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RESUMEN 

 
VECTORES VIRALES AAV PARA TERAPIA GÉNICA CONTRA EL ALCOHOLISMO: 
INHIBICIÓN DE LA ENZIMA ALDEHÍDO DESHIDROGENASA MITOCONDRIAL EN 

CÉLULAS DE HEPATOMA HUMANAS 
  
El alcoholismo es un grave problema socio-económico. El costo asociado al abuso del 
alcohol se ha estimado en 1.300 millones de dólares para la economía chilena y en 185 
billones para Estados Unidos, costo que se debe principalmente a la perdida de la 
productividad, tratamientos médicos y costos sociales. 
 
El etanol es metabolizado en el hígado en dos pasos. El primero depende de la enzima 
Alcohol deshidrogenasa (ADH) y el segundo de la enzima Aldehído deshidrogenasa 
(ALDH2). En individuos de la población asiática existe una alta prevalencia de una 
mutación en el gen de la ALDH2, por lo que tienen una capacidad reducida para 
metabolizar el acetaldehído, produciendo fuertes efectos como mareos, hipotensión, 
palpitaciones, etc. Esto resulta en un rechazo al consumo de etanol y protección frente al 
alcoholismo. Este fenómeno sugiere que la modulación de la expresión de la ALDH2 
mediante tecnologías genéticas puede resultar en un fenotipo similar. 
 
Por lo tanto, la terapia génica se presenta como una alternativa atractiva para el 
tratamiento del alcoholismo, simulando el fenotipo asiático, mediante la inhibición 
específica de la enzima ALDH2, utilizando vectores virales codificantes de un shRNA 
como herramienta silenciadora. 
 
Los virus adeno-asociados (AAV) han sido utilizados como poderosas herramientas para 
la transferencia de genes en estudios in vivo, en modelos animales y en ensayos clínicos 
en humanos, con resultados prometedores. La única terapia génica aprobada en el 
mundo occidental para comercialización es Glybera y está formulada con vectores AAV.  
En este trabajo se utilizaron vectores scAAV2 que codifican un ALDH2 shRNA, para 
silenciar la expresión del gen de ALDH2 en líneas celulares humanas. 
 
Las líneas celulares HEK-293 y HepG2 se infectaron con el virus scAAV2/shRNA 
resultando en una reducción de la expresión de ALDH2 a nivel de RNA y proteínas en las 
dos concentraciones virales probadas (1x104 y 1x105 vg/cel) cada una probada en dos 
periodos de tiempos. En ambas líneas celulares los niveles de RNA de ALDH2 se 
redujeron en un 90% y la expresión a nivel proteico se inhibió en un 90% y 52% 
respectivamente, cinco días después de la infección. Las células HepG2 VL17A (ADH+) 
tratadas y expuestas a etanol mostraron un aumento de hasta el 50% en los niveles de 
acetaldehído.  
 
Estos resultados sugieren que la terapia génica puede ser una herramienta útil para el 
tratamiento del alcoholismo, a través del silenciamiento de la expresión de ALDH2 
utilizando tecnología shRNA entregada las células por vectores AAV. 
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ABSTRACT 

 

AAV GENE THERAPY FOR ALCOHOLISM: INHIBITION OF MITOCHONDRIAL 
ALDEHYDE DEHYDROGENASE ENZYME EXPRESSION IN HEPATOMA CELLS. 

Alcoholism is a serious socio-economic problem. The cost associated with alcohol abuse 
for the Chilean economy is estimated at USD$1300 million, in the USA alcoholism costs 
$185 billion mainly due to lost productivity, health care and associated societal ills. 
 
The process by which ethanol is metabolized in the liver occurs in two steps. The first step 
depends on the enzyme Alcohol dehydrogenase (ADH) and the second step is catalyzed 
by the enzyme Aldehyde dehydrogenase (ALDH2). Individuals of the Asian population 
show large prevalence of a mutation in ALDH2 and they have a diminished capacity to 
metabolize acetaldehyde, producing strong effects including dizziness, hypotension, and 
palpitations. This results in an aversion to alcohol intake and protection against 
alcoholism. This phenomena strongly suggests that modulation of ALDH2 expression by 
genetic technologies could result in a similar phenotype.  
 
 Gene therapy has emerged as an alternative for alcoholism treatment, mimicking the 
Asian phenotype, through the specific inhibition of the ALDH2 enzyme, using viral vectors 
coding a shRNA as a silencing tool. 
 
AAV viral vectors have been used as powerful tools for gene delivery in vivo studies, 
animal models and clinical trials, with promising results. The only gene therapy approved 
for commercialization in the western world is Glybera formulated by AAV vectors. 
We utilized scAAV2 vectors encoding ALDH2 shRNA to silence ALDH2 gene expression 
in human cell lines. 
 
Human cell lines HEK-293 and HepG2 were transduced with scAAV2/shRNA showing a 
reduction in ALDH2 RNA and protein expression with the two viral concentrations tested 
(1x104 and 1x105 vg/cell) at two different time points. In both cell lines ALDH2 RNA levels 
were reduced by 90% and protein expression was inhibited by 90% and 52%, respectively 
five days post infection. Transduced HepG2 VL17A cells (ADH+) exposed to ethanol 
resulted in a 50 % increase in acetaldehyde levels. 
 
These results suggest that gene therapy could be a useful tool for the treatment of 
alcoholism by knocking down ALDH2 expression using shRNA technology delivered by 
AAV vectors. 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Alcoholismo y sus consecuencias 

El consumo de alcohol data desde el periodo Neolítico. Los brebajes alcohólicos pueden, 
incluso, haber precedido al pan como alimento básico  (Rietschel et al., 2013). En la 
naturaleza diferentes alcoholes se producen por la fermentación de los azúcares de las 
frutas, principalmente mediante levaduras. El principal alcohol producto de la 
fermentación es etanol. Se cree que el rol que cumplía el etanol en las frutas era actuar 
como inhibidor del crecimiento microbiano  (Dudley, 2000).  

Animales frugívoros pueden utilizar esta sustancia como estimulante sensorial para la 
localización de recursos y para ganancia calórica, adicionalmente puede representar una 
recompensa nutricional directa, aportando 7,1 [kcal/g] lo que correspondería a casi el 
doble de los carbohidratos, que aportan 4,1 [kcal/g]. Una persona alcohólica puede 
obtener más del 50% de las calorías diarias provenientes del consumo de alcohol  (Bebb 
et al., 1971; Lieber, 2009). 

El alcohol es rápidamente absorbido desde el estómago, el intestino delgado y el colon. 
Se alcanza la máxima concentración sanguínea dentro de 30 a 90 minutos después de 
la ingesta. El alcohol se distribuye uniformemente a través de los tejidos y fluidos 
corporales y se elimina principalmente por el sistema renal, el tracto urinario, la 
exhalación y el metabolismo. Cuando se consume alcohol pasa del estómago e intestinos 
a la sangre, luego es metabolizado por enzimas, principalmente en el hígado, donde es 
convertido a acetaldehído por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y rápidamente a 
acetato por la enzima aldehído deshidrogenasa (ALDH). La mayoría del alcohol se 
metaboliza en el hígado, pero una pequeña fracción se mantiene sin metabolizar, 
permitiendo la medición de la concentración de alcohol en el aliento y orina. El hígado 
solo puede metabolizar una cierta cantidad del alcohol por hora, independiente de la 
cantidad consumida. Esta capacidad depende de la actividad de las enzimas, las cuales 
varían entre individuos, debido a polimorfismos genéticos  (Rundio et al., 2013).  

