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V. GLOSARIO

Ad libitum. Término que significa a voluntad, hace referencia a que la comida y
agua se deja de forma permanente, permitiendo que los animales se alimenten
a voluntad.

Bacmido. Genoma recombiante de un baculovirus que contiene un replicon
mini-F, un marcador de resistencia a kanamicina y un sitio diana (attTn7) para el
fransposon bactertiano Tn7.

Baculovirus. Familia de virus de DNA de doble cadena que tienen como
hospederos diversos insectos.

Bilis: Sustancia liquida amarillenta, amarronado o de color verde oliva,
producida por el higado de muchos vertebrados. Interviene en los procesos de
digestiéon funcionando como emulsionante de los dcidos grasos. Contiene sales
biliares, proteinas colesterol, hormonas y agua.

Coleostasis: Detencién del flujo de la bilis desde la vesicula biliar donde se
almacena hacia el duodeno.

Elementos reguladores en cis. Son regiones no codificantes del DNA que regulan
la transcripcion de genes cercanos. Estos elementos reguladores se encuentran
en las proximidades del gen o genes que regulan. Normalmente regulan la
transcripcion de genes al funcionar como sitios de unidn para factores de
transcripcion.

Elementos reguladores en frans. Son genes que pueden modificar o regular la
expresion de genes distantes. En general son secuencias de DNA que regulan
factores de franscripcion.

Esteatosis: Acumulacion de grasa en el tejido hepdtico.

Estupor: Estado de inconsciencia parcial, con inactividad mental aparente y
con reducida capacidad de reaccion a los estimulos. La persona se inmoviliza,
perdiendo el movimiento voluntario.

Gen. Unidad estructural y funcional fundamental, secuencia en el DNA
compuesta por una regidon reguladora y una regidon que se tfranscribe como una
sola unidad.

In vitro. Término que se aplica a los procesos bioldgicos cuando se producen
experimentalmente, aislados del conjunto del organismo.

Letargia: Es una condicidén de somnolencia o indiferencia que usualmente es
signo de fatiga crénica o debilidad después de una prolongada enfermedad.
Se manifiesta en el cuerpo con la pérdida de la fuerza muscular a
consecuencia de la extrema relajacion.
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Multiplicidad de infeccion (MOI): se refiere al niUmero de virus infecciosos
anadidos a un cultivo por cada célula y se expresa en unidades formadoras de
placa por célula (ufp/cél).

Parvovirus: Representa toda una familia de virus de DNA lineal de cadena
sencilla, con un genoma de alrededor de 5 Kb.

Plasmido. Molécula de DNA circular, autdbnoma y extracromosémica, capaz de
replicarse de manera independiente del genoma bacteriano denfro de una
bacteria. Son portadores de genes de resistencia a antibidticos. Se convierten
en vectores de clonacion cuando son reestructurados para contener un origen
de replicacion, un gen marcador (por lo general el de resistencia a un
antibidtico), asi como sitios de restriccidn Unicos para poder insertar otros
fragmentos de DNA.

Sarcopenia. Pérdida de masa muscular.

Serotipo: Reactividad de ciertos anticuerpos antivirales contra proteinas virales.
Transaminacion: Reaccion enzimdtica donde se traspasa el grupo amino desde
un a- aminodcido a un a-cetodcido, convirtiéndose el primero en un a-
cetodcido y el segundo en un a- aminodcido. Las enzimas que catalizan estas

reacciones son las fransaminasas.

Transduccidn: Transferencia de material genético exdgeno a fravés de un
vector viral.

Transfeccion: Término general usado para referirse a la infroduccién de material
genético exdgeno al interior de una célula eucariota.

Transformacion: Proceso de intfroduccion de DNA recombinante manipulado in
vitro en una célula bacteriana para su propagacion, identificacion y aislamiento.

Transgen. Gen exdgeno que se ha introducido en el genoma de otro organismo.

Translocacién: Mutacion cromosdémica en la que se transfiere una parte del
material genético de un cromosoma a otro no homaologo.

Transposasa. Enzima encargada de llevar a cabo los eventos de transposicion.

Transposoén (Tn): Elemento transponible. Secuencia discreta del genoma que se
mueve por si mismo hacia otras localizaciones dentro del genoma

Tropismo: Termino usado en virologia para definir la afinidad de un virus por un
tejido hospedero en particular. El fropismo es determinado principalmente por la
expresion de moléculas especificas (receptores celulares) en la superficie de las
células del tejido a las cuales se une el virus.

Vectores de expresion de baculovirus (VEB). Es uno de los sistemas de Expresion

eucaridtico mas poderosos y versatiles disponibles en la actualidad, que usa
baculovirus recombinantes para expresar una amplia gama de genes
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heterdlogos de diferentes fuentes incluyendo virus, bacterias, hongos, plantas en
células de insecto.

Vector viral. Actualmente son las herramientas mds prometedoras para
infroducir directamente un gen exdégeno a una célula. Entre los virus mds
utilizados con este fin estdn los virus del herpes simple (VHS), los adenovirus,
lentivirus y surgiendo con gran auge, los virus adeno-asociados (VAA).



VI. RESUMEN

La hiperamonemia es una condicion presente en los pacientes con desdrdenes
del ciclo de la urea o algun tipo de falla hepdtica, la cual puede causar
complicaciones neuro-psiquidtricas que se conocen como encefalopatia
hepdtica, que en el peor de los casos resulta en dano cerebral, coma o muerte.
Existen diversos tratamientos para la hiperamonemia pero tienen una eficiencia
limitada, efectos adversos y costos elevados. Por ello, la terapia génica es una
alternativa prometedora que exploramos a lo largo de este trabajo. A través de
vectores de virus adenoasociados (VWAA) buscamos enfregar el gen de la
glutamina sintetasa (GS), una de las principales enzimas involucradas en el
manejo del amonio, hacia el musculo esquelético y usar este érgano como
plataforma de expresion de la GS. Los VVAA de los serotipos 1 y 8 portando el
gen de la GS (VWWAA1 GS+ y VWAA8 GS+), se produjeron a través del sistema
células de insecto-baculovirus (SCI-BV), se caracterizaron y se probaron tanto in
vitro como in vivo. Para evaluar los vVAA in vitro, se diferenciaron parcialmente
células miobldsticas hacia miotubos. La transduccidon de los miotubos con los
VVAAGS+, tanto del serotipo 1 como del 8, generd la sobre expresion de la GS.
Para evaluar los VWAA GS+ in vivo, se generd un modelo en rata de
hiperamonemia crénica a tfravés de la ligadura doble del conducto biliar (LCB).
Las ratas fueron transducidas con los VWAA mediante la inyeccidon inframuscular
de los vectores. Se observd una tendencia a la disminucidon del amonio en
aquellas ratas transducidas con los VWAAGS+ tanto del serotipo 1 como del
serotipo 8. Estos resultados muestran que la entrega génica para sobre expresar
la GS en tejido muscular es una alternativa prometedora para el tratamiento de
la hiperamonemia crénica. Como resultado de este trabajo, se publicd un
articulo en una revista internacional indexada que se incluye en la seccion de

apéndices.
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1. INTRODUCCION

El amonio es un compuesto téxico que se genera de forma natural en nuestro
organismo, a partir del metabolismo de compuestos nitrogenados como los
aminodcidos y los nucledtidos. El higado es el principal érgano encargado de la
detoxificacion de este compuesto. Sin embargo, cuando existe alguna falla
hepdtica, los niveles de amonio comienzan a incrementarse en la sangre. El
amonio excedente puede atravesar la barrera hematoencefdlica y llegar al
cerebro, en donde sus efectos neurotdxicos desencadenan un conjunto de
sinftomas neuropsiquidtricos y motores conocidos como encefalopatia hepdtica
(EH).

La EH representa un serio problema de salud que va en aumento. Tan sélo en EU,
enfre los anos 2005 y 2009, se reportaron mds de 23 000 casos/ano de EH
considerada como severa y que requirieron hospitalizacién para su fratamiento
(Stepanova et al., 2012). En nuestro pais, un andlisis sobre la fendencia de las
enfermedades hepdticas ha previsto que para el ano 2020 existirdn alrededor
de 1.5 millones de casos de hepatopatias cronicas susceptibles de padecer EH
(Méndez-Sanchez et al., 2005). Las personas con este padecimiento presentan
trastornos de atencién y concentraciéon, afectaciones psicomotoras, deterioro
de la memoria y del aprendizaje, limitdndolos para realizar cualquier fipo de
trabajo que requiera de una destreza manual e intelectual. Todo ello afecta no
soélo su calidad de vida, sino fambién su nivel socioecondmico y su ambiente
familiar, pues ademds de no contar con un ingreso econdmico estable,
consumen buena parte del presupuesto familiar al requerir de medicamentos y
cuidados especiales. Cabe mencionar que, en los casos mas severos de EH, el

paciente puede llegar a morir.

Actualmente no existe cura para la EH, principalmente porque resulta ser una
enfermedad mulfifactorial. No obstante, se considera al amonio como el
principal factor precipitante de este padecimiento; por ello, muchos de los
tratamientos actuales buscan disminuir los niveles de amonio plasmatico vy
cerebral, con el propdsito de mermar los sinfomas y el riesgo de muerte
asociados a este padecimiento. Sin embargo, estos tratamientos resultan ser

costosos y no evitan las recaidas de los pacientes o bien, les generan efectos



secundarios. Por lo tanto, existe una ineficacia en los tratamientos de esta
enfermedad. Una alternativa a este padecimiento es el frasplante hepdtico. Sin
embargo, esta opcidn estd limitada por la disponibilidad de donadores;
ademds, trae consigo riesgos de morbilidad y mortalidad. Por ello, es evidente la
necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que ofrezcan mejores
opciones a los pacientes. Una de estas alternativas es el uso de la terapia

génica.

En este trabajo buscamos generar las bases para un tratamiento novedoso de
la hiperamonemia crénica en falla hepdtica a tfravés de la terapia génica.
Esenciamente, queremos entregar a través de un vector viral, el gen
terapéutico de la glutamina sintetasa (GS) hacia el musculo esquelético.
Debido a la gran extension de este tejido, a su fdcil accesibilidad y porque
contiene las proteinas accesorias necesarias, es que proponemos usarlo como
una plataforma de expresidon de la GS, enzima encargada de convertir el
amonio en glutamina (GIn), el principal aminodcido para el manejo del amonio
denftro del organismo. La eleccidon de este tejido fambién se hizo pensando que
en los pacientes con EH, el higado ya no es un érgano funcional, por lo cual no
tendria sentido usarlo como érgano blanco para la terapia. Ademds, se ha
reportado en pacientes con hiperamonemia crénica, que el amonio se
metaboliza eficientemente en el muUsculo, aunque de manera insuficiente. En

cierfa medida, buscamos potenciar la capacidad detoxificadora del musculo.

Para lograr la enfrega del gen de la GS al musculo esquelético, elegimos
serotipos especificos de los virus adenoasociados (VAA) que presentan un
tropismo hacia este tejido. Asimismo, se ha reportado que los genes entregados
por los vectores de VAA, permanecen franscripcionalmente activos por varios
meses e incluso anos, lo que nos favoreceria para tratar una hiperamonemia
cronica. Una vez en las células musculares, esperamos que el fransgen logre una
sobre-expresion de la GS y asi, los niveles de amonio en la circulacion y por
consecuencia en el cerebro, se vean reducidos significativamente. De esta
forma, consideramos que si logramos potenciar la funcidon detoxificadora del
amonio por parte del musculo utilizando los VAA recombinantes con el gen de
la GS, entonces podriamos presentar esta terapia génica como una alternativa

prometedora para el manejo de la hiperamonemia crénica.



2. ANTECEDENTES

2.1 EL amonio y su metabolismo

El amonio (NH4*) es un compuesto téxico. La toxicidad del amonio no estd
totalmente entendida; sin embargo, se sabe que tiene efectos adversos a nivel
celular y sistémico. Algunas de las teorias mds aceptadas indican que a nivel
celular, este compuesto altera el pH e interfiere con las funciones de fransporte
de las membranas celulares; genera alteraciones en el metabolismo de los
aminodcidos y el energético, principalmente porque el metabolismo del amonio
agota intermediarios del ciclo de Krebs y al NADH, lo cual conduce a un déficit
de ATP (Felipo & Butterworth, 2002). A nivel sistémico, el amonio genera
anormalidades en el metabolismo de diversos neurotransmisores, induce estrés
oxidante e inflamaciéon, afectando a diversos érganos como el cerebro,

muUsculo, rindn, higado, pulmdn y corazén (Dasarathy et al., 2016).

El amonio se origina a partir de varias fuentes en el organismo. El 60% proviene
del metabolismo de la glutamina (GIn) y la transaminaciéon de ofros
aminodcidos; asi como de la degradacion de nucledfidos; por tanfo, se
produce de forma natural en todos los tejidos. El 40% restante se genera a partir
de varias fuentes: 1) el intestino, por medio de la degradacién de sustancias
proteicas provenientes de la diefa; 2) la accidon de las glutaminasas ya sean
intestinales, renales o hepdticas y 3) la accidn de ureasas bacterianas, presentes
en la microbiéta colénica (Figura 1), (Cérdoba & Minguez, 2008; Lemberg &
Ferndndez, 2009; Andeva et al., 2012).

Para poder ser eliminado en condiciones normales, el amonio es transportado a
través de la circulacion portal hacia el higado, en donde el 80% de este
compuesto es detoxificado a fravés del ciclo de la urea por los hepatocitos
periportales. Finalmente, la urea es canalizada al rindn, donde se excreta del
organismo a través de la orina (Figura 1). El 20% del amonio remanente que
escapo de los hepatocitos periportales, es convertido a GIn por la actividad de
la glutamina sintetasa (GS), que se expresa en los hepatocitos perivenosos. Por
consiguiente, para una completa remocién del amonio se requieren ambos
sistemas, que funcionan anatdmica y funcionalmente en secuencia en el
higado (H&ussinger, 1990). Sin embargo, cuando existen lesiones hepdticas

agudas o cronicas inducidas por una infeccion viral, la acumulacion de grasa o



la ingesta de alcohol; que conducen al desarrollo de hepatopatias como
hepatitis, cirrosis hepdtica o hepatocarcinoma, los niveles de amonio en sangre
comienzan a incrementarse, debido a la falla del higado para llevar a cabo

una correcta destoxificacion.
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Figura 1. Metabolismo y trdfico inter érgano del amonio. Existe un complejo entramado de
6rganos encargados de mantener un equilibrio entre la produccién y la eliminacién del amonio.
Cuando esta homeostasis se ve alterada, el amonio comienza a incrementarse en sangre y puede
generar dahos irreversibles en el organismo. El cerebro es uno de los principales érganos dafiados
por este compuesto, ya que el amonio logra atravesar la barrera hematoencefdlica y genera
daios en los astrocitos y en la comunicaciéon neuronal. GLN: Glutamina, GLU: Glutamato, BHE:
Barrera Hematoencefdlica. Tomado de Cérdoba y Minguez, 2008.

2.2 Glutamina sintetasa (GS)

La glutamina sinfetasa (GS; E.C. 6.1.3.2, también conocida como y-glutamil:
amonio ligasa), es una enzima citosdlica que se encuentra presente en todos los
organismos y, en todos ellos, juega un papel relevante en el manejo del amonio.
La GS humana estd conformada por dos anillos pentaméricos, apilados uno
sobre ofro (Figura 2a). Dentro de cada anillo pentamérico (Figura 2b), una
subunidad interactUa con la subunidad adyacente vy la interfaz que se forma
entre ellas conforman un centfro catdlitico, infegrando un total de 10 centros

cataliticos por molécula de GS (Krajewski et al., 2008).



La GS cataliza la conversion de glutamato y amonio hacia glutamina, de forma
dependiente de ATP, reaccién que tiene lugar en dos pasos. En el primer paso,
el ATP se une a la GS, induciendo un cambio conformacional que permite que
el glutamato se una. Una vez que estd unido el Glu, el ATP reacciona con el Glu
para formar ADP y el intermediario y- glutamil-fosfato. En un segundo paso, se
une un ion de amonio y reacciona con el y-glutamil-fosfato para producir

glutamina y fosfato inorgdnico (Figura 2c) (Meister, 1985).

Glutamina Glutamina
Sintetasa Sintetasa

Glutamato 7 -Glutamil-fosfato Glutamina
(intermediario)

Figura 2. Estructura de la glutamina sintetasa (GS) humana y la reaccién que cataliza. La GS
humana es una proteina homodecamérica conformada por 2 anillos pentaméricos. a) Vista
lateral, las 10 subunidades son idénticas, cada una se muestra de un color diferente para facilitar
su distincién. b) Vista Superior. Muestra el re-arreglo entre los mondmeros para formar una anillo
pentamérico. Las esferas rosas representan un ion de magnesio unido a cada sitio activo. c)
Reaccion catalizada por la GS, en la que se condensa glutamato con amonio para formar
glutamina. Tomado de Krajewski et al., 2008.

La deficiencia en la expresion de la GS, tanto en modelos animales como en
pacientes, lleva al desarrollo de una hiperamonemia, lo que confirma el papel
central de la GS en la detoxificacion del amonio (Spodenkiewicz et al., 2016).
Durante los episodios de hiperamonemia, la concentracién de amonio en
sangre puede pasar de 11-50 uM a 100-500 uM, o md&s alta en algunos pacientes
con falla hepdtica aguda (Couce et al., 2009). La hiperamonemia puede ser
aguda si las elevadas concentraciones de amonio duran un corto periodo de
tiempo; o bien si las altas concenfraciones de amonio persisten por largos

periodos de tiempo generan una hiperamonemia cronica. La hiperamonemia



producida por alguna falla hepdtica genera diferentes sintomas neuro-

psiquidtricos y motores que se conocen como encefalopatia hepdtica.

2.3 Encefalopatia hepdatica (EH)

La EH es una complicacion neuropsiquiditrica que se observa en pacientes con
insuficiencia hepdtica aguda o crénica (Ferenci et al., 2002). Los sintomas de
este padecimiento pueden ir desde cambios sutiles en la personalidad, inversion
del ciclo sueno-vigilia, disfuncién de la memoria, desorientacion y confusion,
hasta letargia, estupor, coma y en Ultima instancia la muerte (Felipo, 2013).
Diversos estudios indican que estos sinfomas se deben a la presencia anormal
de sustancias en el cerebro, principalmente amonio y factores precipitantes,
como moléculas inflamatorias, aminodcidos y neurotransmisores, como la
serotonina, el glutamato, la glutamina, asi como ofros intermediarios
metabdlicos, que desencadenan alteraciones de los astrocitos, edema cerebral,
estrés oxidante y alteraciones en la comunicacién neuronal (Figura 1) (Jones &
Mullen, 2012).

Diversos tratamientos, como el uso de disacdridos (lactulosa vy lactitol),
anfibidticos (rifaximina, neomicina, paranomicina, metronidazol) y aminodcidos
(L-ornitina  L-aspartato, L-carnitina), se han utilizado para disminuir las
concentraciones de amonio (Morgan et al., 2007; Torre, 2008; Rose, 2012). No
obstante, estos tratamientos resultan muy costosos, ademds de que en algunos
Ccasos No previenen las recaidas o bien, causan efectos adversos como dolor de
cabeza, nduseas, vomito, constipacion intestinal, dolor abdominal, anorexia,
pérdida de la audicidn, toxicidad renal, por mencionar algunos (Huang et al.,
2007; Phongsamran et al., 2010). Por ofro lado, puede considerarse el trasplante
de higado, aunque estd posibilidad estd limitada por la disponibilidad de
donadores y los riesgos de compatibilidad. Por tales motivos es necesario el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que ofrezcan alternativas

prometedoras a los pacientes con hiperamonemia y EH, como la terapia génica.

2.4 Terapia génica

En las Ultimas décadas, la terapia génica ha logrado incrementar su
potencialidad en el tratamiento de diversas enfermedades. Segun las

definiciones de la FDA (Administracion de Medicamentos y Alimentos, USA) y la



EMA (Agencia Europea de Medicamentos), la terapia génica consiste en la
infroduccién de material genético (DNA 6 RNA) a una célula eucarionte con el
fin de regular, reparar, reemplazar, adicionar o eliminar alguna secuencia
génica y asi poder modificar la expresiéon de proteinas y el curso de alguna
enfermedad. Actualmente, los virus son los vehiculos de entrega génica mds
usados, pues son entidades de replicacion intracelular obligada que tienen la
capacidad de transferir su propio material genético a la célula huésped, siendo
capaces de infectar células con una gran especificidad y eficiencia (Wirth et al.,
2013). Dentro de los vectores virales, los virus adenoasociados se encuentran

entre los mds utilizados (Figura 3).
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Figura 3. Tipos de Vectores usados en tratamientos clinicos de Terapia Génica. Segun datos de The
Journal of Gene Medicine, los VAA estdn aumentando como vectores de entrega génica.
Actualmente se tienen registrados al menos 183 protocolos clinicos aprobados a nivel mundial en
los que se utilizan VAA, que corresponden al 7.3% del total de vectores utilizados. Tomado de
http://www .wiley.com//legacy/wileychi/genmed/clinical/

2.5 Virus Adeno-Asociados (VAA)

Los VAA son virus icosaédricos no envueltos, relativamente pequenos, de 20 a 25
nm de didmetro (Figura 4). Infectan a animales vertebrados, sin embargo, no se
han reportado enfermedades producidas por estos virus en sus hospederos.
Pertenecen a la familia Parvoviridae y al género Dependovirus, debido a que
para la replicacion y la expresion de su genoma necesitan de un virus auxiliar,
generaimente un adenovirus 0 un herpesvirus. En ausencia de un virus auxiliar,

los VAA permanecen de forma latente en la célula.
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Figura 4. Representacion de la cdpside de un VAA. Imagen de la superficie externa de un VAA
obtenida mediante la reconstruccién de microscopia crio-electronica. Se observan en café
oscuro las tres espiculas responsables de la unidén a los distintos receptores celulares. También se
observan los canales a través de los cuales el extremo N-terminal de VP1 se expone a la superficie
de la cdpside y mediante los cuales ocurre el proceso de empaquetamiento del DNA, proceso
auxiliado por las proteinas virales Rep52/40 (Tomado de O'Doneell et al., 2009).

2.5.1 Genoma de los VAA

Los VAA tienen un genoma lineal de DNA de cadena sencilla de 4.7 kb, que
contfiene 3 marcos de lectura abiertos (ORFs) flanqueados por repeticiones
terminales invertidas (ITRs). El gen rep (Replicacion) confienen un ORF, que
codifica para cuatro proteinas no esfructurales (Rep78, Repé8, RepS52 y Rep40).
Las proteinas Rep mds grandes (Rep78 y Repé8) se franscriben a partir del
promotor p5; mientras que las proteinas Rep mds pequenas (Rep52 y Rep40) se
transcriben a partir del promotor p19. El gen cap (cdpside) contiene 2 ORFs, el
ORF1 codifica para las tfres proteinas estructurales (VP1, VP2 y VP3), cuya
expresion estd confrolada por el promotor p40. El ORF2 codifica para la proteina
activadora del ensamblaje (AAP), necesaria para el ensamblaje de la cdpside
(Sonntag et al., 2011; Naumer et al., 2012) (Figura 5a). Las ITRs constan de 145
nucledtidos, los primeros 125 nucledtidos constituyen un palindrome que se
dobla sobre si mismo para formar una estructura de horquilla en forma de T,
mientras que las otras 20 bases permanecen de forma desapareada y
conforman lo que se conoce como estructura D. Localizadas dentro de las ITR
se encuentran los elementos de unidn a las proteinas Rep (RBE) y un sitio de

resolucion terminal (TRS), que es una secuencia sensible a la actividad



endonucleasa de las proteinas Rep (Figura 5b). Las ITRs desempenan un papel
fundamental en la replicacion del DNA virico, pues funcionan como el origen de
replicacién y sirven como primer durante la sintesis de DNA por la DNA
polimerasa. Las ITRs también son esenciales para el empaguetamiento del
genoma de los VAA, la transcripcion, la regulacion negativa en condiciones no

favorables y la integracion sitio especifica.
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Figura 5. Genoma de DNA de cadena sencilla de un VAA. a) Los genes rep y cap son flanqueados
por repeticiones terminales invertidas (ITR). El gen rep codifica cuatro proteinas no estructurales
Rep78, Repé8, Rep52 y Rep40. El gen cap codifica 3 proteinas estructurales, VP1, VP2 y VP3, asi
como la proteina activadora del ensamblaje (AAP). La ubicacién de los promotores p5, p19 y p40
estdn representados mediante flechas. b) Estructura secundaria de las ITRs de un VAA2. A-A”, B-B”
y C-C’ representan brazos autocomplementarios de las ITR. El recuadro sefialado como RBE indica
la secuencia correspondiente al elemento de unidn a proteinas Rep. La zona sombreada y
sefalada como RBE’ indica una secuencia de estabilizacion para la unidn de proteinas Rep. H
sitio de resolucién terminal (tsr) estd indicado con una flecha. Modificado de Van Vliet et al., 2008
y Gongalves, 2005.

