UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DISENO Y EVALUACION DE UN VECTOR ADENOVIRAL
RECOMBINANTE CON UN PROMOTOR SINTETICO DE
RESPUESTA A CAMPOS ELECTROMAGNETICOS

Por:

M.B. L.B.G. HUMBERTO ANTONIO SALAZAR SESATTY

Como requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRIA EN CIENCIAS CON ACENTUACION EN MICROBIOLOGIA

MAYO 2015



DISENO Y EVALUACION DE UN VECTOR ADENOVIRAL
RECOMBINANTE CON UN PROMOTOR SINTETICO DE
RESPUESTA A CAMPOS ELECTROMAGNETICOS

COMITE DE TESIS

Dr. Juan Manuel Alcocer Gonzélez
Director Interno

Dr. Augusto Rojas
Director Externo

Dr. Juan Francisco Contreras Cordero
Secretario

Dr. Pablo Zapata Benavides
Vocal

Dr. Ricardo Gémez Flores
Vocal

Dra. Laura Maria Trejo Avila
Suplente



AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi méas sincero agradecimiento al Dr. Juan Manuel Alcocer
Gonzalez Director de mi tesis y al Dr. Augusto Rojas el Asesor externo de mi
tesis. Asi como al Dr. Juan Francisco Contreras Cordero, al Dr. Pablo Zapata
Benavides, al Dr. Ricardo Gomez Flores y a la Dra. Laura Maria Trejo Avila por
formar parte del Comité de Tesis, por sus valiosas sugerencias e interés, en la
revision del presente trabajo. Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el

apoyo econdmico para la realizacion de mis estudios.

Al Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS) de la
UANL vy la Departamento de Inmunologia y Virologia de la FCB/UANL por
permitirme el uso de su equipo y su invaluable ayuda en el desarrollo de este

estudio.

A mi familia y esposa por el apoyo moral que siempre me ha brindado y a todas
las personas que contribuyeron de una forma u otra en la realizacion de este trabajo
en especial al Dr. Ivan Marino, a la M.C. Gissela Borrego, al M.C. Alejandro
Robles a la Ing. Fatima Alvarado y a la Técnica Cecilia Aguirre de la Unidad de
Terapias Experimentales del CIDICS y del Dto. de Bioquimica de la FM/UANL,
asi como a la Dra. Itza Luna y a la M.C. Cynthia Alvizo, del laboratorio de
Inmunologia Molecular de la FCB/UANL.

También quiera agradecer el apoyo del Biol. Efrain Montes Villarreal y a mis

compafieros que integran la Oficina de Bioseguridad del CIDICS/UANL por el

apoyo Yy facilidades brindadas en el desarrollo de este trabajo.



DEDICATORIA

Este trabajo estd dedicado a quienes aun pertenecen a un suefio pero que me
motivan a superarme, asi mismo esta dedicado a mi esposa, a quien admiro y me
permite imaginar un futuro, apoydndome en todo momento para alcanzarlo.
Contigo, juntos, cualquier reto es superable y cualquier aventura es maravillosa.

Un ciclo que tardé mucho en cerrar, pero que abre al mas trascendente. ..



INDICE

SECCION PAGINA
AGRADECIMIENTOS. ... e iii
DEDICATORIA. .. e e e e iv
INDICE ... v
INDICE DE TABLAS. ...t vii
INDICE DE FIGURAS. ..ottt viii
NOMENCLATUR A . .. e X
RESUMEN. ... Xi
AB ST RA T .. xii
INTRODUCCION. ..., 1
ANTECEDENTES. ... e e e e e aens 2

2.1 TErapia GENICA...cieeeeecereectererietetiertet et etesteste e e besesaes et ersessasesresteseesesssssansanens 2
2.2 VECtOreS NO VIFAlES... ettt sttt sttt s bt s e s 3
2.3 VECLOIES VIFAIES... ottt ettt et ettt ste st st e e et s e s ene e e e nnns 3
B AN 1T s Vo 1V | U TR 4
2.4.1 Estructura y organizacién gendmica de la particula adenoviral............ 4
2.4.2 Ventajas y desventajas de los vectores adenovirales
PAra terapia GENICA....oicii ettt st et tte e e e etr e e e e be e e e e e aateee e e enreeas 8
2.4.3 Aislamiento de la actividad transcripcional de las regiones ITR........... 9
2.5 Efectos bioldgicos de 105 CEM.......oceceiiicecieeeieieteee ettt e r v 10
2.5.1 Efectos de los CEM sobre la expresion génica de las HSP................... 12
2.5.2 Promotor CEM......ccoiivecinriieieiresisieeee s sesisse st e sanesetesasessanesesesnsessnsens 15
JUSTIFICACION. ... 17
HIPOTESIS. ..o 18
OBUIET IV S, e e i ——— 19
5.1 Objetivogeneral..........c.oouiiiiii i 19
5.2 ODbjetivos partiCUlares. ..........c.ooiiiii i 19
MATERIAL Y METODOS.......oouiiiiiiiiie e 20
6.1 Células competentes y lineas celulares..................co.ocoiiiiiinl. 20
6.2 PIASMIAOS. .. .ot 20



6.3 Estrategia general...........cooviiiiiii i 21

6.4 Disefio del fragmento pA-SMC-pA.......ooiiiiiiii e 22
6.5 Preparacion de células calcio competentes..............o.ovvviieeeennn... 22
6.6 Clonacion de los plasmidos pCEM, y
pShuttle pA-CEM-LUC-PA. ... e 23
6.7Protocolo de transformacion y extraccion de ADN plasmidico........... 23
6.8 Digestion del pShuttle pA-SMC-pA vy liberacion
del fragmento CEM-LUC..........ooiiiiiiii e 24
6.9 Purificacion y ligacion de los fragmentos.............ccooveviiiiiiinni. 25
6.10 Caracterizacion del vector pShuttle pA-CEM-Luc-pA................... 27
6.11 Construccion del pAd CEM-LUC. ..........cooviiiiiiiiiiieeeeea 28
6.12 Clonacion del pAd CEM-Luc en E. coli Top 10y
extraccion Por Midiprep. .. ....oouiniiii e 29
6.13 Liberacion del genoma adenoviral...............cooooviiiiiiiiiiinnn, 30
6.14 Transfeccion del pAAdCEM-Luc en células HEK 293.................... 31
6.15 Transduccion con las particulas adenovirales en células
HEK 203, e, 31
6.16 Extraccion de ADN viral por método de Hirt.............................. 32
6.17 Corroboracion de adenovector por PCR.............ooiviiiiiiiiiinn.n. 32
6.18 Ensayos de luminisCencia..............ccoooviiiiiiiiiiiii e, 34
6.19 Medicion del efecto de la dosis de Ad CEM-Luc sobre la
TUMINISCENCIA. ..ot 34
6.20 Medicion de la expresion segun tiempos pre transduccion y
eXPOSICION A UNCIM.... ..o, 35
6.21 Medicion de la luminiscencia a diferentes tiempos
de exposicion al CM..... ..., 36
RESULT AD S . .. e e e 37
7.1 Construccion y caracterizacion del vector
pShuttle pA CEM-LUC. ......oviii e 37
7.2 Construccion del pAdCEM-Luc por recombinacién homologa.......... 40
7.3 Transfeccionen células HEK 293............coiiiiiiiiiiiii, 43
7.4 Transduccion de ADCEM-Luc en célulasHEK 293....................... 43
Efecto de la dosis de Ad CEM-Luc sobre la luminiscencia................... 44
7.6 Efecto de tiempos de transduccién y exposicional CM.................. 45
7.7 Medicion de la luminiscencia a diferentes tiempos de
exXposSiCION @l CIML... ... i 46
10 @101 (6) SIS 48
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.........ccooiiiiiiiiiiieeeeann, 53
LITERATURA CITADA . .. e 55
RESUMEN BIOGRAFICO........oiiiiii e 61

vi



INDICE DE TABLAS

Tabla Pagina

l. Propiedades de los principales vectores de terapia
(o [<] g1 [or- T TP 4

Il.  Reactivos utilizados para la doble digestion
XDAL. .o 25

I1l.  Condiciones, controles y volimenes de los reactivos necesario:

2 HQACION. ... 26
IV. Iniciadores pShuttle comerciales..................coooiiiiiiiiinn. 27
V. Reactivos y condiciones para realizar laPCR....................... 27
VI. Digestion para digestion del pAACEM-Luc con Pacl.............. 30
VII. Iniciadores quiméricos (Q) 5™ vy 3 . iiiiiiiii e 33

VIII. Reactivos y condiciones utilizados para amplificar la region
QUIMBIICA. ...ttt e e 33

vii



INDICE DE FIGURAS

Figura
1. Estructura de la particula adenoviral......................ocooiii
2. Organizacion del genoma adenoviral.................ccooiiiina
3. Ciclo de replicacion adenoviral................ccooeviiiiiiiiinnnn,
4, Plasmidos base........c.oviiiiiiiii
5. Estrategia General.............coooiiiiiiiiiii

6. Construccioén del vector acarreador
pShuttle pA-CEM-LUc pA......ccooviiiiiiiee e,

7. Sitios de hibridacion de los oligos comerciales
PShuttle 57 y 3 .

8. Generaciondel p AACEM-LUC............cooiiiiiiiiiiii,
9. Genoma adenoviral recombinante Ad CEM-Luc.....................
10. Sitios de hibridacion de los oligos quiméricos 5° y 3°...............

11. Bioensayo para determinar los niveles de luciferasa
en las células transducidas. .............covveviiiiiiii

12. Disefio del fragmento pA-SMC-pA........coiiiiiiiiiiiiieeen
13. Digestion doble de pShutle pA SMC pAy Pcem.....................

14. Ligacién del fragmento CEM-Luc en el vector
pShuttle pA CEM-Luc- pAycontroles................ccoeiiiinnn

15. Amplificacion de colonias candidatas con oligos
pShuttle comerciales. ..........coiiiiiiiii

16. Corroboracion por doble digestion................cocoeiiiiiiiiiinn.n,

17. Retraso en el corrimiento del ADN plasmidico
de colonias candidatas. ...........ccoviiiiiiiii

18. Digestion de las candidatas................ocoviiiiiiiiii i



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Caracterizacion del ADN plasmidico por doble

digestion con las enzimas Nhel y Xbal.........................o 42
Amplificacion con oligos pShuttle del ADN plasmidico............ 42
Generacion del adenovector ADCEM-Luc en

células HEK 293 ... .o, 43
Células HEK?293 transducidas con el adenovector

AACEM-LUC. ... 43
Amplificacion de la region quimeérica Luc-Ad........................ 44
Niveles de luminiscencia segun la concentracion de

AdCEM-Luc a diferentes tiempos de transduccion.................. 45
Medicién de la luminiscencia a diferentes tiempos

de incubacion pre transduccion y exposicion al CM............... 46
Niveles de luminiscencia a diferentes tiempos de

exposiCion al CM...... ..ot 47



NOMECLATURA

aa Aminoacido
ADN Acido desoxirribonucleico
Ad Adenovirus
ARN Acido ribonucleico
AVV Virus asociados a adenovirus
ce Centigrados
CAR Receptor adenoviral de Coxsackie
CEM Campos electromagnéticos
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RESUMEN

