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Resumen 

El baculovirus AcMNPV (Autographa californica Multiple Nucleopolyhedrovirus) ha 
sido ampliamente utilizado para la producción de bioinsumos. En ese sentido, el 
mejoramiento de las tecnologías usadas para la producción de AcMNPV 
recombinantes (recAcMNPV) resulta de particular interés. El objetivo de este 
trabajo consistió en el desarrollo de un nuevo sistema llamado PluriBAC, basado en 
la tecnología de clonado por Golden Gate utilizando enzimas de restricción (ER) 
tipo IIS para el ensamblado simultáneo de múltiples fragmentos en un mismo 
vector. PluriBAC consta de tres niveles que permiten la combinación de módulos. 
Los vectores del nivel 1 poseen las secuencias compatibles con los módulos 
provenientes del nivel 0. Asimismo, a partir del nivel 1, se obtendrá el plásmido del 
nivel 2 con el ensamblado final de los múltiples bloques. Mientras que los vectores 
del nivel 2 contienen secuencias que permiten la recombinación homóloga con el 
bácmido bApGOZA, plásmidos del nivel 1 se adaptaron para permitir la generación 
de recAcMNPV a través de trasposición en bacterias (Bac-to-Bac). En este trabajo 
presentamos un sistema versátil, basado en Golden Gate, para la generación de 
baculovirus recombinantes. Presentamos diferentes baculovirus reporteros 
generados con este sistema que nos permitieron evidenciar que conservaron tanto 
la capacidad infectiva como transductora en modelos in vitro e in vivo. 

Como campo de aplicación de este nuevo sistema, elegimos la terapia antitumoral 
aplicada, en particular, al Glioblastoma Multiforme (GBM). El GBM representa el 
49% de los tumores cerebrales malignos y se caracteriza por su invasividad y 
resistencia intrínseca a la terapia convencional, por lo que el tumor recurre y es letal 
de 6 a 15 meses luego del diagnóstico. A pesar de los esfuerzos para mejorar el 
tratamiento de este tumor, la sobrevida de los pacientes con GBM no ha mejorado 
en los últimos 20 años. Por este motivo, con el fin último de incrementar el abanico 
de alternativas terapéuticas contra esta enfermedad, nos propusimos caracterizar 
nuevos posibles blancos moleculares mediante, en primer lugar, análisis in silico a 
partir de bases de datos de biopsias de pacientes y, en segundo lugar, a través de 
validaciones experimentales en modelos de GBM in vitro. 

Uno de los blancos terapéuticos que estudiamos fue la proteína serina/treonina 
quinasa asociada a receptor 1 (RIPK1), considerada como un regulador maestro de 
la decisión celular entre la señalización pro-supervivencia y la muerte celular. A 
partir de nuestros estudios in silico pudimos concluir que los niveles de expresión 
de RIPK1 se encuentran fuertemente asociados a los gliomas más agresivos y con 
un peor pronóstico, y al sostenimiento de la inflamación crónica característica del 
GBM mediante la regulación positiva de vías de muerte celular inflamatorias como 
la piroptosis y la necroptosis. Esto a su vez podría conducir a una mayor infiltración 
inmunológica en el microambiente tumoral. Para validar experimentalmente este 
blanco molecular utilizamos dos estrategias diferentes. Por un lado, utilizamos un 
inhibidor comercial de la actividad quinasa de RIPK1 y observamos un efecto 
positivo sobre la sensibilización de las células de GBM ante el tratamiento 
combinado con el quimioterápico cisplatino, disminuyendo significativamente la 
proliferación celular e inhibiendo la apoptosis. En segundo lugar, diseñamos y 
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generamos un baculovirus recombinante, utilizando el sistema PluriBAC, capaz de 
silenciar la expresión de RIPK1, observando un efecto aún más marcado sobre la 
proliferación y la muerte celular programada. 

El segundo blanco terapéutico abordado fue el receptor de la prolactina (PRLR). La 
prolactina es una hormona que se encuentra relacionada con la supervivencia y la 
proliferación celular en diferentes tipos de tumores respondedores a hormonas y 
también en los GBM. Nuestros análisis in silico revelaron que la expresión de PRLR 
se correlaciona con aquellos tumores más agresivos y con algunos de los genes 
involucrados en las vías proliferativas. Análogamente, para las validaciones in vitro, 
generamos un baculovirus recombinante que codifica para un antagonista de la 
prolactina, capaz de inhibir la vía de señalización de PRLR. Al tratar las células de 
GBM con este baculovirus observamos una significativa disminución de la 
viabilidad celular.  

La sumatoria de los resultados obtenidos sugieren que los recAcMNPV generados 
mediante el sistema PluriBAC, destinados a regular negativamente a RIPK1 y a 
PRLR, podrían ser candidatos promisorios para el tratamiento contra el 
Glioblastoma Multiforme. 
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Abreviaturas 
AAV: virus adeno asociados (del inglés adeno asociated virus) 
AdV: adenovirus 
AcMNPV: Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus 
aPRL: antagonista de la prolactina 
BEVS: sistema de vectores de expresión de baculovirus 
BSA: seroalbúmina bovina (del inglés bovine serum albumin) 
BSL: del inglés Bio-Safety Level 
BV: viriones brotantes o brotados (del inglés budded virus); baculovirus 
CDDP: cisplatino 
CMV: citomegalovirus 
DAMPs: damage-associated molecular patterns  
DC: células dendríticas (del inglés dendritic cells) 
d.C: después de Cristo 
DD: del inglés death domain 
DEG: gen diferencialmente expresado 
DG: gliomas difusos (Diffuse Gliomas) 
DNA: ácido desoxirribonucleico (ADN) 
DNApol: DNA polimerasa 
DSB: Double Strand Break 
dsRNA: RNA de doble cadena (double stranded RNA) 
EBV: Epstein Barr Virus 
ER: enzima de restricción 
FDA: del inglés Food and Drug Administration 
FDR: tasa de falsos descubrimientos 
GBM: Glioblastoma Multiforme 
GG: Golden Gate 
Globocan: Observatorio Global del Cáncer (Global Cancer Observatory) 
gra: granulina 
GV: granulovirus 
hr: región homóloga (homologous region) 
HR: recombinación homóloga (homologous recombination) 
hs: horas 
IARC: del inglés International Agency for Cancer Research 
IDH: Isocitrato deshidrogenasa 
IDHm: Isocitrato deshidrogenasa mutada 
IDHwt: Isocitrato deshidrogenasa wild type 
IFN: interferón 
IFN- β: interferón β 
IL: interleuquina 
INBIOMED: Instituto de Investigaciones Biomédicas (Facultad de Medicina, UBA; 
CONICET; Buenos Aires) 
IP: Ioduro de propidio 
kpb: kilopares de bases (1000 pb) 
LGGGBM: Low Grade Glioma and Glioblastoma Multiforme 
MNPV: Multiple Nucleopolyhedrovirus 
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MW: marcador de peso molecular (del inglés molecular weight) 
MOI: multiplicidad de infección (del inglés multiplicity of infection) 
miRNA: micro RNA 
mRNA: RNA mensajero 
NC: nucleocápside 
Nec-1: necrostatina-1 
no-hr: región no homóloga 
NPV: Nucleopolyhedrovirus 
NK: natural killer 
OB: cuerpo de oclusión (del inglés occlusion body) 
ODV: viriones derivados de oclusión (del inglés occlusion-derived virus) 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
ORF: marco abierto de lectura (del inglés open reading frame) 
ori: origen de replicación 
PAMPs: pathogen-associated molecular patterns 
pb: pares de bases 
PBS: buffer fosfato salino (del inglés phosphate buffer saline) 
PCD: muerte celular programada (programmed cell death) 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction) 
polh: poliedrina (polyhedrin) 
PRL: prolactina 
PRLR: receptor de prolactina 
recBV: baculovirus recombinante 
RHIM: motivo de interacción homotípico RIP 
RIPK1: proteína serina/treonina quinasa asociada a receptor 1 
RIPK3: proteína serina/treonina quinasa asociada a receptor 3 
RNA: ácido ribonucleico (ARN) 
RNAi: RNA de interferencia 
ROS: especies reactivas de oxígeno 
rpm: revoluciones por minuto 
shRNA: del inglés short hairpin RNA 
SNC: Sistema Nervioso Central 
SNPV: Single Nucleopolyhedrovirus  
TA: temperatura ambiente 
TB: terabyte 
TCGA: The Cancer Genome Atlas 
TGF-β: factor de crecimiento transformante beta (en inglés: transforming growth 
factor β)  
TIME: tumor immune microenvironment 
TME: tumor microenvironment 
TMZ: Temozolomida 
TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa (del inglés: tumor necrosis factor α) 
TUNEL: Determinación microscópica de la fragmentación del DNA por incor-
poración enzimatica de dUTP con transferasa terminal en los extremos 3' (del 
inglés: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) 
UCSC: University of California, Santa Cruz 
UFP: unidades formadoras de placa  
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UV: ultravioleta 
VLP: virus-like particles 
VSV: virus de la estomatitis vesicular (vesicular stomatitis virus) 
VSV-G: proteína G del virus de la estomatitis vesicular 
wt: del inglés wild type 
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Capítulo 1. Introducción General 

Baculovirus 

Descubrimiento de los baculovirus 

El descubrimiento de los baculovirus está relacionado con el desarrollo de la 
industria de la seda en China alrededor de 5000 años atrás. La cría y 
aprovechamiento de los gusanos de la seda se extendió a través de Asia y alcanzó 
Japón vía Corea para el 300 d.C, llegando a Europa en el 550 d.C. Años después, la 
industria se vió amenazada por diversas enfermedades que afectaban a los 
gusanos de la seda, por lo que se desarrollaron varios métodos para mitigar los 
efectos de dichas enfermedades. Con la llegada de la microscopía óptica, se 
descubrió la presencia de cuerpos altamente refractarios en insectos afectados. 
Generalmente, estos cuerpos poseían una forma poliédrica dándole la 
denominación de “poliedrosis” a la enfermedad asociada con dichas estructuras. 
Aunque ya se había sugerido la existencia de partículas infecciosas dentro de los 
cuerpos de oclusión, recién en la década de 1940, con la microscopía electrónica, 
se demostró la presencia de viriones con forma de bastón. Más tarde surgiría el 
nombre baculovirus, derivado del latín baculus, que hace alusión a la forma de 
bastón de los viriones [1]. 

Posteriormente, se distinguieron dos tipos de poliedrosis: aquellas en la que los 
poliedros se desarrollaban en el núcleo llamada poliedrosis nuclear y en las que los 
cuerpos de oclusión se encontraban en el citoplasma dando lugar a las poliedrosis 
citoplasmáticas. Sin embargo, esta segunda enfermedad era causada por virus con 
genoma RNA con cápsides icosaédricas, en lugar de tener forma de bastón y fueron 
ubicados dentro de la familia Reoviridae.  

Una segunda categoría de baculovirus caracterizada por la presencia de cuerpos 
de oclusión pequeños, granulados, con forma elipsoidal fue originalmente 
reportada en los años 1920 y los virus que pertenecían a la misma se denominaron 
virus de la granulosis, actualmente granulovirus (GV). La división de los baculovirus 
en dos grupos principales, los nucleopoliedrovirus (NPV) y los granulovirus (GV) 
basada en la morfología de los cuerpos de oclusión (occlusion bodies, OB) definió 
la división taxonómica más importante hasta la llegada de la biología molecular [1]. 
Ambos presentan cuerpos de oclusión característicos, visibles al microscopio 
óptico. Los OB de los NPV resultan fácilmente distinguibles, debido a que presentan 
una estructura poliédrica más grande y refringente (0.8-2 µm). Los OB de los GV 
aparecen como gránulos ovoides oscuros que son más difíciles de distinguir debido 
a su menor tamaño (~0.5 µm). Debido a ello los OB de los NPV se conocen como 
poliedros y los de los GV se denominan gránulos. En correspondencia con esta 
denominación, la proteína principal que compone los OB de los NPV se llama 

https://www.zotero.org/google-docs/?bVyXb4
https://www.zotero.org/google-docs/?803hDH
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poliedrina y la que compone los OB de los GV, granulina. En cada OB de un NPV se 
ocluyen muchos viriones, mientras que en cada OB de un GV se ocluye un único 
virión. A su vez, en los NPV, cada virión puede contener varias o una única 
nucleocápside envuelta en una membrana lipoproteica, distinguiéndose de esta 
forma los NPV múltiples (MNPV) y simples (SNPV) [2] (figura 1). 

 

Figura 1.1 Esquemas de los tres principales tipos de viriones de ODV. Los OB de GV tienen 
forma granular y contienen un único virión, en tanto que los OB de NPV, mucho más grandes 
que los primeros, son poliedros que contienen múltiples ODV. Los NPV se dividen, a su vez, en 
NPV múltiples y simples, de acuerdo con el número de nucleocápsides encontradas en cada 
ODV. Adaptado de Haase, 2013 [2] . 

La información aportada por la creciente cantidad de genomas de baculovirus 
secuenciados condujo a la reformulación de la clasificación taxonómica de los 
baculovirus [3–5], en la cual se discriminan cuatro géneros de acuerdo al 
hospedador: Alphabaculovirus (NPV específicos de lepidópteros), Betabaculovirus 
(GV específicos de lepidópteros), Gammabaculovirus (NPV específicos de 
himenópteros) y Deltabaculovirus (NPV específicos de dípteros). Dentro del género 
de los Alphabaculovirus, Autographa californica Multiple Nucleopolyhedrovirus 
(AcMNPV), es el más estudiado y utilizado en biotecnología. 

Biología de los baculovirus 

Los baculovirus son un grupo muy diverso de virus con un genoma de DNA doble 
hebra, circular, superenrollado, con tamaños que varían desde los 80 hasta los 180 
kpb, que codifica entre 90 y 180 genes. De todos estos genes, alrededor de 38 han 
sido identificados en todos los genomas baculovirales identificados hasta la fecha 
(core genes). De los genes conservados, alrededor del 50% está involucrado en la 
estructura de la cápside, la envoltura y la infectividad de las larvas. Mientras que el 
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resto está mayormente relacionado con la replicación del DNA, el procesamiento y 
la transcripción tardía y muy tardía.  

El genoma se encuentra empaquetado en nucleocápsides en forma de bastón, con 
una longitud que varía entre 230 y 385 nm de longitud y 40-60 nm de diámetro [6,7]. 
Durante el ciclo de infección, los viriones se presentan en dos tipos distintos: 
viriones derivados de los cuerpos de oclusión (ODV) o viriones brotantes (BV) que, 
aunque comparten similitudes en la estructura de la nucleocápside, difieren en el 
origen y composición de sus envolturas y en sus roles durante el ciclo infectivo. Los 
BV obtienen su envoltura al brotar a través de la membrana plasmática del 
hospedador, modificada por proteínas virales. En contraste, la envoltura de los ODV 
es obtenida en el núcleo y puede ser derivada de membranas nucleares 
modificadas con una serie de proteínas virales expresadas durante el ciclo de 
infección. Por otro lado, estos viriones difieren en sus eficiencias de infección para 
distintos tejidos; los ODV infectan las células epiteliales del intestino medio 10000 
veces más eficientemente que los BV; mientras que los BV son más de 1000 veces 
más eficientes que los ODV a la hora de infectar células en cultivo [8,9] (figura 1.2).   

 

 

Figura 1.2. Ilustración comparativa entre 
ODV y viriones brotantes (BV). Las 
nucleocápsides son iguales, pero las 
envolturas son diferentes (el de ODV 
deriva de la membrana nuclear de la 
célula infectada, mientras que el de BV 
deriva de la membrana plasmática). La 
proteína fusogénica GP64 está presente 
sólo en el envoltorio de BV de los 
alfabaculovirus del Grupo I. Imagen 
adaptada de Targovnik, A.M et. al. [10] 

Infección primaria 

El tracto gastrointestinal del insecto es el sitio de inicio de la infección y se 
encuentra compuesto de tres secciones: el intestino anterior, el intestino medio y 
el posterior. En insectos del género Lepidoptera, el intestino medio es el mayor sitio 
de digestión de la comida, carece de una cutícula, pero está delimitado por una 
membrana peritrófica (MP), compuesta por quitina, mucopolisacáridos y proteínas 
[11]. Se cree que esta matriz protege la superficie del intestino de posibles 
abrasiones causadas por la comida y limita el acceso de microorganismos. El 
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intestino medio está involucrado en la secreción de enzimas y en la absorción del 
alimento digerido y presenta un gradiente de pH. En la entrada y en la salida del 
intestino medio, el pH es cercano a 7,0 mientras que en el centro puede variar 
desde 10,0 hasta 12,0 según la especie del lepidóptero [12].  

Una característica común del ciclo infectivo de los baculovirus es la presencia de 
viriones contenidos en cuerpos de oclusión que son producidos en la etapa final 
del ciclo de replicación para ser luego liberados durante la muerte y licuefacción 
del insecto. Los cuerpos de oclusión ofrecen estabilidad y protección al virus frente 
a distintos factores ambientales. Luego de la ingesta de material foliar 
contaminado, el pH alcalino del intestino medio causa la disolución de la matriz 
proteica de los cuerpos de oclusión y la liberación de los ODV. Luego de esta 
liberación desde los OB, la primera barrera con la que los virus se encuentran en el 
intestino medio es la membrana peritrófica, que es degradada por la acción de 
proteínas presentes en el OB permitiendo el ingreso de los ODV en las células 
epiteliales [13,14] (figura 1. 3).   

 

Figura 1.3. Representación de una larva de lepidóptero. (1) Un cuerpo de oclusión (OB) presente en 
el ambiente es ingerido por la larva comenzando un nuevo ciclo de infección. (2) Cuando el OB 
alcanza el intestino medio se disuelve en el medio alcalino, liberando los ODV. (3) La membrana 
peritrófica es degradada por la acción de proteínas presentes en el OB permitiendo el ingreso de los 
ODV en las células epiteliales. (Creado con BioRender.com) 
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Infección secundaria 

La progenie viral de la infección primaria consiste en los viriones brotantes que 
llevan adelante la infección secundaria o sistémica de la larva. En contraste con los 
OB que evolucionaron para infectar el intestino medio, los BV han desarrollado un 
mecanismo completamente diferente para iniciar la infección. El ingreso de los BV 
de AcMNPV a la célula hospedadora es mediado por una glicoproteína viral de clase 
III en la superficie del virión denominada GP64 que interacciona con un receptor 
celular poco caracterizado. La proteína fusogénica GP64 está presente sólo en la 
envoltura de los BV del grupo I de los Alphabaculovirus, mientras que en el resto de 
los clados este rol es llevado a cabo por la proteína F. Esta interacción desencadena 
la vía de internalización endosomal dependiente de clatrina y la subsecuente 
acidificación de la vesícula internalizada, llamada endosoma o vesícula endocítica. 
Dicha variación en el pH genera un cambio conformacional en la proteína viral GP64 
que acerca tanto la membrana del virión como la membrana vesicular dando como 
resultado la fusión de ambas, proporcionando una apertura o poro a través del cual 
la nucleocápside puede entrar al citoplasma y migrar al núcleo celular donde el 
DNA resulta accesible permitiendo el inicio de la cascada transcripcional (figura 
1.4) 

 

Figura 1.4. El ciclo de infección en las células somáticas de la larva (excepto en células del intestino 
medio) comienza cuando un virión brotante interacciona con la superficie celular y es endocitado 
(1). Cuando la vesícula endocítica se acidifica, la proteína de fusión GP64 media la fusión de la 
membrana plasmática y la envoltura viral liberando la nucleocápside en el citoplasma (2). La 
nucleocápside es entonces transportada al núcleo (3) donde es desensamblada y el DNA viral 
puede ser transcripto y replicado en el estroma virogénico (4). Allí nuevas nucleocápsides son 
ensambladas, egresan del núcleo y son transportadas hacia la membrana plasmática donde brotan 
adquiriendo su envoltura conteniendo la glicoproteína GP64 (5). 
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El genoma de AcMNPV codifica para más de 150 genes que se transcriben de forma 
coordinada. En primer lugar, la RNA polimerasa II celular transcribe los genes de la 
etapa inmediata temprana que codifican generalmente para factores de 
transcripción, como IE1, y controlan la transcripción subsiguiente de otros genes e 
incrementan la propia. A continuación, el DNA es replicado y el ciclo ingresa en un 
período de transición en la que el DNA se encuentra relajado y los promotores 
tardíos expuestos para la transcripción. 

Los baculovirus codifican en su genoma una RNA polimerasa que transcribe los 
genes tardíos y muy tardíos reconociendo la secuencia promotora viral consenso 
que incluye los nucleótidos DTAAG (donde D representa A, T o G). Durante la 
infección sistémica, las nucleocápsides son ensambladas en el estroma 
virogénico. Las proteínas de la envoltura son traducidas en asociación con el 
retículo endoplásmico, glicosiladas y transportadas e incorporadas a la membrana 
plasmática (vía secretoria).  

Una vez que las nucleocápsides son replicadas en el núcleo, la polimerización de 
actina está relacionada con la propulsión de las mismas dentro del núcleo y con la 
disrupción de la membrana nuclear para permitir la liberación al citoplasma [15]. 
Se ha reportado que, durante la infección de AcMNPV, se altera la estructura de la 
envoltura nuclear [16]. Las nucleocápsides destinadas a convertirse en BV dejan el 
núcleo y son transportadas hacia la membrana plasmática donde las proteínas de 
la envoltura (GP64 y proteína F) se concentran y finalmente brotan obteniendo de 
ese modo sus envolturas [17]. 

De esta manera, en primer lugar, son producidos los BV y se desarrolla la infección 
sistémica de todo el insecto. Finalmente, en momentos más tardíos de la infección 
se producen los viriones ocluidos en el núcleo, que se carga de OB y, finalmente, 
éstos se liberan al ambiente al desintegrarse las células (en muchos casos se 
observa la licuación de la larva). 

Regulación temporal de la expresión génica 

Los baculovirus comienzan su ciclo de infección de manera similar a otros virus a 
DNA utilizando enhancers y activadores transcripcionales para explotar la 
maquinaria transcripcional del hospedador. Este programa está enfocado en 
establecer la infección y producir los componentes necesarios para iniciar la 
replicación del DNA viral y otras funciones tempranas.     

En este proceso, uno de los primeros genes virales sintetizados es un factor de 
transcripción que activa un conjunto de genes, incluido un segundo factor de 
transcripción. Este segundo factor activa la transcripción de un segundo conjunto 
de genes y así sucesivamente hasta que la cascada de transcripción está completa 
[1]. Esto produce una progresión regulada a través de un programa de transcripción 
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de categorías de genes tempranos y tardíos que llevan a cabo las funciones 
necesarias para cada etapa de la replicación viral. 

En este sentido, se observó que, durante la infección de AcMNPV en células de 
Trichoplusia. ni, la mayoría de los transcriptos del hospedador disminuyen entre 6 
y 48 horas post infección (hpi), de tal manera que en el último momento 
comprenden alrededor del 10% del total. Sin embargo, aproximadamente el 6% de 
los genes del hospedador son regulados positivamente de 0 a 6 hpi y luego 
disminuyen durante el resto del ciclo de infección. Además, la expresión de un 
pequeño grupo de genes relacionados con el metabolismo y la respuesta al estrés 
se eleva entre 18 y 24 hpi y luego disminuye. Concomitantemente con la 
disminución de la transcripción de genes de la célula hospedadora, el RNA viral 
aumenta hasta representar más del 50% del total alrededor de las 13 hpi y continúa 
aumentando a partir de entonces [18].  

Mientras los eventos tempranos dependen de genes que son transcriptos por la 
RNA polimerasa del hospedador, los genes tardíos se transcriben por una RNA 
polimerasa codificada por el baculovirus.   

En resumen, la expresión génica durante el ciclo de infección por baculovirus puede 
ser dividida en cuatro fases temporales: fase temprana inmediata, temprana 
retrasada, tardía y muy tardía (figura 1.5) [1]. 

Genes tempranos  

Los genes tempranos pueden subdividirse en dos categorías: tempranos 
inmediatos y tempranos retrasados (genes α y β). Ambos son transcriptos por la 
RNA polimerasa II de la célula hospedadora. Los genes α y β difieren en sus 
promotores y en las secuencias activadoras a distancia (enhancers). Los genes 
tempranos inmediatos son expresados dentro de los 30 min post-infección, una vez 
que las nucleocápsides han alcanzado el núcleo [19]. Para utilizar la maquinaria 
transcripcional de la célula hospedadora, los baculovirus han desarrollado 
promotores que se asemejan mucho a los promotores celulares sensibles a la RNA 
polimerasa II que contienen el elemento TATA [20]. Para iniciar la cascada 
transcripcional que da inicio al ciclo de replicación viral, muchos baculovirus 
utilizan el activador transcripcional IE1. IE1 es transcripto de forma temprana en la 
infección (de ahí el nombre “immediate early gene 1” o gen temprano inmediato, 
ie1) y continúa transcribiéndose hasta la última fase [21].  

Los genes tempranos retrasados requieren de la unión de transactivadores virales 
(sintetizados previamente) a los enhancers para alcanzar niveles de expresión 
máximos. En los virus de DNA, los transactivadores virales potentes se sintetizan 
en una fase temprana para estimular la expresión temprana de genes virales, 
mientras la concentración de DNA viral en la célula hospedadora aún es baja [20]. 
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Replicación  

La replicación del DNA se produce en el núcleo de la célula infectada, una vez que 
se acumularon los productos génicos virales expresados durante la etapa 
temprana. Los elementos que actúan en cis requeridos para la replicación (origen 
de replicación u ori) han sido identificados por el análisis de genomas defectivos 
obtenidos luego de varios pasajes virales en cultivo de células de insecto [22,23] y 
por ensayos de replicación transitorios [24,25]. La actividad de ori fue encontrada 
en los baculovirus por estar asociada con las “regiones homólogas” (hr, por 
homologous region) [26]. Las hr contienen secuencias palindrómicas espaciadas 
con repeticiones directas cortas capaces de formar estructuras secundarias y se 
encuentran dispersas a lo largo del genoma del baculovirus. Estas secuencias 
también pueden actuar como enhancers transcripcionales. La presencia de las 
secuencias hr es una característica común de los baculovirus, aunque aún su 
función no se conoce en profundidad. Además de los ori tipo hr, se identificaron 
secuencias no-hr con actividad de ori mediante ensayos de replicación transitoria 
en los genomas del nucleopoliedrovirus de Orgya pseudotsugata [27], de 
Autographa californica [23], de Spodoptera exigua [28] y de Spodoptera litura [29]. 
Estos ori llamados de tipo no-hr carecen de las secuencias palindrómicas o 
repeticiones encontradas en los ori tipo hr. Los ori no-hr de diferentes baculovirus 
no tienen homología estructural entre ellos ni semejanza con los ori tipo hr en el 
mismo genoma. Sin embargo, poseen elementos básicos que se encuentran en el 
consenso de los ori eucariotas tales como múltiples repeticiones invertidas y 
directas, palíndromos y secuencias ricas en AT [30]. A diferencia de los ori tipo hr, 
la presencia y distribución de motivos de estructura secundaria dentro de las 
secuencias ori no-hr es probablemente más importante para la actividad ori que la 
secuencia nucleotídica en sí misma.  

Por su parte, los elementos que actúan en trans requeridos para la replicación del 
DNA viral incluyen, entre otros, la DNA polimerasa viral (dnapol), p143 (helicasa), 
lef-1 (DNA primasa) y lef-2, cuatro genes que han sido encontrados en todos los 
baculovirus secuenciados hasta el momento [31]. Se han identificado cinco genes 
esenciales (p143, ie-1, lef-1, lef-2, y lef-3) y cinco genes estimulantes de la 
replicación del DNA (dnapol, p35, ie-2, lef-7, y pe38) en AcMNPV [32].  

Genes tardíos y muy tardíos  

Entre las 8 y 24 hpi ocurre la transcripción y expresión de genes tardíos (o genes γ), 
la producción de proteínas estructurales y la formación de BV. Estos genes así como 
también los genes muy tardíos tienen un sitio de inicio de la transcripción invariante 
y universal de secuencia (A/G/T) TAAG y son transcriptos por la RNA polimerasa 
codificada por el propio virus. Además, en estudios de expresión transitoria se 
demostró que dieciocho genes de AcMNPV son esenciales para lograr niveles de 
expresión óptimos de un gen indicador bajo el control de promotores tardíos y muy 
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tardíos [26]. En la fase tardía se expresan, entre otros, los genes que codifican las 
proteínas estructurales dando comienzo a la etapa de ensamblaje de 
nucleocápsides (NC) en el núcleo de la célula infectada [33]. La expresión génica 
muy tardía comienza alrededor de las 18-24 hpi y se caracteriza por un dramático 
incremento de la transcripción y expresión de genes muy tardíos, y la reducción de 
la transcripción de genes tardíos. En los promotores muy tardíos, a diferencia de los 
tardíos, el nivel de expresión no depende del contexto inmediato en el que se 
encuentra la secuencia TAAG sino de una secuencia denominada burst sequence 
que se localiza entre el sitio de inicio de la transcripción y el codón de inicio de la 
traducción. En los promotores muy tardíos esta secuencia es rica en AT e influye en 
la actividad del promotor. Esta región interactúa con proteínas celulares, las cuales 
son imprescindibles para asegurar altos niveles de transcripción de genes tales 
como poliedrina (polh) o granulina (gra), p10 y otros que codifican proteínas 
necesarias para formar los cuerpos de oclusión [34]. El producto del gen p10 está 
asociado con la formación de extensas estructuras fibrilares en el núcleo y 
citoplasma de células infectadas [35]. También se ha sugerido que podría contribuir 
a la ruptura de la membrana nuclear y la liberación de los cuerpos de oclusión 
desde las células infectadas [36].  
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Figura 1.5. Etapas en la infección con NPV. La expresión de los genes de los baculovirus ocurre en 
forma de cascada (factores codificados en una etapa son necesarios para el desarrollo en las 
etapas posteriores) y se divide en tres etapas: temprana, tardía y muy tardía. La transcripción de 
genes tempranos depende de la RNA polimerasa celular, aunque, con la excepción de los genes 
inmediatos, requiere de factores adicionales codificados por el virus. La replicación del DNA es un 
requisito para la expresión de genes tardíos y muy tardíos, los cuales se transcriben utilizando la 
RNA polimerasa viral. (Adaptado de: Romanowski, V. y Ghiringhelli, P.D.: “Biología molecular de los 
baculovirus. Replicación y regulación de la expresión génica”, Capítulo V, En: “Los Baculovirus y sus 
aplicaciones como bioinsecticidas en el control biológico de plagas" P. Caballero, M. López-Ferber 
y T. Williams, eds. [37]) 

Oclusión, la etapa final de la infección viral 

La producción inicial de BV permite la diseminación viral a través del insecto, 
mientras que, en una etapa tardía de la infección, los viriones son confinados al 
núcleo donde son ocluidos. La transición de BV a ODV podría ser el resultado de 
cambios físicos en la organización nuclear que limita el tránsito de la 
nucleocápside al citoplasma, o la depleción de un componente requerido para el 
tránsito a través del citoplasma. También es posible que, a medida que la infección 
progresa, las proteínas de envoltura del ODV se acumulan en el núcleo y, una vez 
que las nucleocápsides son envueltas, ya no pueden salir del mismo.  

La mayoría de las nucleocápsides ensambladas parecerían estar destinadas a 
mantenerse en el núcleo y ser ocluidas. En las infecciones de lepidópteros llevadas 
a cabo por nucleopoliedrovirus, la evidencia sugiere que componentes de la 
membrana nuclear interna y externa pueden invaginarse y contribuir a la formación 
de microvesículas que formarían la superficie de la envoltura del ODV [38]. Éstas 
son modificadas con proteínas de envoltura específicas codificadas en el ODV [39]. 
Una característica de la etapa final de la replicación de los baculovirus que ocurre 
luego de que la mayoría del DNA se hubiera replicado, es la hiperexpresión de genes 
muy tardíos resultando en la producción de altos niveles de poliedrina y P10. La 
poliedrina se acumula en el núcleo y en algún momento cristaliza en una red que 
rodea a los viriones. Por otro lado, P10, expresada en altos niveles, forma 
estructuras tubulares que penetran tanto el núcleo como el citoplasma [40,41]. 
Cuando el cuerpo de oclusión madura, las fibrillas de P10 se alinean con la 
superficie de los poliedros y parecen estar íntimamente involucradas con el 
ensamblaje de la envoltura del poliedro en la superficie del cuerpo de oclusión 
(figura 1.6).  
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Figura 1.6. Un diagrama hipotético de la 
morfogénesis de la membrana de ODV. En este 
diagrama, el RNAm que codifica las proteínas de 
la envoltura de ODV se transcribe (A) y se exporta 
(B) al citoplasma para su traducción (C) y luego 
las proteínas se dirigen al núcleo (D). Algunas de 
estas proteínas pueden dirigirse a la membrana 
nuclear interna e inducir a invaginarse, formando 
así microvesículas (E). Las microvesículas 
pueden modificarse aún más mediante la 
incorporación de proteínas de la envoltura ODV 
adicionales codificadas por el virus, y luego los 
viriones quedan envueltos (F, G). Se muestran la 
membrana nuclear externa, la membrana 
nuclear interna y los complejos de poros 
nucleares (npc). Imagen tomada de Rohrmann et 
al., 2019 [1]. 

 

 

Aplicaciones biotecnológicas de los Baculovirus 
El conjunto de características intrínsecas de los baculovirus que fueron abordadas 
anteriormente, en sumatoria con la búsqueda de plataformas biotecnológicas 
versátiles y la relativa facilidad con la que los baculovirus pueden modificarse 
genéticamente, permitió su posicionamiento como vectores virales sumamente 
útiles para aplicaciones tecnológicas de lo más diversas. La figura 1.7 resume de 
manera esquemática las aplicaciones biotecnológicas más difundidas de los 
baculovirus que incluyen el manejo integrado de plagas de interés agronómico 
aplicándolos como agentes de control biológico, la expresión de proteínas 
recombinantes explotando las similitudes en la modificación post-traduccional 
entre las células de insecto y las células de vertebrados, la producción de vacunas 
ya sea utilizando los baculovirus como plataforma para la expresión de 
inmunógenos o empleando las partículas virales de forma directa en la formulación 
vacunal, y, más recientemente, como vectores de terapia génica incluyendo 
material genético con potencial terapéutico en su genoma y utilizando los viriones 
brotantes como vehículo hacia el tejido u órgano blanco. 
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Figura 1.7. Representación esquemática de las principales aplicaciones de las tecnologías basadas 
en baculovirus. Figura elaborada con BioRender.com y adaptada de Pidre et. al. 2022 [42]. 