2.5.2 Proteinas estructurales de los VAA

Las proteinas estructurales VP1, VP2 y VP3 conforman la cdpside del virus en una
relacion estequiométrica 1:1:10. VP1 (87 kDa) es la proteina mds grande que

conforma las cdpsides; en su secuencia amino terminal contiene un dominio



Unico con actividad fosfolipasa A2 (PLA2) y una senal de localizacion nuclear
(NLS), que le permite ser transportada desde el citoplasma hacia el nicleo para
llevar a cabo el ensamblaje de las cdpsides. VP2 (72 kDa) también posee NLS,
parece ser importante para transportar a VP3 hacia el nicleo (Grieger et al.,
2006). VP3 (62 kDA) es la proteina mds pequena y la mds abundante en la

cdpside viral.

2.5.3 Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales Rep78, Repé8, Rep52 y Rep40 estdin implicadas en
la replicacién del genoma viral, el control de la transcripcion vy el
empaqguetamiento del DNA hacia el interior de las cdpsides. Las proteinas
Rep78 y Repé8 son importantes en la regulacion de la expresidon y la replicaciéon
génica. Las proteinas Rep52 y Rep40 inducen la encapsidacion de los genomas,
pero solo las Rep78 y Repéb8 poseen actividad endonucleasa en un domino de

suU extremo aminoterminal.

2.5.4 Ciclo infeccioso de los VAA

La infeccidn de una célula blanco inicia cuando un VAA se une a un receptor
de membrana especifico, después de multiples contactos con la célula,. Se ha
visto que la interaccion con diversas moléculas co-receptoras permite la
infernalizacion eficiente del virus, al desencadenar vias de senalizacidn como
las de Racl vy fosfoinositol 3-cinasa. Se ha sugerido que estds vias median los
procesos de endocitosis de los VAA a fravés de vesiculas dependientes de
clatrina y dinamina. Hasta la fecha, se han identificado varios receptores y co-

receptores para los diferentes serofipos de VAA (Tabla 1).
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Tabla 1. Moléculas receptoras y co receptoras implicadas en el reconocimiento y la endocitosis
de los diferentes serotipos de VAA

Serotipo
de VAA

VAA 1
VAL 2
VAA 3
VAA 4
VAA S
VAA B
VAA T
VAA 8
VAA 9
VAA 10
VAA 11

VAA 12

Principal Receptor
a2-3N/a2-6 N-acido sialico
HSPG
HSPG
a2-3 O-acido sidlico
a2-3/a2-6 N-acido sialico
HSPG, a2-3/a2-6 N-acido
sialico
N-acido sialico
Mo descrito
M-galactosa
No descrito
Mo descrito

No descrito

Co-receptores

No descrito
FGFR1, HGFR, integrinas,
LamR 37/67 kDa
FGFR1, HGFR,LamR 37/67
kDa
No descrito
PDGFR
EGFR
PDGFR
LamR 37/67 kDa
LamR 37/67 kDa
No descrito

No descrito

No descrito

Organos blanco

Musculo, higado, SNC
SNC, higado
Higado
Pulmon, células ependimales
Musculo, higado, CNS, retina
Musculo, higado, médula espinal
Musculo, higado
Musculo, higado, retina
CNS, corazon, musculo, higado
CNS, musculo, higado
Desconocido

Desconocido

HSPG: Proteoglicano de hepardn sulfato, PDGR: Receptor del factor de crecimiento derivado de plaguetas,
FGFR: Receptor del factor de crecimiento derivado de fibroblastos, LamR: Receptor de laminina. EGFR:
Receptor del factor de crecimiento epidermal. SNC: Sistema Nervioso Cenfral. Modificado de Miyake et al.,

2012.

Posteriores rearreglos en las proteinas del citoesqueleto, como tubulina y

microtubulina, permiten el movimiento de los endosomas que contienen a los

VAA desde el citoplasma hacia la region perinuclear. La acidificacion que

ocurre en los endosomas tardios origina un rearreglo de la estructura de la

cdpside, permitiendo la exposicion del motivo con actividad de PLA2 de VP1, el

cual hidroliza los fosfolipidos del endosoma, permitiendo la salida de la cdpside

al region perinuclear. Finalmente, la cdpside infacta atraviesa el complejo del

poro nuclear y el genoma se libera (Figura 6). Una vez en el nicleo, la presencia

o ausencia de coinfeccidn con un virus auxiliar determina si el VAA es integrado

al genoma del hospedero (infeccion latente), o bien si enfra en un ciclo

productivo de replicacion de su genoma (infeccidn productival).
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Figura 6. Principales eventos en la infeccién productiva de un VAA. Los VAA entran en contacto
con los receptores y co-receptores de las células blanco, desencadenando un conjunto de
cascadas de senalizacién para endocitar a los VAA a través de vesiculas recubiertas de clatrina.
Mediante el tréfico vesicular, en el que se da un re-arreglo constante del citoesqueleto, los VAA
logran alcanzar el ndcleo de la célula, en donde las cdpsides sufren cambios conformacionales
para liberar el genoma de los VAA. Una vez en el nicleo el DNA podrd replicarse (infeccién
productiva) o bien, se integrard en el gemona del hospedero (infecciéon latente). CPN: Complejo
del poro nuclear, FGFR: Receptor del factor de crecimiento derivado de fibroblastos, HSPG:
Proteoglicano de hepardn sulfato, PI3K: fosfoinositol 3-cinasa (Tomado de BUning et al., 2008).

Endosoma
Tardio

En ausencia de un virus auxiliar, los VAA generan una infeccion latente, y
pueden persistir en forma episommal como concatdmeros de DNA, o pueden
infegrarse en un locus especifico del cromosoma 19 humano (g13.4), el AAVSI.
Antes de la integracion se sintetiza la cadena complementaria del DNA viral y se
activa la expresion basal de las proteinas Rep. Las proteinas Rep se unen al
genoma viral en los RBS (Figura 5b), hallados dentro de las ITRs y a secuencias
homologas localizadas en el locus AAVS1, mediando la integraciéon. Los provirus
infegrados pueden ser rescatados por la co-infeccidén de la célula hospedera
por un virus auxiliar, donde la expresidon génica y la replicacion de los VAA

ocurre inmediatamente. Las proteinas adenovirales Ela, Elb, E2a, E4 y las del
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herpes virus ULS5, UL?, UL29 y UL52 se han identificado como las responsables de

proporcionar las funciones auxiliares.

2.5.5 Replicacién y expresion del genoma

Un modelo aceptado para la replicacién del genoma de los VAA es el
mecanismo de horquilla rodante. En este modelo, las ITRs, debido a su
naturaleza de auto-complementariedad, se pliegan sobre si mismas para formar
una estructura secundaria en forma de T, dejando un grupo hidroxilo 3 libre
(Figura 5b). Asi, este extremo de la ITR actia como “primer” para la DNA
polimerasa del hospedero. El “primer” de la ITR en el extremo 3 “es elongado y
desplazado hacia el extremo de la ITR 5°. Esto lleva a la sintesis unidireccional de
la segunda hebra, lo cual se cree que ocurre usando |la maquinaria de
replicacién celular. Este duplex de DNA es transcrito y a partir de la tfraduccién
de los mensajeros se producen todas las proteinas de los VAA. La replicacion del
genoma es completada por las proteinas Rep78 y Repé8, que poseen actividad
enzimdtica de ATPasa, helicasa y endonucleasa. Estas proteinas se unen al RBS
dentro de la ITR, y con su actividad de helicasa separan las hebras del duplex y
con su actividad de endonucleasa realizan un corte sitio especifico dentro de
los sitios de resolucion terminal (frs) de la ITR, regenerando el grupo 3°-OH. Este
proceso integro genera tanto intermediarios de doble cadena o de una sola
hebra con la longitud completa del genoma del VAA. En sintesis, la funcion
primaria de Rep78 y Repé8 es resolver el extremo de la ITR cerrado
covalentemente para obtener 2 hebras de DNA que sirvan de templado para
posteriores ciclos de replicacion y producir genomas monoméricos disponibles
para su empaqguetamiento (Figura 7). Se ha descrito que Rep52 y Rep40 con su
actividad de helicasas, fambién desenrollan la doble cadena de DNA, al mismo
tiempo que infroducen una de las cadenas a fravés de los poros de las capsides

pre-ensambladas durante el empaquetamiento.
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Figura 7. Esquema de la replicacién del genoma y empaquetamiento de un VAA. En el genoma
lineal de DNA de los VAA, las regiones ITRs estdn representadas por 3-ABCA'D-5"y 5-A'B'CAD’-3".
La auto complementariedad de estas regiones permite la formacién de una estructura en forma
de horquilla, proporcionando en el extremo 3 -terminal un “Primer” para el inicio de la replicaciéon
((1), lado izquierdo). Es posible que las ITRs se emparejen entre ellas formando una estructura tipo
asa ((1), lado izquierdo), que quizd sirva para reparar una mutacién en alguna de las ITRs. (2) En
cualquiera de los casos, la elongacién del extremo 3"-OH de la horquilla permite la sintesis
continua (linea roja) hacia el extremo 5° de la hebra parental. (3) Para completar el copiado de
la hebra parental, se realiza un corte por las proteinas virales Rep78/68, para generar un nuevo 3’-
OH en el TRS, marcado con la flecha negra discontinua. (4) Se da la elongacién del corte, dando
como resultado la copia completa de la ITR, y un intermediario de replicacion de doble cadena
(dsDNA). (5) E extremo 3" de la hebra hija se puede formar la misma estructura de horquilla
terminal, para iniciar un nuevo ciclo de sintesis de DNA (paso 6), con el desplazamiento de una de
las moléculas de DNA gendmico monocatenario. (7) Las diferentes moléculas de ssDNA pueden
ser empaquetadas en las cdpsides preensambladas, sin importar la polaridad de las mismas,
auxiliadas por las proteinas virales Rep52/40.

2.6 Los VAA y su utilizacion en la terapia génica

Los VAA se encuentran entre los vectores virales mds utilizados en la terapia

génica, principalmente porque presentan caracteristicas que los hacen
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atractivos para este fin. Algunas de estas caracteristicas son: 1) Seguridad,
puesto que no se conoce ninguna enfermedad en humanos causada por €l
VAA silvestre, por lo que no es patogénico. 2) Su habilidad para transducir tanto
células en divisibn como células quiescentes. 3) EIl DNA de un VAA
recombinante dificimente se integra al genoma de la célula hospedera, sino
mds bien permanece de forma episomal. 4) En células que no se encuentran en
divisién, el vector puede permanecer transcripcionalmente activo durante un
largo periodo de tiempo. 5) El viridn presenta estabilidad y resistencia a
solventes, cambios en el pH y la temperatura. 6) El hospedero no presenta una
respuesta inmune significativa. 7) Los diferentes serotipos presentan tropismo
hacia tejidos especificos. Hasta hoy se conocen 12 serotipos (Tabla 1) (Miyake et
al., 2012; Drouin y Agbandje-McKenna, 2012).

2.7 Produccioén de los vectores de VAA (VVAA)

Para producir un VWAA es necesario generar la cdpside viral, el genoma
recombinante 'y las proteinas involucradas en su  replicacion y
empaquetamiento. Para obtener un genoma recombinante “gutless”, es decir,
carente de los marcos de lectura para las proteinas de VAA, se debe de disenar
y construir un pladsmido con un casete de expresion que contenga por lo menos
un potenciador, un promotor, el gen de interés y un terminador; todos estos
elementos deben ir flanqueados por las ITRs de un VAA (Figura 8). Las ITR son las
Unicas secuencias de este virus que se requieren entregar en cis a las células
productoras del vector; pues median el rescate, la replicacion vy el
empaqguetamiento del transgen a través de las proteinas Rep y diversos factores
celulares. Por otro lado, los genes rep y cap se proporcionan en trans por medio
de las construcciones plasmidicas que los codifican; o bien por medio de

baculovirus recombinantes.

]
& Potenciador - Promotor - Transgen - pA ﬂ

Figura 8. Representacion esquemadtica de los componentes bdsicos presentes en un inserto génico
empaquetado dentro de los vectores de VAA.

Actualmente, los VWAA se pueden producir utilizando dos estrategias. En la

estrategia tradicional, se transfectan células de mamifero como HEK293 o Hela,
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con 3 pldsmidos diferentes (Potter et al., 2002; Grimm et al., 1998, 2003; Miyake et
al., 2012; Burger & Nash, 2016). Un primer pldsmido contiene la construcciéon con
el gen de interés; un segundo pldsmido contiene los genes rep y cap de los
VAA; y un tercer pldsmido contiene los genes auxiliares de un adenovirus o un
herpes virus. Aunque este sistema presenta una alta eficiencia en cuanto a la
produccién de proteina y ensamblaje del vector, presenta desventajas en el
escalamiento del proceso, ademds puede presentar elementos contaminantes
de los virus auxiliares. En la estrategia alternativa, se emplea el sistema células
de insecto-baculovirus. En este sistema, los elementos necesarios para la
produccidén de los VVAA se introducen a las células de insecto mediante la co-
infeccidn con varios baculovirus recombinantes (Urabe et al., 2002; Smith et al.,
2009). En versiones mds recientes de ambos sistemas, se han integrado uno o
mds componentes genéticos para la fabricacién de vWAA al genoma de las
lineas celulares tanto de mamiferos como de insectos, generando lineas
productoras estables; y disminuyendo asi el nUmero de pldsmidos o baculovirus

recombinantes necesarios (Aslanidi et al., 2009; Mietzsch et al., 2014).

Debido a las limitaciones que presenta la produccion de vVAA utilizando células
de mamifero, en este frabajo se utilizd el SCI-BV. Algunas de las caracteristicas
gue hacen afractivo este sistema para la produccion de vectores virales son: 1)
las células de insecto se pueden cultivar e infectar en suspension, facilitando el
escalamiento del proceso; 2) éstas células realizan modificaciones
postraduccionales similares a las que realizan las células de mamifero, de
manera que las proteinas expresadas pueden conservar su funcionalidad
biolégica; 3) es posible expresar simultdneamente varios genes recombinantes
de alto peso molecular; 4) los niveles de expresion que se obtienen son altos en
comparacion con ofros sistemas de expresion de eucariontes superiores, puesto
que los genes recombinantes contenidos en los baculovirus se encuentran
generalmente bajo promotores fuertes, como el de poliedrina (polh) o el p10; 5)
se pueden utilizar lineas celulares adaptadas a crecer sin suero, lo que reduce
los costos de produccion; é) Se puede coinfectar un cultivo celular con varios
baculovirus, cada uno portando genes diferentes; 7) El nUmero de particulas de
VVAA que se generan por célula con capacidad para transducir es 20 veces
mayor cuando el virus se produce en células de insecto que en células de

mamifero (Urabe et al., 2002; Palomares et al., 2006).
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2.7.1 Componentes del sistema células de insecto-baculovirus (SCI-BV)

Este sistema bdsicamente consiste en utilizar baculovirus recombinantes como
vectores de expresion (VEB), los cuales infectan células de insecto y utilizan la
magquinaria celular para replicarse y expresar los genes de interés.
Generalmente, el baculovirus mds utilizado como BEV es el nucleopoliedrovirus
multiple de Autographa californica (AcMNPV). El ACMNPV es un virus de DNA de
doble cadena, capaz de infectar una gran variedad de insectos lepidépteros.
Su cdpside tiene forma de bastdn con un didmetro de 30-60 nm y una longitud
de 250-300 nm. Durante su ciclo de vida, este baculovirus genera dos tipos de
particulas virales, los viriones ocluidos y los viriones gemados. Los viriones ocluidos
se encuenfran embebidos dentro de una matriz cristalina conformada por la
proteina poliedrina. La funcién de estos cuerpos de oclusidn es proteger a los
viriones del medio ambiente. La poliedrina solamente es solubilizada por un pH
alto, similar al que se presenta en el tracto intestinal de las larvas hospederas. El
segundo tipo de particula viral, los virus gemados, se encuentran envueltos por
una membrana de la célula hospedera, que adquieren en la Ultima fase de su

ciclo de vida (Rohrmann, 2008, Palomares et al., 2015) (Figura 9).
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Figura 9. Ciclo de vida de un baculovirus. En la fase inmediata a que los baculovirus son ingeridos
por larvas de insectos, se solubiliza la matriz de poliedrina en el intestino liberando a los virus
ocluidos (VO). Estos alcanzan a las células epiteliales en donde se transportan al ndcleo. En la fase
temprana ocurre la replicacién del DNA del baculovirus, utilizando la maquinaria celular del
hospedero. En la fase tardia ocurre el ensamblaje de la nucleocdpside vy la liberacién de los
viriones, los cuales al salir de las células adquieren una envoltura de membrana celular. Los virus
liberados infectan nuevas células hospederas, generando una infeccién secundaria. En la fase
muy tardia se expresa la poliedring, se da la formacion de poliedros y la oclusidn de los viriones en
los mismos. Finalmente, los virus ocluidos son liberados por las larvas para dar inicio a un nuevo
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ciclo. Imagen readlizada por el Lic. Enrique-Paz del laboratorio de Ingenieria de Bioprocesos y
Nanobiotecnologia, IBT. (Palomares et al., 2015).

Cuando se trabaja con los baculovirus in vitro, éstos no necesitan la proteccion
de la poliedrina, ademds de que los viriones ocluidos no son infecciosos. Por lo
tanto, en los sistemas de expresidon recombinantes, se reemplaza el gen de la
poliedrina por el gen de interés y se aprovecha este promotor (polh), pues se
encuentra dentro de los de mayor fuerza. Otfros promotores presentes en el
genoma del baculovirus que también son utilizados ampliomente para la
expresion de proteinas recombinantes son el p10, gpé4 y los ie. (Palomares et al.,
2006)

En cuanto a las célula de insecto, actualmente ya existen lineas celulares bien
establecidas que han sido asiladas a partir de varios tfejidos de insectos en
diferentes estadios de su ciclo de vida. Entre las lineas celulares mas utilizadas
estdn la $f21 y la Sf9, que son células de ovario de pupa de Spodoptera
frugiperda, y la TBI-TNn5B1-4 conocida comercialmente como High Five, que son
oocitos de Trichoplusia ni. Estas lineas celulares han sido adaptadas para crecer

en suspension y en medios de cultivo libres de suero. (van Oers et al., 2015).

2.7.2 Produccion de vVAA en el SCI-BV

Para generar los baculovirus recombinantes que fungen como vectores de
expresion (VEB) utilizando el sistema bac to bac (Invitrogen) se llevan a cabo los
siguientes pasos: 1) Clonacion del gen de interés en un plasmido de
transferencia; 2) Generacion de los bacmidos recombinantes a fraves de un
proceso de fransposicion en bacterias; 3) Generacion de las particulas de
baculovirus recombinantes a través de la transfeccion de los bdcmidos
recombinantes aislados en células de insecto; 4) Evaluacion de los baculovirus
recombinantes resultantes y 5) Titulacion y elaboracion del stock viral. Cada uno
de estos pasos se resumen en la figura 10, y se detallan mdas adelante en la
seccion de materiales y métodos. Una vez que se tienen los diferentes
baculovirus recombinantes con los genes de interés (los genes rep y cap de los
VAA y el gen terapéutico), éstos se usan para co-infectar a las células de
insecto. De esta forma, se enfregan a las células todos los elementos necesarios

para la fabricacion de los vectores de VAA (Figura 10).
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Generacion de VWAA en el sistema células de insecto-baculovirus
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Figura 10. Esquema de la produccion de vWAA usando el sistema Bac to Bac (Invitrogen). En este
frabajo se utilizaron dos baculovirus recombinantes, uno denominado Bac Rep-Cap y ofro
baculovirus con el gen de la GS, denominado BacGS+, para generar los vectores de VAAGS+ del
serotipo 1y 8. Modificado del manual Bac to Bac, Invitrogen 2009.

La estrategia original de producciéon de vVAA utilizando este sistema consta de
3 baculovirus recombinantes (Urabe et al., 2002). BacCap contiene el casete
para la expresion de las proteinas estructurales del VAA, bajo el control
transcripcional del promotor polh. BacRep codifica para 2 de las proteinas
implicadas en la replicacion y empaquetamiento del genoma recombinante,
Rep78 y Repb52, bajo el control de los promotores iel y polh, respectivamente.
Un tercer baculovirus recombinante contiene el gen de interés flaqueado por
las ITRs del VAA2. El ensamblaje de los VVAA utilizando este sistema requiere que
una misma ceélula sea infectada con los 3 baculovirus recombinantes a la vez,
para que se expresen todos los componentes del vector. La produccién de los
VVAA comienza inmediatamente después de la coinfeccién con los baculovirus
recombinantes (enfre las 0-6 hpi), momento en el que se activa el promotor
iel(promotor que se expresa temprano en el ciclo infeccioso de los baculovirus)
permitiendo la expresion de la proteina Rep78. Rep78 es transportada al nucleo
de la célula, en donde ocurre la replicacion del DNA del baculovirus y con él, la
replicacion del genoma recombinante, enfre las 6-18hpi. Por medio de la

actividad de endonucleasa de Rep78, se escinden los genomas recombinantes
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de VAA del genoma del baculovirus; permitiendo su replicacion independiente.
A partir de las 18 hpi, el promotor iel se inactiva y cesa la expresion de Rep78.
Por otra parte, se activan los promotores polh y pl0, con lo cuadl inicia la
expresion de Rep52 y de las proteinas de las cdpside de los VAA. Posteriormente,
estas proteinas son exportadas al nUcleo de la célula para que se lleve a cabo
el ensamblaje de las cdpsides y el empaquetamiento del DNA recombinante.
Los genomas resueltos por las Rep78 en forma monomérica, se empaquetan
dentro de las cdpsides ensambladas por accidén de la proteina Rep52. A pesar
de que esté sistema resulta ser eficaz, el Bac-Rep presenta inestabilidad
genética tras el pasaje serial debido a la duplicacion en tdndem de las regiones
homologas de los genes rep78 y rep52, lo cual dificulta el escalamiento del

proceso.

Md&s adelante Smith y colaboradores (Smith et al., 2009) hicieron mejoras a este
sistema. Modificaron genéticamente el gen rep para permitir la expresion de
Rep78 y Repb52 a partir de un mismo mMRNA. Ademds, combinaron en un solo
pldsmido los casetes de expresion de los genes rep y cap, lo que permitié su
expresion a partir de un solo baculovirus (BacRep-Cap dual). De esta forma, se
redujo el nUmero de baculovirus requeridos para la producciéon de los VWAA de
3 a 2 baculovirus recombinantes. Dicha reduccion aumentd el nUmero de
particulas de VWAA conteniendo el genoma recombinante, pues existe mayor
probabilidad de que una célula sea infectada por 2 baculovirus recombinantes
al mismo tiempo, en lugar de 3. Con tales mejoras, lograron la expresion estable
de las proteinas Rep y Cap hasta el pase serial 7 de dicho baculovirus, lo que
permite una plataforma de producciéon escalable de los VVAA. Asi pues, en este
trabagjo usaremos estas mejoras para la produccidon de nuestros VVAA.
Generaremos dos baculovirus recombinantes duales denominados Bac Rep-
Cap 2/1 y Bac Rep-Cap 2/8. Los dos expresardn las proteinas Rep78 y Rep52 del
VAA2, sin embargo, el primero expresard las VPs del VAAT, mientras que el
segundo expresard las VPs del VAA8. Ademds, utilizaremos un tercer baculovirus
recombinante conteniendo el gen de la GS. Con ellos, realizaremos las
coinfecciones pertinentes en células de insecto para generar los VWAA de los
serofipos 1 y 8 que contengan el gen terapéutico de la GS, los VAAIGS+ vy
VAA8GS+ (Figura 10).
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2.8 VVAA y su uso en tratamientos de terapia génica

La terapia génica con base en VAA ha experimentado un notable desarrollo.
Desde que se demostré por primera vez su utilidad como vector de
transferencia génica en 1984 (Hermonat et al., 1984), a la fecha se han llevado
a cabo un gran numero de estudios preclinicos para tratar enfermedades tanto
monogénicas como trastornos mds complejos. Dichos estudios han arrojado
resultados alentadores, a tal punto que desde hace algunos anos se inicié el uso
de estas terapias en humanos. Actualmente, existen registrados alrededor de
180 protocolos clinicos a nivel mundial. Estos estudios se encuentran en
diferentes fases de desarrollo (Fases I-IV) y buscan fratar diversas enfermedades,
como desordenes oculares que causan ceguera como la amaurosis congénita
de Leber, desordenes hematoldégicos hereditarios como la hemofilia B,
desordenes metabdlicos como la deficiencia de la alfa-1-antitripsina y las hiper-
lipoproteinemias, asi como enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, Canavan y Parkinson; enfermedades musculares como la distrofia
muscular de Duchenne y enfermedades autoinmunes como la artritis

reumatoide, entre ofras.

