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RESUMEN

Virus adeno-asociado (VAA) se utiliza como vector en estudios clinicos para el tratamiento de
enfermedades, ya sean de origen genético o no, mediante terapia génica. Tradicionalmente los vectores
de virus adeno-asociado (vWAA) se han producido en células humanas, sin embargo, esto implica algunos
inconvenientes que dificultan la produccion a gran escala o comprometen la inocuidad del producto
obtenido. Urabe et al. (2002) describieron por primera vez la producciéon de vVAA en el sistema de
células de insecto baculovirus (SCI-BV) usando 3 baculovirus recombinantes: BacCap, que expresa las
proteinas de la capside (VP1, VP2 y VP3) de VAA-2; BacRep, que expresa las proteinas no estructurales
Rep78 y Rep52; y BacGFP, que sirve para amplificar los genomas recombinantes del vVAA. Sélo cuando
las células son infectadas por los 3 baculovirus y se expresan todos los componentes es posible obtener
particulas transductoras (PT) de vVAA. Algunos estudios se han enfocado en incrementar los
rendimientos de PT de vWAA mediante la manipulaciéon de la MDI de estos 3 baculovirus. Sin embargo no
reportan cinéticas ni rendimientos de producciéon de los elementos involucrados en la generacion de
VVAA, informacioén que permitiria conocer como afecta la relacion estequiométrica entre proteinas VP,
proteinas Rep y genomas de vVVAA a los rendimientos obtenidos en el SCI-BV. En este trabajo se busco
generar informacién que ayudara a comprender los factores que afectan la produccién de vVAA en el SCI-

BV a fin de desarrollar estrategias para mejorar los rendimientos de PT.

En este estudio se obtuvieron las primeras cinéticas de produccion de proteina VP. En ellas se evalu6 el
efecto de la MDI de BacCap sobre la viabilidad y la concentracion celular de cultivos de células High
Five™, sobre los rendimientos de produccién de cada proteina VP, sobre la estequiometria de producciéon
entre proteinas VP y sobre su eficiencia de ensamblaje. Para obtener tal informacion se implementaron
estrategias para cuantificar proteina VP desensamblada y ensamblada, tales como densitometria de
peliculas de Western Blot y HPLC de exclusion en gel, respectivamente, cuyas implicaciones
metodologicas se discuten aqui. Los mejores rendimientos de cipsides (6x10' capsides/mL) y proteina
VP se alcanzaron a la MDI de 0.1 UFP/cél (99.3 + 8.8 ug/mL de VP3, 26.1 + 3.0 yg/mL de VP2 y 34.0
1.1 yg/mL de VP1). La mejor eficiencia de ensamblaje de proteina VP en pellet (11.5%) se obtuvo a MDI
de 10 UFP/cél. Se realiz6 ademés un estudio de la expresion de Rep52 en stocks de BacRep de diferente
numero de pase en infecciones individuales, y coinfecciones con BacCap y BacGFP, donde se observo que
BacRep es inestable y que la expresion de Reps2 influye en los rendimientos de PT de vVAA. Finalmente,
se presentan estrategias para la construccién de baculovirus que expresen individualmente Rep78 y
Reps2 a fin de estabilizar la expresion de estas proteinas, condicidon necesaria para el posterior desarrollo
de cinéticas de produccion de proteinas Rep, asi como para estudios de replicaciéon y empaquetamiento
de genomas de vVAA en el SCI-BV. Este trabajo es el primero en proporcionar informaciéon sobre la
producciéon de proteina VP y su ensamblaje, misma que podria resultar til para la produccion de
capsides de VAA con aplicacion distinta a la produccion de vectores, tal como la bionanotecnologia. Se
presentan ademas las bases para el estudio cinético de otros elementos que conforman al vVAA , tales

como los genomas recombinantes, en el SCI-BV.
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ANTECEDENTES

Terapia Génica y Vectores Virales

La terapia génica se esta empleando para combatir una gran variedad de padecimientos, sean de
origen genético o no. Se ha utilizado en tratamientos contra distrofia muscular, fibrosis cistica,
hemofilia B, algunos tipos de cancer y mal de Parkinson entre otros padecimientos, asi como en
estudios sobre regeneracion de retina (Lai et al., 2002; Grimm y Kay, 2003; Goncalves 2005).
Este tipo de terapia involucra la introduccién de material genético a células de tejidos especificos
con el fin de corregir una anomalia mediante la expresion de algin gen terapéutico, para lo cual
es necesario el empleo de vectores (Kay et al., 1997). Los vectores son vehiculos que permiten la

entrega de material genético al interior de la célula.

En terapia humana los vectores de virus adeno-asociado (vWAA) se han convertido en vehiculos
muy prometedores por diversas razones: 1) a diferencia de otros vectores los vVAA son capaces
de transducir células que han dejado de dividirse, permitiendo el tratamiento de células
neuronales, musculares y del ojo; 2) generan una baja o nula respuesta inmune por lo que
resultan vehiculos ideales para terapia humana, y son especialmente ftiles en el tratamiento de
organos sensibles a inflamacién como el cerebro; 3) permiten la expresion prolongada del gen
terapéutico reduciendo asi la necesidad de readministrar dosis frecuentes del vector, e incluso la
integracion sitio-especifica de genes en el cromosoma 19 en humanos; y 4) los diferentes
serotipos de VVAA permiten la transduccion especifica de una gran variedad de érganos y tejidos
(Kay et al., 1997; Duan et al., 1998; Monahan y Samulski, 2000; Daly 2002; Grimm y Kay, 2003;

Gongalves, 2005; Wang et al., 2005).

Para generar vVAA, se reemplazan los genes del genoma del virus con el gen que se desea
entregar durante la terapia génica. S6lo se conservan las secuencias del genoma viral necesarias
para la replicacion y encapsidacion del ADN. Puesto que los genes que codifican para los
componentes virales son eliminados, el vWAA es incapaz de generar otras particulas virales en el

hospedero.

Virus Adeno-Asociado

Los virus adeno-asociados pertenecen a la familia Parvoviridae y al género Dependovirus.

Tienen como hospederos a animales vertebrados, sin embargo no se ha observado ningtn efecto



patogeno de estos virus sobre sus hospederos. Los VAA dependen de la coinfeccién con
adenovirus o herpesvirus (un virus auxiliar) para llevar a cabo su ciclo de replicacion (Berns,
1990; Berns 1996), por lo que se les ha denominado virus defectuosos. De los serotipos
identificados en primates es el del tipo 2 (VAA-2), aislado de humanos, el mis ampliamente
caracterizado y el que ha servido como modelo en estudios sobre replicacion del virus silvestre y

de produccion de vectores para terapia génica.

El VAA-2 (figura 1) es un virus desnudo de 20—25 nm de didmetro. La capside esta conformada
por 60 subunidades proteicas dispuestas en un arreglo de simetria icosaédrica (Xie et al., 2002).
Estas subunidades son las proteinas VP1, VP2 y VP3, las cuales se encuentran presente en una

relacion estequiométrica aproximada de 1:1:10 (Rose et al., 1971).

Figura 1. Reconstruccion de la estructura de la capside de virus adeno-asociado tipo 2 (tomado de Xie et
al., 2002).

Las particulas de VAA presentan una relativa resistencia a calor y a algunos detergentes y
solventes ademas de ser estables en un amplio rango de pH (3-9), por lo que su estructura es
mas estable durante los procesos de purificacion en comparacion con otros virus empleados

también como vectores (Lai et al., 2002).

Genoma

El genoma de VAA-2 es de ADN lineal de cadena sencilla, de 4.68 Kb de longitud flanqueado por
terminaciones invertidas repetidas (ITR) y contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF). Un
ORF contiene los genes cap que codifican para las proteinas de la capside bajo el promotor p40
y, el otro contiene los genes rep que codifican para las proteinas no estructurales bajo los

promotores p5 y p19. Los transcritos son procesados por medio de splicings y los ORF se
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definen por codones de inicio distintos (figura 2). Las ITR estan constituidas por los 145
nucléotidos terminales del genoma; estos son palindromes auto-complementarios que forman
un diaplex intramolecular en forma de T que actiia como primer durante la replicacion. Por este
motivo, las ITR son esenciales para la replicacion del ADN de cadena sencilla del virion en ADN
de doble cadena para la posterior transcripcion del genoma viral (Berns, 1996; McCarty et al.,
2004). Dentro de estas secuencias terminales estin incluidos ademés un sitio de unién a
proteinas Rep (RBS), que consiste en varias repeticiones del tetranucle6tido 5 GAGC3’
(Chiorini et al., 1995); y un sitio terminal de resoluciéon (TRS), que es una secuencia sensible a la
actividad endonucleasa de proteinas Rep. Estos sitios resultan indispensables para llevar a cabo
la replicacion y encapsidacion del genoma viral (Ward et al., 1994; Burgess et al., 2004; McCarty
et al., 2004). Por tanto, las ITR son las tinicas secuencias del genoma viral que se requieren en

cis para la replicacion y el empaquetamiento del ADN durante la produccion de vVAA.

: rep r cap |
Ps 'PE P%
- 3,
Rep78
Rep68
i P— Rep52
_— N Repd0
. I i
N== — VP1  s;KDa
A L VP2  74KDa
AL | yp3  61KDa

Figura 2. Mapa transcripcional del genoma de VAA-2 (tomado de Timpe et al., 2005).

Proteinas estructurales

Las proteinas que conforman la capside de VAA-2 son: VP1 de 87 KDa, VP2 de 74 KDa y VP3 de
61 KDa (Rose et al., 1971; Berns, 1996). Estas son proteinas no glicosiladas (Murray et al., 2006)
que difieren entre si en su extremo amino-terminal. Todas se expresan bajo el promotor p40 a
partir del cual se producen 2 transcritos de diferente peso molecular, uno de 2.6 Kb y otro de 2.3
Kb. VP1 se expresa a partir del mensajero de 2.6 Kb, VP2 y VP3 se traducen a partir del

mensajero de 2.3 Kb utilizando codones de inicio distintos (figura 2). Se ha observado que el
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transcrito de menor peso molecular constituye cerca del 50% del RNAm de VAA-2 en células
infectadas en presencia de adenovirus, mientras que el de 2.6 Kb se encuentra en cantidades
mucho menores (Trempe y Carter, 1988). El codén de inicio de VP2 es un codon ACG que
provoca que los niveles de expresion de esta proteina sean menores a los de VP3. Por tanto, la
expresion de las proteinas VP de VAA-2 estd regulada tanto a nivel transcripcional como
traduccional propiciando que VP1, VP2 y VP3 se expresen en una relacion similar a aquélla en la

cual se ensamblan (Trempe y Carter, 1988).

Estas proteinas se sintetizan en el citoplasma de la célula y son transportadas hacia el interior
del nuacleo. El ensamblaje de capsides parece ser dependiente de la concentraciéon de proteinas
VP (Redemann et al., 1989; Wistuba et al., 1997). Sin embargo, durante las primeras etapas de
infeccion de VAA silvestre no se observa ensamblaje de particulas en el citoplasma a pesar de la
alta concentracion de proteinas VP, pero si en el nucleolo. En etapas posteriores de infeccion se
empieza a detectar la presencia de capsides virales en el resto del ntcleo. Este hecho sugiere que
el ensamblaje de particulas de VAA se lleva cabo en el nucleolo y que posteriormente las

particulas se acumulan en el niicleo de la célula (Wistuba et al., 1997).

Con el fin de determinar el papel estructural de las proteinas VP se han producido pseudo-
particulas virales de VAA-2 en células de mamifero y de insecto que contienen s6lo una o dos de
las proteinas estructurales (Ruffing et al., 1992; Wistuba et al., 1997; Hoque et al., 1999;
Warrington et al., 2004). Se ha reportado que la ausencia de VP1 provoca una reduccion en la
capacidad transductora de las particulas (Girod et al., 2002), mientras que la ausencia de VP3
impide la encapsidacién de los genomas virales (Warrington et al., 2004). Utilizando el sistema
de células de insecto baculovirus se han producido particulas de VAA-2 con capacidad
transductora similar a la del virus silvestre (Urabe et al.,, 2002); de igual forma, se ha
implementado este sistema para la produccion de vectores de VAA de otros serotipos para uso

en terapia génica (Kohlbrenner et al., 2005; Urabe et al., 2006).

Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales, si bien no forman parte de la cipside viral, son componentes
necesarios en el ciclo de replicacion del virus. Estas proteinas son Rep78, Rep68, Rep52 y
Rep40, en referencia a su peso molecular aparente. Rep78 y Rep68 se expresan bajo el promotor
p5 y difieren entre si en su extremo carboxilo terminal debido a un splicing en el transcrito.
Rep52 y Rep40 se expresan bajo el promotor p19 y difieren entre si de la misma forma que las

Rep de mayor peso molecular (figura 2). Todas las proteinas Rep poseen actividad helicasa
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dependiente de ATP y secuencias de unién a ADN, sélo las 2 de mayor peso molecular presentan

actividad endonucleasa en un dominio de su extremo amino terminal.

Durante una etapa muy temprana de infeccién de VAA silvestre, en la cual no existe sintesis de
proteinas VP, las proteinas no estructurales se sintetizan en el citoplasma de la célula y son
transportadas al interior del nticleo donde ocurre la replicacion del ADN viral. Se ha detectado
que en etapas méas avanzadas de infeccion, las proteinas Rep y VP colocalizan en el nicleo,
donde se han detectado complejos de capsides virales con Rep78 y Rep52 principalmente, asi
como complejos de proteinas Rep con el ADN viral (Hunter y Samulski, 1992; Wistuba et al.,

1995; Wistuba et al., 1997; Dubielzig et al., 1999).

Al inicio del proceso de replicacién del genoma viral, la ITR forma un daplex intramolecular en
forma de T que sirve como primer para la replicacion a partir del extremo 3” y la formacién de
ADN de doble cadena. Esta hebra de ADN duplex posee un extremo ligado covalentemente. Las
proteinas Rep78 y Rep68 se unen al RBS de la ITR ligada covalentemente y realizan un corte en
el TRS. Se ha observado que Rep78 permanece unida covalentemente al extremo 5 del sitio de
corte. En sintesis, la funcion primaria de Rep78 y Rep68 es resolver el extremo de la ITR cerrado
covalentemente para obtener 2 hebras de ADN que sirvan de templado en un posterior ciclo de
replicacion. Una vez que el ADN ha sido replicado se empaqueta en las cépsides virales
previamente ensambladas a partir del extremo 3°. En este proceso, las Rep de alto peso
molecular son responsables de la interaccion entre la capside y el ADN, pero son Rep52 y Rep40
quienes inducen la encapsidacion de los genomas virales. Se ha observado que el dominio con
actividad helicasa de estas proteinas es esencial para el proceso de encapsidacion, por lo que se
ha propuesto que Rep52 y Rep40 desenrollan la doble cadena de ADN al mismo tiempo que la
introducen en la capside (Smith y Kotin, 1998; King et al., 2001).

Rep78 y Rep68 se han identificado como componentes indispensables en el proceso de
replicacion del genoma viral tanto in vivo como in vitro (Ni et al., 1994; Ward et al., 1994), y la
expresion de s6lo una de ellas, en co-expresion con los demas elementos de VAA, puede generar
particulas infectivas de VAA (Holscher et al., 1995). La replicaciéon puede llevarse a cabo en
ausencia de Rep52 y Rep40, sin embargo, se ha observado que el empaquetamiento de genomas
s6lo se lleva a cabo en presencia de las Rep de menor peso molecular (King et al., 2001). En
células de insecto se han replicado y empaquetado genomas recombinantes de VAA-2 en

presencia de s6lo Rep78 y Rep52 (Urabe et al., 2002).



Produccion de vVAA

Para producir vWAA de uso en terapia génica es necesario sintetizar: 1) las proteinas que
conforman la capside viral y lograr su ensamblaje, 2) el ADN que se desea entregar durante la

terapia, y 3) las proteinas necesarias para la replicacion y encapsidacion de este ADN.

Los VVAA se han producido tradicionalmente en células de mamifero dependientes de anclaje
utilizando las lineas HEK293 y HeLa, derivadas de rifion de embriéon humano y tejido cervical
cancerigeno, respectivamente. En este sistema, tanto los genes rep y cap como el genoma
recombinante son introducidos a la célula por medio de plasmidos independientes. El empleo de
virus auxiliares, potencialmente patdégenos para el hombre, se ha eliminado a través del uso de
plasmidos con genes de adenovirus o herpesvirus, o de lineas celulares modificadas que
expresan estos genes endogenamente. Sin embargo, la produccién de vVAA en células de
mamifero posee ciertas limitantes tales como: 1) la necesidad de generar y mantener lineas
celulares estables y libres de agentes potencialmente patdgenos para el humano; 2) los
mecanismos mismos de transfeccion, los cuales son mas eficientes en soporte sélido que en
suspension, lo que dificulta el escalamiento del proceso; y 3) la necesidad de utilizar medios

complejos y enriquecidos con suero, lo que incrementa los costos de produccion.

Recientemente se han desarrollado estrategias para producir vWAA mediante el sistema de
células de insecto-baculovirus (SCI-BV), en el que las particulas producidas poseen
caracteristicas indistinguibles de aquéllas producidas en células de mamifero (Urabe et al.,
2002; Kohlbrenner et al., 2005; Urabe et al., 2006). Los elementos necesarios para la
producciéon de vVAA son introducidos a las células de insecto mediante la infeccién con
baculovirus recombinantes que contienen las secuencias necesarias para la expresion de estos

elementos.

El SCI-BV resulta sumamente 1til en la produccion de vectores virales por diversas razones: 1)
las células de insecto se pueden cultivar e infectar en suspension, lo que facilita el escalamiento
del proceso; 2) éstas realizan modificaciones post-traduccionales similares a las que realizan las
células de mamifero, de manera que las proteinas expresadas pueden conservar su funcionalidad
bioldgica; 3) es posible expresar simultdneamente uno o varios genes recombinantes de alto
peso molecular; 4) los niveles de expresion que se obtienen son altos en comparacién con otros
sistemas de expresion eucariotes superiores; 5) se pueden utilizar lineas celulares adaptadas a
medios sin suero, lo que reduce los costos de producciéon; y 6) permite manipular la

concentracion de los productos recombinantes de manera relativamente sencilla, lo que facilita
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estudiar la produccion de vectores virales empleando distintas relaciones estequiométricas entre

los componentes (O’ Reilly et al., 1994; Palomares et al., 2006).

En el SCI-BV se han obtenido cerca de 102 particulas transductoras (PT) de vVAA-2 por L de
cultivo (Meghrous et al., 2005; Aucoin et al., 2006). Actualmente algunas empresas exploran la
produccion de proteina recombinante utilizando el SCI-BV a una escala de 20000 L; por lo que
el SCI-BV hara mas factible satisfacer los requerimientos de las dosis empleadas en pruebas

clinicas, las cuales pueden llegar al orden de 102 PT/Kg de peso del paciente (Goncalves, 2005).

Sistema Células de Insecto-Baculovirus (SCI-BV)

El SCI-VB es usado ampliamente para producir proteinas recombinantes de interés comercial,
vectores y pseudo-particulas virales. Este sistema consiste en un vector viral (un baculovirus
recombinante) que infecta células de insecto, y utiliza la maquinaria celular para replicarse y
expresar el producto recombinante. Los genes recombinantes contenidos en el vector se
encuentran generalmente bajo promotores que inducen altos niveles de expresion tales como el
polh o el p1o. Entre las lineas celulares mas utilizadas se encuentran la Sfg de Spodoptera
frugiperda y la Tn5B1-4 de Trichoplusia ni (conocida comercialmente como High Five™). Se ha
reportado que la producciéon de PT de vWAA-2 es mayor en células High Five™ que en Sfog,

obteniéndose 4.38 x102 PT /cél y 1.58 x102 PT /cél, respectivamente (Meghrous et al., 2005).

Baculovirus

Baculovirus es un virus de 250-300 nm de longitud y 30-60 nm de didmetro. Pertenece a la
familia Baculoviridae, cuyos miembros se caracterizan por ser patogenos so6lo para artrépodos.
La mayoria tienen como hospederos a insectos lepidopteros (mariposas y polillas), aunque
también se han aislado de dipteros (mosquitos), himenodpteros (avispas) y crustaceos. El
genoma viral es ADN circular de doble cadena empacado en una capside en forma de barra, que
en el caso de los virus no ocluidos esta envuelta por una membrana externa que es adquirida al
salir de la célula infectada. Una caracteristica de baculovirus es la formaci6on de capsulas
proteicas llamadas cuerpos de oclusién compuestas por la proteina poliedrina (O’ Reilly et al.,

1994; Miller, 1996).

