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Baculovirus,
un patdgeno versatil

Se presenta un recorrido a lo largo de la historia de los baculovirus; ademas de eluci-
dar los pormenores del conocimiento de su taxonomia, de su estructura, de su proceso
evolutivo y de su portentoso mecanismo de expresion, detallaremos las posibilidades
que ofrecen para la industria agroquimica y farmacéutica, entre las cuales destacan la
produccion de insecticidas y la de vacunas recombinantes.

Un pasado tejido en seda
na leyenda china refiere la curiosa serendipia en la que la emperatriz Xi
Ling-Shi, durante alguna tarde del siglo XVII antes de nuestra era, inventd
la sericultura. Se cuenta que, mientras descansaba bajo la sombra de una de
las moreras de su palacio, un gusano cayé sobre su taza de té. Al tratar de retirarlo,
noté que de éste nacfa una fibra blanquecina. Tejedora h4bil, a la emperatriz le
atrajo la idea de comenzar a hilar la seda del gusano para crear la tela de sus futuros
atuendos.

Respecto de Bombyx mori, el lepidéptero holometébolo y volador que después
del descubrimiento de la emperatriz fue bautizado como gusano de seda, se han re-
dactado cientos de manuales que describen su cuidado y crianza, asi como tratados
completos que detallan las enfermedades —ya sean de origen fiingico, bacteriano o
virico— que pueden afectar a esta especie.

Practicamente desde los tiempos de la emperatriz Xi Ling-Shi se identificé una
enfermedad del gusano de seda —conocida como grasseire— que lo torna amarillento
y de apariencia hinchada. Ademds de reducir su capacidad de movilidad general,
provoca espasmos involuntarios y repetitivos en la regién cefalica. El insecto que
la padece muere durante las primeras instancias del desarrollo de esta patologia,
bafiado por un liquido de color albo secretado por él mismo.

Muchas fueron las especulaciones de sus posibles causas, pero no fue sino hasta
la mitad del siglo XX de nuestra era cuando la identificacién de ciertas estructuras
proteicas en los tejidos de los gusanos infectados delaté al culpable: un virus per-
teneciente a la familia Baculoviridae, el cual infecta al gusano B. mori después de
que éste consume hojas contaminadas.
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ADN recombinante

Unicn de secuencias de
ADN provenientes de dos
0rganismos distintos.

ADN bicatenario

Aon de doble cadena,
para diferenciarse de
|os virus de una sola

cadena.

Filogenomico

Se refiere al andlisis
de datos gendmicos
¥ reconstrucciones
gvolutivas.

A lo largo del texto, hablaremos del origen y la
taxonomia de los baculovirus, aspectos que fungen
como una prueba de su relacién coevolutiva con los
insectos a los cuales infectan. Estos virus son po-
seedores de un portentoso mecanismo de expresién
genética y tienen una posicién central en los avan-
ces mds recientes de la tecnologia del ADN recom-
binante, lo cual ofrece grandes posibilidades en la
industria agroquimica y farmacéutica.

® Evolucion y estructura: un asunto taxonémico

B Incapaces de echar a andar su maquinaria genética
por ellos mismos, los virus precisan de un hospedan-
te (también llamado huésped) para propagarse. Es
por lo anterior que, al estudiar sus mecanismos de
infeccién y su existencia en general, no se les pue-
de separar de los organismos en los que residen. La
evolucién de la mayoria de los virus se entiende, por
lo tanto, como una coevolucién. El de los baculovi-
rus no es un caso aislado.

En 2011 Thézé y cols. estudiaron el origen paleo-
zoico de los virus de ADN bicatenario que infectan a
diversas especies de insectos; sus conclusiones son de
gran interés para el tema de este articulo. Valiéndose
de lo que ellos describieron como un enfoque filo-
gendmico, establecieron de manera precisa la rela-
cién evolutiva entre tres grupos de virus que afectan
a los insectos (también llamados entomopatégenos):
los nudivirus, los bracovirus y los baculovirus.

Su estudio filogenémico se sustentd en un and-
lisis estadistico por inferencia bayesiana. Una vez
compilados los datos, concluyeron que los baculo-
virus, a pesar de pertenecer a una ramificacién inde-
pendiente de la de los nudivirus y de los bracovirus,
poseen un antepasado en comun con ellos, por lo
que se puede aseverar que estos tres grupos de vi-
rus entomopatégenos son monofiléticos, es decir,
comparten el mismo origen evolutivo. Asimismo, se
propone que originalmente surgieron a la par de los
insectos a los cuales infectan, hace 310 millones de
afios, durante el periodo carbonifero de la era paleo-
zoica. Entonces, los baculovirus existen como tal a
partir de que se diversificaron evolutivamente de sus
dos primos m4s cercanos durante la era mesozoica;
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Oruga infectada por el baculovirus.

dicha diversificacién coincidié con el surgimiento de
los insectos holometabolos, como es el caso de B.
mori, el gusano de seda.

Con el avance de la microscopia en el siglo XX,
se supo que grasseire, la enfermedad del gusano de se-
da estaba caracterizada por la presencia celular de
prominentes estructuras denominadas cuerpos oclu-
sivos, las cuales tenfan forma de poliedro; debido a lo
anterior, uno de los nombres alternos para el padeci-
miento fue poliedrosis.

Gracias a los estudios de Bergold (1947) se de-
mostré la naturaleza virica de dichas estructuras
encontradas en las células analizadas de los insectos
enfermos. En 1943 el mismo investigador publicé un



articulo en el que propuso que los cuerpos poliédricos
eran acumulaciones cristalinas de un virus. Gracias
al uso de la microscopia electrénica y de la técnica
de ultracentrifugacién, en 1947 pudo demostrar que
los viriones con forma de varilla eran, en efecto, los
agentes infecciosos implicados en el padecimiento
de la poliedrosis.

En 1952 se propuso que habia dos variantes de
poliedrosis. En la primera de ellas, los cuerpos polié-
dricos se desarrollaban en el ntcleo celular (nuclear
polyhedrosis virus: NPV); en la segunda de ellas, lo
hacfan en el citoplasma (cytoplasmic polyhedrosis vi-
rus: CPV). Sin embargo, debido a la forma icosaédri-
ca de su cdpside, los CPV fueron identificados como
cypovirus, miembros de la familia Reoviridae (Xe-
ros, 1952).

Con anterioridad se habfa descrito la existencia
de una nueva enfermedad en Pieris brassicae, cono-
cida como mariposa de la col, la cual es una especie
de lepidéptero de la familia Pieridae, en la que se
reporté la presencia de cuerpos oclusivos de tamafio
pequefio y forma granular, que posteriormente fue-
ron llamados granulosis virus (GV); retomando estas
aportaciones se formalizaron los dos grupos principa-
les de la familia Baculoviridae: el de los nucleo-
poliedrovirus (NPV), cuyos cuerpos oclusivos son po-
liedros, y el de los granulovirus (GV), cuyos cuerpos
oclusivos son granulos.

La dltima disputa que surgié durante los intentos
por clasificar a los baculovirus fue la de su propio
nombre. Al menos hasta la mitad del siglo XX existia
un problema de sinonimia con los términos usados
para referirse a ellos. La mayoria de los nom-
bres propuestos para la familia hacfan
referencia a investigadores que colabo-

raron en los esfuerzos para compren-
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der su naturaleza: Bergoldiavirus, por ejemplo, hacia
alusién a Gernot Bergold. Fue poco antes de 1974
cuando Mauro Martignoni propuso el nombre Ba-
culoviridae a partir del latin baculum, que significa
“bastén”; basé su eleccién etimoldgica en la forma
que tienen los viriones de los baculovirus.

El nombre asignado para el baculovirus causante
de la grasseire fue BmNPV. Se le clasificé tomando
en cuenta que era un nucleopoliedrovirus (NPV), y
se antepusieron las iniciales del género y la especie
que afecta (B. mori). Asi, por ejemplo, PlxyNPV es el
nucleopoliedrovirus que infecta a la palomilla dorso
de diamante, Plutella xylostella. Ademds, en el nom-
bre se puede especificar si el virus en cuestién posee
nucleocdpsides compuestas o individuales al agregar
una M (de multiple) o una S (de single), como sucede
con el nucleopoliedrovirus multiple de Autographa
californica (AcMNPV) y con el nucleopoliedrovirus
individual de Heliocoverpa armigera (HaSNPV). Asi,
todos los miembros de la familia Baculoviridae son
nombrados siguiendo estos criterios.

u Entomopatagenos fascinantes: como es la infeccion
B En el ciclo de replicacién de los baculovirus exis-
ten dos fenotipos expresables: el de los virus de ge-
macién (budded virus: BV) y el de los virus derivados
de oclusion (occlusion-derived virus: ODV). A pesar de
que la cdpside de ambos es muy similar,

difieren en cuanto a su origen,

Viriones
Particula virica morfo-

[Ggicamente completa e
infecciosa.

Problema de
sinonimia

En taxonomia, e refiere
a la existencia de mas
de un nombre cientifico
Dara un mismo taxan.
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morfologfa, composicién molecular en la estructura
proteica de la nucleocdpside, tejido diana de accién
y mecanismo general de infeccién. Los BV son pro-
ducidos durante la etapa temprana del proceso de in-
feccién, y son los responsables de la propagacién
intercelular del baculovirus. Los ODV, en cambio,
suelen ser producidos en la etapa m4s tardia del pro-
ceso de infeccién, y son los responsables de la propa-
gacién del virus en las larvas de los insectos (Kong y
cols., 2018).

El ciclo de vida del baculovirus (véase la Figu-
ra 1) comprende las siguientes fases. En la primera,
también conocida como fase inmediata, los polie-
dros ingeridos son solubilizados en el tracto digesti-
vo medio del insecto, donde los ODV son liberados e
infectan a las células epiteliales. Los viriones migran
al nicleo celular —en este punto carecen de envoltu-
ra— vy la transcripcién y traduccién de los genes vira-
les comienza. Durante la etapa temprana, existe un
rearreglo estructural tanto del citoesqueleto como
del nicleo, el genoma del hospedante es degradado y
la replicacién del ADN del baculovirus da inicio. En

la fase tardfa, ocurre el ensamblaje de los brotes de
nucleocdpside a través del insecto mediante una in-
feccién secundaria. En la fase muy tardfa, comienza
la produccién de una sustancia llamada poliedrina.
Los viriones se acumulan en el niicleo y son ocluidos
dentro del poliedro. Los cristales del poliedro se acu-
mulan hasta que la larva se desintegra, con lo cual se
liberan mads cristales, que serdn consumidos por otros
insectos (Palomares y cols., 2015).

La poliedrina es soluble solamente en medios con
alto pH, caracteristico del tracto digestivo medio de
las larvas, y los ODV son protegidos del ambiente por
su oclusién dentro de la poliedrina. El segundo tipo
de cépside brota a través de la membrana celular du-
rante la fase tardia del ciclo de vida del baculovirus.
Solamente los BV son infecciosos en cultivo celular.
Cuando el baculovirus es expandido in vitro, los ODV
no son infecciosos. Ademds, la proteccién de la po-
liedrina no es necesaria debido a que sus sistemas de
expresion de proteinas recombinantes estdn basados
en la replicacién del gen polh. Mediante esta estra-
tegia, grandes cantidades de proteinas recombinan-

Fase inmediata de infeccion

Fase temprana de infeccion

Fase muy tardia de infeccion

Fase tardia de infeccion

Figura 1. Ciclo de vida de los baculovirus. Modificado de Palomares y cols. (2015).
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tes pueden ser obtenidas en una manera rapida, facil
y eficiente.

= Baculovirus: del laboratorio a la industria

B Los primeros esfuerzos de incorporacién de inge-
nierfa genética en baculovirus modificados estaban
enfocados con precisién en el desarrollo de insecti-
cidas para proteger cultivos. En 1994 se evaluaron
las aptitudes como biopesticidas de dos variables de
nucleopoliedrovirus de A. californica: la primera era
un AcNPV “silvestre” y la otra era una versién mo-
dificada, en cuyo genoma se inclufa una toxina de
escorpién especifica para atacar al lepidéptero Tri-
choplusia ni. Con dicho estudio se demostr la efica-
cia del AcNPV recombinante como pesticida, pues el
dafio causado por el insecto a los cultivos de col se
redujo notablemente (Cory y cols., 1994). No obs-
tante, surgieron ciertas alarmas del d&mbito ético que
frustraron la realizacién de investigaciones mds
profundas. Aunque se han hecho ensayos electro-
fisiol6gicos en los que se ha visto que la toxina re-
combinante solamente inhibe canales i6nicos de
insectos, mas no de mamiferos, atn falta buscar toxi-
nas con este tipo de funcionabilidad celular.

Por otra parte, uno de los hitos de la biologia mo-
lecular consiste en la comprensién de los mecanis-
mos de expresién del genoma de los virus, lo cual
llevé a lograr el uso del ADN recombinante. De la
misma manera en la que el equipo de Max Delbriick
se valié del uso de bacteriéfagos en la serie de expe-
rimentos que sentaron las bases de la genética de las
bacterias, al inicio de la década de 1970 Paul Berg
propuso al papovirus (SV-40) como un medio para
estudiar la regulacién y la expresién génica en los

organismos eucariontes. Su plan era crear una téc-

nica de transduccién basada en el papovirus, la cual
permitiera afiadir genes externos a la maquinaria re-
plicacional y transcripcional de las células de mami-
feros; el objetivo de lo anterior era disefiar moléculas
de ADN infeccioso muy especificas.

De entre las generalidades del ADN recombinan-
te, el componente que hace posible la clonacién del
gen deseado es conocido como vector. Lo que ca-
racteriza a los vectores es que son autorreplicativos.
Los vectores propuestos por Cohen y cols. (1973)
eran los pldsmidos, que son moléculas de ADN bi-
catenario y extracromosémico presentes en diversas
bacterias, los cuales tienen un papel protagénico en
los procesos de reproduccién horizontal. La conjun-
cién entre el vector y el gen aislado es lo que se llama
ADN recombinante. Asf, el gen se replica o se ex-
presa dentro de un organismo distinto al que posefa
originalmente dicha secuencia.

Ademds de los plasmidos, existen otros tipos de
vectores que se pueden clasificar segtin su proceden-
cia o su tamafio. Los virus son un tipo de vector muy
diverso en cuanto a los organismos que utilizan como
hospedantes para la expresién, ya que se puede tra-
bajar con aquellos que infectan bacterias (como los
ya mencionados bacteriéfagos, a veces simplemente
llamados fagos), plantas (como los gemnivirus), ver-
tebrados (como el SV-40 con el que trabajé Berg) o
invertebrados (los baculovirus son los vectores pre-
dilectos en este tipo de huésped). Gracias al avance
en las técnicas de laboratorio, como la del ADN re-
combinante, la familia Baculoviridae ha comenzado
a ser aprovechada ampliamente con diversos fines.

Por un lado, la creacién de proteinas recombi-
nantes ya ha resuelto problemas econémicos y de
salud publica con anterioridad; por ejemplo, las 10
protefnas recombinantes de mayor venta durante

Transduccion

Proceso mediante

el cual el ADN es
transferido mediante [a
aceidn de un virus.

Reproduccion
horizontal

Mecanismo por el cual
un organismo transfiere
genes 0 genomas a
c6lufas u organismos.
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Promotor

Una regicn de ADN que
controla la iniciacidn
de [a transcripcidn de
un gen.

2009 sumaron un total de 50000 millones de do-
lares en ventas, lo que represent casi la mitad
de las reservas internacionales de México al 15 de
septiembre de 2010. Por su parte, el uso de baculo-
virus como vectores para la expresién de genes tiene
una cantidad delirante de usos industriales, entre los
que destacan dos: la produccién de insecticidas y la
de vacunas recombinantes.

El sistema de expresién a base de células de in-
secto-baculovirus (BEVS, por sus siglas en inglés)
consiste en una célula de insecto que es infecta-
da con un baculovirus que contiene un gen de inte-
rés. Desarrollado por Gale Smith y Max Summers
(Smith y cols., 1992), éste es un sistema altamente
versatil que puede ser usado para la produccién de
una proteina recombinante, o bien para la expresién
simultdnea de varios genes. Tiene muchas ventajas
que lo hacen ser un sistema de eleccién para su uso
en multiples aplicaciones, por ejemplo:

B Alta expresién del gen de interés: el baculovirus
contiene uno de los promotores conocidos m4s
fuertes, el promotor de polh.

m Seguridad: los procesos en los que se emplean los
BEVS han sido clasificados con el nivel de biose-
guridad 1.

m Modificaciones postraduccionales: las células de
insecto pueden realizar la mayorfa de las modifi-
caciones postraduccionales de las proteinas euca-
riotas.

B Alta versatilidad: una sola linea celular y un solo
esqueleto de baculovirus pueden ser usados para
expresar cualquier gen deseado.

m Répida expresién: la construccién de un baculo-
virus recombinante es un proceso estandarizado y
puede ser eficientemente utilizado para producir
una protefna recombinante en una semana con
altos titulos de la proteina de interés.

Estas ventajas han hecho que el uso de baculovirus
no sélo sea para fines de laboratorio, sino también
en la industria farmacéutica. Existen diversas plata-
formas moleculares que han utilizado BEVS como sis-
tema de expresién de proteinas recombinantes, por

mencionar algunas: Bayobac® CFS de Bayer, Porcilis®

37 ciencia ¢+volumen 72 nimero 2 ¢ abril-junio de 2021

Pesti y PCV de Intervet-Schering-Plough, Cervarix®

de Glaxo Smith Kline, Provenge® de Dendreon,
Best-H5® de Boehringer Ingelheim Vetmedica, Flu-
blok® de Protein Sciences Corporation, y reciente-
mente Novavax ha lanzado una vacuna muy prome-
tedora contra el virus SARS-CoV-2, la cual pretende
ser una opcién mds entre las vacunas que actualmen-
te se encuentran en el mercado.

= Sobre el futuro: vectores BacMam

B Los BEVS han sido reingenierizados mas all4 de la
expresion de proteinas en células de insecto; hoy dia
es posible entregar genes blanco a células de mami-
fero para la produccién de proteinas y para posibles
terapias génicas. A esta nueva plataforma molecular
se le conoce como BacMam, en la cual el baculovi-
rus recombinante contiene dentro del casete de ex-
presién un promotor, ya sea de mamifero o de virus,
donde se reemplaza el promotor polh u otros pro-
motores del baculovirus. El BacMam recombinante
llega a las células de los mamiferos por transduccién
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y permite la entrada del casete de expresién, pero
no la replicacién del baculovirus, debido a que los
promotores de insecto no son activos en células de
mamiferos.

Los BacMam recombinantes pueden ser pro-
ducidos con cualquier plataforma BEVS, siempre y
cuando el vector de transferencia contenga un pro-
motor apropiado; el m4s frecuentemente utilizado
es el promotor fuerte del citomegalovirus (CMV).
Existe un ensayo que utilizé la transduccién de un
BacMam vy logré satisfactoriamente la entrega de
un gen blanco a todo un rifién porcino (Hitchman
y cols., 2017). Esto nos abre las puertas para comen-
zar a realizar ensayos de terapia génica en humanos,
con lo cual se puede acoplar ARN de interferencia
(ARNi), contra interferones, para incrementar la
transduccién de virus y asf aumentar la cantidad de
proteina recombinante terapéutica deseada (Cha-
vez-Pena y Kamen, 2018).
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