En la población asiática existen individuos que presentan una mutación del gen que 
codifica para la isoenzima ALDH2, por lo que tienen una capacidad reducida para 
degradar el acetaldehído y, en consecuencia, al consumir alcohol presentan alta 
concentración de acetaldehído en la sangre. La presencia de altos niveles sanguíneos 
de este metabolito genera una fuerte reacción adversa que presenta síntomas como dolor 
de cabeza, nausea, vómitos, taquicardia, hipotensión y rubor facial, impidiendo el abuso 
en el consumo de alcohol  (Mizoi et al., 1983). 
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1.2 Problemas de salud asociados al alcoholismo 

Un gran número de estudios epidemiológicos han demostrado correlación entre el 
consumo excesivo de alcohol y el factor de riesgo tanto como para el cáncer del tracto 
gastrointestinal superior (cavidad bucal y esófago) como para el cáncer de hígado, 
colorrectal, páncreas y algunos otros órganos  (Jelski et al., 2008). 

La fibrosis y cirrosis hepáticas deben ser las consecuencias más serias del abuso en el 
consumo de alcohol, alcanzando el 50% de las muertes por enfermedades hepáticas. 
Además la cirrosis hepática es el principal precursor del carcinoma hepatocelular, el cual 
es el octavo cáncer más frecuentemente diagnosticado  (McKillop et al., 2005).  

El consumo excesivo de alcohol es una de las principales causas de la pancreatitis 
crónica y un factor de riesgo para la diabetes mellitus tipo 2, ambas enfermedades 
relacionados con el cáncer de páncreas. El alcohol y sus metabolitos (acetaldehído y 
esteres etílicos de ácidos grasos) pueden alterar las vías metabólicas implicadas en la 
respuesta inflamatoria y la carcinogénesis. Estos diversos efectos metabólicos del alcohol 
pueden interactuar con otros factores de riesgo (factores genéticos, dietéticos, 
ambientales y de estilo de vida ) dando lugar a pancreatitis y diabetes mellitus aguda y 
crónica, que son factores que afectan el proceso de la carcinogénesis hacia el desarrollo 
de cáncer de páncreas  (Go et al., 2005). 

Con respecto a las patologías cardiovasculares, el alcohol puede causar hipertensión, 
aumentar el riesgo de enfermedades de las arterias coronarias e infartos, cardiomiopatías 
con falla cardiaca y arritmias  (Carr, 2011; Krishnamoorthy et al., 2009).  

El uso leve a moderado de alcohol tiene numerosas consecuencias negativas para la 
función reproductiva tanto femenina como masculina  (Emanuele et al., 1998, 2002). 
Estudios en animales han demostrado que el consumo de alcohol altera la pubertad 
femenina y que beber durante este periodo también puede afectar el crecimiento y la 
salud de los huesos. Posterior a la pubertad el alcohol puede interrumpir el ciclo menstrual 
normal y afectar los niveles hormonales postmenopausia  (Emanuele et al., 2002).  

En el caso del sistema reproductor masculino, la ingesta de alcohol puede provocar 
efectos negativos en todos sus niveles (hipotálamo, glándula pituitaria anterior y 
testículos), pudiendo causar impotencia, infertilidad y reducir los caracteres sexuales 
secundarios. En los testículos puede afectar a las células de Leydig, las cuales producen 
y secretan la hormona testosterona, resultando en niveles reducidos de testosterona en 
la sangre. El alcohol también daña la función de las células de Sertoli que juegan un rol 
importante en la maduración de la esperma. En la glándula pituitaria el alcohol puede 
disminuir la producción y liberación de las dos hormonas críticas en la función 
reproductiva, la hormona luteinizante (LH) y la hormona folículo estimulante (FSH). 
Finalmente el alcohol puede interferir en la función endocrina del hipotálamo  (Emanuele 
et al., 1998).  

Neurológicamente, el alcohol daña especialmente al sistema límbico, diencéfalo y la 
corteza cerebral frontal, por lo que se estima que el alcohol causa demencia. Además 
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interfiere con la absorción de nutrientes y vitaminas especialmente con deficiencia de 
tiamina, lo que se asocia con confusión mental, ataxia y pérdida de memoria síntomas de 
enfermedades como encefalopatía de Wernicke y/o síndrome de Korsakoff (Martin et al., 
2003) 

1.3 Problemas socio-económicos asociados al alcoholismo 

El alcoholismo es una adicción que causa problemas sociales y económicos. En Estados 
Unidos se calcula que el alcoholismo tiene un costo anual para la sociedad de 185 mil 
millones de dólares  (To, 2007) y en Chile de 3 mil millones de dólares anuales  (Ministerio 
de Salud de Chile, 2010). Ello incluye costos indirectos: menor productividad del 
trabajador, cuando es un bebedor problema, por muerte prematura y ausentismo, y 
costos directos: gastos en salud, policía, accidentes y destrucción de activos  (Olavarría 
et al., 2009). 

 Factores que predisponen al alcoholismo 

Las causas del alcoholismo no están del todo claras, pero se ha propuesto que animales 
que consumen alcohol moderadamente pueden haber tenido una ventaja evolutiva 
debido a que aumentan su ingesta calórica  (Dudley, 2000).  

Para una bebida alcohólica se define la medida estándar (una unidad) aquella que 
contenga alrededor de 14 gramos de alcohol puro, siendo equivalente a: 350 mL de 
cerveza (5% alcohol), 150 mL de vino (12% alcohol) o 45 mL de licor fuerte (40% alcohol) 
como el tequila, el ron, el vodka o el whisky. Esta medida es útil para seguir guías de 
salud, pero pueden no reflejar el consumo real debido a la variación en los volúmenes 
consumidos o por la propia variabilidad del contenido de alcohol de cada tipo de bebida  
(NIAA, 2017).  

Mientras que en dosis moderadas el alcohol genera efectos motivacionales y de refuerzo, 
en altas dosis puede generar aversión induciendo: déficit cognitivo, incoordinación motora 
y vómitos. En altas concentraciones el alcohol se puede unir alostéricamente a bolsillos 
hidrofóbicos de algunos receptores de neurotransmisores, como el receptor de ácido γ-
aminobutírico (GABA-A)  (Enoch, 2008) y al receptor de glutamato N-metil-D-aspartato 
(NMDA)  (Möykkynen et al., 2012), alterando el proceso cognitivo, la consolidación de la 
memoria y anestesia  (Robbins et al., 2006). Sin embargo, no existe una correlación 
directa que indique que los efectos hipnóticos y anestésicos del etanol son los que 
generan sus propiedades gratificantes  (Enoch, 2008). 

Otros estudios han mostrado que el acetaldehído producido en el cerebro, por acción de 
la enzima catalasa, tiene un efecto de refuerzo en el consumo de alcohol, a diferencia del 
acetaldehído que se acumula en el torrente sanguíneo (que no atraviesa la barrera 
hematoencefálica), que provoca aversión al consumo  (Deitrich, 2011; Karahanian et al., 
2011; Quintanilla et al., 2012). 

Se han realizado diversos estudios que buscan identificar los genes que contribuyen a la 
dependencia del alcohol  (Crabbe et al., 2006; Rietschel et al., 2013; Wang et al., 2012). 
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Los primeros genes identificados son aquellos relacionados con su metabolismo, tales 
como las enzimas alcohol deshidrogenasa ADH y aldehído deshidrogenasa ALDH  (Dick 
et al., 2006). Otros genes identificados son los que codifican para los ya mencionados 
receptores de ácido γ-aminobutírico (GABA-A) y los receptores de glutamato N-metil-D-
aspartato (NMDA), algunos canales de potasio específicos y adenilato ciclasas  
(Rietschel et al., 2013).  