Producción de Baculovirus recombinantes 

El sistema de expresión de baculovirus (BEVS, “baculovirus expression vector 
system”) generalmente requiere la generación de al menos un baculovirus 
recombinante que codifique para un gen de interés (GOI, “gene of interest”). 
Aunque existen múltiples sistemas disponibles comercialmente para la producción 
de baculovirus recombinantes, la mayoría de ellos se basan en una de dos 
estrategias. La primera implica la recombinación homóloga dentro de células de 
insectos entre un genoma de baculovirus modificado para replicarse en Escherichia 
coli (un bácmido), que lleva toda la información genética para la generación del 
virus pero que está truncado en un gen esencial para que no pueda producir 
progenie viral, y un plásmido de transferencia, que lleva la secuencia del GOI bajo 
el control de un promotor adecuado. Este cassette de expresión (promotor, GOI y 
señal de terminación de transcripción) está flanqueado por dos regiones de 
secuencia viral, una de las cuales contiene el gen esencial que el bácmido tiene 
delecionado. Estas regiones flanqueantes permitirán la recombinación homóloga 
con el bácmido, restituyendo el gen esencial y restaurando la capacidad del 
baculovirus que lleva el GOI para replicarse en células de insectos. La plataforma 
flashBAC™ de Oxford Expression Technologies emplea este procedimiento [43–45]. 
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La otra estrategia comercialmente disponible implica la transposición sitio 
específica del GOI en un bácmido mediante sitios Tn7. El sistema de expresión Bac-
to-Bac (Invitrogen Inc.) disponible comercialmente se basa en este enfoque. 
Brevemente, consiste en un vector plasmídico de transferencia que lleva el GOI 
bajo el control de un promotor específico flanqueado por sitios de transposición 
Tn7 que permiten la transposición dentro de células de E. coli DH10Bac, que 
contienen tanto el bácmido como un plásmido auxiliar que codifica para la 
transposasa Tn7. Después de la transposición en células bacterianas, el bácmido 
recombinante se purifica y se transfecta en células de insectos para generar 
progenie viral [46]. 

Es importante destacar que un informe reciente de Jacob et al. [47] muestra que los 
sistemas basados en HR (del inglés, Homologous Recombination) para la 
generación de baculovirus recombinantes tienen una mayor estabilidad en 
comparación con los basados en Tn7, lo que sugiere que los sistemas HR podrían 
ser preferibles para la obtención de productos biológicos más seguros. Además, 
también se han realizado múltiples esfuerzos para identificar el genoma mínimo del 
baculovirus y mejorar la construcción de vectores de expresión más eficientes 
[48,49]. 

Los BV y las líneas celulares 

Aunque el uso de los baculovirus como agentes de control biológico de plagas 
utiliza los OB para la generación de formulaciones biológicamente activas, la 
mayoría de las aplicaciones biotecnológicas de los baculovirus utilizan los BV. A 
pesar de que los baculovirus tienen un rango de huéspedes muy limitado en 
términos de su patogenicidad y replicación, los virus envueltos pueden ingresar con 
éxito en múltiples tipos de células. En términos de líneas celulares de insectos, las 
derivadas de los ovarios de Trichoplusia ni y Spodoptera frugiperda son las más 
difundidas. Las líneas celulares disponibles comercialmente incluyen Sf9, Sf21 y 
High Five (BTI-Tn-5B1-4), entre otras, en las que el baculovirus más ampliamente 
utilizado en la biotecnología, AcMNPV, es capaz de desarrollar su ciclo infectivo. 
Aunque los insectos son eucariotas, los patrones de N-glicosilación de estos 
animales difieren de los de los mamíferos; mientras que los insectos producen N-
glicanos relativamente simples con residuos de manosa terminal, los mamíferos 
tienen una amplia variedad de enzimas que resultan en N-glicanos más complejos 
con residuos de ácido siálico terminal. Dependiendo de la proteína, la N-
glicosilación puede ser de extrema importancia para su función. Por esta razón, se 
han desarrollado líneas celulares modificadas genéticamente que incluyen, pero 
no se limitan a, células que pueden agregar residuos terminales de N-
acetilglucosamina, galactosa y ácido siálico a las N-glucanos, pero también células 
que pueden prevenir la adición de residuos de fucosa a los N-glucanos [50]. 
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Entrada de los baculovirus en células de mamíferos: transducción 

Aunque AcMNPV no es capaz de replicar en vertebrados ni producir nuevas 
partículas virales, puede ingresar a las células de mamíferos, traslocar su genoma 
al núcleo (sin presentar integración genómica) y conducir a la expresión de genes 
heterólogos, siempre y cuando se encuentren bajo el control de promotores 
adecuados. Este proceso es conocido como transducción génica. La capacidad de 
los baculovirus para transducir células de mamíferos se ha utilizado para inducir 
respuestas inmunes específicas [51] y, más recientemente, para el desarrollo de 
diferentes estrategias de terapia génica. Sin embargo, el mecanismo de entrada del 
AcMNPV en las células mamíferas aún no está claro. Inicialmente, se sugirió que 
las interacciones electrostáticas entre las membranas virales y celulares 
desempeñaban un papel crucial en la entrada viral [52]. Se demostró que los 
baculovirus interactúan con proteoglicanos de heparán sulfato, más 
específicamente sindecanos, presentes en las membranas celulares, para unirse y 
transducir células de mamíferos [53]. Basado en el mecanismo de fusión de 
membranas mediado por la glicoproteína GP64 y la ruta de entrada del baculovirus 
en las células de insectos, se propuso que la endocitosis mediada por clatrina, de 
manera dependiente del descenso de pH, es el mecanismo primario de entrada en 
las células de mamíferos. Además, se observó que la fusión del virus en los 
endosomas tempranos parece ser el principal obstáculo para una transducción 
eficiente [54]. Interesantemente, se ha informado que las caveolas podrían estar 
involucradas, de manera negativa, en la entrada del baculovirus en las células de 
mamíferos, ya que la eficiencia de transducción aumentó en la línea celular BHK21 
en presencia de genisteína, un inhibidor que interfiere con la formación de 
caveosomas [55]. Por otro lado, algunos resultados indican que los baculovirus 
pueden ingresar a ciertas líneas celulares de mamíferos, como los hepatocitos, a 
través de un mecanismo diferente a la endocitosis mediada por clatrina o la 
macropinocitosis, lo que sugiere que la fagocitosis también podría estar 
involucrada [56]. 

Aunque el mecanismo de entrada de AcMNPV parece variar de acuerdo con el tipo 
de célula y requiere seguir siendo estudiado, la relevancia de la glicoproteína GP64 
en la mediación de la entrada viral es muy clara [57]. GP64 es crucial para la unión 
viral, la internalización y la fusión de membranas endosomales durante la entrada 
del baculovirus tanto en células de mamíferos como en células de insectos [58]. La 
unión de AcMNPV comienza cuando GP64 interactúa con moléculas presentes en 
la superficie celular y un cambio de pH dentro del endosoma desencadena un 
cambio conformacional de la glicoproteína. Una vez dentro de la célula, los virus 
son transportados al endosoma, las nucleocápsides son liberadas en el citoplasma 
y son inmediatamente transportadas al núcleo por la motilidad dependiente de 
actina que permite la translocación a través de los complejos del poro nuclear. En 
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el núcleo, el DNA viral es reconocido y transcrito por la maquinaria hospedadora; 
observándose una alteración de la distribución de la cromatina celular durante esta 
etapa [59]. 

Estrategias para mejorar la eficiencia de transducción 

Aunque los baculovirus pueden ingresar a múltiples tipos de células, este proceso 
no siempre es eficiente. En los últimos años se han desarrollado múltiples 
estrategias para mejorar la eficiencia de transducción mediada por baculovirus. 

Algunas de esas estrategias implican la modificación de interacciones 
electrostáticas entre el virus y la membrana celular mediante agentes químicos 
como la polietilenimina (PEI) o el polietilenglicol (PEG) [57,60]. Otro método implica 
el pseudotipado del BV con proteínas de fusión de otros virus. Además, se informó 
que los baculovirus que expresan en su superficie la proteína G del virus de la 
estomatitis vesicular (VSV-G) fueron más eficientes para transducir células de 
mamíferos que aquellos que no la exponían [61] (figura 1.8B). Por otro lado, se han 
utilizado otras proteínas para pseudotipar baculovirus, incluida la neuraminidasa 
del virus de la influenza A [62] o la glicoproteína del Thogotovirus [63]. 

Asimismo, se han utilizado quimeras de la proteína VSV-G fusionada con ligandos 
tumorales (LyP-1, F3 y CGKRK) mejorando la unión tumoral y la expresión de 
transgenes de dos a cinco veces [64]. Otra estrategia para aumentar la eficiencia de 
transducción implica la generación de baculovirus que expongan en su superficie a 
la avidina. Esta modificación de la superficie da como resultado un aumento 
significativo en la entrada del virus a la célula y, en consecuencia, en el delivery de 
genes [65].  

Sin embargo, la eficiencia de transducción no sólo depende de la entrada celular, 
sino también de la capacidad general para expresar los transgenes y evadir los 
mecanismos de respuesta intrínseca antiviral propios de la célula. Una estrategia 
para aumentar la eficiencia de transducción mediada por los baculovirus y que 
mejora la expresión génica, consiste en la supresión de genes implicados en la 
respuesta antiviral. Wang y colaboradores demostraron que el silenciamiento de la 
proteína RIPK1, que desempeña un papel importante en la respuesta antiviral 
intrínseca y en la regulación de la muerte celular, produjo un aumento significativo 
en la eficiencia de transducción baculoviral y en la expresión de transgenes en 
diferentes líneas celulares humanas (figura 1.8D) [66]. 

Por otra parte, los promotores utilizados en los sistemas de delivery de genes 
pueden contribuir también a la eficiencia de transducción en terapia génica. 
Cuando el objetivo es que un gen terapéutico se exprese en una célula de mamífero, 
es necesario elegir un promotor que pueda ser reconocido correctamente por la 
maquinaria transcripcional de la célula. La eficiencia con la que se transcribe el 
promotor dependerá en gran medida del tipo celular y del estado fisiológico de la 
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célula. Además, los promotores se pueden combinar con potenciadores 
transcripcionales para aumentar la expresión del transgén [67]. Las numerosas 
combinaciones de promotores virales y de mamíferos que pueden utilizarse en 
sistemas de delivery derivados de baculovirus, los convierten en una alternativa 
con una versatilidad extremadamente alta y una notable capacidad de 
personalización [68]. 

A pesar de sus muchas ventajas, los baculovirus recombinantes tienen una ventana 
relativamente corta de expresión génica in vivo de hasta 21 días [67]. Una de las 
razones que podría explicar esto es que los baculovirus activan tanto la vía clásica 
como alternativa del complemento que conduce a la inactivación viral [69]. Se han 
desarrollado diferentes estrategias para prevenir la activación del complemento y 
prolongar la expresión génica. Algunos ejemplos incluyen la expresión de proteínas 
quiméricas en la superficie baculoviral que contienen algunas proteínas 
inhibidoras del complemento como DAF y la proteína de unión a C4b, entre otros 
[70,71]. Kawai et al. concluyeron que la fusión de las proteínas CD46 y CD59 con 
DAF y su exposición en la superficie del baculovirus permite proteger las partículas 
virales de la inactivación mediada por el complemento (figura 1.8C) [72].  

Aunque la expresión génica sostenida por tiempos cortos puede ser útil para ciertas 
aplicaciones, algunos tipos de terapias como la terapia contra el cáncer pueden 
requerir una expresión génica más prolongada. En ese sentido, Sung y 
colaboradores demostraron que la formación de episomas de expresión no 
replicativos a partir de la transducción de células tumorales con dos vectores 
baculovirales diferentes (uno que codifica una recombinasa y otro que codifica el 
gen de interés flanqueado por sitios de recombinación específicos de la 
recombinasa), conduce a un aumento tanto en el tiempo como en los niveles de 
expresión de los transgenes utilizados [73]. Además, han utilizado la misma 
estrategia para generar un episoma replicativo que proporciona una expresión 
génica constante durante hasta 48 días [74]. Aquí la estrategia es similar, un vector 
codifica para la recombinasa Cre y esta escinde parte del genoma del otro vector, 
formando un episoma que contiene el gen terapéutico, la secuencia del origen de 
replicación oriP y la secuencia codificante para la proteína EBNA1 del virus de 
Epstein Barr (EBV) capaz de reconocer este origen y promover la replicación (figura 
1.8A) [73–75]. 
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Figura 1.8. Aproximaciones experimentales orientadas al mejoramiento de la eficiencia de 
transducción. (A) Producción de episomas de expresión replicativos en células transducidas 
mediante la utilización de una recombinasa sitio específica. (B) Pseudotipado de baculovirus 
mediante la inclusión en la superficie viral de copias adicionales de la proteína GP64 o bien otras 
glicoproteínas virales como la proteína G del virus de estomatitis vesicular (VSV-G). (C) 
Inhibición del complemento para mejorar la eficiencia y duración de la transducción in vivo 
mediante Baculovirus surface display de inhibidores de la cascada del complemento o el 
recubrimiento de las partículas virales con polímeros. (D) Silenciamiento de proteínas 
involucradas en la respuesta antiviral intrínseca para aumentar la eficiencia de transducción así 
como los niveles de expresión de los transgenes. Figura elaborada con BioRender.com y 
adaptada de Pidre et. al. 2022 [42]. 
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Terapia génica 
La terapia génica comprende un conjunto de estrategias terapéuticas con gran 
versatilidad ya que puede adaptarse a cada persona para tratar una variedad de 
enfermedades, incluido el cáncer. Hay dos categorías generales en las que se 
pueden clasificar los vectores de terapia génica: vectores no virales y virales. Los 
vectores no virales consisten principalmente en polímeros poli catiónicos 
conjugados que permiten la entrega del DNA. Los liposomas cargados 
positivamente combinados con plásmidos son un ejemplo de este tipo de vector. 
Aunque estos vectores son ventajosos en cuanto a la bioseguridad, su aplicación 
está restringida por una baja eficiencia en la entrega y expresión de transgenes [76]. 
Por otro lado, los vectores virales, como los vectores baculovirales, retrovirales, 
lentivirales, adenovirales y adenoasociados (AAV), tienen una mayor eficiencia en 
la entrada celular y la transducción al expresar diferentes transgenes. Las ventajas 
y desventajas dependen de cada vector viral en particular [77]. Actualmente, los 
vectores AAV, los lentivirus y los retrovirus se han implementado con éxito y 
representan 19 productos de terapia génica aprobados por la FDA. 

Sin embargo, los vectores lentivirales y retrovirales tienen una capacidad de 
clonado baja y existe la posibilidad de mutagénesis debido a la probabilidad de 
integración en el genoma del huésped. El alto costo de producción, la baja 
escalabilidad y los posibles problemas de bioseguridad asociados con los vectores 
virales actuales resaltan el gran potencial de utilizar baculovirus en terapia génica 
[42,78]. 

Debido a su versatilidad y baja toxicidad, los sistemas de delivery génico basados 
en baculovirus permiten la administración en sitios específicos, así como el diseño 
y clonado de genes terapéuticos complejos y grandes, mitigando los efectos 
adversos y mejorando las terapias [79,80]. Este sistema de terapia génica es 
fácilmente modificable y podría convertirse en una herramienta valiosa para la 
terapia génica dirigida. Los baculovirus (fenotipo BV) ya se han utilizado en varios 
estudios exitosos, incluido el tratamiento del cáncer, vacunas y medicina 
regenerativa, mostrando su versatilidad [71,81–84]. 

En comparación con otros vectores virales más difundidos, los baculovirus poseen 
varias ventajas. En primer lugar, la transducción mediada por baculovirus no 
presenta ningún efecto tóxico contra las células de mamíferos y no interrumpe el 
crecimiento celular incluso a altas MOI. Además, los baculovirus no replican en 
células de mamíferos transducidas. Estas características son particularmente 
importantes porque otros vectores virales son patógenos humanos o se integran en 
el genoma del huésped y, en consecuencia, representan un riesgo biológico. 

Otra ventaja de los baculovirus como vectores de terapia génica consiste en su gran 
capacidad de clonado. El genoma del baculovirus (AcMNPV) tiene una capacidad 
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de clonado de al menos 38 kb. Esta flexibilidad es particularmente ventajosa en 
comparación con las capacidades de clonado limitadas de los vectores retrovirales 
y AAV [10]. 

En comparación con otros vectores virales, los baculovirus son fáciles de producir. 
Los vectores retrovirales, lentivirales y AAV requieren la transfección de plásmidos 
que codifican genes esenciales en células de empaquetamiento para su 
producción. En contraste, los baculovirus pueden propagarse infectando células de 
insectos en cultivos en suspensión o monocapa y recogiendo el sobrenadante 3 a 
4 días después de la infección. Además, todo el proceso de construcción, 
propagación y manipulación de baculovirus se puede realizar en laboratorios de 
Nivel de Bioseguridad (BSL) 1 sin necesidad de equipos especializados. Sin 
embargo, dependiendo de la naturaleza del transgén incluido en su genoma, 
pueden requerirse niveles de bioseguridad superiores a BSL-2. 

Finalmente, una de las ventajas más importantes es que los mamíferos no 
presentan inmunidad preexistente contra los baculovirus. En contraste, uno de los 
problemas más comunes asociados con otros vectores virales es que la mayoría de 
las personas están expuestas a estos virus durante su vida y desarrollan respuestas 
humorales específicas. Por lo tanto, los anticuerpos circulantes pueden reducir 
significativamente la eficiencia de la transducción del vector viral [42,85,86]. 

Sin embargo, los baculovirus también tienen desventajas como vectores de terapia 
génica. Una de ellas es que inducen una expresión transitoria de transgenes en 
células de mamíferos. In vivo, la expresión del transgén generalmente disminuye 
para el día 7 y desaparece para el día 14 a 21 [87]. Además, la duración de la 
expresión del transgén in vitro mediante baculovirus es significativamente más 
corta que la expresión mediada por vectores retrovirales y AAV. 

Los vectores baculovirales difieren de otros vectores virales en el tiempo que los 
genes transportados pueden persistir en el núcleo del huésped. El DNA de los 
vectores retrovirales, lentivirales y adenovirales puede permanecer en el núcleo ya 
sea en forma integrada o episomal, durante largos períodos. En contraste, Tjia et al. 
demostraron que el DNA baculoviral persiste en los núcleos de las células de 
mamíferos transducidas sólo durante 24-48 horas [88]. 

Como se mencionó anteriormente, otra desventaja de utilizar baculovirus como 
vectores de terapia génica es la inactivación por el complemento. El contacto entre 
los baculovirus y el complemento sérico resulta en una rápida inactivación de los 
BV. Se necesitan varias modificaciones para reducir el efecto negativo del 
complemento en la transducción mediada por baculovirus (se realizaron avances 
que fueron comentados en párrafos anteriores). Sin embargo, el sistema de 
complemento no es un problema solo para los baculovirus; también es una barrera 
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potente para la administración in vivo de otros sistemas de entrega génica como 
liposomas, retrovirus murinos y varios complejos de DNA sintético [84]. 

Además, los baculovirus, al igual que otros virus envueltos, son muy frágiles. La 
estructura de la envoltura es esencial para la infectividad y la capacidad de 
transducción del virus debido al GP64 anclado, responsable de la fusión de las 
membranas virales y celulares [89]. Debido a esto, el virus es vulnerable a la fuerza 
de corte mecánica, lo que resulta en una estabilidad relativamente baja del virus. 
Este problema común también se observa en otros virus envueltos, como los 
retrovirus, por lo que su manipulación debe ser cuidadosa. 

Clonado por Golden Gate 
La tecnología del DNA recombinante constituye un conjunto de herramientas 
esenciales para la biotecnología. Desde los años 70 cuando Herbert Boyer y Stanley 
Cohen demostraron la posibilidad de insertar y replicar fragmentos de DNA foráneo 
en bacterias, se han desarrollado numerosos métodos para clonar fragmentos de 
DNA de interés. Los métodos convencionales habitualmente requieren varios 
pasos de clonado para generar una construcción. En cada paso, un solo fragmento 
de DNA se transfiere de un plásmido donante o producto de PCR a un vector 
receptor. El número de pasos, en este caso, dependerá del número de fragmentos 
que se desee clonar en el vector de destino. En los últimos años, se han 
desarrollado varios métodos para facilitar y acelerar este proceso. Uno de estos 
métodos, el clonado por Golden Gate, permite ensamblar múltiples fragmentos a 
la vez (en un solo paso) en un mismo plásmido receptor [90]. 

Brevemente, la estrategia de Golden Gate ensambla moléculas de DNA mediante 
el apareamiento de extremos “pegajosos” o cohesivos de DNA de cadena sencilla, 
que son generados por una endonucleasa de restricción de Tipo IIS. Estas enzimas 
de restricción cortan el DNA a una distancia fija por fuera de su secuencia de 
reconocimiento, lo que significa que su secuencia de reconocimiento sólo 
determina dónde la endonucleasa cortará el DNA, pero no en qué bases (figura 1.9).  

 

Figura 1.9. Comparación del tipo de corte catalizado por las endonucleasas de restricción de tipo IIP 
(las enzimas más ampliamente utilizadas en la biología molecular) y las endonucleasas de 
restricción de tipo IIS utilizadas en los protocolos de ensamblado por Golden Gate. Figura tomada del 
Manual de Uso de Golden Gate Assembly de Snapgene [91]. 
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Una sola endonucleasa de Tipo IIS puede generar extremos cohesivos de DNA de 
cadena sencilla con diferentes secuencias de nucleótidos arbitrarias simplemente 
colocando una secuencia de reconocimiento de endonucleasa a la distancia 
correcta desde el sitio de corte objetivo. Un diseño adecuado de la posición y 
orientación de los sitios de corte también asegura que las secuencias de 
reconocimiento no se retengan en la construcción final, volviéndola resistente a 
una posterior digestión [92,93]  

En principio, una reacción de Golden Gate sólo requiere una endonucleasa, sin 
importar la cantidad de extremos cohesivos que se utilicen en el ensamblado: se 
han reportado ensamblados exitosos y de alto rendimiento de hasta 35 fragmentos. 
Además, Golden Gate logra un rendimiento y una fidelidad mayor a otros métodos, 
ya que cualquier producto secundario no deseado se convierte nuevamente en 
reactivo y solo el producto final es estable y se acumula en la mezcla de reacción. 
Esta característica permite que la DNA ligasa pueda incluirse junto con la 
endonucleasa en la misma mezcla, lo que resulta en una reacción de un solo paso 
que puede realizarse fácilmente en un termociclador [93]. Luego, el producto 
resultante puede ser directamente transformado en una célula competente para 
proceder a la selección e identificación de la construcción deseada (figura 1.10). 

 

Figura 1.10. Imagen que esquematiza una reacción de Golden Gate estándar, donde un fragmento 
previamente clonado en un vector y otro fragmento lineal son ensamblados en un vector de destino 
luego de la digestión/ligación que ocurren en simultáneo. Por último, la mezcla de reacción es 
transformada en bacterias competentes y ocurre la selección por la presencia del marcador de 
selección, generalmente un antibiótico. Adaptado de Bird et al. [94].  
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Los métodos de ensamblado por Golden Gate representan una herramienta 
poderosa para proyectos en los que los mismos fragmentos de DNA se reutilizarán 
múltiples veces, ya sea porque se ensamblarán de diferentes maneras como parte 
de una biblioteca combinatoria, o porque posteriormente se unirán en 
ensamblados jerárquicos [94]. Desde la publicación del método original de Golden 
Gate en 2008 [92], ha habido un aumento en la generación de “kits” con niveles 
variables de estandarización. Dada la utilidad y adaptabilidad de los métodos 
Golden Gate, no sorprende que haya un gran avance en el desarrollo de nuevos 
conjuntos de herramientas basados en esta estrategia de clonado, para ser 
utilizados con distintos propósitos.  

Cáncer 
La organización mundial de la salud define al cáncer como término genérico que 
designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del 
organismo. Por definición, las células cancerosas proliferan desafiando los 
controles normales, es decir, son neoplásicas y capaces de invadir y colonizar los 
tejidos de su entorno formando un tumor primario. Además, pueden originar 
tumores secundarios o metástasis que ya resultan muy difíciles de erradicar 
quirúrgicamente o mediante irradiación local. Existe evidencia que indica que la 
mayoría de los cánceres se originan a partir de una sola célula que ha 
experimentado una mutación inicial [95,96], pero posteriormente la progenie de 
esta célula debe sufrir otros cambios, necesitando numerosas mutaciones 
adicionales y acontecimientos epigenéticos para convertirse en cancerosa. La 
célula original de un cáncer puede ser una célula progenitora del tejido, que ya 
dispone intrínsecamente de la capacidad para autorrenovarse, o una célula más 
diferenciada que ha adquirido esta capacidad para autorrenovarse de forma 
indefinida.  

La progresión tumoral dura por lo general muchos años y refleja la operación de un 
proceso evolutivo en el cual las células somáticas sufren mutaciones y cambios 
epigenéticos acompañados por una selección natural. 

Las células cancerosas adquieren una gran variedad de propiedades especiales al 
progresar, multiplicarse y extenderse (figura 1.11). Estas propiedades incluyen 
alteraciones en las vías de señalización celular, que capacitan a las células del 
tumor para “ignorar” las señales que proceden del entorno y que normalmente 
mantienen la proliferación celular bajo un estricto control. Como parte del proceso 
evolutivo de la progresión tumoral, las células cancerosas adquieren defectos en la 
diferenciación y en los mecanismos de control que paran de forma permanente la 
división celular o inducen apoptosis en respuesta al estrés celular o al daño en el 
DNA. Todos estos cambios aumentan la capacidad de las células tumorales para 
sobrevivir, crecer y dividirse en su tejido original y entonces metastatizar, este 
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proceso requiere la supervivencia y la proliferación en entornos extraños. Sin 
embargo, la evolución de un tumor no depende simplemente de los cambios en las 
propias células tumorales, también depende de otras células presentes en el 
microentorno del tumor, llamadas de forma colectiva células del estroma, que 
incluyen los nuevos vasos sanguíneos que permiten al tumor crecer de tamaño y 
metastatizar a través de la sangre [97,98].  

Puesto que son necesarias muchísimas mutaciones y cambios epigenéticos para 
proporcionar estos comportamientos anormales, no es sorprendente que casi 
todas las células cancerosas sean genéticamente inestables. La inestabilidad 
genética puede surgir de defectos en su capacidad para reparar el DNA dañado o 
corregir errores en la replicación de diversos tipos, que comportan cambios en la 
secuencia del DNA. También son comunes los defectos en la segregación de los 
cromosomas durante la mitosis, que comportan la inestabilidad de los 
cromosomas y cambios en el cariotipo. Esta inestabilidad genética está 
seleccionada para los clones de células aberrantes capaces de producir tumores, 
puesto que acelera en gran medida la acumulación de cambios genéticos y 
epigenéticos posteriores necesarios para la progresión del tumor [96,99].  

 

     Figura 1.11. Características del cáncer. Imagen adaptada de Hannah 2022 [100]. 
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Estadísticas del cáncer 

Según las estimaciones realizadas por el Observatorio Global del Cáncer 
(Globocan), de la Agencia Internacional de Investigación sobre Cáncer (IARC, 
International Agency for Cancer Research), a partir de los datos producidos por 
registros de cáncer de base poblacional de nuestro país, en Argentina ocurrieron 
133.420 nuevos casos de cáncer en ambos sexos en el año 2022. La mayoría de 
estos casos corresponden al cáncer de mama en primer lugar (16,2% de incidencia) 
y al colorrectal en segundo lugar con 11,9% de incidencia (figura 1.12). Respecto a 
la distribución por sexos, el 51% de los casos totales corresponden a mujeres, con 
el cáncer de mama (31,6%), el colorrectal (10,6%) y el uterino (6,9%) como los de 
mayor incidencia. Mientras que el 51% restante de los casos totales corresponde a 
hombres, con los cánceres de próstata (19,7%), colorrectal (13,3%) y pulmón 
(13,2%), como los más prevalentes. 

Dentro de los tipos de cáncer con una menor incidencia se encuentran los gliomas 
difusos cuya relevancia reside en su malignidad y baja tasa de supervivencia.   

 

Figura 1.12. Incidencia de distintos tipos de cáncer en Argentina, 2022. (A) Se tuvieron en cuenta 
ambos sexos para el análisis de los datos. (B) El estudio de la incidencia se realizó teniendo en 
cuenta el sexo de la población: mujeres (arriba) y hombres (abajo). Datos tomados del 
Observatorio Global del Cáncer (Globocan), de la Agencia Internacional de Investigación sobre 
Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés) [101]. 
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Gliomas difusos 

Los gliomas son los tumores intrínsecos más frecuentes del sistema nervioso 
central (SNC) y comprenden dos grandes subgrupos: los gliomas difusos (DG, del 
inglés Diffuse Gliomas) y aquellos que muestran un patrón de crecimiento más 
circunscrito (gliomas no-difusos). Los gliomas difusos están caracterizados por un 
crecimiento infiltrativo extenso en el parénquima circundante del SNC [102], y han 
sido históricamente diagnosticados como astrocitomas difusos (con el 
glioblastoma como el representante más frecuente y más maligno), 
oligodendrogliomas o como tumores con un fenotipo mixto astrocítico y 
oligodendroglial (oligoastrocitomas) [103].  

Aunque la mayoría de los gliomas ocurren en los cuatro lóbulos del cerebro: frontal 
(23.6%), temporal (17.4%), parietal (10.6%) y occipital (2.8%); una pequeña 
proporción puede aparecer en el tronco encefálico, el cerebelo y la médula espinal 
[104]. 

Considerando solamente el cáncer de cerebro y del SNC, la tasa de incidencia en 
nuestro país ajustada por edad fue de 3,7 casos por 100.000 habitantes, cifra que 
posiciona a Argentina dentro de los países del mundo con incidencia media-alta de 
este tipo de cáncer (rango 3,3 a 5,1 por 100.000 habitantes) (figura 1.13). 

 

Figura 1.13. Estimaciones de incidencia de cáncer de cerebro a nivel mundial, 2022. Ambos sexos. 
Tasas estandarizadas por edad según la población mundial por 100.000 habitantes. Fuente: 
Observatorio Global del Cáncer. GLOBOCAN, 2022 [101]. 

Clasificación de los gliomas 

Aunque tradicionalmente a los gliomas les han sido asignados cuatro grados según 
la malignidad (del I al IV, siendo los de grado IV los más agresivos), esta clasificación 
ha estado basada solamente en sus características histológicas. Sin embargo, se 
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observaron altas frecuencias de mutaciones puntuales recurrentes en la enzima 
isocitrato deshidrogenasa 1 y 2 (IDH1/IDH2) en aquellos tumores de bajo grado 
[105–107], además de la evidente diferencia en la clínica para tumores con 
características histológicas idénticas con IDH mutada (IDHm) e IDH wild type 
(IDHwt) [108,109]. Por otro lado, muchos tumores clasificados histológicamente 
como de grado II y III en adultos, que presentaban IDH wt, no sólo mostraban las 
características moleculares, sino que se comportaban como glioblastoma 
[110,111].  

Estas observaciones condujeron a la adición de parámetros moleculares para 
graduar más precisamente los gliomas y para estimar el pronóstico en múltiples 
tipos de tumores. El marcador genético más utilizado para la clasificación de los 
gliomas en la actualidad es el estado mutacional de IDH. Aunque IDH1 e IDH2 son 
altamente similares y catalizan reacciones idénticas, su expresión difiere en 
distintos tipos de cáncer y sus subtipos. Las mutaciones de IDH1 predominan en 
gliomas [107,112] y casi todas son causadas por una única sustitución de 
aminoácidos en el codón 132 [113]. Las mutaciones de IDH1 asociadas al cáncer 
producen R(−)-2-hidroxiglutarato (2HG) en lugar de alfa-cetoglutarato [114], este 
último altera el metabolismo del cáncer y crea estrés oxidativo [115]. Los niveles de 
alfa-cetoglutarato influyen en la subunidad HIF-1α del factor de transcripción 
inducible por hipoxia, que promueve el crecimiento tumoral cuando los niveles de 
oxígeno son bajos [116] e inhiben la desmetilación de histonas, que es esencial para 
la diferenciación terminal de las células progenitoras específicas de la línea [117]. 
La producción de NADPH está comprometida en gliomas con mutaciones de IDH1, 
lo que puede sensibilizar a los tumores a la radiación y la quimioterapia, explicando 
por qué los pacientes con neoplasias mutantes de IDH viven más tiempo [118]. En 
pacientes adultos, la mutación de IDH tiene la mayor importancia en el pronóstico 
y la mayor utilidad clínica [119]. Recientemente, González y colaboradores han 
establecido un flujo de trabajo para la estratificación de biopsias de pacientes con 
gliomas difusos empleando el estado mutacional de IDH1/2 y la presencia de la co-
deleción 1p/19q (pérdida combinada del brazo corto del cromosoma 1 y del brazo 
largo del cromosoma 19). Los grupos resultantes de esta estratificación mostraron 
diferencias significativas en la sobrevida y otros atributos clínicos relevantes [120] 
(figura 1.14).  
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Figura 1.14. Estratificación de biopsias de pacientes con glioma de la base de datos TCGA LGG-
GBM realizada por González y colaboradores, en base al estado mutacional de las enzimas 
IDH1/2 y la presencia de la co-deleción 1p/19q [120]. 

Glioblastoma multiforme (GBM) 

Aproximadamente el 49% de los tumores cerebrales malignos son glioblastomas, y 
el 30% son gliomas de bajo grado de infiltración difusa. Otros tumores cerebrales 
malignos incluyen linfomas primarios del sistema nervioso central (SNC) (7%) y 
formas malignas de ependimomas (3%) y meningiomas (2%). Los síntomas de los 
tumores cerebrales malignos incluyen dolor de cabeza (50%), convulsiones (20%-
50%), deterioro neurocognitivo (30%-40%), y déficits neurológicos focales (10%-
40%) [121]. La resonancia magnética antes y después de un agente de contraste a 
base de gadolinio es la modalidad de imagen preferida para evaluar los tumores 
cerebrales. El diagnóstico requiere biopsia del tumor con consideración de las 
características histopatológicas y moleculares. La quinta edición de la 
Clasificación de Tumores de la Organización Mundial de la Salud del Sistema 
Nervioso Central (OMS SNC5) es el estándar internacional actual para la 
nomenclatura y el diagnóstico de gliomas. 

