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DESCRIPCIÓN

Expresión de proteínas recombinantes en pupas de Trichoplusia ni

Campo de la invención5

La presente invención puede incluirse en el campo de la biotecnología y cubre medios y métodos para aumentar la 
eficiencia de la expresión de proteínas recombinantes, en particular para la producción industrial de proteínas 
recombinantes en pupas de insectos, particularmente en pupas de Trichoplusia ni (T. ni), incluyendo su optimización. 
Además, la presente invención también se refiere a las pupas en sí que comprenden un baculovirus, pupas 10
infectadas, transformadas, transducidas o transfectadas con baculovirus o bácmidos.

Estado de la técnica

El sistema de vector de expresión de baculovirus (BEVS) es un método bien establecido para la producción de15
proteínas recombinantes, por ejemplo, proteínas que van a usarse como vacunas, moléculas terapéuticas o
reactivos de diagnóstico. Con su potencial de sobreexpresión y rápida velocidad de desarrollo, el BEVS es una de 
las elecciones más atractivas para producir proteínas recombinantes para cualquier propósito. El vector de 
baculovirus más empleado usado en la industria para la expresión de proteínas recombinantes se basa en el virus 
de la polihedrosis multinuclear de Autographa californica (AcMNPV) con células de insecto de Spodoptera frugiperda20
9 (Sf9) o 21 (Sf21) como huéspedes de expresión adecuados (Nettleship, J.E., Assenberg, R., Diprose, J.M., 
Rahman-Huq, N., Owens, R.J. Recent advances in the production of proteins in insect and mammalian cells for 
structural biology. J. Struct. Biol. 2010, 172, 55-65), así como larvas de insecto de Trichoplusia ni (T. ni) como 
biofábricas vivas (Gomez-Casado E, Gomez-Sebastian S, Núñez MC, Lasa-Covarrubias R, Martínez-Pulgarín S, 
Escribano JM. Insect larvae biofactories as a platform for influenza vaccine production. Protein Expr Purif. 79: 35-43. 25
2011). Dado que el BEVS se desarrolló en los años 80 (Smith, G.E., M.D. Summers y M.J. Fraser. 1983. Production
of human beta interferon in insect cells infected with a baculovirus expression vector. Mol. Cell. Biol. 3: 2156-21 65), 
cientos de proteínas recombinantes, que oscilan desde enzimas citosólicas hasta proteínas unidas a membrana, se 
han producido con éxito en células de insecto infectadas con baculovirus.

30
Recientemente, se han descrito nuevos vectores de baculovirus. Por ejemplo, los documentos WO 2012/168493 y
WO 2012168492 describen elementos de ADN recombinante para la expresión de proteínas recombinantes en
insectos y células de insecto.

En todo el mundo, se producen aproximadamente 70.000 toneladas de seda al año en un proceso que convierte un 35
sustrato de bajo valor, las hojas del árbol de la morera, en un producto basado en proteínas de alto valor: la seda. 
Los insectos son productores de proteínas altamente eficaces debido a su metabolismo acelerado.

Los lepidópteros tales como Bombyx mori (B. mori, gusano de seda) o T. ni (oruga de la col), son dos de los insectos 
más usados en biotecnología. Crecen en tamaño aproximadamente 5000 veces en menos de 2 semanas y producen40
más de un kilómetro de seda por insecto de B. mori. Aunque una célula de una glándula de seda puede producir
aproximadamente 80 g de proteína/célula/día, los mejores sistemas de cultivo de células de mamífero sólo
producen aproximadamente 50 pg de proteína/célula/día.

Por consiguiente, los insectos como biofábricas vivas constituyen una alternativa prometedora a las células de 45
insecto, tecnologías de fermentación convencionales y también a proteínas de origen vegetal debido a la versatilidad 
de producción, escalabilidad, posibilidad de automatización, eficiencia y velocidad de desarrollo. Por ejemplo, los 
insectos como biofábricas vivas evitan la necesidad de biorreactores para la expresión de proteínas en, por ejemplo, 
células de insecto. Los biorreactores son una barrera tecnológica y económica para producir proteínas 
recombinantes nuevas y existentes, dado que son ineficientes, costosos, tecnológicamente complejos (tardan varios50
años en construirse, son difíciles de validar, necesitan personal altamente cualificado para su manipulación, son
propensos a contaminaciones y no son fiables). Además, se encuentran con el problema de la escalabilidad limitada.

Las larvas de B. mori se han usado ampliamente como biofábricas vivas para la expresión de proteínas 
recombinantes usando el sistema de vector de expresión de baculovirus (Wang, DN; Liu, JW; Yang, GZ; Zhang, WJ;55
Wu, XF. 2002. Cloning of anti-LPS factor cDNA from Tachypleus tridentatus, expression in Bombyx mori larvae and
its biological activity in vitro. Molecular Biotechnology, 21(1), 1-7; Wu, XF; Kamei, K; Sato, H; Sato, S; Takano, R; 
Ichida, M; Mori, H; Hara, S. 2001. High-level expression of human acidic fibroblast growth factor and basic fibroblast 
growth factor in silkworm (Bombyx mori L.) using recombinant baculovirus. Protein Expression And Purification, 
21(1), 192-200; Kulakosky, PC; Hughes, PR; Wood, HA. 1998. N-linked glycosylation of a baculovirus-expressed 60
recombinant glycoprotein in insect larvae and tissue culture cells. Glycobiology, 8(7), 741-745; Suzuki, T; Kanaya, T; 
Okazaki, H; Ogawa, K; Usami, A; Watanabe, H; KadonoOkuda, K; Yamakawa, M; Sato, H; Mori, H; Takahashi, S; 
Oda, K. 1997. Efficient protein production using a Bombyx mori nuclear polyhedrosis virus lacking the ciysteine
proteinase gene. Journal Of General Virology, 78, 3073-3080; Sumathy, S; Palhan, VB; Gopinathan, KP. 1996. 
Expression of human growth hormone in silkworm larvae through recombinant Bombyx mori nuclear polyhedrosis 65
virus. Protein Expression And Purification, 7(3), 262-268; U. Reis, B. Blum, B.U. von Specht, H. Domdey, J. Collins, 

E16766970
16-12-2019ES 2 763 001 T3

 



3

Antibody production in silkworm cells and silkworm larvae infected with a dual recombinant Bombyx mori nuclear 
polyhedrosis virus, Biotechnology (NY) 10 (1992) 910-912).

Las larvas de T. ni también se han usado para la expresión de proteínas recombinantes (Perez-Martin, E., Gomez-
Sebastian, S., Argilaguet, J.M., Sibila, M., Fort, M., Nofrarias, M., Kurtz, S., Escribano, J.M., Segales, J., Rodriguez, 5
F., 2010. Immunity conferred by an experimental vaccine based on the recombinant PCV2 Cap protein expressed in
Trichoplusia ni-larvae. Vaccine 28 (11), 2340-2349); Gomez-Casado E, Gomez-Sebastian S, Núñez MC, Lasa-
Covarrubias R, Martínez-Pulgarín S, Escribano JM. Insect larvae biofactories as a platform for influenza vaccine 
production, Protein Expr. Purif. 2011, 79: 35-43; Medin, JA; Hunt, L; Gathy, K; Evans, RK; Coleman, MS. 1990. 
Efficient, low-cost protein factories - expression of human adenosine-deaminase in baculovirus-infected insect larvae. 10
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 87(7), 2760-2764; Shafer, AL; 
Katz, JB; Eernisse, KA. 1998. Development and validation of a competitive enzyme-linked immunosorbent assay for 
detection of type A influenza antibodies in avian sera. Avian Diseases, 42(1), 28-34; Cha, HJ; Pham, MQ; Rao, G; 
Bentley, WE. 1997. Expression of green fluorescent protein in insect larvae and its application for heterologous 
protein production. Biotechnology and Bioengineering, 56(3), 239-247; Burden, JP; Hails, RS; Windass, JD; Suner, 15
MM; Cory, JS. 2000. Infectivity, speed of kill, and productivity of a baculovirus expressing the itch mite toxin txp-1 in
second and fourth instar larvae of Trichoplusia ni. Journal of Invertebrate Pathology, 75(3), 226-236; Perez-Filgueira, 
D. M.; Resino-Talavan, P.; Cubillos, C.; Angulo, I.; Barderas, M. G.; Barcena, J.; Escribano, J. M.. 2007. 
Development of a low-cost, insect larvae-derived recombinant subunit vaccine against RHDV. Virology, 364(2), 422-
430; Perez-Filgueira, D. A.; Gonzalez-Camacho, F.; Gallardo, C.; Resino-Talavan, P.; Blanco, E.; Gomez-Casado, 20
E.; Alonso, C.; Escribano, J. M.. 2006. Optimization and validation of recombinant serological tests for African swine 
fever diagnosis based on detection of the p30 protein produced in Trichoplusia ni larvae. Journal of Clinical 
Microbiology, 44(9), 3114-3121; Hellers, M; Gunne, H; Steiner, H. 1991. Expression and posttranslational processing 
of preprocecropin-a using a baculovirus vector. European Journal of Biochemistry, 199(2), 435-439).

25
En el gusano de seda, estudios comparativos demostraron que, para la mayoría de proteínas, los rendimientos de 
expresión más altos se obtuvieron en larvas en lugar de en pupas (Akihiro Usami et al (Akihiro Usami, Seiji Ishiyama, 
Chiaki Enomoto, Hironobu Okazaki, Keiko Higuchi, Mashahiro Ikeda, Takeshi Yamamoto, Mutsumi Sugai, Yukiko 
Ishikawa, Yumiko Hosaka, Teruyuki Koyama, Yoneko Tobita, Syoko Ebihara, Toshiko Mochizuki, Yoshimi Asano y
Hidekazu Nagaya, Comparison of recombinant protein expression in a baculovirus system in insect cells (Sf9) and30
silkworm, J. Biochem. 2011;149(2):219-227; Chazarra S, Aznar-Cervantes S, Sánchez-del-Campo L, Cabezas-
Herrera J, Xiaofeng W, Cenis JL, Rodriguez-López JN, Purification and kinetic properties of human recombinant 
dihydrofolate reductase produced in Bombyx mori chrysalides, Appl Biochem Biotechnol. Noviembre de
2010;162(7):1834-46). Además, se ha descrito una disminución de la susceptibilidad de las pupas a la infección por 
baculovirus en gusanos de seda relacionada con la edad de las pupas (Journal of General Virology (1992), 73, 3195-35
320). Además, en las larvas, la infección del baculovirus se realiza generalmente por vía oral, en lugar de mediante
inoculación (inyección) para la producción a gran escala. Las pupas no pueden infectarse por vía oral, de modo que 
hay que inyectarlas manualmente, lo cual es tedioso y requiere mucho tiempo. Además, las pupas de gusano de 
seda están cubiertas por un capullo grueso que ha de retirarse (manualmente) antes de que tenga lugar la
inoculación del virus, lo que generalmente es un proceso tedioso.40

Junto con el menor rendimiento de expresión de proteínas general en la pupa del gusano de seda y las dificultades
en su manipulación, han conducido a una preferencia general del uso de larvas para la producción de proteínas 
recombinantes.

45
Pueden encontrarse desventajas similares en otros sistemas, tales como pupas de Hyalophora cecropia. La
expresión de determinadas proteínas en pupas de H. cecropia es menor que en larvas de T. ni (Hellers, M. y Steiner, 
H.; Insect Biochem. Molec. Biol., vol. 22, Bo.1, págs. 35-39, 1992). Además, las polillas de Hyalophora cecropia son
difíciles de criar, son estrictamente univoltinas (tienen una generación al año), tienen cantidades muy bajas de
huevos por ciclo y tienen un capullo de alta densidad (el capullo grueso ha de retirarse (manualmente) antes de que 50
tenga lugar la inoculación del virus, lo que generalmente es un proceso tedioso). Todas estas desventajas hacen de
las pupas de Hyalophora cecropia un mal sistema para la expresión de proteínas recombinantes, en particular un 
sistema poco eficiente, escalable y automatizado para la expresión de proteínas recombinantes.

Existe la necesidad de sistemas más eficientes y fáciles de automatizar (escalar) para la expresión de proteínas 55
recombinantes en insectos usando el BEVS, particularmente para la expresión industrial de proteínas recombinantes
en insectos usando el BEVS.

Después de una investigación intensiva, los inventores de la presente invención han encontrado una solución al
problema anterior, concretamente un sistema de expresión de proteínas en pupas que pertenecen al género 60
Trichoplusia, que es más eficiente que la expresión en larvas y permite además una automatización (escalado) casi 
completa, que aumenta la eficiencia y reduce los costes asociados con la expresión de proteínas recombinantes, en
particular a escala industrial.

Por tanto, la presente invención se refiere al uso de pupas (crisálidas), del género Trichoplusia, en combinación con65
vectores de baculovirus derivados del virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica 
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(AcMNPV), para producir proteínas recombinantes que van a usarse en diagnóstico, vacunas y tratamientos 
terapéuticos. El uso de pupas (crisálidas) de la especie Trichoplusia ni para la expresión de proteínas
recombinantes, en particular el uso industrial de pupas (crisálidas) de la especie Trichoplusia ni para la expresión de 
proteínas recombinantes, no se ha comunicado aún.

5
Sumario de la invención

La invención a la que se refiere esta memoria descriptiva se expone en las reivindicaciones adjuntas a esta
descripción.

10
La presente invención proporciona una pupa que comprende un baculovirus recombinante y/o un vector de 
transferencia/bácmido derivado del virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica 
(AcMNPV).

Además, la presente invención proporciona una pupa que comprende una secuencia de ácido nucleico que permite15
la expresión por encima de los niveles endógenos de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas que 
actúan como reguladores de la transcripción por encima de los niveles endógenos obtenidos durante la infección por 
baculovirus y una región homóloga recombinante (hr) ligada operativamente a cualquier promotor que es adecuado
para dirigir la expresión de una proteína recombinante.

20
La invención también se refiere al uso de la pupa de la invención para la expresión de proteínas recombinantes.

Además, la presente invención proporciona un método para producir al menos una proteína recombinante que 
comprende las etapas de:

25
(a) proporcionar una pupa;

(b) inocular la pupa de la etapa (a) con un baculovirus recombinante derivado del virus multicápside de la 
polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV);

30
(c) incubar la pupa inoculada de la etapa (b) durante un periodo de tiempo suficiente para que se exprese la al 
menos una proteína recombinante;

(d) obtener las pupas que comprenden la al menos una proteína recombinante;
35

(e) opcionalmente, recoger la al menos una proteína recombinante; y

(f) opcionalmente, purificar la al menos una proteína recombinante.

Además, se proporciona en el presente documento un método que puede automatizarse para reducir la40
manipulación para producir una pupa libre de seda que pertenece al orden Lepidoptera que comprende las etapas 
de:

(a) proporcionar una pupa contenida en un capullo;
45

(b) tratar la pupa contenida en un capullo, preferiblemente mediante un dispositivo especialmente diseñado, con
una disolución de una sal de ácido hipocloroso, preferiblemente hipoclorito de sodio; y

(c) obtener una pupa libre de seda (y, opcionalmente, esencialmente desinfectada externamente).
50

Un método para producir un baculovirus recombinante que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una pupa;

(b) transfectar la pupa de la etapa (a) con un vector de transferencia/bácmido adecuado para producir un 55
baculovirus recombinante derivado del virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica
(AcMNPV);

(c) incubar la pupa inoculada de la etapa (b) durante un periodo de tiempo suficiente para que se produzca el 
baculovirus recombinante;60

(d) obtener las pupas que comprenden el baculovirus recombinante;

(e) opcionalmente, recoger el baculovirus recombinante; y
65

(f) opcionalmente, purificar el baculovirus recombinante.
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La presente divulgación también se refiere a un dispositivo que comprende una bomba de precisión, un brazo 
mecánico móvil y una(s) aguja(s) (retirable(s)) adecuada(s) para inyectar un fluido en una pupa que pertenece al 
orden Lepidoptera, preferiblemente a los géneros Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis, Manduca, 
Helicoverpa, Ascalapha o Samia, más preferiblemente a los géneros Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis5
o Helicoverpa, incluso más preferiblemente a las especies Trichoplusia, ni, Rachiplusia nu, Spodoptera frugiperda, 
Heliothis virescens, Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea, Manduca sexta, Ascalapha odorata o Sanda cynthia.