Son muchos los factores genéticos que influencian el desarrollo del alcoholismo, pero 
una mutación dominante simple en el gen que codifica para la aldehído deshidrogenasa 
mitocondrial (alelo ALDH2*2) otorga una marcada protección contra el desarrollo de esta 
condición, debido a la acumulación de acetaldehído  (T. K. Li, 2000), este polimorfismo 
se ha encontrado en una alta proporción de la población asiática  (Chen et al., 1999). La 
forma más frecuente para la aldehído deshidrogenasa es la isoenzima activa (ALDH2*1) 
que metaboliza el aldehído generado de la oxidación del alcohol. Como la ALDH2*2 tiene 
menos actividad que la isoenzima ALDH2*1, los individuos que presentan el alelo 
protector presentan una marcada elevación de los niveles de acetaldehído cuando 
consumen etanol, llevando a una fuerte reacción adversa que desalienta un futuro 
consumo de alcohol  (Ocaranza et al., 2008). Por esta razón, individuos heterocigotos 
ALDH2*2⁄ALDH2*1 están protegidos contra el abuso de alcohol y el alcoholismo entre un 
66 a un 75%, mientras que los individuos homocigotos ALDH2*2⁄ALDH2*2 son 
virtualmente abstemios, casi 100% protegidos  (Chen et al., 1999; Luczak et al., 2006; 
Ocaranza et al., 2008). 

Es importante mencionar que no son sólo factores genéticos los que contribuyen al 
desarrollo de esta enfermedad, un rol muy importante es del ambiente en que se 
encuentra un potencial alcohólico, influyendo este sobre todo en las primeras fases de la 
enfermedad  (Kendler et al., 2008; Wang et al., 2012). 
 

1.4 Enzimas metabolizadoras del alcohol y acetaldehído  

La reducción de cadenas de aldehídos a alcoholes es un proceso biológico común, que 
permite la eliminación de compuestos reductores durante el metabolismo de las bacterias 
anaeróbicas, hongos y plantas. Como resultado de la fermentación producida por estos 
organismos, los animales se encuentran con frecuencia con alcoholes en el entorno y 
han desarrollado mecanismos enzimáticos para metabolizarlos. Los alcoholes son 
metabolizados a sus correspondientes aldehídos, los que luego pueden ser oxidados a 
ácidos grasos de cadena corta. Los ácidos son convertidos finalmente a ésteres de acetil 
coenzima A (CoA) y entran a la ruta general de oxidación de grasas  (Crabb et al., 1987).  

Específicamente el etanol es oxidado a acetaldehído por tres vías: por la enzima 
citoplasmática alcohol deshidrogenasa (ADH), por la catalasa presente en los 
peroxisomas o por el sistema microsomal de oxidación del etanol (MEOS). 
Posteriormente enzimas como la aldehído deshidrogenasa (ALDH), que se encuentran 
en altos niveles en el hígado oxidan, el acetaldehído a acetato el cual se transforma 
finalmente a acetil-CoA  (Crabb et al., 1987) (Figura 1). 
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 Alcohol deshidrogenasa 

La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) es responsable de la oxidación de 
aproximadamente el 90% del alcohol ingerido. Esta enzima tiene una amplia 
especificidad de sustrato, oxidando alcoholes primarios y secundarios. Se localiza en la 
fracción citosólica de la célula  (Cederbaum, 2012). Es abundante en el hígado, aunque 
se ha encontrado en pequeñas proporciones en el tracto gastrointestinal, y en el riñón. 
Ha sido ampliamente estudiada, la estructura de la enzima aislada de hígado de caballo, 
fue resuelta mediante cristalografía de rayos-X en el año 1973 por Branden y cols.  
(Brändén et al., 1973). Es un dímero compuesto de subunidades de 40 kDa, cada una 
conteniendo dos átomos de zinc. En el caso humano se han observado varias isoenzimas 
para la ADH, codificadas en 3 loci, llamadas ADH1, ADH2 y ADH3, agrupadas como ADHs 
de clase I  (Smith et al., 1971). Además, se han encontrado polimorfismos en ADH2 y 
ADH3. El locus ADH1 codifica la cadena α, mientras que el locus ADH2 posee 3 alelos que 
codifican las cadenas β1, β2 y β3. ADH3 existe como dos alelos que codifican las cadenas 
γ1 y γ2  (Crabb et al., 1987). 

El control de la actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa es complejo, debido a: la 
disociación del NADH producido es un paso limitante de la velocidad; además, la catálisis 
está sujeta a inhibición por los productos NADH y acetaldehído. También está sujeto a 
inhibición por sustrato a altas concentraciones de etanol. 
 

La enzima catalasa localizada en los peroxisomas oxida el etanol a través de la conversión del peróxido de 
hidrógeno a agua. El sistema microsomal de oxidación del etanol (MEOS) está localizado en el retículo 
endoplásmico y compuesto principalmente por el citocromo P450 2E1 inducible [CYP2E1]. La enzima 
alcohol deshidrogenasa (ADH) localizada en el citosol es la principal metabolizadora de etanol, mediante 
la reducción de NAD+ a NADH en una reacción reversible. Luego, el acetaldehído es convertido a acetato 
principalmente por la enzima mitocondrial ALDH2. 

 
  

Acetaldehído Etanol Acetato 
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ADH 
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(mitocondria) 

NAD
+
 NADH 
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H2O2 H2O 

NADPH NADP
+
 

(microsomas) 
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+
 NADH 
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Figura 1. Metabolismo del etanol 
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 ADH clase I 

Existen 3 genes ADH1, ADH2 y ADH3 que codifican para las siguientes subunidades: α 
(ADHIA), β1, β2 y β3 (ADHIB), γ1 y γ2 (ADH1C). Estas diferentes subunidades y formas 
polimórficas se combinan para producir una variedad de homo y hetero dímeros. (ej. αα, 
β1β1, αβ2). Se encuentran principalmente en el hígado y son las mayores responsables 
de la oxidación del alcohol debido a que poseen una KM menor que 5 mM  (Lands, 1998). 
En una nueva clasificación se han agrupado en 5 clases distintas, designadas ADH1 a 
ADH5, debido a sus características estructurales y cinéticas. Los genes humanos que 
codifican las subunidades peptídicas α, β1, β2, β3, γ1, γ2, π, χ, y μ (o llamada σ) son 
designadas como ADH1A (anterior ADH1), ADH1B*1 (anterior ADH2*1), ADH1B*2 
(anterior ADH2*2), ADH1B*3 (anterior ADH2*3), ADH1C*1 (anterior ADH3*1), ADH1C*2 
(anterior ADH3*2), ADH2 (anterior ADH4), ADH3 (anterior ADH5) y ADH4 (anterior 
ADH7), respectivamente. La ADH5 (anterior ADH6) codifica un polipéptido al cual no se 
le ha asignado una letra del alfabeto griego  (Cederbaum, 2012). 

 
Tabla 1. Constantes cinéticas de las isoenzimas humanas de ADH del hígado. 
Adaptado de  (Cederbaum, 2012). 

Constante αα β1β1 β2β2 β3β3 γ1γ1 γ2γ1 ππ 

KM NAD+ (µM) 13 7,4 180 530 7,9 8,7 14 
KM etanol (mM) 4,2 0,049 0,94 24 1 0,63 34 
Ki 4-metil-pirazol 
(µM) 

1,1 0,13 - 2,1 0,1 - 2000 

Vmáx (min-1) 27 9,2 400 300 87 35 20 
pH (óptimo) 10,5 10,5 8,5 7,0 10,5 10 10,5 

 

La clase I de las isoenzimas de ADH realiza el rol principal en la oxidación del alcohol. La 
habilidad de formar isoenzimas, con diversas propiedades cinéticas, contribuye 
probablemente a la gran variabilidad que existe en la población humana para metabolizar 
el etanol. La fuerte sensibilidad de la clase I a la inhibición por pirazol explica la poderosa 
inhibición del metabolismo del alcohol por estos agentes  (Cederbaum, 2012). 
 

 ADH clase II y III  

Se reconocieron dos loci adicionales al preparar extractos de hígado de pacientes que 
murieron repentinamente, los genes ADH4 y ADH5 que codifican las cadenas π y χ 
respectivamente. ADH π se ha designado como ADH clase II y ADH χ como clase III  (T. 
K. Li et al., 1977; Wagner et al., 1984). No se han observado polimorfismos en estos loci  
(Crabb et al., 1987).  