Considerando todos estos esfuerzos, podemos senalar que la terapia génica
con VAA ya es una realidad. De hecho en el 2012, la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) aprobd para su comercializacion el primer medicamento
de terapia génica a base de VAA, el Alipogén fiparvovec (Glybera®). Este
medicamento, por medio de un VAA1 recombinante, entrega el gen de la
lipoproteina lipasa (LPL) hacia el musculo esquelético, para fratar la hiper-
trigliceridemia hereditaria causada por la deficiencia en esta enzima.
Recientemente, en diciembre del 2017, la Administracion de Medicamentos y
Alimentos (FDA) de los Estados Unidos de América, aprobd el primer
medicamento de terapia génica en este pais, el Voretigene neparvovec
(Luxturna®). Este medicamento, con base en un VAA recombinante, entrega a
las células retinianas copias normales del gen RPES5, con el fin de restaurar la
produccion normal de esta enzima y asi fratar la distrofia retiniana, que puede
causar ceguera total. Y aungque aun queda mucho frabajo por hacer y muchas
preguntas por responder, no queda mds que sumar esfuerzos por hacer de la

terapia génica una realidad.
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2.9 Terapia génica en el tratamiento de hiperamonemias

En lo referente a la terapia génica para el manejo del amonio, se han usado
VAA en modelos animales con desérdenes del ciclo de la urea (DCU). En estos
estudios se frataron deficiencias letales de algunas de las enzimas involucradas
en el ciclo de la urea, tales como la Ornitina transcarbamilasa (Cunningham et
al., 2009), la Arginasa | (Lee ef al., 2012) y la Arginosuccinato Sintetasa (Kok et al.,
2013). Los resultados fueron alentadores, pues en todos ellos hubo una
transduccién hepdtica eficiente, lo que llevé a un aumento significativo en la
expresion de las enzimas entregadas y por consiguiente, una disminucion
relevante en los niveles de amonio. Inclusive la tasa de sobrevida de los
animales tratados fue mayor. Cabe recalcar la letalidad de estos desérdenes,
por lo que en muchos casos los fetos no llegan a término o fallecen a los pocos
dias de nacimiento. Sin embargo, el principal reto a vencer en estos trabajos es
la alta tasa de recambio celular en el higado pre y neonatal; debido a ello, las

células transducidas con vVAA fueron rdpidamente removidas.

En contraste con las referencias anteriores, en este trabajo buscamos que la
terapia génica pueda ser dirigida a pacientes con episodios de hiperamonemia
desencadenados por alguna falla hepdtica desarrollada a lo largo de su vida,
como resultado de enfermedades como hepatitis, cirrosis, higado graso o algun
hepatocarcinoma. En una primera aproximacion de fratamiento de la
hiperamonemia y la EH a fravés de terapia génica, se realizd una colaboracion
enfre los grupos de la Dra. Palomares (IBT-UNAM) y del Dr. Torres-Vega
(INCMNSZ), en donde se generd un vector de baculovirus para la enfrega del
gen de la GS hacia el musculo esquelético, el bacGS (Torres-Vega et al., 2015).
En este estudio se demostré que el bacGS fransdujo eficientemente células L6
(mioblastos) y células MA104 (células epiteliales de rindn), generando una sobre
expresion de la proteina GS; y con ello se obtuvo una disminucion de casi el 50%
en los niveles de amonio en el medio de cultivo hiperamonémico de estas
células. Interesantemente, cuando el bacGS se evalud in vivo, en un modelo
animal de hiperamonemia aguda, los niveles de amonio en sangre también se
redujeron significativamente. Por ello, se planted al bacGS como un vector

prometedor para la terapia génica de la hiperamonemia aguda.
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Sin embargo, se ha descrito ofro grupo de pacientes en los que la
hiperamonemia llega a ser crénica, generando danos adun mds severos.
Desafortunadamente, se ha reportado que la expresion in vivo de los fransgenes
entregados por un baculovirus es temporal, motivo por el que seria necesaria
una re-administracion del virus recombinante. Ademds, se sabe que el
baculovirus desencadena la respuesta inmune tanto innata como adaptativa,
provocando una reduccion de la expresion del transgen después de una
segunda administracién del vector (Pieroni et al., 2001; Luo et al., 2013). Por tales
motivos, este tipo de vector no podria ser utilizado en el tratamiento de una

hiperamonemia crénica.

Con la finadlidad de establecer una terapia génica para fratar la
hiperamonemia crénica en pacientes con EH, en este frabajo planteamos el uso
de vectores de VAA con tropismo hacia el mUsculo esquelético, para la entrega
del gen de la GS hacia este érgano, con la finalidad de lograr una sobre-
expresion prolongada de la GS. De esta forma, este érgano auxiliard en la
detoxificacion del amonio excedente. Esta terapia génica también podria ser
utilizada en el fratamiento de pacientes con desérdenes del ciclo de la urea y
en hiperamonemias producidas por otros factores no relacionados con una falla

hepdtica.
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3. HIPOTESIS

La aplicacion en el musculo esquelético de los vectores de VAAT y VAAS

portando el gen terapéutico de la GS inducird una sobre expresion de la GS y

por ende, una disminucion de los niveles de amonio en un modelo de

hiperamonemia crénica en rata.

4. OBIJETIVOS

4.1 Objetivo general

Establecer un modelo de terapia génica con los vectores de VAAT y VAAS8

portando el gen de la GS para el tfratamiento de una hiperamonemia crénica

experimental.

4.2 Objetivos particulares

1.

Generar los baculovirus recombinantes Bac Rep-Cap 2/1 y Bac Rep-Cap
2/8, que contendrdn los genes rep del serofipo 2 de VAA y cap de los
VAAs de los serotfipos 1 y 8 respectivamente, ambos con un tropismo

hacia musculo esquelético.

Producir los vectores VAA1 y VAA8 mediante el sistema células de
insecto-baculovirus, por co-infecciéon de los baculovirus duales Bac Rep-
Cap y Bac GS+, Bac GS- 6 Bac GFP.

Purificar, caracterizar, cuantificar y evaluar la formacién de particulas de

VVAA generadas en el sistema de células de insecto-baculovirus.

Evaluar in vitro la capacidad de los vectores VAAIGS+ y VAASGS+ de

mediar la sobre expresion de la proteina terapéutica GS.

Generar un modelo in vivo de hiperamonemia crénica.

Determinar en el modelo in vivo de hiperamonemia crénica la
capacidad de los VWAAIGS+ y VWAA8GS+ de disminuir los niveles de

amonio.
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Estrategia experimental

5. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizé con la finalidad de desarrollar una terapia génica

para tratar la hiperamonemia crénica. La estrategia experimental que se siguid

la dividimos en 3 etapas:

)

)

)

Generacion de vectores de expresion de baculovirus (VEB), portando

los genes de las proteinas Rep y Cap de VAA de los serotipos 1y 8.

Con los VEB, se produjeron en el sistema células de insecto-baculovirus

los vectores de VAA conteniendo el gen de interés, asimismo se llevoa

a cabo la purificacion, la caracterizacion y la cuantificacion de los

mismos.

Evaluaciéon de los vectores de VAA tanto in vitro como in vivo.

La figura 11 resume los principales pasos que se desarrollaron en cada una de

las etapas.

Etapa

Generacién de
Vectores de Expresion de
Baculovirus (BEV)

Construccion de
los Baculovirus

recombinantes:

BacRep-Cap2/1y
BacRep-Cap 2/8

|

Generacion de
stocks virales

{

Expansion y
titulacion
de los Baculovirus
recombinantes

Produccion de los vectores
VAAL1GS y VAABGS

Evaluacion de los vectores
de VAA tanto in vitro como
in vivo

Co-infeccion de células
5f9 con:
BacRep-Cap2/1 y BacGS
4
BacRep-Cap2/8 y BacGS

|

Purificacion de los
vVAA

b

Cuantificacién
de los VWAA

Evaluar la capacidad de los
VWAALGS+ y vWAABGS+
de transducir células
musculares y expresar G5

|

Desarrollar un modelo
animal de hiperamonemia
cronica

|

Evaluar la destoxificacion
del amonio por los
VWAALGS+ y WWAABGS+
en el modelo animal

Figura 11. Estrategia experimental del proyecto. Se resumen las 3 etapas y algunas de las
metodologias empleadas para el desarrollo del proyecto.

A continuacion se detalla la metodologia seguida en cada una de las etapas
del proyecto.

25



5.1 Construccion de vectores de expresion de baculovirus (VEB)

5.1.1 Plasmidos
Los plasmidos utilizados en este trabajo fueron construidos por diferentes grupos

de investigacion y nos fueron amablemente donados. Los pldsmidos pSR651,
PSR660 y pFBGR fueron construidos por el grupo del Dr. Robert Kotin (NIH, EUA).
Los pléasmidos pFBCGS-C2 y el pFBSGS-C2 fueron construidos por el grupo del Dr.
Torres-Vega y se detallan en Torres-Vega et al (2005); mientras que el pldsmido
PFBGR fue modificado por la Dra. Gallo-Ramirez y se detalla en Gallo-Ramirez
(2012). La caracteristica que tfienen en comuUn estos pldsmidos es que sus
casetes de expresidn se encuentran clonados en un vector de transferencia
pFastBac (Invitrogen™). Los pldsmidos pFastBac contienen alguno de los
promotores del baculovirus ACNPV, el promotor de poliedrina (polh) o el pl0,
que controlan la expresidn del gen recombinante, y de un gen de resistencia a
gentamicina, asi como una senal de poliadenilacién del virus SV40, todos estos
elementos estdn flanqueados por brazos del transposdn Tn7, conformando asi

un miniTn7.

pPSR651 y pSR660. Estan clonados dentro de un pFastBac dual, que contiene
tanto el promotor polh como el pl10, por lo que pueden expresar dos genes a la
vez. Bajo el control transcripcional del promotor polh estd la secuencia del gen
rep del VAA-2, que codifica para las proteinas Rep78 y Rep52, mientras que
bajo el control franscripcional del promotor pl10 se encuentra la secuencia del
gen cap que codifica para las proteinas VPs del VAAT en el caso de pSRé51
(Apéndice |, Figura 32a) o para las VPs del VAA8 en el caso de pSR660
(Apéndice |, Figura 32 b); estos elementos se encuentran flanqueados por
elementos de transposicion miniTn7. Dichos pldsmidos se utilizaron en este
trabagjo para llevar a cabo mediante la fransposicidon de los casetes con las
secuencias génicas de rep y cap, la generacion de los bdcmidos y los
baculovirus recombinantes bac rep-cap 2/1 y bac rep-cap 2/8, mediante el

sistema de expresion de baculovirus Bac-to-Bac (Invitrogen, Carlsbad, CA).

pPFBCGS. Contiene el casete de expresion con la secuencia del gen de la GS de
higado de rata, bagjo el promotor de CMV para su expresion en células de
mamifero; una secuencia del intfrén de la B globina de pollo, y una senal de

poliadenilacion de la hormona del crecimiento humano, estos elementos se
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encuentran flanqueados por las ITRs del VAA-2 (Apéndice |, figura 33a). pFBSGS.
Contiene la misma construcciéon que el pFBCGS, pero carece de la secuencia
codificante para la GS, de tal forma que se usd para la generacion de los
bacmidos, los baculovirus recombinantes y los VWAA que fungieron como
controles negativos, pues en ninguno de ellos codificaba para la GS (Apéndice
|, Figura 33b). Cada pldsmido por separado fue clonado en el pFastBac

(Invitrogen™).

PFBGR. El casete estd clonado en el pldsmido pFastBac (Invitrogen™), contiene
el gen de la proteina GFP bajo el promotor de p10 para su expresidn en células
de insecto y bajo el promotor de CMV para su expresion en células de mamifero

y se encuentra flanqueado por las ITR del VAA-2 (Apéndice |, Figura 33c).

5.1.2 Generacion de los bacmidos recombinantes

Se adicionaron 250 ng y 1 ug de los pldsmidos pSR651 y pSR660 a 100 uL de
células E. coli DH10Bac guimiocompetentes, que contienen un bdcmido silvestre.
Se incubaron en hielo por 30 minutos y luego se sometieron a choque térmico
por 1 minuto a 42°C, regresandolas inmediatamente al hielo. Se agregaron 200
uL de medio SOC previamente precalentado a 37°C y se incubaron a 37°C por
4h a 250 rpom. Pasado este tiempo, se sembraron 100 uL de las células en cajas
de cultivo con medio LB-agar con 50 pg/uL de kanamicina, 7 ug/pL de
gentamicina, 10 ug/ulL de tetraciclina, 100 pg/ulL de X-Gal y 40 ug/ulL de IPTG. Las
cajas se incubaron durante 48h a 37°C. Las colonias transformadas que
contienen el bacmido recombinante deben presentar un fenotipo blanco, ya
que la transposicion del fransgen intferrumpe el gen de la B-galactosidasa,

mientras que las colonias no transformadas presentardn un fenotipo azul.

Para confirmar el fenotipo recombinante de las colonias blancas, se eligieron y
picaron al menos 10 colonias de cada transformacion y se re estriaron en placas
nuevas de LB-agar con los antibidticos de seleccion, asi como con X gal e IPTG.
Se dejaron incubando toda la noche a 37°C. De aquellas transformaciones de
las cuales se confirmd un fenotipo blanco, se tomd una colonia y se inoculd en 5
ml de medio LB + antibidticos de seleccion (50 pg/ul de kanamicina, 7 ug/ul de
gentamicina, 10 ug/ul de tetraciclina). Se dejaron incubando a 37°C en

agitacion a 250 rom durante 16-20 h. Posteriormente, los bdcmidos se purificaron
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utilizando el kit QIAprep miniprep de QIAGEN (QlAprep Miniprep, 2006),
siguiendo las especificaciones del proveedor. Finalmente se cuantificd la
concentracion de los bdcmidos mediante un nanodrop y se almacenaron a -

70°C hasta su uso.

5.1. 3 Andlisis de los bacmidos recombinantes por PCR punto final

Para analizar y confirmar el éxito de la fransposicién de los genes rep-cap 2/1y
rep-cap 2/8, se analizdé el DNA de los bdcmidos recombinantes mediante PCR
punto final, usando combinaciones de oligonucléotidos especificos, que
reconocieron diferentes regiones de los genes rep, capl y cap8. (Tabla 2). Las
PCRs se realizaron en un volumen final de 25 plL; usando 1.5 pl de cada oligo (10
uUM), 2.5 ul del buffer de la Tag polimerasa (10X), 0.5 uL de dNTPs (10 mM), 0.5 ulL
de la enzima Tag DNA polimerasa (5U/ul), 17.5 yl de agua y 1 ul del DNA
templado. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo con 1 ciclo de pre
incubacion de 3 min a 95°C, seguida de 40 ciclos de 45 segundos a 95°C para la
desnaturalizacion, 45 segundos a 55-68°C, segun la Tm de los oligos para la
hibridacion de los oligos a su secuencia blanco, 30 segundos por 3 min (segun el
tamano del amplicén) a 68°C para la extension del amplicdn; 1 ciclo a 68°C de
5 min para una extension final. En el caso de la PCR, para amplificar los
fragmentos transpuestos de ambos genes, rep y cap, con un tamano de 6989
pb, se usd 1 ul tanto de dNTPs como de enzima Tag DNA polimerasa (5U/ul),
aumentando al doble la concentracidon de los mismos, con respecto a la
reaccion original. Finaimente, los productos de las PCR se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0-8-1.2%, para confirmar que tuvieran el

tamano esperado. Los oligos utilizados para estos andilisis se listan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Oligonucledtidos usados para amplificar diferentes regiones de los genes rep2, capl y
cap8 a través de PCR punto final.

Tamano del
Gena Identiificacién | Mombre del Oligo Secuencia de los oligonucledtidos (57 =#®* 37 |Tm (°C) | amplicén
amplificar (1) [=l2]]
cap | a MI3F: 5 CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CG 3 44 2300
a’ 4904AAV | Copk: 5 GCTTCA AAC ACTGCATIGG 3 58
cap 8 b MI3F: 5 CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CG 3 44 2300
B 4P03AABVCopR: 5 AGA GAC AAT GCG GATTAC AG ¥ 55
cap | c S576AAN 1 CopF: 5 MIGTGA CGC CATCATTCG 3 &0 1043
c 44190Dualpl OR: 5 TITACA ATC ACTCGACG 3' 48
cap 8 d S57BAAVECODF: 5 CMGGTGCCTIC ATICTG C ¥ 59 1041
d 44190ualp10R: 5 TITACA ATC ACTCGA CG ¥ 48
cap | ] 4811AAVICopF: 5 TGCTCT GGA AATTGACTG CC 3 &1 878
& S4E9AANCapR: 5 TICCACTGC CACTITICACC 3 41
cap 8 f 4811 AAVECapF: 5 TGCTGC 1GC AAG TTATCTGC 3 &0 B78
f S489AANCapR: 5 TIC CACTGC CACTITICACC 3 41
cap | q 4811 A4V CapF: 5 TGC TCT GGA AATTGA CTG CC 37 a1 105
q 4904 AAV | CopR: 5 GCTTCA AAC ACTGCATIGG 3 58
cap 8 h 4811 AAVECapF: 5 TGCTGC IGC AAGTIATCTGC 3 &0 104
il 4P03AAVEBCOpR: 5 AGA GAC AATGCG GATTAC AG I 55
rep 2 i RT-RepsF 5 ACT CAC GGA CAG AMA GACTGTTTAG 3 72 Jar
[ MI3R 5 AGC GGA TAA CAATITCAC ACA GG 3 &2
rep 2 j Polh; 5 CCGGATTATTCATAC CGTCC 3 40 2512
i MI3R 5' AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG 3 62
rep2-copl
& k MI3F: 5 CCC AGTCAC GAC GTT GTA AAA CG 3 44 4948
rep-capd K MI3R: 5 AGC GGA, TA CAA TIT CAC ACA GG 37 [:rd

El nombre de los oligonucledtidos indican la posicion en la que hibridan con su respectivo gen. Los oligos
universales M13 hibridan en regiones que flanquean a cada uno de los sitios de fransposicion mini attTN7 del
bdcmido recombinante. Tm: temperatura de fusién, F: forward, R: reverse.

5.1. 4 Cultivo de células Sf9

La linea celular Sf9 son células provenientes de ovario de pupa de la especie
Spodoptera frugiperda. Estas células se culfivaron en suspension en medio
SFQ00-II (Invitrogen, USA) libre de suero a 27°C en agitacion constante a 110 rom.
La concentfracion celular se determind usando un contador electronico de
parficulas (Coulter Mulfisizer Il, Coulter Electronics Inc. USA), mientras que la
viabilidad celular se determind mediante la técnica de exclusion con azul

tfripano, usando una cdmara de Neubauer.

5. 1. 5 Transfeccion de células de insecto con los bacmidos recombinantes

A partir de los bdcmidos recombinantes se produjeron las particulas de
baculovirus Bac Rep-Cap 2/1 y Bac Rep-Cap 2/8. Para ello, en cajas de cultivo
de 6 pozos se sembraron 2x10¢ cél/pozo, en 2 ml de medio TNMF-H sin SFB
(Gibco, Invitrogen) y se dejaron adherir por 1 h. Se prepard la solucion de

transfeccion: 1 ug de DNA del bacmido (bac rep-cap 2/1 6 bac rep-cap 2/8),
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20 pl de lipofectamina y 1 ml de medio TNMF-H libre de SFB y sin antibidticos.
Pasado el tiempo de adherencia de las células, se les anadid la mezcla de
transfeccion y se incubaron por 4 h en agitacién constante a temperatura
ambiente. Pasado el tiempo de incubacion se les anadid 1 ml de medio TNMF-H
y 10 ul de antibidtico/antimicdtico (Sigma). Las células se dejaron incubando a
27°C durante 96 h en un ambiente humedo. Las células transfectadas fueron
monitoreadas utilizando un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE300) para
detectar efectos citopdticos como una consecuencia de la replicacion viral. Al
finalizar el periodo de incubacion se recuperaron los sobrenadantes, se les
agregd SFB al 2% y se aimacenaron a 4°C protegidos de la luz. Posteriormente,

estos sobrenadantes se utilizaron para realizar un ensayo en placa.

5.1. 6 Ensayo en placa para el aislamiento de placas virales

Se sembraron células Sf? (con una viabilidad mayor al 95%) en cajas de 6 pozos
a una densidad de 1.5x10¢ células/pozo en un volumen de 2 ml de medio de
Grace sin SFB. Las células se dejaron incubando durante 1 h a 27°C para permitir
que se adhirieran. Se prepararon diluciones de 10" a 10 de los stocks virales en
medio de Grace. Una vez adheridas las células, se les retird el medio y se les
agregdé 0.9 ml de las diluciones virales y se dejaron incubando por 4 h a
temperatura ambiente. A continuacion se retird el inéculo y se anadidé una
capa de 3 ml de agarosa de bajo punto de fusion (1 volumen de agarosa de
bajo punto de fusion al 3%, 0.8 volumen de medio Grace 2X, 0. 2 volumen de
SFB) a una temperatura de 37°C. Las cajas se incubaron a 27°C en ambiente
humedo por 926 h. Pasado este tiempo, a cada pozo se le anadié 2 ml de una
segunda capa de agarosa (1 volumen de agarosa al 1.2%, 0.8 volumen de
medio de Grace 2X, 0.2 volumen de SFB, 0.02 volumen de rojo neutro al 1%) y se
incubaron a 27°C por 4 h en un ambiente humedo. Posteriormente, se
identificaron las placas virales por la formacion de halos incoloros. Dichos halos
indican que las células de esa zona estdn muertas, presumiblemente a causa
de la infeccion por el baculovirus, por lo que son incapaces de retener el
colorante. Las placas seleccionadas se colectaron picando el agar con una
punta estéril y se re suspendieron en 1 ml de medio Grace 1X con 0.5% de SFB.
Las placas virales seleccionadas se sometieron a un primer ciclo de

amplificaciéon, con la finalidad de incrementar el nUmero de baculovirus e
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identificar cudl de las placas aisladas produce una mayor cantidad de proteina

recombinante. Esta determinacion se realizd mediante Western Blot.

5.1.7 Propagacion de stocks virales a partir de placas aisladas

Una vez que se tuvo identificado al baculovirus que fue capaz de generar la
mayor cantidad de proteina recombinante, se procedié a generar los stocks
virales del mismo. Para ello, se infectaron 30 ml de células Sf9 en medio SF-200 |l
a una concentracion de 1x10¢ cél/ml con 100 ul del sobrenadante recuperado
de la infeccién de células Sf9 en cajas de 6 pozos. A las 96 hpi, los cultivos se
cosecharon y centrifugaron a 1000 xg. El sobrenadante se colecté y amacend
cubierfo de la luz a 4°C anadiendo 2% SFB. A estos stocks virales se les denomind
stock pase 1 (P1). La propagacién de los posteriores stocks virales se realizd
infectando cultivos de células Sf9 en medio SF-200ll a una concentraciéon de

1x108 cél/ml usando una MDI de 0.1 ufp/cél.

5. 1. 8 Determinacién de titulos virales para baculovirus

La fitulacion de los baculovirus recombinantes se realizd mediante la
metodologia desarrollada por Mena ef al. (2003) y que a continuaciéon se
describe. Para estos ensayos se utilizaron cultivos de células Sf9 con una
viabilidad mayor al 95%. Se inocularon cagjas de 96 pozos de fondo plano
(Corning) con 0.8x10¢ celulas/pozo en 50 pl de medio SFP00-II libre de suero. En
medio SF?00-Il se prepararon diluciones seriales desde 101 a 1010 de los stocks
virales. Las células fueron infectadas con 10 pl/pozo de cada una de las
diluciones virales, se incluyeron 16 pozos por cada dilucion. Adicionalmente, se
incluyeron 16 pozos confrol de células no infectadas, a las cuales se le
anadieron 10 pl/pozo de medio SFP00II sin virus. Las placas se incubaron a 27°C
en ambiente hUumedo durante 6 dias. Transcurridos los 6 dias post-infeccion se
anadieron 10 ul/pozo de una solucién de bromuro de 3-(4,6-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolio (MTT) a una concentraciéon de 5 mg/ml y se incubaron durante
2 h. Para precipitar los cristales de MTT formados, las cajas se cenfrifugaron a
2000 rpm por 10 min y se retird el sobrenadante. Los cristales de MTT se
solubilizaron con 50 ul de DMSO. Se midid la absorbancia a 570 nm en un lector
de microplacas FLUOstar Omega (BMG, Labtech). Los datos de absorbancia se
ajustaron a la ecuacion 1 utilizando el paquete Sigmaplot (SPSS, Chicago IL,
USA).
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a
1+(D%)

Donde Y es la absorbancia, Yo es la absorbancia minima (concentracion celular

Y:Y0+

5 (Ecuacion 1)

viable minima detectada, 100% de respuesta), a es la absorbancia mdaxima (0%
de respuesta), D es la dilucién, Do es la dilucion a la cual la respuesta fue del 50%
(1/TCLDS0) y b es la pendiente. A partir de la ecuacion 2 se calculd la dosis letal
media del cultivo (TCLD50/ml), donde V es el volumen de dilucién viral anadida

a cada pozo.