Breve descripción de las figuras
10

Figura 1: Módulo de cría masiva de insectos de T. ni de un solo uso. Larvas que crecen en el módulo de cría de 
insectos en el quinto estadio del instar.

Figura 2: Comparación de capullos (parte izquierda de la imagen) y pupas libres de seda (parte derecha de la 
imagen) formados por los lepidópteros Bombyx mori y Trichoplusia ni.15

Figura 3: Dispositivo semiautomático para la retirada de seda de los capullos de T. ni. Representación esquemática 
de la máquina que contiene dos recipientes y un brazo mecánico en el que está situado el módulo de cría de un solo 
uso. El primer recipiente contiene ácido hipocloroso y un sistema para proyectar el líquido a través de los módulos 
de cría que contienen los capullos (ayuda a disolver más eficazmente la seda que rodea a la pupa). El segundo 20
recipiente es para lavar las pupas y pulveriza agua sobre las crisálidas. En la parte superior de este recipiente hay 
un sistema que dispensa aire para secar las pupas. Al final del proceso, las pupas están libres de seda y listas para 
usarse en la infección o para almacenarse refrigeradas hasta su uso.

Figura 4: Casetes de expresión de baculovirus usados para producir la proteína fluorescente verde (GFP). A) Casete25
de expresión convencional de baculovirus que usa el promotor de polihedrina (por ejemplo, SEQ ID NO: 23). B) 
Casete de expresión TB que comprende el ADNc de Ac-ie-01 que codifica para los transactivadores IE1 e IE0 
expresados bajo el control del promotor de polihedrina; la secuencia potenciadora hr1 y el promotor quimérico p6.9-
p10 que dirige la expresión de la GFP (por ejemplo, SEQ ID NO: 17 y una secuencia de ácido nucleico que codifica 
para GFP, por ejemplo, SEQ ID NO: 38).30

Figura 5: Inoculación automática de pupas de T. ni mediante un robot que inyecta el baculovirus recombinante. A) 
Representación esquemática del robot de inoculación. B) Representación esquemática de una matriz de alveolo en 
la que se sitúan las pupas de insectos. Estos alveolos que contienen las pupas tienen una parte superior perforada y
pueden apilarse facilitando el transporte de las pupas al laboratorio de producción y son compatibles con el robot de 35
inoculación. En el mismo panel, una imagen de fotografía real del alveolo que contiene las pupas y con la parte
superior. C) Representación esquemática de la inoculación de las pupas con una aguja conectada con el brazo 
robótico.

Figura 6: Análisis comparativo de los rendimientos de expresión de la proteína GFP en pupas infectadas usando un 40
baculovirus convencional TB(-) (promotor de polihedrina, por ejemplo, SEQ ID NO: 23) o un baculovirus modificado 
con TB TB(+). A) Tinción con azul de Coomassie de una SDS-PAGE que resuelve extractos de proteína de pupas 
infectadas con el baculovirus TB(-) o TB(+). (-) corresponde a un extracto de una pupa de control no infectada. B) 
Cuantificación de los rendimientos de producción de GFP obtenidos en pupas infectadas por cada baculovirus 
analizado expresados en mg por g de biomasa de pupas.45

Figura 7: Casetes de expresión de baculovirus usados para producir la proteína de la cápside del circovirus porcino 
tipo 2 (Cap) (por ejemplo, SEQ ID NO: 26) o la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe (por ejemplo, SEQ ID NO: 
30). A) Casete de expresión de baculovirus convencional que usa el promotor de polihedrina. B) Casete de 
expresión TB que comprende el ADNc de Ac-ie-01 que codifica para los transactivadores IE1 e IE0 expresados bajo 50
el control del promotor de polihedrina; la secuencia potenciadora hr1 y el promotor quimérico p6.9-p10 que dirige la 
expresión de las proteínas mencionadas anteriormente.

Figura 8: Análisis comparativo de los rendimientos de expresión de la proteína Cap (por ejemplo, SEQ ID NO: 26) en
pupas infectadas usando un baculovirus convencional TB(-) (promotor de polihedrina, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:55
28) o un baculovirus modificado con TB TB(+) (por ejemplo, SEQ ID NO: 27 ó 29). A) Tinción con azul de Coomassie 
de una SDS-PAGE que resuelve extractos de proteína de pupas infectadas con el baculovirus TB(-) o TB(+). (-) 
corresponde a un extracto de una pupa de control no infectada. B) Cuantificación de los rendimientos de producción 
de Cap obtenidos en pupas infectadas por cada baculovirus analizado expresados en mg por g de biomasa de 
pupas.60

Figura 9: Análisis comparativo de los rendimientos de expresión de la proteína HA (SEQ ID NO: 30) en pupas 
infectadas usando un baculovirus convencional TB(-) (promotor de polihedrina, SEQ ID NO: 10) o un baculovirus 
modificado con TB TB(+) (por ejemplo, SEQ ID NO: 31). A) Tinción con azul de Coomassie de una SDS-PAGE que 
resuelve extractos de proteína de pupas infectadas con el baculovirus TB(-) o TB(+). (-) corresponde a un extracto 65
de una pupa de control no infectada. B) Cuantificación de los rendimientos de producción de HA obtenidos en pupas 
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infectadas por cada baculovirus analizado expresados en mg por g de biomasa de pupas.

Figura 10: Casete de expresión de baculovirus usado para producir la proteína GFP, Cap (SEQ ID NO: 26), HA 
(SEQ ID NO: 30) y VP60 a partir de virus de la enfermedad hemorrágica del conejo (RHDV, SEQ ID NO: 32 ó 33) en
larvas y pupas de T. ni. Representación esquemática del casete de expresión TB que comprende el ADNc de Ac-ie-5
01 que codifica para los transactivadores IE1 e IE0 expresados bajo el control del promotor de polihedrina; la 
secuencia potenciadora hr1 y el promotor quimérico p6.9-p10 que dirige la expresión de las proteínas mencionadas 
anteriormente.

Figura 11: Análisis comparativo de los rendimientos de expresión de la proteína GFP en pupas y larvas infectadas. 10
A) Tinción con azul de Coomassie de una SDS-PAGE que resuelve extractos de proteína de pupas infectadas (P) o
larvas infectadas (L) con el baculovirus TB(+). (-) corresponde a un extracto de una pupa de control no infectada. B) 
Cuantificación de los rendimientos de producción de GFP obtenidos en pupas o larvas infectadas y expresados en 
mg por g de biomasa de insectos.

15
Figura 12: Análisis comparativo de los rendimientos de expresión de la proteína Cap en pupas y larvas infectadas. A)
Tinción con azul de Coomassie de una SDS-PAGE que resuelve extractos de proteína de pupas infectadas (P) o
larvas infectadas (L) con el baculovirus TB(+). (-) corresponde a un extracto de una pupa de control no infectada. B)
Cuantificación de los rendimientos de producción de Cap obtenidos en pupas o larvas infectadas y expresados en 
mg por g de biomasa de insectos.20

Figura 13: Análisis comparativo de los rendimientos de expresión de la proteína HA en pupas y larvas infectadas. A) 
Tinción con azul de Coomassie de una SDS-PAGE que resuelve extractos de proteína de pupas infectadas (P) o
larvas infectadas (L) con el baculovirus TB(+). (-) corresponde a un extracto de una pupa de control no infectada. B) 
Cuantificación de los rendimientos de producción de HA obtenidos en pupas o larvas infectadas y expresados en mg 25
por g de biomasa de insectos.

Figura 14: Análisis comparativo de los rendimientos de expresión de las proteínas VP60 de la cápside del RHDV (G1 
y RHDVb) en pupas y larvas infectadas. A) Tinción con azul de Coomassie de una SDS-PAGE que resuelve 
extractos de proteína de pupas infectadas (P) o larvas infectadas (L) con el baculovirus TB(+). (-) corresponde a un 30
extracto de una pupa de control no infectada. B) Cuantificación de los rendimientos de producción de proteínas de la 
cápside del RHDV obtenidos en pupas o larvas infectadas y expresados en mg por g de biomasas de insectos (L) 
con el baculovirus TB(+). (-) corresponde a un extracto de una pupa de control no infectada. B) Cuantificación de los 
rendimientos de producción de proteínas de la cápside del RHDV obtenidos en pupas o larvas infectadas y
expresados en mg por g de biomasa de insectos.35

Figura 15: VLP formadas después de la infección de pupas de T. ni por un baculovirus TB(+) que expresa la proteína 
VP60 del G1 de RHDV y RHDVb. Se procesaron extractos de pupas infectadas en los momentos de producción 
óptimos con cada baculovirus para la purificación de VLP. Se observaron las muestras mediante microscopía 
electrónica usando tinción negativa. La figura muestra las VLP a dos aumentos. Las VLP obtenidas con los dos40
baculovirus presentaron tamaños y formas idénticas. Las micrografías son representativas de los campos 
analizados.

Figura 16: Ejemplo esquemático del procedimiento para obtener un inóculo de virus de pupas infectadas en 
ausencia de cultivos de células de insecto.45

Figura 17: Ejemplo esquemático de procedimiento de procesamiento anterior y posterior para obtener una proteína 
recombinante purificada de pupas infectadas en tres etapas. A) Producción de crisálidas de T. ni, su manipulación y
opcionalmente envío al destino final (por ejemplo, empresa farmacéutica) para la producción de proteínas 
recombinantes. B) Almacenamiento de las pupas, inoculación robótica con baculovirus recombinante usando el 50
dispositivo de la presente invención, incubación y biomasa de insecto congelada, que puede almacenarse durante
meses antes del procesamiento in situ, o que puede enviarse fácilmente a otras ubicaciones para proceder con el 
procesamiento posterior. C) Procesamiento posterior mediante medios convencionales de biomasa congelada, 
incluyendo homogeneización, filtración de flujo tangencial y purificación de proteínas.

55
Figura 18: Comparación de rendimientos de expresión de proteína Cap del circovirus porcino en células de insecto
usando un baculovirus convencional y un baculovirus modificado mediante TopBac en células de insecto y en pupas 
de insectos.

Figura 19: Ejemplo esquemático de un procedimiento para obtener un inóculo de virus de pupas infectadas.60

Figura 20: Ejemplo esquemático de un procedimiento de procesamiento posterior para obtener una proteína 
recombinante purificada de pupas infectadas.

Descripción detallada de la invención65
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Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, “pupa” se refiere al estadio vital de algunos insectos que experimentan
transformación. El estadio pupal se encuentra en insectos que experimentan una metamorfosis completa (insectos 
holometábolos). Estos insectos pasan por cuatro estadios vitales: embrión, larva, pupa e imago. La pupa de las5
mariposas también se denomina crisálida. Los insectos pueden proteger la pupa cubriéndola con un capullo, que es
una cubierta hilada de seda que protege la pupa de muchos insectos.

Tal como se usa en el presente documento, “baculovirus” se refiere a una familia de virus infecciosos para 
invertebrados, que infectan principalmente insectos y artrópodos. Un “baculovirus recombinante” ha introducido 10
además ADN recombinante a través de, por ejemplo, recombinación homóloga o transposición. El baculovirus 
recombinante puede originarse a partir del virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica 
(AcMNPV).

Tal como se usa en el presente documento, un “casete de expresión” comprende elementos de ADN recombinante15
que están implicados en la expresión de un determinado gen, tal como el gen en sí y/o elementos que controlan la 
expresión de este gen (por ejemplo, el promotor). Por ejemplo, un casete de expresión útil en la presente invención
comprende los siguientes elementos de ADN recombinante:

1. una secuencia de ácido nucleico que permite la expresión de una proteína recombinante, tal como las 20
proteínas recombinantes descritas a continuación en la presente memoria descriptiva, y preferiblemente
secuencias de ácido nucleico que controlan su expresión (al menos un promotor); y

2. una secuencia de ácido nucleico que permite la expresión de reguladores de la transcripción de 
baculovirus, tales como IE-1 e IE-0, por encima de los niveles normales, es decir, endógenos, de dichos 25
reguladores que se obtienen durante la infección por baculovirus de una célula de insecto o un insecto.

En algunas realizaciones, el casete de expresión comprende además una región homóloga potenciadora (hr), tal 
como hr1, ligada operativamente al promotor de dicha secuencia que codifica para la proteína recombinante. Los
elementos de ADN recombinante que forman parte del casete de expresión de la invención pueden estar presentes30
en una única molécula de ácido nucleico. Los elementos de ADN recombinante que forman parte del casete de 
expresión pueden estar presentes en moléculas de ácido nucleico distintas. Preferiblemente, las moléculas de ácido 
nucleico distintas están presentes dentro de la misma célula.

Tal como se usa en el presente documento, “ADN recombinante” se refiere a una forma de ADN artificial que se35
modifica por ingeniería genética a través de la combinación o inserción de una o más cadenas de ADN, combinando
de ese modo ADN que no se produciría normalmente junto.

Tal como se usa en el presente documento, “elemento de ADN recombinante” se refiere a un elemento funcional 
dentro del ADN recombinante, tal como un promotor, un potenciador o un gen.40

Tal como se usa en el presente documento, “regulador de la transcripción” se refiere a una proteína reguladora que 
tiene la capacidad de modular la transcripción de genes específicos mediante, por ejemplo, la unión a regiones 
potenciadoras o represoras y/o el reclutamiento de proteínas adicionales que están implicadas en la transcripción. 
IE-1 y su variante de corte y empalme IE-0 son reguladores de la transcripción que se expresan de manera 45
endógena durante la infección por baculovirus. El nivel de expresión de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de 
las mismas puede determinarse tanto al nivel de ARNm como al nivel de proteína con métodos conocidos de
manera convencional por el experto en la técnica, tales como PCR cuantitativa y análisis de inmunotransferencia de 
tipo Western.

50
Según la presente invención, IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas pueden expresarse de manera recombinante
para aumentar el nivel total de estas proteínas por encima de niveles endógenos durante la infección por 
baculovirus. Esto puede lograrse a través de, por ejemplo, la introducción de copias adicionales del gen endógeno o
la manipulación de la expresión del promotor del gen endógeno. Pueden introducirse copias adicionales de los 
genes endógenos como transgenes bajo el control de un promotor adecuado tal como polh o pB29.55

IE-1, IE-0 y fragmentos de las mismas pueden codificarse por los ácidos nucleicos de SEQ ID NO: 1 (también
denominados Ac-ie-01) a SEQ ID NO: 5. SEQ ID NO: 1 es el ADNc de Ac-ie-01 que codifica para tanto IE-1 como
IE-0, SEQ ID NO: 2 es la secuencia codificante (CDS) de IE-1 y SEQ ID NO: 3 es la CDS de IE-0. SEQ ID NO: 4 y 5 
son las CDS de los dominios N-terminales de IE-1 e IE-0, respectivamente, que conservan la actividad catalítica de 60
regulador de la transcripción. Las proteínas que están codificadas por SEQ ID NO: 2-5 se representan mediante 
SEQ ID NO: 6-9, respectivamente.

Las secuencias de ácido nucleico y aminoácidos a las que se hace referencia en la presente invención se
distinguirán de otras secuencias de ácido nucleico y aminoácidos por su grado de identidad o similitud de secuencia,65
respectivamente, tal como se determina usando EMBOSS Needle con los parámetros por defecto 
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(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). Los métodos para la generación de tales variantes incluyen 
mutagénesis al azar o dirigida al sitio, mutagénesis de saturación de sitios, ensamblaje de fragmentos basado en 
PCR, intercambio de ADN, recombinación homóloga in vitro o in vivo y métodos de síntesis génica.