Los genes ADH4 producen homodímeros ππ en el hígado y en menor proporción en 
riñones, pulmones y está también presente en la mucosa gástrica, por lo que podría 
actuar como paso previo a la metabolización hepática del etanol. La generación local de 
acetaldehído en el estómago puede ser el responsable de la gastritis erosiva aguda 
inducida por el consumo de alcohol. La alta KM de esta enzima con el alcohol hace que 
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esta enzima sea importante para el metabolismo a altas concentraciones de alcohol  
(Cederbaum, 2012). 

El gen ADH5 produce homodímeros χχ. Esta isoenzima está distribuida en varios tejidos 
y tiene una KM aún más alta para el alcohol (>2 M)  (Cederbaum, 2012), por lo que 
probablemente casi no participa en la eliminación del etanol  (Crabb et al., 1987). 

 ADH clase IV 

El gen ADH7 codifica la subunidad σ, la cual es eficiente oxidando retinol a retinal. Esta 
forma está presente en el estómago. 

 ADH clase V 

El producido por el gen ADH6 está presente en hígado y estómago, pero la proteína no 
ha sido caracterizada  (Cederbaum, 2012). 

Las formas polimórficas de ADH (clase I ADH1B, ADH1C) varían en distintos grupos 
raciales como se muestra en la Tabla 2. A la fecha, no existen asociaciones claras entre 
las isoenzimas ADH y el desarrollo de enfermedades al hígado debidas al alcoholismo o 
a la propensión al consumo de alcohol. Estudios que han investigado la asociación entre 
el alcoholismo y el daño al hígado inducido por alcohol con polimorfismos en ADH2, 
ADH3, CYP2E1 y ALDH2 no son concluyentes. Un gran meta-análisis  (Zintzaras et al., 
2006) muestra que los portadores de los alelos ADH1B*1 y ADH1C*2 (las ADHs menos 
metabolizadoras de etanol) y el alelo altamente activo ALDH2*1 tienen un aumento en el 
riesgo de alcoholismo, estos hallazgos reflejan la baja acumulación de acetaldehído [26]. 
ALDH2*1 es un factor protector del daño hepático porque remueve el acetaldehído que 
es tóxico. Ni el polimorfismo en ADH2 o ADH3 fueron implicados en el desarrollo de 
enfermedades al hígado. Variantes alélicas de CYP2E1 no están involucradas en 
determinar el riesgo de alcoholismo o de enfermedades hepáticas. Más investigaciones 
son requeridas en este aspecto  (Cederbaum, 2012). 
 
Tabla 2. Frecuencia de los alelos ADH en poblaciones de distintas razas. 
Adaptado de  (Cederbaum, 2012). 

 ADH1B*1 
(%) 

ADH1B*2 
(%) 

ADH1B*3 
(%) 

ADH1C*1 
(%) 

ADH1C*2 
(%) 

Americanos blancos >95 <5 <5 50 50 
Europeos blancos 85 15 <5 60 40 
Japoneses 15 85 <5 95 5 
Americanos negros 85 <5 15 85 15 

 

Estas isoenzimas poseen distintas frecuencias en diferentes poblaciones y diversos 
parámetros cinéticos ADH. 
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 Catalasa 

La enzima catalasa contiene un grupo hemo y se encuentra en los peroxisomas de las 
células. Cumple un rol fundamental en la conversión de grupos oxidantes a moléculas 
menos reactivas, por lo que se considera una enzima antioxidante, principalmente 
cataliza la remoción del peróxido de hidrógeno H2O2, pero también puede oxidar el 
alcohol (Figura 1). Esta vía de metabolización es limitada por la concentración de H2O2 
presente en la célula en condiciones fisiológicas, por lo que oxida solo el 2% del etanol, 
su rol en la oxidación del alcohol en el hígado es insignificante  (Cederbaum, 2012).  

Los efectos producidos por el etanol en el sistema nervioso central están mediados por 
el acetaldehído, pero el acetaldehído sistémico producido en el hígado prácticamente no 
atraviesa la barrera hematoencefálica. En el tejido cerebral no se expresa la enzima ADH, 
por lo que la responsable de la oxidación del etanol hacia acetaldehído es la catalasa, la 
cual se encuentra distribuida en los peroxisomas de todo el cerebro. El acetaldehído 
derivado de la oxidación dependiente de catalasa en el cerebro tendría un rol importante 
en el desarrollo de tolerancia al alcohol, al consumo voluntario de etanol y a los refuerzos 
positivos del consumo, quizás por la interacción con catecolaminas, produciendo varios 
productos de condensación  (Karahanian et al., 2011; Morales et al., 2013; Quintanilla et 
al., 2012, 2016). 

  Oxidación microsomal (citocromo P450) 

Citocromo P450s son una familia de enzimas involucradas en la oxidación de esteroides, 
ácidos grasos y numerosos xenobióticos. Se encuentra en altos niveles en el hígado, 
principalmente en el retículo endoplásmico (fracción microsomal). Algunos P450s se 
encuentran también en la mitocondria. Existen muchas isoenzimas de P450, más de 100 
familias de genes han sido identificadas y están organizadas según su homología. 
CYP2E1 es la isoenzima que tiene la más alta actividad para oxidar alcohol hacia 
acetaldehído. Además de etanol, CYP2E1 puede oxidar muchos otros compuestos 
incluyendo acetona, bencenos y otros alcoholes. 

La KM de CYP2E1 para el alcohol es 10 mM, 10 veces mayor que la KM de ADH para 
etanol, pero aún se mantiene dentro de los rangos alcanzados en bebedores sociales. A 
bajas concentración de alcohol CYP2E1 realiza un 10% de la oxidación total de alcohol 
en el hígado, pero dado su alta KM la contribución a la degradación de etanol aumenta a 
medida que aumenta la concentración de éste (Lu et al., 2008). 

Muchas P450s son inducidas por sustrato, lo que permite la remoción de compuestos 
xenobióticos. Los niveles de CYP2E1 están aumentados en casos de administración 
crónica de etanol, por lo que es importante en pacientes alcohólicos. Se han identificado 
13 polimorfismos diferentes para CYP2E1, los que podrían ser importantes factores de 
riesgo para la carcinogénesis o ciertas toxinas, sin embargo no hay evidencias que 
relacionen estos polimorfismos con la frecuencia de daño hepático  (Cederbaum, 2012). 



  

9 

  

Los ciclos catalíticos producidos por CYP2E1 producen una gran cantidad de especies 
reactivas del oxígeno como radicales superóxido y peróxido de hidrógeno, lo que podría 
contribuir a los daños hepáticos producidos por estrés oxidativo  (Lu et al., 2008). 

 Aldehído deshidrogenasa 

Aldehídos endógenos son formados durante el metabolismo de aminoácidos, 
carbohidratos, lípidos, aminas biogénicas, vitaminas y esteroides. Además la 
biotransformación de un gran número de drogas y agentes ambientales genera 
aldehídos. Los aldehídos son compuestos electrofílicos altamente reactivos que 
interactúan con grupos tiol y amino, lo que genera desde efectos fisiológicos y 
terapéuticos hasta citotoxicidad, genotoxicidad y mutagénesis o carcinogénesis. En este 
aspecto las enzimas ALDH oxidan eficientemente y en la mayoría de los casos detoxifican 
una cantidad significante de aldehídos químicamente diversos. 16 genes que codifican 
para enzimas ALDH y 3 pseudogenes han sido identificados en el genoma humano en 
distintos cromosomas. Los polimorfismos en genes codificantes de enzimas ALDH 
humanas evidencian la importancia en las rutas de decodificación de estas enzimas, 
generando metabolismos alterados y enfermedades. Polimorfismos en aldh2 son 
caracterizados por una disminución del metabolismo del acetaldehído, bajo riesgo de 
alcoholismo y un aumento en el riesgo de cáncer inducido por el consumo de alcohol  
(Sophos et al., 2001).  