Los adenovirus recombinantes actualmente representan la opcion mas utilizada en
terapia génica por su eficiencia de transduccién, amplio tropismo celular y gran
versatilidad en comparacion con otros sistemas de transferencia de genes. De igual
forma, el uso de un promotor sintético inducible por campos electromagnéticos (CEM)
para la expresion del gen reportero de luciferasa ha sido utilizado como vacuna de
ADN en ensayos in vitro e in vivo con resultados prometedores al momento de evaluar
su respuesta ante la exposicion a un campo magnético (CM). En el presente trabajo se
sintetizdé un fragmento poliA in silico para flanquear el promotor CEM y su gen
reportero, aislandolo de la accion promotora e inhibitoria de las regiones ITR (Inverted
Terminal Repeat) del genoma adenoviral. Este casete de expresion se introdujo en un
plasmido acarreador que comparte regiones de recombinacién homologa con el
plasmido poseedor del genoma adenoviral en el sistema comercial AdEasy. Las
particulas adenovirales recombinantes AACEM-Luc generadas fueron utilizadas para
medir los niveles de luminiscencia a diferentes tiempos de transduccion y de
exposicion al CM en células HEK 293. Los resultados obtenidos comprobaron la
viabilidad del adenovector AACEM-Luc para transducir células HEK 293, y ademas
revelaron una correlaciéon directa entre el tiempo de incubacion y los niveles de
luminiscencia. No obstante, no se encontrd diferencia significativa en la luminiscencia
obtenida ante la exposicion o ausencia del CM, lo cual es atribuible a la permisividad
en la expresion génica adenoviral de la linea celular HEK 293.
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ABSTRACT

Recombinant adenovirus currently represent the most used option in gene therapy due
to their transducing efficiency, large cell tropism and versatility, compared to other
gene transfer systems. Likewise, the use of a synthetic promoter inducible by
electromagnetic fields (EMF) for the expression of the reporter luciferase gene has
been used as a DNA vaccine both in vitro and in vivo trails with promising results
when their response to magnetic field (MF) exposure has been evaluated. In this work
a polyA fragment was synthesized in silico to flank the EMF promoter and its reporter
gene, isolating it from the transciptional activity of adenoviral genome ITR (Inverted
Terminal Repeat) regions. This expression cassette was introduced into a plasmid
carrier that shares recombinant homologous regions with the adenoviral genome
plasmid carrier in the trading system AdEasy. The generated AJCEM-Luc
recombinant adenoviral particles were used to measure the luminescence levels at
different transduction times and MF exposure in HEK 293 cells. The obtained results
proved the AJCEM-Luc adenovector viability to transduce HEK 293 cells and they
also revealed a direct correlation between the incubation time and the luminescence
levels. Nonetheless, no significant difference was detected in the luminescence
obtained with MF exposure or lack of it, which is attributable to the permissiveness in
the gene expression of the adenoviral HEK 293 cell line.
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INTRODUCCION

La terapia génica es una modalidad terapéutica que se utiliza en un gran nimero de
ensayos clinicos experimentales que tienen como fin ayudar en el tratamiento de
distintas enfermedades que afectan a la salud humana globalmente, como el cancer, la
diabetes, las enfermedades congénitas, entre otras. Su objetivo general es restituir,
potenciar o inhibir la funcién génica endégena que por algun motivo no se lleva a cabo
de forma satisfactoria en el paciente. Esto al introducir transgenes terapéuticos en
células blanco a través de diferentes tipos de vectores, entre los cuales destacan los
adenovirales, por su alta eficiencia para la expresion del transgen, su amplio tropismo

celular y la versatilidad para controlar su replicacion, entre otras ventajas.

Por otro lado, el estudio de los campos electromagnéticos (CEM) en los sistemas
bioldgicos a nivel celular, ha propiciado su uso como factor para la activacion de
elementos de expresion génica extrinseca a través de los resultados obtenidos del uso
de un promotor de respuesta a CEM para activar el gene reportero de luciferasa en
vacunas de ADN desnudo en estudios in vitro e in vivo, lo cual motiva a generar otros
tipos de vectores, como el adenoviral, para hacer uso de las ventajas que presenta para

su potencial uso en terapia genica.

En el presente trabajo se construyd un vector adenoviral recombinante con el
promotor sintético CEM con la capacidad de expresar luminiscencia en la linea celular

HEK?293.



ANTECEDENTES

2.1. Terapia Génica

La terapia génica puede definirse como la modalidad terapéutica en la cual el
material genético es introducido en la célula para modificar la funcién de la misma.
Sus distintas estrategias se basan en la combinacion de tres elementos clave: el material
genético a transferir, el método de transferencia y el tipo celular que incorporaré dicho

material genético (Giannoukakis et al. 1999).

La transferencia de material génico puede realizarse empleando métodos diferentes,
pero en la mayoria de los casos es necesario la utilizacion de un vehiculo o vector que
facilite la introduccién de dicho material. Las propiedades del vector ideal pueden
variar en funcidn de las necesidades concretas pero en cualquier caso sus propiedades
condicionaran enormemente el éxito del proceso de transferencia genética en
cualquiera de sus etapas: 1) alcanzar la célula diana, 2) introducir y liberar el material
genético en el interior celular y 3) conseguir la expresion del transgen (Mountain

2000).

Los vectores empleados en terapia génica pueden ser clasificados en dos grandes
grupos debido a su naturaleza: a) vectores no virales, los cuales se basan en méetodos
fisicos quimicos y b) vectores virales que estan basados en virus modificados

genéticamente.



2.2. Vectores no virales

Los vectores no virales comparten propiedades como su simplicidad y facilidad de
preparacion, habilidad para transferir moléculas de gran tamafio, escasa
inmunogenicidad, baja toxicidad y seguridad. Sin embargo, la eficacia de la
transferencia génica alcanzada con los vectores no virales suele ser baja, al igual que
su especificidad. Los medios fisicos mas empleados son los liposomas, la pistola
génica, los polimeros cationicos (policomplejos), complejos ADN-proteina, la
electroporacion, e incluso el ADN desnudo inyectado. A pesar de la baja eficiencia de
la transferencia génica que ofrecen los procedimientos fisicos y vectores no virales,
éstos han dado buenos resultados en ensayos de vacunacién y se estan desarrollando
nuevos vectores y procesos que auguran un futuro prometedor para estos enfoques

(Akhtar 2006).

2.3. Vectores virales

Los métodos virales utilizan virus o sus derivados para la introduccion de material
genético hacia el interior de la célula; distintos tipos de virus han sido modificados
para construir vectores para transferencia y terapia génicas, cada uno de ellos con sus

propias propiedades bien determinadas (Tabla 1) (Kay et al. 2001).

El nimero de vectores virales disponibles es amplio y la eleccion del mismo
dependeré del objetivo del procedimiento. Los retrovirus son vectores eficaces para la
transferencia génica ex vivo y la expresion méas prolongada del transgen. Si lo que se
pretende es modificar células madre hematopoyeticas o leucocitos, la eleccion mas
acertada seran los lentivirus. En caso de un enfoque in vivo buscando la expresion
prolongada del transgen, es preferible los virus asociados a adenovirus (AVV) o a

esqueletos de adenovirus, dependiendo del tamafio del mismo. Los adenovirus de



primera generacion son el vector viral mas apropiado para protocolos de terapia génica

del cancer, donde se requieren altos niveles de expresion del transgen deseado y no se

necesita la expresion prolongada del mismo (Giannoukakis et al. 1999, Hunt et al.

2002).
Tabla l.
Propiedades de los principales vectores de terapia génica.
Vectores
Propiedades No virales Retrovirus Lentivirus AVV* Adenovirus
Tropismo celular Amplio Células en Amplio Amplio Amplio
division
Construccion/produccién  Facil Moderada Dificil Dificil Moderada
Titulos de produccién Muy altos Bajos (10°- Bajos (10°- Bajos (10°- Bajos
107) 10%°) 102) (10%-10%)
Duracion de la expresion  <7-14 >7-14 dias >7-14 dias >7-14 dias 7-14 dias
dias (integracion) (integracion) (integracion)
Inmunogenicidad Nula/muy Baja Baja Baja Muy alta
baja
Seguridad Muy alta Baja Baja Baja Alta

* Virus Asociados a Adenovirus (Kay et al. 2001).

2.4. Adenovirus

Los adenovirus (Ad) pertenecen a la familia Adenoviridae. Se conocen casi 50

serotipos distintos de adenovirus humanos divididos en 6 subgrupos (A-F) en funcién

de sus caracteristicas inmunoldgicas, bioldgicas y secuencias genomicas. Los Ad

humanos mejor caracterizados y mas utilizados en terapia génica son los Ad tipo 2 y

tipo 5, ambos pertenecientes al subgrupo C (Chroboczek et al. 1992).

2.4.1. Estructura y Organizacion Genomica de la Particula Adenoviral

Los adenovirus son virus de ADN cuyo genoma esta encerrado en una cubierta

proteica de geometria icosahédrica, denominada céapside, de 70-100 nm de diametro y

los cuales no tienen envoltura. La capside esta formada por tres proteinas principales:



el hexon, la base pentona y la fibra con una protuberancia terminal, ademas de otras
proteinas menores (VI, VII, IX, Illa e IVa2) (Figura 1). El nucleo del virion contiene
cuatro proteinas bésicas ricas en arginina y dos copias del genoma viral en forma de
ADN codificante. Los polipéptidos V (368 aa), VII (174 aa) y la proteina p (19 aa),
son las tres proteinas que tienen contacto con el ADN. No se conoce la funcion de la
proteina |, pero el polipéptido VII es el mayor constituyente del ndcleo y realiza una
funcién andloga a la de las histonas, apareciendo como eje central alrededor del cual
se enrolla el ADN. El polipéptido V se une a la base del pentdn y funciona como punto
de anclaje entre el nucleo y la cépside. La cuarta proteina, que es conocida como
proteina terminal (PT), se encuentra al final del genoma y sirve como primer copia

para la replicacion.
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Figura 1. Estructura de la particula adenoviral. Una seccion
estilizada de una particula de adenovirus en base a los
conocimientos actuales de su ADN y sus componentes
polipeptidicos (Fields 1996).

El genoma viral es una molécula lineal de ADN de doble hebra de unas 36 Kb y
tiene dos secuencias de repeticiones terminales invertidas de 100 a 140 pb. Las
secuencias de repeticiones terminales invertidas ubicadas en sus extremos le confieren

la capacidad para circularizarse durante la replicacion.



Ademas, contiene secuencias en cis que son reconocidas por proteinas de
empaquetamiento y que estan localizadas a cientos de pares de bases del extremo

terminal de la secuencia gendmica. El cromosoma viral esta constituido por:

a) Cinco unidades de transcripcion temprana (E1A, E1B, E2, E3 y E4).

b) Dos unidades de transcripcion tempranas retardadas (IX e IVA2)

¢) Unaunidad de transcripcion tardia o tardia principal, la cual es procesada para
regenerar.

d) Cinco familias de ARNs tardios (L1 a L5). Estos ARNs son procesados
principalmente por la ARN polimerasa Ill.

e) También contiene uno o dos genes VA-RNA que codifican para ARNs

asociados a virus y gue son transcritos por la ARN polimerasa Ill.

Las secuencias de transcripcion de genes en la cadena 5° a 3’ inicia con el gen E1A,
continua con E1B, Xy luego por la cadena derecha con la unidad ML tardio principal,

seguida de los genes VA-RNA y para la cadena izquierda (3’ a 5°) con E4, E2, e IVA2

(Figura 2).
E1A EI1B L1 L2 L3 L4 E3 L5
L ITR Genoma Adenoviral R ITR
E2B E2A E4

Figura 2. Organizacion del genoma adenoviral. Por medio de flechas se representa la direccion en
la transcripcion de genes 5°-3° y viceversa. Los genes en cajas pueden ser eliminados para la
produccion de virus con replicacion defectuosa para los protocolos de terapia génica; ej. ELA debe
ser removido para evitar la replicacion del virus recombinante mientras que otros genes pueden ser
eliminados para dejar mas espacio para la insercion de los transgenes mas grandes. Se ha reportado
que la delecion de E4 reduce significativamente la inmunogenicidad (Medicine).