TCLDs, / ml = ﬁ (Ecuacion 2)
0

La relacién entre la TCLDso/ml y la dosis infecciosa media (TCID50/ml) fue

determinada por Mena y colaboradores y estd determinada por la ecuacion 3.
LogTCIDgo/ml = 0.912(LogTCLDs, / ml) + 1.674 (Ecuacion 3)

El valor de TCID50/ml obtenido a partir de la ecuacioén 3 se utilizd para calcular
el titulo viral de las muestras en unidades formadoras de placa (ufp/ml),

mediante |la ecuacion 4.

ufp / ml = TCIDsy / ml X 0.69 (Ecuacion 4)

5. 1. 9 Cuantificacion de proteina

Para la cuantificacion de la proteina total se colocaron por friplicado 150 ul de
una dilucién 1:100 de cada una de las muestras en cajas de 96 pozos y se les
adiciond 50 ul del reactivo de Bradford (Bio-Rad). Se preparé una curva
estGndar a partir de una solucion de albumina bovina (2mg/ml), haciendo
diluciones en un rango de 5 a 80 pg/ml, por triplicado. Las muestras se incubaron
por 5 min y se midié la absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas

FLUOstar Omega (BMG, Labtech).

5.1.10 Western Blot

Se mezclaron 20 pg de proteina total con buffer de carga 4X (1 ml 0.5 mM Tris
PH 6.8, 1.6 mI SDS al 10%, 200 wl azul de bromofenol al 0.2% m/v, 800 ul glicerol y

32



400 y de mercaptoetanol) y se hirvieron 10 min. Estas preparaciones se
corrieron en geles desnaturalizantes de poliacriamida al 12% usando buffer Tris-
glicina (24.8 mM Trs, 0.192 mM glicina, 2 mM EDTA, 0.1% SDS, pH 8.8).
Posteriormente se realizd la transferencia de proteinas a una membrana de
PVDF en sistema semi-hUmedo a corriente constante de 250 mA durante 1 h
usando buffer de glicina (192 mM glicina, 25 M Tris, 20% etanol). Después, |as
membranas se incubaron 2 h en solucién de bloqueo (PBS-T, PBS-Tween 20 al
0.1%, con leche descremada al 5%). Se llevaron a cabo 3 lavados de 5 min
cada uno con buffer PBS-Tween 20 al 0.1%. Las membranas se incubaron toda la
noche a 4°C con los anticuerpos primarios correspondientes. Para la detecciéon
de las VPs de los VAA se utilizd el anticuerpo comercial Fitzgerald 10R-Al114a (1:
2500). Para detectar GS se usd anti-GS (1:1000, MAB302 Millipore) y para Actina
se usd anti-p-actina (Dil1:2000, Santa Cruz). Pasado el tiempo de incubacion, se
repitid el lavado de las membranas con PBS-T. Posteriormente, se incubaron por
2 h con el anticuerpo secundario correspondiente (anti-lgG de ratén o anti-IgG
de conejo marcados con peroxidada), preparados a una dilucion 1:5000 en
PBS-T. Se lavaron las membranas como ya se ha descrito y se revelaron con una
soluciéon de carbazol (4.9 ml de carbazol a 8 mg/ml, 12 ml de buffer de acetatos
0.05M pH 5.5, 30 ul de perdxido de hidrogeno al 30%), o bien con un sustrato
guimioluminiscente (Pierce Thermo). La visualizaciéon de las imdgenes se llevd a
cabo con el equipo ChemiDoc XRS-Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
mientras que los andlisis densitométricos fueron realizados con el software Image
Lab™ 6.0.1 de BioRad.

5.1.11 Dot Blot

La presencia de particulas de VAA ensambladas fue determinada mediante la
técnica de Dot-Blot, usando un anficuerpo monoclonal especifico para
epitopos conformacionales presentes solo en las particulas de VAA completas
(A20 Progen, Biotechnik, No. Cat. 61055). Se tomd un volumen de 5 ul de las
muestras a analizar y se realizé una dilucion 1:20 en PBS-MK. Las muestras fueron
pipeteadas sobre una membrana de nitrocelulosa montada en un equipo Bio-
Dot SF (Biorad, USA) conectado a una bomba de vacio. Se aplicd vacio hasta
que las muestras fueron completamente filtradas a través de la membrana. Las
membranas se blogquearon con PBS-T y 5% de leche durante 1 h vy

posteriormente fueron lavadas 3 veces con PBS-T. Las membranas se incubaron
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toda la noche a 4°C con el anticuerpo A20 preparado en PBS-T a una dilucién
1:1000. Al final de la incubacidén se hicieron tres lavados con PBS-T y se incubd
durante 1 h con el anticuerpo anti Ig-G de ratdn acoplado a peroxidasa. Las
membranas fueron reveladas usando solucién de carbazol. La visualizaciéon de
las imdgenes fue redlizado con el equipo ChemiDoc XRS-Imaging System (Bio-
Rad, Hércules, CA, USA).

5. 2 Produccion, purificacién y cuantificacion de vWAA

5.2 .1 Produccién de vectores de VAA (VVAA)

Para llevar a cabo la produccion de vVAA portando los genes GS 6 GFP, se co-
infectaron cultivos celulares de Sf9 con los baculovirus Bac RepCap 2/1 6 Bac
RepCap 2/8 y los baculovirus BacGS+, BacGs— ¢ BacGFP, utilizando una MDI de
5 ufp/célula de cada uno de los baculovirus. Dichos cultivos se dejaron
incubando a 27°C en agitacion constante durante 72 h o bien, hasta que la
viabilidad celular fue menor al 30%. Pasado este tiempo, el cultivo celular
infectado fue recuperado y centfrifugado a 2000 rpm, durante 10 min.

Finalmente, se recupero el pellet celulary se aimacend a -70 °C hasta su uso.

5.2.2 Recuperacion de cdpsides de vWAA

Para la recuperacion de las capsides de los VVAA, se utilizd el método reportado
por Chahal et al. (2007), que a continuacion se describe brevemente. El pellet
celular proveniente de un cultivo co infectado, se resuspendid a una
concentracion de 10x10¢ cél/ml en buffer de lisis (Tris-base 50 mM, MgCl2 2 mM y
benzonasa 5U/1x10¢ cél, pH 7.5). Se incubd por 30 min a temperatura ambiente
y posteriormente se anadio 1/10 volumen de MgSO4 375 mM para alcanzar una
concentracion final de 37.5 mM y se incubd nuevamente por 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 3 ciclos de congelado-
descongelado utilizando hielo seco-bano Maria a 37°C. Las muestras se
centrifugaron a 625 xg durante 15 min a 4°C. Se recuperaron los sobrenadantes
y se almacenaron a -70°C, para posteriormente usarlos para la purificacion de

las cdpsides de los VVAA.

5. 2. 3 Purificacion de cdapsides de VAA por gradientes de lodixanol

La purificacion de las cdpsides de VAA se llevé a cabo mediante gradientes de

iodixanol, siguiendo la metodologia propuesta por Zolotukhin et al. (1999). Para
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ello, se colocaron en tubos Quick Seal de 39 ml (Beckman, No. Catdlogo
342414) de forma ascendente, 14 ml de los sobrenadantes provenientes de la
seccion 6.3, seguidos de 9 ml de iodixanol al 15%, 6 ml de iodixanol al 25 %, 5 ml
de iodixanol al 40% y 5 ml de iodixanol al 60%. Los gradientes fueron
centrifugados a 63 000 rom durante 2 h a 18°C, utilizando un rotor 70Ti de dngulo
fijo (Beckman) y una ultracentrifuga (Beckman, modelo XL-90). Para colectar las
cdpsides se insertd una jeringa con una aguja calibre 18G x 1 %2 pulgadas en la
interfase que se formd entre las fracciones de iodixanol 40-60% y se recuperd un
volumen de alrededor de 4 ml. A las muestras recolectadas se les infercambid el
iodixanol por PBS-MK y se concentraron. Para ello, se llevaron a un volumen final
de 15 ml agregando PBS-MK, se colocaron en tubos Corning Spin-X UF 20 (100
KDa) y se centrifugaron a 2000 rom hasta alcanzar un volumen de 1 ml, se
reqjusté nuevamente a un volumen de 15 ml y se repitié el proceso de
intercambio de buffer/concentracion durante 4 ciclos mds. Finalmente, se
recuperaron las muestras, se les agregd dzida de sodio al 0.05% y se

almacenaron a -70°C hasta su uso.

5. 2. 4 Microscopia electréonica de transmision (MET)

Para determinar la formacion de las cdpsides de los VWAA se utilizd MET. Se
realizaron diluciones de las muestras con PBS-MK a una concenfracion de
proteina total de 30 pg/ml. De estas diluciones se depositaron 10 ul en la
superficie de una rejilla de cobre cubierta de formvar y carbdn. Las muestras se
dejaron fijar durante 5 min, se retird el exceso de muestra y se adicionaron 10 ul
de una solucidn de acetato de vuranilo al 2% para tenir la muestra
negativamente durante 3 min. Se enjuago el exceso de uranilo con 10 ul de
agua miliQ y se permiti® que las muestras se secardn. Las muestras se
observaron en un microscopio electronico Ziess EM900 (Gottingen, Germany),
usando un voltaje de 80 kV, con la ayuda de la Dra. Guadalupe Zavala de la
Unidad de Microscopia Electronica del IBT, UNAM.

5. 2. 5 Cuantificaciéon de genomas encapsidados

La cuantificacion de los genomas de DNA contenidos dentro de los VVAA se
realizé mediante PCR cuantitativa (QPCR) en fiempo real. Para eliminar el DNA
no encapsidado, antes de las gPCR se incubaron 2 ul de las muestras con 50

unidades de DNasa | (Roche Diagnostic) a 37°C por 30 min. Posteriormente, se
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incubaron a 95°C durante 10 min, con la finalidad de inactivar a la DNasa y al
mismo tiempo desestabilizar las cdpsides y asi, permitir la liberacion del DNA de
los vectores. Finalmente, las muestras se colocaron en hielo por 5 min. Los
genomas virales encapsidados, se cuantificaron usando el sistema de PCR
tiempo real 480 LightCycler de Roche (Roche, Mannheim, Germany). Se
disenaron oligonucledtidos para la amplificacion de secciones especificas de
los genes gs, egfp y para el promotor de CMV; asimismo se disenaron pruebas

de hidrdlisis que se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Secuencia de los oligonucledtidos y de las sondas empleados para la determinacion de
genomas encapsidados a través de qPCR tiempo real.

Secuencia Secuencia (5" & 3) Tm Amplicén
blanco ID (°C) (pb)
Fragmento CMV-F 5- GCA GAG CTC GTT TAG TGA ACC -37 52
del promotor | CMV-R 5- GAG GTC AAA ACA GCG TGG AT -3’ 50 62 nt
de CMV CMV-P 5-CCTGGA GA -3’
Fragmento GS-F 5-AGTCTG AAG GCTCCA ACA GC -3 59
del gen GS-R 5- AAG GGG TCTCGA AAC ATG G -3’ 59 61 nt
gs GS-P 5’- CTCCATCC-3’
Fragmento GFP-F 5-CCATGC CGA GAG TGA TCC -3’ 61
del gen GFP-R 5- GAA GCG CGA TCA CATGGT -3’ 56 62 nt
gfp GFP-P 5-CTC CAG CA -3’

ID: Identificacion, CMV: Citomegalovirus, GS: Gliutamina sintetasa, GFP: Proteina verde fluorescente, Tm:
Temperatura de fusion, F: forward, R: reverse, P: pruebas de hidrdlisis, marcadas con é6-FAM en el extremo 5’y
con TAMRA en el extremo 3°. Cada una de las prueba de hidrdlisis o también llamadas sondas, asi como los
oligos fueron disenadas en https://lifescience.roche.com/en _mx/brands/universal-probe-library.ntml  CMV-P
corresponde a la sonda #80 (No. Cat. 04689038001), GS-P corresponde a la sonda # 58 (No. Cat. 04688554001)
y GFP-P corresponda a la Sonda #67 (No. Cat. 04688660001). Todas las sondas pertenecen a la bibliotfeca
universal de sondas para ofros organismos.

Los andlisis de gPCR se realizaron usando el Master Mix de PCR TagMan Universal
(Roche Diagnostic) con un paso de desnaturalizaciéon inicial de 10 min a 95°C,
seguido de 45 ciclos de amplificacion a 95°C por 10 segundos, 72°C por 30
segundos y 40°C por 30 segundos en un termociclador (Light Cycler 2.0, Roche).
La determinacion del nimero de genomas encapsidados se llevdé a cabo
mediante cuantificacién absoluta empleando curvas estdndar desarrolladas
utilizando como DNA templado secuencias especificas de los pladsmidos pFBGR,
PFBCGSC2 y pFBSGS. Para ello, cada uno de los plasmidos fue digerido con la
enzima de restriccion Notl, de acuerdo con el protocolo establecido por el
fabricante (New England BioLabs, Ipiwich, MA). Posteriormente, se corrieron en
un gel de agarosa, de donde se purificaron los fragmentos de interés con el kit

de QIAguick (Qiagen) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La
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concentracién y pureza de estos segmentos, fueron determinados por un
andlisis espectrofotométrico con un NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA) y con esos datos se realizé el cdlculo del nUmero de copias de
DNA/ul.

5. 3 Evaluacion in vitro e in vivo de los vWAA

5. 3.1 Cultivo de células H9c2

Las células H?C2 son mioblastos derivados de tejido cardiaco de embridn de
rata (Kimes & Brandt, 1976). Estas células se cultivaron de forma adherente en
medio DMEN suplementado con 10% SFB, 100U/ml de penicilina y 100 upg/ml de
estreptomicina a 37°C en una atmdsfera hUmeda con 5% de CO2. Para inducir
la diferenciacién de estas células hacia miotubos, se permitié que las células
alcanzaran una confluencia del 70-80%, llegado este punto se les cambid el
medio de cultivo por DMEM suplementado con 1% de SFB, 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina y se permitié que la diferenciacién

ocurriera alo largo de 14 dics.

5. 3.2 Transduccion de miotubos con los vVWAA

Se sembraron células H?C2 en cajas de 6 pozos a una densidad de 7.5 x 104
células/pozo y se permitid que se diferenciaran hacia miotubos. La tfransduccion
celular conlo VWAA se llevd a cabo una vez que el tiempo de diferenciacion de
los cultivos celulares habia transcurrido. Se les retird el medio a las células y se
les agregd 750 ul de medio DMEM libre de SFB y antibidticos. Se agregaron 50 i
de los vectores de VAA correspondientes (VWAATGS+, VWAATGS-, VVAAGFP;
VVAA8GS+, VWAABGS- o VWAASBGFP). Las cajas fueron centrifugadas a 600 xg
por 1 h a 26°C. Después de la incubacion, el medio fue remplazado con medio
DMEM con 1% SBF y antibidticos. Después de 14 dias postransduccion, se evalud
la fluorescencia de las células transducidas con los VWAAGFP. Posteriormente,
todas las células fueron lisadas para evaluar la expresion de las proteinas

recombinantes por Western bloft.

5. 3. 3 Manejo de animales de laboratorio

Todos los experimentos in vivo fueron hechos en ratas Wistar macho, con una
masa corporal inicial entre 180-200 g. Los animales se mantuvieron a

temperatura ambiente controlada (21-22°C), con ciclos controlados de 12 h de
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luz/oscuridad, el adlimento y el agua se les administrd ad libitum. Todos los
procedimientos realizados a los animales fueron aprobados por el Comité de
Etica Animal del INCMNSZ a través del protocolo CINVA 267.

5. 3. 4 Transduccion in vivo con los vVWAA

La enfrega de los vectores de VAA-1 6 VAA-8 hacia el musculo estriado de las
ratas Wistar fue realizada 2 semanas antes de que a los animales se les indujera
hiperamonemia por medio de la ligacién del conducto biliar. El procedimiento
se realizé como se describe en Torres-Vega et al. (2015). Brevemente, 40 ul de los
vectores (VAAGS+,VAAGS- 6 VAAGFP) de los serotipos 1 u 8, se inyectaron de
forma inframuscular en cada uno de los muUsculos gastrocnemios de las ratas
Wistar. Para ello los animales fueron anestesiadas infraperitonealmente con una
mezcla de Ketamina (75 mg/kg)/Xilacina (10mg/kg). La entrega del vector fue
hecha usando una microbomba de infusidon (KdScientific, modelo 200) a una

tasa de flujo de 7 pl/min.

5. 3. 5 Ligadura del conducto biliar (LCB)

Los animales fueron asignados aleatoriamente a alguno de los siguientes grupos
experimentales: 1) grupo de ligadura del conducto biliar (LCB); 2) grupo “sham”,
a las ratas de este grupo se les realizd la intervencidn quirdrgica pero no la LCB y
3) grupo control, sin intervencion quirdrgica. Cada grupo estuvo conformado
originaimente por una “n” de 7 animales. La hiperamonemia crénica fue
inducida en ratas Wistar a fravés de la ligadura doble del conducto biliar (LCB),

procedimiento que se describe brevemente a contfinuacion.

Las ratas fueron anestesiadas intraperitonealmente con una mezcla de
Ketamina (75 mg/kg) (Vetoquinol)/Xilacina (10mg/kg) (Aranda, Lab). Una vez
anestesiadas, se rasurd la zona abdominal de las ratas y se les realizd una
limpieza aséptica de la zona. Posteriormente, se realizd una incision ventral de 2-
3 cm siguiendo la linea alba. Se identificd el conducto biliar y se realizaron tres
ligaduras con material de sutura no reabsorbible 4-0 (Ethicon). Dos de las
ligaduras se realizaron en la zona mds proximal al duodeno, separadas entre
ellas por ~10 mm. La tercer ligadura se realizdé por encima de las dos primeras
ramificaciones del conducto biliar, en la zona mdas proximal al hilio hepdtico. El

conducto biliar fue cortado entre las ligaduras proximales al duodeno (Figura
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12). A los animales Sham, se les realizé la incision y se localizd el conducto biliar,
pero éste no fue ligado ni cortado. La capa muscular y la piel fueron suturadas
con hilo de sutura reabsorbible 3-0 (Ethicon). Se permitié que los animales se
recuperaran. Para evitar alguna infeccion, se les administré antibidtico durante

3 dias post-operatorios.

Figura 12. Ligadura doble del conducto biliar. En rojo se muestra el conducto biliar comuin y sus 5
ramificaciones. Las ligaduras estdn esquematizadas por las lineas negras. El corte del conducto se
realizd entre las dos ligaduras inferiores, representado por la linea discontinua azul.

5. 3. 6 Toma de muestras sanguineas a ratas Wistar

Las muestras de sangre de las ratas fueron obtenidas a partir de la vena de la
cola a la tercer, cuarta y quinta semana después de la fransduccion de las
ratas. Las ratas recibieron anestesia local con lidocaina (15 mg/Kg);
posteriormente se les realizd una pequena incisidon en la parte posterior de la
cola y asi se obtuvo alrededor de 1 ml de sangre. La sangre se colectd en tubos
BD Vacutainer con K2-EDTA y se mantuvieron en hielo todo el ftiempo. Las
muestras fueron centrifugadas a 2000 rom por 10 minutos a 4°C. Se recuperod el

plasma de las muestras y se almacend a -70°C hasta su uso.

5. 3. 7 Desproteinizacion del plasma sanguineo

Se tfrabajo con un volumen fijo de sangre para todas las muestras analizadas. A
todas las muestras se les agregd dcido tricloracético (C2HCIzO2) al 6% en una
relaciéon 1:1, se homogenizaron y se mantuvieron en hielo por 15 minutos.
Pasado este tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 12 000 rom a 4°C
durante 10 minutos. Se recuperaron los sobrenadantes, se neutralizaron con

bicarbonato de potasio (KHCOs) 2M y se centrifugaron bajo las condiciones
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antes mencionadas. Se recuperaron los sobrenadantes y éstos fueron usados

para las determinaciones de amonio.

5. 3. 8 Determinacion de amonio

La determinacién de amonio se llevd a cabo utilizando el método del indofenal,
propuesto por Kaplan (1965). El método consiste en transformar el amonio a
cloramina mediante la accién del hipoclorito de sodio. Posteriormente, la
cloramina reacciona con el fenol originando el cromdgeno p-hidroxifenil imino
benzoquinona. Este método fue adaptado para poder detectar

concentraciones de amonio menores a 1.6 mM.

Se prepararon las siguientes soluciones:
Solucién A: Fenol 0.106 M, nitroprusiano de sodio 0.17 M
Solucién B: NaOH 0.125 N, hipoclorito de sodio 11 mM

Se prepard una curva estdndar antes de cada nueva determinacion con NH4Cl
(0, 0.05,0.1,0.2,0.4, 0.6, 0.8 y 1.6 mM). Para la lectura de los estGndares, asi como
de las muestras a andalizar, en tubos eppendorf de 1.5 ml se colocaron 12.5 yl de
cada uno de ellos. A cada tubo se le agregd 500 ul de la solucion A 'y se mezclo
perfectamente. Posteriormente, a cada tubo se le agregaron 500 ul de la
soluciéon B y se mezclaron perfectamente. Se dejaron incubando por 30 min a
temperatura ambiente, tiempo en el que se permitié que se desarrollara el color
azul caracteristico. Se tomaron alicuotas de 250 yl de cada una de las muestras
y se colocaron en una placa de 96 pozos. Se determind la absorbancia en un
espectrofotdmetro Epoch 2 (BioTek, USA) a una longitud de onda de 635 nm.

Todas las determinaciones se hicieron por duplicado.

5. 4 Andlisis estadistico

Los resultados de los experimentos en los que se realizaron los andlisis estadisticos
son expresados como la media + desviacion estadndar (DE). Las comparaciones
entre grupos se realizaron a través de un andlisis de varianzas (ANOVA) de una
via, seguida de pruebas de comparacion multiple de Tukey; o bien, mediante
una prueba de Kruskal-Wallis, seguida de una prueba de comparaciéon multiple
de Dunn, cuando se considerdé que los grupos no seguian una distribucion

paramétrica. Las diferencias enfre tratamientos se consideraron significativas
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cuando los valores de p fueron menores a 0.05 (p<0.05) y fueron indicadas con
un *. Los andlisis se realizaron con el paguete estadistico GraphPad Prism version

5.0a para Mac Os X, GraphPad Software, San Diego California, USA.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.1 Generacion de los bacmidos recombinantes bac rep-cap 2/1 y bac rep-
cap 2/8

Los bdcmidos se generaron a partir de los pldsmidos pPSRé51 y pSR660,
respectivamente, usando el sistema de expresidon de baculovirus, bac to bac
(Invitrogen™). Como se esperababa, fue posible la distincion de las colonias con
el bdcmido recombinante (blancas) de las colonias con bdcmido no

recombinante (azules) usando X-gal como marcador de seleccién (Figura 13).

a) b)

DH10Bac
No recombinante

DH10Bac
recombinante

Figura 13. Colonias bacterianas DH10Bac fransformadas con: a) pSRé51 y b) pSRé40. Las colonias
blancas probablemente contienen el bdcmido recombinante, mientras que las colonias azules no
contienen el bdcmido recombinante.

Para confirmar el fenotipo de las colonias blancas, se eligieron y picaron
algunas de estas colonias para ser re estriadas en placas nuevas de LB-agar
con los anfibidticos de seleccion, X gal e IPTG. Se observd que dichas colonias
mantuvieron su fenotipo blanco. Por lo que se seleccionaron al menos cinco

colonias bacterianas recombinantes candidatas.

6.1.2 Andlisis de los bacmidos recombinantes por PCR punto final

Las colonias bacterianas recombinantes seleccionadas se analizaron por PCR
de colonia para determinar la presencia del inserto que contiene los genes rep2
y capl 6 cap8. Para ello se eligié un par de oligos (aa’) para amplificar una
region especifica del gen capl y cap8 (bb)” asi como un par de oligos (i) para

amplificar una regién especifica del gen rep2 y asi confirmar su presencia. En la
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figura 14, podemos observar las colonias que presentaron los amplicones en el
tamano esperado, 2.3 kb para los genes capl y cap 8,y 787 pb para el gen

rep2.

Colonias Blancas 2/8

Colonias Blancas (2/1) b)

H,0
H,0

1 2 3 4 5 6 7

Col -
Col -

a)

Col -
H,0

1 2 3 4 5

Kb

10 -

23 2.3Kb

Kb

1.5 |

0.5

c)

Col - 211
HO
Col - 28
H,0
Col - 211
H0
Col - 28
H,0

787 pb

Figura 14. Amplificacién por PCRs de colonia en DH10Bac tranformadas con pSR651 y pSR640. Se
utilizaron pares de oligos especificos para amplificar secciones del a) gen capl, b) del gen cap8y
c) del gen rep2. Se seleccionaron colonias blancas candidatas a contener el bdcmido
recombinante de interés y colonias azules como control negativo, en donde no ocurrié ningun
evento de transposicion. Las secuencias de los pares de oligos (aa’), (bb’) y (ii") se referencian en
la tabla 2 en la seccidén de materiales y métodos.

