superficie exterior de
la capside, corresponden a las regiones hipervariables, y son las responsables de la
especificidad tisular y la antigenicidad de cada serotipo [39].

Figura 5.- Estructura tridimensional de la proteina VP3 del VAA. Las hebras antiparalelas (flechas
rosas) forman el centro de la subunidad (barril B) y se nombran de la A a la I. Las asas son
nombradas acorde a las hebras que las limitan por ejemplo asa G-H [43].

La estructura cristalografica del virus [43] y los modelos generados mediante
criomicroscopia electronica [34,44] muestran las siguientes caracteristicas de la capside
viral (Figura 6):

e Los extremos amino terminal de VP1 y VP2 se localizan en la superficie interna de
la capside sobre los ejes de simetria biaxiales. EI extremo amino terminal de VP1 se
desplaza hacia la superficie externa bajo condiciones acidas o calentamiento
moderado.

e En los ejes de simetria triaxiales, es posible observar protuberancias que se
extienden aproximadamente 2 nm por encima de la superficie externa de la capside.
Estas protuberancias estan formadas por la asociacion de las asas G-H presentes en
estos ejes de simetria y estan involucradas en los procesos de reconocimiento
celular (Figura 7-a y b). Se ha postulado que la estructura terciaria en estos ejes
genera una barrera termodinamica contra el desensamblaje y contribuye a la
estabilidad caracteristica del VAA.
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Figura 6.-Representacion de la cdpside de VAA a) Imagen de la superficies externa del VAA
obtenida mediante cristalografia (Xie et al., 2002) b) Imagen de la superficie interna obtenida
mediante criomicroscopia electrénica [44].

e En los ejes de simetria pentaxiales se localizan canales flanqueados por 5 asas D-E.
El didametro de los canales varia desde 1.0 nm en la cara interna hasta 1.6 nm en la
cara externa (Figura 7-c). Estos canales son el sitio a través del cual el extremo
amino terminal de VP1 se expone en la superficie del virus. Ademas, se cree que a

traves de ellos se lleva a cabo el proceso de empaquetamiento del DNA.

Aln existen varias preguntas por responder con respecto a la importancia que las
subestructuras presentes en la capside de VAA tienen en los procesos de reconocimiento

celular, ensamblaje, empaquetamiento y desempaquetamiento del VAA.

b) R475 K532
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;'ii‘i—-RSET
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Interior ' . Exterior

Figura 7.- Caracteristicas topologicas de la capside de VAA. a) Vista exterior de la capside. En el
recuadro se presenta un trimero presente en el eje de simetria triaxial, en color se indican los
aminodcidos responsables de la union a HSPG b) Ampliacion y vista lateral del recuadro de la figura
a [45] c) Pentamero visto a través del eje de simetria pentaxial de la capside del VAA. Se observa el
canal en el centro del pentamero [46].

15



Antecedentes

3.3 APLICACIONES BIOMEDICAS DE LAS
PARTICULAS PSEUDOVIRALES (PPV)

Las particulas pseudovirales han sido utilizadas en los ultimos afios como componentes
inmunogénicos de vacunas contra diversas enfermedades [7]. Otras aplicaciones
potenciales de las PPV han comenzado a ser estudiadas. La capacidad natural de las PPV de
funcionar como contenedores ha sido explotada en dos modalidades: la administracion
tejido especifico de agentes terapeuticos tras la incorporacion de farmacos en la PPV y la
visualizacion de estructuras anatomicas mediante la combinacidn con agentes de contraste

[6].

Es posible llevar a cabo modificaciones genéticas o quimicas en las capsides virales para
producir PPV capaces de ligar farmacos, metales, péptidos pequefios, o fluoréforos. Las
modificaciones se pueden llevar a cabo en cualquiera de las tres superficies que un virus
presenta: la interna, la externa o la interface entre subunidades (Figura 8)

Farticula
paaudaviral

Particula pseudawiral
luncionalizada

Figura 8.- Representacién de las posibles modificaciones de una PPV. Las modificaciones pueden
realizarse quimica o genéticamente.

Los virus mas ampliamente estudiados para el desarrollo de estos “transportadores de
sustancias” incluyen al virus del mosaico del frijol (Cowpea mosaic virus CPMV), virus del
moteado clorotico del frijol (Cowpea chlorotic mosaic virus CCMV), bacteriofago M13,
virus del mosaico del tabaco (Tobbaco mosaic virus TMV), poliomavirus y parvovirus
canino (CPV) [47].
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Los trabajos realizados en el CPMV, modelo de estudio para los procesos de
bioconjungacién, han demostrado que es posible incorporar moléculas como transferrina
[48], biotina [49], o acido félico en la superficie de la PPV. Esto permite que las PPV
ingresen solo a las lineas celulares que expresan los receptores para las sustancias presentes
en la superficie de la particula. Las particulas pseudovirales de poliomavirus y CCMV han
sido empleadas para encapsidar substancias tales como péptidos pequefios [50], polimeros
[51] o farmacos [52].

La incorporacion de fluoroforos, metales, quantum dots o colorantes en las particulas
pseudovirales permite seguir el trafico sistémico e intracelular de las PPV [8]. Estos
sistemas estan siendo evaluados para su uso en estudios de “bioimaging”, técnica que
consiste en la obtencién de imagenes de regiones anatdmicas de un organismo de forma no
invasiva. Las PPV unidas a un agente de contraste (colorante, fluoréforo, etc.) pueden ser
modificadas para reconocer exclusivamente un tipo celular. Esta ventaja se ha aprovechado

para lograr la deteccion temprana de tumores [53].

Algunos ejemplos incluyen:

e Los colorantes Alexa Fluor 555 y Alexa Fluor 488 unidos mediante bioconjugacion
a la superficie del CPMV son adecuados para observar la vasculatura de embriones
de pollo (Figura 9), asi como la angiogénesis de tumores de la membrana
coroalantoidea. [54].

e La bioconjugacion de PPV del CPV con Oregon-green 488 para observar su trafico
intracelular en lineas cancerigenas que sobreexpresan el receptor de transferrina
[55].

Figura 9.- Generacién de iméagenes intravitales mediante nanoparticulas a) Vasculatura de un
embrién de pollo de 11 dias perfundido con CMPV-Alexa fluor 555. b) Ampliacion de la imagen a)
donde se observan los capilares de la cabeza (tomado de [54] ).

17



Antecedentes

3.3.1 Estrategias para el desarrollo de sistemas de entrega de sustancias basados en PPV

Las PPV son una alternativa atractiva para el desarrollo de nanomateriales debido a su
estructura regular, homogeneidad en tamafio de particula y facilidad de produccion, entre
otras caracteristicas [6]. Dentro de estas caracteristicas hay tres que han dado lugar a la idea
de desarrollar sistemas de entrega a partir de estas macroestructuras proteicas: i) Los
cambios conformacionales que sufren algunas PPV permiten el libre intercambio entre el
interior de la particula y la solucién que las contiene [56]; ii) otras PPV pueden ser
desensambladas y reensambladas in vitro [57]; iii) su naturaleza proteica las hace
susceptibles a ser modificadas quimicamente en sus superficies exterior e interior [49].
Estas tres propiedades permiten emplear diferentes estrategias para llevar a cabo la
funcionalizacion de las PPV.

El pH, la fuerza ionica y la concentracion de iones bivalentes inducen cambios
conformacionales en la estructura de las PPV. Por ejemplo, varios virus de la familia
Bromoviridae sufren una expansion radial del 10% cuando el pH del medio que las
contiene se eleva por arriba de 7.0 en ausencia de cationes divalentes [56] (Figura 10).
Esto permite el libre intercambio de sustancias entre el interior de la PPV y el ambiente en

la gue se encuentra.

pH=5.0 pH=7.0

Figura 10.- Expansion radial del CCMV en funcion del pH. El incremento en el pH desde 5.0 hasta 7.0
promueve un cambio conformacional en las proteinas de la capside que ocasiona un incremento en el
diametro y la formacién de canales que comunican el exterior y el interior de la particula pseudoviral.
El proceso es reversible (adaptado de [56]).
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En experimentos con PPV derivadas del virus HCRSV (miembro de la familia
Bromoviridae) fue posible cargar las particulas con acido poliacrilico mediante procesos de
didlisis. En un primer paso las PPV se incuban en una solucién que contiene &cido
poliacrilico. El pH y la presencia de EDTA en esta solucion favorecen la expansion radial
del virus. Después de un periodo de cuatro horas de incubacion, esta preparacion se dializa
contra un buffer de pH bajo (pH=5.0) que contiene cationes divalentes, lo cual permite que
la PPV regrese a su tamafio normal. Al final del proceso de dialisis se analizé la

preparacion y se detectaron PPV cargadas con el acido poliacrilico [58].

Otra estrategia de funcionalizacién aprovecha el hecho de que PPV derivadas de
rotavirus [57] virus del mosaico del tabaco [59] y poliomavirus [60], entre otros, pueden
autoensamblarse in vitro bajo ciertas condiciones fisicoquimicas. Aprovechando esta
caracteristica, Schmidt et al. [50] fusionaron un dominio WW, capaz de ligar péptidos ricos
en prolina, al extremo amino terminal de la proteina VP1 de la capside de poliomavirus
(esta modificacién no afecta el ensamblaje de las PPV in vitro). Con estas fusiones
disefiaron experimentos para cargar las capside induciendo el ensamblaje de las proteinas
virales en presencia de proteina verde fluorescente (GFP), la cual es un ligando para el
dominio WW (Figura 11). Se utilizd cromatografia de exclusion en gel para comprobar
que las PPV obtenidas contenian GFP. Los resultados mostraron una intensa sefial de
fluorescencia en el volumen de elucion en el que normalmente eluyen las PPV (Figura 12),
lo cual indica que las particulas contienen GFP [50].

Capsomeros modificados PPV funcionalizada

GFP
Figura 11.- Esquema de la encapsidacion de GFP en PPV de poliomavirus mediante modificacién de
las proteinas estructurales e induccion del ensamblaje in vitro [50].
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La reactividad de las cadenas laterales de algunos aminoacidos ha sido aprovechada por
algunos grupos de investigacion para llevar a cabo modificaciones quimicas en enzimas,
virus y otras estructuras proteicas [48]. Las dos técnicas de bioconjugacién mas utilizadas
se basan en la reactividad de la cisteina y de la lisina hacia compuestos derivados de la

maleimida y la N-hidroxisuccinimida.
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Figura 12.-Analisis de la funcionalizacién de PPV de poliomavirus a) Perfil cromatogréafico de una
muestra de proteinas VP1-WW sometida a un proceso de ensamblaje in vitro en presencia de GFP. La
region sombreada corresponde a las PPV. B) Microscopia electrénica de las PPV recuperadas en el
volumen de elucion que corresponde a la zona sombreada del cromatograma [50].

Los trabajos de Flenniken et al. [61] y Singh et al. [55] ilustran algunos de los
conceptos generales a seguir. En el primer ejemplo se llevé a cabo la incorporacion de
doxorubicina en la superficie interior de la proteina de choque térmico HspG41C de
Methanococcus jannaschii. Esta proteina se polimeriza en solucion formando
nanoestructuras de 12 nm (compuestas por 24 subunidades), las cuales poseen canales de 3
nm de diametro que permiten el paso de sustancias desde la solucion hacia el interior de la
estructura. Fleniken introdujo una cisteina a la proteina para proporcionar grupos tioles
reactivos en el interior de la nanoestructura. Posteriormente se llevé a cabo la incorporacion
de la doxorubicina haciendo reaccionar las nanoestructura con un exceso del reactivo
doxorubicina-6-maleimidocaproil hidracina (Figura 13-a) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Un andlisis de los productos de esta reaccidon mediante cromatografia de
exclusion en gel muestra que la doxorubicina co-eluye con las nanoestructuras (Figura 13-

b). Los andlisis mediante microscopia electronica y dispersion dindmica de luz mostraron
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que la nanoestructura conserva un tamafio de 12 nm despues de ser sometida a la reaccion

de bioconjugacion [61].
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Figura 13.- Funcionalizacién de proteinas de choque térmico- a) Estructura quimica de la doxorubicina-

6-maleimidocaproil hidrazina. B) Perfil cromatogréfico que muestra la co-elucion de la doxorubicina y
de la nanoestructura formada por la proteina de choque térmico [61].

Singh llevo a cabo la bioconjugacion del fluoroforo Oregon-green 488 en la superficie
exterior de las PPV derivadas del CPV. Las PPV de CPV estan constituidas por 60 copias
de la proteina VP2 y cada proteina contiene 20 residuos de lisina. Se identificaron los
residuos de lisina accesibles a partir de los datos de distancia radial del residuo, radio
efectivo y area superficial accesible al solvente. Una vez que se determind que existian
entre 2 y 6 residuos de lisina susceptibles a ser modificados, las PPV de CPV se hicieron
reaccionar con un exceso del ester de hidroxisuccinimida del fluoréforo en una solucion al
10% de DMSO. El analisis de las PPV de CPV mostro que entre 45 y 100 residuos de lisina

por PPV pueden ser modificados bajo las condiciones experimentales probadas [55].

Tomando en cuenta los ejemplos mencionados se puede observar que para el desarrollo
de una estrategia de funcionalizacién se requiere de informacion de la PPV con respecto a
su estructura cristalina, estabilidad fisicogquimica, aminoacidos que pueden ser sustituidos,
sitios susceptibles a modificacion quimica, y posibles cambios conformacionales. Si bien
las PPV-VAA ya han sido caracterizadas con respecto a su estructura cristalografica y los
aminoacidos que pueden ser substituidos, el conocimiento relacionado con los cambios

conformacionales que sufren las particulas y la estabilidad de las mismas frente a diferentes
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condiciones fisicoquimicas es insuficiente. ES necesario generar mas informacion con
respecto al comportamiento de las PPV de VAA lo cual permitira disefiar una estrategia de

funcionalizacion para el desarrollo de un sistema de entrega basado en estas PPV.

3.4 DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS)

Entre las técnicas més utilizadas para estudiar PPV esté la dispersion de luz. En este
trabajo se recurrid al uso de esta técnica para llevar a cabo las determinaciones de tamafio
de las PPV bajo las diferentes condiciones fisicoquimicas ensayadas. La técnica permite
observar cambios de tamafio producto de la interaccion proteina-proteina, el desensanblaje
de particulas pseudovirales o la agregacion de proteinas en solucion.

La dispersion de la luz es un fendmeno optico que se define como la alteracion de la
direccién de un haz de luz que incide sobre un objeto, producto de la accion combinada de

la refraccion, reflexion y difraccion (Figura 14).

Luz difractada

Luz reflejada %

Luz refractada

Luz transmitida despues ﬁ N
de la reflexion interna Luz transmitida

Luz que no interactua con las particulas en suspension I

Figura 14.- La interaccion de un haz de luz con una particula en suspension puede resultar en 4 tipos de
interacciones, absorcién, difraccion, reflexion, refraccion.

La intensidad de la luz dispersada I,4 en un sistema es funcion de la intensidad de luz que
incide sobre una particula Iin, la longitud de onda A, el angulo de medicion 6, el diametro
de la particula Dy y el indice de refraccion relativo de la particula y el medio, n (ecuacion
1) [62].

Iy = f(l;,,4,6,Dy,n) Ecuacion 1

in?
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Cuando una particula se encuentra suspendida en un medio liquido sufre un movimiento
aleatorio en el seno del mismo producto de los choques que sufre constantemente con las
moléculas del solvente, este fendmeno recibe el nombre de movimiento Browniano. El
movimiento Browniano de las particulas ocasiona cambios en la intensidad de la luz
dispersada en el sistema, este cambio depende de la velocidad con la cual las particulas en
suspension se desplazan. La técnica de dispersion dinamica de luz es capaz de medir los
cambios en la intensidad de luz dispersada en intervalos de tiempo muy pequefios (micro a
nano segundos) y calcular a partir de este cambio la velocidad con la que las particulas se
desplazan. Esta velocidad es expresada como un valor de coeficiente de difusion, el cual es

utilizado para calcular el diametro hidrodindmico de las particulas (Figura 15).
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Figura 15.- Determinacion del tamafio de particula mediante DLS. a) El equipo mide la intensidad de
luz dispersada a lo largo de un determinado periodo de tiempo. Esta intensidad cambia debido al
movimiento Browniano de las particulas y la rapidez a la que este cambio de intensidad se presenta es
directamente proporcional a la velocidad de las particulas en suspension. b) la medicién de los cambios
de intensidad en intervalos de tiempo muy pequefio permite construir una gréafica conocida como
correolograma. c) La pendiente del correolograma recibe el nombre de tiempo de decaimiento (I') y es
proporcional al coeficiente de difusion. d) Una vez obtenido el valor del coeficiente de difusion es
posible construir una distribucién de tamafio de particula para la muestra analizada.
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Diferentes teorias, equipos y técnicas han sido desarrollados con el fin de explicar o
medir la relacién entre la intensidad de la luz dispersada y el tamafio de las particulas en
solucidén. La dispersion dinamica de luz es una técnica que determina el tamafio de una
particula (radio hidrodindmico equivalente Dy) a partir de la medicion del coeficiente de

difusion de la misma y haciendo uso de la ecuacion de Stokes-Einstein (ecuacion 2)

KT Ecuacion 2
=— cuacion
" 3
donde: k es la contante de Boltzmann, T la temperatura, n la viscosidad del medio y d el

coeficiente de difusion de la particula

La dispersion dinamica de luz ha sido empleada en diferentes trabajos para determinar
la estabilidad de proteinas [63], el ensamblaje in vitro de particulas virales [64] y la
determinacion semi-cuantitativa de la concentracion PPV en cultivo [65] entre otras
aplicaciones.

3.5 POTENCIAL ZETA (€)

Cuando sustancias solidas son suspendidas en un liquido polar, su superficie adquiere
una carga eléctrica producto de fendmenos como la ionizacion de grupos funcionales o la
adsorcion de surfactantes o polielectrolitos. La carga eléctrica del solido en suspension
promueve que los iones de carga eléctrica del signo contrario (contra-iones) presentes en la
solucion sean atraidos hacia la superficie de la particula. Un primer grupo de contra iones
se concentra alrededor de la particula formando una capa rigida conocida como capa de
Stern. Un segundo grupo de iones que son atraidos con menor intensidad forman una
segunda capa menos densa conocida como capa difusa (Figura 16). Estas dos nubes idnicas
forman lo que se conoce como la doble capa.

La superficie cargada de la particula junto con la nube de contra-iones presente en la
doble capa generan un potencial eléctrico relativo al seno de la solucion. Esta diferencia de
potencial tiene un valor maximo en la superficie de la particula y disminuye al desplazarse
hacia el seno del liquido a través de la doble capa. El potencial zeta () o potencial electro
cinético se define como el potencial eléctrico que una particula posee en la region limite

entre la capa de Stern y la capa difusa (Figura 17) y es de gran importancia debido a que se
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puede medir facilmente, a diferencia del potencial eléctrico en la superficie de la particula o

en la capa de Stern
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Figura 16.- Distribucion de densidad de carga y concentracion de iones en los alrededores de una
particula en suspension.
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Figura 17.- Esquema de la doble capa de iones que rodea a una particula en suspensién. Los contra-
iones que rodean una particula presentan diferente propiedades electroquimicas, dependiendo de si se
localizan en la capa de Stern o en la capa difusa. Los primeros al estar fuertemente unidos a la
particula se desplazan junto con esta bajo efecto del movimiento Browniano, mientras que los contra-
iones presentes en la capa difusa permanecen en el seno de la solucién cuando la particula se mueve.
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El € de una proteina ejerce un efecto notable sobre su estabilidad en solucion asi como en el
rendimiento de diversos procesos durante su purificacion [66]. En este trabajo decidimos
evaluar el valor de £ de las PPV-VAA en diferentes condiciones ya que los cambios
conformacionales que puede sufrir las proteinas de una PPV durante su desnaturalizacion,
desensamblaje o reacomodo pueden verse reflejados en cambios en el potencial
electroestatico en su superficie. Ademas los problemas de agregacion de proteinas suelen
estar relacionados con el £ de las mismas y este es el principal problema de estabilidad que
se ha reportado para PPV-VAA.
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CAPITULO 4
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS

Las particulas pseudovirales de virus adeno-asociado pueden encapsidar

sustancias mediante la manipulacién de las condiciones fisicoquimicas.

4.2 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método para encapsidar sustancias en particulas pseudovirales de virus
adeno-asociado con el fin de producir un sistema de entrega a células de mamifero en

cultivo

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Producir particulas pseudovirales de VAA mediante el sistema CI-BV

e Desarrollar un método de purificacion cromatografico para las particulas
pseudovirales de VAA

e Evaluar el comportamiento de las PPV de virus adeno-asociados bajo diversas
condiciones de temperatura, pH, fuerza ionica y agentes desnaturalizantes

e Identificar las condiciones 0 métodos mas adecuados para la incorporacion de

fluoresceina en la superficie y/o interior de las PPV de virus adeno-asociados
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CAPITULO 5
MATERIALES Y METODOS

5.1 LINEAS CELULARES, RESGUARDOS VIRALES, MEDIO DE CULTIVO Y
CONDICIONES DE CULTIVO.

Se utilizaron células de insecto Sf9 para el aislamiento, amplificacion y determinacion del
titulo de los resguardos virales y para las cinéticas de produccion de baculovirus. Las
cinéticas de produccion de PPV-VAA se hicieron con células Sf9 y High Five™. Ambas
lineas celulares se cultivaron en medio SF900-I1 (GIBCO, USA) a 27°C, excepto para el
aislamiento de placas virales. EI mantenimiento de rutina de las células se hizo en matraces
Erlenmeyer de 250 ml con un volumen de trabajo de 40 ml y una agitacion de 110 rpm,
subcultivando las células cada 72 horas con inéculos de 5-7x10° células/ml. La
concentracion celular se determind mediante conteo en cdmara de Neubauer y la viabilidad
celular mediante la técnica de exclusion de azul de tripano. Para todos los experimentos se
utilizé el nucleopolihedrovirus de Autographa californica bac Cap, donado por el Dr.
Robert Kotin (NIH, USA). El baculovirus contiene el gen cap de VAA-2 que codifica para
VP1, VP2, y VP3 bajo el promotor polh.

5.2 AISLAMIENTO DE PLACAS VIRALES

Se empled el método descrito por O'Reilly [67]. Se sembraron células Sf9 (viabilidad
mayor al 95%) en cajas de 6 pozos a una concentracion de 1.5x10° células/ pozo en un
volumen de 2 ml de medio de Grace (GIBCO, USA) sin suero fetal bovino (SFB). Las
cajas se incubaron durante 1 hora a 27°C sin agitacion para permitir la adhesion de las
células. Se prepararon diluciones seriadas (102 a 10°) de los resguardos virales del
baculovirus bac Cap en medio de Grace sin SFB. Se retir6 el medio de cultivo de las placas
y a cada pozo se adicionaron 800 pl de las diluciones virales y a un pozo 800 ul de medio
como control negativo. Las cajas se incubaron a 27°C por 4 horas con agitacion moderada.
Al término del periodo de incubacion se removio el liquido de cada pozo y se afiadieron 2
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ml de medio de plaqueo (6 ml de medio de Grace 2X, 3 ml de una solucién de agarosa de
bajo punto de fusion al 4%, 1.2 ml de SFB, 1.8 ml de agua destilada estéril) a una
temperatura de 37°C. Se dej6 solidificar el medio y se incubaron las cajas a 27°C sin
agitacion en un ambiente humedo durante 120 horas. Al término de este periodo de
incubacion se adicionaron 2 ml por pozo de la solucion de tefiido (6 ml de medio de Grace
2X, 150 pl de una solucion de rojo neutro 5 mg/ml, 6 ml de una solucion de agarosa al
1.5%). Se dejo solidificar la agarosa y se incubaron las cajas a 27°C durante toda la noche.
Se identificaron las placas virales por la formacion de halos incoloros contra un fondo rojo.
Dichos halos indican que las células de esa zona estan muertas, presumiblemente a causa de
la infeccion por el baculovirus, por lo que son incapaces de retener el colorante. Las placas
se colectaron retirandolas de la caja mediante succion usando una punta de 200 ul esteril.

Los botones de agarosa se resuspendieron en 500 ul de medio de Grace con 0.5% de SFB.

Las placas virales seleccionadas se sometieron a un primer ciclo de amplificacion, con la
finalidad de incrementar el nimero de baculovirus e identificar cual de las placas aisladas
produce una mayor cantidad de proteina recombinante. Se sembraron células Sf9
(viabilidad mayor al 95%) en cajas de 6 pozos a una concentracion de 1x10° células/ pozo
en un volumen de 2 ml de medio SF900-11, las cajas se incubaron durante 1 hora a 27°C. Se
eliminé el medio de cultivo de cada pozo y se infecté con un 1 ml de una dilucién 1:10 (en
medio Sf900-11) de una placa viral seleccionada, se incubé 1 hora a 27°C con agitacion,
moderada. Sin retirar el liquido, se adicion6 1ml de medio Sf900-11 a cada pozo y se incubd
a 27°C durante 120 horas. Después de la incubacion se colecté el liquido y se centrifugo a
1000 rpm, se separaron el sobrenadante y las células. El sobrenadante se utilizé para la
posterior amplificacion del resguardo viral mientras que las células se lisaron y fueron
utilizadas para evaluar la expresion de proteina recombinante mediante Western blot.

5.3 AMPLIFICACION DE RESGUARDOS VIRALES

40 ml de un cultivo de células Sf9 en medio SF-900-11 a una concentracién de 7.5 x 10°
células/ml fueron infectados con 400 ul del sobrenadante recuperado de la primera ronda de
amplificacion de la placa viral identificada como la mejor productora de proteina
recombinante. El cultivo se incubd a 27°C y una agitacion de 110 rpm durante 120 horas
para posteriormente colectar el sobrenadante (centrifugacion a 650 g por 10 minutos) y

almacenarlo a 4°C tras la adicion de 0.5% SFB.
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5.4 DETERMINACION DE TITULOS VIRALES

Se llevd a cabo mediante el método propuesto por Mena y colaboradores [68]. El
método consiste en medir la viabilidad celular en funcion de la concentracion de virus a las
que las células han sido expuestas. Un ajuste matematico de ambas variables permite
calcular la concentracion de virus que mata al 50% de las células, valor que se relaciona
con la cantidad de particulas infecciosas de virus presente en una muestra problema. En
cajas de 96 pozos (2 cajas por muestra a titular) se sembraron 5 x 10° células/pozo en 50 ul
de medio SF900-11. Se prepararon diluciones seriadas (10° a 10™°) del resguardo viral a
titular, y se agregaron 10 ul/por pozo usando 16 pozos por dilucion y 16 pozos como
control negativo a los que se les adicioné medio. Las cajas se incubaron a 27°C en un
ambiente humedo durante 6 dias. Al término del periodo de incubacion, se agregaron 10
ul/pozo de una solucion (5 mg/ml) de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tatrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, St, Louis, MO, USA). Las cajas se incubaron durante dos
horas a temperatura ambiente bajo agitacion moderada, se centrifugaron por 10 minutos a
2000 g y se descarto el sobrenadante. Los cristales de formazan formados, producto de la
actividad de la deshidrogenasa mitocondrial sobre el MTT, fueron solubilizados usando 50
ul/pozo de dimetil sulfoxido (DMSO). Se midio la absorbancia a 570 nm usando un lector
de microplacas (modelo 550; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA; USA). Los datos de
absorbancia y dilucién viral se ajustaron en un modelo logistico (ecuacion 3), usando el

programa Sigmaplot 11.0.

a

[ D Jb Ecuacion 3
1+ —

0

Y=Y, +

En la ecuacion 3 Y representa la absorbancia, D, la dilucion del resguardo viral, Yy, la
absorbancia minima (que corresponde a la viabilidad minima detectada), a es la
absorbancia maxima, b es la pendiente de la curva 'y Dy es la dilucion a la cual la respuesta
fue del 50%. Introduciendo el valor de Dy en la ecuacién 4, se calculd la dosis letal media
del resguardo viral (TCLDso/ml).
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1
TCLD .,/ml=—— i6
50 D.V Ecuacion 4

0
En la ecuacion 4, V es el volumen de dilucion viral afiadido a cada pozo. La relacion
entre TCLDso/ml y la dosis infecciosa media (TCIDso/ml) fue determinada por Mena y
colaboradores y esta dada por la ecuacion 5.

log(TCID,, /ml)=0.912-1og(TCLD,, )+1.674 Ecuacion 5

El valor de TCIDso/ml obtenido a partir de la ecuacién 5 se utiliza para calcular el titulo
viral de la muestra en unidades formadoras de placa (ufp/ml), mediante la ecuacion 6.

pfu/ml =TCID,, / ml x 0.69 Ecuacion 6

5.5 PRODU’CCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES Y PPV-VAA POR
DOS LINEAS CELULARES

En matraces Erlenmeyer de 250 ml se prepararon por triplicado cultivos de células Sf9 y
High Five™ en medio Sf900-11 a una CCI de 8x10° cél/ml y un volumen de trabajo de 60
ml. Ambos cultivos se infectaron con el baculovirus recombinante bac Cap a una MDI de
0.1 ufp/célula. Los cultivos se incubaron a 27°C a una agitacion de 110 rpm durante 120
horas. Cada 24 horas se tom6 1 ml de muestra, se determind la concentracion celular y
viabilidad. Las muestras fueron centrifugadas a 650 g por 10 minutos, se decanto el
sobrenadante y el pellet fue sometido al proceso de extraccion propuesto por Chahal y
colaboradores [69]. Brevemente, se resuspendieron las células en buffer de lisis (50 mM
Tris base, 2 mM MgCI2, 1X inhibidor de proteasas (SIGMA), 50 U/ml de benzonasa, pH
7.5), se incubaron durante 30 minutos, se adiciond6 MgCl, hasta alcanzar una concentracién
de 39.5 mM. Se llevaron a cabo tres ciclos de congelado-descongelado y se centrifugé a
650 g durante 15 minutos para recolectar el sobrenadante y filtrar el mismo a través de una
membrana de 0.22 um. La misma metodologia se utiliz6 para la produccion y recuperacion
de rutina de PPV-VAA.

5.6 PURIFICACION DE PPV DE VAA

5.6.1 Seleccion de pH para cromatografia de intercambio anidnico.

Se prepararon soluciones amortiguadoras de Tris 50 mM a diferentes valores de pH
(entre 6.0 y 8.5 con incrementos de 0.5 unidades). Para cada pH se prepararon soluciones

con diferente concentracion de NaCl (0 mM, 150 mM, 500 mM, 1M). Se colocaron
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alicuotas de 1 ml de resina en tubos conicos de 15 ml, y se procedio a equilibrar la resina.
Para esto, se adiciond a los tubos alicuotas de 5 ml de solucion amortiguadora Tris 50 mM-
NaCl 500 mM con pH correspondiente, se incubd durante 5 minutos en agitador orbital, 3
minutos en reposo y posteriormente se centrifugd a 10 g durante 20 segundos a 25°C y el
sobrenadante se retir0 mediante decantacion. Los lavados se hicieron 4 veces con solucion
Tris 50 mM-NaCl 500 mM y 5 veces con solucion Tris 50 mM-NacCl.

Alicuotas de 2 ml de extracto celular (3.4 mg de proteina total) se diluyeron 1:5 con
soluciones amortiguadoras de Tris 50 mM a diferentes pH. Las diluciones se colocaron en
cada uno de los tubos cénicos con resina previamente equilibrada y se incubaron durante 20
minutos en un agitador orbital. Se dejaron 3 minutos en reposo para posteriormente
centrifugar a 10 g durante 20 segundos. Los sobrenadantes de cada tubo se retiraron y
almacenaron para su posterior andlisis. La resina en cada tubo se lavé con alicuotas de 2 mli
de solucién amortiguadora Tris 50 mM del pH correspondiente, se incub6 durante 10
minutos en agitador orbital, 3 minutos en reposo y posteriormente se centrifugaron los
tubos a 8 g durante 20 segundos. Los sobrenadantes de cada tubo se retiraron y
almacenaron para su posterior analisis. Se procedio a eluir la proteina adsorbida a la resina
mediante la adicion secuencial de alicuotas de 2 ml de soluciones amortiguadoras: 150 mM,
500 mM y 1000 mM de NaCl. En cada paso de elucién, se incubaron los tubos durante 10
minutos en un agitador orbital, 3 minutos en reposo y se centrifugaron a 10 g durante 20
segundos. Los sobrenadantes de cada tubo y etapa se retiraron y almacenaron para su

posterior analisis.

5.6.2 Cromatografia de intercambio anionico

Se utilizaron 25 ml de resina de Q Sepharose fast flow (General Electric Healthcare-
Amersham Bioscience) empacada en una columna XK 16/20 (General Electric Healthcare)
a un flujo de 3 ml/min. EI buffer A esta compuesto de Tris 50 mm pH 6.5; el buffer B esta
compuesto por Tris 50 mM y NaCl 1 M pH 6.5. El equipo empleado fue un AKTA PRIME
(GE Healthcare, USA) operado a 1.5ml/min y equipado con un detector de UV a una
longitud de onda de 280nm. La columna se equilibré con 4 volumenes de columna de
buffer A, se inyectd la muestra (obtenida como se describid en produccién de proteinas

recombinantes y PPV-VAA) y la columna se lavd con 4 voliumenes de columna de buffer
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A. Posteriormente se hizo un gradiente de 0% a 50% de Buffer B (0 a 500mM de NaCl) en
5 volumenes de columnas y se lavd con 2 volumen de columna (50%A, 50%B), antes de
hacer un cambio escalonado de fase movil hasta 100% de Buffer B.

5.6.3 Centrifugacion isopicnica en iodixanol o CsCl

Se tomaron alicuotas de 4.5 ml de la fraccion positiva a VAA obtenida por
cromatografia de intercambio ionico y se le agregd CsCl hasta alcanzar una concentracion
de 0.39 g/ml (p=1.30 g/cm®). La solucién se transfirié a tubos Ultra Clear™ de 13 x 51 mm
(Beckman Coulter), los que se centrifugaron a 35,000 rpm (122,000 g) en un rotor SW50.1
(Beckman, U.K.) durante 18 horas a 4°C. Se colectaron las bandas y se determind su

densidad mediante medicion del indice de refraccion.

Los gradientes en iodixanol se hicieron como fue descrito por Zolotukhin vy
colaboradores [70] salvo algunas modificaciones. Alicuotas de un mililitro de la fraccion
positiva a VAA obtenida por cromatografia de intercambio ionico se depositaron en el
fondo de tubos Ultra Clear™ de 13 x 51mm. Acto seguido se depositaron por debajo de la
muestra y en orden las siguientes soluciones: 1.1 ml de iodixanol (OptiPrep, Axis-Shield) al
15% en PBS-1M NaCl-1 mM MgCl, y 2.5 mM KCI, 800ul de iodixanol al 25% en PBS-1
mM MgCl, y 2.5 mM KCI (PBS-MK), 800 ul de iodixanol al 40% en PBS-MK, 800 nl de
iodixanol al 50% en PBS-MK y 800 ul de iodixanol al 60%. Los tubos se centrifugaron a
48,000 rpm (218,400 g) en un rotor SW55 (Beckman, U.K.) durante 120 minutos a 18°C.
Se colectaron las bandas, se determind su densidad mediante medicion del indice de

refraccion e interpolacion en la tabla correspondiente.

5.7 DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL

Se utilizd el método estandar de Bradford para placas de 96 pozos de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Bio-Rad). Se prepard una curva estandar a partir de una
solucion de albumina bovina (1 mg/ml), haciendo diluciones en un rango de 50 a 500
ug/ml. Se prepararon diluciones apropiadas para las muestras a analizar. Se colocaron por
triplicado 10 ul de las diluciones del estandar 0 muestra en cajas de 96 pozos y se adicion6
200 pl de reactivo de Bradford (Bio-Rad). Las muestras se incubaron durante 5 minutos y

33



Materiales y Métodos

se midid la absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas. La concentracion de las

muestras se calculé mediante interpolacion en la curva estandar.

5.8 ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE Y WESTERN BLOT

En los casos en los que fue necesario incrementar la concentracién de proteina se
concentraron las muestras mediante centrifugacion al vacio en un sistema Speed Vac Plus
SC110 A (Thermo Savant, USA) a temperatura ambiente.

Para el ensayo de produccion de capsides por las dos lineas celulares, volimenes iguales
de sobrenadantes y extractos celulares se diluyeron 1:4 en buffer de carga (1 ml Tris 0.5
mM pH 6.8, 1.6 ml de SDS al 10%, 200 ul de azul de bromofenol al 0.2%, 800 ul de

glicerol y 400 ul B-mercaptoetanol) y se hirvieron por 10 minutos. Se cargaron 30 ul de
muestra por pozo y se corrieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12% con un
gel concentrador al 4%. Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (Millipore,
USA) en sistema semiseco (Owl scientific) a 400 mA durante una hora usando buffer de
glicina (192 mM glicina, 25 mM Tris, 20% metanol). Después, las membranas se incubaron
una hora en solucion de bloqueo (PBS-Tween 20 al 0.1%, con leche descremada al 5%). Se
llevaron a cabo 3 lavados de 7 minutos con buffer PBS-Tween 20 al 0.1% (PBST). Las
membranas se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario preparado en
PBST. Para la deteccion de las tres proteinas de capside del VAA se empleo el anticuerpo
monoclonal Bl (cat. 61058 Progen) a una dilucion 1:1,000, para la deteccion de
baculovirus se utiliz anti ACNPV gp64 de baculovirus (Fast Plax cat. 70814 Novagen) a
una dilucion 1:10,000. Se lavaron las membranas 3 veces durante 7 minutos. Se incubd por
una hora con anticuerpo anti-lgG de raton marcado con peroxidasa (Kirkegaard & Perry
Laboratories, no. cat. 074-1806) preparado a una dilucién 1:2500 en PBST. Las membranas
se lavaron tal como se describi6 para finalmente revelar con carbazol (4.9 mL de carbazol a
8 mg/mL, 12 mL de buffer de acetatos 0.05 M pH 5, 30 uL de gxido de hidrégeno al

30%). Para el resto de los experimentos, las muestras para electroforesis-Western blot se

prepararon como se describid pero procurando cargar 5 pg de proteina por pozo.
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5.9DOT-BLOT

La presencia de PPV de VAA intactas en diferentes muestras, fue determinada mediante
ensayos de Dot-blot usando un anticuerpo monoclonal especifico para epitopes
conformacionales presentes en las PPV completas (A20 Progen Biotechnik N° Cat. 61055).
Brevemente; un volumen adecuado de la muestra a analizar fue diluido hasta 500 ul con
PBS vy filtrada a través de un filtro de 0.22 um. Las muestras fueron pipeteadas sobre una
membrana de nitrocelulosa (Hybond C extra, Amersham Bioscences) montada en un
equipo Bio-Dot SF (Biorad, USA) conectado a una bomba de vacio. Se aplicé vacio hasta
que las muestras fueron completamente filtradas a traves de la membrana. Las membranas
se incubaron una hora en solucion de bloqueo y posteriormente fueron lavadas con buffer
PBST. Las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo A20 preparado
en PBST a una dilucion 1:1000, al final de la incubacion se hicieron tres lavados con PBST
y se incubo durante una hora con anticuerpo anti 1g-G de raton acoplado a peroxidasa. Las

membranas fueron reveladas usando la solucién de carbazol antes descrita.

5.10 ELECTROFORESIS EN CONDICIONES NATIVAS

Se desarrollé un método de inmunodeteccion de PPV de VAA mediante electroforesis
en condiciones nativas utilizando el sistema vertical Mini-PROTEAN Il (Biorad
Laboratories). Se prepararon geles verticales (7 cm x 8.3 cm x 1.5 mm) de agarosa
(Ultrapure™ Agarose, Invitrogen) al 0.8 y 1.6% en buffer Tris 400mM pH 8.8. Las
muestras (24 pl) se mezclaron 3:1 con buffer de carga 4X (Tris 250 mM, glicerina 40%,
azul de bromofenol 0.01% y SDS a diferentes concentraciones) antes de cargarse en el gel.
La electroforesis se llevo a cabo en buffer de Laemmli (Tris 25mM, Glicina 192mM, SDS
0.1% pH 8.3) a voltaje constante (100 V) a 4°C hasta que el frente de corrida alcanzoé la
parte inferior del gel. Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a
membranas de PVDF en un sistema himedo (Mini Trans-Blot cell, Biorad Laboratories) a
voltaje constante (35V) durante 16 horas a 4°C, usando un buffer de Tris 25 mM, glicina
192mM). La deteccién de PPV VAA en las membranas se hizo de forma similar a la

descrita en la seccién anterior.
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5.11 CUANTIFICACION DE PPV DE VAA

Se empleo un kit comercial distribuido por PROGEN Biotechnik (N° catalogo PRAVT).
El ensayo esta basado en la técnica de ELISA y utiliza el anticuerpo monoclonal A20, que
reconoce epitopes conformacionales formados por las proteinas VP ensambladas. Se
construyd una curva estandar (Figura 18), empleando un patron con una concentracion
conocida de capsides. Las muestras se diluyeron 1:2500 y 1:5000 antes de ser analizadas.
Una vez medida la absorbancia de las muestras, la concentracion de capsides se calculd

mediante interpolacion en la curva estandar.
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Figura 18.- Curva estandar para la cuantificacion de PPV de VAA mediante ELISA

5.12 MICROSCOPIA ELECTRONICA.

La integridad de las PPV obtenidas fue evaluada mediante microscopia electrénica de
transmision. Alicuotas de 10 ul se depositaron en la superficie de una rejilla de cobre
(nimero de malla 200) cubierta con formvar y carbén. Las muestras se dejaron fijar durante
5 minutos, el exceso de muestra se retir6 y se adicionaron 10 ul de una solucion de acetato
de uranilo al 1% para tefiir la muestra negativamente. El tiempo de tincion fue de 3
minutos. Las muestras fueron observadas con un microscopio electronico marca
JoelJIM1011 6 Zeiss EM900 ambos operados a 80 kV.
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5.13 SONICACION

Las muestras fueron sometidas a vibraciones ultrasénicas en el equipo Misonix S-4000
(Q-Sonix). Brevemente: alicuotas de 50 ul se colocaron en tubos eppendorf de 600 pl, los
cuales fueron sumergidos en el bafio de agua (4°C) del equipo. El equipo se oper6 a una
amplitud de 2, durante intervalos de actividad de tres segundos de duracién seguidos cada
uno por un intervalo de reposo de 5 segundos. Al conjunto de 3 intervalos de actividad y
tres de reposo se le denomind ciclo de sonicacion. Las muestras fueron tratadas con 1,2, 3 6

4 ciclos de sonicacion y analizadas mediante dispersion dindmica de luz

5.14 MEDICIONES DE TAMANO DE PARTICULA

Para las determinaciones de tamafio de particula se empled un equipo de dispersion
dindmica de luz Zetasizer nano-ZS (Malver Instruments Ltd, U.K.) equipado con un laser
de 633nm de longitud de onda. Las mediciones se llevaron a cabo a 25°C y un tiempo de
equilibrio de cinco minutos (salvo que se especifique lo contrario). La posicion de lectura
de la celda y nivel de atenuacion (0-100%) a usar fueron ajustadas automaticamente por el
software de control del equipo (Zetasizer software 6.01). El equipo fue utilizado en dos

modalidades, batch y en linea acoplado a un HPLC.

a) Mediciones en modalidad batch:. Las mediciones se hicieron en una celda de cuarzo
con un paso optico de 3 mm (N° de Cat. ZEN2112, Malver Instruments Ltd, U.K)

b) Mediciones en linea: El equipo Zetasizer nano-ZS se conectd a un sistema
cromatografico Waters equipado con una columna Ultrahydrogel 500 (7.8mm x 30mm
y tamafio de poro de 50nm), un detector de fluorescencia Waters 2475 (Aex=275nm
Lem=304nm) y un detector de absorbancia de doble longitud de onda Waters 2487 (260
nm y 280 nm) o un detector de arreglo de diodos Waters 996. Las corridas
cromatograficas se hicieron operando el equipo a una temperatura de 37°C y un flujo
de 0.9 ml/min con buffer 30 mM de Tris a pH 8.0. La conexidn entre ambos equipos se
hizo mediante una celda de flujo (N°de Cat. ZEN0023) conectada a la linea de salida

del detector de fluorescencia del sistema de HPLC.
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5.15 DETERMINACION DE POTENCIAL ZETA (§)

Los perfiles de € a diferentes temperaturas fueron determinados indirectamente a través
de la medicion de la movilidad electroforética (equipo Zetasizer nano-series) y el uso de la
aproximacion de Samoluchowski para la resolucion de la ecuacién de Henry mediante el
software Zetasizer v.6.2. Las mediciones se hicieron en celdas capilares de poliestireno con
electrodos de oro (N° Cat DTS 1060, Malvern Instruments). La posicion de lectura de la
celda y nivel de atenuacién fueron seleccionadas automaticamente por el software del

equipo, mientras que el voltaje seleccionado fue de 50 V para todas las mediciones.

5.16 FLUORESCENCIA

Se utilizé un espectrofluorimetro LS-55 (Perkin Elmer Inc). Se obtuvo el espectro de
emisién de las PPV de VAA en el rango de 280 a 500nm, excitando las mismas a 280nm.
Las aperturas de los monocromadores de excitacion y emision se fijaron en 6.0nm y 8.0nm
respectivamente para todos los ensayos. Las lecturas se llevaron a cabo en una celda de

cuarzo con un volumen de 50 ul y un paso optico de 3 mm.

Se calculo el centro de masa espectral de cada uno de los espectros de fluorescencia

obtenidos mediante la ecuacion 7 [71].

500
2. (4URF))
i=280

500

24

=280

Centro de masa(nm)= Ecuacion 7

Donde A y URF; representan la longitud de onda y unidades relativas de fluorescencia para

cada punto del espectro respectivamente
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CAPITULO 6
RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El trabajo realizado con la finalidad de lograr el desarrollo de un sistema de entrega de
sustancias a células mediante la funcionalizacion de particulas pseudovirales de virus
adeno-asociado se dividio en 4 etapas. En primera instancia se procedio a determinar las
condiciones de cultivo e infeccion de células de insecto que permitieron obtener grandes
cantidades de baculovirus recombinantes y PPV-VAA. Se investigd el efecto de la
multiplicidad de infeccion y la concentracion celular al momento de la infeccion sobre la
produccion del baculovirus recombinante bac Cap. Se investigé la capacidad de produccién
de PPV-VAA de dos lineas celulares de insecto asi como la distribucion de las PPV entre el
sobrenadante y la fraccion celular de los cultivos.

En la segunda etapa se trabajo sobre el desarrollo de un método de purificacion de PPV-
VAA mediante una combinacion de técnicas cromatograficas y de centrifugacion, con la
finalidad de obtener material suficiente para la tercera y cuarta etapa de este trabajo. En la
tercera etapa se procedié a llevar a cabo una caracterizacion de las PPV-VAA frente a
diferentes factores fisicoquimicos que nos permitieran proponer una estrategia para lograr
la incorporacidn de una molécula fluorescente al interior de las PPV-VAA. Y finalmente en
la cuarta etapa se realizaron los experimentos encaminados a lograr la funcionalizacion
antes descrita de las PPV-VAA.

A lo largo de este proyecto se recurrio a diferentes pruebas estadisticas con la finalidad
de determinar; 1) diferencias entre los tratamientos propuestos para la produccion de
baculovirus o particulas pseudovirales (ANOVA); y 2) relaciones entre las diferentes
variables medidas durante la caracterizacion de las PPV (prueba producto momento de
Pearson). Para cada una de las pruebas estadisticas aplicadas se calcularon el valor-p y la
potencia de la prueba estadistica. ElI valor-p de una prueba estadistica representa la
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probabilidad de obtener los resultados observados a causa del azar, es decir que la hipdtesis
nula sea verdadera. Para cada prueba estadistica, el valor-p calculado se comparé contra un
nivel de significancia (o) establecido a priori (para este trabajo a=0.05), si el valor-p fue
menor al valor de significancia, se consideré como falsa la hipétesis nula. Por otro lado, la
potencia de una prueba estadistica representa la probabilidad (expresada en porcentaje) de
detectar diferencias entre tratamientos o relaciones entre variables cuando éstas realmente
existen. Por convencién se considera que una prueba estadistica es robusta cuando el valor
de potencia de la misma es superior al 80%, caso contrario se requiere incrementar el
numero de replicas o disminuir la varianza de las mediciones para obtener una conclusion

confiable del analisis estadistico.

6.2 AMPLIFICACION DE RESGUARDOS VIRALES

Con la finalidad de obtener resguardos virales con titulos virales altos se disefio un
experimento en el que se evalud el efecto de dos variables sobre la produccion del
baculovirus recombinante bac Cap. Los resultados de este trabajo fueron publicados en el
articulo: “Efecto de la densidad celular y la multiplicidad de infeccion sobre la produccion
de baculovirus recombinantes en cultivos de células de insecto” y nos permitieron generar
resguardos virales para la produccion de las PPV-VAA. Este articulo se incluye en el

anexo F.

6.3 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE PPV-VAA EN DOS LINEAS
CELULARES

Los niveles de produccion de proteina recombinante alcanzados en el sistema células de
insecto dependen de la linea celular empleada. Segun la literatura, la productividad de la
linea High Five™ es en muchos casos mayor que la de otras lineas celulares de insecto
[72,73]. Sin embargo, la diferencia depende de la proteina recombinante en cuestién [16].
Debido a que se requieren grandes cantidades para la caracterizacion fisicogquimica de

proteinas, decidimos comparar la capacidad de produccion de PPV-VAA entre las lineas
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celulares de insecto mas utilizadas para la produccion de proteinas recombinantes (High
Five™ y Sf9).

Se prepararon por triplicado cultivos de ambas lineas celulares a una concentracién
inicial de 0.8 x 10° cél/ml y un volumen de trabajo de 60 ml. Los cultivos fueron infectados
a una multiplicidad de infeccion (MDI) de 0.1 ufp/cél. Este valor se escogid con base en el
trabajo de Gallo [20], quien evaluo el efecto de diferentes MDI sobre la produccion de
proteina VP de VAA, obteniendo una mayor productividad al usar 0.1 ufp/cél. Se tomaron
muestras de 1 ml a tiempo 0 y cada 24 horas hasta las 120 horas post infeccion (hpi),
momento en el cual se cosecharon los cultivos. Para cada muestra se llevaron a cabo
determinaciones de concentracion celular y viabilidad y posteriormente se procesaron como
se describe en materiales y métodos para obtener el extracto celular y el sobrenadante. A
cada uno se les determind el contenido de proteina total (mediante el método de Bradford)

y el contenido relativo de proteina recombinante de VAA (mediante Western blot).
6.3.1 Cinéticas de crecimiento

En la figura 19-a se muestran las cinéticas de crecimiento de las dos lineas celulares
infectadas con el baculovirus bac Cap. Ambas presentaron sélo un ligero incremento en la
concentracion celular, siendo mayor el observado para las células Sf9, que duplicaron su
concentracion a las 72 hpi, mientras que las células High Five™ incrementaron su
concentracion solo en un 50%. En ambos casos el incremento en la concentracion celular
fue mucho menor al que exhibieron los cultivos sin infectar (no se muestran los datos), en
los que las concentraciones maximas alcanzaron 1.2 x 107 cél/ml y 7 x 10° cél/ml para Sf9
y High Five™, respectivamente. El cese del crecimiento de las células de insecto, producto
de la infeccion con el baculovirus, obedece al secuestro que este Ultimo hace de la
maquinaria molecular de la célula con la finalidad de replicarse [14,67]. Este fenOmeno se
observa en los cultivos de células de insecto infectadas sin importar la linea celular

cultivada o el baculovirus recombinante utilizado para la infeccion [74-76].

En la figura 19-b se muestra la disminucion de la viabilidad celular a lo largo del
tiempo de cultivo. A las 48 hpi, se observo un descenso brusco en la viabilidad de los
cultivos. Este cambio brusco en la viabilidad puede ser producto de la accion combinada de
la probable toxicidad de la proteina recombinante y la capacidad litica del baculovirus. Las
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células Sf9 presentaron viabilidades entre 5 y 15% inferiores a las exhibidas por las células
High Five™ durante la mayor parte del cultivo. Este comportamiento puede deberse a
diferencias de sensibilidad entre las dos lineas celulares frente a los efectos liticos del
baculovirus y los efectos toxicos de la proteina recombinante. La letalidad de la infeccion
con el baculovirus bac Cap fue diferente a la observada para otros baculovirus cuando se

utiliza la misma multiplicidad de infeccion [77].

Las concentraciones de células viables en los cultivos de ambas lineas fueron similares a
lo largo de todo el tiempo de cultivo (Figura 19-c). Esto implica que las diferencias
encontradas entre las dos lineas celulares en la produccién de proteina total o capsides de
VAA, se deben a las diferencias en las productividades especificas y no a las

concentraciones celulares en los cultivos.
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Figura 19.- Cinéticas de crecimiento de células Sf9 y High Five™ infectadas con el baculovirus bac
Cap. a) Concentracion total de células b) Porcentaje de células vivas y c) Concentracion de células
vivas. Se muestran los promedios y desviaciones estandar de los cultivos hechos por triplicado.

El comportamiento observado en los cultivos en cuanto a la concentracion de células

totales y la fraccion de células viables producto de la infeccidn con el baculovirus bac Cap
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fue similar al reportado en otros trabajos [20,78,79]. Durante las primeras 24 horas no
cambio la viabilidad y la concentracién celular increment6 hasta en un 50%. Entre las 24 y
48 horas se observd un cese en el crecimiento celular asi como el inicio en la disminucion

del porcentaje de células viables.

6.3.2 Produccion de proteina total

La proteina total del cultivo incluye a la proteina celular, la proteina del medio, proteina
del baculovirus y la proteina recombinante de interés. Con la determinacion de proteina
total se buscé identificar diferencias entre las lineas celulares en cuanto a su capacidad
productora y la distribucion de la proteina en el interior (extracto celular) o exterior
(sobrenadante) de las células. Estos valores se compararon posteriormente con la

concentracion y distribucion de la proteina recombinante de interés.

En la figura 20 se muestran las concentraciones de proteina total encontradas. Ambas
lineas celulares exhibieron perfiles de produccion similares. Las mayores concentraciones
de proteina total en el extracto celular y el sobrenadante se detectaron a las 48 y 72 hpi,
respectivamente. La distribucion de proteina entre el extracto celular y el sobrenadante
cambio durante el cultivo, ya que hasta las 72 hpi la proteina total en el extracto celular
representaba hasta el 80% del total detectado, mientras que a partir de este punto su
porcentaje disminuyd hasta representar inicamente el 40%. El tiempo en el que este cambio
se presentd coincide con la caida de la viabilidad por debajo del 50%. Las concentraciones

de proteina total en pellet y sobrenadante se presentan en el anexo A.

La linea celular High Five™ produjo alrededor de dos veces mas proteina total que la
linea celular Sf9. En ambas lineas, la mayor concentracién de proteina se alcanzo a las 72
hpi. La caida de proteina total més alla de las 72 horas se debe muy probablemente a la

accion de proteasas liberadas al medio producto de la lisis celular.

Se calcul6 el rendimiento de proteina total por célula (Ypyx) dividiendo la concentracion
de proteina total sobre la concentracion celular, la gréafica con estos valores se incluye en el

anexo B. El Ypyx (ng/cél) para la linea Sf9 se mantuvo casi constante durante todo el

43



Resultados y Discusion

cultivo (0.66 ng/cél), mientras que para la linea High Five™ se presenté un incremento de
poco méas del doble a las 72 horas (2.11 ng/cél) con respecto al valor inicial (0.92 ng/cél).
Estos resultados concuerdan con lo reportado por otros autores con respecto a que la linea
celular High Five™ produce mayores cantidades de proteina que otras lineas celulares de
insecto [80][81].

3.0 —8— Células High Five™
—O— Células Sf9

Proteina total en el cultivo
mg/ml
T

0 24 48 72 96 120
horas post-infeccion

Figura 20.- Cinéticas de produccién de proteina total en cultivos de células de insecto infectadas con el
baculovirus bac-Cap. Cada punto de la gréafica representa la suma de la proteina en extracto celular y
sobrenadante. Las barras representan la desviacion estandar de los triplicados

6.3.3 Produccion de proteina de la capside de VAA (VP)

Las concentraciones relativas de proteina VP se determinaron mediante el analisis
densitométrico de membranas de Western blot. Los Western blot se hicieron corriendo un
gel por cada cultivo. Se analizaron muestras de extracto celular de 24, 48, 72, 96 y 120
horas, asi como muestras de sobrenadante de 72, 96 y 120 horas. No se incluyeron muestras
de sobrenadante de las 24 y 48 hpi, puesto que en ensayos previos se encontrd que antes de
las 72 hpi los niveles de proteina recombinante en esta fraccion estan por debajo del limite
de deteccion del método. En todos los geles se incluyé el mismo control positivo con la
finalidad de usarlo como referencia para las comparaciones entre diferentes membranas

(Figura 21).

Para el analisis densitométrico se utilizé el programa Image J v. 1.41 (Wayne Rasband,
National Institutes of Health). EI programa calcula, a partir del area y la intensidad del
color de cada una de las bandas observadas en el Western blot, un valor denominado

“sefial” que es proporcional a la cantidad de proteina en la banda analizada. Para cada
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muestra se hizo la sumatoria de las sefiales procedentes de las proteinas de VAA (VP1 +
VP2 y VP3). La estandarizacion se hizo substituyendo los valores de sefial en la ecuacion 8.
El calculo de la concentracion relativa (con respecto al control) de proteina VP de VAA se
hizo utilizando la ecuacion 9. La comparacion entre las distintas muestras se hizo utilizando

el valor de concentracion relativa.

ECEC EC ECECC+ M 5 S5 S
2

24 48 T2 96 120 72 86 120

4 |
V1 100KDa
P2 e = 75K
VP3 — B — —— _— S0KDa

Figura 21.- Western blot de la deteccidn de proteinas de la cipside de VAA en muestras de extracto
celular (EC) y sobrenadante (S). Los ndmeros indican el tiempo post-infeccion de la muestra.

Sefal de la muestrap,,ps.vp3

Sefial normalizada (UR) = —— »
Sefal del control ey, yps.vps) Ecuacion 8

Sefial normalizada Ecuacion 9
Volumen muestra

Concentracion relativa (Ul%ﬂ) =

En la figura 22 se muestran las cinéticas de produccion de proteinas de VAA. Los
valores representan la cantidad total de proteina de VAA por ml de cultivo y se obtuvieron
a partir de la suma de la concentracién relativa en extracto celular y en sobrenadante. El
perfil de produccion fue similar en ambas lineas celulares. Durante las primeras 72 hpi, la
concentracion de proteinas de VAA incrementd rapidamente. A partir de este tiempo se
observo un incremento menos pronunciado, debido probablemente a la disminucion en la
concentracion de células viables. Es de notar la diferencia de esta cinética con respecto a la
de proteina total, en donde a partir de las 72 hpi se observo una disminucién en la cantidad

de proteina total presente en los cultivos.

Al comparar la concentracion relativa de proteina de VAA producida por las dos lineas

celulares no se observan diferencias estadisticamente significativas. Para ambas lineas se
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observo un perfil de produccion similar. De las 24 a las 72 hpi se detecto un considerable
incremento en la concentracion de proteina recombinante. Los cambios en la concentracion
de proteina recombina entre las 72 y las 120 hpi no fueron significativos en ninguna de las
dos lineas celulares. EI comportamiento observado a partir de las 72 hpi se debe a la
disminucion en la cantidad de células viables capaces de producir la proteina de interés.
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Figura 22.- Cinética de produccion de la proteina de la capside de VAA. La grafica presenta la
concentracién volumétrica relativa y es resultado de la suma de la cantidad de proteina detectada en
extracto mas la detectada en sobrenadante.

La distribucién de proteina de VAA entre el extracto celular y el sobrenadante de cultivo
fue similar en ambas lineas celulares (Anexo C). A las 24 y 48 hpi, el 100% de proteina de
VAA fue detectada en el extracto celular mientras que a partir de las 72 horas solo el 40%
estaba en el extracto celular. Este comportamiento contrasta con lo reportado en otros
trabajos, en donde a bajas multiplicidades de infeccion la mayor parte de la proteina

recombinante se acumula en el pellet celular [78,82].

Se calculé el rendimiento de proteina recombinante por miligramo de proteina total (Ypy/pt)
para cada una de las muestras mediante la ecuacién 10. En la figura 23 se presentan los

cambios de rendimiento en funcion del tiempo.

Concentracion relativa (U%|)

Rendimiento (U%I) = - p Ecuacién 10
Proteina total( %I)
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Figura 23.- Rendimientos de proteina recombinante de VAA por mg de proteina total en cultivos de
células de insecto. Se presentan el promedio y desviacion estandar de ensayos por triplicado

Las dos lineas celulares tuvieron rendimientos similares y en ambos casos el maximo se
alcanzo a las 120 hpi. Es de notar el marcado incremento en el Ypype durante la segunda
mitad del cultivo, en donde la cantidad de células viables fue menor al 50% de la cantidad
presente al inicio del cultivo. Esto es resultado de la combinacién de dos fendmenos. Por un
lado el ligero aumento en la concentracion relativa de proteina recombinante entre las 72 y
las 120 horas (Figura 22) y por el otro la disminucion en la concentracion de proteina total
a partir de las 72 horas (Figura 20). Probablemente, la disminucién de la concentracion de
proteina total a partir de las 72 hpi es resultado de la digestion de algunas proteinas
presentes en el cultivo que son reutilizadas por las células para su mantenimiento, mientras
que las PPV-VAA son capaces de escapar a este proceso. Se ha reportado que las PPV son
resistentes a la actividad de las proteasas [21], ya que el corte proteolitico ocasionado por
estas enzimas sobre las proteinas virales no es suficiente para producir la pérdida de la

macroestructura de la particula [83].

6.3.4 Produccién de PPV-VAA

Los resultados obtenidos mediante el andlisis densitométrico de los Western blot
mostraron que desde las 72 hpi se obtuvieron altas concentracion de proteina viral en los
cultivos, sin embargo se tomd la decision de determinar la concentracion de PPV-VAA en
las muestras de extracto celular y sobrenadante obtenidas a las 120 hpi. Esto tomando en
cuenta el ligero incremento en la concentracion de proteina durante las Gltimas horas de

cultivo y a la posibilidad de dar mas tiempo a las proteinas para ensamblarse en PPV. En
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trabajos que han evaluado la produccion de PPV-VAA o VAA recombinante también se ha
encontrado que las concentraciones méaximas se obtienen alrededor de las 120 hpi.
[20,78,82]

En la figura 24 se resumen los resultados del ensayo de ELISA practicado para
cuantificar las PPV-VAA presentes en las muestras provenientes de los cultivos. Se
encontrd que en los cultivos de la linea High Five™ hasta el 58% de las PPV producidas se
acumulan preferentemente en el extracto celular mientras que en la linea Sf9 el porcentaje
de PPV encontrados en esta fraccion representa tan solo el 43%. Se compararon las
concentraciones de PPV-VAA en muestras de extracto celular, sobrenadante y totales entre
cultivos de ambas lineas celulares. Solo se encontré diferencia estadisticamente
significativa (prueba t-student con valor-p= 0.03 y potencia del 100%) entre las
concentraciones en extracto celular, siendo un 80% mayor la cantidad de PPV producidas
por la linea celular High Five El analisis estadistico realizado con los sobrenadantes y con
las concentraciones totales arrojé un valor de potencia muy bajo (25%), tomando en cuenta
que el valor recomendado es de 80%. Es muy probable que si existan diferencias entre
ambas lineas celulares, pero el numero de muestras (triplicados) seleccionadas para este
trabajo no permiten detectarlas.

12 -

[ B Concenfracion de capsides en extracto celular
10 - Concentracion de capsides en sobrenadantes
Concentracion de capsides totales

x 10" capsidesiml
[+
1
—
L

43%
58%

0 T T
sfo High Five
Figura 24.- Concentracion de particulas pseudovirales de virus adeno-asociado; totales, en extracto

celular y en sobrenadante de cultivos de células High Five™ y Sf9

La eleccion de las células High Five™ sobre las Sf9 como la linea productora de PPV-

VAA para los fines de este trabajo esta fundamentada en las mayores concentraciones de

48



Resultados y Discusion

particulas obtenidas bajo las condiciones de cultivo e infeccidn ensayadas. Una razon mas
para la seleccion de esta linea es el mayor rendimiento (Ypypt) Obtenido. Esto implica que
la cantidad de proteinas contaminantes que deben ser removidas durante el proceso de
purificacion es menor, lo que facilita la obtencion de PPV-VAA puras. Otros grupos de
trabajo han encontrado resultados similares en la produccion de PPV entre la linea High
Five™ y la Sf9. Se ha demostrado que la linea High Five™ produce hasta 5 veces més
PPV de rotavirus que la Sf9 [84].

Los experimentos realizados en la primera parte de este trabajo mostraron que existe una
diferencia en la produccién de PPV-VAA entre las lineas High Five™ vy Sf9.
Aparentemente esta diferencia no se debe a la mayor produccién de proteina viral, por lo
que es posible que se deba a que High Five promueve de forma mas eficiente el ensamblaje
de las PPV. Un fendmeno similar ha sido reportado en la produccion de PPV del virus de la
enfermedad de bursitis infecciosa [85], asi como en la produccién de PPV de CPV [55].
Con base en estos resultados se tomo la decision de utilizar la linea High Five para la

produccion de PPV-VAA en el resto del proyecto.

Se selecciono la fraccion correspondiente al extracto celular para proseguir con los
ensayos de purificacion debido a que en el sobrenadante se acumula una mayor cantidad de
baculovirus y las proteinas que lo conforman (no se muestran los datos). Las caracteristicas
de estas proteinas, sobre todo de la gp64 presente en la membrana del baculovirus, hacen
que sea dificil separarlas de las capsides de VAA. La menor cantidad de contaminantes de
esta naturaleza en el extracto celular permitié obtener mejores resultados en los procesos de

purificacion.

6.4 PURIFICACION DE PPV-VAA

La cromatografia de intercambio iénico es considerada la técnica mas robusta y versatil
para la purificacion de VAA [86]. Para los diferentes serotipos de VAA, se han estudiado
métodos cromatograficos basados en el uso de resinas tanto de intercambio aniénico como
catiénico. En el caso particular del VAA tipo 2 (VAA-2), la mayoria de los reportes de

purificacion emplean resinas de intercambio cationico como el paso primario o de captura
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[69,70], dejando el uso de las resinas de intercambio anidnico para las etapas de pulido
[87,88]. Sin embargo, decidimos desarrollar un primer paso de purificacion basado en
intercambio anidnico (resina Q-sepharose fast flow) debido al éxito que se ha tenido en
nuestro grupo para la purificacion de otras proteinas virales mediante esta metodologia,

tales como VP6 de rotavirus [77] y el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B [89].

6.4.1 Seleccion de pH para la purificacion por intercambio aniénico

La cromatografia de intercambio anionico tiene como fundamento la separacion de
moléculas con base en la carga que poseen en su superficie y la interaccion electrostatica
que se presenta entre las mismas y las particulas esféricas que conforman la resina. La
carga eléctrica de una molécula depende en gran medida del pH del medio en el que se
encuentra. Es por esto que la eleccién de valores de pH y fuerza i6nica de la fase mdvil son
criticas, ya que se debe garantizar que la molécula de interés se una a la resina en las
condiciones iniciales de purificacion y que la mayor cantidad posible de contaminantes no
lo hagan. Para determinar en qué pH el VAA se une a la resina de intercambio anionico se

monté un experimento sencillo que se describe en la seccion 5.6.1 de materiales y métodos.

Se realizaron analisis de proteina total (Bradford), contenido de cépside (Dot-blot con
anticuerpo A20) y contenido de proteinas de VAA vy baculovirus (Western blot con
anticuerpos B1 y Fast Plax respectivamente) para cada una de las fracciones colectadas. Las
inmunodetecciones fueron analizadas mediante densitometria, como se describid
previamente. El porcentaje de proteina que se recuperé en cada etapa de elucion con
respecto a la cantidad de proteina cargada inicialmente (3.4 mg) se calcul6 a partir de los
volimenes (Vg) y la concentracion de proteina ([Pt]g) en los sobrenadantes usando la
ecuacion 11.

: ] Pt]. V
Porcentaje de proteina total por etapaz[]#-loo Ecuacién 11

[3.4mg |

De manera similar, se uso la ecuacion 12 para calcular el porcentaje de PPV-VAA que
se recuperaron después de cada etapa de elucion

Porcentaje de PPV—-VAA por etapazh-loo

== Ecuacion 12
ZSE:n

E=1
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donde Sg=y, corresponde a la sefial del Dot-blot de la etapa n, donde n representa las etapas
de carga (1), lavado (2) y eluciones con 150 mM (3), 500 mM (4) o 1 M de NaCl (5). El
denominador corresponde a la suma de la sefial de las cinco etapas.

La proteina y PPV-VAA recuperados en el sobrenadante de las dos primeras etapas
(carga y lavado) representan la fraccion que no se adsorbe en la resina bajo las condiciones
ensayadas, mientras que lo recuperado durante las etapas de elucién con NaCl representa la
fraccion de los analitos que se adsorbe a la resina. Para fines de comparacion entre los
diferentes valores de pH se graficaron los porcentajes de proteina total y de PPV-VAA que
se unieron a la resina de intercambio anionico (Figura 25). Estos valores se calcularon

mediante la sumatoria de lo recuperado en las etapas de elucion con NaCl (etapas 3, 4 y 5).
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Figura 25.- Efecto del pH sobre la unién de proteina total y PPV-VAA a la resina de intercambio
anionico. El incremento en el pH ocasion6 una disminucidn en la cantidad de PP-VAA que se unieron
a la resina y no tuvo efecto sobre la cantidad de proteina total unida a la misma.
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La fraccion de proteina total unida a la resina fue similar a los distintos valores de pH
estudiados y es de aproximadamente el 50%, mientras que el porcentaje de PPV-VAA que
se unio a la resina incremento ligeramente al aumentar el pH de la solucion amortiguadora
de 6.0 a 6.5. El incremento del pH en la solucién amortiguadora por arriba de 6.5 ocasiono

gue una menor cantidad de capsides se adsorbieran a la resina.

Con base en los resultados obtenidos, se concluyd que llevar a cabo una primera etapa
de purificacion mediante intercambio aniénico a pH 6.5 permitiria eliminar alrededor del

51% de las proteinas contaminantes, con una recuperacion del 85% del contenido inicial de
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PPV-VAA. Es importante sefialar que los reportes de purificacion mediante intercambio
ionico para VAA no son consistentes en cuanto al valor de pH apropiado para llevar a cabo
el proceso, ya que es posible encontrar métodos de intercambio catidnico [87] y anidnico
[88] en los que el pH de la fase movil es el mismo y en ambos casos las PPV-VAA se unen
a las resinas. Por esta razon fue dificil determinar si nuestros resultados concuerdan en

general con lo reportado por otros autores.

El analisis por Western blot contra las proteinas VP de VAA y gp64 de baculovirus
mostré que, si bien ambos virus se unen a la resina de intercambio idnico, es posible
separarlos mediante la elucion con soluciones amortiguadoras de distintas fuerzas ionicas,
ya que para desprender las PPV-VAA de la resina es suficiente una solucion 150 mM de
NaCl, mientras que para el baculovirus es necesario usar una soluciéon 500 mM de NaCl
(Figura 26).

a) ]
150 500 1000 150 500 1004
mi ulll m m Iy uldl
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TSKDa VP2 50K Oa
b d VP3
SOKDa
Proteinas VP de VAA Proteina gpb4 de baculovirus

Figura 26.- Western blot de muestras de las etapas de elucién 3, 4 y 5 con a) anticuerpo Bl (VP de
VAA) y b) anticuerpo Fast Plax (gp64 de baculovirus).

6.4.2 Cromatografia de intercambio aniénico

A partir de los resultados de seleccion de pH se disefid el siguiente proceso
cromatografico de purificacion. Se empacaron 25 ml de resina Q Sepharose Fast Flow en
una columna XK-16 (GE Healthcare, USA). Se utilizaron como fase movil soluciones
amortiguadoras de Tris 50 mM pH 6.5 (solucion A) y Tris 50 mM- NaCl 1000 mM pH 6.5

(solucion B). Las muestras se prepararon a partir del extracto celular de cultivo de células
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High Five™ mediante dos etapas. En una primera etapa se concentraron en un sistema
agitado (Amicon, Bioseparations, Millipore) con membrana de celulosa regenerada de
MWCO= 30,000 Da, hasta disminuir el volumen a un 40% del original. En la segunda
etapa los extractos celulares se diluyeron 1:1 con solucion A, esto con la finalidad de
disminuir la fuerza idnica de la muestra. Cada ciclo de purificacién se llevé a cabo como se
describe en materiales y metodos con la inyeccion de un maximo de 25 ml de muestra por
ciclo. Se colectaron fracciones de 3 ml a partir del inicio del gradiente (100 ml) y hasta el
final de la corrida (360 ml), las cuales fueron analizadas mediante Dot blot (500 pl de cada
muestra) con el anticuerpo A20 con la finalidad de identificar el volumen de elucion de las
PPV-VAA.

En la figura 27 se muestra un cromatograma tipico del proceso de intercambio aniénico
en el que la region sombreada corresponde al volumen de elucion de las fracciones que
resultaron positivas a PPV-VAA. Una gran parte de los contaminantes presentes en el
extracto celular pasan a través de la resina sin ser absorbidos, razén por la cual eluyen antes
de que se inicie el gradiente lineal de NaCl, tal como se puede apreciar a partir de la curva

de absorbancia.
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Figura 27.- Cromatograma de la purificacion de PPV-VAA mediante intercambio anionico. La region
sombreada corresponde a las fracciones que resultaron positivas a PPV-VAA tras su analisis mediante
Dot-blot. La linea continua indica la absorbancia a una longitud de onda de 280nm y las lineas
punteadas indican la conductividad y concentracion de cloruro de sodio de la fase mavil.
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El incremento en la concentracion de NaCl es el responsable de la desorcion de las
PPV-VAA. El valor de conductividad de la primera fraccion positiva a VAA fue de 18
mS/cm, lo que corresponde a una concentracion de 176 mM de NacCl en la fase mdvil. Este
valor es 18% superior al esperado, ya que en el ensayo de seleccion de pH la elucién de las
PPV-VAA se logr6 con una solucion 150 mM. La dltima fraccién positiva a VAA presentd
una conductividad de 44 mS/cm, equivalente a una concentracion de 500mM de NaCl.
Durante la Gltima etapa del proceso cromatografico se incremento la concentracion de NacCl
en la fase movil hasta 1 M, lo que ocasiond un incremento en la absorbancia producto de la

elucion de las sustancias contaminantes que se unieron con mas fuerza a la resina.

Las fracciones colectadas durante la cromatografia se distribuyeron en 3 grupos,
fracciones colectadas entre 0 y 180 ml (F1), fracciones positivas a PPV-VAA (F2) y
fracciones colectadas entre los 260 y 360 ml (F3). Las fracciones del mismo grupo se
mezclaron y se concentraron mediante ultrafiltracion hasta reducir el volumen a 7 de su
valor original. Los grupos se analizaron mediante Western blot contra las proteinas de la

capside de VAA y contra la proteina gp64 de baculovirus. (Figura 28).
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a) b)
Figura 28.- Andlisis mediante Western blot de la distribucién de proteinas VP de VAA (a) y gp64 de
baculovirus (b) en diferentes fracciones del proceso de purificacion mediante intercambio anionico. F1
fracciones colectadas entre los 0 y 180 ml, F2 fracciones colectadas entre 180 y 255 ml (positivas a PPV-
VAA) y F3 fracciones colectadas entre los 260 y los 360 ml.

Acorde a lo esperado, las PPV-VAA vy el baculovirus eluyeron en fracciones diferentes.
La necesidad de una mayor fuerza iénica para desprender al baculovirus de la resina de

intercambio anidnico concuerda con el bajo valor de punto isoeléctrico (pl= 3.15) de la
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proteina gp64 [90], que es la proteina mas abundante de la envoltura viral y contribuye en

gran medida a la carga superficial del baculovirus (-15mV, a pH 6.5) [91].

Cabe destacar que las proteinas estructurales del VAA fueron detectadas exclusivamente
en muestras del grupo dos (F2). Esto indica que la proteina viral tiene una afinidad similar a
la resina, aln si estd ensamblada o no. Otra posibilidad es que toda la proteina de VAA

presente en el extracto celular este ensamblada.

6.4.3 Centrifugacion isopicnica

La pureza alcanzada durante la purificacion de PPV-VAA mediante intercambio
anionico fue aproximadamente del 63%, lo que es insuficiente para llevar a cabo su
caracterizacion fisicoquimica. Para incrementar la pureza se procedid a hacer
centrifugacion isopicnica en iodixanol. Procesos de purificacion de VAA que combinan
etapas de cromatografia con etapas de centrifugacion han sido reportadas previamente
[83,92].

El iodixanol ([5,5 -(2-hidroxi-1,3-propanodiol)-bis(acetilimino)]bis-[N,N"-bis(2,3-
dihidroxipropil)-2,4,6-triyodo-1,3-benzenocarboximida]) es una sustancia desarrollada
inicialmente como medio de contraste para estudios de rayos X. Su uso como medio para la
formacion de gradientes en centrifugacion se propuso en 1994 [93]. Desde entonces,
gracias a sus propiedades (baja toxicidad, caracter no ionico, isosmotico a concentraciones
de trabajo, etc.), ha ganado terreno frente a otras sustancias para su uso en la purificacién

de componentes biologicos.

La purificacion de VAA mediante gradiente isopicnicos en iodixanol presenta claras
ventajas frente al uso de CsCl. Es posible disminuir los tiempos de proceso [94], se
obtienen mayores rendimientos [70], ademas de que su uso contribuye a evitar la
agregacion de los VAA durante la purificacion [86]. Para la purificacion de las PPV-VAA
se hizo una adaptacion del método descrito por Zolotukhin y colaboradores, detallado en la
seccion de materiales y métodos [70]. EI material de partida para la centrifugacion fue el
concentrado de la fraccion F2 obtenida mediante intercambio anionico. En la figura 29-a se
muestra la fotografia del gradiente, en el que se observaron dos bandas que fueron
colectadas. Se midié el indice de refraccion de las bandas y se calculd la densidad de las
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mismas, obteniendo valores de 1.13 g/cm® y 1.09 g/cm®. Sélo la banda mas densa resulté
positiva para PPV-VAA. La figura 29-b es una micrografia electrénica de las PPV-VAA
encontradas en la banda 2 (B2) y en la figura 29-c se muestra la distribucién de tamafio de

particula en la misma banda, determinada mediante dispersion dinamica de luz.

B2-n=1.3743 —>
p=1.13 g/ml

Abundancia Relativa (%)

1 10 100 1000
D, (nm)

Figura 29.- Purificacion de PPV-VAA mediante centrifugacion isopicnica en iodixanol) Imagen
obtenida después de la centrifugacion. Se indican el indice de refraccion (n) y la densidad de la banda
positiva a PPV-VAA. b) Micrografia electrénica de transmisién (250,000X) de PPV-VAA en la banda
colectada (B2). c¢) Distribucion de tamafio de particula obtenida mediante dispersion dinamica de luz
de la banda colectada. M1y M2 representan la distribucién de tamafio de dos muestras purificadas de
forma independiente.

La densidad de la banda positiva a PPV-VAA fue menor que la reportada para PPV-
VAA purificadas mediante gradientes en CsCl, que varia entre 1.30 y 1.33 g/ml [95]. Esta
diferencia en las densidades también se ha observado en el VAA silvestre, ya que al
purificar mediante gradiente de CsCl se obtiene una densidad de 1.41 g/ml [95,96] ,

mientras que al hacerlo mediante iodixanol se obtienen densidades de 1.26 g/ml [70,94].
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Esta diferencia es atribuida a la baja actividad de agua que presenta el CsCl en solucion

(Axies-Shield 2009- Aplication Sheet VV31).

El didmetro hidrodindmico (Dy) promedio determinado por DLS de las PPV-VAA
presentes en la banda colectada fue de 28.1 nm. Este valor es un 17% mayor al que se
observé en las micrografias electronicas, que es de 23.8 nm, y también es mayor al
reportado en la literatura, que oscila entre 20 y 25nm. Esta diferencia se debe a que la
técnica de dispersion de luz toma en cuenta como parte de las particulas analizadas la nube
de contraiones que las rodea [97], lo que evidentemente resulta en un tamafio mayor al

obtenido mediante la inspeccion de las particulas al microscopio electronico.

El grado de pureza alcanzado al final del proceso de purificacion fue del 99%,
determinado mediante el analisis densitométrico de muestras en geles tefiidos con plata. En
la figura 30 se presenta un gel de poliacrilamida tefiido con plata y un Western blot de las

distintas etapas del proceso de purificacién.

E.C. lex lodixanol E.C. lex lodixanol

90KDa
80KDa |
7T0KDa

60KDa
50KDa

Tincion con Plata Western Blot
Figura 30.- Tincion de plata y Western blot con el anticuerpo Al (extremo C terminal de proteinas de
VAA) de muestras obtenidas a partir de distintas etapas del proceso de purificacion. Extracto celular
(EC), fraccion dos del proceso de intercambio iénico (lex), banda 2 del proceso de centrifugacion

isopicnico en iodixanol (lodixanol).
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6.5 ANALISIS DE PPV-VAA MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION
EN GEL ABSOLUTA.

La agregacion es uno de los principales problemas que disminuyen la eficiencia y vida
util de las proteinas terapéuticas, ademas de constituir una limitante durante la
caracterizacion fisicoquimica de las mismas [98]. La agregacion de VAA recombinante
durante su purificacion y almacenamiento ha sido reportada por varios autores y es
considerada una de las causas de la pérdida de capacidad transductora de este vector viral.
Este antecedente y la amplia distribucién de tamafio de particula obtenida para las muestras
purificadas mediante gradientes isopicnicos, sefial de la posible presencia de particulas
agregadas (Figura 27-c), nos motivaron a llevar a cabo un analisis que permitiera
diferenciar entre PPV-VAA monoméricas, agregadas y la posible presencia de proteina

viral no ensamblada.

En nuestro laboratorio Mena y colaboradores [99] y Fabian-Macedo [89] desarrollaron
métodos de cuantificacion mediante cromatografia de exclusion en gel para PPV derivadas
de rotavirus y del antigeno de superficie del virus de la hepatitis B respectivamente. Ambos
métodos utilizan la columna Ultrahydrogel 500 (Waters) y mediante estos es posible
cuantificar no sélo las PPV si no también los intermediarios del proceso de ensamblaje. Sin
embargo presentan un inconveniente, ya que se debe calibrar el sistema cromatografico con
proteinas de Dy conocido si se alteran las condiciones del andlisis tales como la

temperatura o la fase movil.

El uso de detectores sensibles a peso molecular, tales como viscosimetros o detectores
de dispersion de luz (DLS, multiple angle light scattering (MALS), etc), permiten llevar a
cabo la cromatografia de exclusion en gel sin la necesidad de calibrar las columnas, lo cual
representa un ahorro de tiempo y permite explorar con mayor facilidad las condiciones
Optimas para la separacién de los analitos de interés [100]. Mediante la combinacion de
cromatografia de exclusion molecular y detectores de dispersion de luz, técnica
denominada exclusion molecular absoluta (ASEC), se ha estudiado la presencia de
agregados en preparaciones de anticuerpos [63] y en muestras de virus de la influenza
destinadas al desarrollo de vacunas [101].

A partir del trabajo de Fabian-Macedo [89] desarrollamos un método cromatografico

en el que se incorpord el detector de dispersion dindmica de luz lo cual nos permitio
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identificar las diferentes poblaciones presentes en una muestra de PPV-VAA. Para el
analisis de las PPV-VAA se hizo el cambio de la fase mdvil propuesta por Fabian-Macedo
(20 mM Na,HPO,) a la utilizada por Smith y colaboradores [102] en trabajados de
purificacion de VAA mediante cromatografia de permeacion en gel (PBS pH 7.2
adicionada de MgCl, 2mM).

A partir de los perfiles de elucion de diferentes proteinas globulares y la curva de
calibracion (Ecuacion 13) propuesta por Fabian-Mecedo para la columna Ultrahydrogel
500, se definieron tres regiones del cromatograma. Regién 1, de 0 a 6 ml en donde se
esperaba la elucidn de particulas con un Dy mayor a 25nm, region 2 entre 6 y 8.5 ml, donde
se esperaba la elucion de particulas entre 25 y 18 nm, region 3, que va mas alla de los 8.5

ml de volumen de elucion.

R, =25.557(1- K, )—9.9888 Ecuacion 13
donde:
Ve -V,
PV -V,

V. =volumen de elucion del analito
V, =Volumen muerto de la columna
V; =Volumen total de la columna

Para el desarrollo del método se inyectaron muestras de PPV-VAA purificadas mediante
doble gradiente isopicnico en CsCl. Los cromatogramas obtenidos (Figura 31) indican que
las muestras inyectadas contienen al menos 4 poblaciones de particulas detectables
mediante la medicion de la absorbancia a 280nm (linea continta). Los volumenes de
elucién de las 4 poblaciones son 4.8 ml, 7.0 ml, 9.36 ml y 9.8 ml, respectivamente. La
segunda poblacidn se encuentra, segun la ecuacién 12, dentro del rango de elucion esperado
para las PPV-VAA. La medicion mediante dispersion dinamica de luz (linea discontinua y
puntos negros) mostro la presencia de tres poblaciones de 44.03 £ 15 nm, 24.7 + 4.1 nmy
15.1 + 2.8 nm, respectivamente. Cada una de éstas eluyd en los volumenes calculados a

partir de la ecuacion 12.

Las diferencias observadas entre ambos cromatogramas (lineas continua y discontinua)

son debidas a la medicion de diferentes propiedades fisicoquimicas de las particulas que
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circulan por el sistema. Los detectores de dispersion dinamica de luz son muy sensibles a
las particulas grandes, debido a la enorme dependencia de la cantidad de luz dispersada (1)
con respecto al diametro de las particulas (I oc [Cp]x(DH)6). Esto explica que las

abundancias relativas de cada poblacion aparezcan invertidas entre los cromatogramas.
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Figura 31.- Cromatograma del analisis mediante cromatografia de exclusion en gel de muestras de

PPV-VAA purificadas mediante doble gradiente en CsClI. ElI sombreado en el cromatograma indica las

tres regiones diferentes definidas mediante el uso de la ecuacién 13.

Para comprobar si las particulas de 24 nm detectadas por el DLS eran PPV-VAA, se
colectaron fracciones de 1ml desde los 5 ml de volumen de elucion hasta los 11 ml y se
utilizaron para un ensayo de Slot blot con el anticuerpo A20. El resultado muestra que en
las fracciones comprendidas entre los 6 y los 8 ml se detectaron PPV-VAA (Figura 32).

C+ C- 5 6 7 8 9 10

Figura 32.- Deteccion de PPV-VAA intactas mediante Slot blot con el anticuerpo A20 en fracciones
colectadas durante la cromatografia de exclusion en gel absoluta. Control positivo (C+), control
negativo (C-), los nimeros indican el volumen de elucién de la fraccién analizada

Con la finalidad de evaluar el grado de pureza de las PPV-VAA purificadas por
intercambio aniodnico, doble gradiente de CsCl o una combinacion de intercambio anidnico-
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gradientes de iodixanol, se analizaron muestras provenientes de estos procesos de

purificacion mediante cromatografia de exclusién en gel absoluta.

En la figura 33 se muestran los cromatogramas de cada una de las muestras. De
acuerdo a los resultados previos, las substancias que eluyeron antes de los 6 ml o después
de los 9 ml no son PPV-VAA. Se observa que la muestra proveniente del proceso de
purificacion por intercambio anionico presentan una gran cantidad de sustancias
contaminantes de un tamafio menor a 18 nm. Inclusive se observaron sustancias con
volumenes de elucién mayores al volumen total de la columna, lo que indica interacciones
inespecificas con la matriz de la columna [103]. Se presume que estas sustancias son
proteinas, ya que el espectro de absorcion de estas fracciones mostré el perfil caracteristico
de este tipo de biomoléculas (datos no mostrados).

Los cromatogramas de las muestras purificadas por doble gradiente de CsCl y por
intercambio anidnico-gradiente iodixanol, presentan perfiles similares y se observa que la
pureza alcanzada fue mayor que la de muestras que pasaron solo por la etapa de

intercambio anidnico.

Se observa una mayor pureza en muestras purificadas mediante intercambio anionico-
gradientes iodixanol. Los picos observados a los 10 y 11.5 ml de volumen de elucion no
presentaron el espectro caracteristico de una proteina y fueron similares a los espectros de
la azida de sodio y el iodixanol, respectivamente. La azida de sodio se incluye en las
muestras como conservador. Se calculd el area bajo la curva de absorcion para el
cromatograma desde el volumen 0 hasta los 9.5 ml y se determind el contenido relativo de
particulas con Dy entre 18 y 25 nm, que fue de 87%. Este valor es considerablemente bajo
tomando en cuenta que la pureza de esta muestra determinada mediante analisis
densitométrico de una tincion con plata fue del 99%. Sin embargo es importante recordar
que en la tincidn con plata solo las proteinas no virales constituyen impurezas, mientras que
en el cromatograma los agregados, formados probablemente por la misma proteina viral,

son considerados impurezas.

Este es a nuestro saber, el primer trabajo en donde se reporta la ASEC para el analisis
de muestras con PPV-VAA. Los resultados confirman reportes previos que indican que la

purificacion de PPV-VAA mediante la combinacién de cromatografia de intercambio

61



Resultados y Discusion

anionico y gradientes en iodixanol permiten obtener preparaciones de mejor calidad que las
obtenidas mediante gradientes de CsClI [86,104].

lVqumen total de columna

T I I R e B e B

intercamblq an[féniéo

Gradiente CsCl

Absorbancia 280nm

Intbrcémbib liiénico-
gradiente iodixanol

-t 7T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Volumen (ml)
Figura 33.- Perfiles cromatograficos obtenidos mediante exclusién molecular de muestras de PPV-

VAA purificadas mediante diferentes técnicas. EI sombreado en el cromatograma indica las tres

regiones diferentes definidas mediante el uso de la ecuacion 13.

6.6 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE PPV-VAA

Los ensayos realizados durante la caracterizacion fisicoquimica tuvieron por objeto el
generar conocimiento respecto a la estabilidad de las PPV-VAA, asi como identificar
posibles cambios estructurales en las particulas que nos permitieran proponer estrategias
para introducir fluoresceina al seno de las mismas. Intentamos identificar cambios

conformacionales similares a los reportados en otras PPV y que han resultado Utiles para el
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desarrollo de sistemas de entrega tales como: el proceso reversible de desensamblaje
controlado y la expansion radial de algunas PPV lo que provoca la aparicion de poros que
conectan la region interior y exterior de las mismas. Los cambios estructurales que

logramos identificar fueron diferentes a los que esperdbamos encontrar originalmente.

6.6.1 Distribucion de tamafio de PPV-VAA en soluciones con diferentes fuerzas iénicas.

Con el objetivo de identificar las condiciones capaces de mantener a las PPV-VAA en
estado monomérico, alicuotas de 1 ml de PPV-VAA fueron diafiltradas y concentradas con
diversas soluciones. Algunas de las soluciones evaluadas en este trabajo se encuentran
reportadas en articulos dedicados a identificar factores asociados a la agregacion de
diferentes particulas pseudovirales [69,105,106]. Para evitar la agregacion de PPV-VAA en
solucion se ha propuesto el uso de diferentes sustancias, tales como glicerina [31,107]
Pluronic F68 [105], sacarosa [108] y diferentes sales a fuerzas idnicas por encima de
200mM [109]. En la tabla 2 se presenta la composicion de cada solucion. Las particulas se
diafiltraron en centricones de 0.5 ml y MWCO 100 kDa (Millipore). La diafiltracion se hizo
con 10 ml de cada solucion y las muestras se concentraron hasta un volumen final de 100
ul. Al término del proceso de diafiltracidn-concentracion se analizaron las muestras

mediante dispersion dinamica de luz.

Tabla 2.- Composicion, fuerza idnica 'y pH de soluciones utilizadas para la diafiltracion -
concentracion de PPV-VAA

Solucion I Composicién Fuerzaionica  pH Referencia
mM

A H20 0 6.5 -

B PBS + Sacarosa 5% 167 7.5 [105]
C MgSO, 60mM Tris 60mM 250 8.0 -

D MgSO, 90mM Tris 60mM 371 8.0 -

E Citrato trisédico 100mM Tris 10mM 598 8.0 [109]
F (NH,4),S0O, 660mM, Hepes 50mM, MgCl, 1900 7.5 [69]

2mM, sacarosa 2%
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La cantidad inicial de luz dispersada de las alicuotas de PPV-VAA fue de 431 + 38 kcps.
La intensidad de luz dispersada es proporcional al Dy y a la concentracion de las particulas
(ILec [Cp] X (Dn)®). Al concentrar las muestras desde 1 ml hasta 100 pl, se esperaba obtener

un incremento de 10 veces en la intensidad de luz dispersada.

Los resultados del analisis de dispersion de luz nos llevaron a dividir a las soluciones
empleadas para el ensayo en dos grupos. En el primero de ellos colocamos a aquellas
soluciones en las que después de la diafiltracion-concentracion fue posible detectar una
poblacion de particulas con un diametro hidrodinamico menor a 40 nm, lo que indica la
presencia de PPV-VAA en estado monomeérico (Figura 34-a), mientras que en el segundo
grupo colocamos a las soluciones cuya distribucion de tamafio de particula no mostr6 PPV

en estado monomérico (Figura 34-b).

En las muestras diafiltradas con la solucién E se obtuvo el mayor porcentaje de PPV-
VAA en estado monomérico, segun se observd a partir de los datos de Dy promedio y
porcentaje presentados en la figura 34-a. Por otro lado, en las muestras diafiltradas con
solucion B también se identificd una pequefia fraccion de particulas no agregadas, a pesar
de poseer una fuerza iénica menor a 200 mM, lo que segun Wright y colaboradores es
indispensable para mantener al VAA en forma monomérica [109]. Sin embargo, la cantidad
de luz dispersada en esta muestra (2,703 kcps) fue menor a lo esperado (=4500). El que la
cantidad de luz dispersada fuese menor a lo esperado sugiere que ocurrié perdida de las
PPV-VAA durante la concentracién y diafiltracion, probablemente porque la solucion
favorecid la interaccion de las PPV-VAA con el dispositivo de ultrafiltracion. Xie y
colaboradores reportaron un problema similar durante la concentracion del VAA silvestre
[107]. La adicion de glicerol a una concentraciéon de 25% les permitié evitar la interaccion
del virus con las membranas de ultrafiltracion. Desafortunadamente, la elevada viscosidad
que presentan las soluciones con glicerol a esta concentracion es incompatible con los
analisis de dispersion dinamica de luz que utilizamos como parte de la estrategia de

caracterizacién de las PPV-VAA
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Figura 34.- Distribuciones de tamafio de muestras de PPV-VAA diafiltradas y concentradas 10 veces.
(a) Soluciones cuya distribucién de tamafio presento particulas con Dy<40nm. (b) Soluciones con
distribuciones de tamafio sin particulas con Dy<40nm. El Dy reportado en las tablas es el promedio de
la poblacién mas pequefa detectada en las muestras.

En las muestras diafiltradas con soluciones del segundo grupo se observé una diferencia
en la intensidad de luz dispersada, dependiente de la fuerza idnica de la solucién. Para estas
muestras se esperaba obtener cantidades de luz dispersada de mas del doble del valor
tedrico (=4500 kcps), resultado de la presencia de agregados en las muestras. Sin embargo,
las muestras diafiltradas en solucion A (H,O con fuerza ionica igual a 0) mostraron una
intensidad de luz dispersada inusualmente baja si tomamos en cuenta que el 75% de las
particulas tenian un Dy mayor a 650nm. Este comportamiento sugiere que, ademas de la
agregacion de PPV, se present6 pérdida de las mismas probablemente por interaccion con
la membrana del dispositivo de ultrafiltracion. En contraste, las soluciones D y F so6lo
presentaron poblaciones con Dy promedio mayor a 500 nm y cantidades de luz dispersada
de entre 2.5 y 3 veces el valor esperado. Esto sugiere que no hubo pérdidas durante la
concentracion, aunque evidentemente estas soluciones no evitaron la agregacion de las
PPV-VAA.

Acorde a los resultados, cabe suponer que el incremento de la fuerza idnica en la
solucion de diafiltracion disminuyd el grado de interaccion de las PPV-VAA con la
membrana del dispositivo de ultrafiltracion. Esta suposicién surge a partir de observar que
las muestras concentradas en las soluciones A y B (fuerza iénica menor a 200 mM)

presentaron una intensidad de luz dispersada menor a la que cabria esperar a partir de la
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distribucion de tamafio de particula que exhibieron. Los resultados obtenidos concuerdan
parcialmente con lo mencionado en la literatura. Por ejemplo, Wright y colaboradores
reportaron que a pH por arriba de 7.0, las PPV-VAA no se agregan y mantienen un Dy
promedio menor a 40 nm siempre y cuando la fuerza idnica sea mayor a 200 mM,
independientemente de la sal utilizada [109]. Sin embargo, cuatro de nuestras seis
soluciones tenian fuerzas idnicas superiores a 200mM y solo dos fueron capaces de
prevenir la agregacion. Por otro lado, la solucion que el mismo trabajo propone como la
mas eficiente para almacenar las PPV-VAA (citrato 100mM-Tris 10mM pH 8.0) también
resulto ser la mejor en nuestros experimentos.

Es importante mencionar que los reportes de la literatura orientados a prevenir la
agregacion del VAA en solucion se han realizado con virus recombinantes, los cuales
contienen material genético, a diferencia de las PPV-VAA que nosotros analizamos. La
presencia de material genético al interior de las capside ocasiona un cambio en el punto
isoeléctrico de las particulas que si bien ain no ha sido numéricamente evaluado, si ha sido
demostrado ya que es posible separar la capsides de VAA llenas (de material genético) de
las vacias mediante cromatografia de intercambio aniénico [96]. Esta diferencia en puntos
isoeléctricos entre particulas llenas y vacias podria ser una explicacién para la falta de
concordancia entre nuestros resultados y los de otros autores.

6.6.2 Efecto de la temperatura sobre el tamafio de las PPV-VAA

Como primer abordaje se investigd el cambio en la distribucion de tamafio de particula
mediante DLS en el intervalo de temperatura entre 25 y 75°C con mediciones Unicas cada
5°C y un tiempo de incubacion de 10 minutos a cada temperatura. Se midié: la intensidad
de luz dispersada y el Dy promedio de las particulas.

Entre los 25 y 65°C no se observaron cambios sobre ninguna de las variables. A partir de
los 70°C no se detectaron particulas con Dy menor a 40 nm y se presentd un abrupto
incremento en la cantidad de luz dispersada (Figura 35-a). EI cambio en la distribucién de
tamano de particula de la muestra producto del calentamiento hasta 75°C es un proceso no
reversible, ya que al final del experimento se disminuyd la temperatura de la muestra a
25°C y se dejo incubar por 60 minutos para posteriormente determinar la distribucion de
tamafo de particula. Esta nueva distribucién (25°C-final) fue similar a la observada a 75°C.
Se observd una poblacion de particulas Gnica con un tamafio promedio de 2000 nm, pero
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con una dispersion menor a la que se observo en la muestra a 75°C. También se observo
que la muestra original (25°C inicial) presentd, ademas de la poblacion de 25 nm, una con
Dy promedio cercano al encontrado a 75°C, esto sugiere que originalmente la muestra
contenia una pequefia fraccion PPV-VAA agregadas (Figura 35-b).
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Figura 35.- Andlisis preliminar del efecto de la temperatura sobre el tamafio de PPV-VAA a) Cambios
en la intensidad de luz dispersada (panel inferior) y tamafio de particula (panel superior) de PPV-VAA
producto de su incubacién a diferentes temperaturas. Se indican la temperatura de incubacion y el
tiempo transcurrido durante el ensayo. B) Distribuciones de tamafio de particula a las condiciones
iniciales (25°C), finales (75°C) y a temperatura ambiente 60 minutos después de terminado el ensayo
(25°C final).

Se analizd6 mediante Slot-blot la muestra de PPV-VAA sometida al proceso de
calentamiento gradual, asi como una muestra no sometida al proceso de calentamiento. Los
resultados indican que el calentamiento hasta 75°C ocasiond una pérdida de afinidad del
anticuerpo A20 por la proteina viral (Figura 36). Dicha perdida es resultado de la
desaparicion del epitope conformacional reconocido por el anticuerpo. La desaparicion del
epitope indica que la capside ha perdido su estructura tridimensional, lo que se traduce en el

desensamblaje de la PPV.
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C+ C- 25°C 75°C

L |

Figura 36.- Inmunodeteccidn de PPV-VAA completas con el anticuerpo A20.

Durante este ensayo se observo que el incremento de la temperatura de incubacion desde
25 hasta 60° y 65°C ocasion0 desplazamientos hacia la derecha en la distribucion de
tamafo de particula de la primera poblacion, asi como la aparicion de una segunda
poblacion de particulas con Dy promedio de 200 nm (no se muestran los datos). Esto nos
motivo a realizar un nuevo barrido de temperatura incrementando los tiempos de
incubacion y el nimero de mediciones, con la finalidad de identificar con mayor precision

la temperatura a la cual se presenta un cambio significativo en el Dy de las PPV-VAA.

Las muestras se calentaron desde 25°C hasta 65°C y a partir de los 45°C se hicieron
mediciones de tamafio cada 2°C. Para este experimento se incrementd el tiempo de
incubacion en cada temperatura de 10 a 35 minutos y se hicieron 6 mediciones de tamafio
de particula por temperatura. El ensayo se realiz6 por triplicado para dos muestras de PPV-
VAA distintas, la muestra A con 2.8x10% capsides/ml purificadas en nuestro laboratorio
por intercambio aniénico-gradientes isopicnicos en iodixanol y la muestra B, con 1.5x10"
capsides/ml purificadas por intercambio catidnico-interaccion hidrofébica, las cuales fueron

donadas por el Dr Amine Kamen (Biotechnology Research Institute, Montreal, Canadd).

En la figura 37 se presentan los resultados de este segundo experimento. La cantidad de
luz dispersada por la muestra A (3750 kcps) fue mayor que la de la muestra B (752 kcps),
producto de las diferencias de concentracion entre ambas muestras. Los tamafios de
particula iniciales fueron ligeramente diferentes entre ambas muestras pero se encuentran
dentro del rango esperado. La temperatura a partir de la cual se observé un incremento en el
Dy promedio (temperatura critica) fue diferente para la muestra A (61°C) y para la muestra
B (63°C). La cantidad de luz dispersada de ambas muestras también se incrementd
producto del cambio de temperatura. Sin embargo el incremento fue diferente ente ambas
muestras, ya que para la muestra A se presentd desde los 55°C, mientras que para la
muestra B se present6 a los 63°C, es decir en este Gltimo caso los cambios tanto en el Dy
promedio como en la cantidad de luz dispersada se presentaron a la misma temperatura. El
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hecho de que la agregacion o el incremento en la cantidad de luz dispersada se presentara
en la muestra A antes que en la muestra B lo atribuimos al mayor porcentaje de particulas
con Dy > 40 nm (agregados) que presentaba la muestra A (35%) desde el inicio del ensayo,
comparado con el de la muestra B (15%). La pureza de ambas muestras era similar, segun

se constaté mediante tincion con plata de un gel de poliacrilamida (Anexo D).
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Figura 37.- Cambios en la intensidad de luz dispersada (panel inferior) y tamafio de particula (parte
superior) de dos muestras de PPV-VAA en funcién de la temperatura. Las barras de error indican la
desviacion estandar de las tres mediciones realizadas.

En la figura 38 se muestra la distribucion de tamafio de particula para las muestras A y
B a 4 temperaturas diferentes: condicion inicial, los dos puntos anteriores a la temperatura
critica y el de la temperatura critica. A pesar de que las temperaturas criticas son diferentes,
se observé que para ambas muestras las distribuciones de tamafio de particula fueron
similares una vez que se a presento el fendmeno de agregacion. En la muestra B se observo
un incremento en el Dy promedio de la poblacion uno a los 61°C, temperatura a la cual aun

no se detectaron agregados, En la muestra A no se observaron cambios en el Dy promedio
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de la poblacion méas pequefia hasta los 59°C y fue imposible determinar si el mismo ocurrio

alos 61°C, ya que a esta temperatura todas las PPV-VAA ya habian formado agregados.

Con estos resultados supusimos que el ligero cambio en el Dy a los 61°C podia ser
reflejo del cambio de conformacion que la capside sufre al exponer el dominio amino

terminal de la proteina VP1, fendmeno previamente reportado para el VAA silvestre.[34].
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Figura 38.- Distribucidn de tamafio de particula en muestras de PPV-VAA a diferentes temperaturas.
a)Muestra A de PPV-VAA b) Muestra B de PPV-VAA

Para verificar si las capsides expusieron el dominio amino terminal de la proteina VP1,
producto de la incubacién a diferentes temperaturas, se procedié a hacer la
inmunodeteccion mediante Dot-blot usando el anticuerpo Al, que reconoce el extremo
amino terminal de VP1. Se incubaron alicuotas de 100 ul de las muestras A 'y B a 3
temperaturas diferentes: 25°C, 61°C y 65°C. Las alicuotas se dividieron en dos y fueron
procesadas como se describe en materiales y métodos para el ensayo de Dot- blot en dos
membranas diferentes. Una membrana fue tratada con el anticuerpo A20 (cépsides
completas) y otra con el anticuerpo Al.

Los resultados del Dot-blot (Figura 39-a) indican que a 25°C las muestras contenian
particulas pseudovirales que no tenian expuesto el extremo amino terminal de VP1. A 61°C
(justo antes de la temperatura critica), las muestras fueron positivas para PPV-VAA y a
VP1. Esto indica que aun se conserva la estructura de la capside y que ademas el extremo
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amino terminal esta disponible para ser reconocido por el anticuerpo, ya sea producto del
desensamblaje de algunas de las capsides presentes en la muestra o debido a la salida de
este domino proteico a través de los poros en los ejes de simetria pentaxial de la cépside
viral como ha sido reportado previamente [34]. A 65°C no fue posible detectar capsides y
la intensidad de la sefial de VP1 incrementd con respecto a los 61°C, lo cual confirma que
la incubacion a esta temperatura ocasion6 el desensamblaje de todas las capsides. Las
figuras 37 b y c son micrografias electronicas de muestras incubadas a 25°C y 61°C,
respectivamente.

. . . MabA20

PPV VP1T M, M, My Mg M, M,
25°C 25°C  61°C 61°C 65°C 65°C

. Mab A1

Figura 39.- a?)Ensayo de Dot-blot para detectar capsides (Mab A20) y el etreﬁ% amino terminal de
VP1 (Mab Al) en muestras incubadas a diferentes temperaturas. b) Micrografia electronica de una
muestra de PPV incubada a 25°C. c) Micrografia electrénica de una muestra de PPV incubada a 61°C.

Los dos experimentos anteriores mostraron que existe una temperatura critica (63°C) en
la que las proteinas y/o las cépsides de VAA comienzan a agregarse. Sin embargo, el
enfoque empleado no permite definir si la agregacién se present6 inmediatamente después
de la exposicion a 63°C o fue resultado de la exposiciéon prolongada a temperaturas por
debajo de la temperatura critica. Con el fin de esclarecer esta duda, alicuotas de 50 ul de
una muestra con PPV se mantuvieron en incubacién a 61°C. A lo largo del periodo de
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incubacion se hicieron determinaciones de tamafio de particula y se tomaron como
variables a medir la cantidad de luz dispersada, el porcentaje de particulas con Dy < 40nm
y el Dy promedio. Los resultados se muestran en la figura 40.

0 =} 0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

a) 9000
7000
5000
2000_;.“A...,“...“‘...“,....,..

1000

Luz dispersada
{(Kcps)

b)

100

con D, <40nm (%)
) o (=~
= = =
1 1 1

L
=
1

Porcentaje de particulas

L

D,, (nm)

ll) 5 1I0 1I5 2I0 2I5 3I0 3I5 4I0 4I5 5I0 5I5 60

Tiempo (minutos)
Figura 40.- Andlisis mediante DLS de muestras incubadas a 61°C. a) Cantidad de luz dispersada, b)
porcentaje de particulas con Dy < 40nm ¢) Dy promedio de PPV-VAA.. Las barras de error indican la

desviacion estandar de las mediciones que se hicieron por triplicado.

Desde el inicio del experimento y hasta los 20 minutos, la cantidad de luz dispersada se
mantuvo constante. A partir de entonces y hasta el final del ensayo se presentd un
incremento en la cantidad de luz dispersada que estuvo acompafiado por una constante
disminucion del porcentaje de particulas con Dy menor a 40 nm, el cual llego a cero a los
50 minutos de calentamiento (Figura 40 a y b). El Dy inicial (25°C) fue de 28 nm. Tras
iniciar el calentamiento, el Dy incrementd hasta los 32 nm y se mantuvo constante hasta los
20 minutos, al igual que el porcentaje de particulas menores a 40 nm, que fue el 95%. El
Dy promedio incrementd nuevamente a partir de los 20 minutos alcanzando valores de
alrededor de 45nm durante el resto del experimento, salvo a los 50 minutos en donde la
poblacion de particulas mas pequefias presenté un diametro hidrodinamico de 90 nm
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(Figura 40-c). Desde el tiempo en el que disminuyd el porcentaje de particulas con Dy
menor a 40 nm se observo la aparicion de una segunda poblacion de particulas con Dy
promedio de 200 nm (no se muestran los datos).

Con el objetivo de determinar si los cambios en el tamarfio y la abundancia relativa de las
PPV-VAA tras la incubacién por un periodo prolongado de tiempo a 61°C eran reversibles
se procedio de la siguiente manera: al finalizar la incubacion 61°C, el equipo se programo
para disminuir la temperatura de la muestra desde 61°C hasta 15°C con mediciones de
tamano cada 3°C. El tiempo de incubacién para cada temperatura fue de aproximadamente
12 minutos y se hicieron 6 mediciones de tamafio de particula por temperatura..

Encontramos que el proceso de agregacion no fue reversible, ya que no fue posible
detectar particulas con Dy menor a 40 nm durante o después del enfriamiento. En la figura
41 se muestran los Dy promedio de las poblaciones mas pequeiias detectada a cada
temperatura, cuyos valores oscilaron entre 80 y 200 nm, tamafio similar a la poblacion que
aparecio al final del periodo de incubacion a 61°C. La abundancia de la poblacion con Dy
entre 80 y 200 nm disminuy6 a lo largo del proceso de enfriamiento a expensas del
incremento en la abundancia de otra poblacion con un Dy de alrededor de 1000 nm.
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Figura 41.- Tamafio de particula de la poblacion méas pequefia detectada durante el enfriamiento de

muestras de PPV-VAA post incubacion a 61°C. Las barras de error representan la desviacién estandar
de los triplicados

Una vez que determinamos que la exposicion de las PPV-VAA a una temperatura de
61°C por 45 minutos resultd en su agregacion, decidimos a evaluar la estabilidad de las
particulas frente a temperaturas ligeramente inferiores a la temperatura critica. Para este fin
las PPV-VAA se sometieron a un proceso en el que se alternd varias veces la temperatura

de incubacion entre 25°C y temperaturas subcriticas (57 y 59°C). El objetivo del
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experimento fue identificar si la exposicion a temperaturas subcriticas en mas de una
ocasion provoca cambios conformacionales en las PPV-VAA o la agregacion de las

mismas.

El proceso de incubacion consistio en cinco etapas de 35 minutos cada una, en las que se
mantuvo constante la temperatura. Las temperaturas de cada etapa fueron; 25, 57, 25, 59 y
25°C. Los cambios de temperatura entre una y otra etapa se hicieron en aproximadamente 2
minutos. El ensayo se hizo por triplicado y se realizaron ocho mediciones por cada etapa.
Se utilizaron como criterios de evaluacion: la intensidad de luz dispersada, el Dy promedio,

el Dy modal y el porcentaje de particulas con Dy < 40nm.

Se observo un incremento en la cantidad de luz dispersada hacia la mitad del ensayo.
Dicho aumento fue aproximadamente del 30% vy revirtio a sus valores originales durante la
quinta etapa (Figura 42-a). El andlisis de varianza confirmo que existieron diferencias
estadisticamente significativas en la cantidad de luz dispersada entre las etapas del proceso
y mediante una prueba de comparacion multiple (método de Holm-Sidak) se identificé a la
tercera y cuarta etapa como las estadisticamente diferentes. También hacia la mitad del
proceso se observd un cambio en el porcentaje de particulas con Dy<40 nm, ya que al pasar
de 25 a 59°C este porcentaje disminuyd de 76 a 68%, sin embargo durante la quinta etapa,
al regresar a 25°C, la abundancia de esta poblacion se elevd de nueva cuenta a 76% (Figura
42-b). El andlisis de varianza y la prueba de comparaciones multiples indico que solo se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores registrados durante

la cuarta etapa (59°C) y las etapas; inmediata anterior (25°C) y la etapa final (25°C final).

A diferencia de lo observado con la cantidad de luz dispersada o el porcentaje de
particulas con Dy<40 nm, el Dy promedio y el Dy modal de las particulas no presentaron
cambios estadisticamente significativos durante el ensayo. La pequefia diferencia, de
alrededor de un nanometro, entre los diametros promedio y modal a los 59°C y 25°C final
(Figura 42-c) se debid a un pequefio aumento en la dispersion de tamafio de las PPV-VAA
y no un incremento de tamafio. Los fendmenos de disminucion en el porcentaje de
particulas de DH < 40nm vy la diferencia entre Dy promedio y modal puede ser
consecuencia de la agregacion temporal de las PPV-VAA a 59°C, producto de un mayor

numero de colisiones entre particulas. Por otro lado, el comportamiento exhibido durante el
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experimento con respecto al incremento en la intensidad de luz dispersada es inesperado, ya
gue como se explico previamente, la luz dispersada es proporcional a la concentracion de la
muestra y al tamafio de las particulas presentes y no se observo un incremento en el tamafio
de particula o una disminucion en la abundancia relativa en el punto donde se presenté el

aumento en la intensidad de luz dispersada (25°C).

25 1
a) 1300 d)
-‘.‘5 1200 E - 1
0 - 1 i ‘ : E
g £ 1100 - 20 \ {—— 25°C-inicial
7] J L 57°C
0 - g
- E'10‘:":' - } - i 13 25°C
N 1 % [ oy I b
- 900 - 3\15_ 1 N -fina
- _l_ T T T T 2
Q
oF P E 5
35 821 - 5
S g o g 10
S 9 .
o E 784 [
39': 76 - <
o] Y 74 = ] C
Q2 = 72 - o
ST 101 - & |
8 8 68 - o /
=4 66 - - [ p
[o] E [
o 34 T T T T T /
c) 1 L B ;
32 + - 5 '
J L N
— 30 - L
£ J L
£ 28 -
I - +
o 26 " e) Ce M1 M2 M3 c-
1 ® Dy promedio r
s o Dy modal i Mab A20 . &
22 T T T T T
& O O < &
& & P e
Y] W Mab A1

]
x Condicion

Figura 42.- Resultado de la exposicion de PPV-VAA a oscilaciones de temperaturas a) Cantidad de luz
dispersada (panel superior), porcentaje de particulas con DH < 40nm (panel central), didmetro
hidrodinamico promedio y modal (panel inferior) b) Distribucién de tamafio de particulas. C) Dot blot
contra capsides intactas (Mab-A20) y extremo amino terminal de VP1 (Mab-Al) de muestras con PPV-
VAA. Las barras de error representan la desviacion estandar de los triplicados

En la figura 42-d se presenta la distribucion de tamario de particula obtenida para las
cinco etapas del experimento. A todas las temperaturas se observé la misma distribucién, lo
que indica que bajo las condiciones ensayadas no se presentd el cambio conformacional
que se identificod previamente cuando las capsides se calentaron hasta 61°C. Para confirmar
la integridad de las capsides e identificar si se expuso el extremo amino terminal de VP1

tras el calentamiento a 59°C, se hizo un Dot-blot con los anticuerpos A20 y Al. El
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resultado se muestra en la figura 42-e. Para las tres muestras analizadas fue posible
detectar capsides intactas y en ningin caso se detectd el extremo amino terminal, lo que
confirma que a 59°C no se presenta el cambio conformacional que permite la exposicion

del extremo amino terminal de VVP1 observado a 61°C.

Bleaker y colaboradores [110] midieron la actividad fosfolipasa asi como la exposicion
del amino terminal de VP1 en VAA silvestres tras su incubacion por 30 minutos a distintas
temperaturas. Ellos encontraron que tras incubar a 60°C es posible detectar tanto la
actividad fosfolipasa como el epitrope del extremo amino terminal y que el incremento de
la temperatura de incubacion hasta 65°C permite aumentar la respuesta en ambos ensayos
sin que se observe una disminucion en la cantidad de capsides intactas. La incubacion a una
temperatura mas alta (75°C) ocasiond la perdida de la actividad fosfolipasa y de la
respuesta contra el anticuerpo A20, que reconoce capsides intactas, debido a la
desnaturalizacion de las proteinas virales [110]. Por su cuenta, Kronenberg y colaboradores
mostraron en estudios mediante microscopia electronica e inmunodetecciones que este
comportamiento solo sucede en capside que contienen material genético en su interior y no
en PPV vacias [34]. En un estudio reciente realizado por Gerlach y colaboradores se
identifico que el VAA tipo 1 exhibe un comportamiento similar al VAA tipo 2 frente a su
incubacion a diferentes temperaturas salvo que la exposicion del amino terminal se presenta
desde los 57°C vy el virus mantiene su integridad estructural aun después de haber sido
incubado a 72°C [111].

En contraste con lo reportado por Kronenberg, en este trabajo se encontré que el
fendmeno de exposicion del extremo amino terminal de la proteina VVP1 si sucede en PPV-
VAA que no tienen material genético. La exposicion del extremo amino terminal en PPV-
VAA vacias fue detectada a los 61°C y estuvo acompariada por un incremento cercano a
3nm en el Dy promedio de las PPV-VAA vy por un cambio en el espectro de absorcion de
las particulas (Anexo E). A diferencia de lo encontrado por Bleaker y colaboradores, en
nuestro caso no fue posible detectar PPV-VAA en muestras calentadas a 65°C, ya fuese por
inmunodeteccion con el anticuerpo A20 o mediante microscopia electronica. Y tampoco
fue posible identificar poblaciones de particulas con un Dy similar al del VAA cuando las

muestras alcanzaron los 65°C.
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Con base en los resultados obtenidos, concluimos que las PPV-VAA son capaces de
resistir temperaturas de 59°C hasta por una hora sin que se presenten cambios
conformacionales. Entre 59 y 61°C sucede un cambio conformacional de la capside que
permite la salida del extremo amino terminal a través de los ejes de simetria pentaxial y que
dependiendo del tiempo de permanencia en estas temperaturas se puede presentar la
agregacion irreversible de las PPV-VAA. Ademas, la temperatura de desnaturalizacion de
las PPV-VAA es al menos 10°C menor a la reportada para el VAA silvestre.

Los resultados obtenidos nos permitieron proponer una estrategia de encapsidacion de
fluoresceina (seccion 6.7) tomando ventaja del cambio conformacional que se presento a

61°C el cual involucra a los poros presentes en los ejes de simetria pentaxiales.

6.6.3 Efecto de la temperatura de incubacion sobre el potencial zeta () de las PPV-VAA.

El efecto de la temperatura sobre el tamafio de las PPV-VAA indico que el
calentamiento provocé un ligero incremento de tamafio acompafiado por la exposicion del
extremo amino terminal de la proteina VP1. Ambos fendmenos precedieron la agregacion
irreversible que se observo por encima de los 61°C. Estos cambios motivaron el disefio de
un experimento cuyo objetivo fue identificar cambios en el £ producto del calentamiento,
ya que la exposicion del amino terminal en la superficie de las PPV-VAA podria ocasionar
una disminucion en la carga eléctrica de la superficie, lo cual disminuiria la energia de

repulsion entre particulas y resultaria en su agregacion.

Se hizo un barrido de temperaturas desde 25°C hasta 65°C con determinacion de £ cada
2°C y 4 mediciones por temperatura. El ensayo se realizo por triplicado con PPV-VAA en
una solucion amortiguadora de citratos 100 mM Tris 10mM pH 8.0. De estas muestras, 125
ul fueron diluidos 1 a 8 en H,O destilada (filtrada por membrana de PVDF con 0.1um de
diametro de poro) antes del ensayo para evitar dafios sobre los electrodos de la celda debido

a la alta concentracion de sales en las muestras.

La conductividad incrementd con respecto a la temperatura, lo cual es el comportamiento
esperado y sirve para descartar problemas como la evaporacion del solvente o la

precipitacion de sales producto de la corriente eléctrica aplicada (Figura 43-a). .El £ de las
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PPV-VAA no fue diferente a lo largo del experimento. Los valores promedio oscilaron,
entre -25.2 y -29.2mV. Sin embargo, se observd que a partir de los 45°C incremento
considerablemente la desviacion estandar, probablemente debido al dafio generado sobre
los electrodos de la celda producto de mediciones repetidas. (Figura 43-b). Este fenémeno

pudo haber ocultado los cambios de £ sufridos por las particulas
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Figura 43.- a) Conductividad y b) potencial Z de muestras con PPV-VAA a diferentes temperaturas
Las barras de error indican la desviacion estandar de las mediciones hechas por triplicado

Se hizo un segundo experimento en el rango de temperatura entre 45 y 65°C con los
mismos parametros de medicion, con el objetivo de obtener el potencial Z en este intervalo
y descartar el “ruido” generado por el dafio sobre los electrodos de la celda. En la figura 44
se presenta el € en el rango de 45-65°C obtenido en este segundo experimento (cuadros)
acompafados de los datos entre 25 y 43°C obtenidos en el primer experimento (circulos).
En esta grafica se puede observar que las desviaciones estdndar fueron similares en todas
las temperaturas, lo cual parece indicar que la suposicion hecha con respecto al dafio sobre
los electrodos de la celda tras un cierto nimero de mediciones es correcta. Por otra parte,

aunque no se observaron grandes cambios en el valor de £ a lo largo del intervalo de
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temperatura, la prueba de producto momento de Pearson arrojo un nivel bajo de correlacion

pp=-0.235 (p=0.007 y potencia de 76%).

La exposicion del extremo amino terminal de la proteina VP1 a la temperatura critica no
ocasioné un cambio significativo en el £ tal y como esperabamos. Suponemos que este
cambio no se presentd debido a que la presencia de este fragmento de proteina en la
superficie de la particula no afecta significativamente la carga superficial de la PPV-VAA.
Es posible que la correlacion encontrada entre £ y la temperatura sea producto de cambios
en la constante de protonacién de las cadenas laterales de los aminoacidos responsables de
la carga superficial de las PPVV-VAA. La disminucién en la constante de protonacién de los
aminoéacidos basicos producto del incremento de la temperatura ya ha sido reportada [112].
Mediante los experimentos propuestos en este trabajo no fue posible determinar cuél es el
impacto de este cambio de ¢ en relacion a la estabilidad de las PPV-VAA o los cambios de

conformacioén observados.
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Figura 44.- Efecto de la temperatura sobre el £ obtenido en dos experimentos diferentes. Los circulos
corresponden a los valores de € obtenidos al elevar la temperatura de la muestra desde 25°C hasta 45°
con mediciones cada 2°C (primer experimento). Los cuadros representan los valores obtenidos al
elevar la temperatura rapidamente desde 25 hasta 45°C y posteriormente elevarla lentamente hasta
65°C con mediciones cada 2°C (segundo experimento). Las barras de error indican la desviacién
estandar de las mediciones hechas por triplicado.

79



Resultados y Discusion

6.6.4 Efecto del pH sobre la estructura de las PPV-VAA

Se disefid un experimento con la finalidad de determinar si el pH ocasiona cambios
estructurales en las PPVV-VAA. Se tomaron alicuotas de 200 ul de PPV-VAA y se diluyeron
hasta 300 ul con solucion amotiguadora de citratos 100 mM-Tris 10 mM pH 8.0. Las
muestras se colocaron en tubos de polipropileno de 1.5 ml con fondo plano y se sonicaron
por tres ciclos, tal y como se describe en materiales y métodos. Cada muestra (un total de
tres) se sometio a un proceso de titulacion en el que el pH se llevo desde 8.0 hasta 4.5 con
puntos intermedios cada 0.5 unidades y un margen de error de £ 0.1. EI pH de las muestras
se monitored continuamente y bajo agitacion constante mediante un micoelectrodo
(Acumet —Cole Palmer). La titulacion se hizo mediante la adicion de HCI 250 mM y NaOH
100 mM. Para cada pH se hicieron 6 determinaciones de tamafio de particula, 3 mediciones
del espectro de fluorescencia y se prepararon rejillas para su observacion por microscopia

electréonica de transmision.

Durante el proceso de titulacion se observé una disminucion progresiva en el porcentaje
de particulas con Dy menor a 40 nm desde 94% hasta 77 % (Figura 45-a) a expensas de la
aparicion de una nueva poblacion de particulas con Dy promedio de 800 nm (no se
muestran los datos). Cabe hacer notar que el cambio de pH ocasiond también un aumento
en la desviacién estandar del porcentaje de particulas con Dy menor a 40nm (barras de
error figura 45-a). De igual manera, durante el proceso de titulacion se observé un
incremento en la cantidad de luz dispersada. Dicho incremento se presentd durante el
cambio desde pH 8.0 hasta pH 6.5 punto a partir del cual no se observé una tendencia en
los sucesivos cambios de luz dispersada en funcién del pH de la muestra ( Figura 45-b).
Tanto el incremento en la luz dispersada como la disminucion en el porcentaje de particulas
con Dy menor a 40nm son resultado de la aparicion de particulas grandes en las muestras.
Con base en las tendencias observadas y en que en las rejillas utilizadas para microscopia
electronica no se encontraron agregados, suponemos que las particulas grandes no se
formaron por la agregacion de las PPV-VAA, sino que son particulas que se introdujeron
en las muestras producto de la manipulacion de las mismas durante la adicion de las
soluciones tituladoras o durante el transpaso de las muestras entre los tubos de
polipropileno y las celdas para la medicion de fluorescencia y dispersion dinamica de luz.
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Figura 45.-Analisis mediante DLS de PPV-VAA a diferentes valores de pH a) Porcentaje de particulas con D,
menor a 40 nm en muestras de PPV-VAA a diferentes valores de pH. b) Cantidad de luz dispersada por
muestras de PPV-VAA a diferentes pH durante el ensayo de titulacion. Se presentan el promedio y la
desviacion estindar de tres ensayos independientes.

En la figura 46-a se muestran los Dy promedio y modales obtenidos mediante
dispersion dinamica de luz asi como el diametro promedio obtenido mediante la medicion
de las PPV-VAA en iméagenes de microscopia electronica de transmision (TEM). Las
diferencias de tamafio obtenidas entre dispersion dindmica de luz y TEM (= 4 nm), pueden
ser consecuencia del encogimiento de las PPV-VAA producto de la tincién con acetato de
uranilo, fendmeno que ya ha sido reportado para otras estructuras proteicas [113,114]. El
Dy promedio disminuyo constantemente con el cambio de pH desde 8.0 hasta 4.5, a
diferencia del Dy modal y el didmetro determinado mediante TEM que permanecieron
constantes durante todo el experimento. Este comportamiento indica que las PPV-VAA
monomeéricas no sufrieron cambios de tamafio detectables por la metodologia empleada y
que el cambio observado en el Dy promedio es consecuencia de la desagregacion de
dimeros o trimeros de PPV-VAA, cuya presencia en una muestra tiende a incrementar
ligeramente el Dy promedio en relacion con el Dy modal. Esta hip6tesis es congruente con
los cambios en la dispersién de tamafio observados para las particulas con Dy menor a 40
nm (Figura 46-b) en la que se observa una disminucion desde 7 nm hasta 4 nm, lo que

representa una disminucién del 15% en el porcentaje de polidispersion de estas particulas.
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Figura 46.- a) Tamafio de particula a diferentes valores de pH. Se presentan datos de Dy obtenidos
mediante dispersion dindmica de luz y tamafios obtenidos mediante el analisis de iméagenes de
micrografias electrénicas (se analizaron un minimo de 36 particulas por pH). Nota: No fue posible
analizar las muestras a pH 6.5 y 7.5 por microscopia electrénica. b) Dispersion de tamafio de la
poblacién de particulas con Dy menor a 40nm. Las barras de error representan la desviacion estandar
de los triplicados

Se aplicaron pruebas de producto momento de Pearson para el Dy promedio y para la
dispersion de la poblacién con Dy menor a 40nm con respecto al pH. Ambas pruebas
arrojaron valores de correlacion muy altos, que fueron de pp=0.754 (valor-p=0.03 y
potencia del 59%) y pp=0.835 (valor-p= 0.009 y potencia del 76%) respectivamente. Las
relaciones entre el pH, los Dy promedio y dispersiones pueden ser causadas por el cambio
de carga eléctrica en la superficie de las PPV-VAA en respuesta al pH, lo que ocasionaria
variaciones en las fuerzas de repulsion entre las particulas. Un aumento en las fuerzas de
repulsion a pH bajos seria la causa de la desagregacion de las particulas. La medicion del

a diferentes valores de pH seria adecuada para confirmar esta hipotesis.
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En la figura 47 se muestran imagenes representativas de las PPV-VAA a diferentes
valores de pH. No se identificaron diferencias en la morfologia de las PPV entre las
muestras de diferentes valores de pH. Por otro lado, se presentaron dos fendmenos
interesantes; 1) Un incremento en el grado de contraste de las micrografias con la
disminucion del pH de las muestras y 2) la muestra obtenida a pH 8.0 presento, ademas de
PPV-VAA con un didmetro promedio de 23 nm, estructuras de origen desconocido con un

tamafio de 49 + 6 nm y una morfologia similar a la de una cépside de simetria icosaédrica.

4.5

Figura 47.- Micrografias (250,000X) de PPV-VAA incubadas a distintos pH. El nimero debajo de cada
imagen indica el pH de incubacion de la muestra. Alicuotas de cada muestra se colocaron en rejillas y
fueron tefiidas con una solucién acida de acetato de uranilo. En la imagen a pH 8.0 pueden observarse
dos estructuras (V) que no presentan el tamafio caracteristico de las PPV-VAA. Es posible observar
gue las particulas se encuentran mejor contrastadas conforme disminuye el pH.
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Nos planteamos dos posibles causas para el fendmeno de aumento de contraste en las
micrografias electrénicas producto de la disminucion del pH. La primera es que a medida
gue se disminuyd el pH también se redujo la concentracion de sal en las muestras debido a
la dilucion de las mismas. Es probable que las altas concentraciones de sales en la muestras
de pH 8.0 y 7.0, por ejemplo, impidieran la entrada del uranilo en las capsides vacias y que
por lo tanto se obtuviera un bajo nivel de contraste mientras que el uranilo pudo ingresar
facilmente al interior de las capside en la muestra a pH 4.5, cuya concentracion de sal era
menor. La segunda posible causa tiene que ver con que la PPV sufriera un cambio
conformacional producto del descenso del pH que facilito la entrada del uranilo al seno de
la particula. Dicho cambio conformacional no se pudo observar mediante dispersion
dinamica de luz. Los resultados obtenidos en las mediciones de fluorescencia sustentan esta
posibilidad

En la figura 48-a se presentan los espectros de fluorescencia obtenidos para las PPV-
VAA a diferentes valores de pH. Es evidente la disminucién en la intensidad de la
fluorescencia con el descenso del pH, aunque los espectros tuvieron forma similar. En
todos los espectros se observd un maximo de emision a 333 nm, este maximo esta
desplazado hacia el azul en relacion al maximo que exhibe el triptéfano en solucién acuosa.
Esta diferencia entre los méximos del triptéfano en solucion acuosa y el de de las PPV-
VAA es consecuencia del ambiente que rodea a este aminoacido en el seno de la proteina
viral, tal y como sucede con otras proteinas [115]. Se observd una disminucién progresiva
de la fluorescencia a 333 nm dependiente del pH cuyo analisis de correlacion arrojo un
valor de pp=0.997 (valor-p< 0.001 y potencia del 100%) (Figura 48-b). En la misma figura
se presenta el valor de fluorescencia esperado a cada pH, el cual fue calculado
multiplicando la fluorescencia inicial por el factor de dilucién obtenido en cada etapa del
proceso de titulacion. A todos los valores de pH la fluorescencia experimental fue menor
que la esperada. Es importante sefialar que la fluorescencia del aminoacido aromatico
triptéfano es independiente del pH en el intervalo en el que se trabaj6 [116,117], por lo que
la diferencia entre la fluorescencia experimental y la esperada debe ser consecuencia de un

cambio conformacional de PPV-VAA.

Debido a que no fue posible observar a simple vista diferencias en la forma de los

espectros de fluorescencia, se calcularon los centros de masa espectral y se graficaron
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contra el pH. El calculo de los centros de masa espectrales es Util para observar cambios en
la forma de los espectros de fluorescencia que estan relacionados con los cambios
conformacionales de las proteinas frente a diferentes estimulos [118,119]. En la figura 48-c
se observa que la disminucion en el pH ocasiond un corrimiento hipsocrémico en el centro
de masa espectral, que al ser analizado mediante la prueba de producto momento de
Pearson arroj6 un valor de p=0.917 (p< 0.001 y potencia del 100%). EI cambio en el centro
de masa espectral hacia menores longitudes de onda, como los que se observaron con las
PPV-VAA, suele estar asociado con una disminucién del caracter polar del ambiente al que

se encuentra expuesto el aminoécido triptéfano[115].
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Figura 48.- Mediciones de fluorescencia de PPV-VAA a) Espectros de fluorescencia de las PPV-VAA

a diferentes pH. b) Fluorescencia relativa (A.n,=333nm) de muestras con PPV-VAA a diversos pH c)
Centro de masa de los espectros de fluorescencia a diferentes valores de pH.

El conjunto de resultados obtenidos en este ensayo sugieren que el pH gener6 un cambio
conformacional en las PPV-VAA. Dicho cambio se reflejo en una diminucion en la
fluorescencia, asi como en un cambio del centro de masa espectral, y probablemente sea el
responsable de las diferencias en el grado de contraste de las PPVV-VAA observados en las
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micrografias electronicas. Estos resultados indican que la disminucién del pH cambié la
estructura de la PPV de tal manera que el intercambio de sustancias (en este caso el acetato
de uranilo) entre el exterior y el interior se ve favorecido. La falta de un cambio en el Dy
modal de las PPV-VAA determinado mediante dispersion dinamica de luz descarta la
posibilidad de que se presente una expansion radial de la particula tal y como sucede con el
CCMV. Por lo tanto el incremento en la permeabilidad del interior de la PPV y el cambio
conformacional detectado deben de estar relacionados con alteracion de la estructura de la
PPV a nivel de los poros presentes en los ejes de simetria pentaxial. Dicha hipdtesis no

puede ser comprobada mediante la metodologia empleada en este trabajo.

6.6.5 Sonicacion de muestras con PPV-VAA

Se hicieron experimentos de sonicacion con la finalidad de evaluar si los agregados
(poblaciones de particulas con Dy mayores a 40 nm) en muestras con PPV-VAA podian ser
eliminados, asi como para determinar si este tratamiento generaba cambios en el Dy de las
PPV-VAA. Se evalud el efecto de hasta cuatro ciclos de sonicacion sobre el Dy promedio,

Dy modal y abundancia relativa de las poblaciones detectadas.

El porcentaje de particulas no agregadas (Dy < 40 nm) incrementd con el numero de
ciclos de sonicacion aplicados a la muestra con la consecuente disminucion de la
abundancia de la poblacion con un Dy mayor a 650 nm (Figura 49). Se hizo un analisis de
varianza acompafiado de una prueba de comparaciones maltiples con el método de Holm-
Sidack contra un grupo control (inicial). Se encontré que existen diferencias significativas
(valor-p<0.001 y potencia del 100%) en la abundancia relativa de particulas con Dy < 40

nm cuando se aplican 2 0 mas ciclos de sonicacion.

Ademaés de la disminucion en su abundancia relativa, la poblacion de particulas con Dy
> 650 nm presentd una disminucién en su Dy promedio a partir del segundo ciclo de
sonicacion. Esta disminucion en Dy promedio no fue estadisticamente significativa tras el
analisis de varianza. Por otra parte, los Dy promedio y modal de la poblacion de interés

(menor a 40 nm) no cambiaron con ninguno de los tratamientos aplicados (Figura 50).
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Figura 49.- Cambios en la abundancia relativa de dos poblaciones en muestras de PPV-VAA después
de varios ciclos de sonicacién. Promedio y desviacion estandar de experimentos hechos por triplicado.
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Figura 50.- Cambios en Dy promedio y modal de dos poblaciones de particulas presentes en muestras
de PPV-VAA después de varios ciclos de sonicacion a) Poblacion con Dy>650nm b) Poblacién con Dy
<650nm. Las barras de error indican la desviacion estdndar de las mediciones realizadas por

triplicado

Estos resultados indicaron que la poblacién de particulas con Dy mayor a 650 nm esta

formada por agregados de PPV-VAA, los cuales pueden ser desagregados mediante

sonicacion a la amplitud y tiempos ensayados y que dicho tratamiento no tiene ningun
efecto sobre el tamafio de las PPV-VAA.
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6.7 INCORPORACION DE FLUORESCEINA A PPV-VAA

El desarrollo de un sistema de entrega de sustancias a partir de bionanoparticulas
requiere que la sustancia a transportar se encuentre intimamente ligada a la particula
transportadora. Para lograr este cometido es posible seguir dos caminos. El primero es la
unién covalente de la sustancia de interés con la particula mediante bioconjugacién. El
segundo es aprovechar las propiedades intrinsecas de algunas estructuras proteicas, como
las PPV como jaulas, de tal forma que la unién intima entre la particula y la sustancia a
transportar se da colocando a esta ultima en el interior de la jaula sin necesidad de unirlos
covalentemente. Con base en los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de las PPV-
VAA, nos decidimos por disefiar una estrategia que no requiere la union covalente entre el
fluoréforo (fluoresceina) y la PPV.

Partiendo de la idea de que los poros en los ejes de simetria pentaxial son lo
suficientemente grandes para dejar salir el extremo amino terminal de VP1, cabe suponer
que permitiran la libre difusién de la fluoresceina hacia el interior de la capside. Para
verificar la suposicion anterior, se uso el programa CCP4MG v 1.10 para hacer mediciones
del diametro interno y externo del poro en el eje de simetria pentaxial de la capside de
VAA (entrada: ilp3 en Protein Databank). Posteriormente se sobrepuso la estructura de la
fluoresceina sobre el eje de simetria pentaxial con la finalidad de verificar que no se
presentaran impedimentos de tipo estérico. Los diametros internos y externos del poro de la
capside de VAA son mayores al Dy de la fluoresceina (0.6nm), y la sobreposicion de
ambas estructuras no mostro impedimentos estéricos (Figura 51).

Vista exterior Vista exterior Vista interior

Figura 51.- Mediciones del didmetro externo (a) e interno (b) del poro presente en el eje de simetria
pentaxial de la capside de VAA. c) Sobreposicion de una molécula de fluoresceina sobre uno de los
poros de la capside de VAA.
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Con base en el ligero incremento de tamafio acompafiado de la exposicién del domino
amino terminal de VP1 (que a temperatura ambiente se localiza al interior de la capside)
observado a 61°C, se disefi6 una estrategia para incorporar la fluoresceina al interior de
PPV-VAA. Se prepararon alicuotas de 100 ul con PPV-VAA en buffer de citrato 100 mM-
Tris 10 mM y se les adiciond 1 ul de una solucion de fluoresceina a una concentracion de
600 ug/ml. Las muestras se incubaron 24 horas a 4°C. Cumplido el tiempo, se aplicaron
tratamientos diferentes a las muestras: una de ellas se incubd durante 20 minutos a 25°C
mientras que la otra se incubo a 61° durante 20 minutos. A esta segunda muestra se le
hicieron determinaciones de tamafio de particula al inicio y la final del periodo de
incubacion. Ambas muestras se analizaron por exclusion en gel en HPLC y se monitore0 la
absorbancia a 280nm y la fluorescencia a dos pares de longitudes de onda excitacion-
emision; Exago/Emass Y EXags/Ems;;7. La segunda medicion corresponde a la fluorescencia
de la fluoresceina.

En los cromatogramas de ambas muestras se observa que en ninguna de las dos
condiciones probadas ocurri6 la incorporacion estable de la fluoresceina al interior de las
PPV-VAA, puesto que no se observo fluorescencia en el par de longitudes de onda
Ex495/Ems;7 en el tiempo de retencidn caracteristico de las PPV-VAA (Figura 52).

Fluorescencia Expgq/Ema3
Fluorescencia Exyg5/Emg 7

100000 3000 97— g | - 0.30
90000 3 ]
soo00 4 2500 4
70000 2000 _
60000 3
.. 500004 _ 1500 3 f,-’
5 400004 & 3 ﬁ
L 30000 4 1000 3
20000 500 3
10000 3
0 0 -' L L
Ll L] T T T
100000 3000 10 3
90000 ]
80000 2500 4
70000 2000 _
60000 E
5 50000 4 £1500 3 o
4w 40000 45 1000_5 by
30000 E
20000 500 4
10000 3
0 0 -' L s L L __ L i i L L L L L L L L L
T L L L] T L L T T L T L L L3 T L L T T
0 5 10 15 20
minutos

Figura 52.- Analisis mediante HPLC de exclusion molecular de PPV-VAA incubadas en presencia de
fluoresceina. a) Muestras incubadas a 25°C. b) Muestras incubadas a 61°C Se monitored la
absorbancia a 280nm y dos canales de fluorescencia, uno especifico para la fluoresceina (Exsos/Emsy7) ¥
otro para los triptéfanos presentes en la proteina viral (Ex,go/Emass).
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En la figura 53-a se muestra el espectro de absorcién normalizado para el segundo pico
obtenido para las muestras incubadas a 25 y 61°C. Este pico corresponde a las PPV-VAA.
La forma de ambos espectros es similar, aunque se observaron diferencias, sobre todo en la
region entre 240-280 nm, en donde es evidente que incrementd la absorbancia por debajo
de los 280 nm para la muestra incubada a 61°C. Este fendmeno puede estar relacionado con
el cambio conformacional que sufren las PPV-VAA resultado de su exposicion a
temperaturas cercanas a la temperatura critica. De igual forma, en la figura 53-b se muestra
la distribucion de tamafio de particula para muestras incubadas a 25 y 61°C. Se observa
claramente en la distribucion de tamafio de la muestra incubada a 61°C un aumento en el
Dy de la primera poblacion con respecto al didmetro Dy de la misma poblacién en la
muestra a 25°C, asi como la aparicion de una segunda poblacién. Este cambio en la
distribucion de tamario de particula concuerda con lo descrito en secciones anteriores. Cabe
sefialar que en ninguna de las dos distribuciones fue posible detectar particulas con un Dy
similar al de la fluoresceina. Esto se debe a que la cantidad de luz dispersada por esta
molécula es muy pequefia en comparacion con la luz dispersada por las PPV-VAA, razon
por la cual el equipo de dispersion dinamica de luz no puede “ver” a estas particulas
pequenas.

Concluimos que no se puede llevar a cabo la incorporacion de fluoresceina al interior de
la PPV mediante la metodologia propuesta y que el analisis mediante cromatografia de
exclusion en gel confirma los resultados obtenidos mediante dispersion de luz con respecto
al efecto del calentamiento de las PPV-VAA sobre su distribucion de tamafio de particula.
Esto es; un incremento en el diametro hidrodinamico de las PPV vy la aparicion o en este
caso incremento en la proporcion de agregados presentes en la muestra, los cuales
presentan tiempos de elucion menores a 6 minutos bajo las condiciones de analisis
ensayadas.

El fracaso de la metodologia propuesta puede ser producto de la falta de internalizacién
de la fluoresceina en las PPV-VAA, lo cual puede ser ocasionado por repulsiones
electrostaticas entre las proteinas virales y la molécula fluorescente. Otra explicacién para
este fracaso puede ser que la incubacion de las PPV-VAA ocasione la exposicion del

extremo amino terminal de VP1 pero no provoque el cierre de los poros y por lo tanto la
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fluoresceina puede difundir hacia el exterior de la particula durante el analisis

cromatografico.
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Figura 53.- a) Espectros de absorcion del segundo pico detectado en la cromatografia de exclusién

molecular de las PPV-VAA incubadas en presencia de fluoresceina a dos temperaturas diferentes (ver

figura 52) b) Distribucién de tamafio de particula de una de PPV-VAA incubada con fluoresceina a

dos temperaturas diferentes.

91



Conclusiones y Perspectivas

CAPITULO 7
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se identifico que la infeccion de células Sf9 una MDI de 0.1 ufp/cél a una CCI de 1x10°
cél/ml resulta en mayores rendimientos de baculovirus bac Cap infecciosos que al uso de
MDI o CCI mas altas. Esto permite una amplificacion eficiente de los resguardos virales
con miras a la obtencién de bancos de trabajo para la produccion de PPV-VAA. Bajo las
condiciones de cultivo se obtuvieron titulos virales de 3.8 + 2 x10° ufp/mL y rendimientos
especificos de 153 + 82 ufp/cél.

La produccién de PPV-VAA en la linea High Five™ permitié alcanzar concentraciones
50% mayores a las producidas en la linea Sf9. Este hallazgo reviste especial importancia,
ya que la actual demanda de PPV-VAA para el desarrollo de vectores para terapia génica u
otras aplicaciones biotecnoldgicas, puede ser solventada mediante el uso de esta linea
celular. El uso de células de insecto para la produccion de PPV permite eliminar problemas
de bioseguridad y escalamiento asociados con el uso de lineas celulares derivadas de
mamiferos.

El método de purificacion desarrollado en este trabajo, permitié la purificacion de PPV-
VAA con un alto grado de pureza (99%) en tan solo un dia de trabajo. El uso de
cromatografia de intercambio anionico para la purificacion de PPV-VAA representa una
alternativa frente al uso de otras metodologias mas costosas (cromatografia de afinidad a
anticuerpos), o poco versatiles (afinidad a sulfato de heparina). La combinacion de
intercambio anionico y gradientes isopicnicos en iodixanol permitié la obtencion de
muestras con un menor porcentaje de agregados (12%) en comparacion con la purificacion
mediante doble gradientes en CsCl que resultaron en un 40% de estructuras agregadas. Si
bien el rendimiento final fue bajo, de alrededor del 10%, el método desarrollado en este
trabajo puede ser optimizado mediante el uso de protocolos de elucidn diferentes durante el

intercambio anidnico o el uso de dispositivos de ultrafiltracion (filtracion tangencial u otros
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materiales) que ocasionen menos perdidas durante las etapas de concentracion de las
muestras producto de la interaccién de las PPV-VAA con las membranas de ultrafiltracion.

El andlisis de muestras de PPV-VAA mediante ASEC demostrd ser capaz de resolver e
identificar diferentes estados de agregacion de las PPV-VAA. Con esta metodologia es
posible evaluar la calidad de muestras de PPV-VAA obtenidas mediante diferentes métodos
de purificacion. Otra posible aplicacion es el observar el desensamblaje, cambios de
tamarfio, 0 agregacion de las PPVV-VAA en ensayos de estabilidad.

Los resultados que obtuvimos durante la caracterizacion de las PPV-VAA frente a
diferentes condiciones fisicoquimicas constituyen una fuente de informacion valiosa para el
desarrollo de experimentos de estabilidad para formulaciones de estas PPV. Por otra parte
estos resultados nos permitieron identificar factores que desencadenan cambios

conformacionales de las particulas. Los resultados mas destacados son:

e Que las PPV-VAA soportan temperaturas de hasta 59°C por periodos
prolongados de tiempo sin que esto ocasione la perdida de la estructura
tridimensional de la particula, o su agregacion.

e Que a 61°C las particulas sufren un cambio conformacional que se caracteriza
por la exposicion del extremo amino terminal de la proteina VP1, que a
temperatura ambiente se localiza al interior de las particulas.

e Se confirmo el resultado reportado por otro grupo de trabajo sobre la capacidad
de la solucion amortiguadora de citrato 100 mM-Tris 10 mM pH 8.0 para
minimizar la agregacion de las PPV-VAA durante su almacenamiento. Esta
solucion es fisiologicamente compatible por lo que representa una alternativa
para la preparacion de formulacion destinadas a la administracion a seres vivos.

e Mediante sonicacion fue posible revertir hasta en un 25% la agregacion de las
PPV-VAA que se observd en algunas muestras producto de su almacenamiento
a4°C.

e El aumento de la permeabilidad de las PPV-VAA asi como un cambio

conformacional producto de la disminucion del pH desde 8.0 hasta 4.5.

Consideramos necesario ampliar la informacion generada en este trabajo con respecto a

la caracterizacion de las PPV-VAA mediante metodologias como dicroismo circular,
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espectroscopia de Raman o calorimetria diferencial de barrido. Esto permitira identificar
con mayor precision y detalle la naturaleza de los cambios observados.

La estrategia propuesta en este trabajo para la funcionalizacion de las PPV-VAA, no
permitio lograr la introduccién de la fluoresceina en el seno de las PPV. Sin embargo es
importante hacer notar que la estrategia empleada se disefio exclusivamente a partir de los
resultados obtenidos durante la caracterizacion frente a los cambios de temperatura.
Creemos que la implementacion de otras estrategias que recurran a cambios en el pH de la
solucion en la que se encuentran las PPV-VAA permitird lograr el Gltimo objetivo

planteado en este trabajo.
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Anexos

Anexo A

ANEXOS

Concentracion de proteina soluble total en muestras de extracto celular y sobrenadante de
cultivos infectados. Se muestran los promedios y desviaciones estandar de los triplicados

Proteina soluble total (mg/ml):

Células High Five Células Sf9

hpi Eﬁﬁgﬁo Sobrenadante Eﬁﬁgﬁo Sobrenadante

0 0.69+0.16 0.08 +0.01 0.33+0.16 0.08 +0.01
24 1.39+0.18 0.16 £ 0.02 0.71+0.18 0.12 +0.02
48 1.52 +£0.10 0.52+0.03 0.74+0.10 0.25+0.03
72 1.51 +£0.09 0.95 +0.07 0.58 £ 0.09 0.61 +0.07
96 1.00+0.11 0.88 £0.02 048 +0.11 0.63+£0.02
120 0.45+0.08 0.59 +0.04 0.28 £+ 0.08 0.42 +0.04

Anexo B

Rendimiento de proteina total por célula (ng/cél) durante el cultivo de dos lineas

celulares infectadas con el baculovirus bac-Cap. Las células High Five™ duplicaron su

rendimiento hacia las 72 horas de cultivo mientras que para las células Sf9 no se

observaron cambios durante todo el periodo de cultivo.

Rendimiento de proteina total

por célula (ngicél)

2 = = N N W
o, (=] o (=] o, =]
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—8— Células High Five™
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horas post-infeccion
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Anexo C
Distribucion de la proteina de VAA entre el sobrenadante y el extracto celular a lo
largo del cultivo para dos lineas celulares. Los valores de porcentaje en cada barra
indican la fraccion de proteina detectada en el extracto celular.
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Anexo D
Tincion con plata de un gel de poliacrilamida con muestras de particulas
pseudovirales purificadas mediante dos métodos diferentes. A) PPV-VAA purificadas en
nuestro laboratorio por intercambio anidnico-gradientes isopicnicos en iodixanol. B)
PPV-VAA purificadas por intercambio cationico-interaccion hidrofébica, donadas por el

Dr Amine Kamen (Biotechnology Research Institute, Montreal, Canada).

106



Anexos

Anexo E

Eespectros de absorcion de muestras de PPV-VAA a dos temperaturas de incubacion

diferentes.

Absorbancia Normalizada

—— 25°C
— G

280 300
A (nm)

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
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RESUMEN

El sistema células de insecto-baculovirus ha demostrado ser un sistema util y versatil para la produccion de
proteinas recombinantes. Consiste en la infeccion de células de insecto con un baculovirus recombinante que
contiene el gen de la proteina de interés. Una de las principales limitantes del sistema es obtener resguardos
virales con alto contenido de particulas virales infecciosas (unidades formadoras de placa, ufp). En este trabajo
se evalu6 el efecto de la multiplicidad de infeccion (MDI) y la concentracion celular al momento de la infeccion
(CCI) en la amplificacién de un baculovirus recombinante. Se evaluaron combinaciones de MDI de 0.1 y 1 ufp/
célula con CCl de 1 y 2 x10° cél/mL. Se siguieron las cinéticas de crecimiento de las células infectadas, la
concentracién de proteina total y de la proteina gp64 en el sobrenadante de los cultivos y los titulos virales al
momento de la cosecha. Se encontré que una MDI de 0.1 ufp/cél y una concentraciéon celular de 1x10° cél/mL
resultaron en el mayor titulo viral, 3.8 + 2 x10° ufp/mL. Los mayores titulos virales estuvieron acompanados por
un menor crecimiento celular. Los resultados de este trabajo pueden ser utilizados para producir resguardos de
baculovirus recombinantes con titulos virales altos y mejorar la eficiencia del proceso.

Palabras Clave: Baculovirus, células de insecto, concentracion celular, multiplicidad de infeccién, titulos
virales.

ABSTRACT

The insect cell-baculovirus expression system is versatile and useful for the production of recombinant proteins.
It consists in infecting insect cell cultures with a recombinant baculovirus that contains the gene of interest. An
important limitation of the system is the limited availability of baculoviral stocks with high titers of infectious
particles (plaque forming units, pfu). In this work, the effect of multiplicity of infection (MOI) and cell
concentration at the time of infection (CCl) on the yield of baculovirus infectious particles was investigated.
Combinations of two values for MOI (0.1 or 1 pfu/cell) and CCI (1 or 2 x10° cel/mL) were tested. Kinetics of cell
growth, total protein and gp64 concentrations in the culture supernatant, and the baculovirus titer at the time
of harvest were determined. The highest viral titers, 3.8 + 2 x10® pfu/mL, were obtained in cultures infected at
a MOI = 0.1 pfu/cell and a CCl = 1x10° cell/mL. Such cultures had the lowest cell growth after infection. The
results obtained in this work can be used for the efficient production of baculovirus stocks with high viral titers.
Key Words: Baculovirus, insect cells, cell concentration, multiplicity of infection, viral titers.
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INTRODUCCION
no de los sistemas de expresién de proteinasLa MDI utilizada determina la fraccion de la poblacion celular
recombinantes que ha tenido mucho éxito para ciertoque es infectada al inicio del cultivo. Esta relacién puede ser
tipo de aplicaciones es el sistema células de insecto-modelada mediante la distribucion de PoiSs@rigura 1). A
baculovirus (SCI-B). Especificamente, el SCI-B ha MDI mayores de 5 ufp/cél, el 100 % de la poblacién es infectado
sido utilizado para la produccién de proteinas virales con el baculovirus recombinante adicionado al cultivo. En
recombinantes que se ensamblan en particulas similares a la®nsecuencia, el virus toma control de la célula, promueve la
virus nativos, las particulas pseudovirales (PPV). La vacunasintesis de sus proteinas y evita la sintesis de las proteinas
Cervarix, aprobada en México para la prevencion de cancecelulare§9. Cuando se utilizan MDI menores que 5 ufp/cél,
cervicouterino, esta basada en PPV del virus de papilomadlo unafraccion de la poblacion es infectada inicialmente. Las
humano y es producida por el SCI-B. Ademas, varias vacunagélulas infectadas producen nueva progenie viral entre las 12 'y
veterinarias son producidas con este sistema. Un gran nimeras 20 horas postinfecci@nlLa progenie viral es la que infecta
de proteinas recombinantes con uso eninvestigacion, desarrollel resto del cultivo y la que al final del cultivo constituye el nuevo
de biofarmacos y diagnoéstico han sido expresadas en el SCI-Besguardo viral amplificado. La produccion de baculovirus
El SCI-B se ha utilizado para la produccion de vectoresrecombinantes conlleva la sintesis de altas cantidades de ADN
recombinantes para terapia génica, como es el caso de vectorgsal, ademas de las proteinas virales. Estoimpone una alta carga
de virus adenoasociadbs incluso el propio baculovirus, que metabdlica a la célula, la que se ve reflejada por una alta
es capaz de entregar genes eficientemente a células deelocidad de consumo de oxigeno y de otros nutriétites
mamifero&34, Otras aplicaciones incluyen larapida generacién Mientras mayor sea la CCl utilizada, mayor sera el consumo de
de proteinas recombinantes para el desarrollo de terapiasutrientes y oxigeno del cultivo. Altas CCI pueden resultar en
personalizadas. un insuficiente abastecimiento de nutrientes y oxigeno, mientras
gue bajas CCI pueden resultar en concentraciones celulares
El SCI-B consiste en utilizar un baculovirus, virus con un rango demasiado bajas, ya que las células infectadas no continGan en
de hospedero restringido a artrépodos, como vector pararecimiento. Ambos escenarios resultan en una baja
entregar un gen de interés a células de insecto cultiiadas productividad de baculovirus recombinantes.
vitro. El baculovirus nucleopoliedrovirus de multicapside de
Autographa californica (AcMNPV) es el mas utilizado en el  Uno de los principales factores limitantes en el uso del SCI-B es
SCI-B, por ser capaz de infectar cerca de 30 lineas celulares da disponibilidad del resguardo de baculovirus recombinante, el
insecto§l. Su genoma, de 131 kpb, contiene uno de losque es producido en cultivos anteriores de células de
promotores mas fuertes conocidos, el promotor que regula lansectd'?3, Mientras varios trabajos han estudiado el efecto
expresion del ggoolh, que codifica parala proteina poliedrina. de las condiciones de infeccion sobre la produccién de proteina
Con el fin de utilizar el baculovirus como vector, se sustituye recombinante, pocos trabajos han estudiado la produccion de
polh por el gen de interés, ya que esta proteina no es necesarimmculovirus recombinantes. Destacan los trabajos deeflsai
para la replicacién virain vitro. La expresion de los genes al.@yde Carinhast al.l, quienes determinaron el papel de la
heterélogos bajo el control del promotopdkh permite obtener ~ MDI sobre la produccién de baculovirus recombinante para la
rendimientos de hasta 50% de proteina recombinante comntrega de genes a células de mamiferoy no parala produccion
respecto a la proteina total Existen otros promotores de de proteinas recombinantes en células de insecto. Ambos
baculovirus con caracteristicas particulares que son utilizadosrabajos utilizaron un baculovirus recombinante que expresa la
con menor frecuencia. proteina verde fluorescente (EGFP, por sus siglas en inglés).
Carinhastal . utilizaron MDI muy altas, 30 ufp/cél, las que no
La produccion de proteinas recombinantes en el SCI-B es urson adecuadas para la expansion de resguardos virales por la
sistema de dos etapas. Inicialmente, se cultivan las células daparicién de particulas virales defectuosas, mientras que Tsai
insecto hasta obtener la concentracion celular deseadatal.™™ no evaluaron diferentes CCI. En este trabajo evaluamos
(concentracion celular al tiempo de infeccion, CCl). Entonces seel efecto de la MDI y la CCl en la expansién de un baculovirus
agrega un volumen del resguardo de baculovirus que contieneecombinante, que sera utilizado como resguardo viral para la
la cantidad de particulas infecciosas (unidades formadoras dproduccion de proteinas recombinantes por el SCI-B.
placa, ufp) necesaria parainfectar al cultivo con la multiplicidad
de infeccién (MDI, nimero de particulas virales infecciosas MATERIALES Y METODOS
agregadas por cada célula en el cultivo) deseada. El disefio deinea celular y baculovirus recombinante
estrategias de produccién de proteinas recombinantes en &e utilizé la linea celular de insecto Sf9, proveniente de
SCI-B se basa en la manipulacion de la CCl, la MDl y el tiempo Spodoptera frugiperda, cultivada en medio libre de suero
de cosecha. Estas variables estan interrrelacionadas, s&f900ll (Invitrogen). EI mantenimiento de rutina de las células
manipulan facilmente y tienen un impacto significativo en los se hizo en matraces agitados de 250 mL con un volumen de
rendimientos obtenid6$7. trabajo de 40 mL y una agitacion de 110 rpm, sub-cultivando las
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células cada 72 horas coninéculos de 5-7gdldlas/mL. Para  insecto de 72 horas de edad). Se utilizé6 medio agotado para no
las infecciones se utilizé un resguardo viral del baculovirusintroducir nutrientes adicionales a los cultivos. Cada 24 horas
recombinante BacCap desarrollado por Urabel. Este se tomaron alicuotas de 500y se determiné la concentracién
baculovirus contiene el gen que codifica para las proteinas dg la viabilidad celular. Las muestras se centrifugaron a 650 g
la capside del virus adenoasociado tipo 2. durante 10 minutos 8@ para separar las células del sobrenadante,

estos ultimos se almacenaron a 4°C para su posterior analisis.
Disefio experimental
Se evaluo el efecto de la concentracion celular al tiempo de [&Cuantificacién de proteina total
infeccion (CCI) y multiplicidad de infeccion (MDI) (variables  Se utiliz6 el método de Bradford con el reactivo de Bio-Rad y el
independientes) sobre la produccién de proteina gp64 derotocolo estandar para placas de 96 pozos descrito por el
baculovirusyy elftitulo viral (variables dependientes) en cultivos fabricante. Se preparé una curva estandar de albimina bovina
de células Sf9. Para ambas variables independientes sen un rango de 50 a 50§/mL y diluciones apropiadas de las
seleccionaron dos niveles: 1 X$@ x 10 células/mL parala  muestras a analizar. Se colocaron por triplicadpll@e las
concentracion celulary 0.1y 1.0 unidades formadoras de placdiluciones de estandar o muestra en placas de 96 pozos y se
(ufp)/célula para las multiplicidades de infeccidon. Se hicieron adicionaron 20QiL de reactivo de Bradford. Las muestras se
experimentos por duplicado para cada una de las 4incubarondurante 5 minutosy se midié laabsorbanciaa570 nm
combinaciones posibles (Figura 2). El analisis de resultados sen un lector de microplacas. La concentracién de proteina se
hizo mediante un ANOVA (andlisis de varianza) con una calcul6 mediante interpolacién en la curva estandar.
confianzadel 95 %&(=0.05).

Contenido relativo de proteina gp64
Infeccion de las células con baculovirus La proteina gp64 de baculovirus se cuantificé utilizando andlisis
recombinantes densitométrico de inmunodetecciones en membrana (Western
A partir de cultivos de células Sf9 en fase exponencial con unalot). Se mezclaron 18- de sobrenadante de cultivo con25
viabilidad mayor al 95%, se prepararon cultivos en matracesde solucién amortiguadora de carga 4X (0.25 mM Tris pH 6.8, 8%
agitados de 250 mL con un volumen de trabajo de 37 mL alasdoSDS, 0.001% azul de bromofenol, 40% glicerol y 20% R3-
concentraciones celulares a evaluar (3 matraces pomercaptoetanol) y se hirvieron 10 min. Se cargaron 30 mL de
concentracion). La concentracion celular se determind mediantenuestra por pozo y se corrieron en geles desnaturalizantes de
conteo en camara de Neubauer y la viabilidad celular mediantgoliacrilamida al 12%, usando una solucion amortiguadora de
la técnica de exclusion de azul de tripano. Los matraces séris-glicina (24.8 mM Tris, 192 mM glicina, 2mM EDTA, 0.1%
infectaron alas MDl listadas anteriormente y se utilizé untercerSDS, pH 8.8). Posteriormente se realizo la transferencia a
matraz sin infectar como control. Con elfin de mantener volimenesnembranas de nitrocelulosa (Millipore, USA), en un sistema
similares en todos los cultivos, el volumen del resguardo viralsemi-seco (Owl Scientific) a400 mA durante 2 h, con soluciones
requerido para cada infeccion fue llevado a 3 mL con medio deamortiguadora de Tris-glicina. Las membranas se incubaron
cultivo agotado (sobrenadante de un cultivo de células del h en solucién de bloqueo (PBS-Tween 20 al 0.1%, con leche
descremada al 5%). Se llevaron a cabo lavados con una solucion
amortiguadora de fosfatos con Tween 20 al 0.1% (PBST). Para
la deteccion de la proteina gp64 de baculovirus, las membranas
e se incubaron durante una hora con el anticuerpo monoclonal
- FastPlax (Novagen) a una diluciéon 1:10,000. Como anticuerpo
secundario se utilizé un anti-lgG de ratén marcado con peroxidasa
preparado a una dilucién 1:2,500. Las membranas se revelaron
c6lulas no infectadas usando una solucidon de carbazol. Se realiz6 un andlisis
— ——  células infectadas densitométrico de las membranas de Western blot con la ayuda
del programalmage Jv. 1.41 (Wayne Rasband, National Institutes
of Health, EUA). Los resultados se reportan normalizados con
respecto a una muestra control de gp64, a cuya area por
intensidad se le dio el valor de 1 unidad/mL.

Fraccion de la poblacion

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Determinacién de titulos virales

Se determiné el titulo viral (unidades formadoras de placa, ufp/
mL) de los sobrenadantes colectados a las 120 horas post
- — - infeccion. Se utilizé el método propuesto por Mera.[*¥ En

e L giuelon de Polsion que muests el sfecto de12 placas de 96 pozos (2 cajas por muestra a ttular) se sembraron
de células de insecto infectada durante la infeccién primaria. 5x 10 células/pozo en 50 de medio SF900-II. Se prepararon

Multiplicidad de infeccion

\. J
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diluciones seriadas (1@ 10") del resguardo viral atitulary se  dondeY representa la absorbandija dilucion viral,Y  la
agregaron 1QiL/por pozo usando 16 pozos por dilucién y 16 absorbancia minima (que corresponde a la viabilidad minima
pozos como control negativo, a los que se les adicioné medialetectada)a es la absorbancia maxintees la pendiente de la

de cultivo. Las placas se incubaron a 27°C en un ambienteurvayD esladilucionalacuallarepuestafue del 50%. A partir
hamedo durante 6 dias. Al término del periodo de incubacién sale este valor se calcul6 el titulo viral como se describe en Mena
agregaron 10QL/pozo de unasolucién (5 mg/mL) de bromurode et al.l*4

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las cajas se incubaron durante RESULTADOS Y DISCUSION

dos horas a temperatura ambiente en agitacion moderada, $6 disefio experimental generé untotal de cuatro combinaciones
centrifugaron por 10 minutos a 2,000 g y se descarté elde las variables a evaluar, segun se describe en la Figura 2. Una
sobrenadante. Los cristales formados fueron solubilizados cowvez infectados los cultivos, se colectaron muestras cada 24
50uL/pozo de dimetil sulféxido (DMSO). Se midié laabsorbancia horas y se realizaron analisis para detectar diferencias en el
a570 nmusando un lector de microplacas (modelo 550; Bio-Radrecimiento celular, produccion de proteina o generacién de
Laboratories, Hercules, CA, USA). Los datos de absorbancia ybaculovirus ocasionadas por las condiciones de cultivo e
dilucién viral se ajustaron a un modelo logistico (Ecuacion 1) infeccién empleadas. En la Figura 3 se muestran las cinéticas de
usando el programa Sigmaplot 11.0.

crecimiento de los cultivos. La concentracién celular maxima
alcanzada fue menor en los cultivos infectados con la mayor

_ a MDI. Elincremento de concentracion celular alas 120 horas en
Y=Y+— . S - S )
D Ecuacion 1 relacion alas condiciones iniciales fue de aproximadamente dos
1+ — veces para los cultivos infectados con 0.1 ufp/cély de 1.5 veces
0 paralos cultivos infectados a 1.0 ufp/cél (Figura 3). En contraste,

Variablesindependientes

Concentracion celular({i)

n;=1 x 106 cél/mL — — Titulo viral

n,=1 x 10° cél/mL

Multiplicidad de infeccion (j)

ny= 0.1 ufp/cél — —

n,= 1 ufp/cél

Variables dependientes

Sistema Células de

Insecto-Baculovirus - .
Contenido relativo de

proteina gp64

Figura 2. Disefio experimental.
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Figura 3. Cinéticas de crecimiento y viabilidad de cultivos de células de insecto Sf9 infectados a dos concentraciones celulares
iniciales, 1x10° (simbolos vacios) o 2 x10° (simbolos llenos) cél/mL, y con dos multiplicidades de infeccién (MDI). Circulos,

concentracién

celular. Triangulos, viabilidad.
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los cultivos control no infectados duplicaron su concentraciénen los sobrenadantes de cultivos infectados a baja MDI fue
celular aproximadamente cada 24 horas (datos no mostradosinayor que la de cultivos infectados a alta MDI. Los cultivos
lo que indica que fue la infeccién con baculovirus la que conuna CCl alta e infectados a baja MDI alcanzaron la mayor
provoca la disminucién en el crecimiento celular. Ademas, losconcentracion de proteinatotal, 1053 + 1§0mL (Figura 5a),
cultivosinfectados ala mayor MDI mostraron un rapido descensamientras que los cultivos con una CCl baja e infectados a una
de la viabilidad a partir de las 24 horas postinfeccién, mientrasalta MDI llegaron a una concentracion de tan sélo 482 + 132
gue el descenso inici6 a las 48 horas en los cultivos infectadogig/mL (Figura 5b). Esto es resultado de una mayor
a la MDI menor. Las viabilidades observadas al final de losconcentracién celular en los cultivos a alta CCl y baja MDI.
cultivos fueron similares en todas las condiciones experimentaleSin embargo, es necesario resaltar que la concentracion de
evaluadas (Figura 3). Ellimitado crecimiento y ladisminucién de proteina en el sobrenadante por célula fue mayor en los
la viabilidad en cultivos de células de insecto infectados concultivos infectados a una CCIl de 1X16él/mL. Este
baculovirus recombinantes han sido observados por variocomportamiento podria ser el resultado de una limitacién de
grupos de investigaciéon y son provocados por el control quenutrientes u oxigeno enlos cultivos a altas CCI, como ha sido
el baculovirus ejerce sobre las células al promover la sintesis debservado anteriormerté 1,
las proteinas baculovirales a expensas de las celtfarfes
menor crecimiento observado en los cultivos infectados a mayot_a proteina gp64 esta presente en la membrana de la progenie
MDI se debe a la infeccidn de un mayor nimero de células en eliral, por lo que podria ser (Gtil para hacer un estimado de la
cultivo, las que dejan de crec@figura 1). progenie viral producida sin necesidad de realizar la titulacion
de los baculovirus, proceso que dura varios dias. Se midi6 gp64
Las muestras de los cultivos se procesaron para obtener @on el fin de evaluar si su concentracién y los titulos virales
sobrenadante, que contiene las particulas virales infecciosas gorrelacionaban. Los perfiles de producciéon de gp64 fueron
constituye un potencial resguardo viral. Se determind elsimilares paratodas las condiciones experimentales ensayadas.
contenido relativo de gp64 de baculovirus mediante WesternSe observé protedlisis en gp64 conforme aumento el tiempo
blot (Figuras 4y 5) y la concentracioén de proteina total en estapostinfeccion (Figura 4), fenémeno previamente reportado por
muestras (Figura 5). La concentracion de proteinatofdl@T  otros autore¥l. En la Figura 5 (c y d) se observa que en todos
de 48.2 + 6ug/mL para todos los cultivos y en todos los los casos el mayor incremento en la concentracion de gp64 se
experimentos la concentracién de proteina mas alta se alcanaiio entre las 24 y las 48 horas postinfeccion, alcanzando una
entre las 96 y las 120 horas postinfeccion. La concentracion deoncentracién méaxima entre las 72y las 96 horas. Unicamente
proteina total en el sobrenadante a lo largo del cultivo se vichubo diferencia a las 24 horas postinfeccion, cuando la
afectada tanto por la CCl como por la MDI utilizada. Se detectdconcentracion relativa de gp64 fue 3 veces mayor en los cultivos
una mayor concentraciéon de proteina en los sobrenadantes defectados a una alta MDI (Figura 5b), en comparacién con los
cultivos a CCl alta, mientras que la concentracién de proteinaque fueron infectados a una baja MDI (Figura 5a). La
concentracion relativa maxima fue de 1.6 + 0.1 unidades/mL, la

r N gue se obtuvo a las 96 horas postinfeccion en el cultivo
infectado con 1 ufp/célauna CCl de 15¢G4)/mL. Por otro
150KDa— lado, las condiciones que resultaron en una menor
o] produccién de gp64 (1.4 + 0.1 unidades/mL) fueron una
1 — —— — — 070 MDI de 1 ufp/cél auna CCl de 2xEld8l/mL.
50KDa—
47KDa— Una vez transcurridas 120 horas desde la infeccion, se
——— cosecharon los cultivos y se procesaron como se describe
sk en materiales y métodos para la obtenciéon de los
al

sobrenadantes. La cosecha se realizé a las 120 horas
20KDa— postinfeccioén, ya que éste es el tiempo sugerido para
cosechar durante laamplificacién de resguardos Vitales
Se determino el titulo viral en los sobrenadantes, el cual
Ctr- Ctr+ T T2 T3 T4 T5 es unamedicién de la cantidad de baculovirus infecciosos
presentes. Los titulos virales obtenidos se listan en la
Tablaly se muestran graficamente en la Figura 6. El mayor
titulo viral se obtuvo en los cultivos infectados a bajas

\. J

Figura 4. Inmunodetecci6én en membrana de la proteina gp64 de la
envoltura del baculovirus. La banda detectada entre 75 y 50 KDa

corresponde a la protefna gp64 intacta. El resto de las bandas CCly MDI. Ademas, se observo que mientras a la MDI
observadas corresponden a productos de degradacién que conservan menor la concentracién celular tuvo un importante efecto
el epitopo del anticuerpo monoclonal utilizado. (Ctr -) control sobre el rendimiento de baculovirus, a alta MDI la CCl no

negativo, (Ctr +) control positivo, (TO, T1, T2, T3, T4) Sobrenadantes = .
de cultivo de las 24, 48, 72, 96 y 120 horas postinfecci6n. tuvo efecto alguno en la produccion de baculovirus
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Figura 5. Perfiles de produccién de proteina total (a, b) y contenido de proteina gp64 (c, d) en cultivos infectados a diferentes
CCl y MDI.

CCI,x10° Tituloviral,x108ufp/mL ( )
cél/mL MDI 0.1 ufp/cél MDI 1 ufp/cél Ly
6 E
1 3.812.0 1.6+0.7 gl i g
2 1.7+0.03 1.1+0.3 = E
£ 84
Titulo viral especifico, ufp/cét Tg ug 34
F %
1 153.1+82.4 88.9+63.4 27
2 29.9+9.7 32.7+5.0 14
a. Se dividio el titulo viral entre la concentracién celular maxXima 0 7 T
alcanzada en cada cultivo. 01 1
. g Multiplicidad de infeccién
Tabla I. Titulos virales obtenidos a 120 horas postinfeccién. ufp/célula

infecciosos. Sin embargo, un andlisis de varianza de 10s datofigyra 6. Efecto de la MDI y la CCl sobre la produccién de
no mostré un efecto significativo de ninguno de los dosbaculovirus.

parametros evaluados en el rendimiento volumétrico de particulas

infecciosas, dada la alta desviacién estandar obtenida en logue aquéllos cominmente obtenidos utilizando otras técnicas
titulos virales. Cabe destacar que, aunque altos, los coeficientede titulacion de vird¥l. Con el fin de evaluar si los cambios
de variacion obtenidos en este trabajo fueron mucho menoresbservados en el titulo viral se debian a una mayor productividad
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de cada célula en el cultivo o a diferencias en la concentraciéri26663 y PAPIIT-UNAM proyectos IN223210 y 224409. Se
celular, se calcul6 el rendimiento de baculovirus por célula enconté con el apoyo técnico de Vanessa Hernandez y Ana Ruth
el cultivo (Tabla ). Se observé que las células en los cultivosPastor. Cuitlahuac Chavez agradece el apoyo del CONACyYT
infectados a una CCIl menor produjeron entre 5y 3 veces madurante sus estudios de posgrado (becario 269049).
baculovirus infecciosos que las células infectadas a alta CCI.
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