Tal como se usa en el presente documento, “variantes” son ácidos nucleicos o aminoácidos cuya secuencia de ácido5
nucleico o aminoácidos difiere en una o más posiciones de la secuencia original de ácido nucleico o aminoácidos, 
por lo cual las diferencias pueden ser adiciones, deleciones y/o sustituciones de ácidos nucleicos o residuos de 
aminoácido.

Tal como se usa en el presente documento, las “regiones homólogas”, (hr), están compuestas por unidades 10
repetidas de aproximadamente 70 pb con un palíndromo imperfecto de 30 pb cerca de su centro. Por ejemplo, se 
repiten regiones homólogas en ocho ubicaciones en el genoma de AcMNPV con de 2 a 8 repeticiones en cada lado. 
Se han implicado a las regiones homólogas tanto como potenciadores de la transcripción como orígenes de
replicación de ADN de baculovirus.

15
Tal como se usa en el presente documento, “región potenciadora” se refiere a una secuencia de control, cuya unión
por reguladores de la transcripción aumenta el nivel de transcripción de genes asociados.

Tal como se usa en el presente documento, “proteína recombinante” se refiere a una proteína que se origina a partir
de ADN recombinante. Tales proteínas pueden usarse para el beneficio de humanos y animales y pueden tener20
aplicación industrial, comercial o terapéutica.

Tal como se usa en el presente documento, “que están ligadas operativamente” se refiere a dos secuencias de ácido 
nucleico que están conectadas de manera que una influye en la otra en cuanto a, por ejemplo, regulación de la 
transcripción.25

Tal como se usa en el presente documento, “promotor” se refiere a una secuencia de ADN a la que puede unirse 
ARN polimerasa para iniciar la transcripción. La secuencia puede contener además sitios de unión para diversas 
proteínas que regulan la transcripción, tales como factores de transcripción. La secuencia promotora puede estar 
compuesta de diferentes fragmentos de promotor (o bien fragmentos diferentes o bien iguales) que se ubican cerca30
en la secuencia de ADN y pueden separarse mediante ligadores o espaciadores. Tales promotores se denominan 
promotores quiméricos.

Tal como se usa en el presente documento, un “vector de transferencia” es un vector (concretamente una molécula 
de ADN usada como vehículo para portar material genético) que permite la inserción de información genética en un 35
genoma de baculovirus.

Tal como se usa en el presente documento, un “bácmido” se refiere a un constructo de plásmido que contiene la 
secuencia de ADN suficiente para generar un baculovirus cuando se transfecta en una célula o un insecto.

40
Tal como se usa en el presente documento, un “vector de clonación” se refiere a cualquier vector que es adecuado
para la clonación, que implica generalmente la presencia de sitios de restricción, un origen de replicación para la
propagación bacteriana y un marcador seleccionable.

El vector de clonación que puede usarse en el contexto de la presente invención contiene preferiblemente además45
de (i) la secuencia para la expresión por encima de los niveles endógenos de las proteínas IE-0, IE-1 y/o fragmentos 
de las mismas, (ii) una región homóloga recombinante (hr) ligada a (iii) un promotor adecuado para dirigir la 
expresión de una proteína recombinante. Por ejemplo, el vector de clonación puede comprender una secuencia de 
ácido nucleico que codifica para una proteína recombinante (también denominado “vector donador”, concretamente
un vector de clonación que comprende un casete de expresión). Alternativamente, el vector de clonación carece de50
tal secuencia.

Tal como se usa en el presente documento, una “vacuna” puede definirse como una preparación biológica, que 
comprende preferiblemente una proteína recombinante que proporciona inmunidad adquirida activa a una 
enfermedad particular.55

Tal como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente” significa el valor indicado ± el 1% de su 
valor, o el término “aproximadamente” significa el valor indicado ± el 2% de su valor, o el término “aproximadamente”
significa el valor indicado ± el 5% de su valor, el término “aproximadamente” significa el valor indicado ± el 10% de
su valor, o el término “aproximadamente” significa el valor indicado ± el 20% de su valor, o el término 60
“aproximadamente” significa el valor indicado ± el 30% de su valor; preferiblemente el término “aproximadamente”
significa exactamente el valor indicado (± el 0%).

Descripción detallada
65

La presente divulgación proporciona una pupa que comprende un baculovirus recombinante y/o un vector de 
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transferencia/bácmido. La presente divulgación muestra sorprendentemente que la introducción de baculovirus 
recombinantes en pupas de insectos, y particularmente de secuencias que provocan la expresión de reguladores de 
la transcripción de baculovirus por encima de los niveles endógenos y opcionalmente la introducción de una 
secuencia de región homóloga potenciadora (hr), un promotor o una combinación de promotores, puede aumentar la
producción de una proteína recombinante hasta niveles sin precedentes. Esto indica la utilidad de este sistema para 5
la expresión de proteínas recombinantes in vivo, en particular para la producción industrial de proteínas 
recombinantes in vivo.

La presente divulgación proporciona una pupa que comprende un baculovirus recombinante y/o vector de 
transferencia y/o bácmido. El baculovirus recombinante y/o vector de transferencia y/o bácmido se deriva 10
preferiblemente del virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV). 
Preferiblemente, la pupa pertenece al orden Lepidoptera, preferiblemente a los géneros Trichoplusia, Rachiplusia, 
Spodoptera, Heliothis, Manduca, Helicoverpa, Ascalapha o Samia, preferiblemente a los géneros Trichoplusia, 
Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis o Helicoverpa, más preferiblemente a las especies Trichoplusia ni, Rachiplusia 
nu, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens, Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea, Manduca sexta, Ascalapha 15
odorata o Samia cynthia. Incluso más preferiblemente, la pupa pertenece a la especie Trichoplusia ni. En un aspecto 
preferido, la pupa de la presente divulgación no pertenece a la especie Bombyx mori. En un aspecto preferido, la 
pupa de la presente divulgación no pertenece a la especia Hyalophora cecropia.

La pupa de la invención es una pupa que pertenece al género Trichoplusia, preferiblemente a la especie Trichoplusia20
ni, que comprende un baculovirus recombinante y/o un vector de transferencia/bácmido derivado del virus
multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV).

Las pupas de la invención, y en particular las pupas de T. ni, ofrecen varias ventajas para la expresión de proteínas 
recombinantes, en particular en procesos automatizados y escalables. Por ejemplo, una pareja de polillas de T. ni 25
puede tener alrededor de 1.000 huevos por ciclo. Además, el capullo producido por pupas de T. ni no es tan grueso 
como el capullo que cubre las pupas de otras especies (tales como, por ejemplo, Bombyx mori o Hyalophora 
cecropia), que hacen que las pupas de T. ni sean especialmente adecuadas para su uso en procesos de producción 
automatizados y escalables (producción industrial de proteínas recombinantes). Por consiguiente, las pupas de T. ni 
infectadas con un baculovirus recombinante y/o un vector de transferencia y/o un bácmido preferiblemente derivado30
de virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV) proporcionan un sistema 
eficiente, escalable y fácilmente automatizado para la producción de proteínas recombinantes. Ventajas adicionales 
de este sistema son su elevada productividad (hasta 20 veces más productivo que los biorreactores), el hecho de 
que es técnicamente sencillo, fácil de implementar y validar, sus costes reducidos (> 90% de reducción en
inversiones fijas con respecto al uso de biorreactores), el menor coste de los bienes, tiempos de desarrollo cortos 35
(sistema de baculovirus), su alta eficiencia con proteínas difíciles de producir y la elevada calidad y seguridad de los 
productos producidos.

Los inventores de la presente solicitud encontraron sorprendentemente que la expresión de proteínas recombinantes
en pupas, en particular en pupas que pertenecen al orden Lepidoptera, preferiblemente a los géneros Trichoplusia, 40
Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis, Manduca, Helicoverpa, Ascalapha o Samia, preferiblemente a los géneros 
Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis o Helicoverpa, más preferiblemente a las especies Trichoplusia ni,
Rachiplusia nu, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens, Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea, Manduca sexta, 
Ascalapha odorata o Samia Cynthia, es comparable con e incluso mayor que la expresión en larvas.

45
La solicitud de patente publicada como WO 2012/168492 divulga baculovirus recombinantes y vectores de 
transferencia y bácmidos que pueden estar comprendidos en la pupa de la presente invención.

El baculovirus recombinante y/o vector de transferencia y/o bácmido comprendido en la pupa según la presente 
invención puede comprender preferiblemente un ADN recombinante. Por ejemplo, el baculovirus recombinante y/o50
vector de transferencia y/o bácmido comprendido en la pupa según la presente invención comprende una secuencia 
de ácido nucleico que codifica para una proteína recombinante, en el que la proteína recombinante se selecciona
preferiblemente del grupo que consiste en vacuna monomérica de subunidades, vacuna multimérica de 
subunidades, partícula similar a virus, proteína terapéutica, anticuerpo, enzima, citocina, factor de coagulación de la 
sangre, anticoagulante, receptor, hormona, reactivos proteicos de diagnóstico y la proteína fluorescente verde 55
(GFP), y/o en el que la proteína recombinante preferiblemente no es una proteína que producen de manera
endógena las pupas, tal como se describirá a continuación. Por ejemplo, el baculovirus recombinante y/o vector de 
transferencia y/o bácmido comprendido en la pupa según la presente invención comprende una secuencia de ácido 
nucleico que permite la expresión por encima de los niveles endógenos de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de 
las mismas que actúan como reguladores de la transcripción por encima de los niveles endógenos obtenidos 60
durante la infección por baculovirus (por ejemplo, la expresión por encima de los niveles endógenos puede 
obtenerse mediante la presencia, en el baculovirus recombinante, de una copia adicional de la secuencia de ácido 
nucleico que permite la expresión de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas). Preferiblemente, el 
baculovirus recombinante y/o vector de transferencia y/o bácmido comprendido en la pupa según la presente 
invención comprende además una región homóloga recombinante (hr) ligada operativamente a cualquier promotor 65
adecuado para dirigir la expresión de una proteína recombinante.
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El vector de transferencia que puede estar comprendido en la pupa de la presente invención contiene
preferiblemente además de (i) la secuencia para la expresión por encima de los niveles endógenos de las proteínas 
IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, (ii) una región homóloga recombinante (hr) ligada a (iii) un promotor 
adecuado para dirigir la expresión de una proteína recombinante. En un aspecto preferido, el vector de transferencia5
comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica para dicha proteína recombinante, mientras que en otra 
realización preferida, el vector de transferencia carece de tal secuencia. En una realización preferida, el vector de 
transferencia es un bácmido.

El vector de transferencia y/o bácmido puede derivarse de cualquier sistema de expresión de baculovirus10
comercialmente disponible “Bac-to-Bac®” (invitrogen™), “BacPAK™” (Clontech™), “FlashBAC™” (Oxford 
Expression Technologies™), “BacuVance™” (GenScript™), “Bac-N-Blue DNA™” (invitrogen™), “BaculoDirect™”
(invitrogen™), “BacVector®” 1000, 2000, 3000 (Novagen®), “DiamondBac™” (Sigma-Aldrich®) o “BaculoGold™”
(BD biosciences™).

15
La pupa de la presente divulgación (que pertenece preferiblemente al orden Lepidoptera, preferiblemente a los 
géneros Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis, Manduca, Helicoverpa, Ascalapha o Samia, 
preferiblemente a los géneros Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis o Helicoverpa, más preferiblemente a 
las especies Trichoplusia ni, Rachiplusia nu, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens, Helicoverpa armigera, 
Helicoverpa zea, Manduca sexta, Ascatapha odorata o Samia cynthia, o cualquier otro lepidóptero susceptible a20
infección por AcMNPV, incluso más preferiblemente al género Trichoplusia y a la especie Trichoplusia ni) puede
comprender una secuencia de ácido nucleico que permite la expresión por encima de los niveles endógenos de las 
proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas que actúan como reguladores de la transcripción por encima de 
los niveles endógenos obtenidos durante la infección por baculovirus. Los elementos descritos anteriormente de 
ADN recombinante se introducen preferiblemente en la pupa mediante un baculovirus recombinante.25

La secuencia de ácido nucleico que permite la expresión de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas 
que actúan como reguladores de la transcripción por encima de los niveles endógenos obtenidos durante la 
infección por baculovirus según la presente invención se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en:

30
(a) un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5;

(b) una secuencia de ácido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, 
preferiblemente al menos el 75%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 
85%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de 35
nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5 y que codifica para una proteína que puede actuar 
como regulador de la transcripción en un baculovirus recombinante;

(c) una secuencia de ácido nucleico que codifica para un aminoácido que contiene la secuencia de 
aminoácidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; y40

(d) una secuencia de ácido nucleico que codifica para una secuencia de aminoácidos que tiene una 
similitud de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 75%, más preferiblemente al menos 
el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más 
preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de aminoácidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO:45
6-9 que puede actuar como regulador de la transcripción en un baculovirus recombinante.

La secuencia de las variantes de SEQ ID NO: 1-5 es al menos el 70%, preferiblemente al menos el 75%, más
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 90% y lo
más preferiblemente al menos el 95% idéntica a las secuencias de SEQ ID NO: 1-5.50

La secuencia de las variantes de SEQ ID NO: 6-9 es al menos el 70%, preferiblemente al menos el 75%, más
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 90% y lo 
más preferiblemente al menos el 95% similar a las secuencias de SEQ ID NO: 6-9.

55
La pupa de la presente invención puede comprender además una secuencia de ácido nucleico y/o baculovirus 
recombinante y/o un vector de transferencia y/o un bácmido que comprende además una región homóloga 
recombinante (hr) ligada operativamente a cualquier promotor que es adecuado para dirigir la expresión de una 
proteína recombinante.

60
La región homóloga recombinante (hr) es preferiblemente la secuencia indicada en SEQ ID NO: 21 (hr1).

El promotor que dirige la expresión de dicha proteína recombinante se selecciona preferiblemente del grupo de
ácidos nucleicos que comprende:

65
(a) un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-
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14, preferiblemente indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 11-13; y

(b) una secuencia de ácido nucleico que puede actuar como promotor en un baculovirus recombinante y 
que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 75%, más
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 5
90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de 
SEQ ID NO: 10-14, preferiblemente indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 11-13.

En una realización preferida, la secuencia de ácido nucleico que comprende combinaciones de promotores
recombinantes, secuencias que codifican para reguladores de la transcripción y regiones potenciadoras (las 10
secuencias de ácido nucleico que están comprendidas en la pupa de la presente invención) se seleccionan del 
grupo que consiste en SEQ ID NO: 15-20.

Los promotores recombinantes, las secuencias que codifican para reguladores de la transcripción y las regiones 
potenciadoras de la presente invención no necesitan formar parte de una única molécula, en su lugar, estas15
secuencias pueden formar parte de distintas moléculas siempre que estén ligadas operativamente, es decir,
contenidas dentro de las mismas células dentro de la pupa.

La pupa de la presente invención y/o el baculovirus recombinante y/o vector de transferencia y/o bácmido pueden
comprender además una secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína recombinante. Esta secuencia 20
de ácido nucleico está preferiblemente ligada operativamente a la secuencia de ácido nucleico que permite la 
expresión por encima de los niveles endógenos de las proteínas IE- 1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas, y
opcionalmente a una región homóloga (hr), habiéndose descrito estas secuencias anteriormente.

Preferiblemente, la proteína recombinante se selecciona del grupo que consiste en vacuna monomérica de 25
subunidades, vacuna multimérica de subunidades, partícula similar a virus, proteína terapéutica, anticuerpo, enzima, 
citocina, factor de coagulación de la sangre, anticoagulante, receptor, hormona, reactivos proteicos de diagnóstico y
proteína fluorescente verde (GFP).