Los bacmidos recombinantes fueron purificados a partir de estas colonias. Sin
embargo, debido a que dichos bacmidos contienen insertos de gran tamano
(6,968 pb), cabe la posibilidad de que los genes de interés no se hayan
insertado correctamente, quizd por la delecién, inversion o translocacién de
algun fragmento de las secuencias. Por ello, resultd de interés usar oligos
anidados que reconocieron secciones especificas mds pequenas, tanto del gen
rep2 como de los genes capl 6 cap8 (tabla 2), y sumando estos fragmentos se

completd la amplificacion de ambos genes en su totalidad (Figura 15).
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Figura 15. Region de transposicion de los genes rep-cap. Esquema que indica las regiones
reconocidas por los oligonucledtidos (representados como flechas) usados para amplificar
secciones especificas del gen rep2 y de los genes cap 1 6 cap 8 dentro de los bdcmidos
recombinantes. Se muestra el famano de los amplicones esperados. Kb: kilobases, pA HSV tk:
Senal de poliadenilacion de timidina cinasa de virus del herpes simple, pA SV40: Senal de
poliadenilacién del virus de simio (SV40), p10: promotor p10 de baculovirus, PH: promotor de
polihedrina de baculovirus, Gmr: gen de resistencia a la gentamicina. Tn7L: elemento de
transposicion izquierdo, Tn7R: elemento de transposicion derecho, cap: gen que codifica para las
proteinas estructurales VP1, VP2 y VP3 de los VAAT & VAAS, rep: gen que codifica para las
proteinas no estructurales Rep78 y Rep52 del VAA2, DNA: dcido desoxiribonucléico, Mini attTn7:
sitio diana para el transposdn bacteriano Tn7.

Las reacciones de PCR realizadas para determinar regiones especificas del gen
rep2, tanto en el bacmido bac rep-cap 2/1 como en el bac rep-cap 2/8,
mostraron que los dos fragmentos amplificados de este gen se encontraron en
el famano esperado (0.8 y 2.5 Kb) (Figura 16 panel a y b). Asimismo, los cuatro
fragmentos amplificados de los genes cap-1 6 cap-8 (Figura 17a-d) también
estuvieron en los pesos moleculares esperados (2.3, 1.0, 0.9 y 0.1 Kb).

a) b)

25
kb
0.8 kb

Figura 16. Amplificaciéon por PCR del gen rep de los bacmidos bac rep-cap 2/1 y bac rep-cap 2/8.
La amplificacién se realizé usando los pares de oligos identificados como i’y jj’, que reconocen
secciones especificas del gen rep2. La secuencia de los oligos utilizados para estas
amplificaciones se encuentran referenciadas en la tabla 2, en la seccién de materiales y métodos.
El tamano de los amplicones fueron 0.8 y 2.5 Kb, respectivamente.
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Figura 17. Amplificacion por PCR de los genes capl y cap8 presentes en los bacmidos bac rep-
cap 2/1 y bac rep-cap 2/8. La amplificacion se realizd usando oligos que reconocen secciones
especificas de los genes capl y cap8. Las secuencias de los oligos utilizados para estas
amplificaciones se encuentran referenciadas en la tabla 2, en la seccién de materiales y métodos.
Los pares de oligos utilizados en cada panel son: aa y bb’, cc” y dd’, ee’y ff", gg’y hh’,
referenciadas en la tabla 2 de la seccidon de materiales y métodos. Los tamanos de los amplicones
fueron de 2.5, 1.0, 0.9 y 0.1 Kb, respectivamente.

Finalmente, para confirmar la presencia del inserto completo, se realizé una PCR
ufilizando los oligos universales M13 F y M13 R, los cuales hibridan en regiones
gue flanquean a cada uno de los sitios de transposicion miniattTN7 del badcmido
(Figura 15). Utilizando estos oligos se pueden obtener al menos dos productos de
amplificaciéon. El bacmido que no ha sufrido transposicion con el casete de
inferés genera un producto de 300 pb. El bacmido que ha sufrido tfransposicion
con el casete de inferés genera un producto cuya longitud es igual a 2.3 kb + Ia
longitud de los genes recombinantes. En este caso, la longitud del casete de
expresion que contiene los genes rep-cap es de 4 668 pb, por lo que el

producto de amplificacion deberia ser de 6, 968 pb.

Mediante el andlisis de PCR con los oligos MI13F y M13R se corrobord la
presencia del inserto completo con los genes rep y cap, al obtener productos
de amplificacion de alrededor de 7 kb tanto para las colonias transformadas

con el pldsmido pSR651 usado para generar el bdcmido bac rep-cap 2/1, como
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para las colonias transformadas con el pldsmido pSRé660 usado para generar el

bdcmido bac rep-cap 2/8, (Figura 18).

o
'
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Figura 18. Amplificacion por PCR de colonias DH10Bac transformadas con los plasmidos pSR651 6
pSR660. La amplificacion se realizdé usando los oligos universales M13F y M13R, con los que se
amplificaron los insertos completos con un tamano aproximado de 7 kb. El nUmero de carril indica
el nUmero de colonia asignado a cada colonia bacteriana. Col (-): Colonia no recombinante.

6.1.3 Generacion de los baculovirus recombinantes Bac Rep-Cap 2/1 y Bac Rep-
Cap 2/8

Una vez que se confimo la presencia integra de los genes rep2 y capl 6 cap8
en los bdcmidos recombinantes aislados (bac rep-cap 2/1 y bac rep-cap 2/8),
se eligieron los bacmidos cuyos andlisis de PCR resultaron en los tfamanos de
amplicones esperados. Con estos bdcmidos se transfectaron células de insecto
Sf9 y de esta forma se generaron las particulas de baculovirus recombinantes
respectivas. Resultd fdcil identificar a través de un microscopio invertido,
aqguellas células en donde se estaban produciendo los baculovirus, pues éstas
presentaron signos citopdticos generados ante una infeccion viral. Algunos de
estos signos son aumento en el didmetro celular, asi como en el tamano del
nUcleo celular, apariencia granular, arresto del crecimiento, desprendimiento y

lisis celular (Williams et al., 1997; Palomares et al., 2001).

Los baculovirus son virus liticos, por ello 72 hpi se pudo recoger la primera
generacion de baculovirus recombinantes Bac Rep-Cap 2/1 y Bac Rep-Cap 2/8,
directamente de los sobrenadantes de las células transfectadas. A dichos

baculovirus se les denominé pase 0 (PO), y con ellos se realizaron ensayos en
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placa para asilar placas virales, que nos dio la posibiidad de obtener
baculovirus recombinantes provenientes de una sola clona viral. A partir de
estas placas virales se determind mediante WB, cudl de ellas fue la mejor
productora de proteina recombinante, en este caso de las VPs de los VAAT y
VAAS8. Para ello se usd el anticuerpo monoclonal Fitzgerald 10R-Al114a, que
reconoce a las 3 VPs de los VAA, mediante la unidn a un epitopo en su extremo
C-terminal (aa 726-733) (Wobus et al., 2000). Se observd que todas las placas
virales de los baculovirus Bac Rep-Cap 2/1 y Bac Rep-Cap 2/8 seleccionadas,
produjeron las proteinas VPs de los VAA, tanto del serotipo 1 como del 8. Sin
embargo, la placa é del Bac Rep-Cap 2/1, asi como la placa é del Bac Rep-
Cap 2/8, presentaron los mayores niveles de produccién de VPs (Figura 19,
panel a). Por tal motivo, estas placas fueron seleccionadas para amplificarlas y
asi obtener los stocks virales (P1 y P2) de dichos baculovirus recombinantes. En
estas nuevas amplificaciones se evalud la produccidn de baculovirus
recombinantes, a partir de la expresién de la proteina gpé4 (Figura 19, panel b).
Gpé4 es una glicoproteina del baculovirus que se expresa en la etapa tardia de
la infeccidn viral, pues es la responsable de reconocer el receptor de las células
dianay asi poder extender la infeccidn viral. Es por ello, que esta proteina se usa
como un marcador de la produccion de baculovirus. Ademds se volvid a
evaluar la expresidon de las proteinas recombinantes VPs de los VAAT y VAAS,
pero esta vez en las amplificaciones de los stocks de los baculovirus
recombinantes que fueron utilizados mds adelante para la produccion de los

vectores de VAA (Figura 19, panel c).
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Figura 19. Andlisis por Western Blot de los baculovirus recombinantes Bac Rep-Cap 2/1 y Bac Rep-
Cap 2/8. Para corroborar la expresidn de las proteinas: a) VPs de los VAA a partir de los extractos
de células Sf9 infectadas con diferentes placas virales. b) Identificacion de la proteina GPé4 del
baculovirus en amplificaciones secundarias de los baculovirus recombinantes (P1). ¢) VPs de los
VAA en stocks de baculovirus recombinantes P1. El control (-) corresponde a células Sf9 sin

infectar; mientras que el control (+) corresponde a células infectadas con un baculovirus Bac Rep-
Cap2/8 probado con anterioridad.

Estos stocks de baculovirus recién generados, junto con los stocks de baculovirus
Bac GS+ (P1), Bac GS- (P1) y Bac GFP (P2), previomente producidos en nuestro
laboratorio, fueron amplificados y fitulados mediante un ensayo de viabilidad,
siguiendo la metodologia propuesta por Mena et al (2003). En la tabla 4 se
muestra el nimero de pase y los fitulos de los stocks de los baculovirus

recombinantes utilizados en este trabajo.

Tabla 4. Baculovirus recombinantes utilizados en este trabajo y su titulo viral.

Baculovirus Titulo viral
recombinante # Pase (ufp/ml)
Bac Rep-Cap 2/1 P2 1.23x 108
Bac Rep-Cap 2/8 P2 2.72 x 108
Bac GFP P3 6.57 x 108
Bac GS+ P2 1.07 x 108
Bac GS- P2 2.39 x 108

Bac Rep-Cap 2/1: baculovirus que contiene las secuencias génicas de las proteinas Rep78 y 52 del VAA2 y
Cap del VAAT; Bac Rep-Cap 2/8: baculovirus que contiene las secuencias génicas de las proteinas Rep78 y 52
del VAA2 y Cap del VAAS8; Bac GFP: Baculovirus que contiene la secuencia génica de la proteina verde
fluorescente; Bac GS+: Baculovirus que contiene la secuencia génica de la enzima GS; Baculovirus Bac GS—:
Baculovirus sin la secuencia génica de GS; ufp: unidades formadoras de placa.
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Uno de los factores importantes a considerar en la produccidén de proteinas
recombinantes por medio de los VEB, es el nUmero de pase de los baculovirus
(Palomares et al., 2015). Generalmente, se recomienda mantener el niUmero de
pase de los stocks de baculovirus lo mds bajo posible, preferentemente por
debajo de un pase 6, pues en cada pase los baculovirus pueden ir adquiriendo
mutaciones y propiciar la aparicion de particulas deletéreas interferentes
(Negrete et al., 2008; Palomares et al., 2015). Es por ello que aqui trabajamos
con numero de pases bajos (P2 y P3) y el titulo de los mismos se encuentra
dentro del rango aceptable para estos nUmeros de pase (1x107 — 1x108 ufp/mL)

(O’Reilly et al., 1994) segun se puede apreciar en la Tabla 4.

En este punto del trabagjo, la infeccion de las células Sf9 con los VEB Bac Rep-
Cap 2/1 6 Bac Rep-Cap 2/8, podria estar generando no sélo la presencia de las
proteinas VPs (Figura 18c) sino ademds el ensamble de las mismas. Inclusive al
no haber un corrimiento en el marco de lectura para el gen cap, también se
debe estar expresando la proteina activadora del ensamblaje (AAP) (Sonntag
et al., 2010; Sonntag et al., 2011). Por ello, para determinar si después de la
infeccion de las células Sf? con los baculovirus Bac Rep-Cap 2/1 6 Bac Rep-Cap
2/8 existia la presencia de particulas de VAA ensambladas, se realizdé un ensayo
de Dot blot, en el cual a diferencia de un Western blot, las proteinas a evaluar
no son desnaturalizadas. En este ensayo se utilizd el anficuerpo monoclonal A20
para lograr el reconocimiento de las cdpsides ensambladas. El anticuerpo A20
presenta reactividad con las cdpsides ensambladas de los VAA de los serotipos
1,2, 6,8y 9, al reconocer los epitopos conformacionales que se establecen al
ensamblarse dichas cdpsides (Wobus et al., 2000; Kuck et al., 2007). En la figura
20b estos epitopos estan representados en color verde y azul furquesa. En el
panel superior de la figura 20a se observa el reconocimiento por parte del
anticuerpo monoclonal A20 de las capsides ensambladas, fanto en las células
que fueron infectadas con el baculovirus Bac Rep-Cap 2/1 como con el Bac
Rep-Cap 2/8, pero sdlo en los casos en donde la proteina se mantuvo en forma
nativa. En los casos en donde las proteinas fueron desnaturalizadas por calor a
99°C, no hubo reconocimiento por parte del anticuerpo A20. Este resultado
concuerda con el reportado por Chdavez-Pena (2011), quien vio una pérdida de
los epitopos del anticuerpo A20 por desnaturalizacion de la cdpside viral, a

partir de los 75°C. La desaparicion de este epitopo indica que la cdpside ha
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perdido su estructura tridimensional, lo que se fraduce en un desensamblaje de
la misma. Ademds, como era de esperarse no hubo reconocimiento por parte
del anticuerpo A20 en el caso de las células Sf? que no fueron infectadas con
ningun de estos baculovirus. El panel inferior de la figura 20a, muestra la imagen
de la membrana tenida con el colorante rojo Ponceau, mismo que se usé para

visualizar la presencia de proteina en todos los pocillos analizados.

a) Proteina Proteina b)
Sf9 desnaturalizada  Nativa

Bac RepCap 2/1

Bac RepCap 2/8

Bac RepCap 2/1

Epitopes conformacionales
reconocidos por A20:
Verde-turquesa

Bac RepCap 2/8

Figura 20. Presencia de cdpsides de VAA ensambladas. La presencia de cdpsides ensambladas se
determine mediante la técnica de Dot blot. a) Presencia de cdpsides ensambladas de los VAAT y
VAAS8 en los extractos de células infectadas con los baculovirus Bac Rep2-Cap1 6 Bac Rep2-Caps,
determinada por la técnica de Dot —blot, utilizando el anticuerpo A20. b) Representacién de la
estructura de la cdpside de un VAA, en color verde y turquesa se muestran los epitopos
conformacionales reconocidos por el anticuerpo A20. Las flechas negras muestran diferentes ejes
de simetria de las cdpsides de VAA: doble (2F), triple (3F) y quintuple (5F). Imagen tomada de
Agbandje-McKenna & Kleinschmidt, 2011.

Estos resultados demuestran que a partir de una infeccion con los baculovirus
recombinantes Bac Rep-Cap 2/1 y Bac Rep-Cap?2/8, si se obtuvieron cdpsides
de VAA.

6.2.1 Produccion de vWAA

Las diferentes coinfecciones con los baculovirus recombinantes realizadas en

este trabajo se enlistan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Coinfecciones de células $f9 con los diferentes baculovirus recombinantes para la
produccion de los vectores de VAA1 y VAAS8

Vector a Baculowvirus recombinantes utilizados

producir para la coinfeccion
vWVAAT GS+ Bac Rep-Cap 2/1 Bac GS+
vWAAT GS5— Bac Rep-Cap 2/1 Bac GS—
vWAAL1 GFP Bac Rep-Cap 2/1 Bac GFP
vWAAS G5+ Bac Rep-Cap 2/8 Bac G5+
vWAAB GS— Bac Rep-Cap 2/8 Bac GS—
vVAAB GFP Bac Rep-Cap 2/8 Bac GFP

Cada uno de los baculovirus recombinantes se agregd al cultivo celular a una MDI de 5 ufp/célula, dando
una MDI total de 10 ufp/célula; la concentracidon celular al momento de la infeccién (CCl) fue de 1x10¢
células/mL y el tiempo de cosecha (TDC) de los VVAA se realizd cuando la viabilidad celular fue menor al 30%.
Los vectores VAAT corresponden a VAA del serotipo 1; mienfras que los VVAA8 corresponden a VAA del
serotipo 8.

Los vectores virales, tanto de baculovirus (bac) como de virus adeno-asociados
(VAA) etiquetados con GS+ contienen la secuencia génica de la GS y por ende,
pueden mediar la expresidon de esta enzima; por el contrario, los marcados con
GS— no contienen la secuencia génica de la GS; y los marcados con GFP,
contienen la secuencia génica de la proteina reportera verde fluorescente. Asi
pues, tanto los vectores GS— como los de GFP fueron usados en su momento

como controles negativos de la expresion de la GS.

En el SCI-BV existen diferentes variables relacionadas con el proceso de
infeccion, que deben considerarse si se desea obtener mayores canfidades de
profeinas recombinantes (Palomares 1999; Palomares et al., 2002), o bien, de
particulas de VAA ensambladas correctamente (Gallo-Ramirez, 2002). Algunas
de estas variables son la multiplicidad de infeccidén (MDI), el fiempo de infeccién
(TDI) y el fiempo de cosecha (TDC); todas ellas se interrelacionan, se manipulan
faciimente y tienen un impacto significativo en los rendimientos obtenidos. En
este trabajo, cada una de estas variables se definid con base en reportes

previos, que a continuacion se discuten brevemente.

La multiplicidad de infecciéon (MDI) se refiere al nUmero de particulas virales
infecciosas agregadas por cada célula presente en el cultivo, y se expresa
como unidades formadoras de placa por célula (ufp/célula). Para las co
infecciones realizadas en este trabajo, se empled una MDI de 5 ufp/célula para

cada uno de los baculovirus utilizados, dando una MDI final de 10 ufp/célula. La
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eleccion de esta MDI se hizo tomando en cuenta que la infeccién de un cultivo
de células de insecto por baculovirus sigue una distribucion probabilistica de
Poisson (de Gooijer et al., 1989). Por lo tanto, es posible predecir el porcentaje
de células que serd infectado inicialmente en un cultivo, de acuerdo con la MDI
utilizada, si se supone que la infeccidbn por cada virus es un evento
independiente y que la infeccidn primaria es simultdnea (Palomares & Ramirez,
1998). Asi pues, la probabilidad de que una célula sea infectada por “x” virus
estd dada por la siguiente ecuacion: P(x)= [(MDI¥/x!) eMP']. Utilizando dicha
ecuacioén, observamos que el porcentaje de células que seria infectada por al
menos 2 virus al momento de la infeccion, usando una MDI de 5 ufp/cél seria del
91%, mientras que con 10 ufp/cél el 99% de las células estaria infectada por al
menos 2 baculovirus. Una ventaja de utilizar el sistema de segunda generacion
en lugar del de primera generacion es que solo se requiere que una célula sea
infectada simultdneamente con sélo dos baculovirus diferentes (el BacRep-Cap
y el Bac con el fransgen de interés) en lugar de tfres, para asi producir vVVAA. Esta
reduccion disminuye la carga impuesta por la presencia de un mayor nimero
de particulas de baculovirus necesarias para asegurar la expresion en cada

célula de todos los elementos necesarios para la produccion de vVAA.

Otra de las variables importantes es el tiempo de infeccion (TDI), que suele ser
expresado como la concentracion celular del cultivo al tiempo de la infeccion
(CCl). Gallo reportd que la mayor productividad de particulas de VAA en el SCI-
BV la obfuvo al infectar células de insecto a una concentracion de 1x10¢
células/mL (Gallo-Ramirez, 2002). Por otro lado, el TDC de los VVAA se realizd
cuando la viabilidad celular de los cultivos infectados cayd por debajo del 30%,
pues se ha reportado que cuando esto sucede ya no hay un incremento

significativo en la producciéon de vVAA (Negrete et al., 2007).

6.2.2 Recuperacion y purificacion de las capsides de los vVVAA

Uno de los principales desafios en la produccidén de vVWAA es su recuperacion y
purificacion de todos los demds componentes celulares, VP no ensambladas,
baculovirus recombinantes y genomas no encapsidados presentes en el medio,
sin que se vea afectada la intfegridad fisica y bioldgica de los vectores. Los
vectores de VAA se pueden obtener tanto del sobrenadante de los cultivos

celulares como de los extractos celulares (Chavez-Pena, 2011; Doria et al., 2013).
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Sin embargo, se prefiere la obtencion de los VWAA a partir de los exfractos
celulares mds que de los sobrenadantes, porque en estos Ultimos se acumula la
mayor cantidad de baculovirus, por lo que se hace dificil separar las cdpsides
de los VAA de estos componentes. Ademds, los extractos celulares permiten
obtener mejores resultados en los procesos de purificaciéon. Para producciones
pequenas, el proceso comienza con la disrupcidon celular y la liberacion de los
VVAA; el método mds conveniente para ello, es realizar 3 ciclos de congelado-
descongelado a -70°C y 37°C respectivamente. Posterior a esto, viene la
purificaciéon de los VWAA, proceso que puede llevarse a cabo por varios
métodos como gradientes de cloruro de cesio (Negrete et al., 2007), gradientes
de iodixanol (Hermes et al., 1999; Zolotukhin et al., 1999), o bien, purificaciones
por cromatografias de afinidad, hidrofébicas o de intercambio idnico (Auricchio
et al., 2001; Okada et al., 2002; Zolotukhin et al., 2002).

En este frabagjo se realizd la purificacion de los VWAA mediante la ultra-
centrifugacién con gradientes discontinuos de iodixanol, pues se ha reportado
gue este método produce resultados consistentes en varios de los serotipos de
los VWAA (Zolotukhin et al., 1999). El iodixanol es una sustancia desarrollada
inicialmente como medio de confraste para estudios de rayos X. Su uso como
medio para la formacién de gradientes en centrifugacion se propuso en 1994
(Ford et al., 1994). Gracias a sus propiedades (baja toxicidad, cardcter no idnico,
isosmotico a concentraciones de trabajo), ha ganado terreno frente a otras
sustancias para su uso en la purificacion de componentes bioldgicos. Al finalizar
las ultracentrifugaciones, se obtuvieron las diferentes fracciones de los
gradientes de iodixanol y se calculd la densidad de cada una de ellas a fravés
del indice de refraccion (IR), segun se describe en Zolutukhin et al. (1999) para
asi poder determinar en cudl de las diferentes fracciones de los gradientes se
enconfraban las cdpsides vacias y las capsides con genoma. Se ha reportado
que después de la purificacion de las cdpsides de VWAA por este método, las
cdpsides vacias presentan una densidad de 1.13 g/ml (Chdvez-Pena, 2011),
mientras que la densidad de las cdpsides llenas es de 1.26 g/ml, sin variar
significativamente por el tamano del transgen (Hermes et al., 1999; Zolotukhin et
al., 1999; 2002). Con base en estos antecedentes, se obtuvieron las fracciones

de los gradientes que presentaron la densidad correspondiente a las cdpsides

53



llenas y se prosiguié al andlisis de dichas fracciones a fravés de un gel SDS-PAGE,

con la finalidad de determinar la pureza de |as fracciones recuperadas.
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Figura 21. Caracterizacion de los vVWAA1 y vWAAS8 purificados por gradientes discontinuos de
iodixanol. Andlisis en geles SDS-PAGE tenidos con azul de Coomassie, a) muestras de los VVAA del
serotipo 1y b) muestras de los VVAA del serotipo 8. MPM: Marcador de peso molecular. Control (-)
corresponde a células Sf9 sin infectar. Control (+) corresponde a una muestra de los VWAA antes
de someterlas al gradiente de iodixanol.

Los geles de SDS-PAGE (Figura 21 a y b) revelaron que en las muestras sometidas
a la purificacion por gradientes de iodixanol, los contaminantes proteicos
disminuyeron considerablemente, a diferencia de las muestras sin purificar. Las
proteinas contaminantes que aun pueden verse en los geles, quizd
correspondan a fragmentos de las proteinas VPs degradas, o bien a proteinas
celulares que estén implicadas en la interaccion de células-VAA, como las
reportadas por Strobel ef al., 2015; aunque esto se tendria que determinar en

estudios posteriores.

A pesar de que el iodixanol es un agente de contraste clinicamente aprobado y
que se ha demostrado que se comporta de forma inerte en roedores y perros
(Larsen et al., 1995; Hermens et al., 1999), es recomendable que se lleve a cabo
la eliminacion eficiente de este compuesto de las preparaciones de los VVAA
que serdn aplicadas in vivo, pues la viscosidad del iodixanol podria disminuir la
fransduccién de los VWAA. Con la finalidad de remover el iodixanol de los VVAA,
las muestras se didfiltraron ufilizando los dispositivos Amicon Ultra-15 con un

MWCO de 100 KDa. Se ha reportado que este método tiene una alta eficiencia

54



en la recuperaciéon de particulas (>90%) asi como en la remocion del iodixanol
en donde pasd de un 40%, que es la fraccidbn en donde se recuperan las

particulas de los VVAA, a una concentracion menor al 0.5% (Strobel et al., 2015).

6.2.3 Identificacion de particulas de los VWAA a través de MET

Para verificar la presencia de particulas ensambladas previomente purificadas
por los gradientes de iodixanol, se analizaron por MET muestras del gradiente
cuya densidad fue de 1.26 g/ml, correspondiente a las cdpsides llenas. Esta
técnica permite diferenciar rdpidamente cdpsides empaguetadas de aquellas
cdpsides vacias. La figura 22 muestra un conjunto de micrografias de los
vectores de VAA generados en este trabagjo. En ellas, podemos observar la
presencia de cdpsides con forma icosaédrica, con un didmetro entre 20-25 nm,
tamano reportado para las cdpsides de los VAA. Sin embargo, las micrografias
también revelaron la presencia de cdpsides vacias, las cuales se consideran
como impurezas asociadas al producto y son generadas en un numero
significativo durante el proceso de biosintesis. Para investigaciones a nivel de
laboratorio, las preparaciones de VvVAA con una relacion de cdpsides
llenas/vacias de hasta 0.2 puede ser aceptable (Stroble ef al., 2015). Sin
embargo, la presencia de cdpsides vacias en los stocks de VVAA tanto para uso
preclinico como clinico representa un problema, porque contribuyen a generar
una gran cantidad de antigenos de VAA y por ende, a desencadenar una
respuesta inmune innecesaria en animales y humanos. Por ello, es necesario
obtener stocks con una menor cantidad de cdpsides vacias para aplicaciones

in vivo de los VVAA.
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Figura 22. Microscopia electronica de transmision de los vectores de VAA obtenidos en este
trabajo. Las particulas recombinantes de VAA fueron tenidas negativamente con acetato de
uranilo al 2%. Los paneles a, b y ¢ corresponden a vectores de VAAl (GS—, GS+ y GFP,
respectivamente); los paneles d, e y f corresponden a vectores de VAA8 (GS—-, GS+ y GFP,
respectivamente). Las muestras se examinaron con un microscopio electrénico de transmision
Zeiss EM900 operado a 80 Kv a una amplificacién de 50 000X (paneles a, b, d ye) y a 10 000X
(paneles c vy f). Un ejemplo de cdpside vacia estd indicado por . un ejemplo de cdépside llena
estd indicada por .

Cabe senalar que en este trabajo los VVAA sdlo se purificaron por gradientes de
iodixanol. Este método tiene la ventaja de presentar un menor grado de
impurezas y de ser mas rdpido en comparacion con ofros métodos, como la
purificacion por gradientes de CsCl (Zolotukin et al., 1999; Strobel et al., 2015). Se
ha reportado que cuando los VVAA se purifican mediante una combinacion de
ultracentrifugacién por gradientes de iodixanol y cromatografia de columna de
infercambio idnico; los vectores no solo muestran menos contaminantes
proteicos (Chavez-Pena en 2011); sino ademds se da un enriquecimiento de
cApsides conteniendo el genoma del vector (Urabe et al., 2006; Qu et al., 2007),
logrando con ello un aumento en la infectividad de los vectores de hasta 100
veces (Zolotukhin et al., 2002; Potter et al., 2014). Asi pues, seria conveniente

considerar el enriqguecimiento de particulas llenas en las muestras de los VVAA.
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Enfre algunas de las consideraciones metodoldgicas para esta parte del trabajo,
seria conveniente lograr imdgenes de MET con un mejor contraste, pues ello nos
permitiia discernir mejor e inclusive tener una relacion mdas certera de la
proporcion de cdapsides llenas/vacias de los VVAA. Por lo que seria conveniente
seguir algunas de las observaciones de Chdvez-Pena, quien demostré que las
imagenes de MET de las cdpsides de VAA tenidas con acetato de uranilo se
confrastaron mejor cuando estuvieron re-suspendidas en un buffer con pH
dcido (3-4). Ademds, habria que encontrar una dilucién correcta de las
muestras en cuanto a la cantidad de proteina adecuada a agregar por rejila,
pues pareciera que en algunas de las micrografias se presenta un exceso de
muestra, lo que impide un correcto recubrimiento de las cdpsides con el
acetato de uranilo y por ende no existid un buen contraste de las mismas. Por
consiguiente, no se considerd el uso de estas micrografias para determinar la
relacion cdpsides llenas/vacias. Sin embargo, es necesario tener una
cuantificaciéon de los vectores de VAA, pues es un paso fundamental denfro de
la caracterizacion de los mismos, ya que a partir de estos datos se puede llevar

a cabo una dosificacidon adecuada.

6.2.4 Cuantificacion de genomas encapsidados

La cuantificacion mds aceptada actualmente de los VWAA es aquella que se
basa en el nUmero de genomas empaquetados dentro de las capsides, pues es
una medida clave y un indicador del efecto terapéutico (Potter et al., 2002;
Werling et al., 2015). Para llevar a cabo la cuantificaciéon absoluta de los
genomas, se emplearon curvas estdndar generadas a partir de fragmentos
especificos de los pldsmidos de DNA previamente utilizados para la generacion
de los badcmidos y baculovirus recombinantes. El pFBCGS (confiene la secuencia
del gen de la GS); el pFBSGS (confiene la misma construccion que el pldsmido
PFBCGS, pero no contiene la secuencia del gen de la GS (por lo que se usd un
fragmento del promotor de CMV para su cuantificacion) y el pFBGR (contiene la
secuencia del gen gfp). Para todas las curvas el intervalo de cuantificacién que
se considerd fue a partir de las diluciones 10> — 108 (Figura 23). A partir de las
curvas estandares se calculd la concentfracion total de genomas del vector (gv)
para cada uno de los vectores generados en este frabagjo. La tabla 6 muestra

un resumen de los gv obtenidos a lo largo de la produccion de los VVAA.
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Figura 23. Perfiles de amplificacion y curvas estdndares de cuantificacion absoluta para los VVAA.
a, b, c) Perfiles de amplificacién de fragmentos especificos de los pFBSGS, pFBCGS y pFBGR
usados como estdndares de referencia para generar las curvas de cuantificacion para el
promotor de CMV vy los genes gs, egfp. d', b' y ¢') Curvas estdndares para la cuantificaciéon
absoluta de los genomas encapsidados en los VWAAGS-, GS+ y GFP. Ct: = ciclo umbral.

Tabla 6. Resumen de la produccion de los vectores de VAA del serotipo 1 y 8, cuantificados por
nimero de genomas.

Serotipo Transgen Vol. cultivo (ml) # células totales gv total gv/ml gv/fcélula
WaAl G5- 250 5 x 108 2.24x10%2 8.96 x 10° 4, 480
G5+ 250 5 x 108 5.16 x 104 2.06 x 10# 103
GFP 250 5 x 108 8.24 x 1010 3.29 x 10° 165
VAAS Gs- 250 5 x 108 1.43 % 101 5.72 X 1011 286,000
G5+ 250 5 % 108 2.13 % 1012 852 ¥ 1010 42,626
GFP 250 5 x 108 1.09X 10 436X10° 219

gv: genomas de vector.

Los titulos de gv totales obtenidos en los VVAA van desde 4.36 x 108 hasta 5.72 x
101" gv/ml. Si comparamos estos rendimientos de produccién de vVAA con los
obtenidos por otros autores utilizando el mismo SCI-BV, se estd de 3-4 ordenes de
magnitud por debajo de los reportados, los cuales van de 102 — 103 gv/ml

(Negrete et al., 2007; Smith et al., 2009). Habrd que revisar y determinar que
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parte del proceso se puede mejorar para obtener un mayor rendimiento en

cuanto a gv encapsidados se refiere.

La titulacién por gPCR es una medida mds adecuada del efecto terapéutico de
los VWAA que la cuantificacion del nUmero de particulas fisicas, como lo hacen
las titulaciones a través de Dot Blot o ELISA. Adicionalmente, la capacidad
transductora de las particulas de VAA puede variar enormemente. Se ha
reportado que por cada 1000 vVAA sélo 1 es transductor (Zolotukhin et al., 1999),
por lo que este es un dato que debe considerarse en la determinaciéon de las

dosis a usar en los ensayo in vivo.

6.3.1 Diferenciacion de mioblastos/miotubos murinos

En este frabajo se decidié evaluar los vectores de VAAGS+ de los serotipos 1y 8
in vitro, en una linea celular que exhibiera caracteristicas de miotubos debido a
que posteriormente, estos mismos vectores serian entregados hacia el muisculo
esquelético de ratas para la expresién del gen gs in vivo. Por tal motivo, se eligid
trabajar con las células H?c2, que son mioblastos mononucleados con
capacidad de diferenciarse hacia miotubos al reducirles la concentracion de
suero en el medio de cultivo (Kimes & Brandt, 1976). Una de las variantes
importantes que se debe considerar para permitir la diferenciacion hacia
miotubos es la densidad celular, de lo contrario las células pueden perder su
capacidad para diferenciarse. Después de evaluar diferentes densidades
celulares para encontrar aquella que permitiera la diferenciacion celular y que
permitiera que las células siguieran en condiciones Optfimas para realizar los
ensayos de fransduccion celular. Se determind que la densidad celular de 7.5 x
104 células/pozo para una caja de 6 pozos, es una buena concenfracion para
sembrar las células. Una vez sembradas las células, se permitié que alcanzardn
una confluencia del 70-80% (Figura 24a), para posteriormente reducir el
porcentaje de SFB de un 10 a un 1% y de esta forma inducir la diferenciacion
celular hacia miotubos. El suero contiene varios factores de crecimiento que
permiten a los mioblastos proliferar sin diferenciarse, cuando estos factores se

agotan, los mioblastos detienen su division y comienzan a diferenciarse.

Durante el proceso de diferenciacion celular, las células H9c2 desarrollaron

diferentes fenotipos. Inicialmente las células fueron planas y se adhirieron

59



fuertemente a la superficie de la caja. Conforme los cultivos maduraban,
comenzaron a asumir diversas formas, pasando por formas poligonales (Figura
24b) que se fueron alineando de forma paralela y uniendo entre ellas, y fueron
adoptando una forma alargada (Figura 24c). Cada vez, las células alargadas se
hacian mds delgadas (Figura 24d y 24e), e inclusive en este Ultimo estadio se
pudo observar algunas células multinucleares; una de las principales
caracteristicas de los miotubos. Los cultivos de 3 semanas en adelante
presentaron un fenofipo en forma de red (Figura 24e y 24f), y conforme los
cultivos se hacian senescentes, los miotubos se observaron mds brillantes (Figura
24f).

Figura 24. Diferenciacion de células H9c2 (mioblastos/miotubos de rata). Las células fueron
sembradas a una densidad celular de 7.5 x 104 células/pozo en medio DMEM con 10% SFB. A partir
del dia 4 (con una confluencia del 80%) y hasta el final de los experimentos, el porcentaje de
suero se mantuvo al 1% para inducir la diferenciacion celular. Las fotografias se capturaron con un
microscopio Olympus IX71 en campo claro a un aumento de 10X. a) Dia 4, b) Dia 9, c) Dia 12, d)
Dia 15 e) Dia 28 y f) Dia 35 después de sembradas.
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Las transducciones celulares con los VVAA se realizaron cuando los cultivos de
H9c2 presentaron un porcentaje de diferenciacion entre el 30-40%, pues de lo
contrario no alcanzaba el tiempo para lograr la expresion de las proteinas de
interés, debido a que por la edad de los cultivos, éstos comenzaban a
despegarse de las cajas. El porcentaje de diferenciacién en esta linea celular
fue de alrededor del 60% al final de los experimentos (5 semanas, Figura 24f).
Este porcentaje de diferenciacién resultd ser bueno comparado con el logrado
en ftrabajos previos en nuestro laboratorio con la linea celular L6
(mioblastos/miotubos murinos), el cual fue menor al 20%, o bien comparado con
el de la linea celular C2Ci2 (mioblastos/miotulbos murinos), para el cual se ha
reportado un 50% de diferenciacién al reducirles el porcentaje de suero al 1%
(Burattini et al., 2004). Cabe senalar que en la linea celular H?c2, utilizando este
mismo procedimiento de diferenciacion se ha reportado hasta un 85% de

diferenciacioén celular (Kimes & Brandt, 1976).

Una de las consideraciones metodoldgicas que se deben de fomar en cuenta
en experimentos posteriores, es el reducir el fiempo (2-3 semanas) que tomo
llevar a cabo la diferenciaciéon celular (Kimes & Brandt, 1976), a fravés del uso
de diversos factores reportados como reguladores positivos de |la miogénesis,
tales como el factor de crecimiento parecido ainsulina 1y 2 (IFG 1y 2), el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento epidermal (EGF),
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PGF), con los cuales reportan
una diferenciacion celular de 3-5 dias posteriores a que se agregan estos
factores (Coolican et al.,1996; Kim et al., 1999). Esta importante reduccion en el
tiempo de diferenciacion permitiia ver una mayor expresion de nuestras
proteinas de interés, asi como una reduccion en el tiempo de expresion de las
proteinas, debido a que al momento de agregar los vectores, un porcentaje
mds alto de células deberia estar en un estadio de miotubos, aumentando asi la
probabilidad de que un mayor nUmero de células puedan ser fransducidas por
los vectores de VAA, pues como también se ha senalado en trabajos previos los
VVAA no transducen con tanta eficiencia a los mioblastos in vifro (Arnett et al.,
2014); asi como tampoco a las células satélite in vivo, en cambio fransducen
con mayor eficiencia miotubos vy fibras musculares maduras (Pruchnicr et al.,
2000). Por ello, una vez que se tuvo cierfo grado de diferenciacion celular, se

llevaron a cabo las transducciones con los VVAA.
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6.3.2 Transducciodn in vitro con los vectores de VAA

Para determinar el nUmero de genomas a agregar a cada uno de los cultivos,
se hizo un estimado del nUmero de células por pozo que habia al momento de
hacer la fransduccion. Para ello, se consideraron los siguientes datos: 1) las
células H9c2 tienen un tiempo de duplicacion de alrededor de 30 h (Kimes &
Brandt, 1976); 2) al inicio de los experimentos se sembraron 7.5 x104 células/pozo
y 3) las células permanecieron durante 4 dias (96 h) con suero al 10%, tiempo en
el que se duplicaron al menos 3.2 veces. Asi pues, al momento de cambiar la
concenfracién de suero del 10 al 1%, se calculd que se tenian (3.2)(7.5 x104
células/pozo)= 2.4 x105 células/pozo. Asumiendo que después de agregar el
medio de cultivo con 1% de suero, las células ya no se duplicaron, podemos
calcular que las células H9c?2 fueron transducidas con un rango de gv/cél entre
4.3 x103-1.8 x105 para el caso de los VWAAT; mientras que el rango de gv/cél

para los VVAA8 estuvo entre 3.3 x10¢-4.3 x107, segUn se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Nomero de genomas/célula (gv/cél) de cada uno de los vectores de VAA utilizados en
los ensayos in vifro.

Vector gv/célula
vvVAA Tl GS- 1.8x10°
vWAAL GS+ 4.3x10°
vWAAT GFP 2.3 x 104
vVAAS GS- 43 x 107
vWVAAB GS+ 6.5x 10¢
vWAAB GFP 3.3x10¢

A pesar de que el nUmero de gv/cél utilizado en los ensayos in vitro no fue el
mismo para cada uno de los vectores, éstos rangos de gv/cél se encuentran
denfro de los rangos reportados para tfransducciones in vitro con vWAA, 6 x104
gv/cél (Amett et al., 2014).

Generalmente, el fransgen puede expresarse en cultivos celulares a partir de los
3-5 dias post-tfransduccion (Quio ef al., 2008). La transduccién de los
mioblastos/miotubos se determind a través de la expresion de la proteina
reportera verde fluorescente (GFP). Como se esperaba, las células H9c2
transducidas con los VWAAGS- y VWAAGS+ de ambos serotipos no emitieron
fluorescencia (Figura 25a-d y 2é0-d); en cambio, en aquellas células

transducidas con los VVAAIGFP y VvVAA8GFP, se observaron células
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fluorescentes (Figura 25f y 26f). En ambos casos, aunque hubo fluorescencia
desde el dia 5, fue hasta el dia 14 en el que la fluorescencia fue mayor,
principalmente en los ensayos con los VWAABGFP (Figura 26f), en donde hubo un
mayor nuUmero de células fluorescentes, comparado con los ensayos con los
VVAATGFP (Figura 25f). Estas diferencias en la expresion génica de GFP quizd se
deban a dos factores importantes, el primero de ellos es el nUmero de gv/cél,
pues como se senala en la Tabla 7 se usaron ~35 veces mds gv/cél de los
VVAABGFP que de los VWAATGFP. Otro factor importante que determind una
mayor fluorescencia en las células fransducidas con los VWAA8GFP fue el grado
de diferenciacion que presentaban las células al momento de la transduccion.
Mientras que las transducciones con los VWAAS8 se realizaron cuando las células
tenian 20 dias de diferenciacion y estaban diferenciadas en un ~40%, las
transducciones con los VWAAT se realizaron a los 10 dias de diferenciacién y con
~20% de diferenciacion. Claramente las imdgenes en campo claro de la Figura
26 muestran que las células transducidas con los VVAA8 presentaban un mayor

grado de diferenciacion que las células transducidas con los VWAAT (Figura 25).

Para estos ensayos, una consideracion metodoldgica que hay que tener en
cuenta es que la evaluaciéon del nUmero de células fluorescentes se hizo sélo de
manera cudlitativa a través del microscopio Olympus IX71; sin embargo, en
futuros experimentos se deberia medir la fluorescencia a fravés del uso de un
fluorimetro o bien cuantificar el nUmero de células fluorescentes a fravés de un

citbmetro de flujo.
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Figura 25. Expresion de GFP en células H9c2 diferenciadas parcialmente y transducidas con
VVAA1-GFP. La fluorescencia de GFP fue visudlizada a los 14 dias postransduccidén con un
microscopio Olympus IX71. Las imdgenes del lado izquierdo fueron tomadas en campo claro;
mientras que las del lado derecho fueron tomadas con un filtro de excitacidon de UV, ambas
representan el mismo campo de visualizacidén a un aumento de 10X.
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VVAAB GS +

VVAAB-GFP

Figura 26. Expresion de GFP en células H9c2 diferenciadas y transducidas con vWAA8-GFP. La
fluorescencia de GFP fue visuadlizada a los 14 dias postransduccidon con un microscopio Olympus
IX71. Las im&genes del lado izquierdo fueron tomadas en campo claro; mientras que las del lado
derecho fueron tomadas con un filtro de excitacién de UV, ambas representan el mismo campo
de visual a un aumento de 10X.
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6.3.3 Expresion de la GS en células transducidas con los vVWAAGS

A diferencia de la proteina GFP, la expresidn de la GS no se puede visualizar
directamente, por lo que para poder comprobar si hubo una sobreexpresion de
la GS en las células H?c2 después de la transduccion con los VWAATGS+ vy
VVAABGS+, se realizd una andlisis por Western blot empleando un anticuerpo
anti-GS. Se utilizé como control de carga B-actina, para poder afirmar que las
diferencias observadas fueron a causa de las diferencias en el nivel de
expresidon y no a la cantidad cargada de proteina. Ademds, tras la realizacion
del Western blot se llevé a cabo un andlisis densitométrico de las imdgenes, y
posteriormente un andlisis estadistico para corroborar que las diferencias
observadas en la expresidon de la GS fueran estadisticamente significativas.

La figura 27 muestra la expresidon de la GS en las células H?c2 diferenciadas
parcialmente en miotubos. Las células fransducidas con los VVAATGS—
presentan una leve expresidn de la GS. Debido a que los VWAAIGS—- no
contienen la secuencia del gen gs, no pueden mediar la sobreexpresion de GS;
por ende, podemos asumir que la senal que se aprecia en la imagen de
Western blot en el carril de las células tfransducidas con esos vectores (figura
27q), corresponde a la GS enddégena de estas células. Sin embargo, estd
expresion es mucho menor que la expresidon enddgena de la GS en el higado
(control positivo), por lo que se denota una diferencia significativa (Figura 27 b)
entre los niveles de expresion de estas muestras, resaltando que efectivamente
existe una expresion diferencial de la enzima GS entre ambos tipos celulares. Por
ofro lado, aquellas células que fueron transducidas con los VVAATGS+,
mostraron un aumento en el nivel de expresion de la GS de 2.7 veces,
comparado con el nivel de expresion de las células que fueron transducidas
con los VWAA1GS—; sin embargo, esta diferencia no fue significativa (figura 27b).
Al comparar la sobre-expresion de la GS inducida por la transduccion con los
VVAA1GS+ con lo niveles de expresion de la GS enddgena del higado, si hubo
una evidente diferencia significativa. Asi pues, con una dosis de 4.3x103
gv/célula de los VWAATGS+ no se logro la sobrexpresion significativa de la GS en
las células H9c2, por lo que habria que determinar mediante experimentos de
dosis-respuesta, la dosis de VWAATGS+ a partir de la cual se logra aumentar la

sobre-expresion de la GS en estas células de forma significativa.
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Figura 27. Expresion de la GS en miotubos transducidos con los vectores VAA1 GS+. a) Imagen de
un Western blot representativo que muestra la expresidon de la GS (42 kDa) en células H9c2
transducidas con 1.8x105gv/célula del VWWAATIGS- y con 4.3x103gv/célula del vWAATGS+, los
mismos inmunoblots fueron probados con el anticuerpo B-actina como control de carga. b) H
grdfico representa el promedio + DE del andlisis densitométrico por triplicado para cada
condicion. Para determinar diferencias entre grupos se realizdé un ANOVA seguido de una prueba
de Tukey. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando *p < 0.05. MPM:
Marcador de peso molecular XP.

Por ofro lado, cuando las células H9c2 fueron fransducidas con una dosis de
6.5x10¢ gv/cél de los VWAABGSH+, el nivel de expresion de las GS aumentd 7 veces
comparado con los niveles de expresion de la GS enddgena de las células que
fueron  fransducidas con los VWAA8GS -. A pesar de que se logrd la
sobrexpresion de forma significativa de la GS con la fransduccidon de Ias células
H?c2 con los VWAA8GS+; los niveles de la GS fueron menores que con los
expresados de manera enddgena en el higado, érgano que por su importancia
fisioldgica presenta altos niveles de expresion de GS, pues es donde se lleva a
cabo la destoxificacion eficiente del amonio, mediante el ciclo de la urea y
también mediante la conversion del amonio a Glu, mediante la accién de la GS

expresada principalmente en los hepatocitos pericentrales.
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Figura 28. Expresion de la GS en miotubos transducidos con los vectores VAA8 GS+. a) Imagen de
un Western blot representativo que muestra la expresidon de la GS (42 kDa) en células H9c2
transducidas con 4.3x10’gv/célula del VWAAIGS- y con 6.5x10égv/célula del vWAA1GS+, los
mismos inmunoblots fueron probados contra el anticuerpo B-actina como control de carga. b) El
grdfico representa el promedio + DE del andlisis densitométrico por triplicado para cada
condicion. Para determinar diferencias entre grupos se realizé un ANOVA seguido de una prueba
de Tukey. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando *p < 0.05. MPM:
Marcador de peso molecular XP.

Debido a que las células H?c2 no fueron transducidas con una misma dosis de
los VWAAT y VWAAS8, no se pudo determinar cual de los dos vectores es mds
eficiente para la transduccion de los miotubos. Sin embargo, con estos datos
podemos determinar un rango aceptable del nUmero de gv/cél con el que se
deberian llevar a cabo experimentos posteriores para ver un aumento
significativo de la proteina de interés. Como se muestra en la Figura 27, la
transducciéon celular con VVAA usando una dosis de 103 gv/cél no resultd en un
aumento significativo de los niveles de expresion de GS; en cambio con una
dosis de 10¢ gv/célula si hubo un aumentfo significativo en los niveles de
expresion de la GS (Figura 28). Quedaria por determinar en experimentos futuros,
si este aumento en la expresion de GS es suficiente para disminuir los niveles de
amonio de un medio de cultivo hiperamonémico, como fue propuesto por

Torres-Vega et al., (2015) con el uso de los vectores de baculovirus Bac-GS.

Aungue en estos ensayos in vitro observamos una transduccion diferencial por
parte de los vectores de VAAT y VAAS8, no podemos concluir que se deba a una

mayor eficiencia de transduccioén por parte de alguno de los serotipos de VAA
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porque las dosis usadas de ambos vectores no fueron las mismas. Sin embargo,
se pudo determinar algunos factores que influyen en la transduccién celular por
parte de VWAA como son la madurez del cultivo celular, el fiempo transcurrido
después de la tfransduccion y el nUmero de genomas del vector (gv) utilizados.
Inclusive, se pudo determinar una dosis adecuada para lograr una

sobrexpresion significativa de la GS.

6.4 Establecimiento del modelo de hiperamonemia crénica en ratas Wistar

El objetivo principal de este proyecto es fratar la hiperamonemia crénica,
porque es un factor desencadenante de la HE, y favorece el progreso de esta
enfermedad hacia estadios que agravan la condicién de los pacientes. La
Sociedad Internacional de Encefalopatia Hepdtica y Metabolismo del
Nitrégeno (ISHEN, por sus siglas en inglés) ha reportado diferentes modelos en
roedores para la induccidon de una hiperamonemia crénica, tales como una
dieta con un alto contenido de amonio, inyecciones de diferentes compuestos,
como el acetato de amonio o cloruro de amonio; desviaciones porto-sistemicas
y la ligadura del conducto biliar (Butterworth et al., 2009). Después de probar
varios de estos modelos, en nuestras manos la mayoria de ellos mostraron dos
inconvenientes principales: 1) no alcanzar altos niveles de amonio en las ratas
tratadas y 2) una gran variabilidad en las concentraciones de amonio dentro de
los mismos grupos. A pesar de ello, el modelo que mejor nos funciond porque
fue con el que se logré un incremento significativo del amonio en sangre, fue el

de la ligadura del conducto biliar (LCB).

La LCB es un modelo de dano hepdtico cronico que consiste en impedir el flujo
de los dcidos biliares desde el higado hacia el duodeno, a fravés de la
obstruccion del conducto biliar mediante suturas quirdrgicas.  Este
procedimiento provoca cambios morfoldgicos y estructurales y funcionales en el
higado, que van desde un leve dano celular después de varios dias, hasta una
filorosis avanzada después de la tercera y cuarta semana post-operatoria, e
incluso se puede desarrollar cirrosis hepdtica (Tag et al., 2015). Asi, este modelo
puede reflejar diversos aspectos de la HE tales como una falla hepdtica crénica,
ictericia, translocacion  bacteriana, disfuncion del sistema  inmune,

hiperamonemia y sarcopenia (Butterworth et al., 2009; Bosoi et al., 2017). Existen
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dos variantes de la LCB, la ligadura sencilla y la ligadura doble, en donde la
severidad del dano hepdtico y sus consecuencias varian segun el tipo de
ligadura que se haya realizado. En la ligadura sencilla se bloquean 3 de las 5
ramificaciones de los conductos biliares, en cambio, en la ligadura doble se
bloquean las cinco ramificaciones, impidiendo por completo el flujo de los
dcidos biliares (Giménez-Garzo et al., 2014). En este trabagjo, realizamos ambos
tipos de ligadura para determinar con cual logrdbamos una hiperamonemia
mds contundente. Después de las intervenciones quirdrgicas, iniciamos las
determinaciones de amonio plasmdatico de forma semanal, desde la semana 1-
5 post-quirlrgicas. En las dos primeras semanas la elevacion del amonio no fue
tan evidente; sin embargo, para la tercer semana hubo un considerable
aumento del amonio plasmdtico en aquellos grupos de animales a los que se les
practicé la LCB tanto sencilla como doble. Los niveles de amonio plasmdatico en
el grupo de animales con LCB sencilla fueron de 365.2 + 327.2 yM; mientras que
el grupo con la LCB doble fueron de 583.0 £ 361.7 puM. Sin embargo, al comparar
estos niveles de amonio con respecto a los de las ratas control que fueronde
126.1+ 53.4 M, asi como con respecto a las ratas sham que fueron de 149.3
90.4 uM; sélo hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de

ligadura doble vs control (Figura 29).

Modelo animal de hiperamonemia crénica

LCB Sencilla- —
*
Sham- —I
Control4 —I —
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umol amonio / L sangre

Figura 29. Niveles de amonio plasmdtico inducidos por la ligadura del conducto biliar (LCB). Los
niveles de amonio corresponden a la tercer semana post-quirlrgica, la sangre se obtuvo a través
de la vena de la cola de cada rata. El nUmero de animales por grupo fue de n=7. Debido a que
las desviaciones varian mucho entre los grupos, para el andlisis estadistico se aplicd una prueba
de Kruskal-Wallis, seguida por una prueba de comparacién multiple de Dunn. Sélo hubo
diferencias en los niveles de amonio plasmdtico entre el grupo de LCB doble vs el grupo control (*
p<0.05).
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Las elevadas concentraciones de amonio se mantuvieron hasta la semana 5,
después de la cual los animales sobrevivientes fueron sacrificados porque sus

estados de bienestar se veian cada vez mds comprometidos.

A lo largo del desarrollo del modelo, pudimos constatar otra consecuencia de la
ligadura y ésta fue que conforme avanzaron las semanas post operatorias, la
ganancia de masa corporal en los animales con LCB fue menor comparado
con los animales confrol y sham (datos no mostrados). Esta falta de aumento en
la masa corporal, o bien la pérdida de la misma, puede deberse en parte a la
sarcopenia originada por las altas concentraciones de amonio, que consiste en
un abatimiento en la sintesis de proteinas y en una elevada autofagia en el

muUsculo esquelético (Bosoi et al., 2017, Dasarathy et al., 2017).

Conforme las ratas fueron falleciendo, o bien, hasta finalizar las determinaciones
de amonio, las ratas se sacrificaron para evaluar el dano hepdtico que
presentaban. Pudimos constatar que la LCB doble generd cambios fenotipicos
muy evidentes en los higados, pues aparentemente hubo presencia de higado
graso (esteatosis) con diferentes grados de infiliracidon de grasa, higados con
hepatitis aguda y crénica e inclusive higados con necrosis evidente, segun fue
determinado siguiendo las consideraciones de Solis-Herruzco & Munoz Yague,
2008 (Figura 30). En cambio los higados de los animales a los que se les practicod
LCB sencilla no presentaron danos evidentes. Los diferentes cambios fenotipicos
observados evidenciaron la heterogeneidad del modelo, pues los animales
presentaron diferentes grados de dano hepdtico, que quizd haya causado la

alta variabilidad entre los niveles de amonio.

71



Figura 30. Dano hepdtico inducido por la ligadura doble del conducto biliar. a) Higado normal de
una rata control, con una superficie lisa y brillante; b) higado de una rata sham, sin dano
evidente; c-h) higados de ratas a las que se les realizdé LCB doble. c) Higado con hepatitis aguda
(el color rojo del parénquima pierde viveza, torndndose color mate a marrdén); d) higado con
esteatosis focal (mancha amarilla aislada en el I6bulo izquierdo); €) higado con esteatosis parcial
en el lébulo inferior derecho; f) higado con esteatosis avanzada (parénguima hepdtico
infensamente infiltrado por grasa, presenta un color rojo anaranjado con punteado amarillo); g)
higado con una hepadtitis cronica (el parénguima presenta una tonalidad marrdédn con regiones
verdosas por colestasis importante; h) higado con regiones necréticas. Los cambios morfoldgicos
de los higados se determinaron basados en Solis-Herruzco & Munoz YagUe, 2008.

Uno de los inconvenientes del modelo de la LCB doble es la alta tasa de
mortalidad inherente al proceso quirdrgico, asi como a las complicaciones del
modelo. Gutiérrez-Ortega (1998) demostréd que los 10 primeros dias post ligadura
son criticos, pues es el tiempo en el que ocurre el mayor nUmero de muertes, en
donde al menos muere el 50% de las ratas con infervencion. Posteriormente, la
tendencia se hace mds lenta, aungue se mantiene un claro decremento en la
tasa de supervivencia. En cambio, en el modelo de LCB sencilla, la tasa de
mortalidad es mucho menor. Por ejemplo, Jover y colaboradores reportaron
una tasa de mortalidad del 15% en ratas con LCB sencilla (Jover et al., 2006),
mientras que Tag reportd un porcentaje de mortalidad de sdlo el 5%. Esta se
acentla con la inexperiencia en la técnica, lo que también genera una gran
variabilidad en la reproducibilidad de los datos (Tag et al., 2011). Por lo tanto, se
tiene que seguir mejorando la técnica de la LCB de tal forma que los datos de
hiperamonemia logren ser reproducibles y la variabilidad dentro de una misma

cohorte sea minima.
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Como ya se ha mencionado, tanto la LCB sencilla como la doble provocaron
qgue los niveles de amonio en el plasma se elevaran considerablemente; sin
embargo sdélo los niveles de amonio del grupo con la LCB doble representd una
diferencia significativa cuando se compararon con el control. Por lo tanto, se
optd por la LCB doble como el modelo en ratas por medio del cual se indujo

una hiperamonemia crénica.

6.4.1 Transduccion in vivo con los vectores de VAA

En este estudio se eligid al mUsculo como el sitio para la entrega génica de la
GS por parte de los vectores de VAA. Se ha demostrado que el musculo
esquelético es uno de los tejidos blanco que es eficientemente transducido por
algunas variantes de VAA, entre ellas los VAAT, VAA8, VAA6 y VAA? (Qico et al.,
2011; Riaz et al., 2015). Una vez transducidas, las células musculares sirven como
un sitio de produccion de los productos proteicos, que pueden actuar local o
sistémicamente, como es el caso del Glybera (Kassner et al., 2018). Como
resultado de la baja tasa de recambio celular de las células musculares, el
producto génico entregado por un VAA puede ser mantenido como episoma
por varios meses e inclusive hasta por varios anos, como se ha demostrado en
muchos estudios en primates no humanos (Penaud-Budloo, et al., 2008) e
inclusive en pacientes humanos en donde la expresidon del tfransgen ha
permanecido activa durante 18-20 meses (Kassner et al., 2018). En
consecuencia, una Unica dosis del producto administrado por via IM pudiera no
necesitar ser re administrado a menos que haya un dano significativo o una
eliminacién inmune de las células tfransducidas. Finalmente, otra razén de peso
que nos llevd a elegir el musculo como una plataforma de expresion de la GS
fue que se sabe que ante un falla hepdtica considerable, el musculo juega un
papel importante en la destoxificacion del amonio; sin embargo esta funciéon
resulta insuficiente, por lo que buscamos potenciar esta funcion a través de la

terapia génica.

Asi pues, los VVAA se inyectaron directamente en el mUsculo gastrocnemio de
ratas Wistar macho con un peso entre 180-200 g. El protocolo que se siguid para
llevar a cabo las fransducciones in vivo fue el que se muestra en la figura 31. A

partir de que se les inyectd via intramuscular los VVAA, se considerd como la
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semana 0 del protocolo. Dos semanas después de la transduccién, a los
animales correspondientes se les realizé la ligadura del conducto biliar (LCB)
para inducir la hiperamonemia crénica. Previomente, habiamos determinado
que la elevacion del amonio por efecto de la LCB ocurre entre la primera y
tercer semana posterior al procedimiento (datos no mostrados), lo cuadl
concuerda con Jover y colaboradores, quienes observaron hiperamonemia en
los animales en la tercera semana posterior a la LCB (Jover et al., 2006). Por ello,
se decidié empezar a determinar el amonio en sangre a partir de la primera
semana y seguir las determinaciones hasta la semana 4 6 5 después de 1a LCB, o

mds segun nos fuera posible.

Determinacién de amonio en sangre

Inyeccion I 1I .
vWVAA LCB 10 20 30 20 Eutanasia
o hd ‘ | " ‘
Semana 1 2 3 a 5 6 7
Aumenta la Hiperamonemia
Expresidn

del Transgen

Figura 31. Protocolo experimental para la transduccién in vivo con los vWAA en el modelo de LCB.
Para evaluar la eficacia del tratamiento con los vectores VWAA1IGS+ y vWAA8GS+, estos se
administraron via Intramuscular a ratas Wistar (semana 0), 2 semanas después se llevd a cabo la
LCB. A la tercer semana post inyeccidn se espera que comience la mayor expresién del transgen
de GS, mientras que 3 semanas posteriores a la LCB, se espera el pico de hiperamonemia. Se
realizaron al menos 4 determinaciones semanales de los niveles de amonio en sangre. También se
espera que los animales que fueron transducidos con los VWAAGS+, no desarrollen episodios de
hiperamonemia. Al final del protocolo, los animales sobrevivientes fueron sacrificados y los higados
disectados, para ver el dano hepdtico que presentaban. LCB: Ligadura del conducto biliar; vVWAA:
vector de virus adeno-asociado.

Sabemos que la expresion de los genes enfregados por los vectores de VAA
generaimente comienza los dias 3-7 posteriores a la entrega del vector; sin
embargo, estos alcanzan su pico de expresion entre las semanas 3-4 después de
la entrega (Qiao et al., 2011; Arnett et al., 2014; Riaz et al., 2015); y esta expresion
génica puede persistir en el mUsculo de un ratén normal hasta por 18 meses.
Con base en estos datos, esperdbamos que al momento de que ocurriera la

elevacion del amonio inducida por la LCB (a partir de la semana 3-5 del
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protocolo), ya existiera una buena expresion del transgen. De esta forma, la
sobreexpresion de la GS en el musculo de aquellos animales que fueran
transducidos con los VVAA GS+, les ayudaria a que 1os niveles de amonio no se
elevaran considerablemente, a diferencia de lo que ocurriric en aquellos
animales que fueran transducidos con los VWAA GFP, independientemente del

serotipo de los vectores.

6.4.2 Niveles de amonio en ratas transducidas con los vVWAA y con LCB

Al iniciar con los sangrados de las ratas transducidas con los VVAA y determinar
las concentraciones de amonio en sangre, pudimos darnos cuenta que durante
los dos primeros sangrados no hubo elevaciones de amonio considerables. No
fue sino hasta el tercer sangrado en donde se presentaron elevaciones de
amonio considerables, pero sdélo para el grupo de animales que fueron
fransducidos con los VWAA GFP. En cambio, en el grupo de animales
transducidos con los VWAAGS+ de ambos serotipos, 10s niveles de amonio no se

elevaron considerablemente (Figura 32ay 32b).

a) Niveles de amonio en sangre de ratas con LCB b) Niveles de amonio en sangre de ratas con LCB
transducidas con vVAA1 transducidas con vWAA8
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Figura 32. Niveles de amonio en sangre de ratas Wistar con LCB y transducidas con a) vectores de
VAAT1 y b) vectores de VAAS8. Las muestras de sangre fueron tomadas a la tercer semana después
de la LCB y a la quinta semana después de la transduccidn. Los datos corresponden a la media
DE de al menos 3 ratas por grupo. Para determinar las diferencias entre los grupos se realizé un
ANOVA seguido de una prueba de comparaciéon multiple de Tukey (*p<0.05, denota diferencias
estadisticamente significativas).
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En la cohorte de animales en los que se evaluaron los VWAA del serofipo 1
observamos que el nivel de amonio de las ratas control (n=4) fue de
49.86+29.93uM, el de las ratas sham (n=4) fue de 91.16+£58.84uM, el de las ratas
con LCB+vVAAIGFP (n=4) fue de 189.98+127.06uM; mientras que el de las ratas
con LCB+vWVAAIGS+ (n=3) fue de 44.09+21.27uM. Con estos datos, pareciera
que la administracion del vWAAT1GS+ logrd disminuir los niveles de amonio en un
76% con respecto al grupo que le fue administrado el vWAATGFP, alcanzando
los niveles de amonio de las ratas confrol. Sin embargo, estas diferencias no
resultaron ser significativas (p=0.0732), debido a la gran variabilidad dentro de
los grupos. Por ofra lado, en la cohorte de animales en los que se evaluaron los
VVAA del serofipo 8, el nivel de amonio de las ratas control (n=4) fue de
52.29+7.36uM, el de las ratas sham (n=3) 30.98%£12.99uM; el de las ratas con
LCB+vVAA8GFP (n=4) fue de 93.77+20.81uM; mientras que el de las ratas con
LCB+VVAA8GS+ (n=4) fue de 49.36+6.83uM. Podemos apreciar que al administrar
los VWAABGS+ hubo una disminucion significativa de los niveles de amonio en un
47% con respecto al grupo que le fue administrado el vVWAA8GFP, alcanzando
incluso niveles de amonio similares al de las ratas contfrol y sham. Las
determinaciones de amonio se continuaron hasta la cuarta y quinta semana
post ligadurag; y éstas se mantuvieron similares a las determinadas en el fercer

sangrado.

Cabe la posibilidad de que los animales transducidos con los VWAAGS+ no
hayan logrado desarrollar hiperamonemia, y debido a ello en estos grupos se
vieran niveles mdas bajos de amonio; sin embargo, seria mucha coincidencia
que en ambos grupos de ratas que recibieron los VWAAGS+ tanto del seroftipo 1
como del serotipo 8, en experimentos totalmente independientes, presentaran
el mismo comportamiento. Para aclarar esta duda, en experimentos posteriores

se deberia incrementar la "n” para cada unos de los grupos de

experimentacion.

Uno de los objetivos originales de este trabajo era determinar cual de los dos
serofipos de VAA presentaban una mejor eficiencia de transduccion en el
musculo  esquelético. Desafortunadamente  no  pudimos hacer esta

comparacion pues no se usd la misma dosis para los vectores. En estudios
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previos, las dosis que usaron para la entrega inframuscular de VVAA en

experimentos en ratones fueron desde 5x108 a 5x10'2 gv/ratén (Zhou et al., 2008;

Qico et al, 2011; Arnett et al., 2013); aunque es a partir de la dosis de 107 que se

empiezan a ver buenos niveles de transduccioén (Arnett et al., 2013). No obstante,

los mds altos niveles de fransduccidn se han visto con las dosis de 1x1010-1x10'2

gv/ratéon (Arnett et al., 2014). Las dosis de los VWAA que usamos en este estudio

se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. NUmero de genomas del vector de VAA por rata (gv/rata) utilizados en los ensayos in vivo.

Vector gv/rata
vVAAT GS+ 412 %107
vWAAL EGFP 8.96 x 10"
vVAAR GS+ 1.7 x 10"
vWVAAS EGFP 8.7 x 10"

Aunque observamos que el vVWAAGS+ del serotipo 1 con una dosis de 4.12 x 107,

41 veces menor que la del vVWAAGS+ del serofipo 8 (con una dosis de 1.7 x 10"),

pareciera que logra disminuir el amonio con una intensidad similar (Figura 32).

Seria conveniente realizar una curva dosis respuesta, para determinar si se logra

disminuir una cantidad similar de amonio desde la dosis de 107 gv/rata hasta la

de 10" gv/rata.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se produjeron los vectores de VAA en el sistema células de
insecto-baculovirus, el cual es una plataforma de produccidn que estd
ganando terreno frente alas células de mamifero, que es a la forma fradicional
de produccién de los VVAA. Se eligid este sistema porque permite una
disminucion de los costos de produccidon, asimismo permitird un escalamiento
mads factible para la produccidn de los VVAA para ensayos preclinicos. Ademds,
la produccion de dichos vectores se hizo usando el sistema células de insecto-
baculovirus de segunda generacion, en donde sélo se necesita que una célula
sea infectada por dos baculovirus diferentes en lugar de 3 baculovirus diferentes,
para asegurar la expresion de los elementos necesarios para la produccion de
los VWAA; disminuyendo con ello la carga celular impuesta al momento de la

infeccidon por la presencia de un mayor nUmero de particulas de baculovirus.

Cuando se evalud la capacidad transductora de los VWAAT y VWAAS8 in vifro en
un sistema celular con caracteristicas de miotubos, se logré la expresion de la
proteina verde fluorecente (GFP), asi como la sobreexpresion de la glutamina
sintetasa de forma significativa. Asimismo, cuando los VWAATGS+ y vVWAA8 GS+
fueron administrados en un modelo animal de hiperamonemia crénica, se
observd la disminucion de los niveles de amonio plasmdatico en aquellos
animales transducidas con los VVAAGS+, comparado con los animales
transducidos con los VWAAGFP. En el caso de los animales con los VWAATGS+ |os
niveles de amonio disminuyeron en un 76% comparado con los animales
trafados con los VWAAIGFP; sin embargo estd reduccion no resultd ser
significativa, debido a la variabilidad mostrada en cada uno de los grupos. En el
caso de los animales transducidos con los VWAA8GS+, los niveles de amonio
disminuyeron en un 47% con respecto al grupo al que le fueron administrados los
VVAABGFP, y en este caso la disminucion resultd ser significativa, debido a que
la variabilidad dentro de los grupos resultd ser menor. Los datos obtenidos en
este frabajo sugieren que los vectores de VAA tanto del serotipo 1 como del
serotipo 8 portando el gen de la GS pueden ayudar a disminuir los niveles de
amonio plasmdtico en las ratas que fueron previomente transducidas con
dichos vectores. Por lo tanto, nuestro frabajo arrojé datos contundentes que

demuestran que la terapia génica con los VWAAGS+ es una dalternativa
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terapeutica factible para el tratamiento de un amplio rango de desordenes que
muestran el desarrollo de una hipermonemia crénica, tal es el caso de la

encefalopatia hepdtica y los desérdenes del ciclo de la urea.
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8. PERSPECTIVAS

Seria deseable que en estudios posteriores se fomen en cuenta las siguientes
consideraciones: a) aumentar el niUmero de animales por grupo en el modelo
experimental de hiperamonemia crénica y a los que se les administre los VVAA,
b) tener un grupo de LCB que no haya recibido algin vector, c) determinar los
niveles del mMRNA asi como de la proteina GS, en los lisados de los muUsculos de
las ratas fransducidas con los vectores VAAGS+, d) evaluar la actividad
enzimdtica de la GS en los musculos transducidos con los VVAAGS+. e)
comparar el efecto de los vectores de GS con respecto a algin medicamento
ya establecido que disminuya los niveles de amonio como la rifaximina, el
benzoato de sodio, el fenilacetato sédico, el L-ornitina L-aspartato & bien, la
combinacion de varios de estos medicamentos (Couse et al., 2009; Mejia et al.,
2010).

Otfro aspecto importante a considerar en el desarrollo de una estrategia de
terapia génica con VAA serd determinar el grado de dano muscular que pueda
desencadenarse por la misma hiperamonemia, desgaste muscular que pudiera
estar generando una combinacion heterogénea de miofibras en diferentes
estados de degeneracion y regeneracion, lo cual cambiaria la eficiencia de
transducciéon por parte de los VWAA, como ha sido previomente reportado por
Arneft et al., 2014.

Quizd no sea suficiente una ferapia monogénica para el fratamiento de un
padecimiento tan complejo como lo es la encefalopatia hiperamonémica, sino
mas bien se requiera de una terapia que comprenda la expresidon prolongada
de varios genes implicados en la destoxificaciéon del amonio. Por lo que seria
conveniente probar esta terapia génica en la que se sobreexpresa el gen la GS
combinada con la expresion de otros genes como los de los transportadores de
glutamina que se han visto tienen un papel fundamental en el manejo del

amonio.
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Apéndice |. Mapas de los diferentes plasmidos usados en este trabajo.
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Figura 33. Pldsmidos pSR651 y pSRé660. a) Pldsmido pSR651, con una longitud de 9335 nucledtidos,
contiene las secuencias de los genes rep y cap. El gen rep codifica para las proteinas Rep52 y
Rep78 del VAA del serotipo 2, mientras que el gen cap codifica para las proteinas estructurales
(VPs) del VAA del serofipo 1. b) Pldsmido pSRé60, con una longitud de 9364 nucledtidos,
contiene las secuencias de los genes rep y cap. El gen rep codifica para las proteinas Rep52 y
Rep78 del VAA del serotipo 2, mientras que el gen cap codifica para las proteinas estructurales
(VPs) del VAA del serotipo 8. Los mapas de los pldsmidos fueron realizados en el programa Serial
Cloner 2.6.1.
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Figura 34. Pldsmidos pFBCGSC2 y pFBGR. c) Pldsmido pFBCGS-C2 con una longitud de 7835
nucledtidos, contiene las secuencia del gen de la GS. b) Pldsmido pFBGR, con una longitud de
7240 nucledtidos, contiene la secuencia del gen de la proteina reportera verde fluorescente GFP.
Los mapas de los pldsmidos fueron realizados en el programa Serial Cloner 2.6.1
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ABSTRACT

Mdummmu(mamwmmmmmm,mmu
neuropsychiatric and motor disorders that can lead fo death. Existing therapies are deficient and alternative treatments are needed.
We have shown that gene therapy with a baculovirus vector containing the glutamine synthetase (Bac-GS) gene is efficient for
reducing ammonia levels in an acute hyperammonemia rat model. However, the most common condition resulting from fiver disease
smmhummmmmwwmammmmmmm-
ammonemia and some characteristics of Type C HE. Material and methods. Bac-GS was tested for mediating GS over-
expression in Hela cells and H9C2 myotubes. For determining the utility of Bac-GS for the reduction of ammonia levels in a chronic
hyperammonemia animal model, four groups of rats were treated: control, sham, ligated with Bac-GS and ligated with Bac-GFP.
Baculoviruses were injected i.m. 18 days post-surgery. Blood was drawn 2, 3 and 4 weeks post-surgery and plasma ammonia
concentrations were quantified. Results. In protein lysates of cells and myotubes transduced with Bac-GS, a 44 kDa band
corresponding to GS was detected. Significant results were obtained in the hyperammonemic bile-duct ligated rat model, as plasma
ammonia was reduced to normal levels 3 days after treatment with Bac-GS. Furthermore, a transitory effect of Bac-GS was
observed. Conclusion. Our results show that gene therapy by delivering GS is a promising alternative for treatment of hyperam-
monemia in acute-on-chronic liver failure patients with HE.

INTRODUCTION

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric
disorder that severely affects the life style of patients, who
have a high risk of death. It is a common complication in
acute and chronic liver failure.! Cirrhotic patients fre-
quently exhibit covert or overt HE, which is detected by
clinical testing or through the appearance of symptoms,
such as a lower attention span, decreased awareness, al-
tered sleep rhythm, abnormal psychometric or neuropsy-
chological tests, personality change, inappropriate or
bizarre behavior, asterixis, dyspraxia, lethargy, somno-
lence, objectively disoriented to time and space and

coma.” The importance of covert or minimal HE (MEH),
that is characteristic in individuals with psychomotor
slow down and cognitive deficits, has grown. It has identi-
fied in the 59.1% of cirrhotic patients with grade 0 of en-
cephalopathy (West-Craven HE critenia).?

The etiology of HE is complex, but in the nucleus of
this pathology is the elevation of ammonia in blood circu-
lation and brain,* recognizing that factors other than am-
monia are relevant. Recent evidence confirms this toxin is
the main cause of HE. In acute-on-chronic liver failure
(ACLF) patients, a strong correlation between hyperam-
monemia and the presence of HE has been demonstrated.
There is a direct correlation between an increase in the
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level of ammonia and a higher risk of death. Moreover, a
lower grade of HE is observed when ammonia levels de-
crease.’ Furthermore, in cirrhotic patients that had suf-
fered episodes of overt HE, a fasting ammonia level 1.5
times above the normal value was associated with an in-
crease in probability of having a new episode of overt HE;
the annualized rate of HE-related hospitalizations aug-
mented in the same way.® Other study identified covert
HE and elevated blood ammonia as factors associated with
the onset of overt HE in liver cirrhosis patients.” However,
it is interesting to note that in a group of 26 patients with
likely MHE, identified by the neuropsychometric Trail
Making Test, only 15 of them showed altered concentra-
tions of venous blood ammonia.®

Ammonia has a severe effect in the brain.? Besides the
perturbations of ammonia on astrocytes and neurons, this
toxin also has a negative influence on other specialized
cells in the body like stellate cells in the liver, skeletal
muscle fibers and probably Purkinje cells.®!!

During HE manifestations in acute and chronic liver
failure, several lines of evidence have shown a synergistic
relation between ammonia and other toxins, like mer-
captans, phenols and fatty acids, ions as manganese, pro-in-
flammatory cytokines, mainly Tumoral Necrosis Factor a
(TNFa), IL-1 beta and IL-6, and the activation of micro-
gha (revised in Butterworth, 2016).12

With the aim to reduce ammonia levels and decrease
HE symptoms in patients, disaccharides (lactulose) and
antibiotics (Rifaximin) is one of the most used therapies
in the clinic. This approach causes undesirable secondary
effects, it is often not effective and has elevated costs.
Therefore, other treatment options are in development>!3
Our research group was the first to demonstrate that bacu-
lovirus-delivery of the glutamine synthetase (GS) gene is
a promising strategy for diminishing hyperammonemia.'4
The establishment of the gene therapy strategy proposed
here can avoid the need of clinical interventions with po-
tential secondary effects and relapses that are common
when traditional therapies for hyperammonemia and HE
are used.

The Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
(AcMNPV) is an insect-baculovirus with an important
role as a vector.' In addition to its safety and a wide tro-
pism, one of the most attractive properties of baculovirus
1s its capacity of carrying several genes and regulatory ele-
ments in its large genome (~134 kbp), which is translated
in the possibility of delivering and expressing multiple
genes in the host, allowing applications such as repro-
gramming a specific cell-type into another one, or gene
editing 16

Due to the high potential of using baculovirus as a vec-
tor for human treatment in clinical trials, several improve-
ments have been made in production processes, such as

2/

large-scale production, concentration, purification, stor-
age, quality control and preclinical studies to demonstrate
safety of the baculovirus therapy and formulations.!7.18

Bac-GS is a recombinant baculovirus carrying the GS
gene. When it was evaluated in vitro or in an acute rat model
of hyperammonemia, a significant decrease in the ammo-
ma levels was found.!*

In this work, treatment with Bac-GS was tested in bile-
duct ligated rats, which is a model of chronic liver failure,
showing some aspects of Type C HE and hyperammone-
mia.'® The obtained results were outstanding. Treatment
with Bac-GS was so effective in reducing the hyperam-
monemia in bile-duct ligated rats that ammonia levels
reached normal values. They confirm that Bac-GS and de-
livery of the GS coding sequence as a promising gene
therapy to control hyperammonemia in patients with HE.

MATERIAL AND METHODS

Production of
recombinant baculovirus

Three recombinant baculovirus vectors were used,
Bac-GS, Bac-control and Bac-GFP. Their construction is
described in Torres-Vega, et al. (2015).!* Bac-GS contains
the rat liver GS ¢DNA, Bac-control 1s identical to Bac-GS
but does not contain the GS gene. Bac-GFP contains the
enhanced green fluorescent protein gene in place of the
GS gene. The amplification of the recombinant baculovi-
ruses is described in Torres-Vega, et al. (2015).! Titers of
baculovirus stocks were determined as described in Mena,
et al. (2003).2° Titers were 3 x 108, 2.4 x 10® and 6.6 x 108
pfw/mL for Bac-GS, Bac-control and Bac-GFP, respec-
tively.

Transduction of mammalian cells with
recombinant baculoviruses

Hela or H9C2 (ATCC, Manassas, VA, USA) cells were
grown in Dulbecco’s modified Eagle's medium high glu-
cose (Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA) contain-
ing 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco-Invitrogen) and
penicillin/streptomycin (Gibco/Invitrogen). To induce
the differentiation to myotubes, medium of a confluent L6
myoblast culture was replaced with medium containing
only 1% FBS and incubation was continued for four
weeks.?! To transduce cells with recombinant baculovi-
ruses, the medium of six-well plates wath confluent HeLa
cells or H9C2 myotubes was replaced with 1.5 mL of Dul-
becco’s modified Eagle’s medium without serum or anti-
biotics, and the baculovirus particles were added (100 pfu
per cell). Plates were incubated for 1 h at 26°C with mild
shaking every 10 min. Thereafter, medium was substituted
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with 2 mL of Dulbecco’s modified Eagle’s medium high
glucose (Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA) con-
taining antibiotics, 5 mM sodium butyrate (Sigma, St Lou-
15, MO, USA) and 1% or 2% FBS (Gibco-Invitrogen) for
myotubes H9C2 or HeLa cells, respectively. Cells were
maintained for three days. Pictures of GFP fluorescence
were taken in an Olympus microscope.

Western blot analysis

Western blot to detect Bac-GS-mediated GS expres-
sion was done as described in Torres-Vega, ef al. (2015)!
using a rabbit anti-GS antibody (Sigma, St Louis, MO,
USA).

Bile-duct-ligation model

Experiments with rats were performed in accord-
ance with the NIH Guide for the Care and Use of Lab-
oratory Animals and were approved by the Animal
Committee of the Instituto Nacional de Ciencias
Meédicas y Nutricién Salvador Zubirin. To ligate the
bile-duct of rats, we followed the procedure described
in Giménez-Garzé, ef al.,”? with some modifications.
Wistar male rats, 160 - 250 g body weight, were anesthe-
tized intraperitoneally with a combination of Xylazine
(Xilazina Aranda, Querétaro, México) and Ketamine
(Anesket Pisa Agropecuaria, Atitalaquia, México). The
abdominal part of the body was shaved and an incision
in the linea alba was made to expose the liver. The liver
lobules were separated and the bile-duct was localized.
The connective tissue holding the bile-duct was broken
with a capillary. Three ligations were made along the
bile-duct using soft silk suture 4 0 (Ethicon, USA), as
shown in Figure 2A. Then, the muscle and the skin
were sutured with soft silk suture 3 0 (Ethicon, USA).
The total number of triple-ligated rats was 30. Twenty
of them survived for five weeks, when all rats were eu-
thanized. Sham rats had the same surgery with excep-
tion of the ligations. The administration of recombinant
baculovirus to rats was performed as described in
Torres-Vega, et al.}* Briefly, 0.9 or 2 x 10% pfu of Bac-GS
or Bac-GFP baculovirus vectors, respectively, were in-
tramuscularly injected into the two rear legs.

Ammonia quantification

Plasma samples were deproteinized has described in
Jover, et al. > Ammonia was quantified on the neutralized
supernatants using a modified Kaplan method.?* Briefly,
two solutions were prepared: A) 106 mM phenol (Merck,
Darmstadt, Germany), 0.17 mM sodium nitroprusside
(Merck, Darmstadt, Germany); B) 0.125 N sodium hy-

droxide (J.T. Baker, Xalostoc, México), 11 mM sodium
hypochlorite (Sigma, St Louis, MO, USA). Twelve and a
half microliters of supernatants were mixed with 0.5 ml
solution A; 0.5 ml of solution B were added and mixed.
Color was development after 30 min. Thén, to quantify
ammonia two hundred microliters of the complete mix
were loaded into 96-well plates and absorbance was measured
at 635 nm on an Epoch 2 BioTek microplate reader.

Statistical analysis

For descriptive statistics of quantitative variables, the
mean * standard deviation was used. Analysis of data was
made with the analysis of variance - Tukey test using the
GraphPad Prism 7 software. P < 0.05 was considered sta-
tistically significant. GraphPad Prism 6.01 software was
used to plot data.

RESULTS

Expression of GS in
Hela cells and H2C9 myotubes

With the aim of evaluating a wider range of cell sub-
strates for GS gene delivery by baculovirus, HeLa cells
were transduced. Condreay, ef al.* reported that HeLa
cells are efficiently transduced by baculovirus vectors.
Similarly to MA104 epithelial monkey cells, which we
evaluated as an hyperammonemia in vitro model in our
previous publication,'* Western blotting of HeLa cells
transduced with Bac-GS showed a specific sharp band
with a molecular weight of 44 kDa, which corresponds
to the size of GS (Figures 1A and 1B). HeLa cells were
also efficiently transduced by Bac-GFP (Figure 1C). To
evaluate the ability of Bac-GS to transduce skeletal mus-
cle cells, the target of the proposed gene therapy for hy-
perammonemia, H9C?2 cells, myoblasts derived from the
heart of rat embryos,?! were differentiated into myotubes
by culturing them with a low FBS concentration (1%),
resulting in the morphology typical of skeletal muscle
myofibers.?! The morphology and the capacity of Bac-
GFP to transduce muscle cells were evident upon obser-
vation under a microscope (Figure 1D). Differentiated
H9C?2 myotubes were efficiently transduced by Bac-GS
and overexpressed GS with the expected molecular

weight (Figure 1B).

Hyperammenemia in
rats by ligation of the bile-duct

Ligation of the bile-duct in rodent results in jaundice,
inflammation, fibrosis, liver damage and hyperammone-
mia.?>? For these and other reasons, this procedure is
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considered a good chronic liver failure model, that
shows some aspects of Type C HE.! We intended to
reproduce this model in our laboratory and practiced a
surgery with a single or triple ligation in the bile-duct of
rats (Figure 2A). Even when an increase of ammonia

'Y
v

levels in circulating blood of rats with one higation was
observed, it was not significant (data not shown). In con-
trast, the rats with a triple ligation were hyperammone-
mic two weeks post-surgery. We selected rats with ammonia
circulation levels above 200 um (n = 12). These animals had
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2 Figure 1. Expression of the therapeutic GS
2 2 gene in HelLa and H9C2 myotubes by transduc-
. = tion with Bac-GS. Cells were transduced with
6 100 pfu/cell. Protein lysates (4 ug) were ana-

lyzed by Western blot with a specific anti-GS an-
tibody. A. Hela cells were transduced with
Bac-GS (Lane 2), Bac-GFP (Lane J), or not
transduced (not transd, Lane 4). XP: XP molecu-
lar weight marker. B. HIC2 myotubes were
transduced with Bac-GS (Lane 2], Bac-control
(Bac-cont, Lane 4), Bac-GFP (Lane 5), or not
transduced (Lane 1). A sample of the Hela-Bac-
GS lysate was loaded as a positive control in
Lane 3. C. Living fluorescent imaging of Hela
cells trasduced with Bac-GFP (20X). d) Living
fluorescent imaging of H9C2 myotubes trans-

duced with Bac-GFP (20X).

4

Virus injection

Post-surgey weeks Figure 2. Establishment of the bile-duct liga-

* tion model for testing Bac-GS as a therapy to re-
duce hyperammonemia. A. Picture of one of the

Schedule of bleedings and i.m. injection of re-
combinant baculoviruses, with reference with the
bile-duct ligation surgery.

1 1 1 Bleeding ligated bile-ducts showing the three ligations. B.
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four times more ammomia in their plasma (291.9 + 35.3
M) than control (65.1 + 28.1 uM, p < 0.0001) or sham
(71.4 + 22.0 uM, p < 0.0001) rats (Figure 3).
Reduction of high levels of
ammonia in the bile-duct ligated rat modsl
by Bac-GS administration

Once we have stablished the bile-duct ligation (BDL)
model, the gene transfer therapy with the recombinant

400
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Figure 3. A strong bile-duct ligation (BDL) causes hyperammonemia in
rats. Wistar rats were bile-duct ligated and bled from the tail 2 weeks post-
surgery. Ammonia was quantified in plasma. Control, n = §; sham, n = 12;
BDL, n=12 "P<0.0001.
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Figure 4. Gene therapy with recombinant baculovirus Bac-GS decreased
hyperammonemia in a chronic liver disease mode!. Hyperammonemic bile-
duct ligated (BDL) rats were divided in two groups and were i.m. injected
with recombinant baculoviruses at 18 post-surgery days. One group (n = 7)
received Bac-GS (9 x 107 plu), Bac - GS + BOL, and the other (n = 5) re-
ceived Bac - GFP (2 x 10° pfu, Bac-GFP+BDL. Control and sham rats were
also monitored. Rats were bled from the tail 3 weeks post-surgery. Ammo-
nia was quantified in plasma. Control, n = §; sham, n = 12 ** P < 0.0001.

'S

Ammonia in plasma (uM)

:

Sham Bac-GS-BDL  Bac-GFP-BDL

Figure 5. Recovery of hyperammonemia in bile-duct ligated (BDL) rats
treated with Bac-GS. One group of hyperammonemic BDL rats received
Bac-GS (9 x 107 pfu, Bac - GS + BDL, n = 7) and the other one received
Bac-GFP (2 x 10° pfu, Bac - GFP + BDL, n = 5) at 18 days post-surgery.
Rats were bled from the tail 4 post-surgery weeks. Ammonia was quantified
in plasma. Control, n = 8; sham, n = 12.* P < 0.001; ** P < 0.0001.

baculovirus Bac-GS was tested. Hyperammonemic rats (>
200 uM, n = 12) were randomly divided in two groups:
one was i.m. injected with Bac-GS (n = 7), while the oth-
er received a control baculovirus, i.e., Bac-GFP (n = 5), at
18 post-surgery days. Three days later, blood samples were
taken from the tail artery and ammonia was quantified in
the plasma (Figure 2B). Like in the acute hyperammone-
mia model reported before,!* we found low levels of am-
monia in bile-duct ligated rats treated with Bac-GS (128.3
+ 19.0uM, Figure 4). In contrast, ligated rats injected with
Bac-GFP remained hyperammonemic (276.7 + 113.1 uM,
p < 0.0001, Figure 4). Control and sham rats had low am-
monia concentrations in plasma, 72.6 + 34.2 uM and 84.8
* 35.3 uM, respectively. There was not significant differ-
ence between the control, sham and Bac-GS treated rats
(Figure 4).

Transient effect
of Bac-GS on ammonia reduction

It has been reported that baculovirus mediated-expres-
sion of transgenes in mammalian cells only lasts from one
week to few months.?’?® We wanted to know if baculovi-
rus mediated GS transduction was sustained over time.
Blood samples were taken four weeks post-surgery, ten
days after the 1.m. injection of Bac-GS (Figure 2B). In
companison with control (52.7 * 11.5 uM, p < 0.0001) and
sham rats (52.1 = 16.1 uM, p < 0.001), the bile-duct-ligated
rats treated with Bac-GS were hyperammonemic (291.7 +
51.1uM, Figure 5). Ammonia concentration in plasma was
similar to that obtained two weeks post-surgery (Figure
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Figure 8. Changes in body weight of bile-duct ligated rats. One of the ef-
fects of bile-duct ligation (BDL) is ranslated to the growing or weight gain in
the rats. At the time of the surgery all rats belonged to the same population
and weight (Initial weight), but five weeks post-surgery (Final weight), the
ligated rats significant weighted less in companson with sham or control rats
(p < 0.0001). There were no significant differences in the weight between
the two groups of ligated rats that were injected with Bac-GS or Bac-GFP
(p>0.05).

3). The amount of ammonia in the plasma of bile-duct-
ligated rats injected with Bac-GFP at four post-surgery
weeks (206.7 * 132.9 uM) was not significantly different
from the level found in rats receiving Bac-GS (Figure 5).
Furthermore, there were differences in body weight accu-
mulation between control, sham and bile-duct ligated rats,
as shown in figure 6. Control and sham rats had similar
weight gain (final weight, 410.9 + 19.8 and 393.5 + 16.0,
respectively, p > 0.05), but weight gain in ligated rats was
significantly lower (P < 0.0001). The lower final weight
in both Bac-GS and Bac-GFP injected bile-duct rats was
similar (final weight, 247.3 + 48.1 and 267.2 + 753 g, re-

spectively, p > 0.05).
DISCUSSION

Baculovirus is a versatile vector capable of transducing
a variety of mammalian cells in vitro or in vivo. We have as-
sessed the capacity of baculovirus vectors (Bac-GS and
Bac-GFP) for transducing MA104 or HeLa cells (Torres-
Vega, et al., 2015;'* this work). GFP fluorescence or over-
expression of the GS gene were detected in these cell
lines. Furthermore, a significant reduction of ammonia
levels (44%) after transduction with the baculovirus Bac-
GS was observed in the in vitro hyperammonemia model
established in MA104 cells.!* In addition, it was shown
that baculovirus vectors can efficiently transduce muscle
cells (myoblast/myotubes L6 or HOC2; Torres-Vega, et al.,
2015;™ this work), setting ground for the use of the large

®

muscle volume for the expression of missing or needed
therapeutic activities. Moreover, the ability of baculovirus
to transduce several types of cells can be used to identify
other factors or proteins that may act along the GS activity
in diminishing ammonia, and to translate the findings to
an improved gene therapy for hyperammonemia. Other
applications where a reduction in ammonia concentration
15 needed, such as the development of bioartificial livers,
can also benefit from the results reported here.?%-3!

Baculovirus mediated over-expression of GS in cells
and myotubes was strong and it gave us confidence for
testing the recombinant baculovirus for treatment of the
main cause of HE, i.e., hyperammonemia. Previously we
reported the ..m. administration of Bac-GS in rats with
acute hyperammonenua, provoked by the i.p. injection of
ammonium acetate, which resulted in a 351 uM decrease
of plasma ammonia. This ammonia reduction was attributed
to the over-expression of GS in skeletal muscle.!4
Here, we tested Bac-GS gene therapy in an animal model
for chronic hyperammonemia.

It has been proposed that an animal model of HE .

caused by chronic liver impairment (Type B and C HE)
should include chronic liver disease with portal-systemic
shunting, to show all the spectrum of HE symptoms in-
cluding coma, the conversion of astrocytes in Alzheimer
Type 11, an elevated ammonia level in blood and brain, at
least one precipitating factor, and the capability to give a
positive response when the treatments used in the clinic
are applied.’® However, there is no ideal animal model
that reproduces all the pathologies showed in the cirrho-
sis-derived HE (type C). The bile-duct ligation model in
rats exhibits most pathologies, including an elevation of
ammonia in blood circulation for several weeks.1932 We
consider this is a satisfactory model for testing the gene
therapy approach with Bac-GS, because the elevation of
ammonia is in the context of other affections that could at-
tack to the patients with liver failure.

We implemented the bile-duct ligation rat model in
our laboratory, resulting in rats with ammonia levels
above 200 uM, in comparison with less than 100 M in
control rats. Gene therapy with Bac-GS in hyperammonemic
rats was effective, as plasma ammonia levels diminished
from 292 + 35 uM to 128 + 19 uM (Figure 4), a reduction
of 56.2 %, at the third day after Bac-GS injection to the
muscle. No significant difference between the ammonia
plasma concentration in control and test animals was
found (Figure 4). Therefore, Bac-GS treatment resulted in
a decrease of ammonia concentration to normal levels.
Worthy, rats treated with baculovirus did not exhibit any
abnormal behavior or corporal affectation during the days
of study.

This result is relevant because it confirms our previous
observation that recombinant Bac-GS can deliver the GS
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gene, and mediate the decrease of hyperammonemia. The
feasibility of ammonia reduction driven by Bac-GS has
been demonstrated in three different models: one in vitro
using MA104 cells, and two in vivo, the acute hyperam-
monemia model and the bile-duct ligation model that
represents a chronic liver disease like cirrhosis (Torres-
Vega, et al., 2015;™ this work). Reduction of hyperammon-
emua in the chronic model was observed at three days after
baculovirus injection, but not at 10 days after virus injection.

This is not surprising, as it has been reported that ex-
pression of transgenes delivered by baculovirus is of short
duration because of the activation of the adaptive immune
response. Particularly interesting is the development of
neutralizing antibodies and CD4+ y CD8+ T-cells
against gp64 baculovirus capsid protein.”® Accordingly,
Bac-GS is a genetic tool that can decrease hyperammone-
mia in acute liver failure or in episodes of acute on chronic
liver failure, where the presence of hyperammonemia is
not sustained. Interestingly, Lammers, et al. found that the
disposal of glutamine-bound ammonia to urea is dependent
on the generation of new synthetized glutamine.?® This
suggests that treatment with Bac-GS of acute and chronic
hyperammonemic rats not only decreased the elevated
blood ammonia levels directly by the activity of GS, i.e.
by binding ammonia to glutamate, but probably also by
stimulating the urea cycle.

To address the necessity of a prolonged expression of
the GS therapeutic gene in liver failure patients with
associated virus vectors (AAVs). These recombinant AAVs
kept the expression of erythropoietin for six years after
Jjust one-time injection of the vector in the muscle of
macaques.>

Glutamine synthetase catalyzes the ATP-dependent
glutamine synthesis from glutamate and ammonia. ¥ GS.
1s essential for life and normal development, as was
evidenced in three patients with mutations in the GLUL
gene, that generated structural changes and a decreased
activity in GS. These patients showed neonatal onset
severe epileptic encephalopathy, glutamine deficiency,
hyperammonemia and brain malformations. They died
one-two days to six years after birth. The main enzyme
responsible for ammonia detoxification is GS, as was
demonstrated by using a liver-specific GS knockout
mouse (GS-KO/L), showing that enteral ammonia was
cleared in 35% by GS in pericentral hepatocytes, 35% by
the urea cycle enzymes and the rest was cleared probably
by GS in skeletal muscle.’ These mice were hyperam-
monemic and showed low glutamine levels. Further-
more, it was identified that GS is solely responsible for
systemic ammonia detoxification and there was a de-
pendence of glutamine-bound ammonia disposal to urea
(via mitochondrial glutaminase and carbamoylphosphate

synthetase) on the rate of glutamine synthesis.
The whole-body muscle-to-fat volume ratio declined
> 5-fold in GS-KO/L mice compared to controls.33

Delivery of the GS gene to skeletal muscle as done here

can be helpful in other conditions where ammonia accu-
mulates and glutamine is lacking. Also, treatment with GS
could reduce muscle loss in cirrhotics or in sarcopenia®’
and for urea-cycle disorders. An important consideration
is that there is no evidence of a specific muscle tropism of

baculovirus. It is very probable that other cells types in
the body can also be transduced.

In conclusion, the strategy of delivering the GS gene in

vitro or in skeletal muscle of rats with acute or chronic hy-
perammonemia through the administration of Bac-GS is a
promuising strategy to alleviate elevated ammonia levels in
liver failure patients. The consolidation of this type of gene
therapy could reduce the necessity for liver transplantation,
increase the survival and improve the quality of life of hy-
perammonemia-dependent HE and urea cycle patients.
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ACLF: acute-on-chronic liver failure.
AcMNPV: Autographa californica multiple nucleopoly-

ATP: adenosine 5'-triphosphate.

Bac-control: identical to Bac-GS but does not contain
the GS gene.

Bac-GFP: baculovirus vector containing the GFP
gene.

Bac-GS: baculovirus vector containing the GS gene.
BDL.: bile-duct ligation.

c¢DNA: complementary DNA.

FBS: fetal bovine serum.

GABA: y-aminobutyric acid.

GFP: green fluorescent protein.

GS: glutamine synthetase.

GS-KO/L: liver-specific GS knockout mouse.

HE: hepatic encephalopathy.

im.: mtramuscular. -

i.p.: intraperitoneal.

IL: interleukin.

MARS: molecular adsorbent recirculating system.
MPT: mitochondrial permeability transition.
NMDA: N-methyl-D-aspartate.

Pfu: plaque forming unit.

RNAi: RNA interference.

TNFa: tumoral necrosis factor .
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