La mayor parte del acetaldehído producido en el metabolismo del etanol es oxidado por 
isoenzimas de la enzima aldehído deshidrogenasa, las cuales se pueden clasificar según 
su KM para el acetaldehído. La mayoría de las isoenzimas están en la mitocondria, en la 
fracción microsomal y en el citosol. La mitocondria contiene una ALDH con baja KM en la 
matriz (ALDH clase II) y una ALDH de alta KM en la membrana externa, los microsomas 
contienen una ALDH de alta KM mientras que el citosol contiene una con KM intermedia 
(ALDH clase I) y una de alta KM (ALDH clase III). El acetaldehído también puede ser 
oxidado por la enzima aldehído oxidasa, xantina oxidasa o por CYP2E1, pero estas vías 
solo metabolizan una pequeña fracción del etanol ingerido. La ALDH mitocondrial de baja 
KM oxida la mayor parte del acetaldehído, aunque en el hígado humano se ha descrito 
que la ALDH citosólica de clase I puede contribuir  (Cederbaum, 2012).  

 Aldehído deshidrogenasa 2 (ALDH2) 

Esta isoenzima juega el papel más importante en la oxidación de acetaldehído in vivo, 
basado en su baja KM (<5 μM)  (Lands, 1998), facilitando una rápida eliminación del 
acetaldehído. El alelo más frecuente en la población es ALDH2*1. El alelo ALDH2*2 tiene 
una mutación dominante simple (G/CA/T) en el exón 12 causando una sustitución 
E487K (Vasiliou et al., 2000), lo que causa una disminución en la afinidad por el cofactor 
NAD+, resultando en una inactivación catalítica de la enzima  (Farres et al., 1994). Este 
alelo es frecuente, pero confinado a los individuos asiáticos. Esta enzima inactiva se 
puede encontrar entre un 15% a un 40% de la población del este de Asia  (Chen et al., 
1999). Cuando estos individuos consumen etanol, los niveles de acetaldehído en la 
sangre son entre 5 a 20 veces mayores que en los individuos que cuentan con el alelo 
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activo de la ALDH2  (Cederbaum, 2012) y exhiben el “síndrome de aversión al alcohol”  
(Peng et al., 2009). 

Los individuos heterocigotos ALDH2*1/ALDH2*2 presentan un 15 % de actividad con 
respecto a aquellos homocigotos ALDH2*1/ALDH2*1  (Xiao et al., 1996). Si los individuos 
son homocigotos para el alelo ALDH2*2 son virtualmente abstemios  (Ocaranza et al., 
2008) y presentan una prevalencia 75 – 90% menor que aquellos que portan solo la 
isoenzima activa ALDH2*1  (Thomasson et al., 1991). Un estudio realizado en individuos 
de origen asiático nacidos en Estados Unidos o Canadá muestra que los heterocigotos 
consumen dos tercios menos alcohol que homocigotos ALDH2*1 y que los homocigotos 
ALDH2*2 son prácticamente abstemios  (Tu et al., 1995). 

En general la capacidad de la enzima ALDH2 para remover el acetaldehído excede a la 
capacidad de producir acetaldehído, por lo tanto los niveles circulantes de éste son 
usualmente bajos. El consumo crónico de alcohol disminuye la oxidación del acetaldehído 
debido a una disminución en la actividad de la ALDH2 o por una alteración de la función 
mitocondrial y además se aumenta su producción debido a una adaptación metabólica  
(Cederbaum, 2012).  

También la enzima ALDH2 puede interactuar con compuestos exógenos de manera no 
catalítica como el acetaminofén (paracetamol), esta unión covalente resulta en una 
disminución en la actividad catalítica de la enzima, lo que contribuye a una función 
mitocondrial disminuida observada después de la administración de este medicamento  
(Vasiliou et al., 2000). 

La base de la acción de ciertas drogas para la aversión al alcohol como el disulfiram o 
cianamida es inhibir la ALDH2. La acumulación resultante de acetaldehído causa una 
variedad de efectos molestos como nauseas, sudoración, vómitos y aumento de la 
frecuencia cardiaca  (Cederbaum, 2012).  
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1.5 Tratamientos para el alcoholismo 

El tratamiento para el alcoholismo depende del historial de la persona, su decisión de 
recuperarse y su entorno  (Pettinati et al., 2005). Este comienza con una etapa de 
desintoxicación alcohólica para luego desarrollar una reducción substancial de su 
ingesta. Para lograr este objetivo es necesario apoyo de familia y amigos, terapia 
sicológica y farmacológica (Tabla 3). Uno de los grandes problemas de todas las 
intervenciones farmacológicas es la poca adherencia al tratamiento, especialmente en un 
paciente alcohólico, provocando en muchos casos que retomen el consumo. Solo tres 
medicamentos han sido aprobados por la FDA (Food Drug Administration) para el 
tratamiento de la dependencia de alcohol, pero son adecuados solamente para un 20% 
de los pacientes  (Jung et al., 2006; National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism, 
2014; Zindel et al., 2014) 
 
Tabla 3. Medicamentos para tratar la dependencia de alcohol. 
Adaptado de  (Miller et al., 2011). 
 

 
Aprobado 

FDA 

Evidencia 

clínica 

Recomendaciones  

clínicas 

Disulfiram Si Baja No se recomienda su uso rutinario  

Naltrexona 
Si Buena 

Deben ser utilizados en conjunto con 

terapia sicológica Acamprosato 

Inhibidor de la 

recaptación de 

serotonina 

No Insuficiente 
Recomendada para pacientes con 

desórdenes depresivos. 

Ondansetrona 

No Insuficiente 

Recomendada para reducir la 

frecuencia de consumo y aumentar el 

periodo de abstinencia. 

Topiramato 

 

 

 Acamprosato 

Este medicamento se utiliza para reducir la ansiedad en un paciente que se encuentra 
en abstinencia de consumo de alcohol, fue aprobado por la FDA en el año 2004. Actúa 
restaurando el balance de las neuronas glutaminérgicas que se han vuelto hiperexcitadas 
por el abuso del alcohol, específicamente bloquean el receptor glutaminérgico-N-metil-D-
aspartato (NMDA) y activan el receptor de ácido γ-aminobutírico tipo A. Su uso resulta en 
la disminución de los síntomas de la privación alcohólica, incluyendo insomnio, inquietud 
y ansiedad, síntomas que podrían hacer que el paciente tenga una recaída  (Miller et al., 
2011). La vida media de este medicamento es de 12 h, pero deben administrase 3 dosis 
diarias  (Center for Substance Abuse Treatment, 2009a). 
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 Naltrexona 

Es un antagonista de los receptores de endorfinas, disminuyendo la liberación de 
dopamina. La dopamina conduce a los efectos de recompensa (placenteros) del consumo 
de alcohol, por lo que se cree que reduce los deseos por consumirlo  (Litten et al., 1996). 
Se utiliza en conjunto con terapia psicosocial  (Miller et al., 2011). En 1994 la FDA aprobó 
su uso en el tratamiento de pacientes alcohólicos. Sin embargo, algunos estudios clínicos 
han mostrado que la terapia con Naltrexona es más efectiva que el placebo, pero no más 
efectiva que la terapia sicológica por sí sola y que los efectos no se ven aumentados al 
combinar ambos  (Williams et al., 2008). Se requiere administrar una dosis diaria en el 
caso de Naltrexona oral y existe una solución inyectable de un mes de duración  (Center 
for Substance Abuse Treatment, 2009b, 2009c) 

 Disulfiram 

Es un medicamento aprobado por la FDA que se usa desde los años 40. Su principal 
modo de acción es como un agente aversivo, debido a que inhibe de manera inespecífica 
a las enzimas aldehído deshidrogenasas (debido a la interacción con los grupos 
sulfihidrilos de la enzima  (Vallari et al., 1982)) y bloquea el metabolismo del acetaldehído, 
por lo que este se acumula en la sangre imitando el fenotipo asiático y causa efectos no 
placenteros si se ingiere alcohol como: sudoración, dolor de cabeza, hipotensión, 
palpitaciones, nauseas, vómitos, etc. La asociación de estos síntomas con el consumo 
de alcohol reducen los deseos de ingerir alcohol  (Johnson, 2008). 

Lamentablemente, la vida media del disulfiram es de 10 h, por lo que se necesita una 
administración periódica del fármaco para mantener inhibida a la ALDH2  (“Antabuse 
(disulfiram) Data Sheet,” 2017). Esto representa un inconveniente, pues los pacientes 
que quieren beber simplemente abandonan el tratamiento  (Johnson, 2008). Este 
medicamento modifica otras proteínas además de la ALDH y produce reacciones 
adversas, las más frecuentes son hepáticas, luego neurológicas, cutáneas, psiquiátricas, 
entre otras  (Fuller et al., 2004). Se ha intentado desarrollar un mecanismo de entrega 
prolongada del disulfiram utilizando pellets, sin embargo, estudios clínicos de su 
eficiencia han demostrado que no tiene mejor efecto que los placebos  (Johnsen et al., 
1991). 

En la actualidad, su uso se ha reducido por sus efectos secundarios y por el bajo 
cumplimiento de los pacientes, debido a esto solo a un 10% de los pacientes les recetan 
disulfiram  (Mark et al., 2003). 
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 Alternativas no farmacológicas 

Para enfrentar el alcoholismo se han buscado otras alternativas mediante el uso de 
terapia génica: el estudio de Garver y cols. (2001) muestra la prueba de principio que la 
inhibición específica de la expresión de la ALDH2 puede ser usada para imitar el fenotipo 
asiático de aversión al alcohol. Utilizando un oligo desoxiribonucleótido fosforotioato 
sintético antisentido contra el ARNm aldh2. En ratas deprivadas de agua se redujo la 
actividad de la ALDH2 entre un 30 a 40% y se aumentó en 4 veces el nivel de 
acetaldehído en la sangre, además se redujo en un 62% el consumo de alcohol  (Garver 
et al., 2001). Sin embargo, esta terapia tiene como limitante la vida media del antisentido 
que es sólo de 50 horas  (Zhang et al., 1996), por lo que una inhibición a largo plazo del 
consumo de etanol es difícil de alcanzar. 

Para lograr una inhibición a largo plazo del consumo de alcohol se busca reducir los 
niveles de la enzima ALDH2, con la administración de vectores virales que codifiquen 
moléculas de ARN antisentido anti aldh2, inhibiendo la expresión del gen aldh2. Luego 
de la administración de estos vectores la expresión de sus genes puede durar desde 
semanas a meses  (Morral et al., 1999).  

En el estudio de Karahanian y cols. (2005) mostraron que un antisentido anti aldh2 
entregado por un vector adenoviral redujo en un 65% la actividad de la enzima ALDH2 
en un cultivo de células de hepatoma de rata (H4-II-E-C3), aumentando 8 veces los 
niveles de acetaldehído en la sangre con respecto al control  (Karahanian et al., 2005). 
Luego en otro estudio de Ocaranza y cols. (2008) la estrategia descrita por Karahanian y 
cols. (2005) se probó en ratas Wistar criadas como bebedoras de alcohol (UChB: 
Universidad de Chile Bebedoras (Quintanilla et al., 2006)). Mediante una inyección 
intravenosa de un vector adenoviral que transporta antisentido anti- aldh2, se redujo la 
actividad de la ALDH2 hepática en un 85% y se inhibió el consumo voluntario de etanol 
en un 50% durante 34 días  (Ocaranza et al., 2008). 

Un estudio reciente de Sapag y cols. (2016) diseñaron hairpin ribozymes para reducir el 
consumo voluntario de alcohol en un modelo de dependencia de alchol en ratas, las 
ribozimas diseñadas tienen como blanco de acción el mRNA de ALDH2. Las ribozimas 
fueron entregadas por un vector adenoviral en las ratas bebedoras y su consumo 
disminuyó en un 47% y los niveles de acetaldehído se doblaron comparados con el 
control  (Sapag et al., 2016). 

Estos estudios muestran que es posible emplear diferentes herramientas para silenciar 
la expresión de la enzima ALDH2 y así aumentar los niveles de acetaldehído, provocando 
un rechazo al consumo de alcohol. Estos resultados sugieren que la terapia génica es 
una potente herramienta para lograr una reducción del consumo de alcohol prolongada 
en el tiempo y podría ser una alternativa no farmacológica para el tratamiento del 
alcoholismo. 
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1.6 Terapia génica 

La terapia génica comprende el tratamiento de enfermedades genéticas o enfermedades 
adquiridas, mediante la entrega de un ADN codificante de una proteína terapéutica o la 
introducción de un ácido nucleico para interrumpir el ARN mensajero de una proteína 
patogénica. A diferencia de las terapias con medicamentos convencionales, en este caso 
se modifica el genotipo celular y no solo el fenotipo. Se han usado diversas estrategias 
para administrar la terapia en órganos específicos, células específicas o ambas. La 
entrega se logra a través de virus genéticamente modificados y/o interacciones entre 
receptores-ligandos y anticuerpos.  

El desarrollo de una terapia génica comienza con la identificación del gen defectuoso y 
la clonación del gen terapéutico, generalmente se elige el cADN que codifica para la 
proteína completa, pero puede incluir intrones, señales de localización nuclear o señales 
de secreción de proteínas. Además el ADN debe contener secuencias de regulación 
transcripcional, un sitio de inicio de la transcripción, y una secuencia de poliadenilación 
para transcribir y estabilizar el ARNm.  

El gen terapéutico junto con las señales requeridas es clonado en un plasmidio, el cual 
debe ser transportado por un “vector de entrega”. Este debe entrar a la célula blanco ya 
sea por la membrana plasmática o por un receptor específico. El ADN debe llegar al 
núcleo de la célula para ser procesado por las enzimas celulares y luego transcrito y 
traducido. La proteína producida puede actuar intracelularmente, como proteína de 
membrana o como proteína secretada. Se debe medir la eficiencia de la transferencia del 
gen terapéutico, cuantificando el ARNm, la cantidad de proteína y la eficiencia terapéutica  
(Wecker et al., 2010). 

La terapia génica también se puede usar para interrumpir la traducción de un ARNm 
específico. En general estas terapias funcionan uniéndose al ARNm blanco y/o 
degradándolo mediante un antisentido o un ARN interferente (ARNi)  (Wecker et al., 
2010). 

Los oligos antisentido son secuencias de hebra simple de entre 12 a 28 nucleótidos, 
modificados químicamente para aumentar su vida media. La unión de estos antisentidos 
al ARN complementario resulta en una degradación del ARN blanco por la enzima 
ARNsaH y una endoribonucleasa que reconoce el heteroduplex ARN-ADN, con lo que el 
ARN es degradado y la expresión de la proteína reducida, sin embargo una gran cantidad 
de oligonucleótidos son requeridos para un silenciamiento eficiente  (Wecker et al., 2010). 

El sistema de silenciamiento con ARNi toma ventaja de la maquinaria celular endógena: 
secuencias de doble hebra de ARN se diseñan para entrar a la célula y ser cortadas en 
“short interfering RNA” (siRNA) por la enzima DICER. Alternativamente siRNA sintéticos 
pueden ser entregados directamente a la célula, en este caso las moléculas de siRNA 
están unidas por un grupo de proteínas llamadas complejo de silenciamiento inducido por 
ARN (RISC). Las proteínas RISC desenrollan el siRNA y el ARN de hebra simple se une 
a un ARNm específico. RISC corta el ARNm en la región pareada con el siRNA 
antisentido y el ARNm es degradado  (Wecker et al., 2010). Una desventaja de los siRNA 
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es su corta vida media, disminuyendo su capacidad de regular eficientemenre la 
expresión génica. Para prolongar su vida media, “small hairpin RNA” (shRNA) se han 
desarrollado y son procesados endógenamente a siRNAs, entrando al procesamiento por 
RISC  (Bofill-De Ros et al., 2016). 

 Pre-requisitos de la terapia génica 

La aplicación de la terapia génica requiere de varias consideraciones críticas. Primero se 
debe seleccionar una enfermedad que típicamente no responde a tratamientos 
convencionales. Segundo, se debe determinar la base genética de la enfermedad 
identificando el gen que produce la proteína y las posibles mutaciones que este tenga. 
Tercero, la patofisiología de la enfermedad debe ser conocida y se debe estimar la 
duración de la expresión del gen exógeno. Cuarto, se deben tener métodos para la 
detección del ARN, proteína y funcionalidad de la proteína. Quinto, se deben desarrollar 
sistemas in vitro e in vivo para probar la eficacia de la transferencia genética, lo que en 
general requiere un modelo animal de la enfermedad. Finalmente se deben producir 
grandes cantidades del vector de grado farmacéutico  (Wecker et al., 2010). 

 Genes integrados en cromosomas 

La principal ventaja de un gen que se integra en un cromosoma es que este se puede 
perpetuar luego de la replicación celular. La progenie celular también contendrá los genes 
introducidos, logrando una expresión estable de larga duración. Esta estrategia se puede 
utilizar para tratar células que están en división activamente, por ejemplo en células 
madres (no diferenciadas), como resultado se obtiene una población de células las que 
se pueden auto-renovar o madurar hacia un tejido específico. Una alta eficiencia en la 
transferencia del gen terapéutico en células madres y una expresión estable, puede 
proveer la posibilidad de curar un desorden genético. Por otra parte, la inserción ocurre 
de forma aleatoria, por lo que podría no expresarse el gen si se integra en una región de 
heterocromatina condensada, en otros casos la integración del gen terapéutico podría 
interrumpir un gen crucial para la célula, lo que puede generar la muerte celular o podría 
interrumpir un gen encargado de la oncogénesis, produciendo proliferación 
descontrolada. La terapia génica ex vivo ofrece la posibilidad de seleccionar las células 
en que la integración cromosomal haya sido exitosa, amplificándola en cultivos celulares 
y monitorear su fenotipo, antes de transferir de vuelta las células al paciente  (Strachan 
et al., 1999).  

 Genes episomales 

Otros sistemas de transferencia génica están diseñados para que los genes transferidos 
permanezcan como elementos extracromosomales y se expresen en altos niveles. Si la 
célula está en división activamente, los genes transferidos pueden no segregarse 
igualmente a las células hijas, por lo que la expresión estable a largo plazo puede ser un 
problema. Por lo que este tipo de terapia no es útil para tratar desordenes genéticos. Sin 
embargo, para algunas enfermedades no es necesaria la expresión estable, tales como 
terapias contra el cáncer, en las cuales se busca atacar un tipo de célula en particular 



  

16 

  

durante un tiempo determinado, una vez que las células malignas son eliminadas, el gen 
terapéutico no sigue siendo necesario  (Strachan et al., 1999). 

1.7 Vehículos para transferencia génica 

Existen diversos medios para incorporar el gen terapéutico a la célula blanco, se clasifican 
principalmente en virales y no virales (Figura 2). El ADN terapéutico que transfecta una 
célula por medio no viral, es subclonado en un plasmidio, por lo que grandes cantidades 
de plasmidio deben ser producidas y purificadas. Los métodos tradicionales para la 
transferencia in vitro de plasmidio mediante micro inyecciones, co-precipitación del ADN 
con fosfato de calcio y electroporación. Estas técnicas funcionan experimentalmente, 
pero son poco eficientes en cultivos primarios, por lo que es difícil usarlas para terapias 
in vivo. Se han realizado mejoras utilizando plasmidios en liposomas o plasmidios unidos 
a complejos ligando/receptor, anticuerpos o nano partículas. Los vectores virales son 
diseñados para reconocer receptores específicos para la entrada la célula y utilizan la 
maquinaria celular para la transcripción y traducción del gen  (Strachan et al., 1999; 
Wecker et al., 2010). 
 

 

 

 
Figura 2. Vectores usados en terapia génica 
Distribución porcentual de los distintos métodos usados como vectores para terapia génica (traducida de 
http://www.abedia.com/wiley/vectors.php 2016). 
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 Vehículos basados en plasmidios 

 Plasmidios ADN 

 Los plasmidios presentan baja toxicidad, es una técnica simple, pero entran a la célula 
con baja eficiencia. De todas maneras se ha mejorado su eficiencia uniendo los 
plasmidios a moléculas que permiten el ingreso a la célula mediante endocitosis. Esta 
técnica se usa principalmente para estudios in vitro  (Wecker et al., 2010). 

 Liposomas 

Son agregados lipídicos que unen ADN, oligonucleótidos o shRNA y entran a la célula 
mediante la fusión con la membrana celular o por endocitosis. Existen diversos tipos de 
liposomas (monocapas, multicapas, neutros o cargados) y su eficiencia de transducción 
depende del tejido blanco. Se han combinado liposomas con anticuerpos o ligandos de 
receptores específicos para aumentar su eficiencia. Las ventajas de los complejos ADN-
liposomas es que se pueden transferir secuencias largas de ADN y que la producción y 
purificación a gran escala es simple y que poseen baja toxicidad. Sin embargo, la 
transferencia con liposomas es menos eficiente que la transferencia mediante vectores 
virales  (Strachan et al., 1999; Wecker et al., 2010). 

 Vectores Virales 

Ningún sistema de transferencias de genes es ideal, cada uno tiene sus limitaciones y 
ventajas, sin embargo, los vectores virales se han preferido como vehículos de 
transferencia génica debido a su alta eficiencia para transducir células humanas  (Wecker 
et al., 2010). 

  Vectores oncoretrovirales 

Retrovirus son virus de ARN que poseen una transcriptasa reversa, la cual sintetiza ADN 
a partir de ARN. Luego de infectar a la célula blanco los retrovirus liberan un complejo de 
nucleoproteínas (complejo de pre-integración) en el citoplasma de la célula infectada, 
este complejo retro-transcribe el ARN viral y el ADN resultante se integra en un sitio en 
el cromosoma del hospedero. Los retrovirus son muy eficientes transfiriendo el ADN en 
las células y debido a que el ADN se integra se propaga establemente ofreciendo la 
posibilidad de una cura permanente para una enfermedad. Debido a estas propiedades 
los retrovirus fueron considerados como los vehículos más prometedores para la entrega 
de genes  (Warnock et al., 2014). Sin embargo podrían ocasionar mutagénesis 
insercional. 

Los vectores retrovirales usados tradicionalmente en terapia génica son derivados de 
retrovirus (oncoretroviruses) por ejemplo virus de leucemia murina. Todos los genes 
virales son removidos del virus, por lo que este no se puede replicar. Soportan insertos 
de hasta 8 kb. Sólo pueden transducir células en división, debido a que el complejo de 
pre-integración sólo puede interactuar con el núcleo cuando la membrana nuclear es 
fragmentada durante la división celular. Su uso se limita a ciertos tejidos celulares como 
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células sanguíneas y células del tracto gastrointestinal. La propiedad de infectar solo 
células en continua división puede ser beneficial para la terapia génica contra el cáncer 
de tejidos que normalmente poseen células con baja proliferación, las células 
cancerígenas que están en continua división pueden ser atacadas selectivamente sin 
dañar los tejidos normales  (Strachan et al., 1999).  

 Vectores adenovirus 

Los adenovirus son virus de ADN que producen infecciones en el tracto respiratorio 
superior y que tienen tropismo natural al epitelio respiratorio, las corneas y el tracto 
gastrointestinal, son el sistema de entrega más usado en ensayos clínicos. Sus ventajas 
son que altos títulos pueden ser producidos en cultivos, pueden infectar un amplio rango 
de tipos celulares, incluyendo células que no están en división. La entrada a la célula 
sucede mediante endocitosis por receptor (Figura 3), la eficiencia de transducción es muy 
alta y aceptan insertos de hasta 35 kb  (Warnock et al., 2014; Wecker et al., 2010).  

Sin embargo, el ADN no se integra en el genoma celular por lo que la expresión de los 
genes insertados sólo se realiza por un corto periodo de tiempo. La primera generación 
de adenovirus recombinantes usados en fibrosis quística muestran que la expresión 
declina después de 2 semanas y es imperceptible luego de sólo 4 semanas. Como los 
adenovirus pueden infectar casi cualquier tipo celular pueden plantear un riesgo en 
algunas terapias que están diseñados para matar células cancerosas sin causar toxicidad 
para las células normales circundantes. Además, los vectores de adenovirus de primera 
generación pueden generar respuestas inmunes no deseadas, causando la inflamación 
crónica  (Warnock et al., 2014; Wecker et al., 2010). 

Muchas de estas dificultades han sido abordadas mediante el diseño de adenovirus de 
segunda generación, en los que todos los genes adenovirales han sido eliminados 
(gutless vectors), por lo que requieren un virus helper para proliferar, dicho virus provee 
ciertas funciones virales en trans (enzimas encargadas de la replicación viral, ensamblaje 
viral) que son esenciales para una infección productiva  (Crystal, 2014). 

El riesgo de una respuesta inmune a estos vectores es menor, esta es una consideración 
importante dada la necesidad de administrar un tratamiento con frecuencia (debido a la 
incapacidad del adenovirus para integrar en el ADN cromosómico). Desafortunadamente, 
la supresión de los genes adenovirales puede también ser contraproducente. La deleción 
de la región E3 elimina la capacidad para codificar una proteína que protege el virus de 
los mecanismos de vigilancia inmune en el huésped. Además, los vectores adenovirales 
plenamente modificados tienen una eficiencia de transducción mucho más bajos  
(Strachan et al., 1999). 
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Figura 3. Adenovirus entran a la célula por endocitosis mediada por receptor  
Las proteínas de la cápside se unen a un receptor específico de la membrana plasmática celular y comienza 
la endocitosis, en la cual la membrana se invagina para formar vesículas intracelulares (endosomas). Las 
proteínas virales desarman las vesículas, permitiendo su escape y posterior migración al entorno nuclear 
donde el ADN viral entra a través del complejo de poro nuclear (Adaptado de Stratchan y cols. 1999 
(Strachan et al., 1999)). 
 

 Vectores de virus Herpex simple 

Los vectores virus Herpex simple (HSV) tienen tropismo hacia el sistema nervioso central 
(SNC) y pueden permanecer durante un tiempo prolongado latentes en neuronas. Tienen 
una capacidad de inserto relativamente alta (>20 kb) y no se integra en el genoma. Las 
potenciales aplicaciones son la entrega de genes en neuronas para el tratamiento de 
enfermedades neurológicas como Parkinson o para tratamiento contra tumores del SNC  
(Strachan et al., 1999). 

 Lentivirus 

La familia de lentivirus, que incluye al VIH (virus de inmunodeficiencia humana) son 
retrovirus complejos que infectan macrófagos y linfocitos. A diferencia de los 
oncoretrovirus, los lentivirus son capaces de transducir células que no están proliferando. 
En el caso del VIH, por ejemplo, el complejo de pre-integración contiene una señal de 
localización nuclear que permite el transporte activo a través de los poros nucleares 
durante la interfase celular. Debido a su capacidad de infectar células que no están en 
división y de integrase en el genoma, se han considerado como una potente herramienta 
para la terapia génica (Naldini, 1998). 
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 Virus adeno-asociados 

Los virus adeno-asociados (AAV) son miembros no-patogénicos de la familia parvovirus. 
Se caracterizan por encapsidar genomas de ADN de hebra simple (ssADN). Su genoma 
linear es de aproximadamente 4,7 kb. En sus extremos posee 145 nucleótidos invertidos 
repetidos (inverted terminal repeat, ITR), que debido a su naturaleza palindrómica se 
pliegan formando una estructura característica de horquilla con forma de T, como se 
observa en la Figura 4 (Gonçalves, 2005). 

 
 
Figura 4. Mapa del genoma de AAV. 
A la izquierda se presenta en forma esquemática el genoma de AAV, los ITR se representan en forma de 
horquilla y las proteínas virales Rep y Cap en azul y rojo respectivamente. A la derecha, se muestra en 
detalle la horquilla formada por un ITR, RBE es la zona de unión a la proteína Rep (encargada de la 
replicación) y trs es el sitio en el cual endonucleasas cortan para formar genomas ssADN. (Adaptado de 
Gonçalves y cols. 2005 (Gonçalves, 2005)). 

A diferencia de otros vectores virales, los AAV nunca han sido asociados con alguna 
enfermedad humana, debido a que su replicación es naturalmente deficiente. Se han 
identificado numerosos serotipos de AAV. Se diferencian entre ellos por las proteínas que 
forman la cápside, la cual es responsable del tropismo viral, la cinética de la infección y 
la inmunogenicidad. El serotipo 2 es el más estudiado y más usado en pruebas 
preclínicas y clínicas, debido a que su genoma fue el primero en ser clonado  (McCarty, 
2008).  

In vivo los vectores AAV del serotipo 2 (AAV2) son particularmente eficientes para infectar 
células diferenciadas como neuronas, miocitos, células retinales, epitelio bronquial y 
hepatocitos, resultando en una expresión del transgen de larga duración en modelos 
animales  (Daya et al., 2008). 

Numerosos estudios clínicos y preclínicos se han realizado utilizando vectores AAV para 
la transferencia de genes, para el tratamiento de diversas enfermedades genéticas como 
la hemofilia, fibrosis quística, enfermedad de Canvas, distrofia muscular, deficiencia de 
α1-antitripsina y amaurosis congénita de Leber dentro de otras. Además se han probado 
en el tratamiento de enfermedades adquiridas como falla cardiaca severa, enfermedad 
de Parkinson y artritis reumatoídea  (Daya et al., 2008; Mingozzi et al., 2011; Nathwani et 
al., 2011) . 
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Se han hecho experimentos usando vectores híbridos de los serotipos 2 y 8, AAV2/8, en 
los cuales se usa la cápside de un serotipo alternativo, serotipo 8. Aunque los serotipos 
AAV5, AAV8 y AAV2 son similares en capacidad para infectar y expresarse en 
hepatocitos Rhesus, se ha encontrado que la prevalencia de la inmunidad contra AAV8 
es menor que la de los otros serotipos en humanos. Este antecedente es importante 
debido a que la presencia de anticuerpos neutralizantes contra AAV disminuye el éxito 
de la infección de hepatocitos. Los AAV8 tienen propiedades biológicas diferentes que 
les permiten desencapsidarse y liberar su genoma más rápido que otros serotipos 
(Davidoff et al., 2005). La capacidad de infección de cada serotipo es relativa al 
tejido/órgano/animal que se quiera infectar, por lo que es importante realizar pruebas 
previas para estimar la eficiencia de transducción, a modo de ejemplo el serotipo 8 tiene 
tropismo al hígado, pero tiene una baja eficiencia de transducción en células humanas 
hepáticas HepG2 (Ellis et al., 2013). 

Sin embargo una infección eficiente, en términos del número de partículas que contengan 
y expresen su genoma en las células infectadas se ve obstaculizada por la necesidad de 
convertir el genoma de ADN de hebra simple (ssADN) en genoma de ADN de doble 
hebra (dsADN) antes de la expresión. Este paso puede ser completamente 
eludido mediante el uso de vectores auto-complementarias (self-complementary AAV, 
scAAV), en el cual el virus se empaca ADN que puede plegarse en forma de dsADN, 
evadiendo la necesidad de síntesis enzimática (Mccarty et al., 2001). 

 Biología del virus adeno-asociado 

Es uno de los virus más pequeños, sin manto y con una cápside icosahédrica de 
aproximadamente 22 nm. