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Los baculovirus son virus especificos de artropodos. El nucleopoliedrovirus de
Autographa californica (AcMNPV) ha sido uno de los mas utlizados en
biotecnologia y en particular como vector para terapia génica, gracias a su
capacidad de ingresar a las células de mamiferos y expresar genes heterélogos.
El Glioblastoma Multiforme (GBM) es el tumor primario del sistema nervioso
central mas comun y agresivo en adultos. La muerte celular de caracter
inflamatorio juega un rol critico en el desarrollo de los gliomas, y la proteina
RIPK1 es un mediador clave de la muerte celular apoptética y necroptotica, asi
como de las vias inflamatorias y proliferativas. Por ello, nos propusimos generar
un baculovirus recombinante que codifique para un short hairpin RNA destinado
a regular negativamente la expresion de RIPK1 (Ac shRIPK1) y lo desafiamos
en diferentes ensayos preclinicos in vitro empleando modelos experimentales de
GBM. ElI vector de transferencia conteniendo el shRIPK1 y un cassette
codificante para la proteina reportera Citrine, se generd utilizando el sistema
PluriBAC desarrollado en nuestro laboratorio, basado en la estrategia de
clonado por Golden Gate. Las reacciones de Golden Gate fueron incubadas 10
min a 37°C y 15 min a 16°C por 30 ciclos. Los baculovirus recombinantes
(recBV) se obtuvieron mediante la cotransfeccién del vector de transferencia con
el bacmido bapGOZA en células de insecto Sf9. En cuanto a los ensayos de
transduccién, los recBV fueron centrifugados durante 1h a 4°C y resuspendidos
en PBS para ser utilizados como inéculo para tratar una monocapa de células
U251 al 60% de confluencia, con una multiplicidad de 750. 2 h después, se
completo el volumen de cada pocillo con medio de cultivo. Para los ensayos de
proliferacion, se transdujeron células U251 con el virus Ac shRIPK1 o con el
virus control que no expresaba el shRNA, pero si la proteina Citrine. 24 h
después, se trataron, o no, con el quimioterapico Cisplatino y 72 h después, las
células se fijaron, se tifieron con cristal violeta y se midié la absorbancia a 595
nm. Los ensayos de apoptosis tardia se realizaron por exclusion de loduro de
Propidio en células U251 transducidas con Ac shRIPK1 y con el virus control.
Finalmente, se realiz6 la cuantificacién celular mediante citometria de flujo. Se
demostré que el baculovirus Ac shRIPK1 obtenido disminuyé significativamente
la proliferacion de las células humanas de GBM, respecto al control. Ademas, el



tratamiento con Ac shRIPK1 indujo niveles de apoptosis superiores al 20% en
dichas células. Por otro lado, se observd una mejora significativa tanto en la
eficiencia de transduccion como en la intensidad media de fluorescencia, en las
células transducidas con Ac shRIPK1, respecto al control. En conclusion,
obtuvimos un recBV con capacidades antiproliferativas y pro-apoptoticas en
ensayos preclinicos in vitro. Estos resultados obtenidos sugieren que Ac
shRIPK1, podria ser un candidato promisorio para el tratamiento contra el GBM.