El baculovirus AcMNPV (Nucleopoliedrovirus de Multicapside de Autographa californica) es el
mas estudiado, ademéas de ser ampliamente utilizado en el SCI-BV por ser capaz de infectar

cerca de 30 lineas celulares (Palomares et al., 2006). Su genoma, de 131 Kpb, contiene al
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promotor polh que regula la expresion del gen que codifica para la poliedrina. En general, se
producen baculovirus recombinantes sustituyendo el gen de poliedrina o el gen pzo por el de la
proteina de interés (Beljelarskaya, 2002); de esta manera es posible obtener rendimientos de
hasta 50% de proteina recombinante con respecto a la proteina total Palomares y Ramirez,

2001; Palomares et al., 2006).

El ciclo de replicacion de baculovirus esta dividido en 4 etapas (figura 3). Durante la fase
temprana inmediata (0-4 hpi), los viriones migran hacia el nicleo celular donde el ADN viral es
liberado de la capside. En esta fase se inicia la expresion de genes tempranos que codifican para
enzimas involucradas en la replicacion de ADN y para activadores transcripcionales
involucrados en la expresion de genes tardios. La fase temprana (4-7 hpi) se caracteriza por
rearreglos en el citoesqueleto y nicleo celular, asi como por la degradacion del ADN de la célula
hospedero. Durante esta fase el gen p35 expresa un inhibidor apoptotico para evitar el suicidio
celular. En la fase tardia (7-20 hpi) se lleva a cabo la replicacién del ADN viral y se expresan los
genes que codifican para las proteinas estructurales. Durante esta etapa se producen los virus no
ocluidos (carecen de poliedrina) que son liberados para infectar otras células. Durante la fase
muy tardia (18-120 hpi) se expresan los genes polh y p10; por tanto, en un sistema recombinante
que utiliza estos promotores, ésta es la etapa en la que se genera el producto de interés (O’ Reilly
et al., 1994; Blissard, 1996; Miller, 1996; Pal-Hajo6s, 2000; Beljelarskaya, 2002; Palomares et al.,
2006).
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El ciclo de replicaciéon de un baculovirus recombinante es idéntico al del baculovirus silvestre, y
difieren so6lo en que en el primero no se generan cuerpos de oclusion en la fase muy tardia

debido a que el gen de poliedrina ha sido sustituido por el gen de interés.

Efecto de la Multiplicidad de Infecciéon (MDI)

Un sistema 6ptimo de producciéon de vVAA seria aquel en el cual se obtenga un maximo en la
concentracion de vectores con capacidad transductora, mientras que la acumulacién de proteina
no ensamblada y de particulas no transductoras sea minima. Para esto es necesario que todos los
elementos que conforman al vWAA se encuentren en una relaciéon estequiométrica adecuada,
misma que aun no ha sido determinada. Una variable a considerar para la optimizacién de un
sistema de produccion en cultivos de células de insecto es la concentracion de oxigeno disuelto.
Palomares y Ramirez (1996) reportaron que para la linea Sfg las velocidades de crecimiento y de
consumo de nutrientes, asi como la concentracién no se ven afectadas a tensiones de oxigeno
disuelto (TOD) por arriba de 10%. Al parecer, la produccion de proteina recombinante es muy
sensible a la TOD pudiendo haber cambios en los rendimientos de produccion asi como en el
patron de glicosilacion de las proteinas (Palomares et al., 2006). Otras variables importantes
que deben considerarse en este tipo de cultivos son la multiplicidad de infecciéon (MDI) y el

tiempo de infeccion (TDI).

La MDI se define como el nimero de unidades formadoras de placa (UFP) por célula con las que
un cultivo es infectado, mientras que el TDI se refiere a la concentracion celular y esta
relacionado con la edad del cultivo. La fraccion de la poblacion que potencialmente sera
infectada por el virus estd determinada por la MDI (infeccién primaria), debido a que la
probabilidad de que una célula tenga un contacto exitoso con un virus es mayor cuanto mayor
sea la MDI empleada. El proceso de infeccion comprende una serie de eventos que inicia cuando
un virus entra en contacto con una célula. Este evento es meramente aleatorio y dependera
directamente del namero de particulas infectivas por célula (MDI). Después se lleva a cabo la
entrada del virion a la célula y la expresion de genes tempranos del virus. Las células que no son
infectadas durante la infeccidén primaria contintian creciendo y replicAndose, posteriormente
estas células pueden ser infectadas (infecciones secundaria) por la progenie viral liberada de las
células infectadas en la infeccidon primaria. Se ha reportado que al infectar con un solo tipo de
baculovirus, y utilizar MDI y TDI bajos se alcanzan concentraciones celulares y niveles de
produccion de pseudo-particulas virales (PPV) més altos que los obtenidos con MDI mayores

(Licari y Bailey 1991; Maranga et al., 2003). Se ha observado que la infeccién a TDI altos
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produce bajos rendimientos de proteina recombinante independientemente de la MDI empleada
(Ortega-Garcia, 2003), este efecto estd relacionado con el agotamiento de nutrientes y la

acumulacion de desechos en el medio de cultivo.

La distribucion de Poisson expresa la probabilidad de un nimero de eventos independientes
entre si ocurriendo en un tiempo fijo, si se conoce la tasa media con que ocurren estos eventos.
Resulta factible utilizar la distribucion de Poisson para predecir la probabilidad de que una
célula sea infectada a una MDI dada puesto que la infeccion de una célula es un evento
independiente de la infeccion de otras células, ademas de que es posible medir la tasa de
infeccion en un tiempo determinado. Utilizando la distribuciéon de Poisson la probabilidad de

que una célula sea infectada a una MDI determinada est4 dada por:

MD ne—MD]

n!

Fon

(Ecuacion 1)

P representa la probabilidad de que una célula sea infectada por n particulas infecciosas. Este
analisis probabilistico predice que con una MDI de 5 UFP/célula, el 98% de las células estaran
infectadas por al menos 1 particula infecciosa (figura 4) (Palomares et al., 2002). Esto sugiere
que para la produccién de vVAA, donde se requiere la infeccién con mas de un baculovirus
recombinante, son recomendables MDI mayores a 5 UFP/célula, de cada baculovirus, para
aumentar la probabilidad de que los diferentes baculovirus recombinantes coinfecten la misma
célula. De esta forma todos los elementos que conforman el vector estarian disponibles en cada

célula, lo que resultaria en mayores rendimientos de particulas transductoras.
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Figura 4. Probabilidad de que una poblaciéon sea infectada por al menos un baculovirus calculada
utilizando la distribucién de Poisson.
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Se ha observado que el efecto de la MDI sobre la produccién de proteinas recombinantes de
rotavirus en infecciones individuales es igual al que se observa para cada una de ellas en
coinfecciones con mas de un baculovirus distinto, por lo que la informacién derivada de cultivos
que producen 1 tipo de proteina puede utilizarse para predecir su comportamiento durante las

coinfecciones (Palomares et al., 2002).

En un sistema mas complejo, como el de la producciéon de vectores virales donde es necesario
producir la capside viral, el ADN del virus y ademés las proteinas Rep para lograr su
encapsidacion, resultaria de suma importancia la informaciéon derivada de la producciéon
individual de cada componente viral para desarrollar estrategias de coinfeccion que conlleven a
la obtencién de mejores rendimientos con la menor carga metabélica innecesaria para la célula.
En la produccion de vWAA-2, la integracion del ADN a las capsides proteicas parece ser una
limitante que se refleja en bajos rendimientos de particulas con capacidad transductora en
relacion a la produccion total de particulas virales (Meghrous et al., 2005; Aucoin et al., 2006),
por lo que un analisis de la produccién de genomas virales y proteinas Rep parece ser necesario
para mejorar los rendimientos. El estudiar el efecto de la MDI en la produccion de proteina VP y
su ensamblaje en capsides de VAA puede ademas tener aplicacion en la produccion de particulas

biologicas para uso en bionanotecnologia.

Produccion de vVAA-2 mediante el Sistema Células de Insecto-Baculovirus

Recientemente se report6 por primera vez la produccion de vectores de virus adeno-asociado
tipo 2 en el sistema de células de insecto-baculovirus utilizando 3 baculovirus recombinantes
derivados de AcMNVP denominados BacCap, BacRep y BacGFP (Urabe et al., 2002). Dicho
sistema, mismo que se utiliza en este estudio no precisa de la expresion de genes de algin virus
auxiliar. Utilizando este sistema de expresion se han producido hasta 102 vWAA con capacidad
transductora por litro (Meghrous et al., 2005; Aucoin et al., 2006). Sin embargo, el porcentaje
de particulas transductoras representa menos del 0.1% de la producciéon total de capsides
virales. Este hecho sugiere que podria existir una limitante en la replicaciéon y/o encapsidacion

del genoma viral recombinante.

BacCap contiene el gen que codifica para las 3 proteinas estructurales de VAA-2 bajo el control
transcripcional del promotor de poliedrina (polh). Cuando se utiliz6 por primera vez este
baculovirus se reporté que las particulas producidas poseian una relaciéon estequiométrica

practicamente igual a la del virus silvestre (Urabe et al., 2002); sin embargo, reportes
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posteriores han coincidido en que la relacion estequiométrica de las particulas es distinta a la del

virus silvestre (Kolhbrenner et al., 2005; Meghrous et al., 2005).

BacRep contiene los genes que expresan las proteinas Rep78 y Rep52 de VAA-2. La expresion de
Rep78 se encuentra bajo el control de un promotor IE-1 modificado (AIE-1) que se activa
durante la fase temprana de infeccién, mientras que Rep52 se expresa bajo el promotor tardio
polh. La modificacion realizada al promotor IE-1 por Urabe et al. (2002) tiene como objetivo
obtener bajos niveles de expresion de Rep78. Al parecer se requiere una baja expresion de esta
proteina debido a su capacidad de inducir apoptosis en células de mamifero (Schmidt et al.,

2000), sin embargo se desconoce si es capaz de producir el mismo efecto en células de insecto.

BacGFP alberga al gen que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP), flanqueado por las
ITR de VAA-2, y se utiliza para amplificar el genoma recombinante. La proteina GFP se
encuentra bajo el control del promotor de citomegalovirus (CMV) para su expresion en células
de mamifero y del promotor tardio pio para su expresion en células de insecto. Esta
construccidon permite cuantificar el nimero de particulas de vVAA con capacidad transductora

mediante fluorescencia durante la transduccién de células de mamifero.

Utilizando este sistema de expresion la producciéon de vVAA podria darse bajo el siguiente
esquema: la produccion inicia con la expresion de Rep78 durante la fase temprana de infeccion
(4-7 hpi). Durante la fase tardia (7-20 hpi) se lleva a cabo la replicacion de ADN del baculovirus
y con ello la amplificacion de los genomas recombinantes que en presencia de Rep78 pueden ser
escindidos del genoma del baculovirus para replicarse de forma independiente. Tanto las
proteinas VP, como la proteina Rep52, empiezan a expresarse durante la fase muy tardia (18-120
hpi); en esta fase se encuentran presentes todos elementos necesarios para la formaciéon de
particulas transductoras. Las proteinas VP son transportadas al nidcleo de la célula donde
empiezan a ensamblarse en el para formar capsides vacias; Rep78 forma complejos con la
proteina VP ensamblada y el genoma recombinante, el cual es introducido en las capsides por
accion de Rep52 con lo que se inicia la acumulaciéon de genomas recombinantes de cadena
sencilla. En esta misma fase se inicia la expresion de GFP que es el gen contenido en el genoma
recombinante de VAA. Por tanto la expresion de GFP en células de insecto durante coinfecciones
con los baculovirus descritos puede ser utilizada como un indicador practico del momento en

que inicia la sintesis de vWAA completos.
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La informacién que existe sobre la producciéon de vVAA, tanto en células de mamifero como de
insecto, se encuentra enfocada a la optimizacion de los rendimientos de particulas transductoras
estudiando el proceso de forma general y sin prestar atenciéon a lo que sucede durante las
diferentes etapas involucradas en el proceso. Actualmente se desconoce cuél es el elemento que
limita la produccion de particulas transductoras y cuales son los factores que lo afectan. Por lo
que en este proyecto se propuso inicialmente obtener informacién sobre la produccion de cada
elemento que necesario para la produccion de vVAA en el SCI-BV, y el efecto de la concentracion
de estos elementos en etapas especificas tales como la replicacion y el empaquetamiento del
ADN viral.

Es de destacar que parte de la informaciéon obtenida mediante este estudio no ha sido reportada

antes, por lo que contribuira al desarrollo de estrategias racionales de producciéon de vectores

virales mediante el SCI-BV.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener las bases para lograr incrementar la produccion de particulas con capacidad
transductora de virus adeno-asociado tipo 2 en el SCI-BV utilizando los baculovirus BacCap,
BacRep y BacGFP.

Objetivos Especificos

0 Estandarizar técnicas de cuantificacion de proteinas VP de VAA-2.

0 Desarrollar un método de cuantificacion de capsides de VAA-2.

0 Determinar parametros cinéticos de produccion de proteinas estructurales de VAA-2 a

diferentes MDI del baculovirus BacCap.

o Evaluar la eficiencia de ensamblaje de capsides de VAA-2 utilizando diferentes MDI del

baculovirus BacCap.

0 Determinar la estabilidad de la expresion de proteinas Rep en diferentes stocks de BacRep.

0 Evaluar el impacto de la expresion de proteinas Rep en la produccion de particulas

transductoras de vVAA-2

O Obtener los casetes de expresion de Rep78 y Reps2 para la construccion de baculovirus

estables que expresen independientemente estas proteinas.
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MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

Para la produccion de capsides de VAA-2 se utilizé la linea celular Tn5B1-4 (High Five™),
proveniente de huevo de Trichoplusia ni. Para la produccion de baculovirus recombinantes se
utiliz6 la linea Sfg proveniente de ovario de pupa de Spodoptera frugiperda. Ambas lineas se

mantuvieron en medio SF-900 II (GIBCO-Invitrogen, USA) libre de suero a 27°C.

Para evaluar la actividad bioldgica de los vectores producidos se emple6 la linea celular HEK293
EBNA de rin6n de embrion humano. Esta linea se mantuvo en medio HSFM (GIBCO-Invitrogen,
USA) suplementado con 1% de suero fetal bovino (FBS), 10 mM de HEPES (GIBCO-Invitrogen,
USA) y 50 yg/mL de G -418 a 37°C en atmosfera con CO. al 5%.

Baculovirus recombinantes

Se utilizaron los baculovirus recombinantes desarrollados por Urabe et al. (2002),
proporcionados por el Dr. Amine Kamen (Biotechnology Research Insitute, National Research
Council, Canada) con la autorizacién del Dr. Robert M. Kotin (NIH, USA). En la tabla 1 se

resumen las caracteristicas de estos baculovirus.

Tabla 1. Baculovirus recombinantes

Baculovirus Producto Promotor
BacCap Proteinas estructurales VP1, VP2 y polh
VP3.
BacRep Proteinas no estructurales: Rep78 y AIE-1y polh respectivamente
Rep52.
BacGFP Proteina verde fluorescente (GFP)  p10y de citomegalovirus (CMV) para

expresion en células de insecto y de

mamifero, respectivamente

Las construcciones que se utilizaron para producir los baculovirus anteriormente descritos se

presentan en la figura 5.
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Figura 5. Construcciones realizadas por Urabe et al. (2002) para producir los baculovirus BacRep (a),
BacCap (b) y BacGFP (c) (Promotores representados en cuadro verde).

La amplificacion de los baculovirus se llevo a cabo en cultivos suspendidos empleando células
Sfg a una concentracion de 0.5x10° cél/mL e infectando a una MDI de 0.1 UFP/célula. A las 96
hpi los cultivos se centrifugaron a 1000 xg durante 5 minutos y se recuper6 el sobrenadante. Se

anadid 0.5% de FBS al sobrenadante y se almaceno el stock a 4°C.
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Cultivos celulares y cinéticas de produccion de proteinas

Los cultivos de células High Five™ y Sfg se mantuvieron en matraces de 250 mL con 50 mL de
medio SF-900 II libre de suero, agitados a 115 rpm y mantenidos a 277°C. Para llevar a cabo las
cinéticas de produccién de proteina recombinante empleando diferentes MDI del baculovirus
BacCap se sembraron células High Five™ en fase exponencial y con viabilidad mayor del 95%
hasta alcanzar una concentracion de 3.5x10° cél/mL en fase exponencial. Estas células se
inocularon a matraces de 250 mL a una concentracion de 1x10° cél/mL, y en ese momento
fueron infectadas. Para estos cultivos se manej6 un volumen de trabajo de 50 mL. La
concentracion y el tamano celular se determinaron empleando un contador electréonico de
particulas (Coulter Multisizer II, Coulter Electronics Inc. USA). La viabilidad se determiné

utilizando la técnica de exclusion de azul de tripano en un hematocitometro.

Los cultivos de células HEK293 EBNA se realizaron en medio HSFM suplementado con 1% de
FBS, 10 mM de HEPES y 50 pg/mL de G -418, utilizando frascos T estaticos a 37°C en ambiente
humidificado con 5% de CO2. Para la infecciéon de células HEK293 con vVAA-2 se emplearon
cajas de cultivo de 12 pozos con 0.5x10° cél/pozo. La concentracion y viabilidad celular se

determinaron de igual forma que para células de insecto.

Ensayo en placa para el aislamiento de placas virales

Se sembraron células Sfg (con viabilidad mayor al 95%) en cajas de 6 pozos a una densidad de
1.5x10° cél/pozo en un volumen de 3 mL de medio de Grace sin FBS. Las cajas se incubaron 1 h
en reposo para que las células se adhirieran. Se prepararon diluciones seriales (102 a 10°) de los
stocks virales en medio de Grace con 10% de FBS. Posteriormente se retir6 el medio y se
agregaron 0.75 mL de las diluciones virales. Las cajas infectadas se incubaron a temperatura
ambiente por un tiempo de 3-4 h. Al final del periodo de incubacion se removié el inoculo de
cada pozo y se anadi6 una capa de 3 mL de agarosa de bajo punto de fusion (1 vol de agarosa de
bajo punto de fusion al 3% + 0.8 vol de medio de Grace 2x + 0.2 vol de FBS) a una temperatura
de 37°C. Las cajas se incubaron a 27°C en ambiente hiitmedo por 4 dias. Al concluir el periodo de
incubacion se anadieron 2 mL por pozo de una segunda capa de agarosa (1 vol de agarosa al 1.2%
+ 0.8 vol de medio de Grace 2x + 0.2 vol de FBS + 0.02 vol de rojo neutro al 1%). Se incub6
durante 4 h a 27°C en ambiente himedo para posteriormente identificar las placas virales por la
formacion de halos incoloros en la capa de agarosa. La formacion de dichos halos esta

relacionada con la presencia de células muertas (por efecto de la infeccion con baculovirus) que
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no retienen el colorante rojo neutro. Las placas se colectaron picando el agar con una pipeta, y se

resuspendieron en 1 mL de medio de Grace 1x con 0.5% de FBS.

Se incubaron cajas de 6 pozos con células Sfg en medio SF-900 II (1x10° cél/pozo en 2 mL) a
27°C por 1 h. Se elimin6 el medio de cultivo, los pozos se infectaron con 0.5 mL de las placas
seleccionadas y se incubd 1 h en agitaciéon. Se afadieron 1.5 mL de medio SF-900 II por pozo y
se dejaron incubando a 27°C. A las 96 hpi se centrifugaron las cajas a 2000 xg por 10 min. El
pellet celular se colect6 para evaluar la expresion de proteina recombinante. El sobrenadante se

almacen6 a 4°C para posteriormente generar nuevos stocks virales.

Para evaluar expresion de proteinas VP y Rep las células se lavaron con PBS, posteriormente se
resuspendieron en 20 uL de agua, se tom6 una alicuota de 5 uL que se anadieron a 10 uL de
agua y 5 uL de buffer de lisis. Las muestras se hirvieron, y se cargd el mismo volumen de
muestra en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% que se transfirieron a membranas

de nitrocelulosa para realizar Western blots.

Produccion de stocks virales a partir de placas aisladas.

Se infectaron 30 mL de células Sfg en medio SF-900 II a una concentraciéon de 0.75 x10° cél/mL
con 100 UL del sobrenadante recuperado de la infeccion de células Sfg con la placa viral de cada
baculovirus identificada como mejor productora de proteina recombinante. El sobrenadante se
colect6 por centrifugacion 96 hpi y se almacend a 4°C con 0.5% de FBS. Este nuevo stock viral se

denomino stock pase 1 (P1).

Determinacion de titulos virales

Se realiz6 mediante la metodologia desarrollada por Mena et al. (2003) descrita a continuacion:

Se utilizaron cultivos de células Sfg en fase exponencial con viabilidad mayor de 95%. En cajas
de 96 pozos de fondo plano se colocaron 50 uL de medio SF-9oo0 II y 5x103 cél/mL. Se
prepararon diluciones seriales de los stocks virales (1 a 1x10%°) en medio SF-9oo0 II y se
afiadieron 10 uL/pozo. Se utilizaron 16 pozos por dilucién y 16 pozos como control sin infectar a
los cuales se afiadieron 10 pl/pozo de medio SF-900 II sin virus. Seis dias post-infeccion se
afadieron 10 pL/pozo de una solucién stock (5 g/L) de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las cajas se incubaron
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durante 2 h, se centrifugaron a 2000 xg por 10 min, y se descart6 el sobrenadante. Los cristales
de sal se solubilizaron con 50 uL. de DMSO (dimetil-sulf6xido). Se midi6 la absorbancia a 570
nm en un lector de microplacas (modelo 550; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA; USA). Los
datos de absorbancia se ajustaron utilizando el paquete Sigmaplot (SPSS, Chicago IL, USA) a la

siguiente ecuacidn de una curva sigmoide:

Y=Yo+ Lb (Ecuacibén 1)
(2

1+ —
Do

donde Y es la absorbancia, Yo es la absorbancia minima (concentracion celular viable minima
detectada, 100% de respuesta), a es la absorbancia maxima (0% de respuesta), D es la dilucion,
D, es la dilucion a la cual la respuesta fue del 50% (1/TCLDso), y b es la pendiente. Por medio de
la ecuacion 3 se calcul6 la dosis letal media del cultivo (TCLD5,/mL), donde V es el volumen de
la dilucion viral afiadida a cada pozo. La TCLD;,/mL se utilizo para calcular la dosis de infeccion
media (TCID;o/mL) tal como se muestra en la ecuacion 4; a partir de este parametro se

determino el titulo viral segiin se muestra en la ecuacion 5.

TCLD,,/mL = b (Ecuacion 2)
D)V

logTCID,, / mL = 0.912(logTCLD, / mL) +1.674 (Ecuacion 3)

UFP =TCID, / mL *0.69 (Ecuacion 4)

Analisis de expresion de proteinas

Cuantificacion de proteina en microplaca por el método de Bradford

Para cuantificar proteina total en sobrenadante y pellet se colocaron 150 yL de muestra en cajas
de 96 pozos, a las muestras se agregaron 6 YL de Triton X-100 al 0.5% y 50 WL de reactivo
Bradford (Bio-Rad). Las muestras se incubaron durante 5 min y se midi6 la absorbancia a 570
nm en un lector de microplacas (modelo 550; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA; USA). Se
prepar6 una curva estandar utilizando una solucion de albtimina bovina de concentracion

conocida en un rango de 8 a 80 pg/mL.
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Expresion de proteina verde fluorescente (GFP)

La expresion de GFP se evalu6 utilizando un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS55. Se excit6 a
una longitud de onda de 480 nm y se midié fluorescencia a 550 nm empleando un slit de
excitacion y emision de 2.5 nm. Las muestras se diluyeron en PBS de manera tal que todas

tuvieran la misma concentracion en unidades de densidad 6ptica por mL (DO/mL).

Expresion de proteinas

Las muestras se centrifugaron a 630 xg durante 15 min para separar pellet y sobrenadante. El
sobrenadante se almacend a -20°C hasta su analisis. El pellet se resuspendi6 en 100 6 200 pL de
buffer de lisis (50 mM Tris pH 7.5, 5 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 5 U DNAsa I y 5 U RNAsa A por
millon de células), y se incub6 a temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente se realizaron
3 ciclos de congelado y descongelado para lisar las células. Este procedimiento consistié en
congelar las células sumergiéndolas en una solucién de etanol-hielo seco para posteriormente
descongelarlas en bafio de agua a 37°C. Finalmente, la suspension celular se centrifugd a 630 xg
durante 15 min a 4°C, se colecto el sobrenadante y se filtré utilizando una membrana de 0.45

pum. El extracto obtenido de este proceso se almacen6 a -20 °C hasta su analisis.

Se mezclaron 20 6 10 ug de proteina total con buffer de carga 4X (1 mL 0.5 mM Tris pH 6.8, 1.6
mL SDS al 10%, 200 pL azul de bromofenol al 0.2% p/v, 800 uL glicerol y 400 uL B-
mercaptoetanol). Las muestras se hirvieron 10 min y se corrieron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 8 6 10% usando buffer Tris-glicina (24.8 mM Tris, 0.192 M glicina, 2 mM
EDTA, 0.1% SDS, pH 8.8). Posteriormente se realiz6 la transferencia de proteinas a membranas
de nitrocelulosa (Millipore, USA) en sistema hiimedo a corriente constante de 250 mA durante 1
h usando buffer de glicina (192 mM glicina, 25 mM Tris, 20% v/v etanol). Después, las
membranas se incubaron 2 h en solucion de bloqueo (PBS-Tween 20 al 0.1%, con leche
descremada al 5%). Se llevo a cabo 1 lavado de 20 min y 3 lavados de 5 min con buffer PBS-
Tween 20 al 0.1% (PBST). Las membranas se incubaron 4 h con anticuerpos monoclonales de
origen comercial para proteinas VP (B1 y A69, no. cat. 61058 y 61057 respectivamente) o Rep
(Mab259.5, no. cat. 61071) provistos por PROGEN Biotechnik (Alemania), preparados a una
dilucion 1:1000 en PBST. Se lavaron las membranas tal como ya se describid. Se incubd por 2 h
con anticuerpo anti-IgG de ratéon marcado con peroxidasa (Kirkegaard & Perry Laboratories, no.
cat. 074-1806) preparado a una diluciéon 1:2500 en PBST. Las membranas se lavaron tal como se

ya se describi6 para finalmente revelar con carbazol (4.9 mL de carbazol a 8 mg/mL, 12 mL de
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buffer de acetatos 0.05 M pHs5, 30 uL de peroxido de hidrégeno al 30%) o con reactivos

quimioluminiscentes (Amersham Pharmacia Biotech).

Las imagenes digitales de las membranas se analizaron utilizando los paquetes NIH Image
1.61/Fat o ImageJ 1.36b para cuantificar la cantidad relativa de cada proteina mediante
densitometria de las peliculas de Western blot.

Anticuerpos monoclonales

Las caracteristicas de los anticuerpos monoclonales utilizados en Western blots para identificar

proteinas y cipsides de VAA-2 se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2. Anticuerpos monoclonales murinos contra proteinas y particulas de VAA-2.

Proteina que

Anticuerpo Region de unién Forma que reconoce
reconoce
259.5

. Rep78, Rep68, . . .
(Wistuba et al., 1995; No determinada Nativa y desnaturalizada

. Rep52 y Repq0
Wistuba et al., 1997)

Bl . .

. aay726 — aa733 del extremo carboxilo Nativa no ensamblada y

(Wistuba et al., 1995; VP1, VP2 y VP3 ) ] .
comin a las 3 proteinas. desnaturalizada

Wistuba et al., 1997) (Wobus et al., 2000)

A69 aa169 — aa184 de VP1y VP2; y (en .
. . Nativa no ensamblada y
(Wistuba et al., 1995; VP1y VP2 mucho menor intensidad) aa123 — .
) desnaturalizada
Wistuba et al., 1997) aa136 de VP1 (Wobus et al., 2000)
aa271 — aa280, aa369 — aa378 .
A20 o Ensamblada. Capsides con
. (principalmente), aa533 — aa542, .
(Wistuba et al., 1995; . las 3 VP, y ademas capsides
) VP1, VP2 y VP3 aa566 — aas57s5, todas ellas son regiones ]
Wistuba et al., 1997; con sblo VP2 y VP3
. comunes a VP1, VP2 y VP3 .
Grimm et al., 1999) (Wistuba et al., 1997)

(Wobus et al., 2000)

Preparacion de curvas estandar para proteinas VP

En un gel desnaturalizante de poliacrialamida al 8% se cargaron volimenes determinados de
preparaciones de VAA-2 obtenidas en infecciones de células High Five™ con BacCap. La
integridad de estas preparaciones se observd utilizando tincién con Coomassie, y se selecciond
una de ellas como estandar de capsides de VAA-2. La imagen del gel se digitaliz6 para realizar el

analisis densitométrico de todas las bandas presentes en la muestra elegida como estandar,

21



donde se consider6 como valor de unidades densitométricas (UD) al producto de la intensidad
de cada banda por su area. A partir de este analisis se calcul6 la cantidad en ug de cada proteina

VP usando la siguiente relacion:

X e de cada VP = pL estandar * conc. (ug/ uL) * UD de la banda correspondiente a cada VP
He Sumatoria de las UD de todas las bandas presentes en el estandar

Los umoles de VP1, VP2 y VP3 en el estandar se obtuvieron al dividir los ug obtenidos para cada
VP entre su respectivo peso molecular. Conociendo estos valores se pudieron determinar los

umoles de cada VP presentes en diferentes volimenes del estandar.

En otro gel desnaturalizante de poliacrilamida al 8%, se cargaron diferentes volimenes del
mismo estandar de VAA-2. La proteina se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa y se llevaron
a cabo inmunoblots utilizando los anticuerpos B1 y A69 de manera independiente para obtener
curvas estandar de concentracidon para las diferentes proteinas VP con cada anticuerpo. Se
determinaron los umol de cada VP en los diferentes volimenes empleados, y las UD de cada VP
con cada anticuerpo a partir de las imagenes digitales de las membranas. Utilizando estos datos
se realizaron graficas de UD contra umol de VP para cada anticuerpo. Las ecuaciones obtenidas
para cada proteina con cada anticuerpo se presentan en las tablas 6 y 7 de la seccién Resultados

y Discusion.
Analisis densitométrico de peliculas de Western blot

Con el objeto de correlacionar los datos obtenidos en diferentes membranas con muestras
problema incubadas con el mismo anticuerpo se prepar6 un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 8% donde se corrié la muestra con el valor maximo de UD de cada “membrana
problema” junto con un estandar de proteina VP de concentraciéon conocida. Las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa que se incub6 con el mismo anticuerpo utilizado
durante el primer andlisis densitométrico. Se dividieron las UD del estindar de VP en la
“membrana de maximos” entre las UD del mismo estandar en la curva de calibracion incubada
con el respectivo anticuerpo para obtener un cociente con el cual normalizar las UD del resto de
las muestras. Al dividir las UD de las muestras en la “membrana de maximos” entre este
cociente se obtuvieron valores de UD normalizados respecto a la curva estandar.
Posteriormente, el valor de UD maximo de cada membrana problema se dividi6 entre su

respectivo valor de UD normalizado en la “membrana de méximos”. Este nuevo cociente,

22



exclusivo para cada membrana problema, se utiliz6 para dividir los valores de UD del resto de
las muestras en la membrana para obtener también valores de UD normalizados con respecto a
la curva estandar. Con estos valores se calcul6 la cantidad de pmoles de VP utilizando las

ecuaciones obtenidas de las curvas realizadas para cada anticuerpo.

Purificacion de capsides de VAA por ultra-centrifugacion

Se cosecharon cultivos infectados con viabilidad menor de 30% y se separé el sobrenadante del
pellet por centrifugacion. El pellet se resuspendi6 en 10 mL de buffer de lisis y se proces6 como
se indica en la seccion Expresion de proteinas. El extracto de pellet se filtro usando membrana
de poro de 1.2 wum (Millipore, USA) para posteriormente concentrarse, al igual que los
sobrenadantes, utilizando centricones con membrana de 30 KDa (Millipore, USA). Se
transfirieron los concentrados de extracto de pellet o sobrenadante a tubos de ultra-centrifuga
(Beckman, U. K.) y se adicion6 CsCl hasta alcanzar una concentracion de 0.39 g/mL. El volumen
final se ajust6 a 4.5 mL con buffer TNC (1.58 g/L Tris-HCI, 8.18 g/L NaCl, pH 7.5). Se centrifugb
a 35000 rpm durante 18 h utilizando un rotor sw50.1 (Beckman, U.K.). Se colectaron las bandas
y se determin6 su densidad midiendo su indice de refraccién. La pureza e integridad de las
particulas se analiz6 por medio de electroforesis desnaturalizante con tincion de Coomassie, y

microscopia electrénica utilizando tincién negativa.

Cuantificacion de capsides de VAA empleando cromatografia de exclusion

en gel

Se utiliz6 un equipo de HPLC marca Waters™ (Milford, MA, USA) con los siguientes
componentes: sistema de bombas Waters™ 626, controlador Waters™ 600S, detector de
florescencia Waters™ 2475 (Aexe 280 nm, Aem 380 nm), detector de arreglo de diodos Waters™
(Aexc 280 nm). Se emple6 buffer 10 mM de Na.HPO, pH 8, operando a un flujo de 0.9 mL/min a
37°C, y las columnas de permeacion en gel Waters™ Ultrahydrogel 2000 y Waters™
Ultrahydrogel 500 en serie (Waters™, Milford, USA). Ambas columnas poseen dimensiones de
7.8 mm de didmetro x 300 mm de longitud, y tamafos de poro de 200 y 50 nm respectivamente.
Para proteger a ambas columnas se utilizd6 una precolumna Ultrahydrogel de 6 mm de didmetro

x 40 mm de longitud. Como fase mévil se emple6 un buffer de fosfatos 10 mM pH 8.0
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Determinacion del tamaro de particula

Para determinar el tamafio de particula con base en los tiempos de elusion de las distintas
fracciones colectadas se utilizaron las ecuaciones derivadas de la curva de calibracion
desarrollada por Fabian-Macedo (2007) (figura 6), quien emple6 el mismo sistema

cromatografico y fase movil utilizados en este trabajo.

Curvas de calibracién para columnas Ultrahydrogel 2000-500

Fluoroesfera de 24
nm de didm.

B Tiroglobulina Ecuacion 2:

RH=-0.389*t + 10.86
R2=0.986

BSA J

e

4 4 RH=-1.877 *t+42.99

Ecuacion 1:

Radio Hidrodinadmico (RH) en nm
»

R2=0.967 (]
Ovalbimina \
27 EGFP
Tripsinégeno ~ Lisozima
0 ! T T
16 18 20 20 24

Tiempo (t) de Elusién en minutos

Figura 6. Curvas de calibracion para determinaciéon de radios hidrodinamicos utilizando el sistema de
columnas Ultrahydrogel 2000 y Ultrahydrogel 500 en serie con precolumna, usando buffer de fosfatos 10
mM a pH 8 (tomada de Fabidn-Macedo, 2007). La ecuacion 1 se determiné tomando en cuenta los puntos
en verde de la curva, la ecuacion 2 se determiné considerando los puntos de la curva sehalados en naranja.

Calculo de rendimientos de particulas ensambladas

Para cuantificar cipsides de VAA se determindé en los cromatogramas obtenidos para cada
muestra el area bajo la curva correspondiente a la fraccion de interés (FI). Al dividir el area de FI
entre el area total obtuvimos la fracciéon que representa la proteina ensamblada con respecto a la
total inyectada. La concentracion de proteina inyectada (CPI) se calculdé al dividir la
concentracion de proteina total de cada muestra entre el volumen de muestra tomado y el
volumen al cual se diluy6 la muestra. Posteriormente se dividi6 la CPI entre la fraccion de
proteina que representa FI con respecto a la total inyectada para obtener pg de proteina
ensamblada por mL (PE/mL). Adicionalmente, se calcularon los pg de proteina VP total

inyectados para cada muestra. Para ello tomamos, para cada muestra, las concentraciones de
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VP1, VP2 y VP3 determinadas en la cinética de producciéon VP’s. La proteina VP inyectada por

mL (VP iny/mL) result6 de la suma de las concentraciones, en ug/mlL, de las 3 proteinas VP.

Para obtener los rendimientos de ensamblaje simplemente dividimos PE/mL entre VP iny/mL,
el cociente obtenido se multiplic6 por 100 para representar los valores en porcentaje. Para

obtener las capsides de VAA por mL de muestra se realizo el siguiente céalculo:

CdpsidesVAA _XpgdePE ~ 1Da  ImolVAA _ 6.023x 107 capsides
mL mL 1x10 °pug 3.98x10 ° Da 1 mol VAA

Cuantificacion de ADN residual

Para cuantificar la cantidad de ADN presente en las fracciones recolectadas a partir de HPLC de
exclusion en gel se utiliz6 el kit Quant-it™ PicoGreen® (Molecular Probes™, Invitrogen) usando
la metodologia descrita en el manual de Quant-it™ PicoGreen® dsDNA reagent and kits

(Invitrogen, MP07581) que se describe a continuacion:

Se prepar6 una solucion stock de ADN de concentracion conocida usando estandar ADN A,
posteriormente se realizaron soluciones seriales utilizando buffer TE. Se prepar6 ademas una
solucion de trabajo del colorante PicoGreen® diluyéndolo 200 veces en buffer TE 1X, el volumen
preparado fue considerando 1 mL de colorante por muestra. Esta solucién de trabajo se mantuvo
protegida de la luz todo el tiempo. La reaccion se llevo a cabo mezclando voliimenes iguales de
muestra y colorante, se dejo incubar en obscuridad por 2-5 min. Se midi6é fluorescencia en un
espectrofluorimetro Perkin Elmer LS55 utilizando una longitud de onda de exitacion de 480 nm
y de emision de 520 nm, usando un slit de excitacion de 5 nm y un slit de emision de 4 nm. La
ganancia del espectrofluorimetro se ajusté utilizando una reaccién con 1 pg/mL de ADN
estandar. Se construyé una curva estandar graficando concentraciéon de ADN en muestras
estandar contra fluorescencia. Usando la ecuacion obtenida a partir de esta curva se calcul6 la

concentracion de ADN presente en muestras problema.

Microscopia electronica de transmision de particulas virales con tincién

negativa

Se colocaron 5 pL de muestra de virus en una rejilla de cobre de 300 mesh cubierta con formvar

y vaporizada al carb6n. Se dejo secar la muestra por 5 min a temperatura ambiente. La rejilla se
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lavd con tres gotas independientes de agua destilada filtrada con membrana de 0.45 pm. La
rejilla se coloco 1 6 2 minutos sobre una gota de acetato de uranilo, posteriormente se removio el
exceso de acetato de uranilo con un papel filtro. La rejilla se lavd como ya se describi6. Por

ultimo, se dejo secar la rejilla y se observo en microscopio electrénico (EM-900 Zeiss) a 80 KV.

Estudio de produccion de proteinas Rep y vVAA utilizando diferentes stocks

virales de BacRep

Para producir vVAA se inocularon células Sfg en medio SF-900 II a una concentracion inicial de
1x10° cél/mL. Cuando se alcanzé una concentracion celular de 2x10° cél/mL se infecté con
BacRep, BacCap y BacGFP a MDI de 5 UFP/cél de cada baculovirus. Los stocks virales de
BacCap y BacGFP corresponden al pase 3, mientras que para BacRep se utilizaron 3 diferentes
stocks correspondientes a los pases 2, 3 y 4, todos ellos generados en el laboratorio del Dr.
Amine Kamen (Biotechnology Research Institute, National Research Council, Canada).
Adicionalmente se realizaron infecciones individuales con los 3 diferentes stocks de BacRep en
células Sfg a las condiciones utilizadas durante las coinfecciones. Las células se cosecharon 72
hpi para el analisis de proteinas y de particulas transductoras. En el analisis de Western blot se
utilizd el anticuerpo monoclonal MAB689P (Maine Biotechnology Services) para detectar

proteinas Rep y se revel6 utilizando reactivos quimioluminiscentes.

Evaluacion de la capacidad transductora de los vWAA

Para evaluar la capacidad transductora de las particulas de vVAA se realizdé el ensayo de
transferencia de genes tal como fue reportado por Aucoin et al. (2006), mismo que se detalla a

continuacion:

Se tom6 1 mL de los cultivos de células Sfg coinfectados con BacCap, BacRep y BacGFP, y se
llevaron a cabo 3 ciclos de congelado y descongelado. Los lisados celulares se incubaron a 60°C
por 15 min para inactivar los baculovirus. Posteriormente se realizaron diluciones seriales de los
en medio HSFM. Con estas diluciones se infectaron células HEK293 EBNA previamente
infectadas con adenovirus silvestre (ATCC nimero VR-1516) a MDI de 50 UFP/cél. Las
infecciones se realizaron en placas de cultivo de 12 pozos con 0.5x10°¢ células por pozo. Las
placas se incubaron 24 h a 37°C agitadas a 100 rpm. Las células fueron cosechadas,
resuspendidas en 1 mL de PBS y fijadas con 2% de formaldehido. Las células se analizaron con

un citometro de flujo Coulter EPICS™ XL-MCL (Beckman-Coulter, Miami, FL) equipado con
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laser de argéon (488 nm) de 15 mW. La calibracion del citometro de flujo se llevd a cabo
utilizando fluoroesferas de tamafios estandar (Coulter, Miami, FL). La fluorescencia de la GFP se
detect6 utilizando un filtro dicréico long-pass de 550 nm y un filtro band-pass de 525 nm. En
cada medicion se colect6 un minimo de 10000 eventos. Los datos se colectaron utilizando el
software EXPO™,

Extraccion de ADN de Baculovirus

Se utiliz6 la metodologia reportada en el manual de Bac-N-Blue™ (Invitrogen™. Life

Technologies, Version 2002), misma que se describe a continuacion:

Se transfirieron 0.6 mL de stock viral a un tubo de microcentrifuga y se afiadieron 0.75 mL de
polietilenglicol al 20% en NaCl 1 M a 4°C. Se dejo6 reposar 30 min a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 20817 xg por 10 min a temperatura ambiente. Se descart6 el sobrenadante del
pellet. Se anadieron 100 ul de agua estéril al pellet y 10 uL de proteinasa K (SIGMA) (5-10
mg/mL), posteriormente se incub6 a 50°C por 1 h. Se afiadieron 110 uL de fenol:cloroformo
(1:1), se agitd vigorosamente y se centrifugd a 20817 xg por 5 min a temperatura ambiente. Se
transfirio la fase acuosa a un tubo estéril y se precipité el ADN afiadiendo 2 volimenes de etanol
absoluto. Se incubd a —20°C por al menos 20 min. Se centrifug6 a 20817 xg durante 15 min a
4°C. El pellet obtenido se lavo con etanol al 70%. Finalmente, se resuspendio el pellet en 10 pL

de agua estéril libre de DNAsas y se almacen6 el ADN a —20°C hasta su uso.

Amplificacion de ADN viral

Se amplifico el ADN extraido de los baculovirus BacRep y BacGFP utilizando los oligos
disefiados en este trabajo, los cuales se describen en la seccion de Resultados y Discusion. El
programa utilizado para llevar a cabo la reaccion de PCR se muestra en la tabla 3. Las reacciones
de amplificacion se llevaron a cabo utilizando un termociclador Hybaid modelo PCR Sprint y los
reactivos sefialados en la tabla 4. Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1%
con bromuro de etidio (Et-Br) en buffer TBE (10.8 g Tris, 5.5 g acido bérico, 2 mL EDTA 0.5 M
pH 8.0). En los casos en que fue necesario confirmar la secuencia de los productos de PCR se

llevo a cabo la purificacion de los productos de interés utilizando el kit Wizard (Promega®).
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Tabla 3. Programa para ciclos de reaccién de PCR.

Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
94 2 1
94 1
56 2 30
72 3
72 7 1

Tabla 4. Reactivos para reaccion de PCR.

Reactivo Volumen (uL)
10 mM dNTP’s 1
25 mM MgSO4 4
Buffer 10x Vent DNA polimerasa
Vent DNA polimerasa (2 U/uL) 0.25
DNA viral 5
Oligo Forward (25 uM) 2
Oligo Reverse (25 M) 2
Agua libre de nucleasas 30.75
Volumen Total 50

Construccion de baculovirus recombinantes.

Con el fin de obtener las secuencias de Rep78 y Reps2 para la construccion de nuevos
baculovirus recombinantes que expresen dichas proteinas por separado se utilizo el plasmido
pFBDLSR (Urabe et al., 2002) proporcionado por el Dr. Robert Kotin (NIH, USA) para extraer
los casetes de expresion de Rep78 y Rep52 y posteriormente clonarlos en el plasmido pFastBac1
(Invitrogen™). Debido a que en pFBDLSR cada Rep tiene su propio promotor, se decidié
eliminar el promotor polh del pldsmido pFastBac-1 mediante digestiones con las enzimas de
restriccion SnaB Iy Xba I o con SnaB 1y Sph 1, para producir los plasmidos lineales pFastBac-a
y pFastBac-b respectivamente. pFastBac-a se gener6 para la ligacion con Rep78 y pFastBac-b
para la ligaciéon con Reps2. Para obtener las secuencias de ambas Rep se disefiaron pares de
oligos que sirvieran para extraer la secuencia de cada proteina con su respectivo promotor por
medio de amplificaciones por PCR a partir del plasmido pFBDLSR (figura 7). En el disefio de
dichos oligos, que se representa detalladamente en la figura 7, se incluyeron sitios de restriccion

para las enzimas Xba I y Sph I (para Rep78 y Rep52 respectivamente).
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El tamano de los productos de PCR se verifico en geles de agarosa al 1% con Et-Br. Los
amplicones de tamano aproximado al esperado se enviaron a secuenciar para confirmar la
identidad de la region amplificada. Los amplicones con las secuencias esperadas se sometieron a
reacciones de digestion con enzimas de restriccion para posteriormente ser clonados en el vector
pFastBac1 (Invitrogen™), el cual fue previamente tratado con enzimas de restriccion para

eliminar la region promotora.

’

5 3
Rep78
ep7 SV40 poliA
- . - S
pReps52-R PRep78-F DPReps2-F PRep78-R
‘—q
SV40 poliA
3’ Reps52 5

Figura 7. Diseno de oligos para amplificaciéon de los casetes de expresion de Rep78 y Reps2 a partir del
plasmido pFDLSR (Urabe et al., 2002). Los oligos pRep78-R y pRep52-R se disefiaron sobre la secuencia
del vector pFastBacDual (Invitrogen™), en el cual se encuentran clonadas estas proteinas, y contienen
sitios de restriccion para las enzimas de Xba Iy Sph I respectivamente.

Digestion con enzimas de restriccion
Las reacciones se llevaron a cabo a 37°C durante 12 h. Después de este periodo se llevo a cabo un
calentamiento a 70 °C durante 20 min para inactivar las enzimas de restriccion. Las reacciones se

llevaron a cabo colocando los reactivos que se describen en la tabla 5.

Tabla 5. Reactivos para reaccion de digestion con enzimas de restriccion.

Templado: 250—500 Jg de ADN
Enzima de restriccion: SnaBI:2.5U
Xbal:10U
Spel:5U
Buffer de reaccion 10X: 5 ML
Agua libre de nucleasas: Volumen para completar 50 uL
Ligaciéon de ADN

Se colocaron 50 ng del vector linearizado con 150 ng del inserto en un volumen final de 17 pL.
Esta mezcla se incubé a 45 °C por 5 min. Posteriormente se coloc6 en hielo y se anadieron 1 pL de

T4 DNA ligasa (400 U/ pL) y 2 pL de buffer T4 DNA ligasa 10X. Esta mezcla se incub6 a 16°C
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por 2—3 h. Finalmente, se incub6 durante 10 min a 65°C para inactivar la DNA ligasa. Se

utilizaron 10 pL de esta mezcla para transformar células de E. coli TOP-10 competentes.

Transformacion de células competentes

Se afiadieron 25 ng de ADN a un vial (50 pL) con células E. coli TOP-10. Se incub6 en hielo
durante 20 min. Se llevo a cabo un choque térmico a 42°C por 2 min (sin agitacion).
Posteriormente se incub6 en hielo durante 10 min. Se afadieron 400 YL de medio SOC (2%
triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.05% NaCl, 10 mL KCl 250 mM pH7, 10 mL MgCl2 1M y
10 mL glucosa 2 M esterilizada por filtraciéon) y se incub6 a 37°C durante 1.5 h. Finalmente se
sembraron 50 y 100 UL de células en placas LB + ampicilina (1% triptona, 0.5% extracto de
levadura, 1% NaCl, 1.5% agar, 0.1 mg/mL ampicilina, pH 7.0). Las placas se incubaron a 37°C

durante 10-12 h.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio de la produccién de vectores de virus adeno-asociado se dividié en 3 etapas. En la
primera se analiz6 la produccién de proteina VP en cultivos infectados con BacCap, también se
analizaron los rendimientos de ensamblaje de capsides de VAA. Se discuten ademas los retos
metodologicos abordados durante la cuantificacion de proteina VP total y ensamblada en
capsides de VAA. En la segunda etapa se evalu¢ el efecto de la expresion de proteinas Rep sobre
los rendimientos de produccién de particulas de VAA con capacidad transductora, asi mismo se
evalu6 la expresion de proteinas Rep utilizando stocks virales de diferente ntimero de pase. En la
tercera etapa se propusieron algunas estrategias para mejorar la expresion de proteinas Rep, asi

como para abordar el estudio de produccién de genomas recombinantes para vectores de VAA.

Obtencion de un estandar de VAA-2

Purificacion de capsides de VAA por ultra-centrifugacion

El método tradicional por el cual se lleva a cabo la purificacion de cipsides de VAA es la ultra-
centrifugaciéon utilizando gradientes de CsCl. Este método se basa en la formacion de un
gradiente de densidad () en el seno del liquido y donde las particulas suspendidas en éste
migran a la region del gradiente que posee su misma densidad. El gradiente se forma como
consecuencia de la fuerza centrifuga, alcanzando la mayor densidad en el fondo del recipiente y
la menor en la capa superior del liquido. Debido a esto, la purificaciéon con este método posibilita
la separacion de capsides vacias de VAA (6=1.33 g/cm3) y cépsides con ADN (6=1.37 — 1.40
g/cm3), de las particulas semi-ensambladas y la proteina no ensamblada (Urabe et al., 2002). La
principal desventaja de este método reside en los bajos rendimientos de recuperacion, y en la

disminucién observada en la infectividad de las particulas obtenidas (Auricchio et al., 2001).

Se utilizd este método con el fin de purificar capsides vacias de VAA en cantidad tal que
pudieran ser utilizadas como estandares para la cuantificacion de proteina VP en ensayos
posteriores. Para ello se infectaron células High Five con el baculovirus BacCap a diferentes
MDI. En estas muestras, sometidas a ultra-centrifugaciéon con gradientes de CsCl, se detectaron
bandas de densidad cercana a la reportada para VAA-2. Las bandas mads intensas se observaron
en muestras provenientes de extractos de pellet (figura 8). Se colectaron 2 bandas por muestra,

b1y b2. La densidad de b1 fue de 1.31 g/cms3 mientras la de b2 fue de 1.32 g/cm3, por lo que era



probable encontrar particulas correctamente ensambladas en ambas bandas, lo cual se

corroboré por medio de microscopia electrénica.

|

b1

Figura 8. Bandas obtenidas por gradientes de CsCl a partir de muestras de pellet (a) y sobrenadante (b).

El analisis por SDS-PAGE de las bandas b1 y b2 permitié observar la estequiometria de las
proteinas VP por medio de tincion con Coomassie (figura 9). Pese a que se esperaba observar
solo las 3 bandas correspondientes a VP1, VP2 y VP3 de VAA se observo una gran cantidad de
bandas de peso molecular menor al de VP3 (61KDa), la menor y méas abundante de las proteinas
estructurales de VAA-2. Mediante inmunoblot con el anticuerpo B1, capaz de reconocer a las 3
VP, se confirmé que estas bandas de menor peso molecular (PM) corresponden a fragmentos de
proteinas VP. Esta observacidon coincide con otros reportes en donde los “purificados” de
particulas de VAA muestran contaminacién con grandes cantidades de proteina degradada
(Auricchio et al., 2001; Urabe et al., 2002). Este anélisis también permiti6 observar que la
concentracion de VP3 es menor en bandas de igual densidad recolectadas a partir de muestras
de sobrenadante (muestras 1AsIl, 5AsI y 5As II de la figura 9) que en las obtenidas de pellet.
Esta observacion podria implicar que en la fraccion de sobrenadante se acumulan

principalmente capsides con estequiometria distinta de la reportada.

1AsIT 1BII 5AI1 5AI1 5AsI 5AsII 5BI1 5BII 10AI

98 KDa < VP1

64 KDa _,L < VP2

O e s . e VP

Figura 9. Gel tenido con Coomassie de SDS-PAGE de muestras purificadas por ultra-centrifugacion usando
gradientes de CsCl. En todos los carriles se cargd la misma cantidad de proteina total.
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Con base en la estequiometria observada entre VP1, VP2 y VP3, se eligi6 como estandar de
proteina VP de VAA-2 a la muestra 5BII (figura 9). Esta muestra corresponde a la b2 obtenida a
partir del gradiente usando un extracto de pellet. La relacién molar en este estandar fue de
1:1.4:4.3 para VP1:VP2:VP3. Si bien, por tratarse de capsides se esperaba una relacion similar a
la reportada (1:1:10), es probable que la discrepancia sea debida al arrastre de proteina
desensamblada durante la migracion de las particulas en el gradiente. Se observd que el perfil
electroforético de la muestra 5BI es casi idéntico al de la muestra 5BII (figura 9), sin embargo,
no se selecciono la muestra 5BI como estandar debido a que las bandas correspondientes a VP1y
VP2 fueron menos evidentes, lo cual dificultaria su identificacion al utilizar bajas
concentraciones del estandar en las curvas de cuantificacion. Debido a la gran cantidad de
proteina degradada observada en el estaindar de proteina VP se decidi6 confirmar la presencia de

capsides ensambladas utilizando microscopia electrénica.

Los fragmentos de proteina VP degradada presentes en el estandar 5BII, cuantificados por
densitometria, corresponden aproximadamente al 50% de la proteina total colectada en la
banda, lo que indica que al menos el 50% de la proteina se encuentra desensamblada. Este valor
representa un porcentaje de pureza muy bajo, en especial considerando la aplicacion terapetutica
de estas particulas. Por tanto, resulta evidente que para la purificacion de capsides de VAA es
maés conveniente utilizar otros métodos de purificacion tales como la cromatografia de afinidad
(Schnepp y Clark, 2000; Auricchio et al., 2001), la cromatografia de intercambio i6nico o la

cromatografia de permeacion en gel (Smith et al., 2003).

Preparacién de curvas estandar para cuantificacion de proteinas VP

Los estudios existentes sobre produccion de vVAA se han centrado en la produccion de capsides
ensambladas y cdpsides con capacidad transductora. Sin embargo, nunca se ha analizado el
potencial de los sistemas recombinantes en cuanto a la produccion de proteina VP y su
capacidad para ensamblarla en cipsides completas. En este estudio se analiz6 la capacidad del
sistema de células de insecto-baculovirus para producir proteina VP utilizando el baculovirus
BacCap. Con este fin se desarroll6 y estandarizé6 un método de cuantificacion de proteina VP
basado en densitometria de peliculas de Western blot usando el estandar 5BII y los anticuerpos
monoclonales comerciales B1 y A69 (figura 10). Las curvas de cuantificacion se prepararon
considerando que 23.22 ug del estandar 5BII contenian 9.58x105 umoles de VP3, 3.20x10%5
umoles de VP2 y 2.21 x105 umoles de VP1, estos datos se obtuvieron utilizando la relaci6on

matematica descrita en la seccion Preparacion de curvas estandar para proteinas VP.
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Figura 10. Western blot de curva de cuantificacion de proteina VP usando los anticuerpos B1 (a) y A69 (b).
Los carriles indican pg de proteina total en el estandar.

En la figura 10 se observa un patrén de degradacién de proteina VP en el estdndar distinto para
los 2 anticuerpos empleados. B1 posee la misma afinidad para las 3 VP ya que reconoce una
region del extremo C-terminal comtn a VP1, VP2 y VP3, mientras que A69 reconoce una region
comun unicamente para VP1y VP2. La banda de PM intermedio entre VP1y VP2 confirma que
hay degradacion de VP1. La banda de VP2 se observd como una banda doble al utilizar el
anticuerpo A69, en este caso se tomaron en cuenta ambas bandas en la cuantificacién de las UD
por lo que la cuantificacién de esta proteina con A69 podria estar sobre-estimada. La sefial
obtenida para VP2 en los 4 puntos de mayor concentracién de la curva fue mas intensa con A69
que con B1; sin embargo, en los puntos de menor concentracién la sefial fue mas intensa con el
anticuerpo B1. Esto no fue asi para VP1, donde la sefial obtenida fue siempre mayor cuando se
utiliz6 el anticuerpo B1. Dado que fue posible detectar menores concentraciones de proteina VP1
y VP2 con B1 que con A69, utilizamos las ecuaciones obtenidas con B1 para la cuantificaciéon de
estas proteinas. También se puede suponer que la afinidad de B1 por estas proteinas es mayor
que la de A69. A partir de las imagenes mostradas en la figura 10 se obtuvieron las ecuaciones

presentadas en las tablas 6 y 7.
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Tabla 6. Ecuaciones obtenidas a partir de inmunoblot con el anticuerpo B1.

Proteina Eeuacién Rz Intervalo de cuantificaciéon
(umol de VP)
VP3 umol VP3 = (UD -112.70)/ 1.88x10°¢ 0.997 9.58x10-5 — 4.79x10-°
VP3 umol VP3 = (UD - 33.69)/ 2.00x107 0.971 4.79X10-% — 2.39X107
VP2 umol VP2 = (UD - 47.21)/ 4.76x10° 0.998 3.20X105 — 1.60X10°
VP2 umol VP2 = (UD — 28.64)/ 1.37x107 0.912 1.60x10°¢ — 1.60X1077
VP1 umol VP1 = (UD - 27.14)/ 5.52x10° 0.995 2.21X1075 — 1.11X10°°
VP1 umol VP1 = (UD - 12.12)/ 2.12X107 0.999 1.11X10°° — 1.11X107
Tabla 7. Ecuaciones obtenidas a partir de inmunoblot con el anticuerpo A69.
Proteina Ecuacién R Intervalo de cuantificacién
(umol de VP)
VP2 umol VP2 = (UD - 57.7)/ 5.10x10° 0.986 3.20X10°5 — 3.20 X106
VP2 umol VP2 = (UD - 11.3)/ 1.73x107 0.997 3.20 X106— 7.99 X107
VP1 umol VP1 = (UD - 20.4)/ 5.07x10° 0.993 2.21 X105 — 2.21 X106
VP1 umol VP1 = (UD - 9.16)/ 1.04x107 0.964 2.21 X106 — 5.53 X107

En los intervalos de concentracion que se utilizaron en las curvas de cuantificacion la sefial

obtenida para las 3 VP se ajust6 a 2 regiones lineales tanto con B1 (figura 11) como con A69;

ademas, la respuesta obtenida dependi6 de la concentracion de proteina empleada y por tanto

no se consideré una sefal saturada. Para ambos anticuerpos, la mayoria de las muestras

presentaron valores de UD correspondientes a la zona de la curva sefialada en verde.

Este método de cuantificacion resulté6 sumamente practico para cuantificar proteina VP presente

en extractos de pellet y sobrenadante.
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Figura 11. Curvas estandar para VP3 (a), VP2 (b) y VP1 (c¢) obtenidas con el anticuerpo B1.

Microscopia electronica de transmision de particulas de VAA

Para analizar muestras crudas provenientes de cultivos infectados se realizaron varios depositos
de proteina sobre la rejilla con el fin de aumentar la concentraciéon de capsides. Se detectaron
particulas vacias de aproximadamente 25 nm de didmetro (figura 12 a), tamafio reportado para
VAA; sin embargo, result6 sumamente dificil identificar las particulas debido al exceso de
proteina no viral depositada en la superficie de la rejilla, que en la mayoria de los casos interfirio
con la dispersion del haz de electrones afectando la calidad de las imagenes obtenidas. En las
muestras 5BI y 5BII, obtenidas a partir de gradientes de CsCl, se observaron particulas de 25 nm
de didmetro (figura 12 b-f), asi como agregados de particulas. Es notorio que a diferencia de la
muestra de extracto crudo, en las muestras provenientes de gradientes se observan menos
agregados amorfos de proteina en la rejilla. Mediante esta técnica se confirmé que el estandar
seleccionado para cuantificar proteina VP si contiene capsides de VAA, al igual que los extractos

derivados de cultivos infectados con BacCap.

36



Figura 12. Particulas detectadas por microscopia electronica usando tincién negativa. (a) Extracto crudo
de pellet (140 000 X), la flecha senala una particula de VAA. (b) Particulas de VAA, muestra 5B I (140 000
X) (c) Agregado de particulas de VAA, muestra 5B I (140 000X). (d y f) Particulas de VAA, muestra 5B II
(140 000 X). (e) Agregado de particulas de VAA, muestra 5B I (250 000 X).
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Cinética de produccion de proteinas estructurales y capsides de VAA-2

Parametros cinéticos de los cultivos infectados

Se infectaron células High Five™ con el baculovirus BacCap a MDI de 0.1, 1, 5y 10 UFP/cél. El
stock utilizado corresponde al pase 1 generado tal como se describe en Produccion de stocks
virales a partir de placas aisladas. Se tomaron muestras de 1 mL de cada cultivo a las 0, 18 y 24
horas post infeccion (hpi); de ahi en adelante el muestreo se realizo cada 24 horas hasta que la
viabilidad fue menor a 30%, cuando se cosecho el cultivo. Las muestras se trataron tal como se
describe en Mantenimiento de cultivos celulares y cinéticas de produccion de proteinas. El
comportamiento de los cultivos infectados a las diferentes M DI, asi como el de un cultivo control

sin infectar, se muestra en la figura 13.

El cultivo control alcanzé una concentracion celular de 5.5x10° cél/mL y se mantuvo la
viabilidad arriba del 90% hasta las 96 h del cultivo. A las 120 h la viabilidad cay6 drasticamente
hasta un valor de 15%. Se ha observado que la caida de viabilidad de cultivos no infectados, tanto
para la linea High Five™ como Sf9, est4 relacionada con el agotamiento de glutamina en el medio
de cultivo (Maranga et al., 2003; Ortega-Garcia, 2003). En los cultivos infectados se observo un
efecto negativo de la MDI sobre la concentracion celular y la viabilidad (figuras 13 a y b). Todos
los cultivos infectados disminuyeron su viabilidad después de las 24 hpi, siendo méas dréstica
esta disminuciéon conforme se emple6 una MDI mayor. Es de destacar que la infeccion a bajas
MDI con BacCap resulté en una rapida disminucién de la viabilidad celular en comparacion con
el efecto causado por otros baculovirus, tales como BacGFPVP2 y BacVP6 que expresan las
proteinas GFP-VP2 y VP6 de rotavirus respectivamente (Mena, 2004). Este efecto de BacCap
sobre la viabilidad celular también ha sido observado por Aucoin et al., (2006) para diferentes
MDI. Se desconoce si este efecto negativo sobre la viabilidad resulta de un efecto citotoxico de

las proteinas VP, tal como se ha reportado para las proteinas Rep de VAA (Schmidt et al., 2000).

Después de la adicion de virus, las células no infectadas contintian reproduciéndose mientras las
infectadas detienen su crecimiento. La poblacion celular infectada y viable es la responsable de
producir la proteina recombinante. En esta cinética se observo que la viabilidad de todos los
cultivos fue mayor al 90% hasta las 24 hpi, pero a partir de las 48 hpi tanto la viabilidad como la
concentracion celular viable (Xv) disminuyeron considerablemente a MDI de 1, 5 y 10 UFP/cél
mientras que la concentracion celular total se mantuvo practicamente constante. Por tanto se

esperaria que la produccion de proteina después de las 48 hpi fuera muy baja para estas MDI.
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Figura 13. Evolucion de la concentracion celular (a), del porcentaje de viabilidad (b) y de la concentraciéon

celular viable (c) en cultivos infectados con BacCap y en cultivo control. Todos los datos corresponden al

promedio de cultivos por duplicado. Las barras representan la diferencia entre ambos experimentos.
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En la figura 13 c¢ se observa que en los cultivos infectados a MDI de 0.1 y 1 UFP/cél, la Xv se
increment6 casi 250 y 166% respectivamente, durante las primeras 18 hpi. Para el mismo
periodo de tiempo, en los cultivos infectados a 10 y 5 UFP/cél la Xv se increment6 125 y 128%,
respectivamente. Esto indica que a las dos MDI mayores el porcentaje de la poblacién infectada
durante las primeras 18 hpi fue mayor que para las MDI de 1 y 0.1 UFP/cél, tal como se predice

utilizando la distribucién de Poisson.

Proteina total

La proteina total producida en un cultivo no infectado estd conformada tnicamente por la
proteina celular; mientras que en un cultivo infectado ésta se conforma por la proteina celular, la
proteina del baculovirus y la proteina recombinante de interés. En este estudio se analiz6 la
produccion de proteina total tanto en cultivos infectados como no infectados con el objeto de

observar el efecto de la MDI de BacCap sobre la produccién de proteina en células High Five™.

La concentracion de proteina total en el cultivo control aument6 aproximadamente 17 veces con
respecto a la concentracion inicial, mientras que en los cultivos infectados este aumento fue
mucho menor, incrementandose casi 6 veces a MDI de 0.1 UFP/cél, y 4 veces a MDI de 1, 5y 10
UFP/cél (figura 14 a). Puesto que la produccion de proteina depende de la concentracion celular
viable (Xv) es importante sefialar que la Xv del cultivo control lleg6 a ser aproximadamente 3
veces mayor que cuando se infect6 a MDI de 0.1 UFP/cél; por su parte la Xv a MDI de 0.1
UFP/cél, a partir de las 48 hpi, fue aproximadamente 2.5 veces mayor que a MDI de 1 UFP/cél y
4 veces mayor que a MDI de 5 y 10 UFP/cél. En los cultivos infectados la Xv se mantuvo casi
constante por un periodo de tiempo mas prolongado al infectar a MDI de 0.1 UFP/cél, en

comparacion con las otras MDI, prolongando asi el periodo de produccién de proteina.

La concentracion de proteina en pellet fue significativamente mayor en el cultivo control que en
los cultivos infectados (figura 14 b), donde la concentracion menor se obtuvo a la MDI de 10
UFP/cél. Se observod que conforme aumenté la MDI también aument6 la concentraciéon de
proteina en sobrenadante a tiempos tempranos de infeccion (figura 14 c). Esto debido al dafio y
muerte celular provocados por la infecciéon. A partir de las 48 hpi, la proteina de sobrenadante
represento el 70% del total a MDI de 0.1 y 1 UFP/cél, y un 80% en las MDI mayores. En el
cultivo control la proteina en sobrenadante representé un 10 — 20 % del total hasta las 96 h de

cultivo, y se increment6 al 90% después de la caida de la viabilidad celular.
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Figura 14. Concentraciéon de proteina total (a), proteina en pellet (b) y proteina en sobrenadante (c) en

cultivos infectados con BacCap y en cultivo control. Todos los datos corresponden al promedio de cultivos

por duplicado. Las barras representan la diferencia entre ambos experimentos.
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El rendimiento de proteina total en cultivos infectados a MDI de 1, 5y 10 UFP/cél se duplico de
las 24 a las 48 hpi (tabla 8). Este intervalo de tiempo coincide con la caida de viabilidad del
cultivo; sin embargo, el hecho de que la concentracion celular fuera constante en este mismo
periodo indica que el incremento en el rendimiento de proteina se debe al aumento en la sintesis
de proteina por efecto de la infeccion. Al caer Xv a las 48 hpi la produccion de proteina se detuvo
practicamente, esto provocd que el rendimiento no aumentara méas de las 48 a las 60 hpi. En
cultivos infectados a MDI de 0.1 UFP/cél, el rendimiento se duplico de las 24 a las 72 hpi, y se
mantuvo practicamente constante hasta el final del cultivo. Kamen et al. (1995) reportaron
también una duplicacién en los rendimientos de cultivos después de la infeccion. De las 18 a las
24 h, el rendimiento de proteina en el cultivo control fue mayor que el de los cultivos infectados,
pero a partir de las 48 hpi el rendimiento del control fue igual al de los cultivos infectados. De
esto se podria inferir que la maquinaria celular en los cultivos infectados se encontré trabajando
al mismo nivel que la maquinaria de las células sanas en fase exponencial de los cultivos no
infectados, a diferencia de que la maquinaria fue desviada hacia la produccion de proteina de

baculovirus y recombinante en lugar de ser utilizada para la sintesis de proteina celular.

Tabla 8. Rendimiento de proteina total (ug de Proteina total / cél)

TIEMPO ug de Proteina total / cél
CONTROL + MDI 0.1 + MDI 1 + MDI 5 + MDI 10 +

o 6.1E-04 4.5E-05| 3.5E-04 7.6E-06 | 5.0E-04 9.5E-05 | 4.8E-04 5.0E-05 | 6.3E-04 4.9E-05
18 1.3E-03 3.4E-04 | 3.5E-04 3.1E-05 | 5.2E-04 1.4E-06 | 4.8E-04 1.9E-05 | 7.7E-04 2.3E-05
24 9.0E-04 2.0E-05| 6.1E-04 7.4E-05 | 8.1E-04 8.8E-06 | 7.2E-04 2.2E-05 | 6.3E-04 6.8E-06
48 1.1E-03 1.2E-04 | 9.4E-04 1.4E-04 | 1.4E-03 1.9E-04 | 1.5E-03 4.8E-05 | 1.4E-03 4.5E-05
60 1.6E-03 2.5E-04 | 8.3E-04 5.0E-05| 1.2E-03 1.5E-04 | 1.2E-03 6.1E-05 | 1.3E-03 7.9E-05
72 1.3E-03 2.5E-04 | 1.0E-03 2.1E-05 | 9.0E-04 6.0E-05

96 1.4E-03 2.6E-05 | 1.0E-03 6.4E-05
120 2.3E-03 1.1E-04 | 9.6E-04 1.3E-04

Analisis de proteinas estructurales de VAA-2

Se cuantific6 proteina VP con el objeto de estudiar la capacidad de produccion de proteina VP de
células High Five™, asi como para estimar los rendimientos de ensamblaje y conocer si éstos se
ven modificados empleando distintas MDI. Urabe et al. (2002) afirman que en este sistema de
expresion las proteinas VP se producen en una relacion estequiométrica igual a la observada en
capsides de VAA silvestre basdndose en la estequiometria de cipsides purificadas; sin embargo,
otros reportes argumentan que la expresion de las VP difiere de la relacion 1:1:10 (VP1:VP2:VP3)
lo que puede favorecer la producciéon de particulas con estequiometria distinta de la del virus
silvestre (Kohlbrenner et al., 2005). Sin embargo, estos reportes se basan en analisis

densitométricos no cuantitativos de inmunoblots y no cuantifican proteina VP total producida.
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Este es el primer reporte cuantitativo de produccion de proteina VP de VAA-2 tanto para un
sistema recombinante como para sistemas con el virus silvestre. El analisis de proteina VP se
realizd6 como se describe en Andlisis de expresion de proteinas (Materiales y Métodos). Como
controles negativos se utilizaron muestras de cultivos sin infectar para cada tiempo de muestreo,
asi como una muestra de cultivo infectado con BacRep y otra de un cultivo infectado con
BacGFP. Ningun control negativo reaccion6 con B1y A69. Nuevamente se observo degradaciéon
de proteina VP con ambos anticuerpos. Cabe mencionar que durante este estudio no se usaron
inhibidores de proteasas tal como se sugiere utilizar para cultivos con estas células (Martensen y
Justensen, 2000), con el fin de simular cultivos a gran escala, donde el uso de estos inhibidores

se ve limitado por su alto costo. En la figura 15 se muestran algunas de las muestras analizadas.

48 h 60 h

1A 1B 5A 5B 10A 10B CA CB

98KDa —p
VP1

64 KDa —» VP2
VP3

50KDa —»

48 h 60 h
1A 1B 5A 5B 10A 10B CA CB

98 KDa —»
VP1
VP2

64 KDa —p

50KDa —p

Figura 15. Western blot de proteina VP en muestras de extracto de pellet utilizando los anticuerpos Bi(a) y
A69 (b). Marcador de PM: See Blue Plus (Invitrogen). Carriles 2-7: muestras de cultivos infectados
correspondientes a las 48 hpi; el nimero indica la MDI, la letra indica la réplica del experimento. Carriles
8-9: muestras de cultivos control. El gel se dejo correr hasta que la banda de 36 KDa saliera del gel.
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Utilizando las ecuaciones obtenidas en las curvas estandar se calcularon los moles de cada VP a
los diferentes tiempos post-infeccion; al dividir entre el volumen de muestra empleado para el
andlisis se obtuvo la concentracion de cada VP en moles/mL. Para las 3 proteinas VP se observo

que la MDI que produjo mayores rendimientos fue la de 0.1 UFP/cél (figura 16).

Produccién de VP3

La concentracion maxima de proteina VP3 fue de 99.3 + 8.8 ug/mL que equivalen a 1.63 + 0.14
nmoles/mlL, y se alcanzo a las 120 hpi utilizando la MDI de 0.1 UFP/cél. En cultivos infectados a
MDI de 1, 5 y 10 UFP/cél se detectd VP3 en pellet a partir de las 24 hpi, representando un 60%
de la VP3 total a MDI de 1y 5 UFP/cél, y un 20% del total a MDI de 10 UFP/cél. A las 48 hpi la
concentracion total de VP3 se increment6 9, 3 y 12 veces para las MDI de 1, 5 y 10 UFP/cél,
respectivamente con respecto a las 24 hpi. A las 48 hpi la concentracién de VP3 a MDI de 0.1
UFP/cél fue practicamente igual a la concentracion de VP3 a 1 UFP/cél, sin embargo la proteina
de pellet correspondio a casi el 70% a MDI de 0.1y el 50% a MDI de 1 UFP/cél. La concentracion
de VP3 en pellet a MDI de 0.1 UFP/cél se mantuvo casi constante de las 48 a las 96 hpi, después
de este periodo se increment6 2.7 veces (figura 16 a). Se reporta que para otros virus de la
familia Parvoviridae los genes cap codifican anicamente para VP1y VP2, y que VP3 se genera a
partir de la proteolisis de VP2 (Berns, 1990; Berns 1996). Para VAA no existen reportes que
sefialen al proceso de protedlisis de VP1 6 VP2 como fuente de produccion de VP3, no obstante
en este estudio se observé un incremento en la concentracion de VP3 después de las 96 hpi que

coincide con una disminucién de proteina VP2.

En los cultivos infectados a MDI 5 y 10 UFP/cél se detecté VP3 en sobrenadante a partir de las
18 hpi. Esto se puede relacionar con la muerte celular a causa de la infeccion, provocada por el
secuestro de la maquinaria celular por el virus que inhibe casi por completo los procesos
celulares impidiendo que la célula regenere su maquinaria enzimatica y lleve a cabo procesos de
mantenimiento y reparacion celular (Miller, 1996). Esto ocurriria en todas las células infectadas,
independientemente de la MDI, pero el nimero de copias del gen recombinante en una célula
depende del nimero de virus que la infectaron inicialmente, y por tanto se produce mayor o
menor cantidad de proteina recombinante que se libera al medio de cultivo durante la lisis. En
estos cultivos observamos que al aumentar el tiempo de cultivo aument6 considerablemente el

porcentaje de VP3 en sobrenadante para cultivos infectados a MDI de 1, 5 y 10 UFP/cél.
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Figura 16. Produccion total de proteinas VP3 (a), VP2 (b) y VP1 (c). Todos los datos corresponden al
promedio de cultivos por duplicado. Las barras representan la diferencia entre ambos experimentos.
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Es importante senalar que a MDI de 0.1 UFP/cél, a las 120 hpi el 90% de VP3 se detectd en
pellet. Esto coincide con otros trabajos que reportan que practicamente toda la proteina
ensamblada se acumula en la fraccion del pellet (Meghrous et al., 2005; Aucoin et al., 2006),
esto debido a la formaciéon y acumulacién de capsides en el nacleo de la célula (Hunter y
Smulski, 1992; Wistuba et al., 1997). Por tanto se esperaria que VP3 se mantenga intracelular
después de la lisis celular debido a la formaciéon de capsides virales. Usando la MDI de 0.1
UFP/cél se produjo aproximadamente 8 veces mas VP3 que a MDI de 1y 5 UFP/cél; y 4 veces
méas que a MDI de 10 UFP/cél. Esto sugiere que se debiera obtener un mayor rendimiento de
particulas ensambladas a la MDI menor, puesto que VP3 es la proteina mas abundante de la

capside, y por tanto su concentracion podria representar una limitante para el ensamblaje.

Considerando que la expresion de proteina VP se encuentra bajo el control del promotor tardio
polh, el cual se mantiene activo en un periodo de 18-120 hpi, la severa caida de viabilidad a
partir de las 48 hpi en los cultivos infectados a MDI de 5 y 10 UFP/cél resulta en una

disminucién de los rendimientos de proteina que podrian alcanzarse con este promotor.

La proteina VP3 requiere de la coexpresion de las VP de mayor PM para ser transportada al
nucleo ya que carece de la secuencia sefial de transporte nuclear incluida en VP1y VP2 (Hoque et
al., 1999), sin embargo posee la informacion necesaria para el ensamblaje, ain en ausencia de
las otras VP (Hoque et al., 1999; Warrington et al., 2004). Al expresar Gnicamente VP3 en
células de mamifero se ha observado que tiende a formar agregados en el citoplasma (Ruffing et
al., 1992), sin embargo VP3 no se ensambla en capsides cuando es expresada sola o en ausencia
de senales de localizacion nuclear (Ruffing et al., 1992; Hoque et al., 1999). Resultaria de gran
interés observar la interaccién de VP3 con las demds proteinas virales en el SCI-BV para

determinar el sitio de acumulacion de la proteina més abundante de las capsides de VAA.

Produccién de VP2

Una de las funciones de VP2 es transportar a VP3 al ntcleo (Hoque et al., 1999), lugar donde se
forman las capsides; sin embargo se desconoce la concentraciéon a la cual deba encontrarse
presente para favorecer el ensamblaje de VAA en el SCI-BV. Se sabe que la modificacion de
secuencias que permiten el reconocimiento de receptores celulares contenidas en VP2, o incluso
la insercion de péptidos de hasta 30 KDa de longitud (Warrington et al., 2004) ha permitido
modificar el tropismo de las particulas generadas, sin afectar su capacidad de ensamblaje, y

dirigirlas especificamente a distintas células blanco (Grimm et al., 2003).
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La concentracion méaxima de proteina VP2 producida fue de 26.1 + 3.0 yg/mL, que equivalen a
0.35 + 0.04 nmoles/mL, y se alcanzo6 de las 72 a las 96 hpi utilizando la MDI de 0.1 UFP/cél. Se
detect6 VP2 a partir de las 48 hpi en pellet y sobrenadante en cultivos infectados a MDI de 0.1
UFP/cél, mientras que a MDI de 1, 5 y 10 UFP/cél se detect6 a partir de las 24 hpi, tanto en
pellet como en sobrenadante. A MDI de 0.1 UFP/cél la proteina VP2 de pellet constituyo6 cerca
del 40% del total. Sin embargo, para las MDI de 1, 5 y 10 UFP/cél la proteina VP2 de

sobrenadante represent6 cerca del 90%.

A MDI de 0.1 UFP/cél la concentracion de VP2 disminuy6 2.7 veces después de las 96 hpi (figura
16 b). En los Western blots realizados con A69 no se aprecié un incremento en las bandas de
degradacion proteolitica de PM entre 36 y 50 KDa, pero es en este tiempo donde se observé un
aumento en la concentracion de VP3. Es posible que éste se deba en parte a la produccion de
fragmentos de PM cercano a 64 KDa producidos durante la degradacion de VP2. Van Vliet et al.
(2006) reportan que la digestion de proteina VP de VAA-2 con tripsina produce un fragmento de
74 KDa (PM correspondiente a VP2) como producto de la digestion de VP1; y otro de PM
ligeramente menor al de VP3 a partir de la digestion de VP1 y VP2; se producen ademaés tres
fragmentos de aproximadamente 47 KDa, 17.5 KDa y 15 KDa a partir de la digestion de las 3 VP.
En el reporte mencionado sdlo el fragmento de 15 KDa fue reconocido por el anticuerpo Bi1. En
estas cinéticas se observaron multiples bandas de degradacién y no podria descartarse que asi
como se generan fragmentos de PM similar al de VP2 a partir de la digestién de VP1 también se

generen fragmentos de PM similar al de VP3 a partir de la proteolisis de la VP1y VP2.

Produccién de VP1

La concentracion maxima de proteina VP1 producida fue de 34.0 + 1.1 yg/mL, que equivalen a
0.41 + 0.13 nmoles/mL, y se alcanz6é a las 120 hpi utilizando la MDI de 0.1 UFP/cél. La
produccion de VP1 fue menor a MDI de 1 y 5 UFP/cél, mientras que a MDI de 0.1 y 10 UFP/cél
se produjo practicamente la misma cantidad (figura 16 ¢). En cultivos infectados con MDI de 1y
5 UFP/cél se observo VP1 a partir de las 24 hpi, tanto en pellet como en sobrenadante, mientras
que a MDI de 10 UFP/cél se pudo detectar desde las 18 hpi. Esta proteina fue detectada en el
cultivo a MDI de 0.1 UFP/cél a partir de las 48 hpi y la concentracion se mantuvo practicamente
constante hasta las 120 hpi. Al igual que VP2, VP1 se localiz6 principalmente en sobrenadante,

representando cerca del 70-80% del total producido.

La proteina VP1 posee en su extremo amino-terminal un dominio con actividad fosfolipasa A2

(PLA2) el cual es indispensable durante el proceso de trafico del virus a través de la célula
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huésped. Se cree que la actividad PLA2 de VP1 contribuye a que VAA sea liberado del endosoma
para posteriormente iniciar el trafico al interior del nticleo y producir una transduccion eficiente
(Girod et al., 2002; Ding et al., 2005). Si a causa de la protedlisis se afecta el dominio PLA2 de
VP1 antes o después del ensamblaje se obtendran bajos rendimientos de particulas
transductoras sin importar cuales sean los rendimientos de ensamblaje o encapsidacion de

genomas. A lo largo del desarrollo de estas cinéticas se observd degradacion de proteina VP1.

Nuevamente, resulta importante recalcar que estos son los primeros reportes sobre produccion
de proteina VP y que la concentracion observada es mucho mayor que la alcanzada para otras
proteinas tales como GFP-VP2 de rotavirus donde la mayor concentracion alcanzada fue de 1.19

+ 0.04 yg/mL (Mena, 2004).
Relacién estequiométrica de proteinas VP

La relacion estequiométrica para cada MDI se calculé tomando el valor maximo de VP3 total (en
pellet y sobrenadante) y los valores de VP1 y VP2 para ese tiempo. Como se puede observar en la
figura 17, la relacion molar para VP1:VP2:VP3 difiere de la reportada para particulas
ensambladas de VAA-2 (1:1:10) (Rose et al., 1971). En esta seccion se reporta proteina analizada
en condiciones desnaturalizantes, que puede o no estar ensamblada. Desafortunadamente, por
medio de ultra-centrifugaciéon usando gradientes de CsCl, no fue posible obtener cipsides puras

para definir la estequiometria de las mismas.
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Figura 17. Relacion estequiométrica de VP’s a la concentracion méxima total de VP3. MDI 0.1 UFP/mL

(120 hpi), MDI 1, 5 y 10 UFP/mL (60 hpi). Todos los datos corresponden al promedio de cultivos por
duplicado.
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La estequiometria entre las 3 proteinas VP vari6 a las distintas MDI. En este estudio se esperaba
observar una relacion estequiométrica entre VP1, VP2 y VP3 constante a las diferentes MDI
probadas puesto que BacCap contiene en un solo casete de expresion las secuencias codificantes
para las 3 proteinas VP, y que la MDI influyera principalmente en los rendimientos de proteina
VP total y por ende, también de VP ensamblada, tal como ocurre en la producciéon de otras PPV
(Palomares y Ramirez, 2001; Maranga et al., 2003). La estequiometria observada para la MDI de

0.1 UFP/cél (120 hpi) fue la méas cercana a la reportada en la literatura (figura 17).

El hecho de que exista proteina VP2 y VP1 en una proporciéon mayor a la requerida para la
formacion de capsides podria implicar la formacion de otras pseudo-particulas de VAA
conformadas inicamente por la proteina VP2 o por VP1 y VP2 tal como reportan Ruffing et al.
(1992). Es posible que modificaciones en el casete de expresidon del baculovirus BacCap que
disminuyan los niveles de expresion de VP1y VP2 reduzcan la sobrecarga metabdlica y con ello
el dafio celular observado con BacCap. Sin embargo, puesto que VP3 depende de la presencia de
VP1y VP2 para ser transportada al ntcleo celular, lugar donde se lleva a cabo el ensamblaje de
las capsides (Wistuba et al., 1995; Wistuba et al., 1997; Hoque et al., 1999), es posible que en las
células de insecto se requiera también de un exceso de estas proteinas para llevar a cabo el
transporte de VP3 eficientemente. Es por ello que atn resulta necesario realizar ensayos de
inmunodeteccion de las proteinas VP in situ para observar su distribucién intracelular y su

interaccion con el fin de disefiar estrategias que favorezcan su produccién y su ensamblaje.

Cuantificacion de capsides de VAA-2

Inicialmente se considerd la posibilidad de cuantificar capsides ensambladas de VAA-2 mediante
un ensayo de ELISA utilizando el kit comercial de PROGEN Biotechnik. Este kit utiliza el
anticuerpo monoclonal A20; el cual reconoce un epitope presente sb6lo en proteinas VP
ensambladas con o sin material genético incorporado a ellas (Grimm et al., 1999; Wobus et al.,
2000). Wistuba et al. (1997) reportaron que A20 es capaz de reconocer pseudo-particulas de
VP2/VP3 al igual que lo hace con el virus silvestre, pero no es capaz de unirse a proteina VP no
ensamblada. El uso de anticuerpos para cuantificar macroestructuras puede sobre-estimar su
concentracion real debido al reconocimiento de estos anticuerpos por los bloques (polimeros de
proteina) que conforman la macroestructura pero que no necesariamente conforman una
capside completa. Esto se confirm6 a través de inmunoblots de particulas ensambladas usando
A20, donde se identificaron, por reaccion positiva con el anticuerpo, bandas de diferentes

tamafos de particulas (gel no mostrado) y por tanto se optd por no utilizar este método de
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cuantificacion. Otro método reportado para cuantificar capsides de VAA esta basado en la
absorbancia de las particulas a 260 y 280 nm (Sommer et al., 2003); este método es ttil s6lo en
preparaciones de virus de alta pureza (arriba del 99%) donde no existe interferencia en la
absorbancia por presencia de otras proteinas, por lo que no resulta un método factible para el
monitoreo durante procesos. Un tercer método de cuantificaciéon utiliza PCR-cuantitativo para
determinar el nimero de capsides de VAA-2 que contienen material genético (Rohr et al., 2005).
Este método no permite cuantificar el nimero de capsides vacias. Hasta hoy no existen reportes
acerca de un método de cuantificacion que permita diferenciar las capsides completas de VAA
(con o sin material genético) de los polimeros de proteina VP, en muestras sin purificar

obtenidas directamente de procesos, lo cual representa una necesidad evidente.

Recientemente, se han desarrollado métodos de cuantificacion de pseudo-particulas del
antigeno de superficie de Hepatitis B (AsHB) con diametro de 20-27 nm (Fabidn-Macedo,
2007) y pseudo-particulas de rotavirus utilizando HPLC de exclusion en gel (Mena et al., 2005),
donde ha sido posible separar baculovirus de la particula VP2/VP6 de 69 nm de diametro,
ademés de discriminar estas macroestructuras del resto de la proteina de extractos celulares.
Con base en esto consideramos factible implementar un método de cuantificacion de capsides de

VAA usando cromatografia de exclusion en gel.

HPLC de exclusion en gel

La cromatografia de exclusion molecular se basa en la separacion de particulas con base en su
tamafo por una matriz de tamafno de poro definido. Las particulas de tamafo menor al poro de
la matriz penetran en ella y recorren un camino cuya longitud depende de su tamafo. Las

particulas cuyo didmetro excede el tamafo de poro de la matriz son excluidas de la misma.

Primeramente se caracterizo el perfil cromatografico de particulas de VAA-2 de origen comercial
(PROGEN Biotechnik, Alemania) y de las particulas de VAA-2 purificadas mediante ultra-
centrifugacion con gradientes de CsCl, mismas que se utilizaron como estandares de proteina VP
(figura 18). Esta caracterizacion tuvo como objetivo determinar los tiempos de elusiéon de las
particulas de VAA para establecer el intervalo de recoleccion de las fracciones de elusion en las
muestras problema. La sefial de absorbancia en 3 los estandares analizados inici6 a los 12.5 min
y se extiendié hasta los 19.8 min aproximadamente. A tiempos de elusion mayores se
observaron, incluso en el estindar comercial, muchos mas picos que corresponden a particulas

de didmetro menor, proteina desensamblada y degradada.
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Figura 18. Perfil cromatografico de capsides vacias de VAA usando las columnas Ultrahydrogel 2000 y
Ultrahydrogel 500 en serie con pre-columna, usando buffer de fosfatos 10 mM a pH 8. 5B Iy 5B II: bandas
1y 2, respectivamente, colectadas a partir de extractos de pellet sometidos a ultra-centrifugaciéon con
gradientes de CsCl. Comercial: preparaciéon comercial de cipsides de VAA-2 (PROGEN, Biotechnik).

Determinacién de tamatiio de particula

El didmetro de las particulas en las fracciones observadas en los perfiles cromatograficos se
determin6 como se explica en la seccion de Cdlculo de tamaiio de particula. Se analiz6 el perfil
cromatografico de extractos de pellet tanto de cultivos no infectados como infectados con
BacCap a diferentes MDI. En este anélisis se incluyeron particulas purificadas de AsHB como
estandar de tamafo de particula ya que poseen un diametro similar al de VAA-2 (figuras 19 y
20). Todas las muestras de cultivos infectados presentaron el mismo patrén cromatografico,
mientras que en la muestra del cultivo no infectado no se observo sefial de absorbancia en las

fracciones sefialadas en las figuras 19 by 20 b.

La particula de AsHB presenté un pico a los 15.7 min y un hombro con tiempo de elusiéon de
16.3 min que corresponden a particulas de 27 y 24.9 nm respectivamente, con lo cual se
corrobord que el sistema trabajé bajo las mismas condiciones reportadas por Fabidn-Macedo
(2007) y por tanto es valido utilizar la curva de calibracién reportada por él. Para las fracciones
Fo y F1 (figuras 19 b y 20 b) con tiempos de elusion de 13 y 15 min, respectivamente, no fue
posible calcular un tamafio de particula debido a que estos tiempos estan fuera del intervalo de
tiempos de elusion manejados en la curva estandar. Mena et al. (2005) reportan que los
baculovirus eluyen a los 12.3 min, utilizando el mismo sistema de columnas pero diferente fase
movil, por lo que es posible que la Fo corresponda a baculovirus. Para la F2, con tiempo de

elusion de 16.78 min, se obtuvo un didmetro de 23 nm, valor que se encuentra dentro del rango
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reportado para VAA-2 (20-25 nm); para la F3, con tiempo de elusiéon de 18.8 min se calcul6 un
diametro de 15.4 nm que no podria corresponder a VAA-2.
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Figura 19. (a) Perfil cromatografico de absorbancia de muestras de extracto de pellet de cultivos no
infectados, cultivos infectados con BacCap a diferentes MDI, y de particulas purificadas del AsHB usando
las columnas Ultrahydrogel 2000 y Ultrahydrogel 500 en serie con pre-columna, usando buffer de fosfatos
10 mM a pH 8. (b) Ampliacién de figura (a).
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Figura 20. (a) Perfil cromatografico de fluorescencia de muestras de extracto de pellet de cultivos no
infectados, cultivos infectados con BacCap a diferentes MDI, y de particulas purificadas del AsHB usando
las columnas Ultrahydrogel 2000 y Ultrahydrogel 500 en serie con pre-columna, usando buffer de fosfatos
10 mM a pH 8. (b) Ampliacién de figura (a).

De acuerdo al didmetro, se esperaba obtener particulas ensambladas en el intervalo de elusiéon
de F2 (diametro de 23 nm), mientras que a tiempos menores migrarian los agregados de
particulas presentes en muestras concentradas, como las obtenidas a partir de gradiente de CsCl.
Para corroborar la presencia de cipsides de VAA se recolect6 el volumen de elusién de cada una
de las fracciones sefialadas en la figura 19 b. Estas se analizaron por Western blot (figura 21 a)
con los anticuerpos B1 y FastPlax™, Novagen (anti Gp64 de baculovirus). La Fo no se analiz6

puesto que no se observo sefial en todos los cultivos analizados.
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Figura 21. Western blot con anticuerpo B1 de fracciones recolectadas del HPLC de exclusion en gel a partir

de extractos de pellet de cultivos infectados con BacCap a diferentes MDI. Marcador de peso molecular:
See Blue Plus (Invitrogen). Carriles 2-3: muestras correspondientes a las 120 hpi, carriles 4-9: muestras
correspondientes a las 60 hpi, el nimero indica la MDI empleada, la letra indica la réplica del
experimento. Carril 10: control positivo, proteina VP de VAA-2. (a) F2, los 6valos sefialan la regién donde
se observo sefial positiva con el anticuerpo. (b) F3.

Las muestras provenientes de la F1 no reaccionaron con ningin anticuerpo, aunque si lo
hicieron los controles positivos de proteina VP y de baculovirus. Todas las muestras de la F2
reaccionaron positivamente con B1 pero no con FastPlax™, corroborando que esta fraccion
contiene proteina VP de VAA pero no baculovirus. Las bandas observadas en las muestras de
cultivos infectados a MDI de 0.1 UFP/cél tienen un PM aproximado de 60 KDa, peso similar al

de VP3; en el resto de las muestras se observo una banda de PM similar al de aquélla observada
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entre VP2 y VP3 en el control positivo de VAA. Para la F3 se observd una banda intensa de
aproximadamente 60 KDa para una muestra de cultivo infectado a MDI de 0.1 UFP/cél (figura
21 b). Esto confirmo la presencia de proteina VP agregada que eluyd a un tiempo promedio de
16.78 y 18.8 min (con diametros de 23 y 15 nm, respectivamente, de acuerdo a la curva de
calibracion), por lo que puede suponerse la presencia de capsides en la F2 y de capsides
incompletas o intermediarios de éstas en la F3. En ninguna fracciéon analizada se identifico
baculovirus. Se pretendi6é confirmar la presencia de VAA en todos los casos en que se detectd
proteina VP utilizando microscopia electronica, sin embargo no se detectaron cépsides
ensambladas. Esto puede atribuirse al proceso de concentracion de las muestras obtenidas del
HPLC, en las cuales se disminuy6 el contenido de agua hasta 100 veces sin remover las sales de

fosfato, lo cual probablemente desestabilizo las capsides de VAA por la alta fuerza iénica.

Efecto del ADN en los patrones de absorbancia en HPLC

Puesto que los extractos de pellet analizados por HPLC no fueron tratados para eliminar el ADN
celular y/o de baculovirus era probable que las fracciones colectadas estuvieran contaminadas
con material genético de diversas longitudes, producto de la digestion con nucleasas. Ya que se
utilizarian las mediciones de absorbancia en los cromatogramas para calcular la concentracion
de proteina en la F2 y determinar la cantidad de proteina ensamblada en céapsides, resultd
indispensable definir si las fracciones purificadas contenian ADN que pudiera interferir con la
senal de absorbancia a 280 nm. En todas las fracciones colectadas se corrobor6 la presencia de
ADN mediante la técnica descrita en Cuantificacién de ADN residual. Para determinar si el ADN
podria alterar la sefial de absorbancia a 280 nm, se realizaron inyecciones en el cromatbgrafo de
ADN A estandar sin digerir, ADN A estandar digerido con DNAsa A y muestras de extracto de
pellet a las que ademas se anadi6 ADN A estandar digerido con DNAsa A. Los yg de ADN usados
en todas las inyecciones equivalen a los ug de ADN contenidos en la F2 colectada a partir de la
inyeccion de un volumen definido de la muestra de proteina que se usé en este ensayo. El ADN
sin digerir eluyo de los 14.2 a los 16 min (figura 22), mientras que el ADN digerido eluy6 a partir
de los 16.2 min, tiempos a los que eluyeron las fracciones recolectadas en los cultivos infectados
con BacCap. En la muestra con proteina de extracto de pellet con y sin ADN no se observo
diferencia en la absorbancia medida en el intervalo de tiempo en que eluyen las fracciones Fo,
F1, F2 y F3 de los cultivos infectados, por tanto se consider6 que la presencia de ADN no afectd
la cuantificacion de particulas de VAA, considerando los valores de absorbancia a 280 nm en los
cromatogramas. Esto constituye una ventaja metodolégica ya que no es necesario realizar

tratamientos de eliminacion de ADN previos a la cuantificacion de particulas.
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Figura 22. (a) Perfiles cromatograficos de ADN digerido, ADN sin digerir; muestra de extracto de pellet ,y
muestra de extracto de pellet a la cual se ahadi6 ADN digerido usando las columnas Ultrahydrogel 2000 y
Ultrahydrogel 500 en serie con pre-columna, usando buffer de fosfatos 10 mM a pH 8. (b) Ampliacion de
figura 20 a.

El método desarrollado para cuantificar particulas revel6 diferencias en el patréon
cromatografico de muestras infectadas y no infectadas con BacCap. No se observo interferencia
en la sefial de absorbancia a 280 nm a causa de la presencia de ADN en las muestras analizadas.

Ademas permiti6 recuperar las fracciones de interés para la identificacién de proteina VP.

Rendimientos de ensamblaje de proteina VP

Para cuantificar rendimientos de ensamblaje y concentracion de capsides en las muestras
analizadas se realizaron los calculos descritos en Cuantificaciéon de capsides de VAA empleando
cromatografia de exclusion en gel. Los valores de ensamblaje obtenidos para algunas muestras
se presentan en la figura 23, estos variaron aproximadamente entre 2 y 11.5%. Esto indica que la
eficiencia con la que se ensamblaron las proteinas VP fue baja en relacion con la cantidad de
proteina acumulada en pellet. La eficiencia de ensamblaje fue mayor a 10 UFP/cél, y a 0.1
UFP/cél la eficiencia disminuy6 casi 4 veces de las 96 a las 120 hpi. Resulta dificil determinar
qué tan bueno es el ensamblaje en un sistema recombinante cuando no se cuenta con datos de
rendimientos de ensamblaje para el virus silvestre en sus células huésped. Por ello se realiz6 una
comparacion entre la concentracion real de capsides de VAA y la concentracion teoérica que
podria lograrse en el sistema recombinante considerando la cantidad de proteina VP producida.
Para realizar el calculo tedrico se considero la relacion estequiométrica de las proteinas VP en las
muestras de fraccién de pellet, mismas que se muestran en la figura 24. Esta se calculd
dividiendo las concentraciones de cada VP entre la concentracion de VP2 a cada MDI y tiempo
de muestreo. Considerando que la estequiometria reportada para capsides de VAA-2 es de 1:1:10

(VP1:VP2:VP3) se observa que so6lo la muestra marcada con asterisco contiene VP3 en exceso
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para el ensamblaje y donde VP2 es la limitante estequiométrica para el ensamblaje. Por tanto,
para el calculo tedrico de capsides se considerd tinicamente la concentracion de VP3 en pellet,
suponiendo la incorporacion de 50 moléculas de VP3 por cipside (Rose et al., 1971) hasta su
agotamiento total, excepto en la muestra sefialada con asterisco en la figura 23, para la cual se
tomo como limitante la concentracion de VP2 en pellet, y se consider6 la incorporacion de 5

moléculas de VP2 por capside (Rose et al., 1971).
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Figura 23. Rendimientos de ensamblaje de proteina VP con respecto a la proteina VP acumulada en pellet.
En el eje x se indica la MDI, entre paréntesis se indica el tiempo post-infeccion en que se colect6 la
muestra. Todos los datos corresponden al promedio de cultivos por duplicado. Las barras representan la
diferencia entre ambos experimentos.
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Figura 24. Relacién estequiométrica de proteina VP en muestras de pellet. Los datos se muestran como
mol de proteina VP respecto a mol de VP2. El asterisco indica un exceso en la concentracién de VP3 para el
ensamblaje, en este caso la concentracién de VP2 es la limitante. Todos los datos corresponden al
promedio de cultivos por duplicado. Las barras representan la diferencia entre ambos experimentos.

Las concentraciones teoéricas de cipsides hacen referencia a las concentraciones maximas
posibles en este sistema segin la estequiometria entre las proteinas VP obtenida. Las

concentraciones reales alcanzadas son un orden de magnitud menores que las teoricas (figura
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25). Esto podria deberse a un ineficiente transporte de VP’s al nudcleo, que podria hacerse

evidente mediante inmunodeteccion in situ y microscopia electronica.
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Figura 25. Capsides/mL producidas en cultivos infectados con BacCap. En el eje x se indica la MDI, entre
paréntesis se indica el tiempo post-infeccidon en que se colectd la muestra. Los datos en verde corresponden
al promedio de cultivos por duplicado. Las barras representan la diferencia entre ambos experimentos.

Tanto el calculo real como el tedrico presentaron la misma tendencia cuando se consider6 a VP3
como limitante para el ensamblaje, por lo que la concentracion de VP3 parece ser determinante
en este proceso (Redemann et al., 1989). S6lo a MDI de 0.1 UFP/cél (120 hpi) la concentracion
de VP3 no fue limitante, en esta muestra se observo6 incluso una disminucién de casi el 50% en
los rendimientos de proteina ensamblada con respecto a las 96 hpi, atin cuando el rendimiento
tedrico calculado considerando a VP2 como limitante era muy similar. Al cuantificar capsides en
la fraccion de sobrenadante a las 120 hpi se obtuvo una concentracion de particulas 10 veces
menor a la encontrada en pellet, la cual no es equivalente a la disminucién en la concentracion
observada en el pellet. Esta caida en el ntimero de cipsides puede deberse a efectos de
degradacion por actividad proteolitica en las células, por lo que el tiempo de cosecha debera ser

un factor importante a considerar durante la producciéon de vVAA.

Las maximas concentraciones de capsides se obtuvieron al infectar a 0.1 y 10 UFP/cél, mientras
que la méas baja se alcanzo6 a 5 UFP/cél, donde se obtuvo la menor concentracion de VP3. Por ello
la MDI 6ptima para la produccion de capsides vacias de VAA fue de 0.1 UFP/cél, ya que se
requiri6 infectar con menos baculovirus para alcanzar los mismos rendimientos que a altas MDI.
Esto podria no ser tan factible para la sintesis de capsides con material genético puesto que una
MDI de 0.1 UFP/cél implica que una fracciéon baja de la poblacién sera infectada al inicio de la
infeccion, reduciendo asi la probabilidad de coinfeccion con los baculovirus que expresan los

demas componentes de VAA desde el inicio del cultivo. Si bien casi el total de la poblacién
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resultara infectada a tiempos post-infeccion mas avanzados a causa de una infecciéon secundaria,
es posible que la produccion de los componentes de VAA no se lleve a cabo con una secuencia
temporal que favorezca la produccién de PT de vVAA. Sin embargo, esto debera confirmarse

realizando coinfecciones a bajas MDI y evaluando los rendimientos de PT.

Con los resultados obtenidos en esta seccion se observé que BacCap tiene un impacto severo
sobre la viabilidad de los cultivos ain a MDI bajas. La concentracion maxima de cada VP asi
como los rendimientos mas altos de proteina ensamblada se obtuvieron a MDI de 0.1 UFP/cél.
El método desarrollado para cuantificar proteina VP total mostr6é que existe una gran cantidad
de proteina viral degradada, la cual se desconoce con certeza si podria formar parte de capsides
ensambladas. Para descartar o confirmar si los fragmentos de proteina VP pueden ensamblarse,
podrian analizarse fracciones recuperadas por HPLC de exclusion en gel (con las condiciones
reportadas en este trabajo) provenientes de muestras concentradas de capsides purificadas para
observar el patron electroforético de las protreinas de la capside con diferentes anticuerpos.
Ademés, el método de cuantificaciéon de capsides desarrollado en este trabajo facilitara los
estudios posteriores de producciéon de particulas transductoras y de PPV de VAA con aplicacion

distinta a la terapia génica.

Estudio de produccion de proteinas Rep y vVAA utilizando diferentes stocks

virales de BacRep

Los datos presentados en esta seccion fueron reportados por Aucoin et al. (2006), con quien se

trabajo en colaboracion durante la realizacion de estos experimentos.

Expresion de proteinas Rep a partir de stocks de BacRep de diferente niimero de pase

Las proteinas Rep juegan un papel indispensable durante la replicacion (Ni et al., 1994; Ward et
al., 1994) y el empaquetamiento (King et al., 2001) del ADN viral en cipsides de VAA. Por este
motivo se decidi6 determinar si los niveles de expresion de estas proteinas podrian verse
influidos por el stock viral utilizado para su produccion. Con este fin se realizaron infecciones
con el baculovirus BacRep utilizando stocks de diferente nimero de pase para analizar la

cantidad relativa de proteina Rep producida con cada stock.

Se observo que la expresion de Rep52 disminuyd conforme aument6 el nimero de pase del stock

viral (figura 26). Analizando la concentracion relativa de las proteinas por densitometria de las
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peliculas de Western blot y considerando como 100% de nivel de expresion durante la infeccion
con el pase 2 (P2), se observo una caida del 19% en la expresion de Rep52 al infectar con el pase
3 (P3) y del 66% al infectar con el pase 4 (P4). No se evalud la expresion de Rep78 ya que no fue

posible observar la banda correspondiente a su peso molecular.

P4 P3 P2
-.
— __--.-! «—— Reps2

Figura 26. Western blot de muestras de extracto de pellet en infecciones individuales con stocks de BacRep
de diferente namero de pase.

En coinfecciones con los baculovirus BacGFP y BacCap se observ6 también una disminucion en
la expresion de Reps2 al aumentar el nimero de pase de BacRep (figura 27). Analizando la
concentracion relativa de esta proteina, tal como se hizo para las infecciones individuales, se
calcul6 una disminuciéon del 35.6% en la expresion infectando con el P3, y del 39.8% infectando
con el P4. En el cultivo control no infectado (NI), el anticuerpo reaccioné con proteinas celulares
dando un patron distinto al obtenido en las muestras de cultivos infectados. La reacciéon
inespecifica con el cultivo control puede deberse a la alta concentracién de proteina colocada en
el carril. Esto debido a que se colocé el mismo volumen de muestra en todos los carriles y en el
cultivo control se alcanzé una concentracion celular mayor que en los cultivos infectados y la

concentracion de proteina fue més alta.
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Figura 277. Western blot de extractos de pellet en coinfecciones con BacGFP (P3), BacCap (P3) y BacRep de
diferente niimero de pase. Los nimeros de pase sefialados corresponden a BacRep. NI: No infectado. Se
coloc6 el mismo volumen de muestra en todos los carriles.
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Durante la replicacion del baculovirus pueden llevarse a cabo procesos de recombinacion que
den como resultado deleciones en la secuencia codificante de alguna proteina. Cuando las
deleciones en el genoma tienen como resultado la pérdida de la capacidad infectiva del
baculovirus se producen los llamados virus defectuosos (VD) dentro del stock viral. Se ha
observado que en stocks de baculovirus recombinantes derivados de AcMNPV, tales como
BacRep, es muy comin que se produzcan virus defectuosos al infectar a MDI altas (Miller 1996),
por tanto es posible disminuir la proliferacién de estos virus utilizando bajas MDI durante la
amplificacion de los stocks. La region que codifica para la poliedrina esta comprendida en la
region que se pierde en algunos virus defectuosos denominados mutantes FP (Few Polyhedra
mutants), es por ello que la acumulacion de estos virus ademaés de interferir con la replicacion
viral, provoca una disminucién en los rendimientos de proteina recombinante (Wickham et al.,
1991; O’ Reilly et al., 1994; Piljman et al., 2001). Otras deleciones pueden dar como resultado
unicamente la pérdida de la secuencia codificante para la proteina recombinante, sin afectar la

capacidad infectiva del baculovirus.

En estos experimentos se utilizo la misma MDI para los 3 stocks de BacRep, tanto en infecciones
individuales como en coinfecciones con BacCap y BacGFP, sin embargo, con estos resultados no
fue posible definir si la diferencia observada en la expresion de Reps52 era debida a la
acumulacion de VD en el stock viral o a pérdidas especificas en la secuencia de esta proteina

durante el proceso de amplificacion de los stocks de BacRep.

No se realizé un analisis comparativo entre los niveles de expresion de Reps2 en infecciones
individuales y en coinfecciones, pero es posible que la expresion disminuya durante las
coinfecciones puesto que la maquinaria celular estara enfocada ademas a la produccién de

proteina VP y GFP.

Produccion de vVAA utilizando stocks de BacRep de diferente niimero de pase

A partir de las coinfecciones con los 3 baculovirus se produjeron vectores completos de VAA-2.
Puesto que se observaron diferencias en las concentraciones relativas de Rep52 con diferentes
stocks de BacRep se decidi6 evaluar el efecto de estas concentraciones relativas sobre los

rendimientos de particulas transductoras (PT).

Se observo que la produccién de PT presentd una tendencia similar a la observada en la

produccién de Reps2 durante las coinfecciones. Considerando como 100% al ntimero de PT
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producidas con el P2 se calcul6 que la producciéon disminuy6 un 54% al infectar con el P3, y un

80% al infectar con el P4 (figura 28).
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Figura 28. Expresion de Rep52 y produccion de particulas transductoras de vVAA a partir de coinfecciones
con BacFGP (P3) y BacCap (P3), utilizando stocks de BacRep de diferente nimero de pase. Los datos
corresponden al promedio de cultivos por duplicado. Las barras representan la diferencia entre ambos
experimentos.

Li et al., (1997) reportaron que la sobre-expresion de los genes Rep ocasiona una disminucion en
los niveles de produccion de vVAA, donde el efecto principal de la sobre-expresion de proteinas
Rep fue una disminucién en los niveles de expresion de los productos derivados del promotor
p40 de VAA, es decir, una disminucion en la produccion de proteina VP y, por tanto, de capsides
virales. En el SCI-VB los promotores utilizados para la expresion de las proteinas de VAA son
distintos de los empleados por el virus silvestre, por tanto, no deberia existir este efecto de
represion en la expresion de VP’s a causa de una sobre-expresion de proteinas Rep; por el
contrario, utilizando este sistema se ha observado que al disminuir la expresién de Reps2 se
produce una caida en el nimero de particulas transductoras (figura 28) y viceversa (Aucoin et
al., 2006; Meghrous et al., 2005). Estos resultados implican que la manipulacion de la
concentracion de las proteinas Rep por medio de la MDI puede influir en los rendimientos de
particulas transductoras. Por tanto resulta necesario un estudio méas extenso acerca del efecto de
la concentracién de estas proteinas sobre los procesos de replicacion y encapsidacién de
genomas recombinantes durante la produccion de vVAA en células de insecto para desarrollar

estrategias racionales a fin de mejorar los rendimientos de particulas transductoras.

En el sistema de expresién utilizado en este trabajo Rep78 es la responsable de la liberacién de

los genomas recombinantes de VAA a partir del genoma del baculovirus en BacGFP. El no contar
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con informaciéon sobre los niveles de expresion de esta proteina, asi como del nimero de
genomas recombinantes libres en este sistema imposibilita conocer si el proceso de liberacion y

replicacion de los genomas fue una limitante para la produccién de particulas transductoras.

Amplificacion de stocks y calculo de titulo viral

La amplificacion de los stocks virales debe llevarse a cabo a MDI por debajo de 0.1 UFP/cél con
el fin de evitar la proliferacion de virus defectuosos (VD) (O’ Reilly et al., 1994). Para que un VD
pueda replicarse en la célula es necesaria la coinfeccion con virus que no han perdido su
capacidad para replicarse. La probabilidad de que una célula sea infectada por méas de un virus
disminuye empleando bajas MDI (Palomares et al., 2002), por tanto, como ya se mencion6, una

estrategia para evitar la replicacion de VD en los stocks virales es el uso de MDI bajas.

Los stocks virales con que se trabajo inicialmente fueron proporcionados por el Dr. Kamen y
corresponden al P3 de los baculovirus BacGFP, BacCap y BacRep. A partir de estos baculovirus
se generaron los stocks del P4 usando una MDI de 0.1 UFP/cél para BacGFP y BacRep, y una
MDI de 0.01 UFP/cél para BacCap. Los titulos virales calculados para estos stocks se muestran

en la tabla 9.

Tabla 9. Titulos virales obtenidos usando el método desarrollado por Mena et al. (2003)

Baculovirus P3 (UFP/mL) P4 (UFP/mL)
BacGFP 1.64x10% + 0.20 x10° 4.59X10° + 0.20 X10°
BacRep 1.89x10° £0.13 X10° 4.24x10% + 0.08 x10°
BacCap 7.21X104 + 0.56 X104 1.39X107 + 0.09 X107

Los titulos virales de los stocks de BacRep y BacGFP casi se duplicaron después de la
amplificaciéon, sin embargo el titulo de BacCap aumenté 3 érdenes de magnitud al ser
amplificado. Durante la amplificaciéon de baculovirus es comtn obtener titulos del orden de 108 a
109 UFP/mL (Tsai et al., 2007). Los titulos obtenidos después de la amplificacién sugirieron que
la presencia de VD en los stocks P3 de todos los baculovirus podria estar afectando la
amplificacion de los baculovirus, lo que a su vez afectaria la expresion de las proteinas
recombinantes (O Reilly et al., 1994). Por esta razén se llevo a cabo un aislamiento en placa para
seleccionar placas virales que fueran buenas productoras de proteina recombinante para iniciar
nuevos stocks virales reduciendo la contaminacion con virus defectuosos. Se analizaron 4 placas
virales para BacGFP y BacRep, y 5 placas virales para BacCap. El anélisis de la expresion de

proteina recombinante en las placas de cada baculovirus se describe a continuacion.
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Expresion de GFP

BacGFP posee el gen de GFP flanqueado por las ITR de VAA-2. Las ITR son regiones
palindromicas susceptibles de recombinacién homologa, proceso que se lleva a cabo entre
secuencias homologas de ADN (Lewin, 1997) y puede ocurrir durante la replicacion del genoma
del baculovirus. La recombinacién homoéloga puede resultar en la pérdida del casete de
expresion contenido entre las ITR. Kohlbrenner et al. (2005) reportan una disminucién en el
numero de genomas libres de vWAA-2 conforme aumenta el nimero de pase de BacGFP. Esta
disminucién provocé una caida de casi un orden de magnitud en el rendimiento de PT cuando se
utilizaron los stocks virales del P2 y P5. Este efecto puede ser consecuencia de la acumulacion,
en los stocks virales, de baculovirus que han perdido la secuencia del genoma recombinante de
VAA-2 por procesos de recombinacidén, lo cual representa una problematica inherente de este
sistema que repercute negativamente en la produccion de vectores de VAA, y que no puede ser

reducido manipulando la MDI durante la amplificacion.

Para reducir la acumulacién de VD, asi como de virus que hayan perdido la secuencia del
genoma recombinante, se decidi6 amplificar el stock viral de BacGFP a partir de una placa
aislada que fuera buena productora de GFP. Para ello se analizaron pellets celulares recuperados
de infecciones con distintas placas aisladas de BacGFP. Los resultados se muestran en la tabla 10
como unidades relativas de fluorescencia (URF). Con base en estos resultados se eligio a la placa
2 (p2) para reamplificar el stock viral de BacGFP. Si bien el baculovirus aislado de la placa 5 (p5)
produjo mas URF que el aislado de la p2 se eligi6 ésta tiltima por provenir de una dilucién viral

mayor, donde las placas estaban mejor delimitadas, tal como se observa en la figura 29.

Tabla 10. Analisis de expresion de GFP en diferentes placas virales.

Placa Dilucién en ensayo en placa URF
Blanco Sin infectar -
1 105 13.33
2 105 44.05
4 104 0.91
5 103 46.11

63



Figura 29. Células Sfg infectadas con BacGFP observadas en microscopio de epifluorescencia. a) dilucion
1073y b) dilucion 10-5. Amplificacién 10X.

En este ensayo se consider6 que la expresion de GFP seria proporcional al nimero de copias del
genoma recombinante de VAA-2 presente en la placa viral. El que la placa seleccionada fuera
buena productora de GFP se interpreté como un indicador de que el nimero de baculovirus
aislados a partir de esa placa y que perdieron la secuencia del genoma recombinante de VAA-2
fue menor que para las otras placas. Cabe mencionar que los stocks virales de BacGFP deberan
ser amplificados constantemente utilizando esta metodologia debido a la considerable
disminucién en los rendimientos de PT al utilizar stocks de nimero de pase mayor a 3

(Kohlbrenner et al., 2005).

Expresion de proteinas VP

Se utiliz6 el anticuerpo B1 para detectar expresion de proteinas de la capside. De los virus
aislados de 5 placas, se detect6 expresion de VP en las placas 4 y 5, siendo la altima la mejor
productora y, por tanto la seleccionada para amplificar el stock viral (figura 30). Es muy
probable que en las placas virales donde no se detect6 expresion de proteina VP existiera un
gran porcentaje de virus defectuosos del tipo FP (Few Polyhedra mutants) en los que se pierde la
region que codifica para la poliedrina. La acumulacién de estos virus ademas de interferir con la
replicaciéon viral, provoca una disminuciéon en los rendimientos de proteina recombinante
(Wickham et al., 1991; O’ Reilly et al., 1994; Piljman et al., 2001). Se ha observado que estos VD
llegan a producir altos titulos virales, capaces de producir una infeccién secundaria en
coinfeccidon con virus intactos (O Reilly et al., 1994). Si el ntimero de virus defectuosos que
infecta una célula es mayor al de virus intactos se obtendra una clara sobreproduccion de los
primeros en comparacion con los segundos, y a pesar de observar muerte celular a causa de la

infeccion viral los niveles de expresion de proteina recombinante serdn muy bajos. Es probable
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que la cantidad de muestra analizada, o que la sensibilidad del ensayo no haya bastado para

detectar bajos niveles de expresion de proteina VP.

En la figura 30 se observa que las bandas correspondientes a VP1, VP2 y VP3 coinciden con el
peso molecular reportado (marcador de PM: BenchMark™ Ladder, Invitrogen™. Las bandas del

marcador de PM indicadas con lapiz en la membrana no se aprecian en la imagen digital).

NI p1 p2 p3 p4 D5

Figura 30. Western blot para detectar expresion de proteinas VP en placas de BacCap usando el anticuerpo
B1, marcador de peso molecular BenchMark™ Ladder (Invitrogen™). NI: no infectado.

Analizando las peliculas de Western blot por densitometria se calcul6 una relacién 1:1.14:6.4
entre VP1:VP2:VP3. Resulta interesante observar que la estequiometria de las proteinas VP
producidas en células Sfg en este experimento fue distinta a la observada durante la produccion
de proteina VP en células High Five™. Esto puede deberse a diferencias en la maquinaria de
expresion de proteinas o a la actividad proteolitica de las células, que se ha reportado es mayor
para la linea celular High Five™ (Martensen y Justensen, 2000). La amplificacion del nuevo

stock se realiz6 siguiendo la metodologia utilizada para amplificar el stock de BacGFP.

Expresion de proteinas Rep

Para detectar las proteinas expresadas por BacRep se utiliz6 el anticuerpo monoclonal 259.5 que
reconoce a todas las proteinas Rep de VAA-2. Nuevamente se observé reconocimiento
inespecifico del anticuerpo por el control negativo (células sin infectar). Las infecciones con los
baculovirus aislados de las 4 placas estudiadas dieron como resultado un patrén de bandas muy
similar al control negativo, excepto que en la infecciéon con baculovirus aislados de la p4
observamos 2 bandas muy tenues de peso molecular cercano a los 70 y 60 KDa que no se

observan en el resto de las muestras (figura 31). Estas bandas podrian ser Rep 78 y Rep 52. Sin
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embargo la reaccidon inespecifica del anticuerpo con el control sin infectar hace que este
resultado no sea confiable. En este caso no fue posible elegir una placa viral para amplificar el
stock de BacRep, puesto que no fue posible identificar con certeza la produccién de proteinas

Rep en las placas analizadas.

C p1 p2 p3 P4

<«—— 70KDa
<+«—— 60 KDa

Figura 31. Western blot para deteccién de proteinas Rep con el anticuerpo monoclonal 259.5. C: control no
infectado, p#: placa #.

Tal como ocurre para BacGFP, en BacRep la pérdida de expresion de la proteina recombinante
puede tener dos origenes: 1) la acumulacion de virus defectuosos, y 2) la pérdida de las
secuencias de Rep78 y Reps2 por procesos de recombinacion homoéloga. En BacRep las
secuencias que codifican para estas proteinas se encuentran insertadas en posicion head-to-
head, de modo que al ser secuencias idénticas que so6lo difieren en la longitud del fragmento
forman un palindrome casi perfecto. Por ello es probable que durante la replicacion viral,
ademaés de producirse virus defectuosos, se lleven a cabo procesos de recombinaciéon homéloga
en esta secuencia palindromica, lo que daria como consecuencia una pérdida gradual de los
genes rep en los stocks virales conforme aumenta el nimero de pase, atiin cuando no se pierdan
otras secuencias que afecten la capacidad infectiva del virus. En este trabajo se observo
disminucién en la expresiéon de Rep52 conforme aument6 el nimero de pase del stock viral
(seccion Estudio de produccion de proteinas Rep y vVAA utilizando diferentes stocks virales de

BacRep), sin embargo no se determino la causa de esta disminucion.

Durante la realizacion de este estudio, Kohlbrenner et al. (2005) publicaron un reporte donde
hacen mencion de la disminucién de la expresion de ambas Rep conforme aumenta el nimero
de pase de BacRep, utilizando el mismo sistema de expresion que nosotros. Una soluciéon que
propusieron para este problema fue construir, a partir de los casetes de expresion contenidos en
BacRep, 2 nuevos baculovirus para expresar independientemente Rep78 y Reps2. Con esta

modificacion observaron que después de amplificar los stocks virales la expresion de ambas

66



proteinas se mantuvo practicamente constante al menos hasta el pase 5, por lo que se puede
suponer que la disminucién de los niveles de expresion de estas proteinas se debia
principalmente al proceso de recombinacién de las secuencias Rep y no a la acumulacion de

virus defectuosos.

Construccion de nuevos baculovirus para la expresion de Rep52 y Rep78

Con base en los resultados presentados en este trabajo y en los reportados por Kohlbrenner et al.
(2005) se consider6 inconveniente continuar con los estudios de produccion de proteinas Rep,
asi como de replicaciéon y amplificacion de genomas recombinantes durante la produccion de PT
de VAA utilizando BacRep como vector para la expresion de Rep78 y Rep52. Por ello se decidi
descartar el stock de BacRep para producir nuevos baculovirus y utilizar una construcciéon
diferente con el fin de expresar Rep78 y Rep52 de manera independiente. La estrategia disefiada
para tal fin se describe en Materiales y Métodos. Los oligos disefiados para la amplificacion de

los casetes de expresion de Rep78 y Rep52 se describen en la tabla 11.

Tabla 11. Oligos disenados para amplificar el casete de expresion de Rep78 y Rep52 a partir de pFBDLSR.

Nombre Secuencia Tm, °C
pRep52-F 5"GGT GAG CGG ATA TGA GCCCG 3~ 57
pRep52-R 5"CGG TAC CGC ATG CTATGC ATC 3~ 57
pRep78-F 5" TTG CGA GAT GTT TAT CAT TTA ATT ATC 3° 54
pRep78-R 5"GCA GGC TCT AGA TTC GAA AGC 3 59

Utilizando los oligos pRep78-F y pRep78-R se obtuvieron productos de amplificacion de
aproximadamente 2500 bp (figura 32), que corresponden al tamafio esperado para el casete de
expresion de Rep78. Para los oligos pRep52-F y pRep52-R se esperaba un producto de PCR de
aproximadamente 1500 bp, sin embargo se obtuvieron diversos productos de longitud menor.
Los productos obtenidos con ambos pares de oligos se purificaron para verificar las secuencias y
evaluar la necesidad de modificar las condiciones de amplificaciéon para obtener productos de

mayor longitud con los oligos pRep52 Fy R.
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Figura 32. Productos de amplificacién a partir del plasmido pFBDLSR. Carriles 1 y 6: marcadores de peso
molecular. Carriles 3 y 4: Productos de PCR obtenidos con los oligos pRep78-F y R.

La secuencia de los amplicones con pRep78-F y R tuvieron un 97% de identidad con la cadena
antisentido del genoma de VAA-2 (bases 1487-2154) utilizando el oligo pRep78-R, y un 98% de
identidad con la cadena sentido (bases 992-1291) utilizando el oligo pRep78-F. La region del
genoma de VAA identificada codifica para la proteina Rep78, con lo que se confirmé que el
amplicon correspondia al casete de expresion de Rep78 en pFBDLSR. Sin embargo, las
secuencias de los productos obtenidos con pReps52-F y R no correspondieron a la region
esperada por lo que se consider6 que estos oligos no resultaron apropiados para el fin que

fueron disefiados.

Con el objeto de amplificar el producto de PCR obtenido para Rep78 y confirmar el resto de la
secuencia, se digiri6 el amplicon con la enzima de restriccion Xba Iy se lig6 al vector linearizado
pFastBac-b para producir el vector pFastBac-Rep78. Se transformaron células E. coli TOP10 y el
ADN plasmidico aislado se envi6 a secuenciar con los oligos pRep78-F y R, sin embargo no fue
posible obtener las secuencias; por lo que la construccién de los baculovirus para la expresion de

Rep78 y Reps2 quedo inconclusa en este trabajo.

Diseiio de oligos para amplificacion de ADN viral

Oligos para amplificacion de genes Rep78 y Rep52

Debido a que se requiere construir nuevos baculovirus recombinantes para la expresion de
Rep78 y Rep52 serd necesario corroborar la presencia del casete de expresion de cada proteina

en el genoma de estos nuevos baculovirus, que si bien se puede llevar a cabo con inmunoblots
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evaluando la expresion de proteina, la amplificacion de las secuencias codificantes utilizando la
técnica de PCR representa una alternativa rapida y practica. Con este fin se disefiaron oligos
para amplificar la regién que codifica para cada una de las proteinas Rep en el baculovirus
BacRep utilizando el software Gene Fisher. De igual manera se diseié un par de oligos para
amplificar el gen que codifica para el inhibidor apoptotico p35 de AcCMNPV que se utiliz6 como

control positivo en la amplificacién de ADN viral. Estos oligos se describen en la tabla 12.

Tabla 12. Oligos para amplificacién de secuencias de proteinas Rep.

Oligo Secuencia Tm °C
Reps2 -Forward 5' GCA GCC AACTTG CAA CTG3' 56.9
Reps2- Reverse | 5' GTT CAA AGA TGC AGT CAT CC3' 54.9
Rep78-Forward 5 ACG CAG CTT AGC ACA AACG3' 59
Rep78- Reverse 5' CCA AAT CCA CATTGA CCAGATC3' 58.4
p35-Forward 5' CCG GTA GAA ATC GAC GTGTC 3' 58.6
P35- Reverse 5'TTG CCC CAG CTCGATTCT G 3' 59.6

Oligos para amplificacion del gen de GFP

En BacGFP, el gen de la proteina verde fluorescente se encuentra flanqueado por las ITR's de
VAA-2. Para que el casete de expresion de GFP flanqueado por estas ITR's se empaquete en las
capsides de VAA debera encontrarse como ADN libre, es decir, no integrado al genoma del
baculovirus. En trabajos anteriores donde se ha utilizado este sistema no se ha hecho distincion
entre la forma libre y la integrada al baculovirus al momento de cuantificar "genomas de vVAA"
producidos (Urabe et al., 2002; Meghrous et al., 2005; Aucoin et al., 2006), de modo que se
puede estar sobre-estimando la cantidad de "genomas de VVAA" disponibles para su

empaquetamiento.

En este trabajo deseamos sentar las bases para discriminar entre los "genomas de VAA" libres y
los que se encuentran integrados a BacGFP utilizando la técnica de PCR cuantitativo. Con este
fin, utilizando el software Primer3 Output, se disefié un par de oligos para la amplificacion de un
fragmento de 100 bases del gen que codifica para GFP, que podran ser usados mediante PCR
cuantitativo para cuantificar el nimero de copias totales del casete de GFP producidas durante
la infecciéon con BacGFP. De igual manera se disefiaron oligos para la amplificacion de un
fragmento de la misma longitud del gen de AcMNPV que codifica para el inhibidor apopto6tico
p35. Este gen se podra ser utilizado como indicador del nimero de genomas de baculovirus. Las

caracteristicas de estos oligos se enlistan en la tabla 13.
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Tabla 13. Oligos para amplificacion de GFP y p35 por PCR cuantitativo

Oligo Secuencia Tm °C
GFP Rt -Forward | 5' GGG CAC AAG CTG GAGTACA 3' 60
GFP Rt- Reverse 5' ATG TTG TGG CGG ATG TTG AAG 3' 62
p35 Rt-Forward 5'TTG ATG GCC AAC AAT TTG AAC TC3' 63
P35 Rt- Reverse 5' GTT TTT CGA CGC TTC GTT GTAA 3' 62

Durante la produccion de vVAA el genoma recombinante debe ser escindido del genoma del
baculovirus por la accién endonucleasa de Rep78. Una vez liberado, la replicacion del genoma
recombinante puede ser independiente de la del genoma del baculovirus. Por tanto la diferencia
en el nimero de copias de las secuencias codificantes para GFP y p35 permitira estimar si,
durante la infecciéon con BacGFP, el casete de expresion flanqueado por las ITR's se encuentra o
no en forma libre para ser encapsidado en particulas de VAA y en qué concentraciéon. Esta
informacion permitira desarrollar estrategias para incrementar los rendimientos de particulas

tansductoras de vVAA-2.

Amplificacion de ADN viral

Se probaron todos los oligos disenados a excepcion del par p35-RT. La reaccion de PCR se llevo
a cabo utilizando ADN purificado de BacRep y BacGFP. Se obtuvieron productos de

amplificacion para todos los oligos probados (tabla 14 y figura 33).

Tabla 14. Productos de PCR a partir de ADN purificado de baculovirus.

Oligos Tamafio amplicén (bp) Tamaiio esperado (bp)
p35-FyR 750 730
Reps52-FyR 1500 1440
Rep78-Fy R 1200 y 400 2100
GFPRt-FyR 100 100
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Figura 33. Productos de PCR de amplificaciones a partir de ADN viral. 1) Marcador peso molecular, 2) Gen
p35 (BacRep), 3) Gen Rep52, 4) Gen Rep78, 5) Gen p35 (BacGFP), 6) Gen GFP.

Para todos los pares de oligos, con excepcion de los oligos Rep78, se obtuvieron productos de
PCR de longitud similar a la esperada. Es posible que esto se deba a que las condiciones de
reaccion utilizadas no favorecieron la amplificacion del fragmento de 2100 bp, por lo que resulta
necesario trabajar mas sobre las condiciones de amplificacién para mejorar la calidad del

producto de PCR con estos oligos.

Los amplicones generados con los oligos Rep52 y Rep78 se enviaron a secuenciar para
corroborar la identidad de los fragmentos. Las secuencias obtenidas se analizaron en el servidor
del BLAST. La secuencia obtenida con el oligo Rep52-F tuvo un 99% de identidad (nucle6tido
195 al 305) con la secuencia reportada para el promotor polh de AcMNPV (nucleétido 179 al 307
del gen de poliedrina), y un 98% de identidad (nucle6tido 396 al 638) con la secuencia que
codifica para Rep52 y Rep78 de VAA (nucleétido 992 al 1291 del genoma de VAA). De la
secuencia obtenida con el oligo Rep52-R se observo un 97% de complementariedad (nucle6tido
3 al 674) con la secuencia que codifica para las proteinas Rep52 y Rep78 de VAA (nuclebtido
1487 al 2154 del genoma de VAA). Con estos resultados se corrobor6 la secuencia del casete de
expresion de Rep5s2, por lo que se determind que los oligos Rep52 resultaran ttiles en el analisis

del casete de expresion de la proteina Rep52 cuando se construya el nuevo baculovirus.

Al analizar la secuencia obtenida con el oligo Rep78-Reverse se encontr6 un 95% de
complementariedad con la secuencia que codifica para las proteinas Rep78 (nucledtido 4 al 724)
y Rep52 de VAA (nuclebtido 1428 al 2137 del genoma de VAA). Con esta corta secuencia, que es
comun para ambas proteinas Rep, no fue posible confirmar la secuencia del casete de expresiéon
de Rep78, por lo que deberan probarse otras condiciones de amplificacién antes de utilizar estos

oligos en la confirmacion de la secuencia de Rep78 cuando se construya el nuevo baculovirus.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se presentan las primeras cuantificaciones de proteina VP. El método
desarrollado para cuantificar proteina VP, por medio de densitometria de peliculas de Western
blot, permiti6 la identificacion y cuantificacion de proteina VP sin necesidad de emplear etapas
previas de purificacion de la muestra problema. El Gnico requerimiento de este método es la
produccion de un estindar de proteina VP cuya pureza determinara en gran medida la

confiabilidad de las mediciones en las muestras problema.

Las mayores concentraciones de proteina VP, asi como los mejores rendimientos de particulas
ensambladas se obtuvieron a la MDI de 0.1 UFP/cél. Resulta necesario evaluar si a esta MDI se
producen mejores rendimientos de PT que a MDI mayores durante coinfecciones con
baculovirus que expresen proteinas Rep y genomas recombinantes. Sin embargo, los resultados
obtenidos en este estudio pueden ser aplicados a la produccion de particulas con aplicacion

distinta a la produccion de vectores virales, como podria ser la nanobiotecnologia.

Se observo que el 50% de las proteinas estructurales de VAA, con respecto al total producido, se
acumul6 en sobrenadante. Sin embargo, al emplear la centrifugacion de gradientes de CsCl para
purificar particulas de VAA se observaron bandas maés intensas en las muestras provenientes de
pellet, lo que implica que la proteina VP localizada en sobrenadante es liberada principalmente
en forma desensamblada. Esto podria tener implicaciones en lo que respecta al transporte y la
acumulacion de proteinas VP en el nacleo, lugar donde se ensamblan en particulas, de lo cual no

se tiene conocimiento en el SCI-BV.

BacCap produjo un efecto severo sobre la viabilidad de los cultivos infectados a las distintas MDI
empleadas. La disminuciéon de Xv a tiempos tan tempranos de infeccién como 48 hpi puede
reducir el potencial de expresion alcanzado con el promotor polh, que puede mantener altos
niveles de expresion hasta las 120 hpi. Se desconoce si este efecto negativo es por algtin efecto
citotoxico de las proteinas VP de VAA, tal como se ha reportado para las proteinas Rep, o si es un

efecto provocado por la alta concentracion de proteina recombinante expresada.

La relacidon estequiométrica a la que se produjeron las proteinas estructurales VP1:VP2:VP3
vari6 con las diferentes MDI utilizadas. Esta estequiometria puede estar afectada también por la
degradacion de proteina VP observada en las muestras, por lo que deberid analizarse la
estequiometria de VPs en cultivos donde se empleen inhibidores de proteasas para observar si

ésta cambia o permanece constante.
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En este trabajo se reporta por primera vez un método de cuantificacién de particulas de vVAA
utilizando HPLC de exclusiéon en gel, que podria ser aplicado para la cuantificaciéon tanto de
particulas completas como de capsides vacias. Con este método se detectd proteina VP de VAA
proveniente de muestras infectadas con BacCap en fracciones con tiempos de migracion
correspondientes a 15 y 23 nm de didmetro. Este tltimo coincide con el didmetro reportado para
VAA, y con el observado mediante microscopia electréonica en las muestras infectadas con
BacCap. La presencia de ADN en extractos de proteina crudos no interfiri6 con la absorbancia a
280 nm medida; por lo que con este método no resultara necesario eliminar el ADN en etapas
previas a la cuantificacion, lo que podria constituir una gran ventaja para aplicar este método de
cuantificacion en linea durante la producciéon de vVAA. Sin embargo, es necesario ain descartar
la presencia de proteina ajena a VAA en la fraccion considerada para la cuantificaciéon que podria
realizarse mediante un analisis electroforético, para lo cual sera necesario recuperar una gran

cantidad de proteina.

Los rendimientos de capsides de VAA cuantificados por HPLC estuvo en el orden de 1o-
particulas/mL para todas las MDI utilizadas. La eficiencia de ensamblaje fue del 2-11.5% y fue
mayor a la MDI de 10 UFP/cél. Los rendimientos de proteina ensamblada no presentaron una
tendencia relacionada con la MDI utilizada, pero se observaron cambios a diferentes tiempos
post-infeccién para una misma MDI, por lo que el tiempo de cosecha de las particulas deber4 ser

un parametro importante a considerar durante la produccion de vVAA.

Se observo una disminucion en el nivel de expresion de Rep52 conforme aument6 el nimero de
pase de BacRep tanto para infecciones individuales como para coinfecciones con BacCap y
BacGFP. Mediante anilisis de expresion en placas aisladas se confirmé que la pérdida de
expresion en BacRep no se debia a la acumulacién de VD sino a pérdida especifica de la
secuencia de las proteinas Rep, por lo cual serd necesario construir nuevos baculovirus para la

expresion de estas proteinas.

Durante las coinfecciones se observo que la disminucion en la expresion de Reps2 afecta
negativamente a la produccion de vVAA con capacidad transductora, por tanto la manipulacion
de la concentracion de esta proteina representa una alternativa para incrementar los
rendimientos de PT. Durante estos experimentos no fue posible obtener informacion respecto a
la expresion de Rep78 y otros elementos, tales como genomas recombinantes no asociados a
baculovirus y genomas encapsidados, lo que imposibilita conocer qué etapa del proceso de

formacion del vVAA limit6 la produccion de PT.
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A partir de los oligos disefiados para amplificar la region que codifica para Rep78 en el vector
pFBDLSR se obtuvo un producto de amplificacion de tamafio similar al esperado, cuya secuencia
parcial corresponde a la de la proteina Rep78 de VAA-2. Esta secuencia se clond en el vector
pFastBac pero no fue posible confirmar la secuencia completa del casete de expresiéon. Una vez
confirmada la secuencia en el vector sera posible llevar a cabo la recombinacién con el bacmido

mediante el sistema Bac-to-Bac para producir el baculovirus recombinante.
Este trabajo constituye el primer reporte cuantitativo de produccién y ensamblaje de proteina

VP. Durante la realizacién del mismo se obtuvo ademas informacion que serd util para el

desarrollo de estudios posteriores de produccion de PT de vVAA-2.
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PERSPECTIVAS

Aun resulta indispensable obtener informacion sobre el comportamiento cinético de producciéon
de las proteinas Rep52 y Rep78 en el SCI-BV a fin de proponer estrategias de coinfeccion para
los estudios de replicacion y encapsidacion de genomas recombinantes de VAA-2, para lo cual
sera necesario generar nuevos baculovirus que expresen Rep78 y Rep52 de forma independiente

y cuya construccion sea estable.

Con base en las observaciones obtenidas en este estudio sobre el efecto de la expresion de Reps2
en los rendimientos de particulas transductoras de vVAA-2 resulta evidente la necesidad de
generar conocimiento sobre el efecto de la concentracion de Rep78 en la replicacion de genomas
recombinantes de VAA-2; asi como el efecto de las concentraciones de Rep78 y Reps2 en el
proceso de encapsidacion de genomas durante la produccion de particulas transductoras de
vVAA. Con esta informacion podran proponerse estrategias para incrementar la produccion de
vVAA-2.

No existe informacién sobre la localizacién de proteinas Rep, VP y genomas recombinantes
durante su expresion individual o simultanea en células de insecto. La deteccion in situ de estos
elementos permitira conocer su sitio de sintesis y acumulacién en células de insecto a lo largo del
ciclo de replicacion del baculovirus; y lo que resulta ain mas interesante, permitira conocer
cdémo interaccionan los distintos componentes en el SCI-BV y si resulta viable manipular el

tiempo en que se inicia la produccion de cada componente para favorecer su interaccion.

También resulta necesario caracterizar la composiciéon de las capsides obtenidas a partir de
infecciones con diferentes MDI de BacCap. Por tanto sera necesario estudiar la estequiometria
de las capsides de VAA-2 generadas a las distintas MDI y determinar si la estequiometria de
produccion de las proteinas VP tiene algun efecto sobre la estequiometria de ensamblaje de las
particulas. Y si la estequiometria de la capside, a su vez, influye en la capacidad transductora de

la particula obtenida.
Para resolver la interrogante planteada en el punto anterior sera necesario desarrollar métodos

que permitan identificar y cuantificar especificamente poblaciones de capsides con diferente

estequiometria en caso de que éstas se encuentren presente en una misma muestra.
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