En una realización preferida, la proteína recombinante es una proteína de partícula similar a virus, que se selecciona 30
preferiblemente del grupo que consiste en:

(a) proteína de la cápside del circovirus porcino, preferiblemente de circovirus porcino tipo 2 (por ejemplo, 
SEQ ID NO: 26),

35
(b) proteína VP1, VP3 o VP0 del virus de la enfermedad de pie y boca,

(c) proteínas VP1 y VP2 del parvovirus canino,

(d) proteínas VP1 y VP2 del parvovirus porcino,40

(e) proteína de la cápside (genogrupo I o II) del norovirus humano,

(f) proteína de la cápside del calicivirus,
45

(g) proteína L1 del virus del papiloma humano, preferiblemente del virus del papiloma humano 16,

(h) proteína E2 de la hepatitis E,

(i) proteínas VP1, VP2 y VP3 del virus de la enfermedad bursal infecciosa,50

(j) proteínas codificadas por ORF2 de astrovirus,

(k) proteínas HA (por ejemplo, SEQ ID NO:30), NA y M1 del virus de la gripe,
55

(l) antígenos de superficie y núcleo de la hepatitis B,

(m) proteína VP60 del calicivirus del conejo, preferiblemente de RHDVb y RHDVG1 del virus de la 
enfermedad hemorrágica del conejo (por ejemplo, SEQ ID NO: 32 y 33),

60
(n) proteínas VP1 y VP2 del parvovirus humano.

Por ejemplo, la proteína recombinante puede ser:

• Proteína de la cápside del circovirus porcino, preferiblemente de circovirus porcino tipo 2, que está representada, 65
por ejemplo, por la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 26 o codificada por la secuencia de ácido nucleico de
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SEQ ID NO: 25.

• Proteína VP1, VP3 y VP0 del virus de la enfermedad de pie y boca (FMDV), cuya secuencia se indica o puede 
derivarse, por ejemplo, de las siguientes secuencias:

5
- genoma completo de FMDV serotipo O: GenBank JX570650.1

- genoma completo de FMDV serotipo A: GenBank HQ832592.1

- genoma completo de FMDV serotipo C: GenBank AY593810.110

- genoma completo de FMDV serotipo SAT 1: GenBank AY593846.1

- genoma completo de FMDV serotipo SAT 2: GenBank JX014256.1
15

- genoma completo de FMDV serotipo ASIA 1: GenBank HQ631363.1.

• Proteína VP1 y VP2 del parvovirus canino, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las 
siguientes secuencias:

20
- gen de VP1 del parvovirus canino para la proteína VP1 de la cápside, cds parcial, cepa: 1887/f/3. GenBank: 
AB437434.1.

- gen de VP1 del parvovirus canino para la proteína VP1 de la cápside, cds parcial, cepa: 1887/M/2. GenBank: 
AB437433.1.25

- gen de VP2 del parvovirus canino, cds completa, cepa: HNI-2-13. GenBank: AB120724.1.

- gen de VP2 del parvovirus canino, cds completa, cepa: HNI-3-4. GenBank: AB120725.1.
30

- gen de VP2 del parvovirus canino, cds completa, cepa: HNI-3-11. GenBank: AB 120726.1.

- gen de VP2 del parvovirus canino, cds completa, cepa: HNI-4-1. GenBank: AB120727.1.

- gen de VP2 del parvovirus canino, cds completa, cepa: HNI-1-18. GenBank: AB120728.1.35

- gen (VP2) de proteína VP2 del parvovirus canino, cds completa. GenBank: DQ354068.1.

- gen de VP2 del parvovirus canino, cds completa, cepa: HCM-6. GenBank: AB120720.1.
40

- gen de VP2 de aislado de Taichung del parvovirus canino, cds completa. GenBank: AY869724.1.

- gen de VP2 del parvovirus canino, cds completa, cepa: HCM-8. GenBank: AB120721.1.

- proteínas VP1 y VP2 del parvovirus canino tipo 1: GenBank AB518883.145

- VP1 y VP2 del parvovirus canino tipo 2a. GenBank: M24003.1

- VP2 del parvovirus canino tipo 2b: GenBank FJ005265.1
50

- VP2 del parvovirus canino tipo 2C: GenBank FJ005248.1

• Proteína VP1 y VP2 del parvovirus porcino, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las 
siguientes secuencias:

55
- Parvovirus porcino cepa 693a. GenBank: JN400519.1

- Parvovirus porcino cepa 8a. GenBank: JN400517.1

• Proteína VP1 y VP2 del parvovirus humano, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las 60
siguientes secuencias:

- VP1 de parvovirus humano B19, cds completa. GenBank: AF264149.1

- aislado Vn115 NS1 (NS1) del parvovirus humano B19, proteína de 7,5 kDa (NS1), VP1 (VP1), proteína de 65
9,5 kDa (VP1) y genes VP2 (VP2), cds completa. GenBank: DQ357065.1
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- genes VP1 (VP1) y VP2 (VP2) de aislado FoBe del virus B19, cds completa. GenBank: AY768535.1

- genes NS1 (NS1), VP1 (VP1) y VP2 (VP2) de aislado Br543 del virus B19, cds completa. GenBank: AY647977.1
5

- genes NS1, VP1 y VP2 de aislado VES065CSF del parvovirus humano 4, cds completa. GenBank: HQ593532.1

- gen NS1 de aislado VES085CSF del parvovirus humano 4, cds parcial; y genes VP1 y VP2, cds completa. Gen-
Bank: HQ593531.1

10
- genes NS1, VP1 y VP2 del parvovirus humano B19 cepa BB-2, cds completa. GenBank: KF724387.1

• Proteína de la cápside (genogrupo I o II) del norovirus humano, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por 
ejemplo, de las siguientes secuencias:

15
- virus de Norwalk: GenBank M87661, NP056821

- virus de Southampton: GenBank L07418

- virus de México: GenBank U2249820

- virus de Seto: GenBank AB031013

- virus de Chiba: GenBank AB042808
25

- virus de Lordsdale: GenBank X86557

- virus de la Montaña Nevada: GenBank U70059

- virus de Hawái: GenBank U0761130

• Proteína VP60 del virus de la enfermedad hemorrágica del conejo, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por 
ejemplo, de las siguientes secuencias:

- genoma completo de RHDV AST/89: GenBank: Z49271.235

- genoma completo de RHDV N11: GenBank: KM878681.1

- genoma completo de RHDV CBVal16; GenBank: KM979445.1
40

- SEQ ID NO: 32

- SEQ ID NO: 33

• Proteína L1 del virus del papiloma humano, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las 45
siguientes secuencias:

- HPV 6: GenBank: JN252323.1

- HPV 11: GenBank : JQ773411.150

- HPV 16: GenBank DQ155283.1

- HPV 18: GenBank FJ528600.1
55

• Proteína E2 del virus de la hepatitis E, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las siguientes 
secuencias:

- virus de la hepatitis E, secuencia de referencia de NCBI del genoma completo: NC_001434.1
60

- gen de proteína de la cápside del aislado ITFAE11 de virus de la hepatitis porcina E. GenBank: JN861806.1

• Proteínas VP1, VP2 y VP3 del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cuya secuencia se indica o puede 
derivarse, por ejemplo, de las siguientes secuencias:

65
- gen de VP1 (VP1) del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cds completa. GenBank: AY099457.1
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- gen de VP1 de aislado PT del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cds completa. GenBank: DQ679814.1

- gen de VP1 de aislado OE/G2 del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cds completa. GenBank: 
DQ679813.15

- gen de VP1 de aislado OA/G1 del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cds completa. GenBank: 
DQ679812.1

- gen de VP1 de aislado HOL del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cds completa. GenBank: DQ679811.110

- gen de VP1 del virus de la enfermedad bursal infecciosa cepa TL2004, cds completa. GenBank: DQ118374.1

- gen de VP1 de aislado CA-K785 del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cds completa. GenBank:
JF907705.115

- gen de VP1 de aislado D495 del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cds completa. GenBank: JF907704.1

- ARNm de VP1 del virus de la enfermedad bursal infecciosa cepa A-BH83, cds completa. GenBank: EU544149.1
20

- gen de VP1 del virus de la enfermedad bursal infecciosa cepa Cro-Pa/98, cds completa. GenBank: EU184690.1

- ARNm de VP2 del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cds completa. GenBank: AY321509.1

- genes VP2, VP3, VP4 del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cds completa. GenBank: M97346.125

- gen de VP2 del virus de la enfermedad bursal infecciosa, cds completa. GenBank: AF508177.1

• Proteína de la cápside del calicivirus, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las siguientes 
secuencias:30

- gen de proteína de la cápside del calicivirus felino, cds completa. GenBank: L09719.1

- gen de proteína de la cápside del calicivirus felino, cds completa. GenBank: L09718.1
35

- ARN del calicivirus humano HU/NLV/Wortley/90/UK para la proteína de la cápside (ORF2), cepa 
HU/NLV/Wortley/90/UK. GenBank: AJ277618.1

- ARN del calicivirus humano HU/NLV/Thistlehall/90/UK para la proteína de la cápside (ORF2), cepa 
HU/NLV/Thistlehall/90/UK. GenBank: AJ277621.140

- ARN del calicivirus humano HU/NLV/Valetta/95/Malta para la proteína de la cápside (ORF2), cepa 
HU/NLV/Valetta/95/Malta. GenBank: AJ277616.1

- gen de proteína de la cápside del calicivirus humano NLV/Stav/95/Nor, cds completa. GenBank: AF145709.145

- gen de proteína de la cápside del calicivirus entérico bovino cepa Bo/CV500-OH/2002/US, cds completa. 
GenBank: AY549155.1

- gen de proteína de la cápside del calicivirus humano NLV/Mora/97/SE, cds completa. GenBank: AY081134.150

- gen de proteína de la cápside del calicivirus humano NLV/Potsdam 196/2000/DE, cds completa. GenBank: 
AF439267.1

- gen de proteína de la cápside del calicivirus humano NLV/1581-01/SWE, cds completa. GenBank: AY247442.155

- gen de proteína de la cápside del calicivirus humano Hu/NLV/GII/MD134-10/1987/US, cds completa. GenBank: 
AY030313.1

• Proteínas codificadas por ORF2 de astrovirus, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las 60
siguientes secuencias:

- gen de ORF1b de astrovirus porcino 4, cds parcial; y gen de ORF2, cds completa. GenBank: JX684071.1

- astrovirus MLB1 HK05, genoma completo. Secuencia de referencia de NCBI: NC_014320.165
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- astrovirus boar/WBAstV-1/2011/HUN, genoma completo. Secuencia de referencia de NCBI: NC_016896.1

- astrovirus humano BF34, genoma completo. Secuencia de referencia de NCBI: NC_024472.1

- gen de ARN polimerasa dependiente de ARN (ORF1b) de astrovirus MLB1 cepa Hu/ITA/2007/PR326/MLB1, cds 5
parcial; y gen de proteína de la cápside (ORF2), cds completa. GenBank: KF417713.1

- genes de proteína no estructural (ORF1a) y proteína no estructural (ORF1b) de astrovirus humano 5 cepa 
Hu/Budapest/HUN5186/2012/HUN, cds parcial; y gen de proteína de la cápside (ORF2), cds completa. GenBank: 
KF157967.1.10

- gen de proteína de la cápside de aislado de Shanghai de astrovirus humano 1 (ORF2), cds completa. GenBank:
FJ792842.1

- gen de ORF2 de astrovirus humano tipo 8 para proteína de la cápside. GenBank: Z66541.115

• Proteínas HA, NA y M1 del virus de la gripe, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las 
siguientes secuencias:

- SEQ ID NO: 3020

- Gen HA del virus de la gripe A (A/duck/Chiba/25-51-14/2013(H7N1)) para hemaglutinina, cds completa. 
GenBank: AB813060.1

- ARNm de hemaglutinina (HA) de constructo sintético, cds completa. GenBank: DQ868374.125

- gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/swine/Shandong/2/03(H5N1)), cds completa. GenBank:
AY646424.1

- ADNc que codifica para HA de la gripe tipo A. GenBank: E01133.130

- gen de NA del virus de la gripe A (A/swine/Korea/S452/2004(H9N2)), cds completa. GenBank: AY790307.1

- gen de neuraminidasa (NA) del virus de la gripe A (A/Thailand/2(SP-33)/2004(H5N1)), cds completa. GenBank:
AY555152.335

- Gen de NA del virus de la gripe A (A/swine/Binh Doung/02-16/2010(H1N2)) para neuraminidasa, cds completa.
GenBank: AB628082.1

- gen de neuraminidasa (NA) del virus de la gripe A (A/chicken/Jalgaon/8824/2006(H5N1)), cds completa.40
GenBank: DQ887063.1

- genes M2 y M1 del virus de la gripe A SC35M, cds completa. GenBank: DQ266100.1

- ARN de M1 y M2 del virus de la gripe tipo /Leningrad/134/47/57 (H2N2), cds completa. GenBank: M81582.145

- genes M2 y M1 del virus de la gripe A SC35M, cds completa. GenBank: DQ266100.1

- genes M2, M1 del virus de la gripe A (A/Tochigi/2/2010(H1N1)) para la proteína de la matriz 2, proteína de la 
matriz 1, cds completa. GenBank: AB704481.150

• Antígenos de superficie y núcleo de la hepatitis B, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las 
siguientes secuencias:

- genes de proteína de prenúcleo y proteína de núcleo del virus de la hepatitis B cepa HBV248, cds completa. 55
GenBank: KP857118.1

- genes de proteína de prenúcleo y proteína de núcleo del virus de la hepatitis B cepa HBV401, cds completa. 
GenBank: KP857113.1

60
- genes de proteína de prenúcleo y proteína de núcleo del virus de la hepatitis B cepa HBV403, cds completa. 
GenBank: KP857068.1

- gen S del virus de la hepatitis B para el antígeno de superficie de la hepatitis B, cds parcial, aislado: 
B0503327(PTK). GenBank: AB466596.165
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Preferiblemente, la proteína recombinante no es una proteína producida de manera endógena por las pupas. Por 
ejemplo, la proteína recombinante no es una proteína producida de manera endógena por las pupas tales como
pupas de la especie Hyalophora cecropia. Por ejemplo, la proteína recombinante no es cecropina A o atacina.

La pupa de la presente invención puede ser una pupa libre de seda, o puede estar dentro de un capullo de seda. Si5
la pupa no es una pupa libre de seda, el experto es consciente de métodos de retirada de la seda del capullo. Por 
ejemplo, la seda del capullo puede disolverse, preferiblemente con una disolución de una sal, preferiblemente una 
sal de ácido hipocloroso (HClO), preferiblemente hipoclorito de sodio (NaClO) (también denominada en la presente 
descripción “disolución que disuelve”). Este procedimiento puede automatizarse mediante un dispositivo 
específicamente diseñado, tal como se muestra en la figura 3.10

Uso de la pupa de la presente invención para la expresión de proteínas recombinantes

La pupa de la presente invención, en cualquiera de sus variantes, puede usarse para la expresión de proteínas 
recombinantes. Por consiguiente, la presente invención proporciona el uso de la pupa de la presente invención para 15
la expresión de proteínas recombinantes, preferiblemente las proteínas recombinantes detalladas anteriormente en
esta memoria descriptiva.

Métodos para producir proteínas recombinantes de la presente invención
20

La presente invención también proporciona métodos para producir proteínas recombinantes (que, tal como ya se
describió anteriormente, preferiblemente no son proteínas que se producen de manera endógena por las pupas). Por 
ejemplo, un método para proporcionar al menos una proteína recombinante según la presente invención comprende, 
o, alternativamente, consiste en, las siguientes etapas:

25
(a) proporcionar una pupa;

(b) inocular la pupa de la etapa (a) con un baculovirus recombinante derivado del virus multicápside de la 
polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV);

30
(c) incubar la pupa inoculada de la etapa (b) durante un periodo de tiempo suficiente para que se exprese la al 
menos una proteína recombinante;

(d) obtener las pupas que comprenden la al menos una proteína recombinante;
35

(e) opcionalmente, recoger la al menos una proteína recombinante; y

(f) opcionalmente, purificar la al menos una proteína recombinante.

La pupa de etapa (a) del método anterior en cuanto a la invención se refiere es la pupa según la presente invención,40
tal como se describió en detalle anteriormente. La pupa de la etapa (a) más generalmente pertenece preferiblemente
al orden Lepidoptera. Preferiblemente, la pupa pertenece al orden Lepidoptera, preferiblemente a los géneros 
Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis, Manduca, Helicoverpa, Ascalapha o Samia, preferiblemente a los 
géneros Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis o Helicoverpa, más preferiblemente a las especies 
Trichoplusia ni, Rachiplusia nu, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens, Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea, 45
Manduca sexta, Ascalapha odorata o Samia cynthia, incluso más preferiblemente a la especie Trichoplusia ni. Tal
como ya se describió anteriormente, la pupa puede comprender una secuencia de ácido nucleico que permite la 
expresión de una proteína recombinante. Tal como ya se describió anteriormente, la pupa puede comprender una
secuencia de ácido nucleico que permite la expresión por encima de los niveles endógenos de las proteínas IE-1, IE-
0 y/o fragmentos de las mismas que actúan como reguladores de la transcripción por encima de los niveles 50
endógenos obtenidos durante la infección por baculovirus.

La pupa de etapa (a) anterior puede evolucionar de un huevo. Por ejemplo, la pupa de la etapa a) anterior puede
evolucionar de huevo a pupa durante 15-18 días, por ejemplo, en cajas de cría reutilizables o de un solo uso 
especialmente diseñadas. La pupa de la etapa a) también puede proporcionarse ya en forma de una pupa.55

Si la pupa de la etapa (a) anterior está dentro de un capullo, el método para producir proteínas recombinantes de la 
presente invención puede comprender además una etapa de retirar la seda del capullo de la pupa. Por ejemplo, la 
seda del capullo puede disolverse, preferiblemente con una disolución de una sal que comprende preferiblemente
ácido hipocloroso (HClO), preferiblemente hipoclorito de sodio (NaClO), por ejemplo a concentraciones del 0,1% al60
5% p/v, tal como el 0,1%, el 0,2%, el 0,5%, el 1%, el 3% o el 5% p/v. Por ejemplo, las pupas pueden sumergirse o
pulverizarse con una disolución de hipoclorito de sodio a una concentración de desde el 0,1% hasta el 5% p/v. La
disolución de la seda del capullo puede tardar desde varios segundos hasta varios minutos. La eliminación de la 
seda del capullo de la pupa de la etapa (a), cuando la pupa está dentro de un capullo, se realiza preferiblemente de 
forma semiautomatizada o automatizada (eliminación de seda robotizada). En este sentido, el hecho de que el 65
capullo de algunas especies tales como Hyalophora cecropia o Bombyx mori sea un capullo grueso es una 
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desventaja respecto a otros géneros o especies (tal como el género Trichoplusia, en particular la especie
Trichoplusia ni). Las pupas del género Trichoplusia, en particular la especie Trichoplusia ni, tienen un capullo que es 
menos denso en seda, y puede disolverse fácilmente. Esto representa una ventaja, dado que todo el proceso puede
realizarse de forma automatizada o semiautomatizada, aumentando la eficiencia y reduciendo los costes globales.

5
El capullo puede retirarse en una máquina semiautomatizada que puede comprender un recipiente con la disolución 
que disuelve que va a aplicarse al capullo, preferiblemente con turbulencias de aire presurizado, para reducir el 
tiempo necesario para disolver el capullo de seda. Las pupas libres de seda pueden lavarse después en un 
recipiente de lavado para retirar trazas de la disolución que disuelve, y luego secarse con aire.

10
Por consiguiente, se prefieren pupas libres de seda, puesto que entonces, la etapa (b) es más fácil de realizar. Por
consiguiente, las pupas con un capullo muy denso se prefieren menos. Por ejemplo, las pupas de Bombyx mori 
tienen un capullo muy denso, grueso y compacto, que no puede retirarse fácilmente mediante disolución con una 
disolución salina durante unos pocos minutos, tal como se describió anteriormente. Lo mismo es cierto para las 
pupas de Hyalophora cecropia. El capullo de Bombyx mori y/o las pupas de Hyalophora cecropia deben retirarse15
manualmente.

Por el contrario, las pupas de otras especies tales como T. ni comprenden un capullo que es menos denso en seda, 
y puede disolverse fácilmente tal como se describió anteriormente. Por tanto, estas pupas se prefieren para el 
método de producción de proteínas recombinantes de la presente invención, puesto que su capullo puede retirarse20
mediante procedimientos automáticos o semiautomáticos, facilitando el escalado para obtener pupas listas para 
inyectarse con un baculovirus recombinante (etapa (b)).

Después de retirar la seda del capullo, las pupas se lavan preferiblemente con agua, con el fin de retirar trazas de la 
disolución salina (por ejemplo, hipoclorito de sodio). Las pupas libres de seda pueden secarse posteriormente y25
almacenarse a una baja temperatura (por ejemplo, 4ºC) antes de que la etapa (b) se lleve a cabo. Por ejemplo, las 
pupas libres de seda pueden almacenarse hasta 1 mes a baja temperatura (por ejemplo, 4ºC) antes de que la etapa
(b) se lleve a cabo.

La presente divulgación proporciona un método para producir una pupa libre de seda (preferiblemente una pupa libre 30
de seda que pertenece al género Lepidoptera, preferiblemente la pupa de la presente invención), que comprende las 
etapas de:

(a) proporcionar una pupa (preferiblemente la pupa de la presente invención tal como se describió 
anteriormente) contenida en un capullo;35

(b) tratar la pupa contenida en un capullo con una disolución de una sal, preferiblemente una disolución de
una sal de ácido hipocloroso, preferiblemente hipoclorito de sodio, tal como se describió en detalle 
anteriormente; y

40
(c) obtener una pupa libre de seda (y preferiblemente desinfectada esencialmente).

Por tanto, la presente invención también proporciona la pupa de la presente invención que está esencialmente libre
de seda (concretamente, sin un capullo). La pupa esencialmente libre de seda de la divulgación preferiblemente no 
pertenece a la especie Bombyx mori. En un aspecto preferido, la pupa esencialmente libre de seda de la presente 45
divulgación no pertenece a la especie Hyalophora cecropia. En un aspecto preferido, la pupa esencialmente libre de 
seda de la presente divulgación pertenece a los géneros Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis, Manduca,
Helicoverpa, Ascalapha o Samia, preferiblemente a los géneros Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis o
Helicoverpa. En un aspecto preferido, la pupa esencialmente libre de seda de la presente divulgación pertenece a 
las especies Trichoplusia ni, Rachiplusia nu, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens, Helicoverpa armigera, 50
Helicoverpa zea, Manduca sexta, Ascalapha odorata o Samia cynthia, incluso más preferiblemente a la especie
Trichoplusia ni.

La etapa (b) del método de la presente invención se refiere a la inoculación de la pupa de la etapa (a) con un 
baculovirus recombinante derivado del virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica55
(AcMNPV). Se han descrito en detalle anteriormente baculovirus recombinantes que pueden estar comprendidos en
la pupa de la presente invención, y también se muestra un esquema a modo de ejemplo en la figura 4B. Por 
consiguiente, preferiblemente, en la etapa (b), la pupa de la presente invención se inocula con un baculovirus 
recombinante, con el fin de proporcionar una pupa según la presente invención, que comprende un baculovirus 
recombinante, tal como se describió anteriormente. La solicitud de patente publicada como WO2012/168492 divulga 60
un baculovirus recombinante que puede inocularse a la pupa según la presente invención en la etapa (b) del método 
para producir proteínas recombinantes de la presente invención. El baculovirus recombinante comprende una 
secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína recombinante, preferiblemente una proteína 
recombinante seleccionada del grupo tal como se definió anteriormente en esta memoria descriptiva (casete de 
expresión).65
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Se prefieren pupas libres de seda, puesto que entonces la inoculación con el baculovirus recombinante es más fácil, 
y puede realizarse de manera automática o semiautomática, facilitando el escalado y la reproducibilidad del método.

La inoculación del baculovirus recombinante según la etapa (b) puede realizarse mediante técnicas conocidas en la 
técnica para el experto. Tal como se define en el presente documento, “inoculación” se refiere a la introducción de5
una sustancia en el cuerpo, en este caso, la introducción de baculovirus recombinante en pupas. La inoculación 
también puede denominarse “inyección”. Puesto que las larvas se inoculan con un baculovirus, este proceso
también puede denominarse en la presente descripción “infección de las larvas con un baculovirus”.

Preferiblemente, la inoculación se realiza inyectando en la pupa una cantidad específica de una disolución que 10
comprende al menos un baculovirus. La inyección se realiza preferiblemente con una aguja, que perfora la pupa y
dispensa una cantidad específica de una disolución que comprende el baculovirus dentro del cuerpo de la pupa. 
Esta etapa también puede automatizarse; las pupas pueden disponerse, por ejemplo, en una matriz o serie de
alveolo, y un robot o dispositivo de inoculación (descrito a continuación) puede dispensar automáticamente el 
baculovirus dentro de las pupas. Por ejemplo, la pupa puede disponerse en una matriz de alveolo (o serie),15
incluyendo la matriz una parte superior con un orificio en el centro, de modo que el robot o dispositivo de inoculación 
(que comprende una aguja, por ejemplo, en un brazo robótico) posiciona automáticamente la aguja en el alveolo, y
la aguja accede a la pupa a través del orificio de la parte superior. La aguja penetra en el cuerpo de la pupa, por 
ejemplo, aproximadamente 1-5 milímetros, preferiblemente alrededor de 3 mm (esto también puede automatizarse) y
dispensa la disolución que comprende el baculovirus dentro de la pupa. El dispositivo o robot puede comprender una 20
bomba de precisión que puede dispensar una cantidad exacta de baculovirus (por ejemplo, cantidades de 
aproximadamente 0,5-10 microlitros de una disolución que comprende el baculovirus, preferiblemente de
aproximadamente 5 l) en las pupas. El robot puede comprender un brazo que comprende una o más agujas que 
pueden inyectar el baculovirus en las pupas en posiciones precisas. Una vez se ha realizado esto, el robot deja el
alveolo, y, gracias a la parte superior de la matriz donde se disponen las pupas, la pupa se deja fácilmente sobre el25
alveolo de la matriz, y no se retira del mismo cuando el brazo del robot retira la aguja de la pupa, puesto que el 
orificio en la parte superior de la matriz es más pequeño que la pupa, de modo que sólo la aguja puede atravesarlo, 
por lo que la aguja se retira de la pupa y de la matriz de alveolo dejando la pupa en el mismo. Con esta disposición 
preferible, el proceso de inoculación es automático, rápido, eficaz y altamente reproducible (cada pupa recibe la 
misma cantidad de disolución que comprende el baculovirus, con el mismo procedimiento). El robot puede tener30
varias agujas de inoculación (concretamente, agujas que pueden inocular o inyectar el baculovirus en las pupas en 
posiciones precisas) que pueden desmontarse, y pueden inocular baculovirus en las pupas a una velocidad de entre
aproximadamente 3.000 y aproximadamente 10.000 pupas por hora.

Por ejemplo, se inocula una cantidad de más de aproximadamente 50 unidades formadoras de placas (UFP) de35
baculovirus en cada pupa. Por ejemplo, se inoculan aproximadamente 50, aproximadamente 100, aproximadamente
500, aproximadamente 1.000, aproximadamente 5.000, aproximadamente 10.000, aproximadamente 15.000, 
aproximadamente 20.000, aproximadamente 25.000, aproximadamente 30.000, aproximadamente 40.000, 
aproximadamente 50.000, aproximadamente 60.000, aproximadamente 75.000 o más UFP (incluso
aproximadamente 1.000.000) en cada pupa. Por ejemplo, tal como ya se mencionó anteriormente, el baculovirus 40
está comprendido en una disolución, de modo que una determinada cantidad de una disolución que comprende
baculovirus se inyecta en las pupas. Por ejemplo, la disolución puede ser medio de cultivo celular que comprende
baculovirus. Por ejemplo, la disolución puede ser una disolución tamponada que comprende baculovirus, tal como
una disolución de PBS 1x pH 7,4, PMSF 1 mM (inhibidor de proteasas) y DTT 5 mM que comprende baculovirus. 
Por ejemplo, las pupas pueden inocularse con una cantidad de aproximadamente 0,5 - 10 l de una disolución que 45
comprende un baculovirus, tal como aproximadamente 0,5 l, tal como aproximadamente 1-10 l, tal como
aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 5, aproximadamente 7 o
aproximadamente 10 l. Por ejemplo, cada pupa recibe 0,5 - 10 l de una disolución que comprende entre 50 y
1.000.000 UFP.

50
Gracias a la automatización de la inoculación, el robot puede inocular aproximadamente 3.000 pupas por hora o
más, tal como entre aproximadamente 3.000 y aproximadamente 10.000 pupas por hora. El robot es adecuado para 
suministrar un fluido en pupas proporcionadas en una matriz o serie.

La etapa (c) del método de la presente invención comprende incubar la pupa inoculada de la etapa (b) durante un 55
periodo de tiempo suficiente para que se exprese la al menos una proteína recombinante. Esta etapa de inoculación 
puede realizarse preferiblemente durante un periodo de tiempo de al menos aproximadamente 72 h, tal como
aproximadamente 72 h, aproximadamente 96 h, aproximadamente 100 h, aproximadamente 125 h, 
aproximadamente 150 h, aproximadamente 168 h o más (tras la inoculación). Preferiblemente, el tiempo de 
incubación es de aproximadamente 96-168 h tras la inoculación o aproximadamente 72-168 h tras la inoculación. La60
etapa de inoculación puede realizarse preferiblemente a una temperatura de aproximadamente a 22-28ºC,
preferiblemente en una incubadora sin ninguna necesidad de control de humedad o luz.

Las pupas inoculadas (que se disponen preferiblemente en el alveolo de la matriz) pueden dejarse en el alveolo de
la matriz durante el periodo de tiempo anterior (incubación). En otra realización, las pupas se retiran de la matriz y se65
colocan en cualquier otro sitio durante el tiempo de incubación, tal como bolsas o cualquier recipiente que permita la
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transpiración (la incubación debe realizarse preferiblemente en un recipiente en el que haya un intercambio de gases 
no en un recipiente completamente cerrado).

El experto calcularía el tiempo de incubación y las condiciones de incubación requeridos para cada pupa y cada
proteína recombinante basándose en experimentos previos, según la proteína que va a expresarse.5

La etapa (d) del método de la presente invención comprende obtener las pupas que comprenden la al menos una 
proteína recombinante que se ha expresado durante la etapa de incubación (c). Las pupas que comprenden la al 
menos una proteína recombinante pueden recogerse de la matriz/serie (o lugar de incubación). Estas pupas que 
comprenden la al menos una proteína recombinante pueden almacenarse (congeladas o liofilizadas) para el 10
procesamiento posterior. Por ejemplo, las pupas que comprenden la al menos una proteína recombinante pueden
envasarse en un envase (preferiblemente a vacío). El envase que comprende las pupas puede almacenarse, 
transportarse y/o procesarse adicionalmente.

La presente invención también proporciona un envase que comprende las pupas de la presente invención, en el que15
preferiblemente, las pupas comprenden al menos una proteína recombinante. Preferiblemente, las pupas se 
envasan a vacío, y el envase de la presente invención comprende, por tanto, pupas a vacío, que están, por ejemplo, 
congeladas o liofilizadas, para evitar la oxidación. Esto permite una manipulación más fácil y periodos de 
almacenamiento más largos.

20
Las pupas obtenidas según la etapa (d) del método anterior también pueden congelarse y almacenarse para el
procesamiento posterior. Por ejemplo, las pupas pueden congelarse inmediatamente después de recogerlas a 
aproximadamente -20ºC, o a aproximadamente -80ºC, hasta que se procesan adicionalmente. Por ejemplo, las 
pupas que comprenden la al menos una proteína recombinante pueden congelarse a una temperatura de, por 
ejemplo, entre aproximadamente -20ºC y -70ºC, hasta que se extraiga la proteína recombinante. Las pupas que 25
comprenden la proteína recombinante pueden almacenarse congeladas durante largos periodos de tiempo, tales
como, por ejemplo, durante más de 1 año.

La etapa (e) (opcional) del método de la presente invención comprende, opcionalmente, recoger la al menos una 
proteína recombinante. El experto es consciente de métodos y protocolos para recoger la al menos una proteína 30
recombinante comprendida en las pupas obtenidas en la etapa (d). Por supuesto, estos métodos y/o protocolos
pueden depender de la naturaleza de la proteína recombinante que se ha expresado.

Por ejemplo, la proteína puede extraerse homogeneizando las pupas (por ejemplo, en una máquina 
homogeneizadora o mezcladora homogeneizadora, tal como una homogeneizadora combinadora o una 35
homogeneizadora de rotor-estator, durante al menos varios segundos/minutos), preferiblemente en presencia de un 
tampón de pH neutro, tampón que comprende preferiblemente antioxidantes (agentes reductores), inhibidores de la 
proteasa y detergentes apropiados. Por ejemplo, el tampón comprende aproximadamente 1-25 mM de un agente 
reductor y aproximadamente el 0,01%-2% (volumen/volumen) de un producto detergente. Preferiblemente, el 
tampón comprende además una mezcla de inhibidores de la proteasa.40

Después de la homogeneización, los extractos pueden sonicarse y/o centrifugarse (por ejemplo, 15.000-20.000 G) 
para eliminar los residuos de insectos, y filtrarse.

Por ejemplo, los medios de extracción (métodos y protocolos para recoger la al menos una proteína recombinante 45
comprendida en las pupas) comprenden romper físicamente las pupas, centrifugaciones, etapas de filtración de flujo 
tangencial, sonicación, métodos cromatográficos y/o filtraciones por esterilización.

En una realización preferida, la viscosidad del homogenado puede reducirse a través de su incubación (filtración)
con una tierra de diatomeas (por ejemplo, Celite). Puede incluirse una etapa de precipitación de proteínas.50

El extracto puede clarificarse a través de filtración de flujo tangencial, usando un filtro que está disponible para su
selección por el experto según la naturaleza de la proteína recombinante. El tampón puede cambiarse mediante un
proceso de diafiltración (por ejemplo, en el mismo dispositivo de filtración tangencial).

55
La etapa (f) (opcional) del método de la presente invención comprende, opcionalmente, purificar la al menos una 
proteína recombinante. El experto es consciente de técnicas de purificación de proteínas. Por ejemplo, la purificación
puede lograrse mediante purificación por cromatografía, filtración o ultracentrifugación.

Por tanto, puede obtenerse la proteína recombinante purificada. Un esquema de una realización de este método se 60
muestra en la figura 17.

La proteína recombinante que puede obtenerse mediante el método de la presente invención tiene un alto grado de
pureza, y puede usarse en vacunas, diagnóstico, cosméticos o en terapia.

65
Método para producir un baculovirus recombinante
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La presente divulgación proporciona además un método para producir un baculovirus recombinante que comprende
las etapas de:

(a) proporcionar una pupa,5

(b) transfectar la pupa de la etapa (a) con un vector de bácmido adecuado para producir un baculovirus 
recombinante derivado del virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica
(AcMNPV);

10
(c) incubar la pupa inoculada de la etapa (b) durante un periodo de tiempo suficiente para que se produzca 
el baculovirus recombinante;

(d) obtener las pupas que comprenden el baculovirus recombinante;
15

(e) opcionalmente, recoger el baculovirus recombinante; y

(f) opcionalmente, purificar el baculovirus recombinante.

Preferiblemente, la pupa proporcionada en la etapa (a) es una pupa libre de seda tal como se definió anteriormente.20
La pupa pertenece preferiblemente a los géneros Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis, Manduca, 
Helicoverpa, Ascalapha o Samia, preferiblemente a los géneros Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, Heliothis o
Helicoverpa, más preferiblemente a las especies Trichoplusia ni, Rachiplusia nu, Spodoptera frugiperda, Heliothis 
virescens, Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea, Manduca sexta, Ascalapha odorata o Samia cynthia, incluso más
preferiblemente a la especie Trichoplusia ni.25

En la etapa (b), la pupa de la etapa (a) se transfecta con un vector de bácmido adecuado para producir un 
baculovirus recombinante derivado del virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica
(AcMNPV).

30
Esta etapa (b) también puede denominarse “etapa de inoculación”, puesto que puede realizarse de manera similar
que la etapa (b) del método para producir una proteína recombinante descrita anteriormente (pero en lugar de
inocular un baculovirus, se inocula un vector de bácmido), concretamente de manera automática o semiautomática, 
usando el dispositivo de la presente invención (también descrito a continuación). El dispositivo puede inocular en la 
pupa (que se coloca preferiblemente en el alveolo de una matriz, que comprende una tapa con orificios) una 35
cantidad específica de una disolución que comprende el vector de transferencia y/o bácmido que va a inocularse a la
pupa, por medio de inyección con una aguja, tal como se describió anteriormente.

El vector de bácmido puede generarse mediante procedimientos conocidos para el experto, por ejemplo, generando 
de manera secuencial un vector de clonación, un vector donador, un vector de transferencia y, finalmente, un vector 40
de bácmido. Por ejemplo, la generación de un vector de bácmido se describe en la solicitud de patente publicada 
como WO 2014/086981.

En una realización preferida, este vector de transferencia y/o bácmido comprende o alternativamente, consiste en,
una secuencia de ácido nucleico que permite la expresión por encima de los niveles endógenos de las proteínas IE-45
1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas que actúan como reguladores de la transcripción por encima de los niveles 
endógenos obtenidos durante la infección por baculovirus y una región homóloga recombinante (hr) ligada 
operativamente a cualquier promotor que es adecuado para dirigir la expresión de una proteína recombinante. Estas 
secuencias de ácido nucleico ya se han descrito anteriormente. Por ejemplo, la secuencia de ácido nucleico que 
permite la expresión de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas se selecciona preferiblemente del 50
grupo que consiste en:

(a) un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5;

(b) una secuencia de ácido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%,55
preferiblemente al menos el 75%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 
85%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de 
nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5 y que codifica para una proteína que puede actuar 
como regulador de la transcripción en un baculovirus recombinante;

60
(c) una secuencia de ácido nucleico que codifica para un aminoácido que contiene la secuencia de
aminoácidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; y

(d) una secuencia de ácido nucleico que codifica para una secuencia de aminoácidos que tiene una 
similitud de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 75%, más preferiblemente al menos 65
el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más 
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preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de aminoácidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 
6-9 que puede actuar como regulador de la transcripción en un baculovirus recombinante.

Además, el promotor que dirige la expresión de dicha proteína recombinante se selecciona preferiblemente del 
grupo de ácidos nucleicos que comprende:5

(a) un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-
14, preferiblemente indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 11-13; y

(b) una secuencia de ácido nucleico que puede actuar como promotor en un baculovirus recombinante y 10
que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 75%, más
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 
90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de 
SEQ ID NO: 10-14, preferiblemente indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 11-13.

15
La región homóloga recombinante (hr) es preferiblemente la secuencia indicada en SEQ ID NO: 21 (hr1). La 
secuencia de ácido nucleico que comprende combinaciones de promotor recombinante, secuencias que codifican
para reguladores de la transcripción y regiones potenciadoras se seleccionan preferiblemente del grupo que 
comprende SEQ ID NO: 15-20.

20
Preferiblemente, el vector inoculado a las pupas es un bácmido.

La etapa (c) se refiere a la incubación de la pupa inoculada de la etapa (b) durante un periodo de tiempo suficiente 
para que se produzca el baculovirus recombinante. Por ejemplo, este periodo de tiempo para la pupa de T. ni puede
ser desde aproximadamente 72 h hasta aproximadamente 7 días, según la dosis de virus y la temperatura. El 25
experto puede calcular el periodo de tiempo suficiente para que se produzca el baculovirus recombinante.

Después, se obtienen las pupas que comprenden el baculovirus recombinante (etapa (d)). Las pupas que 
comprenden el baculovirus recombinante pueden almacenarse para procesamiento adicional. Por ejemplo, pueden
envasarse a vacío, para reducir el proceso de oxidación y facilitan su manipulación y aumentar el tiempo de 30
almacenamiento seguro. Por ejemplo, las pupas que comprenden el baculovirus recombinante pueden congelarse
(por ejemplo, a de -20ºC a -80ºC) antes de que se procesen adicionalmente. Por ejemplo, las pupas que 
comprenden el baculovirus recombinante pueden liofilizarse antes de que se procesen adicionalmente.

Opcionalmente, el baculovirus recombinante puede recogerse y purificarse (etapas (e) y (f)).35

Dispositivo de la presente divulgación

La presente divulgación también proporciona un dispositivo (también denominado en la presente invención robot) 
que comprende una bomba de precisión, un brazo mecánico móvil y una aguja (desmontable) adecuada para 40
inyectar un fluido (preferiblemente una disolución que comprende baculovirus o vectores de bácmido) en una pupa 
(preferiblemente a la pupa de la presente invención, que es preferiblemente una pupa libre de seda y que pertenece 
preferiblemente al orden Lepidoptera, preferiblemente a los géneros Trichoplusia, Rachiplusia, Spodoptera, 
Heliothis, Manduca, Helicoverpa, Ascalapha o Samia, preferiblemente a los géneros Trichoplusia, Rachiplusia, 
Spodoptera, Heliothis o Helicoverpa, más preferiblemente a las especies Trichoplusia ni, Rachiplusia nu, Spodoptera45
frugiperda, Heliothis virescens, Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea, Manduca sexta, Ascalapha odorata o Samia
cynthia.

Tal como se describió en detalle anteriormente, la pupa puede proporcionarse preferiblemente en una matriz (o
serie), concretamente la pupa se dispone en el alveolo de una matriz, de modo que el dispositivo puede ubicar50
fácilmente las pupas de manera automática. Preferiblemente, la matriz comprende una tapa, con orificios que son
más pequeños que la pupa (concretamente las pupas no pueden atravesar los orificios).

El dispositivo puede comprender además un programa informático para definir la posición de la aguja (y/o la posición
del brazo mecánico) y/o para calcular la distancia desde la punta (extremo) de la aguja hasta la pupa y/o la distancia 55
de penetración de la aguja en la pupa y/o el volumen de líquido (preferiblemente una disolución que comprende
baculovirus o vectores de bácmido) que va a inocularse en la pupa. Además, el dispositivo de la presente 
divulgación puede comprender además un programa informático para calcular el tiempo de inoculación y/o el tiempo 
entre diferentes inoculaciones en las pupas. El dispositivo puede comprender además una cámara para definir la 
posición de la aguja.60

En un aspecto preferido, el fluido inyectado por el dispositivo de la presente divulgación comprende un baculovirus
recombinante. En otro aspecto ,el fluido inyectado por el dispositivo de la presente invención comprende un vector 
de bácmido adecuado para producir un baculovirus recombinante derivado de AcMNPV, tal como se describió 
anteriormente en esta descripción.65
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El dispositivo de la presente divulgación es adecuado para realizar la etapa (b) del método para producir una 
proteína recombinante de la presente invención y la etapa (b) del método para proporcionar un baculovirus 
recombinante de la presente invención.

Por ejemplo, el dispositivo de la presente divulgación es adecuado para inyectar (inocular) en la pupa una cantidad 5
de fluido que está en el intervalo de desde aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente 10,0 l, tal como
aproximadamente 0,5 l, tal como aproximadamente 1-10 l, tal como aproximadamente 1, aproximadamente 2, 
aproximadamente 3, aproximadamente 5, aproximadamente 7 o aproximadamente 10 l.

Por ejemplo, la aguja comprendida en el dispositivo de la presente divulgación puede penetrar en la pupa una 10
distancia de desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 4,5 mm, preferiblemente alrededor de 3 mm.

Por ejemplo, el dispositivo de la presente divulgación comprende varias agujas de inoculación desmontables, y
puede inocular fluido (preferiblemente una disolución que comprende baculovirus o vectores de bácmido) a 
velocidades de entre aproximadamente 3.000 y 10.000 pupas por hora.15

Por ejemplo, el fluido inyectado por el dispositivo de la presente divulgación comprende baculovirus, preferiblemente
en una cantidad de desde 50 hasta 106 UFP/dosis inyectada en cada pupa. Por ejemplo, el dispositivo de la presente 
divulgación inyecta (inocula) a cada pupa una cantidad de más de aproximadamente 50, o más de aproximadamente
100, o más de aproximadamente 500 unidades formadoras de placas (UFP) de baculovirus. Por ejemplo, se 20
inoculan aproximadamente 50, aproximadamente 100, aproximadamente 300, aproximadamente 500, 
aproximadamente 1.000, aproximadamente 5.000, aproximadamente 10.000, aproximadamente 15.000, 
aproximadamente 20.000, aproximadamente 25.000, aproximadamente 30.000, aproximadamente 40.000, 
aproximadamente 50.000, aproximadamente 100.000, aproximadamente 500.000 o más UFP en cada pupa, tal 
como aproximadamente 1.000.000 UFP.25

El dispositivo de la presente divulgación comprende preferiblemente bombas de alta precisión que permiten que el 
dispositivo inocule el volumen deseado de fluido (preferiblemente una disolución que comprende baculovirus o
vectores de bácmido) en las pupas con una alta precisión.

30
El dispositivo de la presente divulgación es adecuado para suministrar un fluido en pupas proporcionadas en una 
matriz o serie.

Preferiblemente, el dispositivo de la presente divulgación comprende además un programa informático para calcular
el tiempo de inoculación y/o el tiempo entre inoculaciones en las pupas, que debe ser un tiempo suficiente para35
dispensar el líquido que contiene el baculovirus a cada pupa.

Preferiblemente, el dispositivo de la presente divulgación comprende además una cámara para definir la posición de
la aguja.

40
La presente divulgación proporciona además un dispositivo para la retirada de seda (dispositivo de retirada de seda). 
Una representación esquemática de un ejemplo de dispositivo de retirada de seda de la presente invención se 
representa en la figura 3 (dispositivo semiautomático para la retirada de seda de los capullos de T. ni).

El dispositivo de retirada de seda de la presente divulgación (también denominado “máquina de retirada de seda”) 45
comprende al menos un recipiente que contiene una disolución que disuelve seda, tal como se explicó
anteriormente. Por ejemplo, el recipiente comprende ácido hipocloroso. El primer recipiente puede comprender 
también preferiblemente un sistema para proyectar el líquido a través de los módulos de cría que contienen los
capullos (ayuda a disolver más eficazmente la seda alrededor de la pupa). La disolución que disuelve se aplica 
preferiblemente al capullo con turbulencias de aire presurizado, para reducir el tiempo necesario para disolver el 50
capullo de seda.

Preferiblemente, el dispositivo de retirada de seda de la presente divulgación comprende además un segundo 
recipiente, que es un recipiente de lavado y comprende y/o dispersa una disolución adecuada para retirar trazas de
seda y disolución que disuelve seda de las pupas, tal como agua. La disolución (preferiblemente agua) se pulveriza55
preferiblemente sobre las crisálidas (pupas). Preferiblemente, en la parte superior de este recipiente, hay un sistema 
que dispensa aire para secar las pupas. Por consiguiente, después del lavado de las pupas, se secan
preferiblemente con aire. Al final del proceso, las pupas están libres de seda y listas para infectarse o almacenarse
(refrigeradas) hasta su uso.

60
Resumen de secuencias

SEQ ID NO: Nombre:

1 ADNc de Ac-ie-01 completo
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2 Secuencia codificante de proteínas (CDS) de IE-1

3 CDS de IE-0

4 CDS del dominio N-terminal de IE-1

5 CDS del dominio N-terminal de IE-0

6 Proteína IE-1

7 Proteína IE-0

8 Proteína de dominio N-terminal de IE-1

9 Proteína de dominio N-terminal de IE-0

10 polh (promotor)

11 p10 (promotor)

12 pB29p10 (promotor)

13 p6.9p10 (promotor)

14 pB29 (promotor)

15 polhAc-ie-01/hr1p10

16 polhAc-ie-01/hr1pB29p10

17 polhAc-iee-01/hr1p6.9p10

18 pB29Ac-ie-01/hr1p10

19 pB29Ac-ie-01/hr1pB29p10

20 pB29Ac-ie-01/hr1p6.9p10

21 Potenciador de la región homóloga hr1

22 polhAc-ie-01

23 polhGFP

24 hr1pB29p10

25 ORF2 de circovirus porcino tipo 2

26 Proteína de la cápside (Cap) del circovirus porcino tipo 2

27
polhAc-ie-01/hrp6.9p10Cap (incluyendo la señal de poliadenilación del gen p10 
después del gen Cap)

28 polhCap

29 polhAc-ie-01/hr1p6.9p10Cap

30
Proteína de hemaglutinina sin dominio transmembrana de un virus de la gripe H1, 
cepa PR8 (MelHAHis)

31
polhAc-ie-01/hrp6.9p10HA1 (incluyendo la señal de poliadenilación del gen p10 
después del gen H1) (polhAc-ie-01/hr1p6.9p10MelHA)

32 VP60 de RHDV AST789 (genogrupo G1)

33 VP60 de RHDV N11 (genogrupo RHDVb)

34
polhAc-ie-01/hrp6.9p10VP60G1 (incluyendo la señal de poliadenilación del gen p10 
después del gen H1)

35
polhAc-ie-01/hr1p6.9p10VP60RHDVb (incluyendo la señal de poliadenilación del gen 
p10 después del gen H1)

36 VP60 de RHDV AST789 (genogrupo G1) (secuencia de aminoácidos)

37 VP60 de RHDV N11 (genogrupo RHDVb) (secuencia de aminoácidos)

38 polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP

Ejemplos

Ejemplo 1. Producción de pupas de T. ni
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Se criaron larvas de insecto en cajas de cría reutilizables o de un solo uso que contenían varios cientos de larvas a
las que se les permitió evolucionar durante 15-18 días de huevo a pupa (figura 1). A continuación, se sumergieron o
pulverizaron las cajas de cría completas o pupas recogidas con una disolución de hipoclorito de sodio a 
concentraciones del 0,1% al 5% p/v para disolver las fibras de seda de los capullos. Se disolvió la seda en unos 5
pocos minutos y luego se lavaron las pupas con agua para retirar trazas de hipoclorito. Se secaron posteriormente 
las pupas y se almacenaron a 4ºC hasta la inoculación de baculovirus. Este proceso es más sencillo con respecto a
la misma operación con capullos de Bombyx mori dada la menor densidad de las hebras de seda de lepidópteros de
T. ni, tal como puede observarse en la figura 2. Los capullos de Bombyx mori requieren intervención manual para
liberar las pupas, mientras que la seda de T. ni es fácil de disolver y retirar mediante procedimientos automáticos o 10
semiautomáticos, facilitando el escalado de la obtención de pupas listas para inyectarse con un baculovirus 
recombinante para la producción de proteínas recombinantes.

Ejemplo 2. Baculovirus recombinantes dobles que contienen una secuencia potenciadora (hr1) ligada 
operativamente a un promotor quimérico (p6.9 y p10) y los factores de transactivación IE-1 e IE-0 sobreexpresados 15
son altamente eficaces en la producción de proteínas recombinantes en pupas de insecto

Se comparó la expresión de proteína recombinante dirigida bajo el control de un promotor quimérico potenciada por
la secuencia repetida homóloga de baculovirus hr1 y transactivada por los factores IE-1 e IE-0 sobreexpresados en
pupas de insecto (T. ni) con la obtenida usando un baculovirus convencional. Se clonó el gen codificante para la 20
proteína fluorescente verde recombinante (GFP) en un baculovirus de AcMNPV convencional bajo el control del
promotor de polihedrina mediante medios convencionales (figura 4A). También se generó otro baculovirus de 
AcMNPV modificado mediante el casete que contiene los elementos reguladores mencionados anteriormente
(casete de expresión TB) que contenía el gen codificante de GFP (figura 4B). Se infectaron pupas con 50.000 UFP
de cada baculovirus mediante un robot de inoculación (figura 5A), que comprende una bomba de precisión que 25
puede dispensar cantidades de microlitros del inóculo de virus y un brazo robótico que puede inyectar el virus en
posiciones precisas. Se distribuyeron las pupas en una matriz de alveolo con una parte superior con un orificio en el 
centro de cada alveolo (figura 5B). La aguja de inoculación (desmontable) accedió a las pupas a través del orificio y
penetró en las pupas varios milímetros para inyectar el baculovirus (figura 5C). Se dispensó el virus recombinante 
contenido en de 0,5 a 10 microlitros (l) en las pupas y durante la retracción de la aguja las pupas se retuvieron en el 30
alveolo debido a la parte superior. Este robot de inoculación mostró una velocidad de inoculación de al menos 3.000
pupas por hora, al menos 6 veces más velocidad que la inoculación manual por un experto.

Después de un periodo de incubación tras la inoculación de 96-168 h, se recogieron las pupas y se extrajo la
proteína en una máquina homogeneizadora en presencia de un tampón de pH neutro que contenía antioxidantes, 35
inhibidores de la proteasa y detergentes no iónicos (por ejemplo, PBS1X pH 7,4 + ditiotreitol (DTT) 5 mM + fluoruro 
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM + Brij 35 al 0,1% + Sarkosyl al 0,5%. Se centrifugaron los extractos a 15.000-
20.000 g y se filtraron. Se analizaron los extractos mediante electroforesis SDS-PAGE y se tiñeron los geles con azul 
de Coomassie (figura 6A). Los rendimientos de producción (expresados como miligramos por unidad de biomasa) de
la proteína GFP producida por cada baculovirus en las pupas infectadas se calcularon mediante densitometría 40
usando una curva de albúmina sérica bovina (BSA). Este análisis dio un aumento de alrededor de 5,6 veces de la
productividad de GFP en pupas obtenidas mediante el baculovirus modificado genéticamente con el casete TB con
respecto a la obtenida con el baculovirus convencional (concretamente un baculovirus que comprende, por ejemplo,
el promotor de polihedrina sin ningún otro elemento regulador en el casete de expresión) (figura 6B).

45
Ejemplo 3. Expresión de diferentes proteínas mediante baculovirus modificados con TB en pupas de T. ni

Para analizar el beneficio de usar el casete de expresión TB (TopBac) (SEQ ID NO: 17) para la expresión de
proteínas adicionales, se clonaron dos genes en el casete TB y se obtuvieron los baculovirus recombinantes
correspondientes, así como baculovirus convencionales que expresan los genes bajo el control del promotor de 50
polihedrina (polh) (figura 7). Los dos genes usados para obtener los baculovirus recombinantes eran aquellos que
codifican para las proteínas Cap del circovirus porcino tipo 2 derivadas de la capa PCV2a GER3 (SEQ IS NO: 25 y
27) y la hemaglutinina del virus de la gripe (H1) derivada de la cepa de virus A/PR/8/34 (SEQ ID NO: 30 y 31). Los
baculovirus TB(-) (concretamente un baculovirus convencional que incluye el promotor de polihedrina para expresar
la proteína en el casete de expresión pero que no se modificó mediante el casete de expresión TopBac (TB)) y TB(+) 55
resultantes se compararon para determinar su productividad en pupas de T. ni usando los mismos protocolos de 
infección y extracción de proteínas que los usados y descritos en el ejemplo 2.

La comparación de los rendimientos de producción (expresados como miligramos por unidad de biomasa) en pupas 
infectadas mediados por baculovirus convencionales (TB(-)) o modificados con TB (TB(+)) mostraron que para60
ambas proteínas el casete de expresión TB aumentó el rendimiento de producción. En el caso de la proteína Cap del 
circovirus porcino, un aumento de 2,79 veces en la producción de proteínas cuando se infectó la pupa con un 
baculovirus modificado con TB en comparación con una pupa infectada con baculovirus convencional (figura 8). 
Para la proteína HA del virus de la gripe, este aumento fue de 2,04 veces (figura 9). Estos resultados confirmaron 
que el casete TB aumenta significativamente la producción de proteínas recombinantes en pupas de T. ni.65
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Ejemplo 4. La producción de proteínas recombinantes en pupas de T. ni infectadas por baculovirus es más eficaz 
que en larvas

Se llevó a cabo la expresión comparativa de cinco proteínas recombinantes en baculovirus TB(+) en pupas y larvas
de T. ni. Las proteínas expresadas fueron las siguientes: GFP (SEQ ID NO: 23), Cap (SEQ ID NO: 25), HA (SEQ ID 5
NO: 30) y la VP60 (proteína de la cápside) de dos cepas de calicivirus hemorrágico del conejo (genogrupo 1 de 
RHDV y RHDVb; SEQ ID NO: 32 y 33) (figura 10). Se infectaron pupas y larvas con 50.000 UFP del baculovirus 
TB(+) correspondiente. Se recogieron los insectos infectados (larva y pupa) a las 96 h tras la infección. Se 
analizaron los extractos solubles de proteína mediante electroforesis SDS-PAGE teñida con azul de Coomassie 
(figuras 11A, 12A, 13A y 14A). Se cuantificaron las proteínas recombinantes mediante densitometría usando una 10
curva de BSA y se expresaron los rendimientos de producción como miligramos por unidad de biomasa (figuras 11B,
12B, 13B y 14B). En todos los casos, las pupas expresaron mayores cantidades de proteína recombinante que las
larvas, con razones crecientes de desde 1,06 hasta 3,64.

Ejemplo 5. Producción de partículas similares a virus (VLP) en pupas de T. ni15

Para demostrar la producción de VLP en pupas infectadas, se procesaron extractos de proteína de pupas infectadas 
con el baculovirus TB(+) que expresaban la proteína VP60 de las dos cepas de calicivirus del conejo analizadas en 
el ejemplo 4 para la purificación de VLP. Se extrajeron las VLP de pupas infectadas a las 96 h tras la infección
mediante centrifugación en presencia de detergentes (Sarkosyl al 2% (Sigma) y EDTA 5 mM (Sigma) en PBS 20
(fosfato de sodio 0,2 M, NaCl 0,1 M, pH 6,0) e inhibidores de la proteasa (Complete®, Roche) y se incubaron 
durante la noche a 4ºC. A continuación, se trataron con ADNasa I (Roche Diagnostics) durante 1 h a 37ºC. Después
de una centrifugación adicional (2.000 x g, 5 min), se sometieron los sobrenadantes a ultracentrifugación (131.453 x 
g; 2,5 h). Se extrajeron los sedimentos dos veces en Vertrel (Sigma) y se sometieron a una segunda
ultracentrifugación (131.453 x g; 2,5 h). Finalmente, se resuspendieron los sedimentos en PBS 1X y se almacenaron 25
a 4ºC hasta el análisis.

Se analizaron los sedimentos mediante microscopía electrónica de transmisión realizada mediante medios 
convencionales. En resumen, se aplicaron VLP purificadas (aproximadamente 5 l) a rejillas recubiertas con carbono 
sometidas a descarga luminiscente durante 2 min. Se tiñeron negativamente las células con acetato de uranilo 30
acuoso al 2% (p/v). Se registraron micrografías con un microscopio EM 2000 Ex (JEOL, Japón). Tal como se 
muestra en la figura 14, se observaron VLP de la forma y el tamaño esperados correspondientes a RHDV, lo que
demuestra que se lleva a cabo un plegamiento y autoensamblaje corregidos en los tejidos de pupas infectadas por
baculovirus (figura 15).

35
Ejemplo 6. Producción de inóculo de virus en pupas de T. ni infectadas

Se cultivaron líneas celulares de Spodoptera frugiperda (Sf21 y Sf9) a 27ºC en medio TNMFH (PAN Biotech GmbH,
Alemania) con suero bovino fetal inactivado con calor al 10% (PAN Biotech GmbH) y gentamicina (50 g/ml) (PAN 
Biotech GmbH). Se evaluaron la viabilidad y la densidad celular mediante tinción con azul de tripano. Se calculó la 40
viabilidad celular basándose en el porcentaje de células vivas con respecto al número total de células a diversos 
tiempos tras la infección.

Las células Sf9, que se cultivaron en suspensión, se infectaron en frascos rotatorios (80 ml de medio de cultivo) a 
una densidad celular de 2x106 células/ml. La viabilidad celular en el momento de la infección era >99% en45
suspensión. Se infectaron células Sf9 in vitro con baculovirus recombinantes a una multiplicidad de infección (MOI) 
de 0,01 a 0,1. Después de 72-96 h tras la infección, se recuperó el inóculo de virus a partir de los sobrenadantes
después de la centrifugación. Se calculó el título de virus mediante un ensayo de unidades formadoras de placas
(ufp), obteniendo títulos de virus entre 107 y 108 virus por ml.

50
Se usaron los virus para infectar pupas de T. ni con dosis que oscilaban desde 5 x 102 hasta 104 ufp. Después de 3-
7 días, se homogeneizaron las pupas para recoger el virus infeccioso en medios de cultivo celular o en un tampón 
de PBS específico que contenía DTT e inhibidor de la proteasa PMSF. Se centrifugaron homogenados de pupas
para eliminar los residuos de pupas a 5.000 x g durante 30 min. Después, se filtró secuencialmente el sobrenadante 
que contenía el virus mediante un filtro de 0,45 y 0,22 micrómetros y se conservó la preparación de virus resultante55
mezclando con glicerol y luego pudo congelarse o liofilizarse. Se titularon las reservas de virus en larvas en el quinto
instar de T. ni usando el método de Karber en concreto, DIL50 (dosis infecciosa de larvas 50). El significado 
estadístico de una dosis infecciosa calculada de esta manera es que una población de larvas infectada con una DI50
mostrará un 50% de individuos infectados. Se observaron las larvas durante al menos 96 h con el fin de detectar
signos clínicos y para seguir su evolución hasta pupa. Los títulos típicos de virus estaban entre 106 y 108 ufp/ml de60
preparación de virus. Además, puede obtenerse un inóculo de baculovirus sin una generación de vector de 
baculovirus previa en cultivos celulares. Pueden transfectarse las pupas con un bácmido obtenido en bacterias
mediante un procedimiento de transposición. La figura 16 representa el procedimiento general para obtener una 
reserva de virus en pupa mediante un sistema libre de células.

65
Ejemplo 7. Cultivo celular y virus
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Se cultivaron las líneas celulares de Spodoptera frugiperda Sf21 o Sf9 en placas de cultivo tisular de 6 pocillos 
(1x106 células/pocillo) en medio de insectos TNM-FH (Pan Biotech™, Alemania) que contenía suero bovino fetal
inactivado con calor al 10% (Pan Biotech™, Alemania) a 27ºC. Se obtuvieron baculovirus de AcMNPV recombinante 
mediante el sistema de expresión de baculovirus “Bac-to-Bac®” (invitrogen™, EE.UU.). Se generaron los diferentes5
vectores de transferencia TB(+) que contenían los elementos reguladores de ADN recombinante usando el plásmido
pFastBac™-DUAL (invitrogen™). Se usaron estos vectores de transferencia para transfectar células Sf21 con
Cellfectin® (invitrogen™, EE.UU.). Los baculovirus recombinantes resultantes de la infección de células Sf21 se
hicieron pasar entonces dos veces en células y se titularon mediante el método de ensayo de placa. Los constructos 
génicos obtenidos de los casetes de expresión de baculovirus TB (+) se muestran esquemáticamente en las figuras 10
4, 7 y 10, que muestran las combinaciones de elementos reguladores genéticos implicados en la expresión de genes 
(polhAc-ie-01/hr1p6.9p10, SEQ ID NO: 17, más la secuencia del gen que codifica para la proteína deseada, por 
ejemplo, SEQ ID NO: 26, 30, 32 y 33). Se usaron los diferentes casetes de expresión para generar los baculovirus 
recombinantes usados en los ejemplos mostrados en las figuras 6, 8, 9, 11, 12, 13 y 14.

15
Ejemplo 8. Generación del vector de clonación

El vector de clonación es un pequeño trozo de ADN que contiene el casete de expresión de baculovirus TB(+) en el
que puede insertarse un fragmento de ADN foráneo tratando el vehículo y el ADN foráneo con una enzima de 
restricción que crea la misma proyección, ligando entonces los fragmentos entre sí. Las características esenciales20
del vector de clonación son que debe incluir un sitio de clonación múltiple sintético (MCS) para facilitar la inserción 
de genes foráneos dirigidos en una orientación elegida, un marcador seleccionable, tal como una resistencia a 
antibiótico para permitir la selección de células transformadas positivamente, y un origen funcional de replicación
(ORI) para la propagación en bacterias.

25
Ejemplo 9. Generación del vector donador que contiene el casete de expresión de baculovirus de la presente 
invención

Un vector donador consiste en un vector de clonación, por ejemplo, un plásmido pUC57, que contiene el casete de 
expresión de baculovirus, en el que se ha clonado un gen foráneo usando las enzimas de restricción apropiadas. Se 30
sintetizó el casete de expresión de baculovirus TB(+) usado ligando las siguientes secuencias de ADN: (i) el 
regulador de la transcripción de baculovirus que codifica para la secuencia de Ac-ie-01 (por ejemplo, SEQ ID NO: 1-
5) hacia 3’ de una secuencia de promotor, tal como el promotor polh (por ejemplo, SEQ ID NO: 10) y hacia 5’ de la 
señal de poliadenilación de TK de VHS y (ii) en otro locus una secuencia potenciadora, por ejemplo, la región 
homóloga hr1, hacia 5’ de (iii) una secuencia de promotor, por ejemplo, p6.9p10 (por ejemplo, SEQ ID NO: 13), 35
seguida por un sitio de clonación múltiple (MCS) para clonar el gen de interés y la señal de poliadenilación de p10 
hacia 3’ del MCS (figuras 4, 7 y 10). El casete de expresión de baculovirus está flanqueado por sitios de restricción 
específicos (por ejemplo, Bg1II y BstZ171 en el extremo 5’-terminal y Bg1 II y Sgf I en el extremo 3’-terminal) para
facilitar la subclonación en un vector de transferencia de un sistema de generación de baculovirus comercial (basado
en la transposición, por ejemplo, el sistema “Bac-to-Bac®” (invitrogen™) o basado en recombinación homóloga, por 40
ejemplo, “flashBAC™” (Oxford Expression Technologies™), “Baculogold™” (BD Biosciences™), “BacPAK6™”
(Clontech™). “Bac-N-Blue DNA™” (invitrogen ™).

Se clonaron los genes foráneos codificantes en el MCS del vector de clonación usando los sitios de restricción Nco I 
y Spe I, generando los vectores de plásmido donador.45

Ejemplo 10. Generación del vector de transferencia que contiene el casete de expresión de baculovirus de la 
presente invención

Se generó el vector de transferencia digiriendo un vector donador con BstZ171 del sitio flanqueante en 5’ y con Xba50
I, y clonándolo en el vector de transferencia pFastBac™1 que también se digirió con las mismas enzimas. En este 
caso, como resultado de la subclonación, la señal de poliadenilación de SV40 del casete de expresión de 
baculovirus se intercambia por la señal de poliadenilación de p10 del vector de transferencia. Aparte de esto, todos
los elementos del casete de expresión se incluyen en el vector de transferencia pFastBac, sustituyendo el promotor
polh y el MCS del vector de transferencia comercial original.55

Ejemplo 11. Generación del vector de expresión de baculovirus que contiene el casete de expresión de baculovirus
de la presente invención usando el sistema “Bac-to-Bac®”

Se usaron el vector de transferencia modificado pFastBac™1 y el casete de expresión de baculovirus TB(+) para 60
generar el baculovirus recombinante usando el sistema de expresión de baculovirus “Bac-to-Bac®”. Más
específicamente, se usó el vector de transferencia modificado para transformar la cepa huésped de E. coli 
DH10Bac™ que contiene un vector lanzadera de baculovirus (bácmido) y un plásmido auxiliar, y permite la
generación de un bácmido recombinante tras la transposición del casete de expresión. Se usaron entonces el ADN
del bácmido recombinante que contenía el casete de expresión de baculovirus TB(+) de la presente invención y los 65
diferentes genes codificantes foráneos para transfectar células de insecto, por ejemplo, células Sf21, usando 
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Cellfectin®. Además, se usó el bácmido para transfectar pupas de insectos. Se usaron pupas de Trichoplusia ni 
(oruga de la col) a una edad de 1 a 5 días para este experimento. 72 horas tras la transfección, se recogieron o 
procesaron las células o pupas y se obtuvo la primera generación de baculovirus recombinante. Este baculovirus 
recombinante pudo entonces amplificarse y/o titularse adicionalmente siguiendo protocolos convencionales. Pueden
usarse procedimientos similares para generar baculovirus recombinante con otros vectores de transferencia5
proporcionados por BEVS comerciales.

Ejemplo 12. Infección de pupas de insectos

Se usaron pupas de Trichoplusia ni (oruga de la col) a una edad de 1 a 5 días para todos los experimentos. El peso 10
estándar de cada pupa era de aproximadamente 200-300 mg y se les inyectó a las pupas manualmente o mediante
un robot específicamente diseñado de 1 a 10 l de baculovirus recombinantes diluidos en medio de cultivo celular o
PBS 1X para alcanzar el número de unidades formadoras de placas (UFP) por dosis seleccionado. Se recogieron las
pupas a las 72-168 h tras la infección. Se congelaron las pupas recogidas inmediatamente para almacenarse a -
20ºC o -80ºC hasta que se procesaron para la cuantificación de proteína recombinante. Se obtuvieron proteínas no 15
desnaturalizadas, solubles totales (TSNDP) de pupas de T. ni congeladas infectadas por los baculovirus mediante
homogeneización en presencia de un tampón de extracción usando una combinadora o una mezcladora 
homogeneizadora durante varios minutos.

Ejemplo 13. Procesamiento posterior de pupas de insectos20

Se rompen las pupas congeladas mediante una homogeneizadora para obtener un extracto en bruto que contenía
un agente reductor en una concentración de 1-25 mM, un detergente en una concentración del 0,01%-2% y una 
mezcla de inhibidores de la proteasa. La viscosidad del extracto en bruto se reduce mediante su incubación con una 
tierra de diatomeas durante un periodo de tiempo específico y luego se centrifuga para eliminar los residuos de 25
insectos y se filtra para eliminar la tierra de diatomeas. A continuación, se clarifica el extracto a través de filtración de 
flujo tangencial usando un filtro apropiado según la naturaleza de la proteína recombinante. Finalmente, se realiza
un proceso de diafiltración en el mismo dispositivo de filtración tangencial para cambiar el tampón antes de la
purificación por cromatografía adicional. La figura 17 representa el procedimiento general para obtener un extracto 
de proteína recombinante soluble a partir de pupas infectadas por baculovirus.30
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REIVINDICACIONES

1. Pupa que comprende un baculovirus recombinante y/o un bácmido derivado del virus multicápside de la 
polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV), en la que la pupa pertenece al género 
Trichoplusia.5

2. Pupa según la reivindicación 1, en la que el baculovirus recombinante y/o el bácmido comprenden una 
secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína recombinante.

3. Pupa según una cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2, en la que el baculovirus y/o el bácmido 10
comprenden una secuencia de ácido nucleico que permite la expresión por encima de los niveles 
endógenos de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas que actúan como reguladores de la 
transcripción por encima de los niveles endógenos obtenidos durante la infección por baculovirus y una 
región homóloga recombinante (hr) ligada operativamente a cualquier promotor que es adecuado para 
dirigir la expresión de una proteína recombinante,15

en la que la secuencia de ácido nucleico que permite la expresión de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos 
de las mismas se selecciona del grupo que consiste en:

(a) un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID 20
NO: 1-5;

(b) una secuencia de ácido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con
la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5 y que codifica para una 
proteína que puede actuar como regulador de la transcripción en un baculovirus recombinante;25

(c) una secuencia de ácido nucleico que codifica para un aminoácido que contiene la secuencia de 
aminoácidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; y

(d) una secuencia de ácido nucleico que codifica para una secuencia de aminoácidos que tiene30
una similitud de secuencia de al menos el 70% con la secuencia de aminoácidos indicada en 
cualquiera de SEQ ID NO: 6-9 que puede actuar como regulador de la transcripción en un 
baculovirus recombinante.

4. Pupa que comprende una secuencia de ácido nucleico que permite la expresión por encima de los niveles 35
endógenos de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas que actúan como reguladores de la 
transcripción por encima de los niveles endógenos obtenidos durante la infección por baculovirus y una 
región homóloga recombinante (hr) ligada operativamente a cualquier promotor que es adecuado para 
dirigir la expresión de una proteína recombinante, en la que la pupa pertenece al género Trichoplusia,

40
en la que la secuencia de ácido nucleico que permite la expresión de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos 
de las mismas se selecciona del grupo que consiste en:

(a) un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID 
NO: 1-5;45

(b) una secuencia de ácido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con
la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5 y que codifica para una 
proteína que puede actuar como regulador de la transcripción en un baculovirus recombinante;

50
(c) una secuencia de ácido nucleico que codifica para un aminoácido que contiene la secuencia de 
aminoácidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; y

(d) una secuencia de ácido nucleico que codifica para una secuencia de aminoácidos que tiene
una similitud de secuencia de al menos el 70% con la secuencia de aminoácidos indicada en 55
cualquiera de SEQ ID NO: 6-9 que puede actuar como regulador de la transcripción en un 
baculovirus recombinante.

5. Pupa según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en la que el promotor que dirige la expresión de
dicha proteína recombinante se selecciona del grupo de ácidos nucleicos que comprende:60

(a) un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID 
NO: 10-14; y

(b) una secuencia de ácido nucleico que puede actuar como promotor en un baculovirus 65
recombinante y que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la secuencia de
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nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-14; y/o

en la que la región homóloga recombinante (hr) es la secuencia indicada en SEQ ID NO: 21 (hr1).

6. Pupa según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que la secuencia de ácido nucleico que 5
comprende combinaciones de promotores recombinantes, secuencias que codifican para reguladores de la 
transcripción y regiones potenciadoras se seleccionan del grupo que comprende SEQ ID NO: 15-20.

7. Pupa según una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en la que la pupa comprende además una 
secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína recombinante.10

8. Uso de la pupa según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para la expresión de proteínas
recombinantes.

9. Método para producir al menos una proteína recombinante que comprende las etapas de:15

(a) proporcionar una pupa;

(b) inocular la pupa de la etapa (a) con un baculovirus recombinante derivado del virus 
multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV);20

(c) incubar la pupa inoculada de la etapa (b) durante un periodo de tiempo suficiente para que se 
exprese la al menos una proteína recombinante; y

(d) obtener las pupas que comprenden la al menos una proteína recombinante,25

en el que la pupa pertenece al género Trichoplusia.

10. Método según la reivindicación 9, en el que el baculovirus recombinante comprende una secuencia de 
ácido nucleico que permite la expresión por encima de los niveles endógenos de las proteínas IE-1, IE-0 y/o 30
fragmentos de las mismas que actúan como reguladores de la transcripción por encima de los niveles 
endógenos obtenidos durante la infección por baculovirus y una región homóloga recombinante (hr) ligada 
operativamente a cualquier promotor que es adecuado para dirigir la expresión de una proteína 
recombinante, en el que la secuencia de ácido nucleico que permite la expresión por encima de los niveles 
endógenos de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas que actúan como reguladores de la35
transcripción por encima de los niveles endógenos obtenidos durante la infección por baculovirus y la región 
homóloga recombinante (hr) ligada operativamente a cualquier promotor que es adecuado para dirigir la 
expresión de una proteína recombinante son según las reivindicaciones 3 y/o 4;

en el que, opcionalmente, la secuencia de ácido nucleico que comprende combinaciones de promotores 40
recombinantes, secuencias que codifican para reguladores de la transcripción y regiones potenciadoras se 
seleccionan del grupo que comprende SEQ ID NO: 15-20.

11. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, en el que la pupa comprende además una 
secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína recombinante.45

12. Método según la reivindicación 9, en el que la pupa de la etapa (a) es una pupa libre de seda;

en el que, opcionalmente, la pupa libre de seda se obtiene o puede obtenerse a través de un método para 
producir una pupa libre de seda, que comprende las etapas de:50

(a) proporcionar una pupa contenida en un capullo de seda;

(b) tratar el capullo de seda que contiene una pupa con una disolución de una sal de ácido 
hipocloroso; y55

(c) obtener una pupa libre de seda y desinfectada externamente.

13. Método para producir un baculovirus recombinante que comprende las etapas de:
60

(a) proporcionar una pupa libre de seda que pertenece al género Trichoplusia;

(b) transfectar la pupa de la etapa (a) con un bácmido adecuado para producir un baculovirus 
recombinante derivado del virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica
(AcMNPV);65
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(c) incubar la pupa inoculada de la etapa (b) durante un periodo de tiempo suficiente para que se 
produzca el baculovirus recombinante; y

(d) obtener las pupas que comprenden el baculovirus recombinante.
5

14. Método según la reivindicación 13, en el que el bácmido adecuado para producir un baculovirus 
recombinante derivado del virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica
(AcMNPV) comprende o alternativamente, consiste en, una secuencia de ácido nucleico que permite la
expresión por encima de los niveles endógenos de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas 
que actúan como reguladores de la transcripción por encima de los niveles endógenos obtenidos durante la 10
infección por baculovirus y una región homóloga recombinante (hr) ligada operativamente a cualquier 
promotor que es adecuado para dirigir la expresión de una proteína recombinante, en el que la secuencia
de ácido nucleico que permite la expresión por encima de los niveles endógenos de las proteínas IE-1, IE-0 
y/o fragmentos de las mismas que actúan como reguladores de la transcripción por encima de los niveles 
endógenos obtenidos durante la infección por baculovirus y la región homóloga recombinante (hr) ligada 15
operativamente a cualquier promotor que es adecuado para dirigir la expresión de una proteína 
recombinante son según las reivindicaciones 3 y/o 4;

en el que, opcionalmente, la secuencia de ácido nucleico que comprende combinaciones de promotores 
recombinantes, secuencias que codifican para reguladores de la transcripción y regiones potenciadoras se 20
seleccionan del grupo que comprende SEQ ID NO: 15-20.

15. Uso de un dispositivo que comprende una bomba de precisión, un brazo mecánico móvil y una aguja 
adecuada para inyectar un fluido en una pupa

25
para inocular una pupa que pertenece al género Trichoplusia con un baculovirus recombinante derivado del 
virus multicápside de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV);

en el que, opcionalmente, el dispositivo comprende además un programa informático para definir la posición 
de la aguja y/o para calcular la distancia desde la aguja hasta la pupa y/o la distancia de penetración de la 30
aguja en la pupa y/o el volumen de líquido que va a inocularse en la pupa.
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