El GBM se caracteriza por su invasividad y resistencia intrínseca a la terapia 
convencional, por lo que el tumor recurre y es letal de 6 a 15 meses luego del 
diagnóstico. A pesar de los esfuerzos para mejorar el tratamiento de este tumor, la 
sobrevida de los pacientes con GBM no ha mejorado en los últimos 20 años, desde 
la introducción de la temozolomida a la terapia estándar [122]. 

Tratamiento y sus limitaciones 

El manejo inicial de los gliomas generalmente consiste en la remoción quirúrgica 
máximamente segura. Además de reducir el volumen del tumor, permite la 
adquisición de tejido para un diagnóstico histológico preciso y la genotipificación 
del tumor [123] que a menudo es seguido de una combinación de quimioterapia y 
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radiación. Actualmente, el fármaco más utilizado para el tratamiento de pacientes 
con GBM recién diagnosticados es la temozolomida (TMZ), y bevacizumab para el 
caso de tumores recurrentes [122,124]. Sin embargo, los tratamientos actuales 
tienen un impacto muy limitado en la sobrevida de los pacientes con GBM debido a 
la naturaleza altamente invasiva del tumor y a su resistencia intrínseca a la terapia 
estándar, mostrando 15 meses de supervivencia media y menos del 5% de una tasa 
de supervivencia de 5 años [120].  

Tratamientos experimentales 

Las limitaciones intrínsecas de las terapias convencionales frente a los gliomas 
difusos y en particular frente al GBM, han planteado la necesidad de aunar 
esfuerzos en la búsqueda de nuevos blancos terapéuticos y en el desarrollo de 
nuevos esquemas que permitan reducir la progresión tumoral e incrementar la 
sobrevida.  

Entre los múltiples tratamientos contra este tipo de tumores que se encuentran en 
fase clínica experimental, la terapia génica permite que los transgenes terapéuticos 
se expresen localmente en el área adyacente a la masa tumoral principal después 
de la cirugía [125]. La administración local de vectores de terapia génica, 
principalmente adenovirales (AdV) y retrovirales, ha sido ampliamente evaluada en 
pacientes con glioblastoma multiforme (GBM), mostrando una buena eficiencia de 
transducción y perfil toxicológico [126,127]. La viroterapia oncolítica también ha 
experimentado un enorme desarrollo y el tratamiento local con AdVs oncolíticos ha 
sido evaluado en varios ensayos clínicos en pacientes con GBM. Sin embargo, la 
eficacia de esta estrategia aún está por determinarse [128]. 

Los vectores AdV son los vectores virales más ampliamente utilizados en 
neurooncología y son el estándar de referencia en la terapia génica para el GBM, ya 
que incluyen muchas ventajas: transducen células en división o en reposo, su 
genoma viral se modifica con relativa facilidad utilizando tecnología de DNA 
recombinante, pueden producirse en altos títulos (109–1013 UFP/mL)], y su genoma 
permanece en forma de episoma, lo que reduce el riesgo de mutagénesis 
insercional [129–131]. Sin embargo, dado que prácticamente toda la población 
tiene inmunidad anti-AdV preexistente a través de la vacunación o la infección 
natural, la expresión de transgenes puede no ser estable, ya que se ha demostrado 
que el sistema inmunológico elimina el vector en 7–14 días después de su 
administración, incluso cuando se inyecta en el cerebro [132]. De hecho, se 
observa un aumento en los títulos de anticuerpos anti adenovirales circulantes tras 
la inyección intratumoral con AdVs terapéuticos en pacientes con GBM [133]. Por lo 
tanto, es importante aumentar la disponibilidad de vectores de terapia génica, 
idealmente de distinta naturaleza, para diversificar la caja de herramientas 
biotecnológica y contar con más opciones a la hora de diseñar nuevas 
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aproximaciones terapéuticas orientadas a tratar el cáncer cerebral y otros 
trastornos neurológicos.  

A pesar de que las opciones terapéuticas han ido mejorando, el glioblastoma sigue 
siendo un cáncer difícil de tratar. El manejo óptimo requiere un enfoque 
multidisciplinario y conocimiento de las posibles complicaciones tanto de la 
enfermedad como de su tratamiento. 

En este trabajo de tesis doctoral nos centramos en el uso del baculovirus AcMNPV 
como vector de terapia génica, desarrollando primeramente un sistema de 
obtención de baculovirus recombinantes basado en la tecnología de Golden Gate, 
que nos permite generarlos con una mayor versatilidad y eficiencia. En segunda 
instancia, tomando como campo de aplicación los gliomas difusos, 
caracterizamos posibles blancos terapéuticos y desarrollamos vectores 
baculovirales con el potencial de convertirse en vectores de terapia génica 
antitumoral. 
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Hipótesis 

 Los baculovirus son virus específicos de lepidópteros pero que, bajo ciertas 
condiciones, tienen la capacidad de transducir células de mamífero, es decir, 
ingresar a las mismas, introducir su material genético y conducir a la expresión de 
genes heterólogos sin poder completar su ciclo infectivo. Por este motivo los 
baculovirus han sido ampliamente utilizados como vectores de expresión y, más 
recientemente, como vectores de terapia génica [1]. En el presente trabajo de 
tesis doctoral nos proponemos en una primera instancia mejorar los vectores 
actualmente disponibles para la generación de baculovirus recombinantes 
incorporando a los sistemas ya existentes la tecnología de clonado por 
ensamblado modular Golden Gate. Postulamos que dichas mejoras facilitarán 
la construcción de vectores de transferencia, permitiendo la generación de 
baculovirus con una mayor eficiencia y con la capacidad de expresar varios 
genes terapéuticos a la vez. 

Si bien existe una gran variabilidad entre las células tumorales, hay ciertas 
características comunes a las células neoplásicas que las diferencian de las 
células normales, entre las que se destacan: pérdida de sensibilidad frente a 
señales que detienen el crecimiento, autosuficiencia en señales de proliferación, 
evasión de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, 
invasión de tejidos y metástasis, inestabilidad genómica y promoción de la 
inflamación. El peso relativo entre las señales tróficas o pro-proliferativas y las 
diferentes vías de muerte celular toma particular importancia para comprender 
mejor la fisiología tumoral y el diseño de nuevas terapias [2]. 

La prolactina (PRL) es una hormona tradicionalmente involucrada en el control 
endócrino de la reproducción y la lactancia. Si bien la PRL circulante es producida 
en la adenohipófisis, esta hormona también se produce en distintos tejidos donde 
tiene efectos autócrinos/parácrinos sobre la homeostasis tisular [3]. La PRL y su 
receptor (PRLR) también han sido involucrados en el desarrollo de tumores 
hormono-dependientes, como el cáncer de mama y de próstata, donde favorece la 
supervivencia de las células tumorales, la quimio-resistencia y la migración celular 

[4]⁠. La presencia de PRL/PRLR no parece ser exclusiva de los tumores hormono-
dependientes, y ambas moléculas han sido detectadas en biopsias de pacientes 
con GBM en numerosas publicaciones [5–8] y la activación de esta vía favorece la 
proliferación, la resistencia al efecto citotóxico de drogas quimioterapéuticas y la 
migración celular en células de GBM. 

Por su parte, la muerte celular regulada (o “programmed cell death”, PCD) juega un 
rol fundamental para mantener la homeostasis mediante la remoción de células 
dañadas y puede constituir también una reacción patológica ante un estímulo 
dañino. Las vías de PCD han sido ampliamente estudiadas y demostraron ser 
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cruciales para la prognosis de los pacientes, la progresión del cáncer, la metástasis 
y la vigilancia inmune en el cáncer. Según la evidencia, distintas formas de PCD 
podrían generar un cambio en el microambiente tumoral (TIME) a partir de la 
liberación de PAMPs o DAMPs (pathogen- or damage-associated molecular 
patterns) que potenciaría la terapia antitumoral [9]. Estudios recientes identificaron 
un nuevo fenómeno de PCD llamado PANoptosis, controlado por un complejo 
multimérico denominado PANoptosoma que puede activar en paralelo tres vías de 
PCD: piroptosis, apoptosis y necroptosis. RIPK1 forma parte del PANoptosoma y es 
un actor crucial para la activación y el balance entre las tres vías. En ese sentido 
hipotetizamos que la regulación negativa de las vías que involucran a PRLR y a 
RIPK1 modularía las señales tróficas y de muerte celular, modificando la 
fisiología tumoral y reduciendo su proliferación. Los baculovirus, entonces, 
representarán una herramienta fundamental para la vehiculización de 
diferentes genes terapéuticos que contribuyan a ese fin. 

Objetivos 

Objetivo general     

El objetivo general del presente trabajo consiste en desarrollar una plataforma para 
la generación de baculovirus recombinantes (recBV) que permita la incorporación 
de múltiples bloques génicos en el genoma baculoviral de manera eficiente 
empleando la tecnología de ensamblado modular por Golden Gate. 

Para evaluar las herramientas generadas tomaremos al Glioblastoma Multiforme 
como modelo de estudio. Para ello nos proponemos como objetivo adicional la 
caracterización de posibles blancos terapéuticos contra este tipo de tumor y el 
desarrollo de baculovirus recombinantes con la capacidad de afectar dichos 
blancos.  

Objetivos específicos 

1. Diseñar un sistema de plásmidos modulares con el fin de obtener una 
plataforma para la generación de vectores baculovirales con la capacidad 
de expresar múltiples genes de interés. 

2. Explorar en mayor profundidad el posible rol desempeñado por la proteína 
serina/treonina quinasa asociada a receptor 1 (RIPK1) y el receptor de la 
prolactina (PRLR) en la patogénesis de los gliomas difusos mediante análisis 
transcriptómicos exhaustivos a partir de bases de datos de pacientes que 
contienen información clínica, transcriptómica y genómica. 
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3. Diseñar, obtener y caracterizar baculovirus recombinantes con la capacidad 
de silenciar o modular el efecto de los blancos terapéuticos RIPK1 y PRLR. 

4. Evaluar el rol de ambos blancos terapéuticos en ensayos pre-clínicos in vitro 
utilizando quimioterápicos y drogas específicas. 
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Capítulo 2. PluriBAC: un sistema modular versátil 
basado en baculovirus para expresar genes 
heterólogos en diferentes plataformas 
biotecnológicas. 

Introducción  
Como se desarrolló en detalle en la Introducción General, la familia Baculoviridae 
está compuesta por virus específicos de insectos con un genoma a DNA circular 
doble hebra empaquetado dentro de una nucleocápside en forma de bastón para 
los que se han descubierto múltiples aplicaciones biotecnológicas.  

El sistema de vectores de expresión de baculovirus (BEVS) se desarrolló a principios 
de la década de 1980. Originalmente, estos patógenos específicos de insectos eran 
atractivos debido a su utilidad como agentes de control biológico de plagas, 
sirviendo como una alternativa a los insecticidas químicos en la agroindustria. Sin 
embargo, con la exitosa producción de IFN-β humano recombinante [1], mediante 
el empleo de viriones genéticamente modificados derivados de Autographa 
californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) y células de lepidópteros, el 
BEVS se posicionó como una herramienta altamente versátil y poderosa en 
biotecnología. Hasta el día de hoy, miles de proteínas se han expresado en este 
sistema e incluso algunas de ellas se han comercializado [2]. 

Los baculovirus (BV) también pueden ingresar a células de mamíferos y entregar su 
DNA al núcleo [3]. La secuencia codificante para el gen de interés puede incluirse 
en el genoma viral bajo el control de un promotor adecuado reconocido por el 
organismo blanco [4]. Este proceso es conocido como transducción y puede 
realizarse en ensayos in vitro en cultivos celulares o en ensayos in vivo utilizando 
modelos de experimentación animal. De este modo, la inoculación con el BV 
recombinante resulta en la expresión de la proteína heteróloga dentro de diferentes 
tipos celulares [2]. Los BV son más seguros que otros vectores de transducción ya 
que no se replican en células de vertebrados y no se ha observado la integración de 
su DNA en el genoma de las células hospedadoras. Además, los humanos no 
poseen anticuerpos ni células T preexistentes específicas contra los BV, a 
diferencia de otros vectores de transducción que deben superar el obstáculo de la 
inmunidad de memoria [5]. Los BV han sido ampliamente modificados mediante 
ingeniería genética para facilitar la generación de viriones recombinantes. Aunque 
existen múltiples sistemas comerciales para la generación de BV recombinantes 
(recBV), la mayoría se basa en alguna de las siguientes dos estrategias: la primera 
involucra la recombinación homóloga en células de insecto entre un genoma 

https://www.zotero.org/google-docs/?4WKB1a
https://www.zotero.org/google-docs/?MhdBLz
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baculoviral modificado para ser capaz de replicar en E. coli (denominado bácmido) 
que contiene toda la información genética para la generación de virus excepto por 
una deleción en un gen esencial que le impide generar virus wild type, y un plásmido 
de transferencia con el GOI y la información necesaria para recombinar con el 
bácmido y reconstituir así el gen esencial, permitiendo la replicación del recBV  en 
células de insecto [6,7]. La segunda estrategia involucra una transposición sitio 
específica basada en un vector de transferencia que contiene el GOI bajo el control 
de un promotor flanqueado por sitios Tn7 que permiten la transposición dentro de 
células E. coli DH10Bac, que contienen tanto el bácmido, como un plásmido helper 
que codifica para la transposasa Tn7. Luego de la transposición en las células 
bacteriana, el bácmido es purificado y transfectado en células de insecto para la 
generación de los recBV [8]. 

El ensamblado por Golden Gate consiste en una estrategia de clonado basada en 
el uso de las enzimas de restricción de tipo IIS y el aprovechamiento de su actividad 
enzimática que produce un corte en el DNA por fuera de su sitio de reconocimiento. 
Este enfoque puede ser explotado para obtener secuencias complementarias 
específicas de 4 pb después de la digestión, lo que permite el ensamblado 
simultáneo de múltiples fragmentos en un vector de destino en un solo paso de 
restricción-ligación [9].  

En los últimos años, este método de clonado se ha utilizado para desarrollar 
diferentes sistemas que permiten la obtención de construcciones multigénicas 
aplicables en diversos organismos, como plantas [10,11], hongos [12] o levaduras 
[13,14].  

Al momento de dar comienzo a este trabajo de tesis doctoral no existía ningún 
sistema de producción de recBV basado en Golden Gate que permitiese clonar de 
manera simultánea múltiples genes en el genoma baculoviral, por lo que nos 
planteamos el desafío de diseñarlo y desarrollarlo. En el año 2021, Neuhold y sus 
colegas desarrollaron un sistema basado en Golden Gate, denominado GoldenBac, 
para construir dos conjuntos de vectores que expresan hasta 15 cassettes de 
expresión génica en BV [15]. 

En este capítulo, se describe un sistema versátil y rápido basado en el método de 
clonado por Golden Gate para expresar genes heterólogos en BV. El sistema 
PluriBAC se probó en diversas plataformas biotecnológicas con resultados 
exitosos. Finalmente, presentamos una comparación entre PluriBAC y otros 
sistemas basados en Golden Gate, centrándonos en los métodos actuales 
aplicados en BV. El sistema PluriBAC se destaca como el método pionero basado 
en Golden Gate para generar recBV con la versatilidad requerida para adaptarse a 
diversas plataformas tecnológicas y distintos campos dentro de la biotecnología. 

https://www.zotero.org/google-docs/?z0pOly
https://www.zotero.org/google-docs/?zh64xe
https://www.zotero.org/google-docs/?6EAlRq
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https://www.zotero.org/google-docs/?vkzvt1
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Objetivo general 
Diseño de un sistema de plásmidos modulares con el fin de obtener una 
plataforma para la generación de vectores baculovirales con la capacidad 
de expresar múltiples genes de interés. 

Objetivos específicos  

1. Diseño in silico de los vectores correspondientes a los diferentes niveles 
(sistema PluriBAC) y verificación de los ensamblados utilizando 
herramientas bioinformáticas. 

2. Obtención de baculovirus recombinantes (recBV) reporteros utilizando el 
sistema PluriBAC. 

3. Verificación de la infectividad y la capacidad transductora de los recBV 
derivados del sistema PluriBAC en ensayos in vitro e in vivo. 

Resultados  

Descripción del sistema PluriBAC  

Los distintos vectores que constituyen el sistema PluriBAC (figura 2.1) se diseñaron 
sobre la base de la estrategia de clonado por Golden Gate que permite el 
ensamblado de múltiples fragmentos en un mismo vector de destino, de manera 
simultánea. Este sistema aprovecha la propiedad de las enzimas de restricción tipo 
IIS que digieren el DNA por fuera del sitio de reconocimiento produciendo 
secuencias extendidas simple cadena y permite construir plásmidos 
recombinantes sin “cicatrices” provenientes de las etapas previas de clonado. El 
diseño consiste en tres niveles distintos relacionados con la complejidad y 
posibilidades de combinación de módulos, es decir, diferentes alternativas de 
secuencias promotoras, terminadoras y de genes de interés. Además, permite la 
generación de recBV tanto a partir del nivel 1 como del nivel 2.  

1. Nivel 0. El nivel 0 consiste en fragmentos de DNA, obtenidos mediante 
reacciones de PCR, flanqueados por sitios de reconocimiento de la enzima 
de restricción IIS Esp3I y cohesivos de secuencia específica. Estos 
cohesivos pueden ser diseñados y elegidos racionalmente de modo tal de 
dirigir la incorporación de los productos de PCR de forma ordenada en el 
vector de destino del siguiente nivel luego de ser digeridos con la ER IIS.  
En líneas generales, para nuestro diseño, las secuencias promotoras se 
encuentran flanqueadas por los cohesivos “E” y “F” sumado a los sitios de 
restricción de la enzima Esp3I. A su vez, las secuencias cohesivas” F” y “G” 
flanquean a los genes de interés junto con los sitios de la enzima. De manera 
equivalente, las secuencias terminadoras (señales de poliadenilación) 
contienen a los cohesivos “G” y “H”.  
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2. Nivel 1. Los vectores de destino de nivel 1 contienen el marcador de 
selección negativa ccdB, para minimizar el ruido (número de clones no 
recombinantes) durante el proceso clonado, flanqueado por los sitios de 
restricción de la enzima Esp3I y los cohesivos de 4 pb “E” y “H” compatibles 
con los insertos provenientes del nivel 0. Estos vectores contienen, además, 
sitios de restricción para la enzima BsaI, necesarios para el salto al nivel 2, y 
un cassette de resistencia para el antibiótico ampicilina. Los plásmidos 
pGGL1 fueron numerados del I al IV dependiendo del cohesivo que 
acompañase al sitio de restricción de la enzima BsaI: el vector pGGL1 I 
posee los cohesivos “A” y “B”, el vector pGGL1 II los cohesivos “B” y “C”, el 
pGGL1 III los “C” y “D”. Por su parte, el vector pGGL1 IV fue diseñado para 
contener los sitios de BsaI con las secuencias “C” y “D” para aumentar la 
versatilidad del sistema permitiendo el paso al nivel 2 con sólo dos módulos. 

3. Nivel 2. El vector aceptor del nivel 2, denominado pGGL2Bac, posee el 
marcador de selección ccdB flanqueado por sitios de restricción BsaI y los 
cohesivos “A” y “D” compatibles con los módulos provenientes del nivel 1, 
además del cassette de resistencia a kanamicina. Por otro lado, dicho vector 
contiene las secuencias requeridas para que ocurra la recombinación 
homóloga necesaria para la producción de recBV mediante el sistema 
bapGOZA (figura 2.1).  
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Figura 2.1. Un esquema detallado de los módulos y vectores que se utilizan en los tres niveles del 
sistema. Los insertos amplificados por PCR que contienen sitios de restricción Esp3I y sobres 
específicos se ensamblan en vectores aceptores del nivel 1 (pGGL1 I-IV) en una reacción de Golden 
Gate. Los vectores de nivel 1 resultantes contienen los cassettes de expresión flanqueados por sitios 
de restricción BsaI y cohesivos específicos en una estrategia que permite el ensamblado ordenado 
de todos los fragmentos en el vector aceptor final del nivel 2 (pGGL2Bac) en una reacción que 
involucra la enzima de restricción BsaI. 

En la práctica, luego de una reacción de Golden Gate utilizando la enzima de 
restricción Esp3I, los insertos del nivel 0 contendrán cohesivos de simple hebra 
compatibles con los vectores del nivel 1 (“E” y “H”). Como consecuencia, serán 
ensamblados de forma ordenada para conformar los cassettes de expresión en los 
vectores de destino del nivel 1. De manera similar, el clivaje de los vectores 
resultantes del nivel 1 con la enzima BsaI permitirá su ensamblado ordenado en el 
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vector final pGGL2Bac (con cohesivos “A” y “D”), obteniendo así el vector dador 
necesario para la generación de recBV mediante la doble recombinación homóloga 
en células de insecto (figura 2.2).  

 

Figura 2.2. Flujo de trabajo hipotético que describe la generación de recAcMNPV mediante 
recombinación homóloga (HR) entre vectores de transferencia PluriBAC y el bácmido occ+ bApGOZA 
o el bácmido occ- bAcGOZA, desde el nivel 0 hasta el nivel 2, pasando por el nivel 1, donde el AcMNPV 
en el cuadro amarillo representa la secuencia requerida para el rescate de recBV por HR. En este caso 
se incorporan en el genoma viral tres cassettes diferentes (rojo, verde y azul), cada uno de ellos 
preensamblado a partir de tres módulos independientes en vectores de nivel 1. 

Aunque el sistema está planteado para obtener la construcción final haciendo uso 
de tres niveles, del 0 al 2, la versatilidad de la plataforma permite el clonado directo 
del nivel 0 al nivel 2 (sin pasar por el nivel 1) y la generación de recBV a partir del 
nivel 1 si se incluyen en el vector o en los bloques de insertos secuencias 
específicas que permitan su incorporación al genoma viral. Así, utilizando 
elementos del sistema Bac-to-Bac es posible obtener recBV sin la necesidad de 
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llegar al vector de nivel 2. Para ello, se diseñó un vector de nivel 1 que contiene las 
secuencias necesarias para que ocurra la transposición sitio específica en las 
bacterias DH10bac y la generación del bácmido recombinante que luego podrá ser 
transfectado en células de insecto para dar lugar a la producción de recAcMNPV 
(figura 2.3).  

 

Figura 2.3. Generación de un recBV usando la estrategia Bac-to-Bac, a partir de un vector donor 
obtenido mediante el sistema PluriBAC. 

Finalmente, las diez secuencias cohesivas de 4 pb específicamente diseñadas 
fueron nombradas con las letras de la “A” a la “I”. Los rectángulos de color en los 
esquemas de las figuras 2.1 y 2.2 representan las secuencias de los cohesivos que 
se encuentran detalladas en la siguiente tabla:  

Cohesivo Secuencia 

A TGCC 

B AAGG 

C ACTA 

D TTAC 

E CAGA 

F AACT 
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Cohesivo Secuencia 

A TGCC 

G CGAA 

H ATAG 

I GCAG 

J CGTC 

Tabla 2.1. Listado de las secuencias cohesivas utilizadas en el sistema PluriBAC. En rosa se señalan 
aquellas secuencias utilizadas en el nivel 2, mientras que en celeste se señalan los cohesivos del 
nivel 1. Los cohesivos I y J pueden ser utilizados para ambos niveles. 

 

Una vez diseñados los vectores y las secuencias de los cohesivos a utilizar, se 
realizaron diferentes pruebas in silico utilizando la herramienta informática 
Benchling que permite emular ensamblados de Golden Gate y detecta posibles 
errores. Habiéndose verificado la funcionalidad del sistema se procedió a sintetizar 
cada uno de los vectores de nivel 1 y de nivel 2 utilizando como base los plásmidos 
de clonado pUC57-mini y puC57-Km contratando a la empresa GenScript. 

Obtención de AcMNPV recombinantes y verificación de infectividad y 
capacidad transductora. 

Con el fin de desafiar por primera vez al sistema PluriBAC y poner a punto los 
diferentes parámetros metodológicos inherentes al ensamblado modular, nos 
propusimos obtener una serie de recBV que expresen genes reporteros. Estos virus 
reporteros a su vez resultan de utilidad para verificar que los recBV derivados del 
sistema PluriBAC mantienen su capacidad infectiva y transductora, necesarias 
para la propagación, así como para las múltiples aplicaciones biotecnológicas 
propias de los BV. 

El AcMNPV derivado del sistema PluriBAC pudo llevar a cabo la infección por vía 
oral en las larvas. 

Para verificar que la capacidad infectiva del recAcMNPV derivado de PluriBAC no se 
vio afectada, se generó un recBV que codifica para la proteína reportera dTomato 
bajo el control del promotor IE-1 de CMV y la señal de poliadenilación de SV40. El 
cassette fue amplificado mediante PCR para luego ser ensamblado en el vector 
final de nivel 2, pGGL2Bac y generar el vector de transferencia pGGL2Bac-CMV-
dTomato-SV40 (figura 2.4). 
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Figura 2.4. Representación de la obtención del vector de transferencia 
final pGGL2Bac-CMV-dTomato-SV40 para generar el recAcMNPV. CMV 
representa el promotor del gen inmediato temprano 1 del 
citomegalovirus (promotor CMV-IE1) y SV40 se refiere a la señal de 
poliadenilación del virus simio 40 (SV40 polyA). 

 

El screening de la inserción del fragmento se realizó mediante PCR (figura 2.5A) y 
fue posteriormente confirmada por secuenciación de Sanger. El éxito en la 
generación del recAcMNPV se evidenció mediante microscopía de 
epifluorescencia en células High FiveTM co-transfectadas con el vector de 
transferencia (figura 2.5B), comprobándose a su vez la infectividad del virus 
recombinante en cultivo celular. 

 

Figura 2.5. (A) Screening mediante PCR del inserto CMV+dTomato+SV40 (1650 pb) (B) Células de 
insecto High Five™ infectadas con el recAcMNPV obtenido, observadas mediante microscopía de 
epifluorescencia. 
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Finalmente, nos propusimos infectar larvas de Spodoptera frugiperda por vía oral. 
Para ello, se infectaron células High FiveTM con el recAcMNPV y 7 días después de la 
infección, los cuerpos de oclusión (OB) obtenidos fueron purificados a partir del 
cultivo celular utilizando el método descrito previamente. Las larvas de tercer 
estadío de Spodoptera frugiperda fueron infectadas por vía oral con 3x108 OB/ml de 
recAcMNPV que codifica para la proteína reportera dTomato, utilizando una dieta 
contaminada con los cuerpos de oclusión recombinantes. Cuatro días después, las 
larvas infectadas y no infectadas fueron observadas mediante microscopía de 
epifluorescencia. La expresión de dTomato sólo se observó en larvas con signos 
aparentes de infección por el recBV (figura 2.6). 

 

Figura 2.6. Protocolo experimental (creado con BioRender.com) y microscopía de 
epifluorescencia de larvas de Spodoptera frugiperda infectadas y no infectadas con el 
recAcMNPV generado mediante el sistema PluriBAC. 
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El recAcMNPV derivado de PluriBAC transduce eficientemente células del Sistema 
Nervioso Central (SNC) tanto in vitro como in vivo.  

Para evaluar si los recAcMNPV derivados de PluriBAC conservan su capacidad para 
transducir células de mamífero, generamos un recBV que codifica para la proteína 
verde fluorescente citrine bajo el control del promotor IE-1 de CMV y la señal de 
poliadenilación de SV40.  

El cassette fue amplificado mediante PCR utilizando una polimerasa de alta 
procesividad, y luego fue ensamblado en el vector pGGL2Bac (figura 2.7).  

 

Figura 2.7. Representación de la obtención del vector de transferencia 
final pGGL2Bac-CMV-citrine-SV40 para generar el recAcMNPV. CMV 
representa el promotor del gen inmediato temprano 1 del 
citomegalovirus (promotor CMV-IE1) y SV40 se refiere a la señal de 
poliadenilación del virus simio 40 (SV40 polyA). AcMNPV hace 
referencia a la secuencia requerida para la obtención de recBV por HR. 

La confirmación de la inserción del fragmento se realizó mediante PCR (figura 2.8A) 
y secuenciación de Sanger. La figura 2.8B muestra micrografías de células Hi5 
cotransfectadas con el bácmido bapGOZA y el plásmido de transferencia pGGL2-
CMV-citrine-SV40. La fotografía superior muestra la aparición de poliedros, signo 
característico de infección tardía y la fotografía inferior muestra la expresión del gen 
reportero citrine. 
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 Figura 2.8. (A) Screening mediante PCR del inserto CMV-citrine-SV40 
(1485 pb) (B) Células de insecto High Five™ infectadas con el recAcMNPV 
obtenido, observadas mediante microscopía de epifluorescencia. 

Con el objetivo de evaluar la capacidad de transducción del recAcMNPV obtenido, 
realizamos dos abordajes diferentes. En primer lugar, realizamos ensayos in vitro 
utilizando tanto células astrocíticas de ratón como células de GBM derivadas de 
pacientes. Para ello, partimos de una placa de cultivo con células de cerebro al 60% 
de confluencia que fueron tratadas con el recBV a una multiplicidad de 750. 48 hs 
post-transducción las células fueron observadas mediante microscopía de 
fluorescencia. Un resumen del protocolo llevado a cabo se esquematiza en la figura 
2.9, panel A. Los resultados demostraron que el recAcMNPV derivado de PluriBAC 
fue capaz de transducir eficientemente ambos tipos celulares a una multiplicidad 
de 750, evidenciándose al observar una expresión robusta de citrine (figura 2.9B). 
Cabe destacar que, por razones prácticas, se utiliza la palabra “multiplicidad” aquí 
para indicar el número de partículas virales infectivas (UFP) por célula, 
independientemente del hecho de que no se produce un ciclo infeccioso de BV en 
células de mamíferos. 
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Figura 2.9. (A) Protocolo experimental (creado con BioRender.com) (B) Microscopía de 
epifluorescencia de astrocitos de ratón y células de GBM derivadas de pacientes transducidas con 
recBV en una multiplicidad de 750 UFP/célula. La expresión de citrine se observó 48 horas después 
de la transducción. 

En segundo lugar, evaluamos la capacidad del recAcMNPV generado para 
transducir células del SNC in vivo. Para ello, desarrollamos dos enfoques 
experimentales utilizando modelos animales. 

Por un lado, se inyectaron 5x108 UFP del recAcMNPV utilizando cirugía 
estereotáctica en cerebros de ratones naïve. Siete días después de la inyección, se 
observó la expresión del gen reportero en cortes realizados con micrótomo (figura 
2.10). La figura 2.10A muestra el esquema de inoculación desarrollado mientras 
que la figura 2.10B muestra microfotografías de cortes de cerebros 7 días post-
inoculación, observándose una efectiva expresión del transgén Citrine en 
astrocitos normales de ratón. 

 

Figura 2.10. (A) Protocolo experimental (creado con BioRender.com) del ensayo in vivo (B) 
Observación de la expresión de citrine en astrocitos normales de ratón. Los ratones C57Bl/6 fueron 
inoculados en el estriado derecho con BV (5 × 108 UFP). Después de 7 días, se evaluó la expresión 
de la proteína reportera citrine (verde) con microscopía de fluorescencia.  Se utilizó DAPI para la 
tinción nuclear. 



 
85 

Finalmente, evaluamos la capacidad de transducción del recAcMNPV obtenido en 
astrocitos neoplásicos de ratón. Para llevar adelante dicho objetivo, se inocularon 
ratones con neuroesferas de GBM de ratón utilizando cirugía estereotáctica. 
Después de 21 días de crecimiento tumoral, tratamos a los ratones con el 
recAcMNPV, como se describió anteriormente [16]. En la figura 2.11A se muestra de 
forma detallada el esquema de trabajo empleado en este ensayo in vivo. Mediante 
microscopia de fluorescencia sobre cortes de cerebro pudimos observar que el 
recAcMNPV derivado de PluriBAC que codifica para la proteína reportera Citrine 
pudo transducir eficientemente astrocitos neoplásicos de ratón 7 días después de 
la inyección (figura 2.11B). 

 

Figura 2.11. (A) Protocolo experimental (creado con BioRender.com) del ensayo in vivo (B) Observación 
de la expresión de citrine en astrocitos neoplásicos de ratón. Se inoculó a los ratones C57Bl/6 con 
neuroesferas de glioma de ratón (NS) en el cerebro; 3 semanas después, los tumores fueron inyectados 
con el recAcMNPV (5 × 108 UFP) y los ratones fueron sacrificados después de 7 días. La expresión de la 
proteína reportera citrina (verde) en el tumor se evaluó con microscopía de fluorescencia. Se utilizó 
DAPI para la tinción nuclear. 

Ensamblado de múltiples insertos en el sistema de expresión Bac-to-
BacTM 

El sistema de generación de recBV Bac-to-BacTM (Thermofisher) permite a los 
usuarios construir vectores recAcMNPV mediante transposición en bacterias. 
Brevemente, la recombinación sitio-específica ocurre entre las secuencias Tn7L y 
Tn7R de un vector de transferencia y regiones específicas del bácmido 
bMON14272, utilizando una transposasa presente en un plásmido helper en la 
cepa DH10BacTM. 

Para poder adaptar nuestro sistema de ensamblado modular al sistema Bac-to-
BacTM, construimos un vector pGGL1 flanqueado por las secuencias Tn7R y Tn7L 
para obtener el recAcMNPV mediante transposición en bacterias. También 
incluimos un gen de resistencia a la espectinomicina para la selección de 
recombinantes, una secuencia genérica de relleno o adapter, el gen reportero 
citrine bajo el control del promotor CMV-IE-1 y la señal de poliadenilación de SV40 
(figura 2.12). 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?oHTVCZ
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Figura 2.12. El vector de transferencia final obtenido para generar el recAcMNPV con el sistema de 
expresión Bac-to-Bac™. Tn7L y Tn7R: sitios de transposición, pSpect: promotor de resistencia a 
espectinomicina, Spect R: resistencia a espectinomicina, pSfU6: promotor del pequeño nucleolar 
U6 de Spodoptera frugiperda, ncRNA: RNA no codificante sintético, CMV: promotor del gen 
temprano inmediato 1 del citomegalovirus (CMV-IE1), SV40: señal de poliadenilación del virus simio 
40. 

 Los insertos fueron amplificados por PCR utilizando primers específicos que 
contenían sitios de restricción Esp3I y los cohesivos indicados en la figura 2.12. 
Después del ensamblado de Golden Gate, se transformaron células E. coli DH5α 
electrocompetentes que posteriormente fueron sembradas en medio LB con 
ampicilina, espectinomicina y tetraciclina. Los insertos fueron screeneados por 
PCR, con excepción del caso de la resistencia a espectinomicina que fue 
evidenciada con la supervivencia a la presión de selección del antibiótico. La 
mayoría de los clones seleccionados contenían todos los fragmentos, como se 
puede apreciar en la figura 2.13. La identidad de los fragmentos fue verificada por 
secuenciación de Sanger. 
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Figura 2.13. Detección por PCR de los múltiples insertos. Inserto 1: Tn7R (260 pb), inserto 3: adapter 
(520 pb), inserto 4: CMV (507 pb), inserto 5: Tn7L (211 pb). La resistencia a espectinomicina y su 
promotor fueron screeneados utilizando el antibiótico para la selección clonal. 

 

Una vez obtenido el vector de transferencia, las células electrocompetentes de E. 
coli DH10BacTM fueron transformadas y cultivadas en medio LB con kanamicina, 
espectinomicina y tetraciclina, y X-gal e IPTG para la selección blanco/azul. 

Se seleccionaron colonias blancas y se extrajo el bácmido recombinante siguiendo 
las indicaciones del fabricante. La integridad del DNA del bácmido recombinante 
fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 0.6% teñido con bromuro de 
etidio. Luego, se transfectaron células de insecto Sf9 con el bácmido 
recombinante. La generación de recAcMNPV fue monitoreada por microscopía de 
epifluorescencia buscando la expresión del gen reportero citrine (figura 2.14).  

 

Figura 2.14. Protocolo experimental (creado con BioRender.com) para la generación de recAcMNPV 
utilizando el sistema Bac-to-BacTM. Selección blanco/azul en células de E. coli DH10BacTM y 
microscopía de epifluorescencia de células High FiveTM infectadas con el recAcMNPV. Las flechas 
amarillas señalan algunas de las colonias blancas obtenidas. 
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Diseño y obtención de un baculovirus AcMNPV triple reportero 

Paralelamente, nos planteamos el objetivo de obtener un recBV que funcionara 
como triple reportero, desafiando al sistema PluriBAC mediante el ensamblado de 
un mayor número de insertos. Dicho baculovirus expresaría el cassette para la 
expresión de la proteína fluorescente mitoTurquoise, para marcar mitocondrias, el 
cassette de la proteína roja dTomato con localización citoplasmática y para la 
proteína GFP fusionada a la glicoproteína G de VSV, direccionada a la membrana 
plasmática.  

En primer lugar, se diseñaron primers específicos que permitieron obtener los 
bloques flanqueados con los sitios de la enzima BsaI para ser clonados 
directamente al vector de nivel 2, pGGL2Bac (figura 2.15).  

 

Figura 2.15. Esquema de obtención del vector de transferencia final obtenido para generar el 
recAcMNPV triple reportero. CMV: promotor del gen temprano inmediato 1 del citomegalovirus 
(CMV-IE1), SV40: señal de poliadenilación del virus simio 40. AcMNPV: secuencia necesaria para la 
generación del recBV por HR. 

Los seis fragmentos indicados en la figura 2.15 fueron obtenidos por PCR de manera 
exitosa y se realizó con ellos una mezcla de ensamblado por Golden Gate, del 
mismo modo que se realizaron los ensamblados anteriores. Sin embargo, 
observamos una eficiencia notablemente más baja en la obtención de 
transformantes y, durante el screening y la posterior secuenciación, confirmamos 
que el único clon que parecía ser positivo, en realidad sólo poseía el cassette para 
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la expresión de la proteína mitoTurquoise, es decir, que habían sido “expulsados” 
los otros dos cassettes. A partir de este resultado, que se repitió en otros 
ensamblados, y el análisis exhaustivo de los cohesivos utilizados para este diseño 
experimental, concluimos que la expulsión de los demás cassettes podría deberse 
a la similitud entre los cohesivos B y D. Esta similitud de secuencia podría favorecer 
la inserción de sólo uno de los cassettes mediante la ligación del cohesivo B 
presente en el inserto al cohesivo D del vector pGGL2Bac en lugar de hacerlo con 
su contraparte en el inserto siguiente. Parte del screening llevado a cabo se observa 
en la figura 2.16.  

 

Figura 2.16. (A) Esquema del vector pGGL2Bac CMV mitoTurquoise SV40 con los sitios de 
restricción de la enzima EcoRI (B) Gel de electroforesis donde se observan los productos del 
tamaño esperado luego de la digestión del vector obtenido con la ER EcoRI.  

Para intentar solucionar este problema, buscamos desfavorecer la inserción del 
cassette de mitoTurquoise por encima del resto. Para ello, en un principio probamos 
poniendo mayor cantidad de los cassettes de GFP y de dTomato en la mezcla de 
reacción. Sin embargo, no obtuvimos resultados positivos.  

En una segunda instancia, nos propusimos realizar un ensamblado secuencial, es 
decir, incorporando a la mezcla de reacción primero bloques de las proteínas 
reporteras dTomato y GFP, y 15 ciclos más tarde, los insertos correspondientes a 
mitoTurquoise. En este caso tampoco obtuvimos resultados positivos.  
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Discusión 
Desde la década de 1980, el sistema de vectores de expresión de baculovirus 
(BEVS) se ha convertido en una herramienta biotecnológica fundamental para la 
generación de proteínas recombinantes. La producción de grandes cantidades de 
proteína es posible gracias a la inserción del gen heterólogo (o serie de genes) bajo 
el control de un promotor viral muy tardío, generalmente el promotor del gen 
poliedrina (polh). Esto desencadena una expresión elevada del gen de interés en las 
células de insectos infectadas con el recBV. Un beneficio adicional del BEVS radica 
en la capacidad de las células de insectos para facilitar la glicosilación y otras 
modificaciones post-traduccionales en la proteína heteróloga [17]. Actualmente, 
se utilizan las siguientes dos estrategias principales para la generación de recBV: 
una implica una transposición específica del sitio en E. coli, mientras que la otra se 
basa en la recombinación homóloga en células de insectos, como se mencionó 
anteriormente. 

En los últimos años ha crecido la necesidad de generar constructos para la 
expresión de múltiples genes. Sin embargo, los métodos de clonado 
convencionales usualmente involucran varios pasos y pueden convertirse en un 
proceso tedioso. Por esta razón, se han estado desarrollando diferentes métodos 
para facilitar y agilizar este proceso, algunos de ellos involucran el uso de 
baculovirus. En 2004, Berger y sus colegas crearon el sistema MultiBac para generar 
un recBV que expresara complejos de proteínas compuestos por muchas 
subunidades, basándose en la tecnología Cre-loxP [18]. Muchos años después, se 
utilizó el sistema biGBac, que emplea la estrategia de clonado de Gibson y la 
inserción de secuencias de enlace específicas, para ensamblar hasta 25 genes en 
un vector de expresión baculoviral. Luego, se obtuvieron recBV utilizando el método 
de transposición Tn7 [19]. 

En busca de una mayor eficiencia y simplicidad en el ensamblado de múltiples 
genes, la importancia del clonado por Golden Gate ha ido creciendo en los últimos 
años, y se desarrollaron diferentes sistemas basados en esta tecnología. Por 
ejemplo, se diseñó un sistema modular, compuesto por tres niveles, para el 
ensamblado de múltiples unidades de transcripción en vectores receptores 
optimizados para la transformación de plantas [10]. Recientemente, Occhialini y 
colegas adaptaron esta estrategia para la ingeniería de cloroplastos en plantas [20]. 
Por otro lado, se utilizó un sistema basado en Golden Gate para la construcción de 
vectores de expresión policistrónica en hojas de tabaco [11]. 

En 2021, se diseñó una estrategia basada en el método de clonado por Golden Gate 
con el objetivo de construir una biblioteca para el estudio de la violaceína, un 
compuesto terapéutico contra el cáncer, en Yarrowia lipolytica, una levadura 

https://www.zotero.org/google-docs/?0dPYKL
https://www.zotero.org/google-docs/?JEFjer
https://www.zotero.org/google-docs/?ZThfRO
https://www.zotero.org/google-docs/?2d1lHN
https://www.zotero.org/google-docs/?PK61xa
https://www.zotero.org/google-docs/?W1U4KQ
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oleaginosa [21]. Utilizando un enfoque similar, se creó otro sistema para eliminar e 
insertar genes en diversos hongos [12]. 

Recientemente, se diseñó un método novedoso, denominado GoldenBac, basado 
en el clonado por Golden Gate que consiste en dos niveles secuenciales para el 
ensamblado de hasta 15 cassettes de expresión génica con alta eficiencia. 
Brevemente, el sistema GoldenBac consta de conjuntos de vectores de entrada, 
para la inserción de los genes de interés, que contienen un promotor de poliedrina 
y un terminador flanqueado por sitios de restricción BsaI. Después del clivaje, la 
liberación de cassettes de expresión con cohesivos específicos de 4 pb permite el 
ensamblaje ordenado de los módulos resultantes en vectores de destino del nivel 
2, diseñado para permitir la generación de recBV mediante recombinación 
homóloga o transposición Tn7 [15]. 

Aquí presentamos un sistema versátil basado en el clonado por Golden Gate, 
designado como PluriBAC, eficiente para la generación rápida de recBV para una 
amplia gama de aplicaciones. Parte de la versatilidad del sistema PluriBAC radica 
en el hecho de que su diseño permite obtener vectores de transferencia 
compatibles con ambos sistemas que utilizan bácmidos basados en 
recombinación homóloga (occ- bAcGoza y occ+ bApGoza), así como sistemas 
basados en transposición en bacterias (Bac-to-BacTM). La flexibilidad de poder 
elegir entre diferentes bácmidos es relevante en relación con la bioseguridad. Si es 
necesario utilizar algunos recAcMNPV fuera del entorno controlado del laboratorio, 
los virus occ- podrían generarse tanto por recombinación homóloga como por 
transposición. Similar es el caso de la presencia de resistencia a agentes 
microbianos en el genoma recAcMNPV. Los genomas recombinantes derivados de 
los bácmidos bAcGoza y bApGoza no contienen resistencia a antibióticos después 
de la recombinación, a diferencia del sistema Bac-to-Bac. Esto podría ser útil 
cuando las partículas virales en desarrollo de recAcMNPV se utilizan como vectores 
terapéuticos. Con esto en mente, se podría elegir el bácmido más apropiado en 
relación con el fenotipo de oclusión y la presencia o ausencia de resistencia a 
antibióticos según las necesidades y los estándares de bioseguridad requeridos en 
cada campo o aplicación. 

A continuación, generamos un conjunto de recBV diferentes como ejemplos 
adecuados para ser probados en diversas plataformas biotecnológicas, incluidas 
células de insectos y mamíferos, así como larvas de insectos y ratones. 

Primero, desarrollamos un recAcMNPV que codifica el gen reportero dTomato con 
el objetivo de explorar su capacidad para infectar larvas de lepidópteros. 
Realizamos una prueba piloto de infección en larvas del gusano cogollero del maíz 
Spodoptera frugiperda, que se ha demostrado que son resistentes a la infección 
con AcMNPV, por lo que requieren altas dosis de este virus para ser infectadas [22]. 
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Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) es una plaga agrícola invasora que 
afecta gravemente a una variedad de cultivos y se distribuye naturalmente en las 
Américas. Estudios recientes también han descrito la presencia del gusano 
cogollero del maíz en África y Asia [23,24]. Mientras que los métodos de control 
tradicionales implican el uso de productos químicos o cultivos que expresan 
toxinas Bt [25], cada vez hay más casos de resistencia a las toxinas Bt y el impacto 
ambiental de los pesticidas químicos están impulsando el desarrollo de nuevas 
estrategias de control [26,27]. Se han realizado muchos esfuerzos para aprender 
más sobre la interacción entre esta plaga de lepidópteros y sus patógenos naturales 
con el objetivo final de desarrollar nuevas estrategias de biocontrol [27–30]. En 
consecuencia, un sistema de generación de recombinantes de AcMNPV versátil, 
como PluriBAC, es de particular interés para avanzar en el diseño de estas 
estrategias para probar conceptos de prueba de funcionalidad alternativos en 
larvas. 

Aprovechando la capacidad transductora de los BV [2,4], nos propusimos probar 
recAcMNPV derivados del sistema PluriBAC en células de mamíferos tanto in vitro 
como in vivo, como una segunda plataforma tecnológica experimental. Para lograr 
este objetivo, diseñamos y construimos dos AcMNPV recombinantes que expresan 
proteínas reporteras Citrine y dTomato, respectivamente. Basándonos en nuestra 
experiencia previa en la transducción mediada por baculovirus de células de 
tumores pituitarios de rata [31], células de cáncer de ovario de rata y humano [32], 
y células de SNC de rata, ratón y humano [16,33] exploramos la capacidad de 
transducción de ambos recAcMNPV. Los recBV derivados de PluriBAC transducen 
eficientemente astrocitos murinos y células de GBM derivadas de pacientes in vitro. 
Además, los recAcMNPV demostraron tener capacidad transductora en astrocitos 
normales y neoplásicos in vivo en cerebro de ratones. El desarrollo de un sistema 
como PluriBAC, que permite la expresión de múltiples transgenes en diferentes 
organismos, permite un flujo de trabajo más eficiente para el diseño y producción 
de inmunógenos y vectores de terapia dirigida tanto para la salud humana como 
veterinaria. 

Uno de los puntos distintivos de nuestro sistema en comparación con sistemas 
similares [12,15,18] es que ninguno de los vectores de nivel 1 o nivel 2 de PluriBAC 
contiene secuencias promotoras. Aunque esta ausencia podría parecer un 
problema, ya que es necesario amplificar por separado el promotor en cada 
ensamblado génico, en realidad resulta ser una de las fortalezas del sistema 
PluriBAC. El hecho de que el usuario pueda elegir el promotor para cada ensamblaje 
en particular permite un diseño de vectores virales personalizados según las 
necesidades requeridas.  

Otra ventaja del sistema PluriBAC radica en su diseño. Como describimos a lo largo 
de este capítulo, PluriBAC es un sistema de tres niveles que permite el ensamblado 
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génico utilizando ambas enzimas de restricción tipo IIS, BsaI y Esp3I. Además, la 
mayoría de los cohesivos disponibles no se encuentran incluídos en los vectores 
PluriBAC y pueden ser elegidos en el diseño de los primers para las PCR de nivel 0. 
Todas estas características permiten al usuario ingresar al sistema PluriBAC por 
mútilples caminos y alternar el uso de la enzima de restricción tipo IIS según los 
requisitos de secuencia de los genes a clonar. Además, como demostramos en la 
sección “Resultados”, se pueden construir vectores de transferencia compatibles 
tanto para el sistema Bac-to-BacTM como para sistemas basados en recombinación 
homóloga. Por otro lado, en la construcción presentada en la figura 2.12, se 
incluyeron múltiples productos génicos con funcionalidad biológica en diferentes 
organismos (resistencia a espectinomicina en bacterias y el gen reportero Citrine 
en células de insecto y mamífero). Esto sugiere que el sistema PluriBAC podría tener 
el potencial de ser utilizado en la generación de recAcMNPV que incorporen 
múltiples productos génicos que, a diferencia del recAcMNPV que generamos aquí, 
pueden expresarse simultáneamente. 

La Tabla 2.2 resume las características más destacadas de PluriBAC. También 
presenta una comparación con el sistema GoldenBac reportado recientemente. 
GoldenBac y PluriBAC son los primeros sistemas basados en el ensamblado por 
Golden Gate diseñados para producir recBV. Mientras que GoldenBac fue 
desarrollado originalmente para la expresión de proteínas multiméricas en células 
de insectos, PluriBAC fue diseñado con el objetivo de tener un sistema de expresión 
génica versátil dirigido a múltiples campos de aplicación tecnológica. Sin embargo, 
esto no implica que los recBV derivados de cada sistema no puedan adaptarse para 
su aplicación en otros campos en el futuro. De esta manera, ambos sistemas son 
complementarios y contribuyen a la amplia caja de herramientas de la ingeniería 
genética de baculovirus. 

Característica del sistema  PluriBAC GoldenBac 

Nro. de niveles Tres Dos 

 

Recorrido entre los niveles 

Múltiples  Único 

Variable Lineal 

Promotores presentes en los 
vectores 

Ninguno Poliedrina 

Cohesivos diseñados en Primers Vectores 

ER tipo IIS disponibles para Dos Una 
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usar 

Compatibilidad con sistema 
de generación de recBV 

 

HR y Bac-to-BacTM 

 

HR y Bac-to-BacTM 

 

 

Aplicaciones biotecnológicas 
reportadas hasta el momento 

Infección per os en 
larvas 

 

 

Expresión de 
proteínas 
multiméricas  

Transducción in vitro de 
células normales y 
tumorales 

Transducción in vivo de 
células normales y 
tumorales 

Tabla 2.2. Análisis comparativo de las principales características de los sistemas PluriBAC y 
GoldenBac. HR: recombinación homóloga 

Las limitaciones exhibidas por nuestro sistema al ensamblar construcciones con 
insertos que incluían los cohesivos B y D y la no resolución de las mismas con las 
estrategias que discutimos en la última sección de este capítulo, nos plantean 
como perspectiva la necesidad de optimizar aquellos protocolos de ensamblado 
que incluyan productos de PCR o insertos previamente ensamblados en vectores 
de nivel 1 que contengan el cohesivo B en caso de que se desee utilizarlos para un 
ensamblado posterior. En última instancia, en caso de no hallar un protocolo que 
nos permita sortear esta dificultad, el cohesivo B podría ser reemplazado por otra 
secuencia que no presente similitud con el cohesivo D, necesario para el 
ensamblado en el vector pGGL2Bac. 

A pesar de las múltiples ventajas del sistema PluriBAC y del ensamblado por 
Golden Gate en general, queda claro que el número de insertos que se pueden 
incluir en simultáneo (sin el paso previo por vectores de jerarquización) se ve 
limitado por el número de cohesivos lo suficientemente distintos que se puedan 
obtener con secuencias de sólo cuatro nucleótidos. Es por eso, que la etapa más 
crítica en la utilización de este y otros sistemas es el diseño in silico de los vectores 
y los oligonucleótidos que se vayan a utilizar para la obtención de la construcción 
final deseada.   
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Capítulo 3. Rol de RIPK1 y PRLR en la patología de 
los gliomas difusos. 

Introducción  
Los gliomas difusos (DG o “diffuse gliomas”) son los tumores cerebrales malignos 
más frecuentes en adultos [1,2]. Estos tumores se originan a partir de las células de 
la glía y son altamente infiltrativos y heterogéneos. Basado en el análisis 
histopatológico, estos gliomas difusos fueron históricamente diagnosticados como 
astrocitomas difusos (con el glioblastoma como el representante más frecuente y 
maligno), como oligodendrogliomas o como tumores con un fenotipo astrocítico y 
oligodendroglial combinado (oligoastrocitomas) [3].   

A pesar de los tratamientos aplicados en la actualidad, como la neurocirugía, 
radioterapia y quimioterapia, la tasa de sobrevida de los pacientes con 
Glioblastoma Multiforme (GBM) no suele superar los 12 meses debido a la 
naturaleza altamente invasiva de los tumores y a la resistencia intrínseca a las 
terapias. Por esta razón, resaltamos la importancia de identificar nuevos blancos 
moleculares para desarrollar nuevas estrategias para el tratamiento de esta 
enfermedad [4].  

Tradicionalmente, la clasificación de los gliomas difusos ha sido basada en las 
características histopatológicas [5]. Sin embargo, en el 2016 la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) incluyó por primera vez el concepto de alteraciones 
genéticas y epigenéticas para definir varios grupos de gliomas [3,6–8]. Entre todas 
las alteraciones genéticas caracterizadas, la mutación somática en la enzima 
isocitrato deshidrogenasa (IDH) 1 y 2 se ha convertido en el principal marcador para 
la clasificación molecular y la prognosis de gliomas difusos en adultos. IDH, una 
enzima involucrada en el metabolismo celular y la respuesta al estrés oxidativo [9], 
cataliza la conversión de isocitrato a α-cetoglutarato. Una mutación en el residuo 
R132 del sitio activo modifica la actividad catalítica de la enzima, convirtiendo el α-
cetoglutarato en D-2-hidroxiglutarato (D-2-HG) [10–12]. La acumulación de D-2-HG 
conduce a la reprogramación epigenética asociada a hipermetilación de las células 
tumorales [11,12] (figura 3.1). Aunque la mutación en la IDH (IDHm) está asociada 
a una peor prognosis en algunos cánceres como la leucemia [13], se ha observado 
lo contrario en el caso de los gliomas difusos [14,15]. La mutación en IDH1 y en 
IDH2 es un marcador positivo en la prognosis de pacientes con glioma y se asocia 
con una tasa de supervivencia más alta en comparación con pacientes con IDH de 
tipo wild type (IDHwt) [4,14,15]. 
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Figura 3.1. Representación esquemática de las alteraciones celulares producidas por la 
enzima Isocitrato deshidrogenasa mutada (IDHm). La aparición de la enzima mutante 
IDHm da como resultado una reprogramación metabólica sustancial, agotando el ciclo 
de Krebs para la producción de D-2-HG. Metabolitos como la glutamina, el glutamato y 
los aminoácidos de cadena ramificada sirven como fuentes compensatorias para 
alimentar el metabolismo celular. D-2-HG a su vez afecta la biosíntesis de glutamato y 
NAD.  Si bien se ha observado una relación con la vía de detección de hipoxia, el rol de D-
2-HG sigue sin estar del todo claro. El metabolito D-2-HG funciona también como 
inhibidor competitivo de KDM4 o TET y, por lo tanto, bloquea el proceso de desmetilación 
en histonas y nucleótidos, respectivamente. Figura adaptada de Han et al. [16]. 

Vías de muerte celular programada y cáncer 

Numerosos estudios han demostrado consistentemente que controlar la 
proliferación celular y eliminar células innecesarias o potencialmente dañinas es 
esencial para mantener la homeostasis para el crecimiento y desarrollo de 
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organismos multicelulares in vivo [17]. La muerte celular programada (PCD) es un 
mecanismo eficaz para regular estos procesos [18]. La PCD abarca tanto la 
apoptosis clásica dentro del contexto de la homeostasis tisular y del desarrollo, 
como también las formas alternativas que surgen en respuesta a perturbaciones 
del microambiente exógenas o endógenas, como la apoptosis, piroptosis, 
necroptosis, ferroptosis, autofagia y otras [19]. El estudio de las vías de PCD más 
clásicas y bien definidas, piroptosis, apoptosis y necroptosis (figura 3.2) y la 
interacción entre ellas, ha llevado al establecimiento y desarrollo del concepto de 
"PANoptosis".  

Vale la pena señalar que la PANoptosis tiene características clave de las vías 
anteriores, pero no puede explicarse por ninguna de ellas por sí sola. Más bien, 
están interconectados y mantienen el equilibrio dinámico al compartir un complejo 
proteico de muerte, a saber, el "PANoptosoma", que se cree que es una plataforma 
que puede activar múltiples modos de muerte celular [20]. Como tal, se produce 
una importante interferencia en la ejecución y regulación de las numerosas vías en 
la PANoptosis. Estudios recientes se han centrado en los complejos mecanismos 
moleculares subyacentes a la PANoptosis y sus implicancias en las enfermedades 
humanas, particularmente el cáncer [3,21].  

La progresión del cáncer se ha relacionado con mecanismos que permiten a las 
células cancerosas evitar la PANoptosis. Por lo tanto, comprender la conexión entre 
la PANoptosis y el cáncer puede proporcionar conocimientos más profundos sobre 
la aparición y el tratamiento del cáncer, y puede ser fundamental para explorar 
nuevas estrategias terapéuticas al interferir con el mecanismo de escape de la 
PANoptosis en las células cancerosas. Además, dentro del microambiente tumoral 
(TME, del inglés tumor microenvironment) la PANoptosis puede combatir la 
progresión tumoral mediante regulación local de las respuestas inmunitarias [22].  

Ya sea por su aporte a la PANoptosis o por su rol individual, las vías de PCD clásicas, 
apoptosis, necroptosis y piroptosis juegan un rol fundamental en la homeostasis 
tumoral [23]. Mientras que la apoptosis ha sido considerada como un importante 
mecanismo de defensa antitumoral, el rol de la necroptosis y la piroptosis en el 
contexto del cáncer no está del todo claro. La piroptosis y la necroptosis se 
encuentran muy relacionadas con las enfermedades del sistema nervioso, 
enfermedades infecciosas, enfermedades autoinmunes, cardiovasculares y 
tumores. Existen evidencias crecientes que sugieren que tanto la necroptosis como 
la piroptosis podrían jugar un papel importante en la patogénesis tumoral, lo que 
las vuelve en blancos interesantes para el diseño racional de estrategias 
terapéuticas antitumorales [24]. 
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Figura 3.2. Representación esquemática de la maquinaria molecular de las vías clásicas de muerte 
celular programada (PCD): apoptosis, piroptosis y necroptosis. Figura adaptada de Gao et al. [22]. 

RIPK1 y muerte celular programada 

La proteína serina/treonina quinasa asociada a receptor 1 (RIPK1) es una proteína 
de 76 kDa y es considerada como un regulador maestro de la decisión celular entre 
la señalización pro-supervivencia NF-κB y la muerte celular en respuesta a un 
amplio conjunto de estímulos inflamatorios [25–27].  

RIPK1 contiene un dominio quinasa N-terminal, un dominio intermedio con un 
motivo de interacción homotípico RIP (RHIM) y un dominio de muerte C-terminal 
(DD, del inglés death domain) (figura 3.3). El dominio RHIM es necesario para unirse 
con RIPK3 y mediar la necroptosis, además media la unión con otras proteínas que 
contienen motivos RHIM. El DD no solo es crucial para mediar la 
heterodimerización de RIPK1 con otras proteínas que contienen DD, sino que 
también es necesario para la homodimerización y la propia activación de RIPK1 
durante la transición del complejo I al complejo II (figura 3.2). En lo que respecta a 
la actividad quinasa, RIPK1 presenta varios sitios de fosforilación. La 
autofosforilación en la Ser166 es un biomarcador de la activación de RIPK1. Como 
se muestra también en la figura 3.2, RIPK1 es ampliamente modulado por 
ubiquitinación con hasta 34 sitios, especialmente en el dominio quinasa y el 
dominio de muerte. 
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Figura 3.3.  Esquema de los dominios funcionales de la proteína serina/treonina quinasa 
asociada a receptor 1 (RIPK1). Figura adaptada de Li et al. [28]. 

 

Entre las diferentes vías de muerte celular programada en las que se encuentra 
involucrada RIPK1, la necroptosis cobra mayor relevancia ya que la misma es 
principalmente mediada por un complejo efector integrado por RIPK1 junto a las 
proteínas RIPK3 y MLKL e inhibida por necrostatina-1 (Nec-1s) [29]. Además de su 
participación en la infección viral, se ha sugerido que la necroptosis juega un rol 
crítico en la regulación de la biología del cáncer, incluyendo la oncogénesis, 
metástasis e inmunidad [30,31]. Se han observado efectos ambiguos de la 
necroptosis en el cáncer. Mientras que la apoptosis es en su mayoría 
inmunosilente, la necroptosis provoca una fuerte respuesta inflamatoria que puede 
alterar drásticamente el entorno tisular local e impactar en la patogénesis de las 
enfermedades del sistema nervioso central [25].  

Por otro lado, se ha sugerido que diferentes mediadores clave de la vía 
necroptótica, solos o en combinación, promueven la metástasis y la progresión 
tumoral en cáncer de cabeza y cuello y en glioblastoma, respectivamente [32–34]. 
Sin embargo, la necroptosis también sirve como un mecanismo alternativo que 
protege contra el desarrollo tumoral cuando la apoptosis está comprometida 
[35,36]. Dada la función ambigua de la necroptosis en la biología del cáncer, ha 
surgido como un potencial blanco para el tratamiento del cáncer, y un número 
creciente de compuestos inductores o inhibidores de la necroptosis se encuentran 
actualmente en desarrollo, e incluso en fase clínica [37,38]. 

Prolactina y cáncer 

Por su parte, la prolactina (PRL) es una hormona peptídica secretada 
principalmente por la hipófisis anterior. Algunas fuentes extra-pituitarias de PRL 
son la glándula mamaria, la próstata, el cerebro, las células inmunes y la piel, 
donde esta hormona actúa de manera autócrina y parácrina como reguladora 
fisiológica del desarrollo y la homeostasis de los tejidos [39,40]. Si bien la PRL ha 
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sido asociada tradicionalmente a la regulación de la lactancia y la fertilidad, en los 
últimos años se ha acumulado abundante evidencia que indica que esta hormona 
y su receptor (PRLR) están involucrados en el desarrollo de varios tipos de tumores 
hormono-dependientes, como el cáncer de mama y el de próstata. La expresión de 
PRL y su receptor PRLR ha sido asociada a un mayor riesgo de desarrollar estos 
tipos de cáncer y a generar resistencia a los tratamientos estándares [39,40]. 
También se observó que la PRL promueve la proliferación de células tumorales, la 
angiogénesis y la quimio-resistencia en este tipo de tumores [41–45]. Por lo tanto, 
el bloqueo del PRLR ha sido propuesto como estrategia terapéutica para el 
tratamiento de tumores hormono-dependientes [40]. Dado que la expresión 
extrapituitaria de PRL no depende de la regulación de dopamina, la utilización de 
agonistas dopaminérgicos no es útil para inhibir la acción de PRL en estos tumores. 
Por este motivo, se propone actualmente que la utilización de antagonistas o 
anticuerpos neutralizantes y/o moléculas pequeñas inhibidoras para PRLR podrían 
ser útiles para tratar tumores de mama y de próstata resistentes a la quimioterapia 
[39,40]. En humanos, varias isoformas post-transcripcionales del PRLR, como la 
isoforma larga, la intermedia o la corta, resultan del splicing alternativo y varían en 
el largo del dominio intracelular [46]. Dado que estas isoformas utilizan distintas 
vías de señalización, la expresión relativa de los receptores en tejidos normales en 
comparación con los patológicos podría explicar, en parte, la versatilidad de las 
acciones de la PRL que fue descripta en diversos tejidos normales y tumorales [40]. 

La expresión de PRL y PRLR ha sido detectada en biopsias de GBM por varios 
autores [47–50]. También fueron detectados altos niveles de PRL circulante en 
alrededor del 30% de los pacientes de GBM en un estudio clínico relativamente 
pequeño [48]. En los gliomas de grado II y III (GII-III) se observó que la expresión del 
gen de PRL es menor que en los GBM [51]. Además, ha sido reportado que la 
expresión local de PRL y los altos niveles de PRL circulante correlacionan con el 
índice de proliferación y la densidad vascular del GBM [48]. Ha sido sugerido que la 
PRL modularía la expresión de moléculas de adhesión (26) y facilitaría la migración 
de células de GBM [49]. Asimismo, ha sido demostrado que la activación del PRLR 
estimula la proliferación de líneas celulares de GBM in vitro [52]. Sin embargo, aún 
no se comprende en profundidad cuál es el papel de PRL/PRLR en la progresión de 
esta enfermedad. Todavía no ha sido dilucidado si la PRL circulante, la producida 
localmente y/o la activación constitutiva del PRLR afectan a la progresión tumoral. 

Bases de datos de pacientes 

The Cancer Genome Atlas (TCGA), es un programa histórico de genómica del 
cáncer que caracterizó molecularmente más de 20.000 tumores primarios que 
abarcan 33 tipos de cáncer diferentes. Este esfuerzo conjunto entre el Instituto 
Nacional del Cáncer (NCI) y el Instituto Nacional de Investigación del Genoma 

https://www.zotero.org/google-docs/?aLqa6a
https://www.zotero.org/google-docs/?8NzCET
https://www.zotero.org/google-docs/?4QLM9A
https://www.zotero.org/google-docs/?M8LMrg
https://www.zotero.org/google-docs/?x2fUIY
https://www.zotero.org/google-docs/?q70euh
https://www.zotero.org/google-docs/?9cqRC8
https://www.zotero.org/google-docs/?s6UQR3
https://www.zotero.org/google-docs/?PbrSzQ
https://www.zotero.org/google-docs/?9UXtPa
https://www.zotero.org/google-docs/?Z1am8C
https://www.zotero.org/google-docs/?g3jkho
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Humano (NHGRI) de los Estados Unidos comenzó en 2006 y reunió a 
investigadores de diversas disciplinas y múltiples instituciones. 

Durante los siguientes doce años, el TCGA generó más de 2,5 petabytes (1 petabyte 
equivale a 1000 TB) de datos genómicos, epigenómicos, transcriptómicos y 
proteómicos a partir tanto de tejidos tumorales como de tejidos normales.  

Estos datos, que se encuentran disponibles públicamente para que los utilice 
cualquier miembro de la comunidad científica, permiten realizar profundos análisis 
in silico de expresión diferencial, sobrevida, correlación con parámetros clínicos 
diversos como el tratamiento con quimio y/o radioterapia, entre otros. 

Si bien el abordaje de los datos puede realizarse a través de diferentes códigos y 
algoritmos bioinformáticos, se han desarrollado diferentes plataformas que 
permiten el acceso y análisis de los datos de manera más amigable para el usuario. 
Una de las plataformas más completas existentes es la plataforma Xena 
desarrollada por la Universidad de Santa Cruz [53]. 

Objetivo general 
Explorar en mayor profundidad el posible rol desempeñado por RIPK1 y PRLR en la 
patogénesis de los gliomas difusos mediante análisis transcriptómicos exhaustivos 
a partir de bases de datos de pacientes que contienen información clínica, 
transcriptómica y genómica. 

Objetivos específicos 

1. Estudiar la relación entre los niveles de expresión de los posibles blancos 
terapéuticos propuestos (RIPK1 y PRLR) y diferentes indicadores de 
sobrevida y pronóstico. 

2. Estudiar la correlación entre los niveles de expresión de RIPK1 y PRLR y 
diferentes marcadores clínicos relevantes como ser el tratamiento previo 
con alguna terapia convencional. 

3. Evaluar la correlación entre los niveles de expresión de RIPK1 y PRLR y 
distintos genes efectores o reguladores de vías relevantes para la fisiología, 
progresión y patología tumoral. 

Resultados 
Para el desarrollo de los análisis transcriptómicos, utilizamos una base de datos de 
biopsias de pacientes con gliomas difusos del TCGA LGGGBM. Luego del curado de 
las muestras, se utilizó un total de 670 biopsias provenientes de pacientes 
diferentes. Los atributos clínicos generales de los pacientes se encuentran 
resumidos en la tabla 3.1.  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?TU7cpx


 
107 

Atributo clínico Base de datos:TCGA 
LGGGBM 

Total de pacientes 670 

RIPK1 Alta expresión 335 

Baja expresión 335 

PRLR Alta expresión 335 

Baja expresión 335 

Estado mutacional de IDH IDHwt 257 

IDHm 404 

No definido 9 

Edad al inicio del 
diagnóstico 

<50 383 

>50 275 

No definido 2 

Clasificación histológica Oligoastrocitoma 130 

Oligodendroglioma 191 

Astrocitoma 324 

GBM 153 

Radioterapia Sí 408 

No 200 

Discrepancia 1 

No definido 61 

Tabla 3.1. Cohorte de pacientes. En la tabla se muestran los principales atributos clínicos 
correspondientes a la base de datos TCGA LGGGBM utilizada en este capítulo. El número en cada 
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celda indica la cantidad de pacientes con los atributos clínicos especificados en la primera 
columna. 

Expresión de RIPK1 y supervivencia 

A continuación, dada la relevancia del estado mutacional de la enzima IDH y de las 
diferencias en el comportamiento de los gliomas según su estado, las muestras se 
estratificaron según si presentaban la IDH mutada o wild type. Luego, dentro de 
cada uno de esos grupos, las muestras fueron nuevamente divididas según la 
expresión mediana de RIPK1. Así, se analizaron 404 muestras de pacientes con 
IDH1m y no se observaron diferencias significativas respecto a la probabilidad de 
supervivencia bajo condiciones de baja o alta expresión de RIPK1. Sin embargo, en 
aquellas muestras con IDH1wt, la probabilidad de supervivencia fue menor en el 
grupo que presentaba alta expresión de RIPK1 (figura 3.4). 

 

Figura 3.4. Gráficos de supervivencia. Las muestras de DG fueron filtradas de TCGA, y se evaluó 
la expresión de RIPK1. En el análisis, las muestras se dividieron en dos grupos según la mediana 
de expresión: alta expresión de RIPK1 y baja expresión de RIPK1 y se trazó la supervivencia para 
cada grupo. Izquierda: muestras con IDHm, derecha: muestras de pacientes con IDHwt. Prueba 
de log-rank *P < 0.05. 
 

La expresión de RIPK1 se evaluó en muestras derivadas de pacientes con diferentes 
subtipos de glioma utilizando la plataforma UCSCXena. Los resultados mostraron 
niveles más altos de RIPK1 en muestras derivadas de pacientes con GBM y 
astrocitoma del SNC de grado 2–3 en comparación con muestras de glioma de bajo 
grado, como oligodendroglioma y oligoastrocitoma (figura 3.5.A). 
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Luego, evaluamos la expresión de RIPK1 y el estado mutacional de IDH, 
observándose una expresión de RIPK1 significativamente mayor en muestras IDHwt 
en comparación con muestras IDHm (figura 3.5.B). 

 

Figura 3.5. (A) Expresión diferencial de RIPK1 entre los subtipos de tumor DG. Prueba de Kruskal-
Wallis seguida por la prueba de Dunn con el valor de P corregido por el método de Bonferroni. *P 
< 0.05. (B) Expresión diferencial de RIPK1 en gliomas IDHm e IDHwt. Prueba t de Welch. *P <0.05. 

 

Por otro lado, para evaluar si existe algún tipo de correlación entre la radioterapia y 
los niveles de expresión de RIPK1, las muestras se dividieron entre los pacientes 
que habían recibido radioterapia y aquellos que no la habían recibido, y se estudió 
la expresión de RIPK1 en ambos casos. Se observó una mayor expresión de RIPK1 
en muestras derivadas de pacientes tratados con radioterapia en comparación con 
muestras de pacientes no tratados tanto en gliomas IDHm como IDHwt (figura 3.6). 
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Figura 3.6. Expresión diferencial de RIPK1 entre las muestras de pacientes que recibieron 
radioterapia y aquellas que no la recibieron. Las muestras fueron clasificadas en IDHm (izquierda) 
y en IDHwt (derecha). Prueba t de Welch. *P < 0.05. 

RIPK1 y vías relevantes para la fisiología tumoral 

Después de clasificar las muestras de la base de datos TCGA-LGGGBM según la 
expresión mediana de RIPK1, se realizó un Análisis de Expresión Génica Diferencial 
seguido de un Gene Ontology para identificar los términos biológicos que están 
sobre-representados tanto en los genes up-regulados y down-regulados 
identificados al comparar los grupos de muestras con alta y baja expresión de 
RIPK1. Además, las muestras fueron previamente divididas en IDHm e IDHwt.  

En primer lugar, en la figura 3.7 se muestran los resultados relacionados con la 
categoría: procesos biológicos, entre los que destacan la activación de neutrófilos 
y demás vías pro-inflamatorias como conjuntos de genes regulados positivamente. 
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Figura 3.7. Análisis de expresión diferencial y de ontología de genes: Procesos biológicos. Los 
gráficos muestran las vías canónicas significativamente sobre-representadas (enriquecidas) por 
los DEGs con el número de genes para las principales categorías de una de las tres ontologías: GO: 
procesos biológicos. DEA de genes de baja expresión versus alta expresión de RIPK1: Las vías 
canónicas estadísticamente significativas en los DEGs se enumeran según su valor de P corregido 
por FDR (–log10; barras de colores) y la proporción de los genes enumerados encontrados en cada 
vía sobre el número total de genes en esa vía. La información se obtuvo de la base de datos Pan-
Cancer-Xena de The Cancer Genome Atlas. DEA, análisis de expresión diferencial; DEG, gen 
diferencialmente expresado; FDR, tasa de falsos descubrimientos. 

 

En una segunda instancia, se evaluaron los resultados de la categoría: función 
molecular y se graficaron los resultados obtenidos en la figura 3.8. Nuevamente, 
predominan funciones moleculares vinculadas a la inflamación (up-reguladas) y a 
la adhesión y diferenciación celular (down-reguladas).  
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Figura 3.8. Análisis de expresión diferencial y de ontología de genes: Funciones moleculares. Los 
gráficos muestran las vías canónicas significativamente sobre-representadas (enriquecidas) por 
los DEGs con el número de genes para las principales categorías de una de las tres ontologías: 
GO: funciones moleculares. DEA de genes de baja expresión versus alta expresión de RIPK1: Las 
vías canónicas estadísticamente significativas en los DEGs se enumeran según su valor de P 
corregido por FDR (–log10; barras de colores) y la proporción de los genes enumerados 
encontrados en cada vía sobre el número total de genes en esa vía. La información se obtuvo de 
la base de datos Pan-Cancer-Xena de The Cancer Genome Atlas. DEA, análisis de expresión 
diferencial; DEG, gen diferencialmente expresado; FDR, tasa de falsos descubrimientos. 

 

Este primer análisis mostró que en aquellas muestras con alta expresión de RIPK1, 
las vías relacionadas con la desdiferenciación celular, la inflamación y la muerte 
celular están sobreexpresadas. A partir de los resultados obtenidos, se decidió 
realizar un análisis más exhaustivo para estudiar la expresión de RIPK1 y su 
correlación con distintas vías de muerte como la apoptosis, necroptosis y 
piroptosis. 

Apoptosis 

Inicialmente, se analizó la expresión diferencial de genes relacionados con la 
apoptosis en ambos grupos, con alta y baja expresión de RIPK1, luego de la 
estratificación de las muestras según el estado de mutación de IDH1. A 
continuación, se estudió la correlación entre la expresión de RIPK1 y los genes 
relacionados con la apoptosis. Se observó que BAX, CASP3, CASP8 y NFкB1 tienen 
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niveles significativamente más altos en el grupo con alta expresión de RIPK1 en 
comparación con aquellos con niveles más bajos de RIPK1 tanto en gliomas con 
IDHwt como en gliomas con IDHm. Mientras que, en el caso de las muestras con 
IDH mutada, se observó un nivel más alto de TP53 en el grupo con alta expresión de 
RIPK1 en comparación con el grupo con baja expresión de RIPK1. En las muestras 
con IDH wild type, ocurrió lo mismo con BCL2 (figura 3.9). La figura 3.9B muestra un 
ensayo de correlación de Pearson entre los niveles de expresión de RIPK1 y los 
diferentes genes involucrados en la apoptosis, para muestras IDHwt e IDHm. 

 

 

Figura 3.9. Análisis transcriptómico de la vía de muerte celular: apoptosis. (A) Violin plot de la 
expresión (z-score) de proteínas involucradas en la vía de la apoptosis bajo condiciones de alta y 
baja expresión de RIPK1. Las muestras se clasificaron en tumores IDHm e IDHwt y luego se 
graficaron. Prueba t de Welch *p < 0.01. (B) Correlación entre la expresión de RIPK1 y las proteínas 
involucradas en la respectiva vía separadas en tumores IDHm e IDHwt. Los números en las celdas 
indican el índice de correlación de Pearson en comparaciones estadísticamente significativas. 

Necroptosis 

Se analizaron los genes relacionados con la necroptosis bajo condiciones de baja y 
alta expresión de RIPK1. Los resultados mostraron niveles más altos de RIPK3, 
MLKL y CASP8 en aquellas muestras con alta expresión de RIPK1 tanto en el caso 
de muestras con IDHm como con IDHwt, y lo mismo se observó para BIRC2 y BIRC3 
en las muestras wtIDH (figura 3.10A). Al realizar un ensayo de correlación de 
Pearson, se observó una mayor correlación entre la expresión de RIPK1 y los 
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diferentes marcadores de necroptosis en las muestras IDHwt en comparacíon con 
las muestras IDHm (figura 3.10B). 

 

 

Figura 3.10. Análisis transcriptómico de la vía de muerte celular: necroptosis. (A) Violin plot de la 
expresión (z-score) de proteínas involucradas en la vía de la necroptosis bajo condiciones de alta 
y baja expresión de RIPK1. Las muestras se clasificaron en tumores IDHm e IDHwt y luego se 
graficaron. Prueba t de Welch, *p < 0.01. Derecha: Correlación entre la expresión de RIPK1 y las 
proteínas involucradas en la respectiva vía separadas en tumores mIDH y wtIDH. Los números en 
las celdas indican el índice de correlación de Pearson en comparaciones estadísticamente 
significativas. 

Piroptosis 

Se realizó un análisis similar para estudiar la expresión de genes asociados con la 
piroptosis. En este caso, se evaluaron los niveles de expresión de BAX, CASP1, 
CASP3, CASP4, CASP8, GSDMD, GZMA, IL6 e IL1β, y se observó una mayor 
expresión de todos los genes mencionados anteriormente en las muestras con alta 
expresión de RIPK1 en comparación con aquellas con baja expresión de RIPK1 tanto 
en muestras wtIDH como mIDH (figura 3.11A). Sin embargo, una vez más, se 
observó una mayor correlación entre la expresión de RIPK1 y los diferentes 
marcadores de piroptosis en las muestras wtIDH (figura 3.11B). 
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Figura 3.11. Análisis transcriptómico de la vía de muerte celular: piroptosis. (A) Violin plot de la 
expresión (z-score) de proteínas involucradas en la vía de la piroptosis bajo condiciones de alta y 
baja expresión de RIPK1. Las muestras se clasificaron en tumores IDHm e IDHwt y luego se 
graficaron. Prueba t de Welch, *p < 0.01. Derecha: Correlación entre la expresión de RIPK1 y las 
proteínas involucradas en la respectiva vía separadas en tumores mIDH y wtIDH. Los números en 
las celdas indican el índice de correlación de Pearson en comparaciones estadísticamente 
significativas. 

Proliferación 

La proliferación celular es un proceso vital para la progresión tumoral. Por esta 
razón, se repitió el análisis transcriptómico evaluando genes vinculados a este 
proceso en condiciones de baja y alta expresión de RIPK1. Además, se estudió la 
correlación entre esos genes y la expresión de RIPK1 dividiendo nuevamente las 
muestras según el estado mutacional de IDH1. Los resultados mostraron una 
mayor expresión de MAPK8, MAP2K1, APC, KRAS, HRAS y una menor expresión de 
JUN, STAT3, NFKB1 y CTNNB1 en el grupo de baja expresión de RIPK1 en muestras 
tanto mIDH como wtIDH, mientras que se observaron niveles más altos de GSK3B 
y RAF1 en el grupo de baja expresión de RIPK1 en muestras con IDHm. Lo mismo 
ocurrió con MAPK3, PTPN11 y AXIN2 para las muestras wtIDH1 (figura 3.12). Estos 
resultados por sí solos no permiten asociar a RIPK1 a un estado pro-proliferativo ni 
a uno anti-proliferativo. 
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Figura 3.12. Análisis transcriptómico (TCGA) de proliferación. (A) Violin plot de la expresión (z-
score) de proteínas involucradas en la respectiva vía bajo condiciones de alta y baja expresión de 
RIPK1. Las muestras se clasificaron en tumores IDHm e IDHwt y luego fueron graficadas. Prueba 
t de Welch *p < 0.01. (B) Correlación entre la expresión de RIPK1 y las proteínas involucradas en 
proliferación separadas en tumores IDHm e IDHwt. Los números en las celdas indican el índice 
de correlación de Pearson en comparaciones estadísticamente significativas. 

Transición epitelio-mesenquimal 

En el contexto de las neoplasias, la transición epitelio-mesenquimal (EMT, del 
inglés “epithelial-mesenchymal transition”) se asocia con la iniciación e invasión 
tumoral [54]. El estudio de la correlación entre la expresión de RIPK1 y la expresión 
de genes relacionados con la EMT se llevó a cabo de manera análoga a los estudios 
presentados anteriormente, en muestras con IDHm o IDHwt. Se observó que las 
muestras con alta expresión de RIPK1 presentaban niveles significativamente más 
altos de la mayoría de los genes evaluados tanto en muestras IDHwt como en 
muestras IDHm (figura 3.13). 

https://www.zotero.org/google-docs/?NfAVb3
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Figura 3.13. Análisis transcriptómico (TCGA) de la transición epitelio-mesenquimal (EMT). Arriba: 
Violin plot de la expresión (z-score) de genes involucrados en la respectiva vía bajo condiciones 
de alta y baja expresión de RIPK1. Las muestras se clasificaron en tumores IDHm e IDHwt y luego 
fueron graficadas. Prueba t de Welch *p < 0.01. Abajo: Correlación entre la expresión de RIPK1 y 
las proteínas involucradas en EMT separadas en tumores IDHm e IDHwt. Los números en las 
celdas indican el índice de correlación de Pearson en comparaciones estadísticamente 
significativas. 

Expresión de RIPK1 e infiltración de células inmunes 

Considerando que RIPK1 desempeña un papel central en la regulación de la muerte 
celular programada (PCD) y que observamos una correlación directa entre su 
expresión y la de los diferentes genes involucrados en la necroptosis y la piroptosis 
(formas de muerte celular que desencadenan inflamación), realizamos un meta-
análisis utilizando firmas génicas inmunológicas previamente validadas de células 
inmunes infiltrantes en tumores [55,56]. Encontramos que la expresión de firmas 
génicas que caracterizan diferentes poblaciones linfocíticas, por ejemplo, células 
T helpers, citotóxicas, de memoria y reguladoras, estaban reguladas positivamente 
en gliomas IDHm con alta expresión de RIPK1. Del mismo modo, las firmas génicas 
de células presentadoras de antígenos, es decir, células dendríticas (DC) y 
macrófagos, también se encontraban reguladas positivamente. Se observó el 
mismo efecto con respecto a los neutrófilos y las células NK (figura 3.14). 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?DmY6b0
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Figura 3.14. Meta-análisis de firmas génicas inmunes en biopsias de gliomas con IDHm. 
Evaluamos las firmas génicas que caracterizan las poblaciones de células inmunes en datos 
transcriptómicos de biopsias de gliomas. Los pacientes fueron clasificados según los niveles de 
expresión del RNAm de RIPK1 en dos grupos: RIPK1 bajo (azul) y RIPK1 alto (rojo). *, p < 0.05; 
prueba de Mann-Whitney. 

 

En el caso de muestras IDHwt, observamos que la expresión de firmas genéticas de 
macrófagos y neutrófilos era mayor en muestras con niveles altos de expresión de 
RIPK1. En cuanto a la expresión de firmas génicas de diferentes poblaciones 
linfocíticas, solo observamos un aumento en las células T de memoria. Sin 
embargo, observamos una disminución significativa en la expresión de firmas 
génicas de células Treg en gliomas IDHwt con niveles altos de expresión de RIPK1 
(figura 3.15). 
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Figura 3.15. Meta-análisis de firmas génicas inmunes en biopsias de gliomas con IDHwt. 
Evaluamos las firmas génicas que caracterizan las poblaciones de células inmunes en datos 
transcriptómicos de biopsias de gliomas. Los pacientes fueron clasificados según los niveles de 
expresión del RNAm de RIPK1 en dos grupos: RIPK1 bajo (azul) y RIPK1 alto (rojo). *p < 0.05; prueba 
de Mann-Whitney. 

Expresión de PRLR y supervivencia 

En el marco de una colaboración con el grupo de Marianela Candolfi del Instituto 
de Investigaciones Biomédicas (INBIOMED-UBA-CONICET) que busca caracterizar 
el rol del receptor de la PRL en GBM y desarrollar herramientas terapéuticas, nos 
propusimos complementar los estudios realizados por Asad y colaboradores [57] 
empleando la misma base de datos de pacientes que utilizamos para los estudios 
anteriores. Así, de manera análoga a lo que se realizó para el caso de RIPK1, las 
muestras se filtraron según el estado mutacional de IDH, mutada o wild type, antes 
de ser divididas según la expresión de PRLR. En nuestra base de datos, no se 
observaron diferencias significativas respecto a la probabilidad de supervivencia 
bajo condiciones de baja o alta expresión de PRLR tanto en las muestras con IDHm 
o IDHwt (figura 3.16). 

https://www.zotero.org/google-docs/?2TfiyP
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Figura 3.16. Gráficos de supervivencia. Las muestras de DG fueron filtradas de TCGA, y se evaluó 
la expresión de PRLR. En el análisis, las muestras se dividieron en dos grupos según la mediana 
de expresión: alta expresión de PRLR y baja expresión de PRLR y se trazó la supervivencia para 
cada grupo. Izquierda: muestras con IDHm, derecha: muestras de pacientes con IDHwt. Prueba 
de log-rank *p < 0.05. 

Por otro lado, se evaluó la correlación entre la expresión de PRLR y el estado 
mutacional de IDH1. Los resultados demostraron un aumento significativo en la 
expresión de PRLR en muestras IDHwt respecto a las muestras IDHm (figura 3.17, 
A). Luego, se estudió la expresión de PRLR en muestras derivadas de pacientes con 
diferentes tipos histológicos de glioma. En este caso no se observaron diferencias 
significativas entre los subtipos histológicos respecto a la expresión de PRLR (figura 
3.17.B). 

 

Figura 3.17. (A) Expresión diferencial de PRLR en gliomas IDHm e IDHwt. Prueba t de Welch. *p< 
0.05. (B) Expresión diferencial de PRLR entre los subtipos de tumor DG. One-way Anova *p < 0.05. 
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Expresión de PRLR y proliferación 

Para evaluar si existía o no correlación entre los niveles de expresión de PRLR y los 
genes involucrados en la proliferación, repetimos el análisis transcriptómico pero 
esta vez en condiciones de baja y alta expresión de PRLR. En el grupo de muestras 
IDHm, se observó una mayor expresión de 8 de los 21 genes estudiados (MAPK8, 
PIK3CA, MAP2K1, MAPK1, MAPK3, APC, GSK3B y KRAS) en el grupo de alta 
expresión de PRLR, mientras que 5 de estos genes (JUN, AKT1, AXIN1, NRAS y RAF1) 
estaban menos expresados en ese mismo grupo, el resto de los genes no presentó 
diferencias significativas entre los dos grupos.  En el caso de las muestras IDHwt, 6 
de los genes estudiados (MAPK8, MAP2K1, MAPK3, APC, AXIN2 y KRAS) presentaron 
mayor expresión en el grupo de alta expresión de PRLR mientras que se observaron 
niveles más bajos de AKT1, AXIN1, HRAS, NRAS y RAF1 en ese mismo grupo. El resto 
de los genes no presentó diferencias significativas entre los grupos de alta y baja 
expresión de PRLR. (figura 3.18). 

 

Figura 3.18. Análisis transcriptómico (TCGA) de proliferación. (A) Violin plot de la expresión (z-score) 
de genes involucrados en la respectiva vía bajo condiciones de alta y baja expresión de PRLR. Las 
muestras se clasificaron en tumores IDHm (izquierda) e IDHwt (derecha) y luego fueron graficadas. 
Prueba t de Welch *p < 0.01. (B) Correlación entre la expresión de PRLR y las proteínas involucradas 
en proliferación separadas en tumores IDHm e IDHwt. Los números en las celdas indican el índice 
de correlación de Pearson en comparaciones estadísticamente significativas. 
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Discusión 
Los gliomas difusos son una colección heterogénea de tumores cerebrales. Son el 
tipo más común y mortal de tumores cerebrales malignos primarios [1,2]. En la 
actualidad, los gliomas en adultos suelen dividirse en dos grupos principales según 
el estado mutacional de los genes de la enzima isocitrato deshidrogenasa, IDH1 o 
IDH2. Los gliomas que poseen la IDH mutada suelen presentarse como tumores de 
grados histológicos más bajos y suelen relacionarse con un pronóstico más 
favorable [58], pero a menudo evolucionan hacia grados superiores. En contraste, 
los gliomas con IDH tipo wild type suelen presentarse como glioblastomas (GBM), 
los gliomas de grado IV más comunes y clínicamente más agresivos según la 
Organización Mundial de la Salud (OMS), con una supervivencia media de sólo 12 a 
15 meses [59]. Los gliomas difusos están entre los cánceres más difíciles de tratar, 
con estrategias terapéuticas limitadas a alguna combinación que incluye la 
remoción quirúrgica, radioterapia o quimioterapia tradicional con pocas terapias 
dirigidas de limitada efectividad [60]. 

Aunque los gliomas están entre los tipos de tumores más caracterizados 
genéticamente gracias a los esfuerzos de consorcios de investigación 
multicéntricos como The Genome Cancer Atlas (TCGA), la última adición al 
repertorio de tratamientos fue el fármaco Temozolomida hace 23 años y que no ha 
logrado impactar significativamente en la supervivencia media de los pacientes 
[59]. En este contexto, los estudios transcriptómicos dirigidos a comprender la 
patogénesis de los gliomas adquieren una relevancia particular. 

Aquí, realizamos un estudio exhaustivo transcriptómico utilizando bases de datos 
de pacientes (TCGA-LGGGBM [61]) con el objetivo de caracterizar, en primer lugar, 
el papel de la proteína serina/treonina quinasa asociada a receptor 1 (RIPK1) en la 
patología de los DG. En una segunda instancia realizamos un análisis 
transcriptómico similar a partir de la misma base de datos para profundizar en el 
estudio del receptor de PRL. Ambos blancos de estudio se encuentran 
estrechamente relacionados con vías de señalización involucradas en la 
homeostasis tumoral como ser la muerte celular programada (PCD) y vías 
asociadas a la supervivencia y proliferación celular, respectivamente.    

En cuanto a RIPK1, nuestros resultados mostraron que su expresión se correlaciona 
con un mal pronóstico en gliomas IDHwt pero no en gliomas IDHm, afectando la 
probabilidad de supervivencia. Estas diferencias entre los gliomas IDHwt y IDHm 
podrían deberse a diferentes mecanismos involucrados en la reprogramación 
celular reportada para tumores IDHm, así como en los perfiles diferenciales de 
infiltración inmunológica [4]. Estos resultados son consistentes con datos 
previamente reportados, ya que RIPK1 es un regulador principal de la necroptosis y 
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los genes asociados a la vía de la necroptosis son marcadores pronósticos 
desfavorables en el glioblastoma multiforme [62,63]. 

Además, observamos diferencias significativas al analizar los niveles de expresión 
de RIPK1 en relación con la clasificación histológica de los DG y su estado de 
mutación de IDH1. Esta información sugiere que en tumores más agresivos hay una 
mayor expresión de RIPK1. Además, observamos niveles más altos de expresión de 
RIPK1 en aquellos pacientes tratados previamente con radioterapia, sugiriendo que 
RIPK1 podría estar involucrado en algún mecanismo desencadenado en respuesta 
al tratamiento, como la inflamación inducida por la radioterapia [64]. De hecho, se 
ha demostrado que las especies reactivas de oxígeno conducen a la fosforilación 
de RIPK1 y al reclutamiento consecuente de RIPK3 al necrosoma [65]. Al mismo 
tiempo, MPhil et al. [66] informaron que el tratamiento con radioterapia induce una 
mayor activación de la piroptosis y, consecuentemente, más inflamación, lo cual 
es consistente con nuestros hallazgos. 

Considerando que nuestros resultados muestran una fuerte correlación positiva 
entre RIPK1 y los genes involucrados en vías de muerte celular, especialmente 
piroptosis y necroptosis, junto con los obtenidos en relación con el pronóstico, 
podríamos inferir que la desregulación de algunas de estas vías podría contribuir a 
las menores probabilidades de supervivencia observadas en aquellos pacientes 
con alta expresión de RIPK1. Esto es consistente con los resultados previamente 
reportados por Lin et al. [67] y Chen et al. [63], en los que demuestran que una 
mayor activación de las vías de muerte celular inflamatoria se correlaciona con un 
peor pronóstico clínico. 

Por otro lado, Melo-Lima y colaboradores [68] utilizaron inhibidores de la 
necroptosis como la necrostatina-1s (Nec-1s), un inhibidor de la actividad quinasa 
de RIPK1, para realizar ensayos preclínicos in vitro. El tratamiento con Edelfosina, 
que induce la muerte celular inflamatoria combinada con el inhibidor de RIPK1, 
produjo una reorientación de las vías de muerte, induciendo niveles más altos de 
apoptosis en células U118-MG. 

En relación con la respuesta inmune, los resultados disponibles en la literatura son 
controvertidos, aunque muestran una clara diferencia en los perfiles observados 
para las muestras IDHwt e IDHm [69,70]. Con respecto a nuestros resultados, 
observamos que una mayor expresión de RIPK1 se correlaciona con una mayor 
infiltración inmune en ambos tipos de tumores, IDHm e IDHwt. Entre las muestras 
IDHm, el grupo con alta expresión de RIPK1 correlacionó con una mayor expresión 
de las firmas genéticas de células T helper y citotóxicas, células dendríticas, 
macrófagos, células NK y neutrófilos. Por otro lado, las muestras IDHwt con alta 
expresión de RIPK1 mostraron una mayor expresión de las firmas de macrófagos, 
neutrófilos y células T de memoria, mientras que las firmas génicas de células Treg 
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y NK fueron significativamente más bajas que en los tumores con baja expresión de 
RIPK1. La acumulación de macrófagos y neutrófilos caracteriza la inflamación 
crónica no resuelta involucrada en el efecto protumoral del microambiente tumoral 
en glioma [71], y, por lo tanto, es coherente encontrar estas firmas génicas 
aumentadas en tumores con un pronóstico menos favorable como los gliomas 
IDHwt [72,73]. Estos resultados podrían explicar la correlación observada entre la 
expresión de RIPK1 y los subtipos de glioma más agresivos. 

Es bien sabido que RIPK1 está involucrado en la respuesta inflamatoria y en la 
necroptosis [27,62,74]. Además, nuestro análisis demostró una mayor correlación 
con genes involucrados en la piroptosis. Varios estudios han demostrado que la 
piroptosis puede facilitar la infiltración de células inmunes en el microambiente 
tumoral [67,75]. En esta dirección, RIPK1 podría desempeñar un papel en el 
mantenimiento de la inflamación a través de la regulación de vías de muerte 
proinflamatorias y colaborar con la patogénesis del glioma. 

Por otro lado, como se mencionó anteriormente, el papel de PRL y su receptor en el 
desarrollo de tumores hormono-dependientes han sido ampliamente 
documentados [2,3]. Estas moléculas también han sido detectadas en biopsias de 
GBM [4–7]. Sin embargo, el papel de la vía de PRL en la progresión del GBM es aún 
poco conocido.  

En sintonía con el análisis previo realizado por Asad y colaboradores [57], nuestro 
análisis in sílico demostró que hay una mayor expresión del receptor de PRL en 
muestras con IDHwt en comparación con muestras IDHm, aunque no observamos 
diferencias significativas entre los distintos grados histológicos, ni en la sobrevida 
de los pacientes incluídos en nuestra base de datos. Una posible razón de estas 
diferencias encontradas podría deberse en primer lugar a que se trata de cohorte 
de pacientes distintas y a que, a diferencia del estudio realizado por Asad y 
colaboradores, no realizamos una estratificación según el sexo biológico de los 
pacientes.  

En ese mismo trabajo, los autores [57] demostraron que la activación o 
sobreexpresión del receptor de prolactina (PRLR), mediante la transfección 
plasmídica en células de GBM, aumentaba la proliferación, viabilidad, 
clonogenicidad y quimio-resistencia in vitro.  

En conjunto, nuestros resultados obtenidos a partir de este análisis 
transcriptómico exhaustivo sugieren que tanto RIPK1 como PRLR podrían 
desempeñar un papel importante en la progresión y en la patogénesis del glioma 
difuso. Si bien es necesario profundizar en el estudio de cada una de estas 
proteínas realizando ensayos experimentales que permitan validar nuestros 
hallazgos mediante análisis in silico, estos resultados sugieren que tanto RIPK1 
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como PRLR podrían ser propuestos como posibles blancos moleculares para el 
desarrollo de terapias específicas.   
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Capítulo 4. Generación de recBV con aplicación 
terapéutica contra GBM y validación pre-clínica in 
vitro. 

Introducción 

Terapia combinada contra el cáncer 

Los cánceres son enfermedades complejas que involucran múltiples vías y su 
progresión está marcada por la acumulación de numerosas mutaciones sucesivas 
en una línea de células. Además, dado que las mutaciones favorables para la 
supervivencia de las células tumorales son seleccionadas a medida que progresa 
la terapia, el tratamiento de tumores a menudo presenta desafíos como la 
resistencia intrínseca y adquirida a los agentes quimioterapéuticos. Por lo tanto, la 
inhibición de una vía a través del uso de un solo medicamento puede ser 
insuficiente para lograr la regresión del tumor. En la quimioterapia combinada, se 
utiliza el efecto sinérgico de dos (o más) agentes que apuntan a diferentes vías de 
señalización relevantes para el desarrollo de la enfermedad, incluyendo genes o 
puntos de control del ciclo celular, genes involucrados en la apoptosis u otros tipos 
de muerte celular programada, etc. La combinación de quimioterapéuticos permite 
a los oncólogos, a su vez, utilizar los medicamentos a dosis más bajas, reduciendo 
los efectos citotóxicos pero aumentando la eficacia, y por lo tanto, presenta un 
enfoque prometedor para la investigación del cáncer y su tratamiento [1].  

Como se mencionó anteriormente, el glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor 
del sistema nervioso central más letal debido a su naturaleza infiltrativa difusa. Esta 
característica que conduce a una resección quirúrgica incompleta se combina con 
su capacidad para desarrollar fácilmente resistencia a los medicamentos. Algunas 
de las limitaciones en el tratamiento del GBM incluyen el crecimiento invasivo del 
tumor en un órgano esencial, lo que limita la utilidad de la terapia local, así como la 
protección de las células tumorales por la barrera hematoencefálica, su resistencia 
intrínseca a la inducción de la muerte celular y la falta de dependencia de vías 
oncogénicas únicas y dirigibles, lo que impone grandes desafíos para la terapia 
sistémica [2].  

La temozolomida (TMZ), un agente alquilante de la familia de las imidazotetrazinas 
es el agente quimioterapéutico de primera línea más popular en el tratamiento del 
GBM. El estándar de atención incluye el uso de TMZ sumado a la radioterapia, luego 
de la remoción quirúrgica [3]. Sin embargo, la efectividad de este régimen de 
tratamiento sigue siendo baja. Se ha descrito que este quimioterápico de 
administración oral es capaz de generar daños en el DNA, como DSB (“Double 
Strand Break”), conduciendo a la activación de la apoptosis intrínseca mediante la 

https://www.zotero.org/google-docs/?H5jlv7
https://www.zotero.org/google-docs/?MLGHeK
https://www.zotero.org/google-docs/?tfrSVS
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activación de las caspasas 9 y 3 (figura 4.1). Si bien en algunos tipos celulares se ha 
reportado la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS), el mecanismo 
preponderante en esos casos sigue siendo ese tipo de muerte celular. 

 

Figura 4.1. Mecanismo de acción de la Temozolomida (TMZ) y otros agentes 
alquilantes. Figura realizada con Biorender.com. 

El cisplatino (CDDP), por su parte, es un medicamento anticancerígeno 
comúnmente utilizado en la práctica clínica y aprobado para el tratamiento de 
varios tipos de cáncer, incluido el GBM. Se ha demostrado, que cuando se combina 
con TMZ, el CDDP ofrece potencial para la quimioterapia combinada contra el GBM. 
Dado que los mecanismos patogénicos del GBM son complejos e involucran 
múltiples vías moleculares, la terapia combinada con dos o más estrategias que 
suprimen la proliferación de células tumorales al dirigirse a múltiples vías 
patogénicas es una estrategia atractiva para abordar el desafío de la resistencia a 
los medicamentos [4]. En cuanto a su mecanismo de acción, el cisplatino también 
genera daños en el DNA, principalmente a través del estancamiento de la DNApol 
durante la replicación y la inhibición de los mecanismos de reparación (figura 4.2A). 

https://www.zotero.org/google-docs/?weCo59
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Sin embargo, se ha reportado que este quimioterápico produce altos niveles de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) induciendo vías de muerte celular programada 
con carácter más inflamatorio como la necroptosis o la necrosis misma (figura 
4.2B). 

 

                  Figura 4.2. Mecanismo de acción del cisplatino (CDDP). Figura realizada con Biorender.com 
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Sin embargo, el pronóstico de los pacientes con GBM prácticamente no ha 
cambiado incluso cuando se suministraron diferentes fármacos de forma 
combinada.  

La terapia génica surge como una buena alternativa ya que permite que los 
transgenes terapéuticos se expresen localmente en el área adyacente a la masa 
tumoral principal después de la remoción por cirugía [5] a partir de la 
administración local de vectores de terapia génica. Entre los vectores más 
utilizados se encuentran los vectores adenovirales (AdV) y los retrovirales. Los AdV 
se han evaluado ampliamente en ensayos clínicos con pacientes con GBM, y han 
mostrado buena eficiencia de transducción y perfil toxicológico [6,7]. En ese 
sentido, esquemas terapéuticos que contemplen la combinación de la terapia 
génica con las terapias convencionales toman particular interés (figura 4.3). En 
última instancia, haciendo uso de la versatilidad intrínseca de la terapia génica, se 
podrían diseñar vectores con la capacidad de atacar aquellas células tumorales 
resistentes a las terapias convencionales disminuyendo o evitando incluso la 
recurrencia del tumor.  

 

Figura 4.3. Representación esquemática del potencial de la combinación de la terapia génica con 
las terapias convencionales para evitar el surgimiento de resistencia y la recurrencia tumoral.  

RIPK1: regulador de la supervivencia celular, la inflamación y la muerte 

Como se mencionó anteriormente, la proteína serina/treonina quinasa asociada a 
receptor 1 (RIPK1) es considerada como un regulador maestro de la decisión celular 
entre la señalización pro-supervivencia NF-κB y la muerte celular en respuesta a un 
amplio conjunto de estímulos inflamatorios [8–10]. 

En particular, se encuentra ampliamente descrito que RIPK1 puede mediar las 
diferentes vías de inflamación, proliferación (complejo I), necroptosis (complejo IIb) 

https://www.zotero.org/google-docs/?tuZK2D
https://www.zotero.org/google-docs/?MFLpoL
https://www.zotero.org/google-docs/?wKlw8g
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y apoptosis (complejo IIa) frente a diferentes estímulos como por ejemplo TNF-α 
(figura 4.4).  

En algunos tipos de cáncer, como el cáncer de ovario [11], se ha observado que 
RIPK1 tiene un rol pro-proliferativo estimulando la progresión tumoral. Sin embargo, 
al tratar estos tumores con cisplatino, RIPK1 media la muerte celular programada 
inducida por ese quimioterápico. 

Aunque en GBM el rol de RIPK1 se encuentra caracterizado de forma parcial, se ha 
observado que RIPK1 es un marcador asociado a mal pronóstico, así como el factor 
2 asociado al receptor de TNF (TRAF2) [12,13]. En ese sentido, también se ha 
observado que el TNF-α secretado por macrófagos asociados a gliomas promueve 
la activación endotelial y la progresión tumoral. Además, la activación de la vía 
mediada por TNF-α promueve el surgimiento de resistencia contra la terapia 
antiangiogénica [14]. 

La regulación de la actividad y de los niveles de ubiquitinación y/o fosforilación de 
RIPK1 parece ser crucial para la decisión celular entre la supervivencia o la muerte. 
Contar con herramientas moleculares que permitan regular la actividad, o 
directamente, los niveles de expresión de RIPK1 parece ser un punto importante 
para el diseño y desarrollo de nuevas terapias.  

 

Figura 4.4. Representación esquemática de las vías inducidas por RIPK1 mediadas por TNF. RIPK1 
induce las vías de inflamación y proliferación, mediadas por NF-kB, necroptosis y apoptosis. 
Imagen adaptada de Wang et. al. [15].  

https://www.zotero.org/google-docs/?e7G8ba
https://www.zotero.org/google-docs/?UvvgF1
https://www.zotero.org/google-docs/?NWV6qu
https://www.zotero.org/google-docs/?Iduk99
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Inhibidores de RIPK1 

Diversas enfermedades como, por ejemplo, enfermedades autoinmunes, 
enfermedades inflamatorias, neurodegenerativas y algunos cánceres se han 
relacionado con las vías mediadas por RIPK1, llamando la atención de diferentes 
investigadores. La posibilidad de inhibir la actividad de RIPK1 ha cobrado particular 
relevancia, surgiendo primeramente la Necrostatina-1, un inhibidor natural de la 
necroptosis, como un potencial agente terapéutico para tal fin [16].  Asimismo, han 
surgido otros inhibidores de RIPK1 basados en pequeñas moléculas, que presentan 
alta precisión y una buena penetrabilidad. Entre ellos, el inhibidor GSK2982772, 
desarrollado por GlaxoSmithKline (GSK), se convirtió en el primer inhibidor de RIPK1 
aprobado para investigación clínica en el mundo en 2014 [17]. El inhibidor 
GSK2982772 se une a un bolsillo alostérico del dominio quinasa de RIPK1, 
impidiendo la dimerización de la proteína y es un potente inhibidor de la muerte 
celular mediada por RIPK1 y la producción de las citoquinas asociadas en modelos 
preclínicos [18]. 

 

Figura 4.5. Estructura química del inhibidor GSK2982772, desarrollado por 
GlaxoSmithKline. 

Short hairpin RNA (shRNA) para el silenciamiento de genes 

El silenciamiento mediado por RNA de interferencia (RNAi) es una herramienta 
valiosa que permite regular negativamente y de forma selectiva la expresión de 
proteínas y péptidos [19]. El mecanismo de acción de los RNAi consiste 
principalmente en una función de silenciamiento post-transcripcional altamente 
conservada mediada por moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA). El 
silenciamiento de un gen determinado puede obtenerse de dos formas: (i) 
utilizando directamente moléculas de dsRNA que por algún método son 
introducidas en el interior de las células (siRNA) o bien (ii) utilizando moléculas de 
DNA que codifiquen para una molécula pequeña de RNA con estructura secundaria 
de horquilla, short hairpin RNA (shRNA), y de este modo la especie de RNA capaz 
de mediar el silenciamiento se expresa directamente en el interior de la célula. 

Sin embargo, el campo del shRNA todavía enfrenta muchos desafíos. La 
insatisfactoria eficacia de knockdown y el aumento de los efectos off-target 
continúan obstaculizando sus aplicaciones, a menudo debido a fallas en el diseño. 

https://www.zotero.org/google-docs/?NzDc99
https://www.zotero.org/google-docs/?sGgleb
https://www.zotero.org/google-docs/?gZqQrl
https://www.zotero.org/google-docs/?w4ffa5
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Por lo tanto, para llevar adelante la expresión de un shRNA es necesario diseñar de 
forma meticulosa el shRNA y el vector que será utilizado para vehiculizarlo [20,21]. 
En primer lugar, es necesario elegir un promotor adecuado que controle la 
transcripción. El promotor más utilizado es el promotor U6 que es reconocido por 
la RNA polimerasa III. Dicha RNA polimerasa es la encargada de sintetizar 
moléculas de RNA pequeños en la célula y diversos trabajos han demostrado que 
es muy eficiente en la transcripción de shRNA. Un shRNA típico se encuentra 
conformado por una región de doble cadena de entre 19 y 25 bp complementarios 
con la secuencia target, conectados entre sí por un loop simple cadena de entre 5 
y 10 bases. Finalmente, la construcción del vector debe incorporar una secuencia 
terminadora de la transcripción que sea reconocida por la RNA polimerasa III. Una 
vez expresado el shRNA, la molécula de dsRNA resultante sigue el camino de 
maduración característico de los miRNA y de este modo es capaz de llevar adelante 
su función regulatoria (figura 4.6). 

En paralelo con el descubrimiento de los RNAi, los microRNA (miRNAs) fueron 
identificados como una clase abundante de pequeñas moléculas de RNA no 
codificante (de alrededor de 22 nt) que son altamente conservadas entre especies 
y que pueden regular negativamente la expresión de genes. Los miRNA son 
transcriptos desde el genoma en transcriptos primarios (pri-miRNA) y procesados 
en precursores (pre-miRNA) y miRNA maduros por dos nucleasas de la familia 
RNasa-III, Drosha y Dicer, respectivamente. Basado en el grado de 
complementariedad entre el miRNA y su mRNA target, el miRNAs puede inducir el 
clivaje directo del mRNA o iniciar un proceso mucho más largo caracterizado por 
una represión traslacional y una posterior represión a través de la degradación del 
mRNA.  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?guc30I
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Figura 4.6. Esquema explicando la maduración y función de un shRNA vehiculizado por un 
baculovirus. Brevemente, el virión brotante baculoviral ingresa a la célula por endocitosis, la 
nucleocápside es liberada al citoplasma y el DNA llega al núcleo. La RNA polimerasa III 
reconoce el promotor U6 que controla la expresión del shRNA y comienza la transcripción. 
El resultado de la transcripción es procesado secuencialmente por las proteínas Drosha (en 
el núcleo) y Dicer (ya en el citoplasma). Finalmente, una de las hebras del RNA doble cadena 
resultante es cargado por el complejo formado por RISC y AGO2 para ejercer su función 
regulatoria. 
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El rol de la vía del receptor de prolactina en GBM 

La prolactina (PRL) es una hormona tradicionalmente asociada con la fertilidad y la 
lactancia que se ha demostrado que está involucrada en el desarrollo del cáncer 
dependiente de hormonas. La expresión de PRL y su receptor (PRLR) se relaciona 
con vías proliferativas y con la respuesta inmune (figura 4.7) y correlaciona con un 
mayor riesgo de desarrollar tumores de mama y próstata, así como con la 
resistencia a la quimioterapia. Por lo tanto, se ha propuesto el bloqueo de PRLR 
como una estrategia terapéutica para el tratamiento de este tipo de tumores. 

 

Figura 4.7. Vías de señalización activadas por la prolactina (PRL) y su par receptor PRLR. Figura 
adaptada a partir de Kavarthapu et al. [22]. 

 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?mmRyEP
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Aunque en la última década se demostró que las biopsias de GBM expresan PRL y 
PRLR en varios estudios [23–25], recientemente se ha comprendido mejor el papel 
de esta hormona y su receptor. Se han descrito siete isoformas de PRLR en 
humanos, donde la isoforma principal es el PRLR largo, y existen varias isoformas 
cortas de PRLR. Se ha informado que los homodímeros de PRLR y los 
heterodímeros entre las isoformas larga y corta, asociados a través del dominio 
transmembrana, se expresan constitutivamente en la superficie celular en 
humanos. La sobreexpresión de PRL y las isoformas de PRLR aumentan la 
quimiorresistencia de las células de GBM, mientras que el bloqueo de PRLR las 
sensibiliza a los fármacos quimioterapéuticos [26]. Este mecanismo protector de la 
activación de PRLR en las células de GBM también ha sido estudiado en tumores 
dependientes de hormonas [27,28]. Estos resultados indican que tanto PRL como 
PRLR tienen valor como blancos terapéuticos y/o biomarcadores pronósticos en 
GBM [29]. Además, Asad y colaboradores demostraron que la expresión transitoria 
mediada por plásmidos del antagonista de PRLR ∆1–9-G129R-hPRL desarrollado 
previamente por Bernichtein et al. [30] en células de GBM cultivadas in vitro, 
conduce a una menor viabilidad celular y a una mayor quimiorresistencia al 
cisplatino. Contar con un vector viral que sea capaz de vehiculizar el antagonista 
∆1–9-G129R-hPRL resulta de particular interés para incrementar, no sólo la 
eficiencia de la terapia en modelos in vitro, sino también para permitir la realización 
de ensayos en modelos in vivo. 

Objetivos generales 
● Estudiar el efecto de la combinación del inhibidor de RIPK1 y distintos 

quimioterápicos sobre la proliferación celular in vitro. 
● Generar dos recAcMNPV contra los posibles blancos terapéuticos: RIPK1 y 

PRLR 

Objetivos específicos  

● Estudiar el efecto de la inhibición de RIPK1 sobre la proliferación de células 
humanas de glioblastoma 

● Evaluar el efecto de la combinación del inhibidor de RIPK1 con el 
quimioterápico cisplatino sobre la proliferación celular  

● Evaluar el efecto de la combinación del inhibidor de RIPK1 con el 
quimioterápico TMZ sobre la proliferación celular  

● Generar un recAcMNPV con un shRNA para regular negativamente la 
expresión de RIPK1 

● Generar un recAcMNPV que codifique un antagonista para bloquear la vía 
de PRLR 

https://www.zotero.org/google-docs/?zs65Od
https://www.zotero.org/google-docs/?X24J86
https://www.zotero.org/google-docs/?WcaLSe
https://www.zotero.org/google-docs/?NQVs1L
https://www.zotero.org/google-docs/?8k5KpJ
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Resultados 

El inhibidor de RIPK1 no afectó la proliferación de células de 
glioblastoma  

Con el objetivo de seguir estudiando el rol de RIPK1 en la patogénesis de los gliomas 
difusos, se realizaron distintos ensayos in vitro con la línea celular humana de 
glioblastoma, U251 y el inhibidor comercial altamente selectivo de RIPK1, 
GSK2982772 (MCE). 

En una primera instancia, sembramos una placa de cultivo de 96 pocillos con 2000 
células por pocillo. 24 horas después de la siembra, las células fueron tratadas con 
distintas concentraciones del inhibidor de RIPK1: dos concentraciones por debajo 
del IC50 (16nM), la correspondiente al IC50 y una concentración por encima de la 
misma. Cada condición se realizó por sextuplicado y, a su vez, el ensayo se repitió 
cinco veces. 72 hs después del tratamiento, la placa fue fijada, teñida con cristal 
violeta y se midió absorbancia a 595 nm. En cuanto a los resultados obtenidos, no 
se observaron diferencias significativas respecto a la proliferación celular en 
ninguna de las concentraciones ensayadas, en comparación con el control sin 
inhibidor de RIPK1 (figura 4.8).  

 

 

 

 

 

Figura 4.8. Ensayo de 
proliferación celular. Se 
utilizaron células humanas de 
glioblastoma, U251 y distintas 
concentraciones del inhibidor 
comercial de RIPK1. El control 
corresponde a células no 
tratadas con el inhibidor. ANOVA 
seguido de prueba de Dunnet, 
p*<0.05.  

 

Efecto del inhibidor de RIPK1 sobre la quimiorresistencia 

Nos propusimos estudiar el efecto de la suma de quimioterápicos e inhibidor de 
RIPK1 sobre la proliferación celular. Para ello, utilizamos dos de los quimioterápicos 
más administrados en el tratamiento del cáncer en general, y del GBM en particular, 
cisplatino (cis-diaminodicloroplatino(II) o CDDP) y temozolomida (TMZ). En el caso 
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del CDDP, usamos la concentración correspondiente al IC50 para las 48 hs, 
mientras que, para el caso de la temozolomida, utilizamos la concentración clínica 
relevante. Partiendo de una placa de 96 pocillos con células U251, se procedió al 
tratamiento con las distintas concentraciones del inhibidor de RIPK1 y con el 
quimioterápico correspondiente (5μM para cisplatino y 15μM para Temozolomida). 
72 horas después, las células fueron fijadas, teñidas con cristal violeta y la 
proliferación celular fue calculada a partir de la medida de absorbancia a 595 nm. 
En cuanto al tratamiento de inhibidor junto con TMZ, observamos mayor 
proliferación celular respecto al control tratado solamente con temozolomida, en 
todas las concentraciones de inhibidor ensayadas (figura 4.2A). Contrariamente, en 
el caso de CDDP observamos una menor proliferación celular en el tratamiento 
combinado de inhibidor más CDDP, respecto al tratamiento con CDDP solamente 
(figura 4.9B). 

 

Figura 4.9. Ensayo de proliferación celular con células humanas de glioblastoma, U251. Se 
incubaron las células con distintas concentraciones del inhibidor comercial de RIPK1 junto con la 
concentración clínica relevante del quimioterápico (A) TMZ y (B) cisplatino. El control corresponde a 
células que no fueron tratadas con el inhibidor o con quimioterápicos. TMZ: células tratadas 
solamente con temozolomida; CDDP corresponde al tratamiento sólo con el quimioterápico 
cisplatino. ANOVA seguido de prueba de Dunnet, p*<0.05. 

 

Para continuar con el análisis, decidimos estudiar el efecto de la inhibición de RIPK1 
sobre la sensibilidad al CDDP. Para eso realizamos un ensayo de proliferación 
celular semejante al anterior, pero anteponiendo un paso de 24 h de sensibilización 
con el inhibidor de RIPK1 previo al tratamiento con el quimioterápico cisplatino. 
Para profundizar el análisis, además de utilizar la concentración de CDDP evaluada 
anteriormente, nos propusimos disminuir la concentración de cisplatino y evaluar 
el impacto sobre la proliferación de las células de glioblastoma en condiciones de 
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menor concentración de droga. Para ello, las células se incubaron 24 horas con las 
distintas concentraciones del inhibidor y luego se agregó cisplatino en una 
concentración de 1 μM (figura 4.10A) o de 5 μM (figura 4.10B). 72 horas después de 
la siembra, las células se fijaron, se tiñeron y nuevamente la absorbancia se midió 
a 595 nm. La figura 4.10 A muestra que para la concentración de CDDP de 1 μM, la 
sensibilización previa con inhibidor de RIPK1 impactó significativamente sobre la 
capacidad proliferativa.  

 

Figura 4.10. Ensayo de proliferación celular con la línea celular U251. Se incubaron las células 
con distintas concentraciones del inhibidor comercial de RIPK1. 24 horas después, se trataron 
las células con el quimioterápico CDDP en una concentración de 1μM (A) o en una 
concentración de 5μM (B). El control corresponde a células no tratadas con el inhibidor ni con 
el quimioterápico. ANOVA seguido de prueba de Dunnet, p*<0.05, p****<0.001. 

 

Con el objetivo de indagar en el efecto de RIPK1 sobre la muerte celular y si dicho 
efecto se veía intensificado en presencia del quimioterápico CDDP, realizamos un 
ensayo de TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling) para detectar la 
presencia de fragmentación del DNA en las células apoptóticas. Para llevar a cabo 
el ensayo, una monocapa de células U251 fue tratada durante 24 h con una 
concentración de 16 nM del inhibidor de RIPK1 (correspondiente al IC50) y luego se 
añadió, en caso de que correspondiera, 1 μM de CDDP. 72 h después de la siembra, 
las células fueron fijadas, permeabilizadas y tratadas con la mezcla conteniendo la 
enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Finalmente, se procedió a la 
tinción de los núcleos con DAPI y a la observación de las células mediante 
microscopía de fluorescencia. Las imágenes obtenidas fueron analizadas con el 
software ImageJ y se calculó el porcentaje de células apoptóticas en las distintas 
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condiciones. Como puede observarse en la figura 4.11, se obtuvieron mayores 
niveles de inducción de apoptosis en el tratamiento que combinó el inhibidor de 
RIPK1 y el CDDP, mostrando diferencias significativas con todos los demás 
tratamientos.  

 

Figura 4.11. Análisis del porcentaje de células apoptóticas mediante el ensayo de TUNEL. 
Izquierda: en azul se observan los núcleos celulares mientras que con flechas blancas se señala la 
tinción verde, resultado de la ruptura del DNA característico de las células apoptóticas. Derecha: 
porcentaje de células TUNEL+, donde “Control” corresponde a células U251 sin tratamiento, 
“Inhibidor”, a células tratadas sólo con el inhibidor de RIPK1, “CDDP” a células tratadas con 1μM 
de cisplatino e “Inhibidor + CDDP” a aquellas células sensibilizadas durante 24 h con el inhibidor y 
luego tratadas con 1μM de CDDP por 48h. ANOVA seguido de prueba de Dunnet, p*<0.05 y 
p****<0.001 

Generación de un recAcMNPV con capacidad silenciadora de RIPK1 

A partir de los resultados obtenidos, nos propusimos generar un baculovirus 
recombinante, utilizando el sistema PluriBAC, que codificara para un short hairpin 
RNA (shRNA) destinado a regular negativamente la expresión de la proteína RIPK1. 
Para cumplir con este objetivo, se diseñó la secuencia del shRNA siguiendo las 
recomendaciones del manuscrito “Guidelines for the optimal design of miRNA-
based shRNAs” [31] (figura 4.12B) y la síntesis del mismo fue realizada por la 
empresa Genscript, dentro del vector pUC57. Una vez recibido el vector, generamos 
el vector de nivel 1 que contuviera el shRNA bajo el control del promotor pU6, 
mediante el sistema PluriBAC (figura 4.12 A).  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?sOj9Io
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Figura 4.12. (A) Representación de la obtención del vector de nivel 1 pGGL1IV-pU6-shRIPK1, donde 
pU6 representa el promotor específico de la polimerasa III y shRIPK1 al short hairpin RNA destinado 
a regular negativamente a RIPK1. (B) Esquema de la secuencia que codifica para el shRIPK1 y su 
estructura secundaria predicha obtenida mediante “The Vienna RNA Websuite” [32]. 

 

Luego de realizado el ensamblado, y la posterior transformación en células 
electrocompetentes, como se detalló en el capítulo 1, el screening se realizó 
mediante colony PCR utilizando primers específicos contra el promotor U6. En la 
figura 4.13, panel A, se puede observar el resultado de una colony PCR que indicaría 
la presencia del promotor pU6 en todos los clones estudiados. Luego, se procedió 
a realizar minipreps y una posterior digestión con la enzima de restricción XhoI de 
los clones correspondientes. Es importante destacar que el sitio de restricción de 
la enzima XhoI se encontraba dentro de la secuencia del shRNA, por lo tanto, sólo 
en aquellos clones que tuvieran la secuencia correcta, la digestión generaría la 
linearización del vector. Como puede observarse en la figura 4.13 B, para los 4 
clones estudiados se detectó una sola banda en el gel de agarosa evidenciando la 
linearización mencionada anteriormente.  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?NVyjuD
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Figura 4.13. (A) Gel de agarosa 2%. Colony PCR de los clones obtenidos a partir del ensamblado 
correspondiente al vector de nivel 1 pGGL1-pU6-shRIPK1. Se observa la banda de 270 bp esperada 
para todos los clones estudiados. C+: control positivo. C-: control negativo. (B) Gel de agarosa 0,8%. 
Digestión realizada con la enzima XhoI, de los clones 1,2, 3 y 4 obtenidos a partir del ensamblado 
correspondiente al vector de nivel 1 pGGL1-pU6-shRIPK1. Donde “dig” corresponde al vector digerido 
y “s/dig” al vector sin digerir. 

 

Una vez obtenido el vector pGGL1IV-pU6-shRIPK1, procedimos a la generación del 
vector de transferencia de nivel 2 que contuviera el shRIPK1 bajo el control del 
promotor de U6 y el cassette de expresión de la proteína reportera citrine utilizando 
el sistema PluriBAC (figura 4.14). 

 

Figura 4.14. Representación de la obtención del vector de transferencia final pGGL2Bac-pU6-
shRIPK1-CMV-citrine-SV40 para generar el recAcMNPV. Donde pU6 representa el promotor 
específico de la polimerasa III, shRIPK1 al short hairpin RNA destinado a regular negativamente a 
RIPK1, CMV al promotor del gen inmediato temprano 1 del citomegalovirus (promotor CMV-IE1) y 
SV40 se refiere a la señal de poliadenilación del virus simio 40 (SV40 polyA). 
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La confirmación de la inserción del fragmento se realizó mediante PCR (figura 4.15, 
A) y posterior secuenciación por Sanger. Luego, se procedió a la generación del 
recAcMNPV a partir del vector de transferencia utilizando el sistema bapGOZA. La 
exitosa generación del baculovirus recombinante se evidenció mediante 
microscopía de epifluorescencia en células de insecto Sf9 co-transfectadas con el 
bácmido y el vector de transferencia obtenido, observándose aparición de 
fluorescencia y de signos de infección (figura 4.15, B). 

 

Figura 4.15. (A) Screening mediante PCR del inserto pU6-shRIPK1-CMV-citrine-SV40. Se 
observa el fragmento de unos 2000 pb esperado (B) Células de insecto Sf9 infectadas con 
el recAcMNPV obtenido, observadas mediante microscopía de epifluorescencia. 

El shRIPK1 incrementa la eficiencia de transducción baculoviral y los 
niveles de expresión de transgenes en células de GBM.  

Debido a que existe evidencia de que el knockdown de RIPK1 aumenta los niveles 
de expresión de proteínas heterólogas en células transducidas por baculovirus [33], 
nos propusimos estudiar si sucedía ese mismo efecto en células de GBM 
transducidas. Para ello, evaluamos la eficiencia de transducción del baculovirus 
recombinante obtenido, al que denominamos Ac shRIPK1. Vale aclarar que, aunque 
el baculovirus Ac shRIPK1 contiene el cassette de la proteína reportera citrine, 
además del shRNA, no fue incorporado en el nombre para evitar confusiones con el 
baculovirus recombinante Ac citrine, que sólo contiene al cassette de la proteína 
citrine. Para llevar a cabo los ensayos de transducción, los recAcMNPV fueron 
centrifugados durante 1h a 4°C y resuspendidos en PBS 1X hasta llegar en ambos 

https://www.zotero.org/google-docs/?CbTdBH
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casos a un número de partículas virales que se correspondiera con una 
multiplicidad de 750. Luego, se retiró el medio de cultivo de una placa de 48 pocillos 
con una monocapa de células U251 al 60% de confluencia y se adicionaron 100 μl 
del inóculo correspondiente. Las células se incubaron con el inóculo a temperatura 
ambiente y en agitación. 2 horas después, se completó el volumen de cada pocillo 
con medio de cultivo. 48 h después de iniciada la transducción, se observaron las 
células mediante microscopía de fluorescencia (fig. 4.16, A) y se procedió a 
determinar la fluorescencia media y a calcular el porcentaje de transducción para 
ambos baculovirus recombinantes mediante un ensayo de citometría de flujo. 
Como muestra la figura 4.16B el porcentaje de células citrine + es 
significativamente mayor en el caso de las células tratadas con el baculovirus Ac 
shRIPK1 llegando a valores superiores al 55%. Del mismo modo, la fluorescencia 
media alcanzada por las células transducidas con Ac shRIPK1 fue 
significativamente superior a la alcanzada por las células transducidas por el 
baculovirus control Ac citrine. Por último, y a modo de ejemplo, se presentan dos 
de los histogramas obtenidos a partir de los ensayos de citometría (fig. 4.16, C). 

 

Figura 4.16. Ensayo de transducción en células U251 transducidas con los baculovirus obtenidos 
mediante el sistema PluriBAC. (A) Células U251 transducidas con Ac citrine o con Ac shRIPK1, a las 48 
hpt. (B) Cálculo del porcentaje de células citrine + y de la fluorescencia media en células transducidas 
con los dos recAcMNPV. t-test, p* < 0.05. (C) Izquierda: se observa uno de los histogramas obtenido para 
el caso del virus Ac citrine. Derecha: uno de los histogramas obtenido para el virus Ac shRIPK1. “Control” 
corresponde a células U251 sin transducir.    
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El recAcMNPV Ac shRIPK1 reduce la proliferación celular e induce la 
apoptosis en células de GBM transducidas 

Paralelamente, se evaluó el efecto del baculovirus recombinante Ac shRIPK1 sobre 
la proliferación celular. Para ello, se transdujeron las células de glioma con los 
baculovirus Ac citrine y Ac shRIPK1 repitiendo la metodología detallada en el 
ensayo anterior. 24 h después de la transducción, se agregó CDDP en una 
concentración de 1 μM a los pocillos correspondientes. Finalmente, la proliferación 
celular se evaluó como se detalló anteriormente, 72 h después de la siembra. A 
partir de los resultados obtenidos, se puede observar que el baculovirus Ac shRIPK1 
disminuyó significativamente la proliferación de las células de GBM (figura 4.17). 

 

 

 

Figura 4.17. Ensayo de proliferación 
celular con la línea celular U251. Se 
transdujeron las células con los 
baculovirus recombinantes Ac 
shRIPK1 o Ac citrine. 24 horas 
después, se procedió al tratamiento 
con 1μM de CDDP en los grupos 
correspondientes. El grupo control 
corresponde a células no 
transducidas, mientras que el grupo 
CDDP, a células tratadas sólo con 
cisplatino. ANOVA seguido de 
prueba de Dunnet, p**** < 0.001. 

Con el objetivo de evaluar el potencial efecto de Ac shRIPK1 sobre la muerte celular, 
realizamos un ensayo de viabilidad celular por exclusión de Ioduro de Propidio (IP) 
en células U251 transducidas con Ac shRIPK1 y con Ac citrine. Aquellas células con 
la membrana plasmática comprometida fueron teñidas con el colorante, que posee 
la capacidad de intercalarse en el DNA. Finalmente, se realizó la cuantificación 
celular mediante citometría de flujo para las 3 condiciones ensayadas. La figura 
4.18 muestra los resultados obtenidos, en los que puede observarse un incremento 
significativo del % de células IP+ en aquellas tratadas con el virus Ac shRIPK1 en 
comparación con aquellas tratadas con el virus control Ac citrine.  
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Figura 4.18. Estudio del efecto de Ac shRIPK1 sobre la muerte celular mediante tinción con Ioduro de 
Propidio y posterior cuantificación por citometría de flujo en células U251 transducidas con el 
baculovirus recombinante. t-test p* < 0.05 

Generación del recAcMNPV que codifica un antagonista de prolactina 
(aPRL), utilizando el sistema PluriBAC 

Por otro lado, con el objetivo de estudiar el efecto de la inhibición de la vía de PRL, 
nos propusimos construir un vector baculoviral que codificara para el antagonista 
de PRLR Δ1–9-G129R-hPRL (aPRL), mediante el sistema PluriBAC. Para 
ello,sintetizamos el cassette de expresión del antagonista de PRLR, basándonos en 
la secuencia caracterizada por Bernichtein et al. [30], en el vector pMG mediante el 
servicio de la empresa Macrogen. Este cassette fue luego clonado en el vector final 
de nivel 2 pGGL2Bac para poder generar el recAcMNPV mediante el sistema GOZA. 
(figura 4.19) 

 

Figura 4.19. Representación de la obtención del vector de transferencia final pGGL2Bac-EF1α-
aPRL-bGH para generar el recAcMNPV. EF1α es el promotor del factor de elongación de la 
traducción eucariota 1 α, aPRL se refiere a un antagonista del receptor de prolactina y bGH se 
refiere a la señal de poliadenilación de la hormona de crecimiento bovina (bGH-polyA). 

https://www.zotero.org/google-docs/?A8ExC1
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Siguiendo el mismo procedimiento que el realizado para la obtención del resto de 
los recAcMNPV, la confirmación de la inserción del fragmento deseado se realizó 
mediante PCR (figura 4.20A) y luego se confirmó mediante secuenciación por 
Sanger. Finalmente, la correcta obtención del baculovirus recombinante se 
evidenció por la aparición de signos de infección (presencia de poliedros) en 
células de insectos co-transfectadas. (figura 4.20B) 

 

Figura 4.20. (A) Screening mediante PCR del inserto EF1α-aPRL. Se observa la banda esperada, de 
aproximadamente 1000 pb, para cuatro de los clones estudiados. (B) Células de insecto Sf9 
infectadas con el recAcMNPV obtenido, con flechas blancas se señalan algunas de las células con 
poliedros. 

El recAcMNPV Ac aPRL afecta la viabilidad de las células de GBM 

Una vez obtenido el baculovirus recombinante Ac aPRL, nos propusimos analizar el 
efecto del mismo sobre la viabilidad celular. Para cumplir con este objetivo, 
llevamos a cabo el ensayo colorimétrico MTT para medir la actividad metabólica en 
células murinas de glioma, GL26, y en la línea celular humana U251 transducidas 
previamente con Ac aPRL con una multiplicidad de 750. 24 h después de la 
transducción, la monocapa celular fue tratada, o no, con CDDP en una 
concentración de 1 μM. Finalmente, la viabilidad celular se determinó mediante 
colorimetría 72 h después de la siembra.  

Según los resultados obtenidos, podemos observar que el baculovirus 
recombinante Ac aPRL disminuye la viabilidad en células de glioblastoma murinas 
(figura 4.21A) y que, además, ese efecto parece potenciarse en presencia del 
quimioterápico CDDP. En cuanto a los ensayos realizados con células humanas 
(figura 4.21B), no observamos diferencias significativas en la viabilidad cuando 
utilizamos el baculovirus Ac aPRL respecto al control. Sin embargo, observamos 
que disminuía la viabilidad cuando el recBV se combinaba con el quimioterápico 
CDDP.  
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Figura 4.21. Ensayo de viabilidad realizado en células murinas de glioblastoma, GL26 (A) o en la 
línea celular humana, U251 (B). Brevemente, se trataron las células con el baculovirus 
recombinante Ac aPRL o Ac citrine con una MOT de 750 durante 24 h. Luego, las células fueron 
incubadas, en los grupos correspondientes, con 1μM de CDDP. La viabilidad celular se determinó 
mediante el reactivo de MTT. ANOVA seguido de prueba de Dunnet, p*<0.05, p****<0.001 

Discusión 
La invasividad y la alta resistencia a los tratamientos del glioblastoma multiforme 
(GBM) producen una baja supervivencia en los pacientes afectados. 
Desafortunadamente, en las últimas décadas, ninguna estrategia terapéutica 
nueva ha demostrado una prolongación significativa de la supervivencia de los 
pacientes con GBM más allá de la proporcionada por la quimioterapia y radioterapia 
estándar. El GBM se caracteriza por su inmunidad tumoral altamente supresiva, lo 
que representa un obstáculo crítico para la inmunoterapia. Varios mecanismos 
modulan las vías moleculares y las funciones celulares de la inmunidad tumoral y 
contribuyen a la inmunosupresión asociada al tumor producida por el GBM. Las 
células tumorales del GBM producen potentes moléculas inmunosupresoras, 
incluyendo el factor de crecimiento transformante-β, la interleucina-10 y la 
indolamina-pirrol 2,3-dioxigenasa (IDO) [34,35]. Además, el GBM puede expresar 
ligandos de puntos de control inmunitario que inhiben marcadamente las 
respuestas efectoras inmunitarias [36,37]. Asimismo, se ha reportado la gran 
acumulación de células supresoras reguladoras T (Tregs), macrófagos asociados al 
tumor (TAMs) con características similares a los M2 y células supresoras mieloides 
derivadas (MDSCs) en el microambiente tumoral, lo cual se correlaciona con una 
mala supervivencia global en pacientes con GBM [38]. Por esta razón, se están 
buscando nuevas alternativas para el tratamiento de esta enfermedad, siendo la 

https://www.zotero.org/google-docs/?uRMc1c
https://www.zotero.org/google-docs/?TBiDph
https://www.zotero.org/google-docs/?j5F47r
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terapia combinada una de ellas. Sin embargo, se observó que la inflamación es un 
mecanismo patogénico relevante en la fisiología tumoral de los DG. En el trabajo 
publicado por González et. al. [39] se observa un mayor nivel de infiltración 
inmunológica en el caso de IDHwt respecto a IDHm. Más precisamente, encuentran 
reguladas positivamente las firmas génicas asociadas a neutrófilos y macrófagos 
en los gliomas IDHwt, lo que resulta coherente para gliomas de tan mal pronóstico, 
dado que la acumulación de estas células es característica de la inflamación 
crónica no resuelta involucrada en el efecto pro-tumoral del microambiente 
tumoral. Sin embargo, el rol que juegan esas células infiltrativas en el TIME (“Tumor 
Immune Microenvironment”) es controversial y no se encuentra completamente 
caracterizado, en parte debido a que cada subtipo tumoral exhibe un 
comportamiento particular que depende del TIME. Se ha determinado, por ejemplo, 
que los macrófagos infiltrados secretan TNF-α estimulando la vía inflamatoria 
vinculada a TNF y que los factores derivados de TNF, como TRAF1 y TRAF2, son 
indicadores de mala prognosis, dado que se observó que inhiben la apoptosis y 
promueven la supervivencia de células de GBM [12]. Asimismo, se ha observado 
que la secreción de TNF-α por parte de los macrófagos del microambiente tumoral 
del GBM juega un papel tanto en la activación endotelial como en la resistencia a 
tratamientos antiangiogénicos [14]. 

En este marco, resulta relevante ahondar en el estudio sobre la vía de TNF y, en 
particular, con RIPK1, un regulador maestro entre las señales de supervivencia y de 
muerte celular inflamatoria.  

En los análisis in silico presentados en el capítulo 3 de esta tesis pudimos concluir 
que RIPK1 desempeña un rol importante en la progresión de los DG y que las vías 
vinculadas a la inflamación parecen ser de relevancia.  

Nuestros resultados obtenidos a partir de ensayos in vitro realizados durante este 
capítulo, demostraron que la combinación del inhibidor comercial de RIPK1, 
GSK2982772, con cisplatino, uno de los quimioterápicos utilizados en la clínica 
contra el GBM, disminuyó significativamente la proliferación de células humanas 
de glioblastoma, cuando las drogas fueron agregadas en simultáneo, en 
comparación a la monoterapia con cisplatino. Interesantemente, observamos que 
ese efecto en la proliferación era mayor aun cuando las células eran sensibilizadas 
con el inhibidor 24 h previo a la adición del cisplatino.  Contrariamente, observamos 
que la terapia combinada con TMZ (el más utilizado actualmente en la clínica) junto 
con el inhibidor de RIPK1, tuvo un efecto contrario al deseado aumentando 
levemente la proliferación celular. Esta diferencia observada entre los 
quimioterápicos podría deberse a los distintos mecanismos de acción: mientras 
que TMZ activa principalmente la vía de la apoptosis intrínseca, el mecanismo de 
acción de CDDP involucra la generación de ROS, lo que activa vías de muerte 
celular de carácter más inflamatorio. El inhibidor comercial de RIPK1 es capaz de 

https://www.zotero.org/google-docs/?O33vRu
https://www.zotero.org/google-docs/?MBavJP
https://www.zotero.org/google-docs/?wyT3Jy
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inhibir la vía necroptótica mediante la unión al dominio quinasa de la proteína, pero 
no la vía pro-proliferativa dependiente de RIPK1 [40]. En ese sentido, hipotetizamos 
que, en el tratamiento combinado con TMZ se produce el bloqueo de la formación 
del complejo II por parte del inhibidor, y eso podría provocar una mayor 
disponibilidad de la proteína RIPK1 para la formación del complejo I y estimular 
levemente la proliferación celular. En cambio, en el tratamiento con cisplatino, 
debido a la formación de ROS, es probable que se estimule la formación del 
complejo II por la deubiquitinación de RIPK1, pero al inhibir su actividad quinasa en 
presencia del inhibidor, prevalezca la apoptosis independiente de RIPK1. Esta 
hipótesis podría parcialmente fundamentarse en nuestros ensayos de medición de 
apoptosis tardía, en los que observamos una significativamente mayor proporción 
de células apoptóticas en el tratamiento combinado CDDP + GSK2982772. Melo-
Lima y colaboradores observaron un efecto similar al aplicar tratamientos 
combinados del quimioterápico edelfosina y la proteína inhibidora de la 
necroptosis Necrostatina-1 sobre células de glioma U-118, concluyendo que 
inhibición de la necroptosis podría redirigir el destino celular hacia la apoptosis 
frente al estímulo del quimioterápico, impidiendo, por ejemplo, la inducción de la 
autofagia como mecanismo de recuperación [41]. Sin embargo, son necesarios 
más experimentos para poder validar o refutar esta hipótesis.      

La capacidad de los baculovirus para transducir células de mamífero y su 
capacidad para permitir la introducción de grandes cantidades de DNA heterólogo 
en sus genomas representan notables ventajas. En sumatoria con los beneficios de 
bioseguridad de los baculovirus en comparación con otros vectores virales, estas 
características hacen que los vectores basados en baculovirus sean cada vez más 
utilizados para terapia génica. Por ello, nos propusimos avanzar en la generación de 
un recAcMNPV que expresara un shRIPK1 destinado a regular negativamente la 
actividad de RIPK1. A partir de los resultados preliminares obtenidos, pudimos 
observar que el virus Ac shRIPK1 disminuyó significativamente la proliferación de 
células de GBM humanas, en un esquema monoterapéutico, sin la combinación 
con ningún quimioterápico, a diferencia de lo observado con el inhibidor comercial. 
Además, el tratamiento con Ac shRIPK1 indujo niveles de apoptosis superiores al 
20% en dichas células. Las diferencias observadas entre el inhibidor de RIPK1 y el 
Ac shRIPK1 respecto a la proliferación celular, podrían deberse a las distintas 
maneras en que ejercen su acción. El inhibidor de RIPK1 se une al sitio alostérico 
del bolsillo del dominio quinasa de la enzima, impidiendo así su fosforilación, la 
formación del complejo II y afectando principalmente la necroptosis. Sin embargo, 
no se ve afectada la vía que conduce a la proliferación y por eso no se verían 
diferencias en la proliferación celular a menos que se combine con CDDP. El 
baculovirus recombinante, en cambio, ejerce su acción a nivel postranscripcional, 
disminuyendo los niveles generales de RIPK1 afectando no sólo la vía que induce 
muerte celular inflamatoria, sino también evitando la formación del complejo I y la 

https://www.zotero.org/google-docs/?lSJVlo
https://www.zotero.org/google-docs/?NXhPEj
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señalización de supervivencia, dejando libre sólo la vía apoptótica independiente 
de RIPK1. Es necesario profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares 
que ocurren al silenciar RIPK1 y caracterizar más profundamente el tipo de muerte 
celular que el baculovirus induce. 

En cuanto al rol de la prolactina en GBM, estudios previos habían demostrado que 
la vía de PRLR podría estar involucrada en la progresión tumoral, dado que la 
sobreexpresión de la misma conducía a una mayor proliferación, viabilidad, 
clonogenicidad y quimiorresistencia en ensayos in vitro [26,29]. Al mismo tiempo, 
Asad y colaboradores demostraron en ese mismo trabajo que la expresión 
transitoria del antagonista Δ1–9-G129R-hPRL era capaz de sensibilizar a las células 
frente a la quimioterapia. Las limitaciones propias de los vectores plasmídicos 
utilizados en esos ensayos impidieron la validación del antagonista de PRL en 
modelos de GBM in vivo. 

Así, en el marco de una colaboración científica con la Dra. Marianela Candolfi, 
generamos un baculovirus recombinante que codifica para el antagonista de PRL 
(Δ1–9-G129R-hPRL) mediante el sistema PluriBAC. La correcta obtención del 
mismo se evidenció mediante la observación microscópica de poliedros en células 
de insectos infectadas. Finalmente, el baculovirus recombinante Ac aPRL 
demostró disminuir la viabilidad de células de GBM murinas y, en combinación con 
CDDP, también afectó la viabilidad de células humanas. 

La obtención de estos vectores de terapia génica nos permitirá avanzar en la 
caracterización de estos blancos terapéuticos en modelos murinos, aunque 
previamente será necesario evaluar la toxicidad que los vectores podrían presentar 
frente a tejidos y células normales como los astrocitos. 

Finalmente, tal como observaron Wang y colaboradores [33], en nuestros ensayos 
el silenciamiento de RIPK1 tuvo un efecto positivo sobre la expresión del transgén 
citrine. Esto plantea un escenario prometedor para la combinación del shRIPK1 con 
la expresión de genes que afecten otros blancos terapéuticos en un mismo 
baculovirus.  

Estos resultados nos alientan a continuar en el estudio de una potencial terapia 
contra el GBM, basada en el silenciamiento de RIPK1 y la expresión del antagonista 
aPRL mediante el uso de un único baculovirus recombinante que afecte a ambos 
blancos, en esquemas mono-terapéuticos o en combinación con quimioterapia. 
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Capítulo 5. Conclusiones generales y perspectivas 

Conclusiones generales 

Optimización de la producción de recBV: sistema PluriBAC 

Los baculovirus, especialmente AcMNPV, han sido ampliamente estudiados y 
aplicados en diversos usos biotecnológicos durante años. Los diferentes esfuerzos 
por desarrollar nuevas tecnologías basadas en baculovirus han generado diferentes 
productos y pruebas de concepto en muchos campos que incluyen no sólo la 
agricultura sino también la salud animal y humana [1–3]. 

La ingeniería genética de AcMNPV para generar viriones modificados se ha utilizado 
ampliamente para la investigación básica y aplicada. Estas modificaciones se 
basaron inicialmente en la recombinación homóloga en cultivos de células de 
insectos, pero más tarde, tras la generación de bácmidos de AcMNPV, fue posible 
la modificación genómica en bacterias. Además, se han desarrollado estrategias 
novedosas para la modificación del genoma de AcMNPV, incluida la construcción 
de genomas sintéticos [4,5]  o procedimientos de edición de genes mediados por 
tecnología CRISPR/Cas [6,7]. 

Debido a la versatilidad de los baculovirus, no sólo pueden usarse como 
biopesticidas sino también como vectores para la expresión de proteínas 
recombinantes y nanoestructuras como como VLP (virus-like particles), para la 
generación de plataformas de exposición superficial de proteínas y como vectores 
de delivery de genes para transducir células de mamíferos [3]. Los primeros 
productos comerciales derivados del uso de baculovirus para la salud humana, que 
llegaron al mercado fueron Cervarix ® (una vacuna VLP humana contra el HPV (virus 
del papiloma humano); GlaxoSmithKline, 2007); Provenge® (una proteína 
recombinante para el cáncer de próstata; Dendreon, 2010); Flublok® (una vacuna 
de subunidades humanas contra la influenza; Corporación de Ciencias de las 
Proteínas, 2013); y Glybera® (producto de terapia genética humana para el 
tratamiento de la deficiencia de lipoproteína lipasa basado en recAAV producido 
por vectores derivados de baculovirus) [3,8]. 

Más recientemente Novavax desarrolló una vacuna para prevenir la COVID-19, 
comercializada también bajo los nombres Nuvaxovid y Covovax, siendo la primera 
vacuna COVID-19 producida por BEVS en obtener la aprobación de la FDA [9].  

En los últimos años, se han disparado los estudios básicos y aplicados sobre los 
baculovirus produciendo conocimientos más fundamentales y permitiendo el 
surgimiento de mejores estrategias para su modificación y aplicación. La gran 
versatilidad de los baculovirus y su indiscutible utilidad, los convierten en una 
potente herramienta para la salud humana y animal, y los múltiples campos de 
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aplicación desde la industria agrícola hasta la farmacéutica confirman su enorme 
potencial tecnológico. 

Como se ha discutido anteriormente en este trabajo, últimamente ha crecido la 
necesidad de generar construcciones que expresen múltiples genes. Una de las 
estrategias más relevantes desarrolladas para afrontar esta demanda de forma 
sencilla y rápida consiste en el sistema de clonado por Golden Gate, que utiliza 
enzimas de restricción de tipo IIS que cortan por fuera del sitio de reconocimiento, 
para permitir el ensamblado secuencial de diferentes insertos en un vector de 
destino, logrando así la conformación de múltiples cassettes de expresión. Esta 
estrategia de clonado ha sido utilizada para generar construcciones de expresión 
multigénicas en plantas [10–12], levaduras [13] y hongos [14]. 

El presente trabajo doctoral apuntó a la generación de una plataforma basada en la 
estrategia de clonado por Golden Gate, para la generación de baculovirus 
recombinantes mediante diferentes estrategias (recombinación homóloga en 
células de insecto o transposición sitio específica en bacterias).  

El diseño del sistema de clonado que desarrollamos durante el presente trabajo de 
tesis doctoral, denominado PluriBAC, consiste en distintos niveles relacionados 
con la complejidad y posibilidades de combinación de módulos, es decir, diferentes 
alternativas de secuencias promotoras, terminadoras y de genes de interés. El 
sistema PluriBAC fue, en principio, desafiado mediante la generación de dos 
baculovirus recombinantes utilizando el sistema GOZA: dos de ellos codifican para 
las proteínas reporteras, dTomato y citrine, Ac-dTomato y Ac-citrine 
respectivamente y fueron utilizados para infectar larvas de Spodoptera frugiperda y 
para transducir células del sistema nervioso central tanto in vitro como in vivo. De 
esta manera, se evidenció que los recBV obtenidos mantenían su capacidad 
infectiva y transductora. Además, para comprobar la capacidad del sistema 
desarrollado de generar un recBV mediante el sistema Bac-to-Bac, se diseñó un 
vector conteniendo los sitios necesarios para que ocurriera la transposición sitio 
específica en bacterias. La correcta generación del recBV se evidenció mediante 
microscopía de fluorescencia en células de insectos infectadas [15].  

Durante los años en los que desarrollamos el sistema PluriBAC, en forma 
independiente se publicó otro sistema que permite la generación de recBV 
utilizando ensamblado modular por Golden Gate como estrategia de clonado 
denominado GoldenBac [16]. Este novedoso sistema permite el ensamblado de 
hasta 15 cassettes de expresión génica con una alta eficiencia. Para ello, cuenta 
con dos niveles secuenciales y dos series de vectores, que contienen un promotor 
de poliedrina y un terminador, permitiendo la inserción del gen de interés luego del 
clivaje con la enzima BsaI.  
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A diferencia de otros sistemas similares [14,16,17], los vectores que conforman 
nuestro sistema PluriBAC, tanto de nivel 1 como de nivel 2, no contienen 
secuencias promotoras. A pesar de que este hecho conlleva la necesidad de 
amplificar por separado al promotor que formará parte de cada cassette de 
expresión, permite la enorme ventaja de poder diseñar los vectores según las 
necesidades del usuario, aumentando la versatilidad del sistema. Por otro lado, la 
posibilidad de clonar con dos enzimas de restricción de tipo IIS, a diferencia del 
sistema GoldenBac diseñado para utilizar sólo la enzima BsaI, amplía el rango de 
insertos que se pueden utilizar sin necesidad de ser curados previamente. 

Sin embargo, el sistema PluriBAC, al igual que otros sistemas basados en la 
tecnología de Golden Gate, presenta una limitación inherente a la cantidad de 
extremos cohesivos que pueden diseñarse de modo tal que sean lo 
suficientemente distintos como para permitir el ingreso ordenado de los módulos. 
Esta limitación debe tenerse en cuenta al momento del diseño racional de cada 
clonado y de esa forma tomar la decisión de realizar un único ensamblado con 
múltiples insertos en el vector de destino (nivel 2), o bien, múltiples ensamblados 
en vectores de jerarquización (nivel 1) que luego darán lugar al vector final deseado.   

El sistema PluriBAC mostró un rendimiento excelente en el clonado de múltiples 
secuencias heterólogas en el genoma de AcMNPV. Dependiendo de la naturaleza 
de estas secuencias heterólogas, los vectores derivados de PluriBAC podrían 
conducir a la generación de recAcMNPV mediante recombinación homóloga en 
células de insectos o transposición desarrollada en bacterias. Los baculovirus 
recombinantes generados con el sistema PluriBAC se utilizaron con éxito para 
infectar larvas per os, transducir células de mamíferos in vitro y cerebros de ratones 
sanos y enfermos in vivo. Esta capacidad intrínseca de combinar libremente 
múltiples secuencias diferentes con actividad biológica en organismos diversos 
convierte a PluriBAC en una caja de herramientas muy útil para la biotecnología 
baculoviral. 

Vías de señalización y moléculas blanco para la terapia génica de GBM 

Como campo de aplicación con el que desafiar nuestro nuevo sistema de 
producción de baculovirus recombinantes elegimos la terapia génica antitumoral y 
como modelo de estudio los gliomas difusos y en particular al Glioblastoma 
Multiforme (GBM) debido a la ausencia de tratamientos efectivos y la baja tasa de 
supervivencia de los pacientes afectados con este tipo de tumor [18]. 

En primer lugar, enfocamos nuestros esfuerzos en la búsqueda y selección de 
posibles nuevos blancos terapéuticos a partir de búsqueda bibliográfica y análisis 
de datos clínicos, genómicos y transcriptómicos obtenidos a partir de bases de 
datos de biopsias de pacientes disponibles en The Cancer Genome Atlas (TCGA). 
En particular, nos centramos en el estudio de las distintas vías de muerte y 
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proliferación ya que constituyen puntos relevantes en la transformación celular y la 
fisiología y patología tumoral [19]. 

En ese sentido, realizamos análisis bioinformáticos exhaustivos a partir de bases 
de datos de pacientes con glioma, evaluando la expresión tanto de RIPK1 como de 
PRLR y su correlación con diferentes atributos clínicos como la sobrevida y el 
pronóstico, además de estudiar la correlación de cada uno con distintos 
marcadores relevantes para la progresión de la enfermedad. 

Aunque en la última década se ha demostrado que las biopsias de GBM expresan 
PRL y PRLR en varios estudios, sólo recientemente se ha comprendido mejor el 
papel de esta hormona y su receptor. En el arduo trabajo de buscar nuevas 
estrategias terapéuticas contra GBM, tanto PRL como PRLR han emergido como 
potenciales blancos terapéuticos contra estos gliomas, ya que se ha demostrado 
que estarían fuertemente asociadas con la supervivencia, migración y 
quimiosensibilidad de células de GBM, y, por lo tanto, con el pronóstico de los 
pacientes [20]. A partir de nuestros análisis in silico podemos concluir que PRLR 
correlaciona con los tipos de glioma más agresivos y podría estar involucrado en las 
vías implicadas en la proliferación celular y la supervivencia. 

RIPK1, por su parte, es un mediador clave de la muerte celular apoptótica y 
necrótica, así como de las vías inflamatorias y proliferativas. Recientemente, ha 
surgido como un prometedor blanco terapéutico para el tratamiento de una amplia 
gama de enfermedades neurodegenerativas, autoinmunes e inflamatorias en 
humanos. En este sentido, la evidencia genética humana ha vinculado la disfunción 
de RIPK1 con la patogénesis de la ELA (esclerosis lateral amiotrófica), así como con 
otras enfermedades inflamatorias y neurodegenerativas [21]. Además, según 
mostraron nuestros resultados, la expresión de RIPK1 estaría asociada a una peor 
prognosis en GBM [22]. En particular, observamos que los niveles de expresión de 
RIPK1 se encuentran fuertemente asociados con fenotipos tumorales más 
agresivos. En el plano molecular, observamos una correlación con las vías de 
muerte pro-inflamatorias y con perfiles de infiltración de células inmunes en el 
microambiente tumoral relacionados con la inflamación crónica característica de 
GBM. El aumento en las firmas genéticas correspondientes a macrófagos en 
aquellos tumores IDHwt con altos niveles de expresión de RIPK1 podría explicar la 
correlación observada entre esta proteína y las vías inducidas por TNF-α en las 
biopsias analizadas [23].  

Estos resultados nos permiten concluir que tanto RIPK1 como PRLR desempeñan 
un rol relevante en la patología de los gliomas difusos y en particular del GBM.   

A continuación, habiendo desarrollado el sistema PluriBAC para la eficiente 
generación de recBV y habiendo seleccionado a PRLR y RIPK1 como genes de 
relevancia en la patología de GBM, con el objetivo último de validar pre-
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clínicamente ambos genes como posibles blancos terapéuticos, se realizaron 
ensayos en modelos experimentales de GBM in vitro. 

En primer lugar, con el fin de caracterizar el rol de RIPK1 en GBM, evaluamos el 
efecto de un inhibidor comercial de RIPK1, combinado o no con los quimioterápicos 
cisplatino y temozolomida, sobre la proliferación celular y la apoptosis. Los 
tratamientos combinados con inhibidor de RIPK1 y cisplatino en una dosis 
clínicamente relevante de 1 μM, así como los ensayos de sensibilización previa con 
inhibidor, demostraron ser eficientes en reducir la quimiorresistencia 
incrementando la apoptosis y reduciendo la proliferación celular.  

A continuación, nos propusimos utilizar el sistema PluriBAC para generar un 
recAcMNPV que expresara un antagonista de la vía de prolactina y un reAcMNPV 
capaz de vehiculizar un shRNA que disminuyera la expresión de RIPK1. Finalmente 
evaluamos el efecto de ambos baculovirus sobre la proliferación, apoptosis y 
viabilidad celular observando efectos antitumorales para ambos baculovirus 
recombinantes.  

Es importante destacar que el baculovirus Ac shRIPK1 presentó efectos pro-
apoptóticos y anti-proliferativos superiores a los exhibidos por el inhibidor 
comercial, lo que nos permite concluir que, al menos en la línea celular ensayada, 
el silenciamiento de RIPK1 sería una estrategia más eficiente que la inhibición de 
su función quinasa. Estas diferencias podrían deberse al rol dual que desempeña 
RIPK1 en la decisión celular entre la supervivencia y la muerte. El silenciamiento de 
su expresión no solo afectaría a la necroptosis y la inflamación asociada, sino 
también al rol pro-proliferativo de esta proteína. 

Adicionalmente, tal como había sido reportado para otros tipos celulares [24], 
observamos que, en células de GBM, el shRIPK1 fue capaz de incrementar la 
eficiencia de transducción de los baculovirus y los niveles de expresión de los 
transgenes. Teniendo en cuenta todos estos resultados podemos concluir que el 
cassette de expresión del shRIPK1 no solo tiene potencial terapéutico en sí mismo, 
sino que también podría convertirse en un complemento potenciador de la 
expresión de otros transgenes con potencial terapéutico como el antagonista de 
PRL que evaluamos también en este trabajo de tesis doctoral.      

En conjunto, nuestros resultados sugieren que tanto RIPK1 como PRLR podrían 
desempeñar un papel importante en la progresión y patogénesis del glioma y que 
los baculovirus Ac aPRL y Ac shRIPK1 son potenciales agentes terapéuticos que 
podrían resultar de suma utilidad para el diseño de nuevos esquemas terapéuticos 
combinados. Con relación a RIPK1 podemos concluir, además, que el 
silenciamiento de su expresión posee un efecto antitumoral mayor al exhibido por 
el inhibidor comercial destacando la necesidad de tener en cuenta los niveles de 
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expresión de RIPK1 para la toma de decisiones al elegir el tratamiento apropiado 
para cada paciente o para diseñar nuevas alternativas terapéuticas. 

En resumen, en el transcurso de este trabajo de tesis, hemos desarrollado un 
sistema versátil denominado PluriBAC, basado en el clonado por Golden Gate para 
la generación de baculovirus recombinantes. Por otro lado, a partir de distintos 
análisis in silico e in vitro, propusimos a RIPK1 y a PRLR como posibles blancos 
terapéuticos contra el GBM. La sumatoria de los resultados obtenidos sugieren que 
los recAvMNPV obtenidos mediante el sistema PluriBAC, destinados a regular 
negativamente a RIPK1 y a PRLR, podrían ser candidatos promisorios para el 
tratamiento contra el Glioblastoma Multiforme. 
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Perspectivas 

A partir del conjunto de resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral, 
surgen diferentes perspectivas que plantean nuevos objetivos a abordar a corto y 
mediano plazo para poder profundizar aún más en el conocimiento molecular de 
las vías de señalización que hemos abordado, así como continuar avanzando en la 
caracterización y validación experimental de los vectores terapéuticos que 
desarrollamos: 

● Profundizar en la caracterización de los dos recAcMNPV terapéuticos 
obtenidos mediante el sistema PluriBAC 

        Confirmar el efecto del shRNA específico de RIPK1 codificado por el 
baculovirus Ac-pU6-shRIPK1-CMV-citrine-SV40 

        Confirmar el efecto del antagonista del receptor de PRL codificado por el 
baculovirus Ac-Ef1α-aPRL-bGH sobre la vía de PRL 

        Caracterizar molecularmente la vía de muerte inducida por ambos 
baculovirus. 

 

● Realizar ensayos preclínicos in vitro para evaluar la citotoxicidad de los 
recAcMNPV sobre células normales del SNC, tales como astrocitos. 

● Realizar ensayos preclínicos in vivo para evaluar la progresión tumoral y la 
sobrevida en terapias combinadas contra el GBM 

● Evaluar las vías de muerte y proliferación intratumoral en cortes de cerebros, 
obtenidos a partir de los ensayos in vivo. 

● Generar un baculovirus que combine ambos genes terapéuticos (aPRL y 
shRIPK1) mediante el sistema PluriBAC y evaluar su desempeño como vector 
de terapia génica antitumoral. 
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Capítulo 6. Materiales y métodos 

Productos químicos y enzimáticos 
Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron reactivos de grado analítico 
o de grado biología molecular suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania), 
Sigma (St. Louis, USA) y Carlo Erba (Milano, Italia). Las enzimas utilizadas fueron 
provistas por las empresas Stratagene (La Jolla, USA), Promega (Madison, USA), 
New England Biolabs (Beverly, USA) y Gibco BRL- Life Technologies (Grand Island, 
USA). Los componentes de los medios de cultivo para bacterias se adquirieron en 
Difco (Detroit, EE.UU.). Los medios de cultivo de células eucariotas fueron 
suministrados por Thermo-Fischer / Life Sciences / Invitrogen (Grand Island, USA) y 
los sueros fetales por Bioser (Buenos Aires, Argentina). Las cajas de Petri y los 
frascos de poliestireno, utilizados en el cultivo de células fueron provistos por Nunc 
(Kamstrup, Dinamarca) y Corning (EE.UU.). Las fotografías se obtuvieron con un 
equipo de Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (Kodak digital 
science) o capturador de imágenes Epichemi3 Darkroom (UVP Bioimaging 
Systems). Para la toma de imágenes se utilizó un escáner VistaScan 240. La 
cuantificación de muestras se realizó por medidas de absorbancia; con el programa 
LabWorksTM 4.6 (Image Acquisition and Analysis Software) o con Nanodrop 
Spectrophotometer ND-1000. Algunos plásmidos fueron recibidos de Clontech 
Laboratories / Takara Bio; otros fueron gentilmente cedidos por colegas. En 
particular, se agradece la gentileza del Dr. Jeon-Ho Je (Seul, Corea del Sur) por 
compartir con nosotros el bácmido bAcGOZA y el plásmido pBacPAK9. 

Soluciones  

Todas las soluciones preparadas fueron esterilizadas por tratamiento de calor en 
autoclave a 121oC a 1 atmósfera de sobrepresión. Las soluciones termolábiles 
fueron esterilizadas por filtración con filtro de diámetro de poro de 22 µm. El agua 
utilizada en las soluciones fue bidestilada, filtrada por columna de intercambio 
iónico y esterilizada en autoclave. 

Soluciones para la extracción de plásmidos  

Alcoholes: etanol 96% y 70%. 

Solución I: glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM (pH=8) EDTA 1 mM 

Solución II: NaOH 0,2 N; SDS 1% 

Solución III: acetato de potasio (KAcO) 5M, pH=4,8  (5M acetato) 

Buffer TE: Tris•HCl 10 mM (pH=8) EDTA 1 mM 
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Acetato de sodio (NaAcO) 3 M: se pesaron 246,1 gramos de NaAcO y se disolvieron 
en agua bidestilada. Se llevó a pH 5,2 con ácido acético glacial y se añadió agua 
hasta llegar a un volumen final de 1 L. 

Cloroformo : alcohol isoamílico (24:1): 24 partes de cloroformo y 1 parte de alcohol 
isoamílico. 

Fenol: fenol equilibrado con fase acuosa a pH 8  

Soluciones de antibióticos 

Los antibióticos se disolvieron en agua bidestilada estéril a una concentración final 
de 100 mg/ml y se esterilizaron por filtración. 

Soluciones para la resolución de ácidos nucleicos mediante 
electroforesis 

Buffer de corrida TAE (Tris-HCl, ácido acético, EDTA) 50 X: 242 Tris base, 57,1 ml 
ácido acético glacial y 100 mM EDTA 0,5 M pH=8,0. Completado a 1 L con agua.  

TAE 1X: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM. 

Solución Stock Bromuro de etidio: 10 mg/ml BrEt, conservado en oscuridad.  

Geles de agarosa: agarosa 0,3% - 2% en buffer TAE 1X. 

Solución de siembra: TAE 1X, glicerol 30% y colorantes xilen cianol FF y azul de 
bromofenol. 

Soluciones para el análisis de proteínas mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida con SDS 

Gel separador: 18, 12, ó 10%, dependiendo del experimento. El gel se prepara a 
partir de una solución concentrada de acrilamida : bisacrilamida (30:0,8) diluyendo 
en buffer de separación 1 X (Tris•HCl 0,375 M, pH 8,8; SDS 0,1%). Se agrega además 
persulfato de amonio y TEMED al 0,1 y 0,01%, respectivamente. Agregar luego de 
desaerear la solución de acrilamida:bis inmediatamente antes de la verter la 
solución entre las placas de vidrio ensambladas del equipo (en nuestro caso: 
MiniPortean II, BioRad) 

Gel concentrador: 5%. El gel se prepara a partir de una solución concentrada de 
acrilamida:bisacrilamida (30:0,8) diluyendo en buffer concentrador 1 X (Tris•HCl 
125 mM, pH 6,8; SDS0,1%). Se agrega además persulfato de amonio y TEMED al 0,1 
y 0,01%, respectivamente. 

Buffer de corrida 1 X: Tris base 25 mM; glicina 250 mM, pH 8,3; SDS 0,1% 

Solución para siembra de muestras 4 X: Tris-HCl 200 mM, pH 6,8; glicerol 40,0%; 
SDS 8,0%; β-mercaptoetanol 8,0%; azul de bromofenol 0,4% 
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Solución de tinción:  Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25% p/v; metanol 45% v/v; 
ácido acético 10% v/v; Se lleva a 100 ml con H2O. 

Solución de decoloración: etanol 30% v/v; ácido acético 10% v/v. 

Soluciones utilizadas en reacciones enzimáticas: 

Las distintas reacciones de digestión se llevaron a cabo incubando el DNA a digerir 
con la enzima correspondiente, teniendo en cuenta la actividad de la enzima y 
utilizando el buffer de digestión, la cantidad de enzima y el tiempo y temperatura de 
incubación recomendados por el proveedor. Los volúmenes de digestión variaron 
con la masa de DNA digerido de 5 µl a 100 µl.  

Medios para cultivo de bacterias 

Medio LB: se disuelven 5 g de NaCl, 10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura en 
aproximadamente 700 ml de agua destilada. Una vez disueltos los reactivos se 
ajusta el volumen a 1 litro con agua destilada. Se esteriliza en autoclave. Para 
preparar medios sólidos se agrega 15 g de agar por cada litro de medio líquido. 

Cepas bacterianas 
Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las cepas la cepa de Escherichia coli 
DH5α™ y TOP10, que posee los siguientes genotipos: 

DH5α™: F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 (rk-

, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 tonA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

TOP10: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR recA1 endA1 
araΔ139 Δ(ara, leu)7697 galU galK λ- rpsL(StrR) nupG (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA). 

DB3.1: gyrA462 endA1 ∆(sr1-recA) mcrB mrr hsdS20 glnV44 (=supE44) ara14 

galK2 lacY1 proA2 rpsL20 xyl5 leuB6 mtl1. Gentilmente cedida por el laboratorio 
de virología y biotecnología vegetal del IBBM. 

Medios para cultivo de bacterias: 

Medio LB: se disuelven 5 g de NaCl, 10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura en 
aproximadamente 700 ml de agua destilada. Una vez disueltos los reactivos se 
ajusta el volumen a 1 litro con agua destilada. Se esteriliza en autoclave. Para 
preparar medios sólidos se agrega 15 g de agar por cada litro de medio líquido. 

Electroforesis en geles de agarosa 
Se pesó agarosa en un frasco de vidrio, se añadió buffer TAE (con bromuro de etidio 
0,5 μg/ml) y se calentó en horno microondas hasta disolución de la agarosa en el 
buffer. Una vez que la agarosa se enfrió, pero aún se encontraba en estado líquido, 
se virtió un volumen conveniente sobre un molde acrílico con un peine para generar 
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las calles de siembra de muestra. Una vez gelificada la agarosa, el gel se colocó en 
una cuba de electroforesis y se lo cubrió con buffer TAE. Las muestras de DNA se 
mezclaron con buffer de muestra y se depositaron dentro de las calles del gel. Los 
DNA se resolvieron aplicando un voltaje entre 80-120 V en caso que los tamaños de 
los fragmentos fueran pequeños o de 50-70 V para fragmentos grandes y en geles 
de menor concentración (0,3- 0,6%). Las electroforesis se realizaron en aparatos 
BIO-RAD. Los DNA se visualizaron por transiluminación con luz ultravioleta de 310 
nm (Fotodyne, EE.UU. o Stratagen, EE.UU.) y las imágenes se capturaron con un 
aparato de documentación de geles Electrophoresis Documentation and Analysis 
System 120 (Kodak Digital Science). 

Purificación de fragmentos de DNA por adsorción a polvo de sílice 
Los fragmentos de DNA o de productos de amplificación, se purificaron a partir de 
geles de agarosa por adsorción a polvo de sílice (Geneclean Bio 101 Inc.). Se extrajo 
la porción del gel conteniendo la banda de interés y se incubó en 3 volúmenes de 
NaI saturado durante 5 min a 60°C. Posteriormente, se resuspendió con 20 μl de 
polvo de sílice (previamente resuspendido) y se incubó con agitación durante 5 min. 
La solución fue centrifugada durantes 10 segundos a 14-18.000 X g. El 
sobrenadante se descartó y el precipitado fue lavado con 200 μl de solución New 
Wash (NaCl, etanol y agua), este paso se repitió 2 veces. Este precipitado fue 
secado durante 5 min a temperatura ambiente y luego resuspendido en una 
cantidad conveniente de de agua bidestilada. Se centrifugó 30 seg a 14-18.000 X g 
y el sobrenadante con el DNA de interés se transfirió a otro tubo que fue conservado 
a -20 °C hasta su uso. El protocolo anterior fue adaptado para la purificación de 
minipreps. En este caso, se agregaron 3 volúmenes de NaI a la solución III de 
miniprep y 20 µl de polvo de sílice, siendo el resto de los pasos iguales.   

Preparación de bacterias E. coli electrocompetentes 
Se cultivaron bacterias E. coli DH5α hasta saturación. Ese cultivo se diluyó 1/20 en 
medio LB sin NaCl (1.000 ml) y se cultivó a 37 °C con agitación de 180-220 rpm hasta 
alcanzar 0,5 a 0,6 unidades de densidad óptica a 600 nm. En este punto, el cultivo 
se enfrió en agua hielo durante 30 min. Posteriormente, se centrifugó el cultivo a 
2800xg durante 20 minutos a 4 ºC y el sedimento de bacterias se resuspendió en 
500 ml de glicerol 10% (v/v) preparado en agua bidestilada estéril. El proceso de 
resuspensión y centrifugación se repitió dos veces, disminuyendo el volumen de 
glicerol utilizado en los lavados, reuniendo los sobrenadantes resuspendidos de 
dos recipientes en uno. Finalmente, las bacterias se resuspendieron en 2 ml de 
glicerol 10%, se separaron en alícuotas y se congelaron rápidamente a -80 0C hasta 
el momento de su uso.  
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Transformación de E. coli por electroporación 
La transformación de bacterias electrocompetentes se realizó en un electroporador 
Gene Pulser TM (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Se mezclaron 50 μl de bacterias 
electrocompetentes con 2 μl reacción de ligación. Esta mezcla se colocó en una 
cubeta de electroporación fría de 0,2 cm de distancia entre los electrodos y la 
mezcla se sometió a un pulso de 2,2 kV. Las variables capacitancia y resistencia se 
fijaron en 25 μF y 200 ohm (Ω), respectivamente. Inmediatamente luego del pulso 
eléctrico, se añadió 1 ml de medio LB sin antibiótico a las bacterias y se las incubó 
1 h a 37 oC con agitación. Se sembraron 200 y 300 μl de cultivo en placas de LB con 
el agregado de antibiótico de selección (ampicilina 100 μg/ml). Las placas se 
incubaron 18-24 h a 37°C.  

Colony PCR 
Con palillos estériles se tomaron las colonias resultantes de las diferentes 
transformaciones y se estriaron en una placa de agar LB con el antibiótico. El 
remanente de bacterias en el palillo fue depositado en un tubo eppendorf con agua 
estéril, reuniendo hasta 10 colonias en cada tubo. Los tubos eppendorf fueron 
incubados en un baño de agua a 100°C durante quince minutos, para provocar la 
lisis celular y liberación del DNA plasmídico. Posteriormente, cada tubo se 
centrifugó a 14-18.000 X g durante 5 min. Las reacciones de amplificación se 
realizaron en las condiciones descritas anteriormente, utilizando 1 µl del 
sobrenadante como molde en 10 µl de volumen final y empleando los primers 
correspondientes. Los pooles que presentaron una señal positiva por PCR fueron 
analizados en una colony PCR individual, con una colonia por tubo, a partir de las 
estrías del proceso anterior.  

Preparación de DNA plasmídico 
La purificación de DNA plasmídico se efectuó por el método de lisis alcalina 
(Birnboim & Doly, 1979). 

Se cultivaron bacterias E. coli (DH-5α o TOP10) en medio LB a 37°C con agitación 
(200 rpm) hasta saturación con el antibiótico correspondiente. Se centrifugó 1,5 ml 
de estos cultivos a 14000-18000 x g durante 30 segundos en un tubo Eppendorf y se 
descartó el sobrenadante. Este procedimiento se repitió cinco veces rellenando el 
mismo Eppendorf. Se añadieron 200 µl de Solución I al sedimento obtenido y se lo 
resuspendió con vórtex. Luego se agregaron 400 µl de Solución II. Después se 
invirtió suavemente el tubo 5 a 10 veces o hasta observar la clarificación de la 
suspensión y se incubó en agua-hielo durante 5 min. Luego se neutralizó el pH con 
300 µl de Solución III (a 4 oC) y se incubó durante 2-5 min en agua-hielo. El tubo 
Eppendorf se centrifugó 5 minutos a 14.000-18.000 x g a 4oC y se extrajo el 
sobrenadante (DNA plasmídico) evitando tomar el precipitado de DNA 
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cromosómico, restos celulares y proteínas acomplejadas con el SDS. Los RNA 
celulares de esta solución se degradaron por incubación con RNAsa A (20 μg/ml) 
durante 30 min a 37°C. El DNA plasmídico se aisló de las proteínas por dos 
extracciones sucesivas con fenol y cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se 
concentró por precipitación etanólica (2-2,5 volúmenes) o con isopropanol (1 
volumen). La preparación plasmídica se purificó luego con polvo de sílice.  

Extracción de bácmido 
Se cultivaron bacterias E. coli (DH-5α conteniendo el bácmido bApGoza o DH10-
BAC conteniendo el bácmido recombinante generado mediante el sistema Bac-to-
Bac) en medio LB con Kanamicina a 37 °C con agitación (200 rpm) hasta saturación. 
Se centrifugó 1,5 ml de estos cultivos a 14000 rpm durante 1 minuto en un tubo 
Eppendorf y se descartó el sobrenadante. Este procedimiento se repitió tres veces. 
Cada pellet se resuspendió en 300 μl de la solución I, y se agregó RNasa A (20 
μg/ml). Luego, se agregó 300 μl de la solución II, mezclando suavemente, y se 
incubó en hielo por 5 min. Posteriormente, se agregó lentamente 300 μl de la 
solución III, mezclando suavemente a medida que se incorpora la solución, esto 
permite la re-naturalización del DNA viral, se incubó en hielo por 10 min. A 
continuación, se centrifugó por 10 min a 14000 rpm. Luego se transfirió el 
sobrenadante a un nuevo tubo con 800 μl de Isopropanol absoluto. Esta mezcla se 
incubó en hielo por 10 min. Al finalizar la incubación, se centrifugó 15 min a 14000 
rpm a temperatura ambiente, y se removió el sobrenadante. A cada pellet se le 
agregó 500 μl de etanol 70%, se invirtió varias veces para lavar y se centrifugó 5 min 
a 14000 rpm, esto se repitió 2 veces. Se secó el pellet por no más de 10 min a 
temperatura ambiente. Por último, se disolvió el pellet en 40 μl de agua tibia, y se 
dejó resuspendiendo a 65°C en baño seco durante 30 min. 

Reacciones de amplificación por PCR 
Las reacciones de amplificación de DNA fueron llevadas a cabo en los cicladores 
térmicos Eppendorf (Mastercycler Gradient) y Thermo (PCR Sprint). Las reacciones 
en las que se iba a utilizar el producto de amplificación para clonación se utilizó la 
DNA polimerasa Taq (Embiotec) si el producto era menor a 1000 pb. En las 
reacciones de caracterización se usó la misma polimerasa. La mezcla de reacción 
fue diseñada de acuerdo a las indicaciones de los fabricantes de la enzima, 
variando únicamente la concentración de MgCl2. Para la clonación de productos 
de más de 1000 pb se utilizó la enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New 
England Biolabs, Inc.), siguiendo las recomendaciones del fabricante y variando la 
concentración de MgCl2 y enhancer. 
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Oligonucleótidos  

Oligonucleótidos Secuencia (5’→3’) 

Bac1_GG CAGCCATTGTAATGAGTCGCAC 

Bac2_GG CAACGCACAGAATCTAGCGC 

RvpGGL1 TCTTTCCGATGGTCTCACC 

FwpGGL1 CATGAGCGGATACATATTTGAATG 

Fw EEsp3I CMV GTCACGTCTCACAGACGTTACATAACTTACG 

Rv SV40HEsp3I GTCACGTCTCGCTATaacttgtttattgcagc 

FwEsp3GSV40cor GTCACGTCTCACGAAaacttgtttattgcagc 

RvSV40HEsp3cor GTCACGTCTCGCTATtaagatacattgatgag 

Fw Esp3I E CMV GTCACGTCTCGCAGACGTTACATAACTTACG 

Fw CMV Esp3I B GTCACGTCTCGAAGGCGTTACATAACTTAC 

Fw CMV BsaI B GTCAGGTCTCGAAGGCGTTACATAACTTACGG 

Rv CMV E BsaI ATGCGGTCTCGTCTGagctctgcttatatagacc 

RvBGHpA-G-Esp3I cgtaCGTCTCGTTCGCCATAGAGCCCACCGCATC 

FwpCMV-F-Esp3I cgtaCGTCTCTAACTCGTTACATAACTTACGGTAAATG 

Fw-pU6-D-Esp3I CGTACGTCTCATTACGAGGGCCTATTTCCCATG 

Rv-shRIPK1-A-Esp3I TCGGCGTCTCCGGCACTTTCCGATGGTCTCATAGTC 

Fw a-PRL-J-Esp3I cgtaCGTCTCA CGTCATGAACATCAAAGGATCGCCATG 

F pGGL2shRIP1dT CTTGTGGAAAGGACGGTTTAGT 

R pGGL2shRIP1dT GGGCCATTTACCGTAAGTTATGTAACG 

 

Células de insecto  
Las líneas celulares de insecto Trichoplusia ni BTI-TN-5B1-4 (High FiveTM cells; 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y Sf9 (derivadas de Spodoptera 
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frugiperda) fueron mantenidas en medio de Grace's (Thermo Fisher Scientific) 
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) a 27°C en frascos para cultivo.  

Células de mamíferos 
Cultivos primarios de astrocitos murinos obtenidos a partir de la corteza cerebral 
fueron cultivados en placas de Petri previamente recubiertas con gelatina, 
conteniendo medio DMEM con alta concentración de glucosa, L-glutamina y 
piruvato de sodio suplementado con 10% de SFB y 1% de penicilina-
estreptomicina. Las células fueron cosechadas utilizando tripsina-EDTA (0,05%) y 
contadas con Trypan-Blue.  

Las células G09 son células de glioblastoma (GBM) derivadas de pacientes 
obtenidas previamente de biopsias de glioma [1]. El uso de estos cultivos para la 
investigación biomédica fue aprobado por el Comité de Ética en Investigación 
Biomédica de la Fundación para la Lucha contra las Enfermedades Neurológicas 
en la Infancia (FLENI, Buenos Aires, Argentina). Estas células se cultivaron en 
placas de Petri recubiertas con Geltrex con medio neurobasal sin suero 
suplementado con glucosa, piruvato de sodio, PBS-BSA 7.5 mg/mL, 1× B27, 1× N2, 
20 ng/mL de bFGF y EGF, 2 mM de L-glutamina, 2 mM de aminoácidos no esenciales 
y 50 U/mL de penicilina/estreptomicina. Las células se recolectaron con accutase 
y se contaron con azul de tripán. 

Las células humanas U251 y las células murinas GL26 (líneas celulares de GBM) se 
cultivaron en medio de cultivo D-MEM suplementado con aminoácidos MEM (10 
μl/ml), L-glutamina (2 mM) y con SFB al 10 y 5 %, respectivamente. 

Congelamiento 
Para el congelamiento se partió de monocapas de células confluentes de frascos 
T25. En el caso de células de insecto, se extrae el medio de cultivo y se agregan 5 
ml de medio Grace´s conteniendo 10% SFB y 10% DMSO. Se suspendieron las 
células mecánicamente y se alicuotaron en criotubos de polipropileno de 2 ml. 
Luego se procedió a un congelamiento graduado hasta -80°C, colocando los 
criotubos en contacto con una suspensión de etanol o glicerol. Respecto a las 
células de mamíferos, se utiliza tripsina para levantar las células previo a 
alicuotarlas en los criotubos.  

Ensamblado por Golden Gate 
Las reacciones de Golden Gate fueron preparadas mezclando 0,5 μl (30U) de la 
enzima tipo IIS (BsaI o Esp3I), 1 μl (5U) de ligasa T4, 2 μl de buffer 10X de ligasa con 
100 ng del vector de destino y 200 ng de cada inserto en un volumen final de 20 μl. 
Las mezclas de reacción fueron incubadas por 10 min a 37°C y 15 min a 16°C por 
30 ciclos y se sometieron a un paso final de 5 min a 60°C. 

https://www.zotero.org/google-docs/?af5mKa
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Luego, 3 μl de la mezcla de reacción fue transformada en bacterias E.Coli 
electrocompetentes TOP10 y, luego de 1h de incubación a 37°C, las células fueron 
plaqueadas en agar LB suplementado con el antibiótico correspondiente. El 
screening para validar los insertos fue realizado mediante colony PCR, digestión 
con enzimas de restricción tradicionales o ambos. En todos los casos, las 
secuencias fueron confirmadas mediante secuenciación por Sanger. 

Métodos que involucran manipulación de baculovirus en cultivo 
celular 
Para el mantenimiento de virus en cultivo celular, se siguieron los protocolos 
sugerido en los libros de referencia “Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory 
Manual [2] y “Baculovirus and Insect Cell Expression Protocols” [3]. 

Generación de recAcMNPV 
Los vectores recombinantes pGGL2Bac fueron co-tranfectados en células High 
FiveTM junto con el bácmido bApGOZA occ+ usando el reactivo lipídico de 
transfección Cellfectin IITM (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Las células fueron mantenidas en medio Grace suplementado con 
10% de SFB a 27°C en frascos de cultivo hasta la aparición de signos de infección.  

Para el caso del sistema de expresión Bac-to-Bac®, los vectores recombinantes 
pGGL1 conteniendo las secuencias Tn7R y Tn7L fueron usados para transformar 
células electrocompetentes E.Coli DH10 BacTM. Las células transformadas fueron 
plaqueadas en medio LB conteniendo Kanamicina (50 μg/ml), Tetraciclina (10 
μg/ml) y cualquier otro antibiótico que haya sido requerido para la selección. Para 
llevar a cabo la selección blanco/azul de aquellas colonias donde ocurrió la 
transposición, se utilizó IPTG (40 μg/ml) y X-gal (200 μg/ml). El bácmido 
recombinante fue extraído de las colonias blancas, siguiendo las instrucciones del 
fabricante, y fue luego utilizado para transfectar células High Five™ con el reactivo 
Cellfectin II™ (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Las células fueron mantenidas en medio Grace suplementado con 10% de SFB a 
27°C hasta la aparición de signos de infección.  

Transfecciones 
Como reactivo de transfección se utilizó Cellfectin o Cellfectin II (InvitrogenTM). Se 
utilizó el protocolo sugerido por el fabricante. Brevemente, para la transfección de 
una placa de 6 wells se realizó una mezcla de DNA a transfectar con 200 µl de medio 
sin suero y otra mezcla de 5 µl de Cellfectin y 200 µl de medio sin suero. Las mezclas 
de DNA y Cellfectin se realizaron por goteo suave y se esperó 15 minutos (Cellfectin 
II) o 30 minutos (Cellfectin) para permitir la formación de complejos DNA-reactivo 
de transfección. Se retiró el sobrenadante de la placa de cultivo a transfectar y se 

https://www.zotero.org/google-docs/?lrBYN0
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lavó 3 veces con medio sin suero. Finalmente, se goteó suavemente la mezcla de 
transfección sobre la placa. Luego se agregaron 400 µl adicionales de medio sin 
suero para completar el volumen mínimo de medio requerido por la placa para la 
supervivencia de las células. Al día siguiente se extrajo el medio de transfección y 
se agregaron 2 ml de medio completo. 

Titulación de BV 
Los BVs fueron titulados utilizando monocapas de células High FiveTM con la técnica 
de titulación por plaqueo, obteniendo unidades formadoras de placa (UFP). 
Brevemente, se sembraron las células en placas de 12 wells y se incubaron a 27°C 
hasta alcanzar un 70% de confluencia. A continuación, se infectaron los wells con 
distintas diluciones seriadas del baculovirus a titular, incubando las células con 
200 µl del inóculo viral por 1 hora. Luego, se retiró el inóculo y se agregó medio de 
cultivo completo con metilcelulosa para permitir la formación de placas de 
infección. Las placas multiwell fueron monitoreadas hasta la formación de placas 
de infección ya sea por la aparición de fluorescencia o de poliedros como signo de 
infección. El número de placas fue observado en un Microscopio de 
Epifluorescencia y los títulos obtenidos tanto por conteo de placas fluorescentes 
como de placas polh+ fueron coincidentes.  

Infección per os utilizando RecAcMNPV  

Extracción de cuerpos de oclusión de recAcMNPV 

La extracción de los cuerpos de oclusión (OBs) fue realizada a partir de células High 
Five infectadas. Brevemente, las células infectadas fueron resuspendidas y 
centrifugadas a 5000x g por 15 minutos. Luego, se descartó el sobrenadante y se 
agregaron 3 ml de buffer de lisis (10 mM Tris-Hcl pH 7,4, 10 mM EDTA, 0.25% SDS) 
al pellet seguido de una incubación a 37°C por 30 min. La suspensión fue 
centrifugada a 350 x g por 15 min para poder eliminar restos celulares. El 
sobrenadante conteniendo los OBs fue transferido a otro tubo y centrifugado a 
17000x g por 15 min, El pellet fue resuspendido en PBS y la presencia de OBs fue 
verificada con un microscopio óptico. La cuantificación de los OBs se realizó 
utilizando una cámara de Neubauer. 

Infección de larvas de Spodoptera Frugiperda  

Larvas de Spodoptera frugiperda fueron infectadas per os con el baculovirus 
recombinante que expresa la proteína reportera dTomato. Para ello, los insectos 
fueron alimentados con una dieta artificial contaminada con una suspensión de 
3x108 OBs/ml (3x106 OBs en total por porción de dieta de acuerdo con las dosis 
reportadas previamente por Pantha et al. [4] o con una dieta libre de virus, para el 
grupo control). Las larvas fueron mantenidas separadas en frascos individuales, 

https://www.zotero.org/google-docs/?1Cg8ES
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incubadas a 27°C y con un ciclo de 16:8 hs de luz:oscuridad y monitoreadas 
diariamente hasta la aparición de signos de infección. Las larvas infectadas y las no 
infectadas fueron observadas con un microscopio de fluorescencia a los 4 dpi.  

Transducción in vitro mediada por baculovirus 
Para llevar a cabo los ensayos de transducción en las células astrocíticas murinas 
y las células G09 derivadas de pacientes con glioblastoma (GBM), se tomó una 
alícuota de los viriones brotantes del baculovirus de interés, previamente 
clarificados, y se centrifugó durante 60 minutos a 21000 x g a 4°C. Luego de 
descartar el sobrenadante, se resuspendió el pellet en 200 µl de PBS 1X, en medio 
DMEM o neurobasal, según corresponda, para alcanzar una multiplicidad de 
transducción de 750. Las células se sembraron en una placa de 24 pocillos y, 
después de 24 h, se incubaron con el recAcMNPV (750 UFP/célula) durante 2 h en 
medio DMEM o Neurobasal, respectivamente. Finalmente, se añadió 0.25 mL de 
medio DMEM o Neurobasal suplementado. 

Suspensiones de viriones recombinantes se prepararon de igual manera y se 
utilizaron para transducir las líneas celulares U251 y GL26 cultivadas en placas de 
48 wells. Las células se incubaron en presencia de viriones recombinantes por 2 
horas con agitación suave. Pasado este tiempo se completó cada well con 0.5 ml 
de medio D-MEM con 10% de SFB y se incubaron a 37°C, monitoreándolas cada 24 
horas. 

Animales 
Los ratones C57Bl/6 macho adultos (de 6 a 8 semanas de edad) se obtuvieron del 
centro de animales de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad 
Nacional de La Plata, Argentina. Los ratones se mantuvieron en condiciones 
controladas de luz (ciclos de 12 h de luz/oscuridad) y a una temperatura de 20-25 
°C. Se les proporcionó alimento estándar y agua ad libitum, y se cuidó su entorno 
para minimizar el estrés. Toda experimentación con animales se realizó bajo la guía 
de los NIH y fue aprobada por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de 
Animales de Laboratorio (CICUAL), Facultad de Medicina, Universidad de Buenos 
Aires; Res. (CD) No. 697/19. 

Transducción in vivo mediada por baculovirus 

Para caracterizar la capacidad de transducción de los vectores in vivo, se inyectaron 
ratones en el cerebro mediante cirugía estereotáctica, con recAcMNPV que codifica 
Citrina (5×10^8 UFP/5 μL). Después de 7 días, los ratones recibieron una sobredosis 
de ketamina/xilazina y fueron perfundidos con solución de Tyrode heparinizada y 
paraformaldehído al 4% (PFA al 4%). Los cerebros fueron removidos y fijados con 
PFA al 4% durante 48 horas adicionales, resuspendidos en sacarosa al 20% fría 
durante 16 horas, y finalmente congelados en un baño de acetona-isopentano a -
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80 °C. Se obtuvieron secciones de 50 μm en criostato, y la eficiencia de 
transducción fue posteriormente analizada observando la expresión del gen 
reportero Citrina. 

Para evaluar la capacidad de BV para transducir células de glioma in vivo, se 
inocularon intracranealmente neuroesferas de GBM de ratón en el estriado derecho 
de ratones naive (n = 3). Tres semanas después, se inyectó el recAcMNPV 
intratumoralmente (5 × 10^8 UFP en 5 μL), y siete días más tarde los ratones fueron 
perfundidos con solución de Tyrode heparinizada y PFA al 4%. Los cerebros fueron 
procesados, como se describió anteriormente, para evaluar la eficiencia de 
transducción observando la expresión de la proteína reportera citrine. 

Muestras de pacientes con glioma 
Se analizaron bases de datos públicos con información clínica, genómica y 
transcriptómica de muestras de pacientes. Para todos los análisis, se utilizaron la 
base de datos TCGA-LGGGBM y la plataforma UCSCXena. Se filtraron las muestras 
correspondientes a DG, se clasificaron según el estado de IDH y se evaluó la 
expresión de RIPK1 y otros genes. Los atributos de los pacientes se encuentran 
resumidos en la Tabla 1. 

Expresión de RIPK1 y atributos clínicos 

RIPK1 se utilizó como query y las muestras se dividieron en dos grupos según la 

mediana de expresión: alta expresión de RIPK1 (>9.094) y baja expresión de 

RIPK1 (≤9.094). Se evaluó la correlación entre los niveles de expresión de RIPK1 

y varios atributos clínicos de interés. 

Gráficos de supervivencia 

Se filtraron muestras correspondientes a diferentes tipos de glioma y se evaluó 

la expresión de RIPK1. En el análisis, las muestras se dividieron en dos grupos 

según la mediana de expresión: alta expresión de RIPK1 (>9.094) y baja 

expresión de RIPK1 (≤9.094), y se trazaron gráficos de supervivencia para cada 

grupo. 

Análisis transcriptómico 

Se utilizó la plataforma UCSCXena [5] y la base de datos TCGA-LGGGBM para 
evaluar la expresión de RIPK1 [6]. Se utilizó la expresión de RNAm en Z-score relativo 
a todas las muestras (microarray de registro), realizado en la plataforma Illumina 
HT-12 v3 (Illumina_Human_WG-v3). Para el análisis de correlación de diferentes 
vías, se utilizaron la base de datos TCGA y la plataforma UCSCXena. 

https://www.zotero.org/google-docs/?kQYEnX
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Análisis de Gene Ontology y vías relevantes 

Se realizaron análisis de expresión génica diferencial y Gene Ontology. El set de 
datos utilizado contenía datos de transcriptoma completamente secuenciados de 
702 muestras de tumor primario de pacientes con glioma. 

Para realizar el análisis de expresión génica diferencial, las muestras se separaron 
en dos grupos: valores de expresión de RIPK1 mayores que la mediana y valores de 
expresión de RIPK1 menores o iguales que la mediana. Se realizó un análisis de 
expresión génica diferencial con subsiguiente análisis de enriquecimiento de Gene 
Ontology y vías utilizando la extensión disponible en la plataforma Xena con 
parámetros predeterminados comparando ambos grupos. 

Meta-análisis de firmas génicas inmunes en biopsias de glioma 
mIDH y wtIDH 
Se analizaron un total de 521 pacientes con gliomas de la cohorte TCGA-LGGGBM 
en este estudio. Se dividieron a los pacientes en dos grupos según el estado 
mutacional de IDH: pacientes con IDHm e IDHwt. Las muestras se clasificaron en 
dos grupos según los niveles de expresión de RNAm de RIPK1 en RIPK1bajo y 
RIPK1alto utilizando las medianas de expresión como punto de corte. Los valores 
de expresión normalizados se transformaron a log2. Los genes se agruparon en 8 
firmas de tipos de células inmunes (CD8 citotóxicos, células T helper, células 
dendríticas, NK, macrófagos, neutrófilos, células T de memoria y T regulatorias), 
derivadas de Gonzalez et al. Se obtuvieron los ESTIMATE score de cBio Cancer 
Genomics Portal [7,8]. Las firmas génicas para cada tipo de célula inmune se 
obtuvieron a partir de datos previamente publicados [9,10]. 

Análisis estadístico asociado a los análisis in silico 
A continuación, se resumen las diferentes pruebas estadísticas utilizadas para los 
distintos análisis transcriptómicos realizados a partir de la base de datos TCGA-
LGGGBM. En cada caso se indica además el número de pacientes analizado luego 
de realizar la estratificación en subgrupos. 

Para la expresión de RIPK1 en muestras de TCGA-LGGGBM vs. subtipos diferentes 
de DG: n = 1106; prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn con el valor 
de P corregido por el método de Bonferroni. Expresión de RIPK1 en muestras de 
TCGA_LGG_GBM vs. tratamiento de radioterapia: n = 701; Welch’s t-test. Gráficos 
de supervivencia: n = 702; prueba de logRank. Expresión de RIPK1 vs. proteínas de 
diferentes vías: n = 702 (n = 351 Alta expresión de RIPK1; n = 351 Baja expresión de 
RIPK1); Welch’s t-test. Análisis de correlación: coeficiente de correlación de 
Pearson. Meta-análisis de firmas génicas inmunes en mIDH (n=311) y wtIDH 

https://www.zotero.org/google-docs/?d5Y6aD
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(n=210): prueba de Mann-Whitney. Se consideró significancia estadística cuando el 
valor de p no superó 0.05 en todos los casos. 

Diseño de shRNA 
Para diseñar el shRNA que regula negativamente a la proteína RIPK1, se tuvo en 
cuenta la secuencia específica de un siRNA publicado en la página de SigmaAldrich 
[11], que fue validado en células humanas A549, demostrando un knockdown del 
80%. Dicha secuencia se encuentra dirigida a la región 3’UTR del mRNA blanco. En 
base a los requisitos detallados en la guía “Guidelines for the optimal design of 
miRNA-based shRNAs” [12], algunas de las consideraciones que se tuvieron en 
cuenta se detallan a continuación: los cohesivos fueron diseñados de manera 
específica para que la primera base de la hebra sense fuera una G, que además 
funcionaría como el sitio +1 de transcripción, asegurando que el primer nucleótido 
del shRNA alineara perfectamente con el sitio de inicio de la transcripción. Por otro 
lado, se utilizó una U como el primer nucleótido de la hebra guía, para favorecer su 
incorporación en la proteína Argonauta. 

La secuencia completa del shRIPK1 diseñado es la siguiente: 
CGTCTCAGCAGTCTTCAGCCCATTAAATCTCGAGATTTAATGGGCTGAAGACTGCTTTTT
TATAGAGAGACG donde la secuencia resaltada en gris corresponde al loop que 
conecta ambas hebras de la horquilla. 

Finalmente, la secuencia elegida para el shRNA fue analizada con el software 
RNAfold webserver (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi), 
para predecir la estructura secundaria y la energía libre mínima asociada. 

Ensayos de proliferación celular 

Ensayos utilizando inhibidor comercial de RIPK1 

Las células U251 se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 2500 
células por pocillo y se incubaron durante 24 h. Después de 24 h, se agregaron a los 
pocillos las diferentes concentraciones de inhibidor comercial de RIPK1 
GSK2982772 y de quimioterápico (TMZ o CDDP) en medio completo, según el 
tratamiento estipulado. Después de la incubación durante 72 h, se eliminó el medio 
y las placas se lavaron con PBS 1X. Luego, las células adheridas se fijaron en 
metanol durante 15 minutos y se tiñeron con una solución de violeta cristal al 0,5% 
durante otros 15 min. Para eliminar el exceso de colorante, las células se lavaron 
con agua. El colorante retenido en las células teñidas se disolvió en una solución 
de metanol al 10 % y ácido acético al 5 % (v/v). La absorbancia a 595 nm se midió 
en un lector de placas de 96 pocillos (ASYS Hitech GmbH, Austria). Los resultados 
obtenidos fueron graficados y analizados con el software Graphpad Prism8. Los 
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resultados mostrados corresponden al promedio de tres experimentos separados, 
incluidas seis réplicas experimentales para cada condición. 

Ensayos utilizando baculovirus recombinantes 

Para los ensayos de proliferación empleando baculovirus se procedió de manera 
análoga a los ensayos de proliferación descritos anteriormente, pero utilizando 
placas de 48 pocillos como soporte para permitir la correcta adsorción de los 
baculovirus durante el protocolo de transducción. 

Ensayos de apoptosis tardía mediante determinación 
microscópica de la fragmentación del DNA (TUNEL) 
Se colocaron insertos circulares estériles de vidrio dentro de cada pocillo en placas 
de cultivo celular de 24 pocillos. Se sembraron células U251 y 24 hs después 
recibieron tratamiento con PBS, CDDP, inhibidor comercial de RIPK1 o 
combinaciones. A las 48 horas del último tratamiento se retiró el medio de cultivo y 
se lavó con PBS 1X. Cada inserto se fijó con PFA 4% durante 20 minutos a 4°C, 
seguido de dos lavados con PBS 1X de 5 minutos cada uno. Para la permeabilización 
se incubó durante 5 minutos con Triton X-100 0,2%. Nuevamente se lavó 2 veces 
con PBS 1X durante 5 minutos. Se les agregó 100µl de buffer E, y se incubó a 
temperatura ambiente por 5-10 minutos. Luego, se incubaron con 50 µl de la mix de 
reacción que contiene la enzima TdT, en una cámara húmeda durante 60 minutos a 
37 °C, cuidando que desde este paso en adelante los insertos no se expusieran a la 
luz. Posteriormente se incubó durante 15 minutos con 2X SSC, para detener la 
reacción. Seguidamente, se lavó 3 veces con PBS 1X durante 5 minutos. A 
continuación, se realizó una tinción nuclear con DAPI. Finalmente, los preparados 
fueron montados con líquido de montaje en portaobjetos para ser observados con 
posterioridad en el microscopio de fluorescencia Cytation 5 (Universidad Nacional 
de Quilmes). Se fotografiaron campos al azar hasta alcanzar un total de 800 células 
por grupo experimental y se contaron las células totales y aquellas con señal 
Tunel+. Los resultados obtenidos fueron graficados y analizados con el software 
Graphpad Prism8. 

Medición de la eficiencia de transducción y fluorescencia media 
por citometría de flujo 
Se sembraron 30.000 células U251 en placa de 48 wells. Al día siguiente se 
transdujeron 3 wells con el baculovirus Ac-Citrine y 3 wells con el baculovirus Ac-
shRIPK1. Se dejaron 3 wells sin transducir para utilizar como control de 
autofluorescencia. Se recolectaron las células U251 por tripsinización y posterior 
inactivación con MEM+SFB y se centrifugaron a 300 x g durante 5 minutos a 4°C. Se 
descartó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 200 µl de PBS 1X. 
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La fluorescencia se midió con un citómetro de flujo FACSCalibur (Hospital de 
clínicas, Universidad de Buenos Aires). Se utilizaron los valores de fluorescencia de 
las células no transducidas como valor de referencia para definir la línea de corte 
para las células transducidas. Empleando el software FlowJo v.10 se cuantificó el 
porcentaje de células Citrine+ y la fluorescencia media para cada réplica. Los 
resultados obtenidos fueron graficados y analizados con el software Graphpad 
Prism8. 

Ensayos de apoptosis tardía mediante tinción con Ioduro de 
propidio (IP) 
Se sembraron un total de 30.000 células por well en placas de 48 wells. Al día 
siguiente se transdujeron 3 wells con el baculovirus Ac-Citrine y 3 wells con el 
baculovirus Ac-shRIPK1. Se dejaron 3 wells sin transducir para utilizar como control 
de autofluorescencia. Se utilizaron tubos independientes para la preparación de 
cada muestra colectando sobrenadantes y células previamente levantadas con 
tripsina-EDTA al 0,025%. Las muestras se centrifugaron durante 5 min a 1500 rpm y 
se descartó el sobrenadante. Para la preparación de la solución madre de yoduro 
de propidio (IP), se disolvió 1 mg de IP en 1 ml de agua destilada. Luego, se preparó 
la solución de trabajo utilizando 1 ml de la solución madre en 100 ml de PBS. Las 
células se resuspendieron con 200 µL de la solución de trabajo y se analizaron 
inmediatamente por citometría de flujo. Para el control de compensación se 
utilizaron células sin IP. Se identificaron las células muertas mediante citometría de 
flujo midiendo la excitación a 535 nm. Empleando el software FlowJo v.10 se 
cuantificó el porcentaje de células IP+ para cada réplica. Los resultados obtenidos 
fueron graficados y analizados con el software Graphpad Prism8. 

Ensayos de viabilidad celular (MTT) 
Para los ensayos de viabilidad celular se sembraron 20.000 células U251 o GL26 en 
placas de 48 wells. Al día siguiente se transdujeron con el baculovirus 
correspondiente. La viabilidad celular se evaluó utilizando bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT; Molecular Probes, Invitrogen, Thermo 
Fisher Scientific) 48 hs después de la transducción con BV. La absorbancia se 
determinó utilizando un espectrofotómetro de placa de 96 pocillos a 595 nm (Bio-
Rad, Hercules, CA, Modelo 550). 

Análisis estadístico asociado a los ensayos in vitro 
Todos los ensayos se repitieron al menos dos veces. Para los ensayos de 
proliferación y viabilidad celular se realizaron al menos 6 réplicas técnicas para 
cada grupo experimental. Los ensayos de apoptosis contemplaron 3 réplicas. Los 
resultados obtenidos fueron graficados y analizados con el software Graphpad 
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Prism8. Para las comparaciones múltiples en ensayos con más de dos grupos 
experimentales se realizó un análisis de ANOVA seguido de test de Dunnet, 
mientras que para las comparaciones entre dos grupos en ensayos que sólo 
contenían dos grupos experimentales se realizó t-test. En todos los casos se 
representó el p valor según: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001. 
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