Para que las particulas del adenovirus penetren en la célula es necesaria la presencia
de un receptor en la membrana celular, siendo el méas conocido y mejor caracterizado
la proteina CAR (Coxsackie B virus and Adenovirus Receptor). Esta se expresa a

niveles variables en diferentes estadios del desarrollo y es la principal responsable de



la susceptibilidad a la infeccion por adenovirus; aunque también es importante la

presencia de las llamadas integrinas.

Las integrinas son proteinas que facilitan la entrada de la particula viral por un
mecanismo de endocitosis mediado por el receptor, gracias a su interaccion con las
proteinas del virus referidas como penton. De las integrinas, las mejor caracterizadas
son avPs y avp3. Los diferentes serotipos pueden utilizar diferentes receptores o
integrinas. El adenovirus entra a la célula por endocitosis, accionada por la interaccion
penton-integrina y escapa del endosoma antes de que éste se forme. EIl virion es
transportado al nlcleo a través de la red de microtdbulos. Durante este tiempo se va
desensamblando y la proteina hexdn se mantiene en el membrana nuclear mientras que

el ADN es liberado dentro del nGcleo y se mantiene de forma episomal (Contreras et

al. 2004) (Figura 3).

I

endosoma

expresion génica

'\ integrina
@ liberacion del
il

W, endosoma

Figura 3. Ciclo de replicacion adenoviral. Comienza con la unién de la proteina viral (fibra) al receptor
CAR y la union del pentén a una integrina celular. El virus entra a la célula por endocitosis mediada
por receptor, escarpa del endosoma y se interna en el nicleo. La expresién viral empieza con genes
tempranos que comienzan la fase celular S, bloquean la apoptosis y el transporte de ARN del huésped,
inhiben los mecanismos de reparacion del ADN y comienzan la replicacion viral. Después escapa, los
genes tardios son expresados produciendo proteinas de la capside, el embalaje viral y la muerte celular.
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Cuando el virus llega al nucleo celular, el grupo EI es el primero en expresarse y
contiene las unidades de transcripcion temprana E1A y E1B, las cuales codifican
proteinas virales que inactivan a proteinas de las células huéspedes involucradas en la
regulacién del ciclo celular y la apoptosis, tales como Rb y p53, lo cual induce a la
célula a entrar a mitosis, se bloquea la apoptosis y se inicia el proceso de replicacién
del virus asegurando su perpetuidad (Boulanger et al. 1991). La region E3 codifica

proteinas que permiten al virus evadir la respuesta inmune (Dimitrov et al. 1997).

2.4.2. Ventajas y Desventajas de los Vectores Adenovirales para Terapia Génica

El uso de vectores adenovirales ha presentado un crecimiento importante en los
ultimos afios, debido a las mdltiples ventajas que presentan comparados con otros
sistemas de transferencia de genes y que se basan principalmente en las siguientes

caracteristicas:

a) Un amplio tropismo celular que lleva a que casi todas las estirpes celulares
puedan ser infectadas por este virus excepto las células hematopoyeéticas.

b) Capacidad infectiva en células quiescentes o en cualquier fase del ciclo celular

c) Versatilidad para ser inducidos como replicativos o no replicativos.

d) EIl tamafio del transgen puede ser de hasta 10 kb.

e) Nula o baja frecuencia de recombinacion en el genoma del huésped.

f) Situacion episomal del genoma.

g) Expresidn transitoria del gen de interés hasta por 60 dias.

h) Relativa facilidad de produccion y titulacion en el laboratorio.

El principal inconveniente para la utilizacion de adenovirus como vehiculos para el

envio de genes a drganos o tejidos especificos, es la vigorosa respuesta inmunologica
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que despiertan, caracterizada por una intensa reaccion inflamatoria, asi como por
activacion de linfocitos T citotdxicos (Smith et al. 1998, Thomas et al. 2003, Suzuki
et al. 2008). Las bases moleculares de esta respuesta inmune es en gran medida
producto de las interacciones de un domino del virus el cual forma un complejo de alta
afinidad con las proteinas receptoras de las células hospederas, llamadas CAR por sus
siglas en inglés. La eficiencia de transduccion es altamente dependiente de los niveles
de expresion de las CAR en la superficie de las células blanco (Bergelson et al. 1997,
Leopold et al. 2007). Bajos niveles expresion de CAR resultan en concentraciones
bajas de adenovirus en la superficie celular, lo cual disminuye su eficiencia de
transduccion. Al ser los CAR la principal ruta conocida de acceso para las células, son
un factor que a su vez limita la versatilidad de los vectores adenovirales como vectores
terapéuticos ya que solo transducen aquellos linajes que expresan CAR en su superficie
(Fields 1996). Otro punto negativo es la necesidad de administrar inyecciones locales
de manera constante durante el tratamiento. Como resultado se provoca de manera
indirecta inflamacion producida por la respuesta innata y adaptativa del sistema

inmune del hospedero.

Por lo anterior existe una necesidad real para la busqueda de métodos alternativos
que disminuyan el tiempo de la infeccidn e incrementen la versatilidad de los vectores

adenovirales (Bhattarai et al. 2008).

2.4.3. Aislamiento de la Actividad Transcripcional de Regiones ITR

Como se describié anteriormente, las regiones ITR flanquean ambos lados del
genoma adenoviral como una caracteristica comun en su composicion genémica. Sin
embargo juegan un papel importante en la expresion del ADN de adenovirus ya que
poseen actividad transcripcional dentro de las secuencias ubicadas en los segmentos

1-103 pb, 1-190 y 1-342 (Yamamoto et al. 2003), asi mismo en regiones rio abajo de
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la region de empaquetamiento/potenciador (pb 194-458) de las regiones ITR (Hearing

et al. 1987, Shi et al. 1997, Rubinchik et al. 2001).

Esta caracteristica es importante porque la actividad transcripcional derivada de los
extremos del genoma del adenovirus puede influir en el rendimiento de un transgen
insertado en el genoma del adenovector, ain bajo de promotores especificos de tejido
altamente eficientes, los cuales muestran una actividad transcripcional alterada (Babiss

et al. 1986, Hatfield et al. 1991, Imler et al. 1996, Shi et al. 1997)

Ademas, en el caso poco frecuente de la integracion del genoma del vector en el
ADN cromosémico del huésped; una regién ITR transcripcionalmente activa puede
forzar o reprimir la expresion de genes cercanos, incluso oncogenes (Harui et al. 1999,

Stephen et al. 2008).

Rauschhuber y colaboradores en el 2011, investigaron si las regiones ITR del
espectro completo de los subgrupos de los adenovirus mostraban actividad
transcripcional, encontrando que las regiones ITR de los subgrupos A, C y F mostraban
una actividad transcripcional robusta. Asi mismo observaron que la mayoria de las
regiones ITR colocadas rio arriba de un promotor activo ubicuo reducia drasticamente
la expresion del gen reportero, sugiriendo que estas regiones pueden reprimir la

transcripcion (Rauschhuber et al. 2011).

2.5. Efectos Bioldgicos de los CEM

La respuesta de un sistema bioldgico a un campo electromagnético depende de las
propiedades intrinsecas del sistema, de las caracteristicas del campo externo incidente
(especialmente de su potencia radiante y su frecuencia) y del medio en el cual se
produce el fendbmeno (Lin et al. 1994). Los animales son complejos electroquimicos

muy sensibles, que se comunican con su medio a través de impulsos eléctricos. En
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ellos existen corrientes ionicas y diferencias de potencial eléctrico a través de las
membranas celulares y de los fluidos corporales, tanto intra como extracelularmente
(Heredia-Rojas 2003). Se sabe que los tiburones y rayas poseen mecanismos basados en la
induccion electromagnética para orientarse Yy localizar a sus presas y que la intensidad del
campo magnético puede ser un factor limitante en la capacidad de respuesta del sujeto.
También se ha propuesto que las aves migratorias poseen un mecanismo de orientacién para
la navegacion basado en la generacion de potenciales eléctricos inducidos
electromagnéticamente. Igualmente, se ha encontrado que algunos microorganismos,
particularmente bacterias, tienen la propiedad de orientar su movimiento en respuesta a un
campo magnético externo (magnetotaetismo), estas bacterias contienen una o dos cadenas

intracelulares ricas en particulas de fierro (Lin et al. 1994).

Por otro lado una variedad de organismos muestran una clara magnetosensibilidad
a la orientacion en el campo magnético de la tierra. Entre estas se encuentran las
magnetobacterias (Aquaspirilum magnetotacticum), los paramecios (Paramecium sp),
las planarias (Dugesia sp), los caracoles, las abejas (Apis mellifera), las salamandras
(Eurycea lucifiga), los tritones (Notophalamus viridescens), los salmones
(Oncorhyncus nerka) y aun el hombre (Homo sapiens). Consecuentemente, la
magnetosensibilidad estd ampliamente distribuida en el reino animal (Azanza et al.

1994).

Los CEM generados en las estructuras biologicas estan caracterizados por
determinadas frecuencias especificas, que pueden verse interferidas por la radiacién
electromagnética incidente, provocando una induccion y modificando su respuesta

(Smith et al. 1989, Hyland 2000).

En el campo de investigacion del bioelectromagnetismo, los experimentos se

realizan con animales o tejidos vivos, que se someten a las radiaciones emitidas por
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fuentes de radiacion de microondas durante un cierto tiempo, tomando nota de los
posibles efectos. Existen trabajos que reportan no haber encontrado efectos
observables en los seres vivos, pero otros muchos estudios alertan del peligro de este
tipo de radiacion, ya que puede interferir con el sistema nervioso y alterar numerosos
procesos bioldgicos (Hong 1995, Zhadin 2001). Existen estudios que muestran como
los animales expuestos padecen un deterioro de su salud en la vecindad de las antenas
emisoras y algunos de los efectos no téermicos de las microondas sobre las aves se

conocen desde hace més de 35 afios (Tanner 1966).

A nivel intracelular, en la literatura cientifica un gran nimero de trabajos prueban
el efecto de los campos magnéticos sobre reacciones enzimaticas in vivo dando efectos
cualitativos y cuantitativos diferentes, dependiendo de la reaccion que se trate y de las
caracteristicas del campo. Se ha documentado que provocan efectos en las
biomoléculas (Weisbrot et al. 2003, Barteri et al. 2005), en la proliferacion celular
(Velizarov et al. 1999), en los procesos inmunitarios (Novoselova et al. 1998), en la
capacidad reproductiva (Dasdag et al. 1999), efectos genotoxicos (Garaj-Vrhovac
1991, Lai et al. 1995, Balode 1996), acttan sobre el sistema nervioso (Kolodynski et
al. 1996, Beason et al. 2002, Kramarenko et al. 2003, Marino et al. 2003, Salford et
al. 2003), sobre el sistema circulatorio (Szmigielski et al. 1998) y sobre un descenso
en el nimero de nacimientos (Magras et al. 1997, Balmori 2003).Ademéas son
interesantes los estudios que muestran la modulacién del flujo del calcio y otros iones

a través de las membranas (Papatheofanis 1990, Walleczek 1992, Leone et al. 2014).

