
                         

INTRODUCCIÓN

Los virus adeno-asociados (VAA) son vectores
prometedores en el ámbito de la terapia génica debi-
do a que no se han asociado con ninguna enferme-
dad, además de la baja respuesta inmune que
generan en el humano. Para la generación de los vi-
rus adeno-asociados recombinantes (rVAA) todos
sus genes son eliminados, lo que aumenta su seguri-
dad en aplicaciones clínicas y, además de ésta, los
rVAA transducen células que se encuentran tanto en
división como en reposo. Infectan varios tipos celu-
lares, incluyendo sistema nervioso, hígado, músculo
esquelético, riñón, pulmón y ojo; pueden mediar la
expresión génica de un determinado transgen hasta
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ABSTRACT

Viral vectors based on adeno-associated virus (AAV) are
widely used in gene therapy protocols, because they have cha-
racteristics that make them valuable for the treatment of ge-
netic and chronic degenerative diseases. AAV2 serotype had
been the best characterized to date. However, the AAV vec-
tors developed from other serotypes is of special interest, sin-
ce they have organ-specific tropism which increases their
potential for transgene delivery to target cells for performing
their therapeutic effects. This article summarizes AAV gene-
ralities, methods for their production and purification. It
also discusses the use of these vectors in vitro, in vivo and
their application in gene therapy clinical trials.
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RESUMEN

Los vectores virales basados en virus adeno-asociados (VAA)
son ampliamente utilizados en protocolos de terapia génica,
esto se debe a que poseen características que los convierten en
valiosas herramientas para el tratamiento de enfermedades
genéticas, así como de otras patologías crónico-degenerativas.
El serotipo VAA2 ha sido el mejor caracterizado hasta el mo-
mento; sin embargo, el desarrollo de vectores VAA derivados
de otros serotipos ha tenido especial atención debido a que pre-
sentan diferente tropismo y eso aumenta su potencial para el
envío del transgen a otras células blanco, lo que los hace úti-
les en la terapéutica de otras enfermedades específicas. Este
artículo aborda las características generales de los VAA, los
métodos de producción y purificación. Además, se analiza la
aplicación de estos vectores en modelos in vitro e in vivo, así
como en protocolos clínicos de terapia génica.

Palabras clave. Vectores virales. Virus adeno-asociados.
VAA recombinantes. Purificación de VAA. Terapia génica.

por 12 meses, e inducen una limitada respuesta in-
mune humoral y celular por su incapacidad de
transducir células dendríticas.1-4 De los 12 serotipos
de VAA descubiertos hasta el momento, el serotipo 2
ha sido el mejor caracterizado y el más utilizado
como vector recombinante, sobre todo en protocolos
clínicos de terapia génica.5,6 Debido al gran poten-
cial que representan los VAA se han desarrollado
nuevos sistemas de producción para incrementar el
título de las partículas virales producidas con la pu-
reza y calidad requeridos para su empleo in vivo.
Esta revisión pretende abordar las características
generales de los VAA, los sistemas de producción y
purificación de los rVAA y su aplicación en protoco-
los experimentales y clínicos de terapia génica.
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replicación y empaquetamiento viral. En los rVAA
los genes rep y cap son sustituidos por el promotor y
transgen deseado (Figura 1). El virión del VAA no
contiene proteínas de envoltura y su ADN se
encuentra rodeado por las proteínas de la cápside,
las cuales conforman una estructura icosahédrica de
18-25 nm de diámetro.10 Las diferencias antigénicas
en estas proteínas de la cápside dan lugar a los 12
serotipos de VAA conocidos hasta el momento. En la
actualidad se emplean pseudotipos de VAA, rVAA
formados por los ITRs y las proteínas Rep de un se-
rotipo y las proteínas de la cápside de otro serotipo
(VAA2/1).11

Ciclo viral del VAA silvestre

La infección de los VAA inicia con el anclaje de la
cápside viral a la superficie celular a través de un
receptor y co-receptores. Se ha descrito que el sulfa-
to de heparán es el receptor para el VAA2; las inte-
grinas αVβ5 y el receptor del factor crecimiento de
fibroblastos funcionan como co-receptores.12-14

La interacción entre los VAA y las integrinas αVβ5
resulta en la endocitosis de las partículas virales
dentro de la célula, la acidificación del endosoma
tardío permite a las partículas virales escapar y pe-
netrar en el citosol, el genoma viral entra al núcleo
donde puede seguir dos vías diferentes; el ciclo lítico
o el lisogénico.  Cuando los VAA silvestres infectan
las células, el ADN de los VAA se integra en una re-
gión específica del cromosoma 19q13.3 denominada
AAVS1 y permanecen en forma latente. Después, la
co-infección en la célula de un virus colaborador (Ad
o herpes virus) activa al VAA a entrar en el ciclo líti-
co, en el cual se replica el genoma, se expresan los
genes virales y se producen los viriones.10,15

En el caso de los rVAA, los ITRs son los únicos
elementos virales que se conservan, por lo que pier-
den la capacidad de integrarse al genoma celular.
Cuando los rVAA transducen las células se polimeri-
zan en una estructura cabeza-cola por la unión de
sus ITRs; esta formación se denomina concatámero
y le confiere estabilidad episomal a los rVAA, mante-
niéndolos viables para su expresión. Estas estructu-
ras son las responsables de un alto porcentaje de la
expresión del transgen.16

Métodos de
producción de rVAA

Para la producción de un vector viral recombi-
nante basado en VAA se requieren tres componentes
principales:

Virus adeno-asociados

Los VAA fueron descubiertos como contaminantes
en preparaciones de adenovirus en 1965. Pertenecen
a la familia Parvoviridae y al género Dependovirus;
éstos requieren de un virus colaborador como un
adenovirus (Ad) o un virus del herpes simple que les
proporcione las proteínas necesarias para replicarse
eficientemente. En ausencia de un virus colaborador
los VAA permanecen de forma latente en la célula.7

Estructura de los
VAA silvestres y recombinantes

Los VAA son virus pequeños de ADN de cadena
sencilla de 4.7 Kb y su genoma contiene dos genes:
rep (replicación) y cap (cápside). El gen rep codifica
para cuatro proteínas reguladoras Rep78, Rep68,
Rep52 y Rep40. Las proteínas Rep78 y Rep68 partici-
pan en la replicación, integración y en la formación
de genomas virales de cadena sencilla.8 El gen cap
codifica para tres proteínas estructurales VP1 (87
kDa), VP2 (73 kDa) y VP3 (62 kDa). Estas tres pro-
teínas son necesarias para la generación de las par-
tículas infecciosas.9

El genoma de los VAA está flanqueado por dos se-
cuencias terminales llamadas ITRs (Inverted Termi-
nal Repeats) de 145 nucleótidos que forman una
estructura característica de horquilla en forma de T
debido a su naturaleza palindrómica. Los ITRs son
los únicos elementos cis que se requieren para la

   1g  Figura 1. Genoma de los VAA. A. El genoma de los VAA silvestres
contienen dos genes virales rep y cap, el sitio de poliadenilación y los
ITRs. B. En los rVAA los genes virales son reemplazados por el casset-
te de expresión que contiene el promotor y el transgen, los ITRs se man-
tienen en los vectores recombinantes y son vitales para el
empaquetamiento viral.
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• El genoma del VAA recombinante que contiene el
transgen, elementos reguladores (promotor y
cola de poli A) y los ITRs; a todos estos elemen-
tos se les conoce como cassette de expresión y
son clonados en un plásmido.

• Los genes rep y cap del VAA silvestre.
• Los genes E2A, E4 y ARN VA del virus colabora-

dor, necesarios para la replicación viral, además
de una línea celular que provee la maquinaria bá-
sica de biosíntesis. Dentro de las líneas celulares
que se utilizan para la producción de los VAA se
encuentran las HeLa y las HEK-293 (Human em-
bryonic kidney), las cuales expresan establemente
los genes E1A y E1B del Ad.17

Las primeras producciones de rVAA requerían de
la co-infección con Ad silvestres. El principal incon-
veniente con este sistema era que la producción
de vectores VAA contenía Ad silvestres como produc-
to contaminante, por lo que eran necesarios métodos
adicionales de purificación para eliminar el virus co-
laborador, lo que ponía en riesgo la seguridad de los
pacientes al administrarles estas preparaciones. En
la actualidad, se han descrito diversos sistemas para la
producción de rVAA libres de virus colaborador en
los cuales los genes E2A, E4 y el ARN VA del Ad se
han insertado en un plásmido denominado pHel-
per.18 Los principales sistemas para la producción de
rVAA libres de virus colaborador son: producción
por transfección transitoria y producción en células
de insecto.

• Producción por transfección transitoria.
Los principales sistemas para la producción de
rVAA por transfección transitoria son el sistema
con tres plásmidos y el sistema con dos plásmi-
dos. El primer sistema incluye el plásmido que
contiene el cassette de expresión, el plásmido
que contiene los genes del VAA silvestre y el plás-
mido pHelper (Figura 2A).19 Estos plásmidos es-
tán disponibles de manera comercial, como el kit
denominado Sistema AAV Helper-Free (Stratage-
ne), el cual permite la producción de VAA2 re-
combinantes. Con este sistema la célula tiene que
ser transfectada con los tres plásmidos para
que se pueda producir la partícula viral, por lo
tanto, la eficiencia de producción es reducida.
Posteriormente, para mejorar el procedimiento se
implementó un sistema con dos plásmidos, un
plásmido que contiene los genes del VAA silvestre
y los genes del Ad silvestre conocido como pDG,
el cual es co-transfectado junto con otro plásmido
que contiene el cassette de expresión (Figura
2B).20 Este sistema requiere la transfección de la
célula con dos plásmidos y se obtienen títulos
diez veces mayores que con el primer sistema, lo-
grando producciones hasta de 102 gv/célula (ge-
nomas del vector/célula). Una de las grandes
ventajas de estos sistemas es que se obtienen en
su mayoría partículas virales completas. Sin em-
bargo, con estos sistemas no se pueden realizar
producciones a gran escala.

• Producción en células de insecto. Los Baculovi-
rus pertenecen a la familia Baculoviridae, son vi-
rus de ADN e infectan células de insectos del
orden lepidoptera. Las principales ventajas
del método de producción de VAA que emplea
baculovirus es que los promotores fuertes de éste
tienen la capacidad de producir grandes cantida-
des de proteínas y el sistema permite la realización
de modificaciones postraduccionales generando
proteínas activas. Para la producción de rVAA
en células de insecto se necesitan tres constructos
de baculovirus:

• Bac-VP que codifica para las proteínas de la cáp-
side.

• Bac-Rep que codifica para las proteínas que parti-
cipan en la replicación viral.

• Bac-GOI que contiene el gen de interés flanquea-
do por los ITRs.

Es una técnica fácil de implementar, que genera
producciones a gran escala hasta de 7.2 x 104 pv/
célula (partículas virales/célula).21,22 Sin embargo,

   g  .Figura 2. Producción de rVAA. A. En el sistema con tres plásmidos
se requiere de uno que contenga el cassette de expresión, el pHelper y el
que contiene los genes rep y cap del VAA. B.B.B.B. En el sistema con dos
plásmidos se utiliza el pDG que contiene los genes del VAA silvestre y
los genes del virus colaborador. En ambos sistemas los plásmidos son co-
transfectados en células HEK-293 para que se produzcan los rVAA.



Mena-Enriquez M, et al. Vectores virales adeno-asociados.             Rev Invest Clin 2012; 64 (5): 487-494490

la principal desventaja de este sistema es que se pro-
duce gran cantidad de partículas virales vacías.

Purificación de rVAA

La purificación de los rVAA es un paso limitante
para la obtención de títulos altos en las produccio-
nes por cualquiera de los sistemas y, además, la pu-
reza de las preparaciones de rVAA es importante
para la seguridad y eficacia de la transferencia géni-
ca en protocolos clínicos. Esto ha propiciado el desa-
rrollo de diversos métodos de purificación, los cuales
presentan ventajas y desventajas que se resumen en
el cuadro 1.

• Purificación por gradiente de CsCl. Fue el primer
método descrito para la purificación de los rVAA.
Soluciones de CsCl de diferente concentración so-
metidas a ultracentrifugación, forman un gra-
diente de densidad. Los virus centrifugados en
gradientes de CsCl forman una banda fácil de co-
lectar. Es una técnica eficiente para producir pe-
queños lotes y se pueden purificar todos los
serotipos, además se pueden separar las partícu-
las virales vacías de las completas. Sin embargo,
los residuos de CsCl son tóxicos para las células y
se presentan agregados de VAA-proteínas, lo que
disminuye la infectividad de las partículas virales.
Recientemente se ha descrito un método de segun-
da generación que optimiza el gradiente de centri-

fugación y resulta en una mayor pureza. En este
método se incluye un paso de precipitación de los
rVAA antes de la centrifugación, lo que mejora el
rendimiento de la purificación y disminuye la con-
taminación con ADN y proteínas.23,24

• Purificación por gradiente discontinuo de iodixa-
nol. El iodixanol tiene naturaleza inerte y no-ió-
nica y fue utilizado inicialmente como un
compuesto de contraste para rayos X. Los virus
centrifugados en gradiente de soluciones de io-
dixanol son separados dependiendo de su densi-
dad, lo que permite colectarlos selectivamente. Es
una técnica sencilla de realizar y una de las ven-
tajas importantes es que tiene la capacidad de se-
parar partículas virales vacías de la completas y
el iodixanol no es tóxico para la célula. La pureza,
así como la cantidad de partículas virales, es
mayor a la que se obtiene con el CsCl y similar a
la obtenida con HPLC. Con esta metodología se
ha logrado purificar 1014 pv/mL y se han purifi-
cado diversos serotipos como el VAA1, 2, 5, 6, 7,
8 y 9.19,23,25 También se ha combinado esta meto-
dología con cromatografía por columnas de hepa-
rina o cromatografía de intercambio iónico. Esta
combinación permite recuperar cinco veces más
cantidad de partículas virales y obtener una ma-
yor pureza.23

• Purificación por HPLC (Cromatografía líquida
de alta resolución). El HPLC es una de las

   u  Cuadro 1. Ventajas y Desventajas de los diferentes métodos de purificación de rVAA.

Método de purificación Ventajas Desventajas

CsCl Purificación de todos los serotipos. Baja infectividad.
Se puede discriminar entre partículas vacías y completas. Títulos bajos.

Producción a baja escala.
Es tóxico para las células.

Iodixanol Purificación de todos los serotipos. Títulos bajos.
Se puede discriminar entre partículas vacías y completas. Producción a baja escala.
No es tóxico para las células.
Mayor pureza que CsCl.

Cromatografía Método rápido y reproducible. No se puede discriminar entre partículas
de intercambio iónico Producciones puras. vacías y completas.

No se pueden purificar todos los serotipos.

Cromatografía Altamente selectiva. No se puede discriminar entre
por afinidad Elevada resolución. partículas vacías y completas.

Producciones puras. No se pueden purificar todos los serotipos.

Kit comercial Disminución del tiempo empleado. Sólo se pueden purificar los serotipos 2 y 5.



491Mena-Enriquez M, et al. Vectores virales adeno-asociados.        s    e  Cl  Rev Invest Clin 2012; 64 (5): 487-494

técnicas más utilizadas para la purificación de
los VAA recombinantes. Con esta técnica se ob-
tienen preparaciones con alta pureza y con más
partículas infecciosas. A pesar de que el proceso
se realiza en poco tiempo, se necesita equipo y
personal altamente especializado, lo que hace que
los costos sean elevados.23

Cromatografía de intercambio iónico

Esta técnica se basa en la carga neta de los ami-
noácidos que forman las proteínas virales y su
unión a resinas con cierta carga iónica, esta técnica
ha permitido el desarrollo de protocolos de purifica-
ción que pueden ser usados para diferentes serotipos
como el 2, 4, 5 y 8. Este procedimiento es rápido, re-
producible, eficiente y se obtienen preparaciones con
gran pureza. El 90% de las partículas obtenidas tras
la purificación son completas y el título alcanza 1 x
1010 pv/mL. Sin embargo, no se puede discriminar
entre partículas vacías y completas.26

Cromatografía por afinidad

La cromatografía por afinidad es capaz de separar
las partículas virales de proteínas y ADN contami-
nante, se basa en la interacción entre la cápside
viral y un ligando unido a la matriz de resinas.
Esta técnica presenta gran afinidad con la unión del
virus, por lo que es altamente selectiva y con eleva-
da resolución en la separación de las partículas.
Se ha utilizado para purificar el VAA2 y VAA5.
Con esta metodología se logran obtener títulos de
hasta 7.6 x 1012 pv/mL.23

Kits comerciales

Recientemente, están disponibles kits comerciales
como el Virakit basados en tecnología de membrana
que son útiles para la purificación a pequeña escala de
VAA2 y VAA5. La ventaja de este kit es la disminución
del tiempo empleado, ya que se realiza en 3 h y se lo-
gran obtener títulos de unas 2.12 x 1011 pv/mL.27

Aplicaciones
de rVAA en terapia génica

Los VAA infectan una gran variedad de tipos ce-
lulares, en la actualidad se han desarrollado los dife-
rentes serotipos de VAA como vectores
recombinantes para tratar diversas enfermedades
como la inmunodeficiencia combinada severa, amau-
rosis congénita de Leber, enfermedad de Parkinson,

hemofilia A y B, cáncer, fibrosis hepática, entre
otras.

Amaurosis congénita de Leber

La amaurosis congénita de Leber es una enferme-
dad genética que provoca ceguera y es causada por
mutaciones en el gen RPE65 (epitelio pigmentario de
la retina de 65 kDa). La proteína codificada por este
gen desempeña un papel importante en la visión.
En dos modelos murinos deficientes de RPE65, la
administración del VAA5-smCBA-hRpe65 a una dosis
de 3.9 x 1010 gv en la retina, mostró la recuperación de
la función visual cuatro días posteriores al trata-
miento, así como la prevención de la degeneración de
las células del cono.28 En un estudio clínico fase I,
tres pacientes con LCA2 fueron tratados con un
VAA2, conteniendo el cDNA de RPE65 de humano
(VAA2.hRPE65v2), se les administró una dosis de
1.5 x 1010 gv por vía subretiniana. Dos semanas pos-
teriores a la administración del vector, los tres pa-
cientes mostraron una mejoría en la función visual
y un aumento en la agudeza visual en la sexta sema-
na. No se encontró evidencia de respuesta inmune
humoral y celular para las proteínas de la cápside
del VAA2 o para la proteína terapéutica.29

Enfermedad de Parkinson

Se han desarrollado dos alternativas de trata-
miento para la enfermedad de Parkinson que resul-
tan en la síntesis de dopamina, una se basa en el
envío de la enzima L-aminoácido-aromático-descar-
boxilasa (AADC) responsable de la conversión de la
L-DOPA en dopamina; la otra utiliza la enzima tiro-
sina hidroxilasa (TH) que sintetiza la L-DOPA. En
un modelo en rata de la enfermedad de Parkinson
avanzada, la administración intraestriatal de tirosi-
na hidroxilasa (TH) y GTP ciclohidrolasa 1 (GCH1)
enviado en un VAA2/5, a una dosis de 2.9 x 1010 cg
(copias del genoma), resultó en la recuperación de la
función motora durante seis meses y los animales
tratados no desarrollaron discinesia.30 En un estu-
dio clínico fase I, la administración intraputaminal
de 3 x 1011 gv del VAA con el cDNA de AADC de hu-
mano (VAA2-hAADC-2) en seis pacientes mejoró
46% las funciones motoras durante 96 semanas.31

Hemofilia B

La hemofilia B es una enfermedad genética causa-
da por una deficiencia en el factor IX de coagulación
(FIX). En un modelo murino knock-out para el FIX
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se realizó una administración intramuscular de un
VAA, conteniendo el gen que codifica para FIX cani-
no (VAA2/8-CMV-cFIX-WPRE) a una dosis de 1 x
1011 cg por ratón. Se observó una expresión 28%
mayor a los niveles normales del cFIX.32 En 2005
Manno, et al. realizaron un estudio clínico fase I/2,
en donde siete pacientes fueron tratados con un VAA
que expresa el FIX de coagulación. La administra-
ción del vector se realizó en la arteria hepática a
una dosis de 12 x 1012 gv/kg. La expresión de la pro-
teína terapéutica se detectó por ocho semanas, pos-
terior a eso se observó una disminución en los
niveles de FIX y un aumento en los niveles de tran-
saminasas. Estudios posteriores indicaron que la
destrucción de los hepatocitos transducidos fue oca-
sionada por la respuesta inmune celular.33 El resul-
tado más prometedor se obtuvo en un estudio clínico
fase I, en donde la administración de 2 x 1011 gv/kg
del VAA2-FIX en el músculo esquelético de ocho pa-
cientes con hemofilia B mostró ser seguro y la ex-
presión de la proteína se mantuvo por los cinco
meses del experimento. Posteriormente, a los tres y
medio años de la administración, la biopsia muscu-
lar demostró la expresión del transgen y de la pro-
teína en un paciente.34

Inmunodeficiencia combinada severa

La inmunodeficiencia combinada severa fue una
de las primeras enfermedades en las que se aplicó te-
rapia génica para su tratamiento empleando vecto-
res retrovirales. Esta enfermedad es ocasionada por
deficiencia de la enzima adenosina desaminasa
(ADA). La administración intravenosa o intra-
muscular de 3 x 1011 pv del VAA9 o VAA1 conte-
niendo el gen ADA humano en un modelo en ratón
con deficiencia de ADA, logró incrementar la acti-
vidad de la enzima y la población de linfocitos peri-
féricos, posterior a la administración del vector.35

Fibrosis hepática

La fibrosis hepática resulta de la acumulación de
un exceso de componentes de matriz extracelular
causado por la activación de células estelares hepáti-
cas (CEH). Una sola administración del VAA5 con el
factor de crecimiento para hepatocitos (VAA5-HGF)
a una dosis de 1 x 1011 gv por vena porta, resultó en
la disminución de la fibrosis hepática al suprimir la
activación de CEH y la actividad de marcadores fi-
brogénicos en dos modelos murinos de fibrosis hepá-
tica (LDB y CCl4). La expresión de la proteína se
mantuvo durante 12 semanas.36

Cáncer

La mayoría de los estudios en cáncer se han rea-
lizado en modelos experimentales. La transferencia
génica de p53 es considerada como una opción tera-
péutica para el cáncer hepatocelular. La transduc-
ción de células de hepatoma, denominadas Hep3B
(deficientes de p53), con VAA2 conteniendo p53 a
una dosis de 10 MOI (multiplicidad de infección) en
combinación con doxorrubicina, incrementó 380%
la expresión de la proteína, logrando una disminu-
ción de la proliferación de células Hep3B. Por otra
parte, en un modelo de retinoblastoma en ratas, la
expresión de IFN-β (interferón beta) utilizando
VAA2 a una dosis de 1 x 109 pv/mL administrados
por vía intravitreal, demostró efectos anti-tumora-
les.37,38

Retinitis
pigmentosa

La retinitis pigmentosa es una enfermedad neuro-
degenerativa que se caracteriza por muerte de los fo-
torreceptores y es causada por mutaciones en el gen
que codifica para la rodopsina (RHO). En un modelo
murino la expresión de RH0301, utilizando VAA
(VAA5-RH0301) a una dosis de 2 x 109 gv, logró dis-
minuir la degeneración de la retina y el grosor de la
capa nuclear externa. La administración del vector
se realizó en la retina.39

CONCLUSIONES

Los rVAA tienen gran potencial como herra-
mienta para la transferencia génica, la expresión
estable y por largos periodos de la proteína tera-
péutica, combinado con su baja inmunogenicidad,
los hacen vectores atractivos para terapia génica.
El uso de los diferentes serotipos de VAA ha incre-
mentado su potencial para el tratamiento de diferen-
tes enfermedades. Un gran número de sistemas de
producción y purificación se han descrito para pro-
ducir VAA en títulos altos y con la pureza requerida
para su aplicación clínica. En la mayoría de los
estudios clínicos realizados con VAA se observaron
efectos benéficos y han demostrado ser seguros
para los pacientes.
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