2.5.1. Efectos de los CEM Sobre la Expresion Génica de las HSP

A pesar de que en la actualidad es tema de debate (Robertson et al. 2007), se ha

reportado que los CEM de extremada baja frecuencia tienen efectos sobre procesos
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bioquimicos importantes en el humano, como la sintesis del ADN, ARN y proteinas,
cambios en la produccion de hormonas, modificacion de la respuesta inmune celular
y cambios en el grado de crecimiento y diferenciacion celular (Blank et al. 2009). A
la fecha la mayoria de los trabajos se enfocan en identificar marcadores sensibles de

estrés inducido por CEM (Robertson et al. 2007).

Las proteinas de estrés también conocidas como proteinas de choque térmico (HSP
por sus siglas en inglés) son un grupo de proteinas conocidas ampliamente por proteger
a otras proteinas y citoesqueleto del dafio producido por las emisiones
electromagnéticas (Tokalov et al. 2004). Esto se observé en estudios en los cuales se
expusieron moscas de la fruta Drosophila melanogaster a la radiacion
electromagnética (REM) de un teléfono movil, obteniéndose una elevacion de los
niveles de las proteinas del estrés (HSP 70), asi como un incremento en de la
fosforilacion del factor de transcripcion nuclear ELK-1 y elementos de respuesta al

suero (SRE) (Weisbrot et al. 2003).

Las HSP son una familia de proteinas chaperonas que se encuentran en todos los
linajes celulares, son altamente conservadas y de abundante expresion debido a que
realizan un gran namero de funciones; en respuesta al frio, calor y otros cambios
ambientales, de manera constitutiva. Las HSP incrementan la tolerancia al calor y
Ilevan a cabo funciones esenciales para la sobrevivencia de la célula bajo condiciones
de estrés al estabilizar proteinas en configuraciones anormales y jugar un rol en el
plegamiento y desdoblamiento de las proteinas. Asi mismo también participan como

inmunogenos en muchas infecciones y enfermedades (Morimoto 1998).

La transcripcion inducida por estrés de la HSP requiere la activacion de factores de

choque térmico (Lis et al. 1993, Morimoto 1993), que se unen con el promotor y
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activan su actividad transcripcional. Debido a que estos factores pueden ser inducidos
por una gran variedad de factores de estrés, las HSP son propuestos como
biomarcadores de respuesta a la exposicion a campos magneéticos (McNamee et al.
2009). La sintesis de estas proteinas de respuesta a estrés es un mecanismo de
proteccién celular inducido por una variedad de estimulos adaptativos, por lo que la
induccion de estas proteinas ante los campos magnéticos implica que son percibidos

por los sistemas biolégicos como un potencial peligro (Latchman 2001).

Diferentes estudios han mostrado que los CEM pueden elevar la expresion y
actividad de las proteinas HSP 70 en cultivos celulares, demostrando un incremento
significativo en la expresion de factor de choque térmico (HSF), el factor de
transcripcion que regula HSP 70 en células HL-60 y un incremento de HSP 70 en si,
siguiendo una exposicion de 8 uT, 60 Hz (Lin et al. 1997, Lin et al. 1998, Tokalov et
al. 2004). Este incremento también se observo en células HTB124 (Han et al. 1998) y
células murinas H9c2 (Carmody et al. 2000). Sin embargo, existe una falta de
replicacion de los resultados por otros grupos de investigacion (Balcer-Kubiczek et al.
2000, Morehouse et al. 2000, Shi et al. 2003). Aun asi, en modelos animales se han
observado efectos positivos mas abundantemente; Junkerdorf y colaboradores en el
2000 encontraron un incremento en la expresion del gen reportero B Gal bajo el control
del promotor HSP 70 de la mosca de la fruta en C. elegans (Junkersdorf et al. 2000).
Asi mismo, en estudios posteriores en embriones de pollos expuestos a luz UV, se
observd una proteccién contra hipoxia conferida por una pre exposicion al CEM,
donde la HSP70 actu6 como un agente protector potencial (Di Carlo et al. 2000, Di

Carlo et al. 2002).

A pesar de que el mecanismo de interaccion entre los CEM y los sistemas bioldgicos

aun no esta elucidada, el estudio de la induccién de la expresion de los genes de estrés
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HSP70 por la exposicion a campos magnéticos puede proveer claridad en como los
CEM interactdan con las células y los tejidos, asi mismo ofrece un modelo para el
estudio y comparacion de respuesta a estrés inducido por los CEM. Aun asi, diferentes
estudios muestran que los CEM interactdan a traves del flujo de carga en el transporte
de electrones con los electrones del ADN para estimular la biosintesis, y también se
ha propuesto que los CEM pueden detonar la transduccion de sefiales de la membrana
al ndcleo a través de cascadas enzimaticas causando cambios en el ADN (Goodman et

al. 2002).

2.5.2. Promotor CEM

En 1999 Lin y colaboradores identificaron secuencias en el promotor de HSP70
sensibles al estrés generado por campos magnéticos en un rango de 50-60 Hz con una
densidad de flujo de microTesla a miliTesla (Lin et al. 1999). En su tesis doctoral
Rodriguez de la Fuente en el 2006 construyo y evaluo el plasmido pCEM, el cual esta
constituido por un promotor mejorado y potenciado para responder a CEM,
expresando luciferasa como gen reportero (Rodriguez de la Fuente 2006). Heredia y
colaboradores en el 2010 utilizaron esta construccion para evaluar su efecto sobre las
lineas celulares INER37, BMK16 y Hel a, detectando un aumento significativo en los
niveles de expresion de luciferasa al exponer a los tratamientos con CEM en
comparacion con los controles negativos (Heredia-Rojas et al. 2010). En el 2012 este
mismo grupo replicé estos experimentos in vivo en el modelo murino Balb/c y
detectaron el mismo efecto del CEM sobre la luminiscencia (Rodriguez-De la Fuente
et al. 2012). Con perspectiva de la aplicacién del pCEM en terapia génica, Alvizo y
colaboradores en el 2014 realizaron ensayos in vitro en células B16F10 e in vivo con
ratones Balb/c al formar nanocomplejos integrados por el pCEM, quitosan y

nanoparticulas como un sistema de distribucion selectivo de plasmidos dirigido a los
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pulmones, encontrando valores de expresion superiores en los nanocomplejos

expuestos al CEM en comparacion con los controles (Alvizo Baez C.A. 2014).
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JUSTIFICACION

La versatilidad, eficiencia y altos niveles de transduccion de los vectores
adenovirales como potenciales agentes terapéuticos asi como la capacidad del
promotor sintético de respuesta a CEM para la activacion de la expresion geénica,
promueven el disefio, construccion y evaluacién de un vector adenoviral recombinante
que posea el promotor de respuesta a CEM para posteriores estudios preclinicos en

cultivo y modelos animales.
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HIPOTESIS

"El adenovector recombinante AAJCEM-Luc es viable, transducible y contiene el

promotor de respuesta a campos electromagnéticos y el gen marcador de luciferasa”
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OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Construir un vector adenoviral recombinante que contenga el promotor de
campo magnético sintético viable, con capacidad de transducir y expresar luciferasa

como gene reportero en la linea celular HEK 293.

5.2. Objetivos Particulares

1.- Disefio in silico y sintesis del fragmento aislante pA-SMC-pA

2.- Construccidn y caracterizacion del vector acarreador pShuttle pA-CEM-Luc

3.- Generacion y caracterizacion del genoma adenoviral AACEM-Luc.

4.- Generacion del vector adenoviral AACEM-Luc en células HEK 293.

5.- Transduccion del vector adenoviral AACEM-Luc en células HEK 293.

6.- Determinacion de los niveles de luminiscencia de las transducciones a diferentes

tiempos de exposicion al CM en células HEK 293.
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MATERIAL Y METODOS

6.1. Células Competentes y Lineas Celulares

Se emplearon las bacterias Escherichia coli BJ5183 hiperecombinantes
(Stratagene, La Jolla, CA), las cepas calcio (New England BioLabs, Ipswich) y Top
10 One Shot TOP10 (Thermo Fisher Scientific Inc, MA) y la linea celular HEK293

(ATCC rifion embrionario humano).

6.2. Plasmidos

En este trabajo se utilizé el plasmido pCEM que contiene el promotor de respuesta
a campo electromagnético y el gen reportero luciferasa, el vector acarreador pShuttle

y el vector adenoviral comercial pAdEasy-1 (Stratagene) (Figura 4).
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Figura 4. Plasmidos base. A) Mapa del pCEM-Luc. Se muestra la ubicacién del promotor sintético de
respuesta a CEM, del gen reportero codificante para luciferasa y de la ubicacion del gen de resistencia
a ampicilina, asi como los sitios de corte Mlul y Xbal para liberar el fragmento CEM-Luc. B) Mapa del
plasmido Shuttle. Se muestra la ubicacion de los brazos derecho e izquierdo para la recombinacion, la
regiones ITR, el SMC, y el gen de resistencia a kanamicina (Addgene , Rodriguez de la Fuente 2006).
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6.3. Estrategia General

La generacion del vector adenoviral recombinante AACEM-Luc fue realizada en las
siguientes etapas: 1) Disefio el fragmento aislante pA-SMC-pA, 2) Formacion del
pShuttle pA-CEM-Luc-pA, 3) Construccion del pAdCEM-Luc por recombinacion
homologa, 4) Generacion de particulas adenovirales por la transfeccion de células
HEK 293, 5) Produccion del adenovector AACEM-Luc por transduccion de células
HEK 293, 6) Bioensayos de expresion de luminiscencia y 7) analisis de los resultados

(Figura 5).
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Figura 5. Estrategia General. Esquema de la estrategia general. Se muestran los pasos que se
siguieron para el disefio y construccion del ADCEM-Luc.
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6.4. Disefio del Fragmento pA-SMC-pA

Las secuencias para el disefio del fragmento, tanto del pShuttle, como de la
secuencia poliA terminadora de la expresion, se obtuvieron de la pagina web Addgene
(plasmidos 16402 y 16403) (Addgene , Benjie Chen 2004) haciendo uso del programa
en linea NebCutter (New England BioLabs, Ipswich, RU) (Biolabs). Las enzimas de
restriccion seleccionadas para el sitio multiple de clonacion (SMC) fueron Mlul, Nhe,
Xhol, Spel, Fsel y Xbal (New England BioLabs), comprobando que no tuvieran cortes

indeseados tanto en pShuttle como en el pAdEasy.

Una vez realizado el analisis bioinformatico se sintetizo el fragmento pA-SMC-pA
dentro del SMC del pShuttle para obtener el pShuttle pA-SMC-pA en la empresa
Genescript (New Jersey, EUA). El pShuttle es el plasmido acarreador utilizado en el

sistema de produccion adenoviral comercial AdEasy (Invitrogen, Carisbad, CA EUA).

6.5. Preparacion de Células Calcio-Competentes

A partir de un cultivo en placa con LB (1g. de triptona, 0.5 g de extracto de levadura,
1 g. de NaCl y 1.5 g de agarosa por cada 100 mL de agua destilada) que ha sido
incubada por 16-20 h a 37°C, se tomd una colonia bacteriana (2-3 mm de didmetro).
Se inocul6 la colonia en 100 mL de LB liquido, incubandola por 3 h a 37°C con
agitacion vigorosa, monitoreando el crecimiento del cultivo. Se transfirieron las
celulas bacterianas a un tubo de 50 mL estéril, desechable y frio. Después se enfrio el
cultivo a 4°C almacenando el tubo en hielo por 10 min. Se recuperaron las células por
centrifugacion a 4,100 rpm por 10 min a 4 °C, decantando el medio para resuspender
el precipitado en 30 mL de solucion fria de MgCl>-CaCl> (80 mM MgCl,, 20 CaCl»
mM). Se recuperaron las células por centrifugacion a 4,100 rpm por 10 min a 4°C.

Posteriormente se decanto el medio del precipitado. Por Gltimo, se resuspendié cada
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precipitado por agitacion o con vortex gentilmente en 2 mL de solucion fria de 0.1M
CaCl, por cada 50 mL del cultivo original. Se prepararon alicuotas de 250 pL en tubos
de 2 mL y se utilizaron estas células directamente para su transformacion con los

plasmidos de interés.

6.6. Clonacidn de los Plasmidos pCEM, y pShuttle pA-CEM-Luc-pA

Para obtener el material nucleotidico necesario para la posterior ligacion del
fragmento del promotor CEM y su gen reportero provenientes del pPCEM vy el plasmido
acarreador con la sefial de poliadenilacion sintetizada, se realizd la transformacién

bacteriana (E.coli Top 10) de los plasmidos de la siguiente forma.

6.7. Protocolo de Transformacién y Extraccion de ADN Plasmidico

Se utilizaron 50 pL de células calcio competentes por cada transformacion en un
tubo de 1.5 mL. Una vez obtenidas las células se pipetearon 2 uL de los vectores
directamente en el vial de celulas calciocompetentes y se agitaron gentilmente.
Posteriormente se incubaron los viales en hielo por 30 min, agitando cada preparacion
cada 5 min para que las células y los plasmidos estuvieran constantemente en

suspension.

Una vez transcurrido el tiempo, las células se sometieron a un choque térmico por
30 segundos a 42°C sin agitacion. Inmediatamente se transfirio el vial a hielo. Después
se afladieron 250 puL de medio LB a cada vial y se agitaron de manera horizontal a
37°C por 1 h a 250 rpm en un agitador. Posteriormente se inocularon 100 uL de cada
vial de transformacion en placas de agar LB que contengan 1 pg/mL de ampicilina

para el pCEM y 1 pg/mL de kanamicina para el pShuttle pA-SMC-Pa
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Asi mismo se realizé la extraccion de ADN plasmidico por miniprep de la siguiente
forma: Las bacterias portadoras de los plasmidos de interés fueron incubadas en 100
mL de medio LB con los respectivos antibioticos durante 8 h a 37°C con agitacion a
100 r.p.m. Después de este tiempo se empastillaron las células por centrifugacion
durante 5 min a 12,000 rpm cada pastilla se resuspendié en 200 pL de solucion I de
lisis (Glucosa, Tris-HCI 25 mM pH: 8, EDTA 10 mM vy lisozima a 4 pug/mL) y
posteriormente se incubaron por 5 min a temperatura ambiente. Enseguida, se
transfirieron a tubos de 2 ml y se le agregaron 400 pL de solucion II alcalina (NaOH
0.2 Ny SDS al 1 %) y se mezcld por inversion vigorosa e incub6 10 min en hielo.
Posteriormente se le agregaron 300 pL de solucion III (acetato de amonio 7.5 M), se
mezclé e incubo por 10 min en hielo. Luego se centrifugé a 13,000 r.p.m., se recuperd
el sobrenadante transfiriéndolo a un tubo de 1.5 ml, al cual se le agreg6 1 volumen de
isopropanol, se mezclo por inversion y se centrifugé a 15,000 rpm durante 10 min,
para después lavar la pastilla de ADN sin despegarla con 700 pL de etanol al 70% y
se secO por desecacion. Finalmente la pastilla se disolvio en 100 uL de agua destilada

y 1 uL de ARNsa (1pg/mL) y se incubd por 15 min a 37°C.

6.8. Digestion del pShuttle pA-SMC-pA y Liberacién del Fragmento CEM-Luc

Se realizé una digestion doble utilizando las enzimas de restriccion Mlul y Xbal
(New England BioLabs), para liberar el fragmento de 2,700 pb que contiene el
promotor CEM-Luciferasa del pCEM. De igual forma se realizé la misma digestion
doble en el pShutlle pA-SMC-pA para la formacién de los extremos cohesivos
requeridos para ligar los fragmentos y generar el pShuttle pA CEM-Luc pA (Figura

6). En la Tabla 2 se muestra la relacion de reactivos utilizados.
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Tabla Il

Reactivos utilizados para la doble digestion Mlul-Xbal

Reactivo Volumen (uL)
Nebuffer 10x 10

BSA 100x 1.0

Mlu I (5U) 1.5

Xba | 1.5

Agua libre de 36

nucleasas

ADN 50

Volumen final 100

™ pShuttle pA CEM-Luc pA "

229999 .. 9035 pb

" pShuttle pA-SMC-pA
7138 pb

Figura 6. Construccién del vector acarreador pShuttle pA-CEM-Luc pA. La regidon promotora-
Luciferasa fue obtenida del pCEM-Luc y ligada al pShuttle pA-SMC-pA sintetizado obteniendo una
construccién pShuttle pA CEM-Luc pA.

6.9. Purificacion y Ligacion de los Fragmentos

Para hacer mas eficiente la ligacion se realizé una purificacion de los fragmentos
liberados se utilizd el kit comercial Wizard (Promega, Madison, WI) de la siguiente
manera: Se insertd la minicolumna en el tubo de 2 mL proporcionado en el kit y se
vacio el producto de la amplificacion en la misma, agregandose el mismo volumen de

la solucion de union a la membrana, dejandose incubar a temperatura ambiente por 1
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minuto para su posterior centrifugacion por 1 minuto a 14,000 rpm. Se descarto el
fluido del tubo y se agregaron 300 uL de la solucién de lavado (agregandole etanol
justo antes de usarla) para después centrifugar por 1 minuto a 14 000 rpm.
Posteriormente se descartd el fluido del tubo y se volvieron a agregar 300 pL de
solucion de lavado y a centrifugar por 1 minuto, desechar el fluido del tubo y volver a
centrifugar por 10 min mas. Posteriormente se centrifugd de nueva cuenta por un
espacio de 5 min para descartar cualquier residuo de etanol. Finalmente se coloco la
minicolumna en un tubo de 1.5 mL y se afiadieron 50 uL de agua libre de nucleasas.
Acto seguido se centrifug6 por 3 min a 14,000 rpm obteniéndose los fragmentos de

interes resuspendidos en agua libre de residuos de las reacciones anteriores.

Una vez liberados y purificados los genes hibridos, se ligé el fragmento CEM-Luc
y el plasmido pShutlle pA-SMC-pA en una relacion molar inserto-vector de 5:1,
acuerdo con las condiciones descritas en la Tabla 3, para posteriormente dejarlas
incubando a temperatura ambiente por 1 h y visualizar los resultados en un gel de

agarosa al 1% con bromuro de etidio (BioRad, Berkeley, CA EUA).

Tabla

Condiciones, controles y volimenes de los reactivos necesarios para la ligacion

Plasmido Plasmido Fragmento Fragmento  Vector/

- + - + Fragmento
Fragmento (uL) - - 5.0 5.0 5.0
Plasmido (uL) 5.0 5.0 - - 5.0
Buffer de Ligacion 10x (uL) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Ligasa ADN T4 4u (uL) - 0.5 - 0.5 0.5
Agua estéril (uL) 8.5 8.0 8.5 8.0 3.0
VVolumen total (uL) 15
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6.10. Caracterizacion del Vector pShuttle pA-CEM-Luc-pA

La caracterizacion de ligacion se realizo a traves de enzimas de restriccion Mlul y
Xbal, asi como una PCR, haciendo uso del PCR Master Mix (Promega, Madison,
Wisconsin EUA) segln la relacién mostrada en la Tabla 4, haciendo uso de oligos
pShuttle comerciales que amplifican la regién colindante del SMC en el pShuttle en

donde se encuentra el inserto (Tablas 4 y 5, Figura 7) (Techonolgies 20).

Tabla IV.
Iniciadores pShuttle comerciales

INICIADORES  SECUENCIA
pShuttle 5’ 5 GAAGTGAAATCTGAATAATTTTGT -3’
pShuttle 3’ 5’- CAAAACTACATAAGACCCCCAC-3" *

* Reverso complementario

Tabla VvV

Reactivos y condiciones para realizar la PCR

Reactivos Volumen (uL) Concentracion
Master Mix 5 1x
Mezcla de Primers 1 20 pM
ADN 100ng/uL 1 100ng/pL
Agua mQ 3

Volumen final 10

Mezcla de Primers (iniciadores o cebadores)

Reactivos Volumen(uL) Concentracion

Primer 5’ 5 100 pM

Primer 3’ 5 100 pM

Agua mQ 15

Volumen final 25 20 pM

Condiciones PCR

Paso Temperatura (°C) Tiempo

1 95 3 min
2 95 30 seg.
3 60 45 seq.
4 72 1:30 min
5 (del 2 al 4) 30 ciclos
6 72 3 min
7 Fin
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Figura 7. Sitios de hibridacion de los oligos comerciales pShuttle 5” y 3°. Los oligos estan
disefiados para amplificar la regién contigua al SMC presente en los vectores pShuttle, en donde
se inserta el fragmento de interés.

6.11. Construccion del pA CEM-Luc-pA

El genoma adenoviral Ad-pA-CEM-Luc-pA se construyé por recombinacion
homdloga entre el plasmido acarreador pShuttle pA-CEM-Luc-pA y un plasmido que
posee el resto del genoma adenoviral siguiendo el protocolo AdEasy comercial
(Stratagene, La Jolla, CA EUA) de la siguiente manera: El plasmido acarreador
pShuttle pA CEM-Luc-pA se lineariz6 con la enzima Pmel para después realizar una
cotransformacion con el plasmido AdEasy que contiene el resto del genoma adenoviral

en células calciocompetentes hiperrecombinantes BJ5183 (Figura 8).

AS
P oem

kanamicina Luciferasa

pShuttle pA CEM-Luc pA
9035ph

ph 3

. > > S Ad CEM-Luc

3031 pb

ampicilina

AdEasy
33448 pb

Figura 8. Generacion del p AAJCEM-Luc por recombinacion homologa. Se muestra los
mapas del pShuttle Pa-CEM-Luc-pA y el pAdEasy, los sitios de recombinacion homologa
y la ubicacion de sus genes de resistencia. Asi mismo se muestra el mapa del vector
pAdCEM-Luc generado, la ubicacion del fragmento de interés y la ubicacion del gen de
resistencia a kanamicina conservado después de la recombinacion.
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Las colonias candidatas se cultivaron en medio LB con el antibiotico kanamicina,
para posterior mente realizar la extraccion del ADN plasmidico. Aquellas colonias que
mostraron el retraso en la migracion fueron consideradas como candidatas de haber
incorporado el fragmento por recombinacion homologa por lo que se les realizé una
caracterizacion enzimatica utilizando Pacl y la doble digestion con Nhel y Xbal (New
England BioLabs), asi mismo se utilizaron los oligos pShuttle para corroborar la

presencia del amplicén esperado (Tabla 6, Figura 8).

6.12. Clonacion del pAd CEM-Luc en E. coli Top 10 y Extraccion por Midiprep

Se realizo la transformacion de extracciones del pAd CEM-Luc en bacterias E.coli
Top 10 para asegurar la estabilidad genética del plasmido conteniente del genoma
adenoviral a traves de la técnica de transformacion de la manera antes mencionada,

conservandolas a -80°C en crioviales con glicerol al 10%.

Las bacterias transformadas anteriormente se cultivaron en 100 ml de medio LB
por 8 h para realizar la extraccion de ADN plasmidico por midiprep utilizando el kit
de extraccion PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega), de la siguiente
manera: Una vez obtenido el crecimiento bacteriano se coloc6 en un tubo de 50 ml y
se centrifugd 10 min a 5 000 rpm, se desecho el medio y se obtuvo la pastilla, a la que
se resuspendid en 3 ml de la solucion de resuspension celular dejandolo incubar a
temperatura ambiente por 3 min, después se le agregaron 3 ml de la solucion de lisis y
mezclar suavemente por inversion de 3 a 5 veces, para después agregarle 5 ml de
solucion neutralizante, agitandolo por inversion. Posteriormente se ensamblo la
columna clarificante azul del kit en un tubo de 50 ml nuevo y se le agrego el lisado,
dejandolo incubar por 2 min y se centrifugdé 5 min a 1,500 rpm. Después se colocé el

lisado filtrado dentro de la columna de unién blanca en un tubo nuevo para
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centrifugarlo por 3 min a 1 500 rpm. Se procedio a la fase de lavado, agregandole 5 ml
de la solucion de lavado de endotoxinas en la misma columna y centrifugando 5 min
a 1500 rpm. Posteriormente se afiadieron 20 ml de solucion de lavado a la misma
columnay se centrifugd 5 min a 1500 rpm descartando el liquido que paso a traves de
la columna, se reinsert6 la columna en el tubo y se centrifugd 10 min a 1 500 rpm. Para
obtener el ADN unido a la columna, se insertd la misma en un nuevo tubo y se le
afiadieron 600 pL de agua libre de nucleasas para centrifugarlo 5 min a 2 000 rpm. La

suspension de ADN se colect6 en un tubo 1.5 ml.

6.13. Liberacion del Genoma Adenoviral

Una vez obtenidas grandes cantidades de ADN plasmidico libre de endotoxinas se
realizd una digestion con Pacl al pAd CEM-Luc con las proporciones de la tabla 6
para liberar el fragmento correspondiente al genoma del adenovector AdCEM-Luc
(Figura 9) y que sera utilizado en las transfecciones posteriores.

Tabla VI.

Digestion para digestion del pAJCEM-Luc con Pacl.

Reactivo Volumen (uL)

Nebuffer 10x 10
BSA 100x 1.0
Pacl (5V) 15
Agua libre de 375
nucleasas
ADN 50
Volumen final 100
LITR CEM Luciferasa Genoma Adenoviral RITR
Fac/ pA 5' pA 3‘ Pap/

Figura 9. Genoma adenoviral recombinante Ad CEM-Luc. Se muestra la ubicacion del inserto CEM-
Luc flanqueado por las regiones aislantes pA, los sitios de corte de la enzima Pacl que exponen las
regiones ITR derecha e izquierda, asi como el resto del genoma adenoviral.
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6.14. Transfeccion del pAdCEM-Luc en Células HEK 293

La transfeccion se realiz6 haciendo uso de lipofectamina 2000 (Invitrogen,
Carisbad, CA EUA), siguiendo el protocolo comercial: Se cultivaron células 7.5 x 10°
células HEK 293 en medio DMEM con 1% SFB y 5% antibidtico/ fungicida hasta
alcanzar una confluencia del 80% en una caja de cultivo de 6 pozos (3 ml de medio
DMEM por pozo). Al momento de realizar la transfeccion se tomaron 150 pL de
DMEM sin antibiético en un tubo de 1 ml y se le agregaron 10 uL de lipofectamina,
de igual forma se tomaron 150 uL. de DMEM en un tubo de 1 ml y se le agregaron 14
ug de ADN purificado y linearizado. En un tubo nuevo de 1 ml se afiadi6 lentamente
la dilucion de ADN en la dilucion con lipofectamina en proporcién 1:1, incubandose
por 5 min. Una vez transcurrido este periodo se agreg6 250 uL del complejo ADN-
Lipofectamina a las células HEK 293 por los bordes de los pozos, con agitacion suave
e incubéandolas hasta detectar efecto citopatico en los cultivos. Las células con efecto
citopatico se resuspendieron mecanicamente y se congelaron en crioviales a -80°C

para posteriores ensayos.
6.15. Transduccion con las Particulas Adenovirales en Células HEK 293

Se cultivaron células HEK 293 hasta alcanzar una confluencia del 80% en una
botella de cultivo de 25 cm?®. Las células transfectadas obtenidas anteriormente fueron
lisadas por la accién de 3 ciclos de congelacidn/descongelacion (cada ciclo consiste en
5 min a 37°C de descongelacion en bafio Maria, 30 segundos de agitacion intensa 'y 20
min en ultracongelador de -80°C), para posteriormente centrifugarse 10 min a 15,000
rpm obteniendo el sobrenadante el cual se filtré a través de filtros millipore para
particulas no mayores de 20 um (Conrning, Costar City, NY EUA). A continuacion,

evitando despegar las células se retird el medio de cultivo de la botella, afiadiéndole
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500 uL del sobrenadante filtrado. Se realizaron movimientos en cruz para la correcta
distribucion de las particulas adenovirales en toda la monocapa celular y se incub6 por
2 h para favorecer la transduccion, después de lo cual se agregaron 2.5 ml de medio
DMEM con 1% SFB y 5% de solucion de antibidtico/fungicida e incubandolas para
observar al microscopio invertido el efecto citopatico a partir de las 12 h, hasta 72 h.
Las células con efecto citopatico se resuspendieron mecanicamente y se congelaron en

crioviales a -80°C para posteriores ensayos.

6.16. Extraccion de ADN Viral por Método de Hirt

Se colocaron 250 uL de solucion de lisis (SDS 0.8%, EDTA 10 mM, Proteinasa K
50 pg/mL, TE), en 180 pL de sobrenadante de cultivo, se incub6 a55°Cde2a3hy
se le agregaron 100 uL de NaCl 5 M y se incubd 30 min a -20°C, para posteriormente
centrifugarlo a 13,000 rpm durante 30 min, recuperando el sobrenadante al cual se le
realizo extraccion fenol-SEVAG (se le agregaron 500 pL de fenol, se incubaron en
hielo por 3 min, se le agregd 200 uL. SEVAG, se agitd vigorosamente en vortex y y se
le agregaron 150 uL. TE 1X, se centrifugd por 5 min a 15,000 rpm), precipitandolo con
isopropanol y lavandolo con etanol 80% y finalmente resuspendiéndolo en 20 pL de

agua miliQ.

6.17. Corroboracion de Adenovector por PCR

Se disefiaron oligos quiméricos especificos para corroborar la presencia del
adenovector de manera definitoria en el programa OligoPerfect™ Designer
(Invitrogene 2014) que amplifican una region quimérica compuesta de la Gltima
fraccion del gen reportero y la porcion adyacente del genoma adenoviral (Tabla 7 y 8,

Figura 10).
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Tabla VII

Iniciadores quiméricos (Q) 5’ y 3’

INICIADOR  SECUENCIA

ES
Q5 5" CCAGGTATCAGGCAAGGATATG-3’
Q3 5-GGTCTCGTAGGTCAAGGTAGTA-3" *

* Reverso complementario

Tabla VIII

Reactivos y condiciones utilizados para amplificar la regién quimérica

Reactivos Volumen (uL) Concentracion
Master Mix 5 1x
Mezcla de Primers 1 20 pM

ADN 100ng/pL. 1 100ng/pL
Agua mQ 3
Volumen final 10

Mezcla de Primers (iniciadores o cebadores)

Reactivos Volumen (uL) Concentracion
Primer 5’ 5 100 pM
Primer 3’ 5 100 pM
Agua mQ 15
Volumen final 25 20 pM
Condiciones PCR
Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 95 3 minuto.
2 95 30 seg.
3 60 45 seq.
4 72 1:30 minuto.
5 (del 2 al 4) 30 ciclos
6 72 3 minuto
7 Fin
15!
—

p——

03

cr
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Figura 10. Sitios de hibridacion de los oligos quiméricos 5’ y 3’. Para corroborar la identidad del
AdJCEM-Luc se disefiaron oligos que amplifican la regién interna del gen Luc y la regién adyacente del
genoma adenoviral.
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6.18. Ensayos de Luminiscencia

Para medir la capacidad de expresion del vector AACEM-Luc en las células HEK
293 transducidas en los siguientes experimentos se utilizo el protocolo del kit Dual
Glo Luciferase Assay System (Promega, Madison, Wisconsin EUA) de la siguiente
manera: Una vez cumplidos los tiempos de transduccion de las células HEK 293 en
placas de cultivo de 6 pozos, se descartd por los bordes 2.5 ml del DMEM de cada
pozo evitando despegar la monocapa. Posteriormente se le agrego a cada pozo 500 uL
de reactivo de lisis/luciferina para obtener un volumen de 1 ml incubandolas por 10
min. Una vez lisadas las células transducidas se tomaron 100 puL por pozo de una placa
de 96 pozos especial de fondo blanco para su medicion en el luminémetro GloMéx-

Multi Detection System (Promega).

Para todos los experimentos de expresién se tomaron como control positivo y
negativo células HEK 293 transfectadas con pGL3-CMV-Luc (100 ng/uL) y células
HEK 293 sin tratamiento respectivamente. Asi mismo, las mediciones fueron

realizadas por triplicado para obtener datos estadisticamente representativos.

6.19. Medicion del Efecto de la Dosis de Ad CEM-Luc Sobre la Luminiscencia

por Dilucién

Para evaluar la expresion del gen reportero es dependiente de la concentracion del
vector ADCEM-Luc se realiz6 la medicion de la luminiscencia de células HEK293 con
un periodo de incubacion de 12, 24 y 36 h, siendo transducidas con el adenovector e
incubadas 12 h. Una vez concluido este periodo se les realizd un ensayo para la
deteccion de la luminiscencia y se realizé una titulacion 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,

1:64, 1:128 y 1:256 de la siguiente manera: Se agrego un volumen 100 uL de medio
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DMEM en 9 tubos de 0.5 ml. Para el tubo con la relacion 1:1 se tomo un volumen de
200 pL de la solucion de lisis/luciferina, se resuspendié reiteradamente y del mismo
tubo 1:1 se tomaron 100 pL agregandoselos al tubo de la dilucion 1:2,
resuspendiéndolo al menos 30 veces para posteriormente tomar 100 uL del tubo 1:2 y
agregarselo a la dilucion 1:4, repitiendo el proceso hasta cumplir con todas las
diluciones de la titulacion para posteriormente realizar la medicién en una placa de 96

pOZO0s.

6.20. Medicion de la Expresion Segun Tiempos de Transduccion y Exposicion a

un CM

Para evaluar los niveles de expresion a diferentes tiempos de transduccion, asi como
de la activacion del promotor ante la exposicion al CM (Campo magnético) se midid
la luminiscencia de cultivos (HEK 293) transducidos con dos muestras diferentes de
Ad CEM-Luc (M1 y M2) con un periodo de incubacion pre transduccion de 12, 24 y

36 h en placas de 6 pozos por duplicado.

Una vez cumplido el periodo de incubacion postransduccion las placas
seleccionadas para la exposicion al CM fueron expuestas 30 min a una placa magnética
para magnetofeccion (OZ Biosciences, San Diego, EUA), realizando la medicién de
la luminiscencia 12 h después para favorecer la expresion del gen Luc, por lo que el

tiempo total de transduccion de los cultivos fue de 24, 36 y 48 h (Figura 11).
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Figura 11. Bioensayo para determinar los niveles de luciferasa en las células transducidas. Las células
fueron cultivadas por duplicado e incubadas por 12, 24 y 36 h en placas de 6, para después ser
transducidas por triplicado con el AACEM-Luc 1y 2. Un grupo fue expuesto al CM por 30 min para
evaluar la activacion del promotor.

6.21. Medicion Luminiscencia a Diferentes Tiempos de Exposicién al CM

Se incubaron células HEK293 en placas de 6 pozos por 24 h para después ser
transducidas con AACEM-Luc. Posteriormente se expuso a los cultivos al CM por 30,
60, 120 min y 6 h respectivamente, para dejar incubando 4 y 12 h antes de la medicion

de la luminiscencia en placa de 96 pozos.
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RESULTADOS

7.1. Construccién y Caracterizacion del Vector pShuttle pA CEM-Luc

Se disefié un fragmento nucleotidico de 568 pb integrado por un sitio multiple de
clonacién (SMC) con las enzimas necesarias para integrar el fragmento CEM-Luc, con
una sefial de poliadenilacion en sus extremos obtenida del SV 40 (Figura 12), la cual
funciona como un aislante transcripcional que bloguea la capacidad promotora de la

region ITR (Addgene , Addgene).

A pA o' SMC pAd
I |
11 " 1 L 1 " 1 " 1 " L " 563
| Al |
Kpnl Xbal EcoRv
Fsel
Spel
®hol
Nhel
Mlul
Kpnl
B 5! G 6TACTC ER
3! CLCATGEG 5

Taatacttaatactg BgEtaccTGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTT,
AAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACT]
TGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCAT
TTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTACGATCCACCGGATA
ACACGCGTGCTAGCACGCGT CTCGAGACTAGTGGCCGGCCTCTAGACGATCCACCGG
ATAACTGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACA
CCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTA
TAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTC
TAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCT TAgat atctaatacttaatact

AS @ Miul @ Spe | 5... GATATC ... 3
:pAB' O Nhel @ Fsel 3'... CTATAG ... 5'
| I— @ xho! @Xbal EcoRV

Figura 12. Disefio del fragmento pA-SMC-pA. A) Se muestra de manera esquematizada la
ubicacion de las regiones pA 5’ y 3°, el orden de las enzimas de restriccion que componen
el SMC, asi como las enzimas que bordean el fragmento. B) Secuencia nucleotidica de los
elementos que componen al fragmento.
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Posteriormente se obtuvo el material genético de los plasmidos pShutle pA
SMC-pA y pCEM a través del proceso de transformacion y extraccion. En la Figura
13 se observa la digestion con las enzimas Mlul y Xbal de ambos plasmidos para la
corroboracion de la accion enzimatica (carriles 2 y 4) y la digestion doble (carril 5)
para la posterior ligacion de los fragmentos y generacion del plasmido pShuttle pA

CEM-Luc-pA.

M 1 2 3 4 5
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Figura 13. Digestion doble de pShutle Pa-SMC-pA y pCEM con
las enzimas Mlul y Xbal. M: marcador, carril 1: pCEM sin
digerir, carril 2; pCEM digerido, carril 3; pShutle pA SMC pA
sin digerir, carril 4; pShutle pA SMC pA digerido, carril 5
positivo de digestién (pCEM original).

Una vez generado los fragmentos con los sitios cohesivos de interés, se procedi6 a
realizar la ligacion para generar la construccion pShuttle pA-CEM-Luc-pA. En la
figura 14 se observan los controles de la ligacion, pShuttle pA-SMC-pA sin (V-) y con
ligasa (V+), CEM-Luc sin (F-) y con ligasa (F+) asi como la reaccion pShuttle pA-

SMC-pA y CEM-Luc con ligasa (VF+).
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V- V+ F-  F+ VF+

Figura 14. Ligacion del fragmento CEM-Luc en
el vector pShuttle pA-CEM-Luc-pA y controles.

Se encontraron tres colonias candidatas una vez que se realizd la amplificacion de
las colonias VF+, como muestra la figura 15 en los carriles 1, 2 y 8, con un tamafio de
aproximadamente 2.6 kpb, acorde al fragmento CEM-Luc y las secuencias

terminadoras pA que lo flanquean.

SIZE (bp)

1% agaro:
Sul per lar

Figura 15. Amplificacién de colonias candidatas con oligos pShuttle comerciales. CEM:
digestion del ADN plasmidico de pCEM con Mlul y Xbal como control de tamafio esperado;
carril 1-8 amplificaciones de extracciones de colonias candidatas.
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Asi mismo, se corrobor¢ la identidad del vector pShuttle Pa-CEM-Luc-pA de las
tres candidatas, al realizarles una doble digestion con las enzimas Mlul y Xbal, siendo
la colonia 1 la unica en liberar el fragmento de aproximadamente 2 Kkpb,

correspondiente al CEM-Luc esperado (Figura 16).

M CEM 1 2 3

1

Figura 16. Corroboracion por doble digestion. CEM:
pCEM digerido con Mlul y Xbal como control de
tamafio esperado, se muestran también las digestiones
de las muestras 1, 2 y 8 y la liberacion de los
fragmentos correspondientes.

7.2. Construccién del pAdCEM-Luc por Recombinacion Homéloga

Como primer medida de exclusion, se realizd una prueba de retraso en un gel de
agarosa al 1% para identificar aquellas colonias en donde el fragmento pA-CEM-Luc-
pA se incorpor0 al plasmido pAdEasy a través de la recombinacion homdloga con el
vector pShuttle pA-CEM-Luc-pA linearizado, encontrando que solo las colonias 2 y 3

presentaron retraso en el tamafio del ADN plasmidico (Figura 17).
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Figura 17. Retraso en el corrimiento del ADN plasmidico de colonias
candidatas. Se observo que de entre las colonias transformadas, solo las
colonias 2 y 3 mostraron el retraso esperado.

Asi mismo, haciendo uso de Pacl se liberé un fragmento de aproximadamente 3
kpb correspondiente al fragmento que contiene el gen de resistencia a ampicilinay otro
de 35 kpb correspondiente al genoma adenoviral (Figura 18 A). De las dos candidatas,
solo la colonia nimero 2 liberd un fragmento acorde al tamafio esperado (Figura 18

B).

B

Luciferasa

-~ pShuttle pA CEM-Luc pA .| |- - 2 3
) 3035pb

Figura 18. Digestion de las candidatas 2 y 3 con Pacl. A) Se muestra
de manera esquematizada la ubicacién del fragmento a liberar de 3
kpb y los sitios de corte de la enzima. B) Gel de agarosa al 1%, con
las muestras diferidas con Pacl de las colonias 2 y 3.
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La caracterizacion de la colonia 2 con las enzimas Nhel y Xbal mostré el patron

esperado a la digestion de ADCEM-Luc in silico (Figura 19).

/8000

4000
3000

— 2000

Figura 19. Caracterizacién del ADN plasmidico
por doble digestién con las enzimas Nhel y Xbal.
Se hace referencia a la comparacion con los
resultados in silico.

Se obtuvo un amplicén de aproximadamente 2.6 kpb (Figura 20), correspondientes

a la region pA-CEM Luc-pA amplificada con los oligos pShuttle.

SIZE (bp)

e
Figura 20. Amplificacion con oligos
pShuttle del ADN  plasmidico.
Amplificacion de de la colonia 2 con los
oligos comerciales para corroborar la
presencia de un amplicén de 2.5 kpb.
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7.3. Transfeccién en Células HEK 293

Al realizar la transfeccion se observo el efecto citopatico esperado de las células a
través del microscopio éptico invertido en un campo de 20X, aproximadamente a las

36 h, producto de la generacion del adenovector en la linea celular (Figura 21 B).

Figura 21. Generacion del adenovector AACEM-Luc en células HEK 293. A: Control negativo;
células HEK?293 sin tratamiento lipofectamina pAdCEM-Luc. B: Células HEK293 expuestas al
tratamiento después de 36 h de incubacién con el tratamiento lipofectamina-pAdCEM-Luc.

7.4. Transduccién de ADCEM-Luc en Células HEK 293

Ya obtenidas las particulas adenovirales, se realizaron las transducciones siguiendo

la metodologia citada, obteniendo el efecto citopatico a partir de las 24 h de incubacion

(Figura 22).
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HEK?293 sin exposicidn al vector. B: Células HEK293 expuestas al AACEM-Luc.

43

Figura 22. Células HEK293 transducidas con el adenovector AJCEM-Luc. A: Control negativo; células



La confirmacion de la presencia del ADCEM-Luc se realizo a través del uso de los
oligos quiméricos y el ADN viral extraido de las células HEK 293 transducidas,

obteniendo amplicones esperados de aproximadamente 1.16 kpb (Figura 23).

M 41 +2 +3 - M1l M2

*.:3.' = e

Figura 23. Amplificacion de la region quimérica Luc-Ad.
M: Marcador de peso molecular. +1 y +2: Controles
positivos de extracciones del AdCEM-Luc que
amplificaron anteriormente con oligos dirigidos a la region
Luc (datos no mostrados). +3: control positivo PCR. - :
control negativo PCR. M1 y M2: muestras de células
HEK?293 transducidas con dos AdCEM-Luc de
transfecciones diferentes.

7.5. Efecto de la Dosis de Ad CEM-Luc Sobre la Luminiscencia

Se determind que la concentracion del adenovector es dependiente de la dosis y a
los tiempos de incubacion pre transduccion, como se observa en la Figura 24 donde
los niveles de luminiscencia aumentan en los cultivos que tenian mayor tiempo de
incubacion de la transduccion, alcanzando niveles de luminiscencia de hasta 1 x 107
URL (Unidades Relativas de Luz) a las 36 h de incubacion post transduccion en
comparacion con los 1 x 10° y 1 x 10* URL presentes a las 24 y 12 h, encontrando
valores de 1 x 10° URL en el control positivo. Asi mismo se observa una disminucion

en los niveles de expresion uniforme a medida que la dilucion aumenta.
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Figura 24. Niveles de luminiscencia segln la concentracién de AdCEM-Luc a diferentes
tiempos de transduccidn. Control positivo se transfectaron células HEK293 con pGL3 CMV
Luc comercial.

7.6. Efecto de Tiempos de Transduccién y Exposicion al CM

Se analizo la expresion de luminiscencia en linea celular HEK 293 de dos muestras
de AdCEM-Luc a diferentes tiempos de incubacion pre transduccion asi como ante la
exposicion a un CM. Los resultados en los niveles de luminiscencia presentados en la
Figura 25, muestran valores en el orden de 1 x 10* URL a las 12 h, 1 x 10° URL a las
24 hy1x 10" URL a las 36 h, observando también un aumento en los niveles del
control positivo de 1 x 103 1 x 10* y 1 x 10° URL. No observo una diferencia
significativa entre los niveles de luminiscencia de las dos muestras de AdCEM-Luc
utilizadas, asi mismo no se observa una diferencia en la expresion entre los grupos

expuestos al CM y los no expuestos.
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Figura 25. Medicion de la luminiscencia a diferentes tiempos de incubacion pre transduccién y
exposicion al CM. Niveles de luminiscencia de dos muestras diferentes de AACEM-Luc (1 y 2) de
cultivos HEK293 con 12, 24 y 36 h de incubacion pre transduccion, asi como su respuesta ante la
ausencia (S/CM) o exposicion al CM. El control positivo se transfectaron HEK293 con pGL3 CMV
Luc comercial y como control negativo fueron células sin tratamiento.

7.7 Medicion Luminiscencia a Diferentes Tiempos de Exposicion al CM

Los resultados observados en la figura 26 muestran que el tiempo de exposicién al
CM no afecta la expresion de los niveles de luminiscencia. Los valores obtenidos ante
la exposicion de 30 min, 1, 2 y 6 h son similares a los obtenidos en el control negativo
sin exposicion. Asi mismo no se observaron cambios en los niveles de luminiscencia

al disminuir el tiempo de incubacién postransduccion de 12 a 4 h.
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Figura 26. Niveles de luminiscencia a diferentes tiempos de exposici6

muestras de AACEM-Luc para transducir cultivos HEK293 con 24 h de inc
min, 1,2y 6 hal CM y dejandolas incubar 4 h (*) y 12 h. Como control pos
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DISCUSION

Uno de los elementos mas importantes en este trabajo fue la prevision de la
capacidad promotora de las regiones ITR del genoma adenoviral (Babiss et al. 1986,
Hearing et al. 1987, Hatfield et al. 1991, Imler et al. 1996, Shi et al. 1997, Harui et al.
1999, Rubinchik et al. 2001, Yamamoto et al. 2003, Stephen et al. 2008, Rauschhuber
et al. 2011) por lo que antes de realizar el trabajo experimental, se realizaron analisis
bioinformaticos para el disefio del fragmento aislante. Se determind utilizar como
terminador la secuencia de 228 pb terminadora del SV40, la cual es utilizada en el
plasmido comercial pShuttle CMV rio abajo para detener la expresion de este promotor
(AddGen 2014). De no haber tomado esta prevision, se podia correr el riesgo de
interpretar los resultados obtenidos de una manera incorrecta al final del trabajo, ya
que la accion promotora de las regiones ITR puede interferir la capacidad promotora

del promotor CEM.

Para el disefio del pA-SMC-pA se tomaron en cuenta los sitios de corte Kpnl y
EcoRV para incorporarlo en el SMC propio del pShuttle (AddGen 2014). EI SMC
sintetizado entre las secuencias pA esta constituido por las enzimas Mlul, Nhel, Xhol,
Spel, Fsel, y Xbal. Los sitios Mlul y Nhel flanquean la region 5’ del fragmento CEM-
Luc, mientras Xbal se encuentra en la region 3’ (Rodriguez de la Fuente 2008,
Rodriguez-De la Fuente et al. 2012). Las otras enzimas presentes entre estos sitios,
fueron incorporadas en el disefio como sitios de corte Unico en el sistema AdEasy para

futuras aplicaciones del pA-SMC-pA.
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Para la generacion de los fragmentos CEM-Luc y el alineamiento del pShuttle se
utilizé de manera inicial una doble digestion con las enzimas Nhel-Xbal; sin embargo,
después de reiterados fracasos en la ligacion (resultados no mostrados), se observaron
dos factores que podian disminuir la probabilidad de una ligacién exitosa: 1) ambas
enzimas generaban el mismo sitio de corte cohesivo (CTAG) favoreciendo una
religacion intrafragmentos y 2) la cepas de E.coli utilizadas para la transformacion,
metilaban el sitio de corte de la enzima Xbal, lo cual generaba digestiones parciales,
disminuyendo el nimero de fragmentos a ligar. Por lo anterior, se optd por utilizar las
enzimas Mlul y Xbal, para la doble digestién las cuales generan sitios de corte
cohesivos diferentes y se optd por usar para la transformacion la cepa calcio
competente E. coli dam-/dcm-. Después de realizar dichas modificaciones se

obtuvieron las ligaciones candidatas en el primer ensayo.

Para caracterizar y corroborar la formacion del pShuttle pA-CEM-Luc-pA se
utilizaron los oligos comerciales que flanquean la region SMC del pShuttle. Los
amplicones obtenidos mostraron un tamafio aproximado de 2.5 kpb, superior al
fragmento de 2 kpb del CEM-Luc, correspondiente a las regiones pA incorporadas en
el disefio. Asi mismo se le realizé una digestion doble con las enzimas Mlul y Xbal
para liberar el fragmento CEM-Luc y asi poder identificar la cepa con la ligacion

pShuttle pA-SMC-pA + CEM-Luc.

La recombinacion homdloga en E. coli BJ5183 es un proceso azaroso que una vez
logrado involucra un sobreesfuerzo en la replicacién bacteriana debido al gran tamafio
del pAdEasy (39.3 kpb); de tal modo que las colonias recombinantes candidatas son
aquellas con el menor tamafio en la placa producto de la transformacion, por lo que los
tiempos de incubacion para la produccion de biomasa en el medio inoculado son

superiores al de una cepa no recombinante con el pAdEasy, observandose indicios de
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turbidez aproximadamente a las 8 h de incubacién (Zeng et al. 2001). Un aspecto
importante tomado en cuenta en este paso fue evitar una turbidez elevada, puesto que
se corre el riesgo de que se presente el mecanismo de “curacion plasmidica”, en el cual

se elimina el plasmido extra cromosomal (Spengler et al. 2006).

Una vez corroborada la presencia de pAdCEM-Luc por digestiones vy
amplificaciones mostradas en los resultados, fue vital transformar en E. coli Top 10
para asegurar que no ocurrieran nuevos mecanismos de recombinacién asegurando la

estabilidad genética para los pasos posteriores.

Los resultados mostraron que la construccién del genoma adenoviral es funcional
al tener la capacidad de generar el efecto citopatico en los cultivos transfectados. El
efecto citopatico (ECP) es un cambio en la morfologia de la monocapa de las células
HEK293 a causa de la infeccion adenoviral (Thomas Albrecht 1996), presentandose
turgencia y focos de lisis producto de la generacion de las particulas adenovirales. Este
progreso es observable al microscopio dptico invertido en campo de 20X, culminando
con la lisis celular el desprendimiento de la monocapa y la liberacion del adenovector.
En caso de no encontrar células a transfectar, el adenovector queda vulnerable a las
condiciones extracelulares, disminuyendo considerablemente su viabilidad hasta su

inactivacion a través del tiempo (Zeng et al. 2001).

A pesar que mediante la metodologia AdEasy el ECP puede observarse hasta 2
semanas (Techonolgies 20), las células transfectadas con el pAdCEM-Luc
linearizado/lipofectamida presentaron ECP entre las primeras 24 y 48 h, y de 12 a 24
h a ser transducido, por lo que ademas de demostrar la viabilidad de la construccion,
se observd cualitativamente una alta eficiencia a la hora de infectar a los cultivos HEK

293 para replicarse.
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La comprobacion de la identidad del ADCEM-Luc a través de la amplificacion de
un fragmento hibrido Luc-Ad se centrd en el extremo 3’ de la luciferasa debido a la
presencia de regiones repetitivas tanto en el promotor CEM como en la region ITR
izquierda del genoma adenoviral. Lo anterior dificultdé de manera significativa el

disefio de oligos que amplificaran dicha region.

Se decidié utilizar adenovectores ADCEM-Luc producto de la segunda transduccion
de las células empaquetadoras HEK293 para los ensayos de expresion, debido a que
las células incrementarian los titulos del vector independientemente del MOI utilizado,
asegurando que se pudiera evaluar la capacidad del AJCEM para expresar su gen

reportero y su posterior deteccion de luminiscencia.

Los tiempos de incubacion de 12, 24 y 36 h fueron seleccionados para generar una
confluencia gradual en las células para su posterior transduccion. La presencia de ECP
mayor es indicativo de células transducidas con el adenovector, lo cual es directamente
proporcional al numero de adenovectores y la concentracion de luciferasa en el medio.
La capacidad de los ADCEM-Luc para expresar luciferasa fue corroborada al observar
que los valores de luminiscencia se incrementaron a medida que el adenovector
transdujo a un nimero mayor de células y fueron disminuyendo a medida que la
dilucion fue aumentando. Este efecto se observo de manera similar en el control

positivo pGL3 CMV-Luc para la medicion de luminiscencia.

Esto se podra analizar cuantitativamente al estandarizar la MOI (Multiplicidad de
infeccion) del AdCEM-Luc, al utilizar una linea celular no empaquetadora como

HelLa, SiHa, CaSKi, etc. en futuros estudios.

A pesar de que la permisividad de la linea HEK 293 para la replicacion adenoviral

no la hace recomendable para evaluar la capacidad de expresion de un promotor
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recombinante (Qbiogene), se realizo a la par de la evaluacion de los niveles de
luminiscencia a diferentes tiempos de transduccion del AACEM-Luc, un ensayo para
divisar la funcionalidad del promotor CEM ante su exposicién ante los CM por 30 min.
Los resultados mostraron que los niveles de luminiscencia obtenidos fueron similares

en todos los tiempos pos transduccion, independientemente de la exposicion al CM.

Los resultados anteriores fueron corroborados al exponer a las transfecciones de 24
h de transduccion a diferentes tiempos (30 min, 1, 2 y 6 h) bajo la accion del CM,
obteniendo los mismos niveles de luminiscencia que el control negativo sin exposicion

al CM.

La respuesta obtenida del promotor CEM en este bioensayo pareciera ser
contradictoria a los resultados reportados (Heredia-Rojas et al. 2010, Rodriguez-De la
Fuente et al. 2012, Alvizo Baez C.A. 2014); sin embargo no pueden ser concluyentes
ya que la actividad replicativa del adenovector impulsada por esta linea celular pudo
haber enmascarado la accién del CM, imposibilitando observar una diferencia en los

niveles de expresion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En conjunto los resultados generados en este trabajo permitieron cumplir con el
objetivo general de construir un vector adenoviral recombinante que contenga el
promotor de campo magnético sintético viable, con capacidad de transducir y expresar
luciferasa como gene reportero en la linea celular HEK 293; se comprobo el correcto
disefio bioinformatico del fragmento pA-SMC-pA y la construccion del plasmido
acarreador recombinante pShuttle pA-CEM-Luc-pA (objetivo 1 y 2), asi mismo se
logré la generacion y clonacién del genoma adenoviral ADCEM-Luc en una linea de
E. coli estable (objetivo 3) con la capacidad de producir adenovectores recombinantes
viables en la linea celular HEK293 (objetivo 4), con la capacidad de transducir su gen
reportero (objetivo 5), lo cual quedo corroborado al medir la expresion de
luminiscencia (objetivo 6) a pesar de no obtener una diferencia significativa en la
expresion ante la exposicion o ausencia de un CM. Esto justifica la inversion de
recursos humanos y econdémicos para llevar a cabo la produccion en escalamiento del
adenovector recombinante AAdCEM-Luc, para continuar con los ensayos preclinicos
(in vitro e in vivo) que demuestren la utilidad de este vector para la expresion de genes

terapéuticos inducidos por la actividad de un CM.

Por lo anterior, se proponen las siguientes recomendaciones:

» Realizar la produccion en escalamiento del vector adenoviral.
» Determinar el titulo del vector en unidades formadoras de placas (PFU) para

posteriores estudios cuantitativos.
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Estandarizar las concentraciones infectivas (MOI) en células susceptibles no
empaquetadoras (HelLa, SiHa, Caski, etc.).

Estandarizar los tiempos e intensidades de exposicion para la activacion del
promotor de respuesta al CEM en el AAdCEM-Luc.

Formar nanocomplejos quitosan, nanoparticulas y AACEM-Luc.

Realizar las transducciones de los nanocomplejos en lineas celulares in vitro.
Realizar las transducciones de los nanocomplejos en modelos animales in vivo.
Utilizar este modelo en terapia génica al intercambiar el gen reportero por un

gen terapéutico.
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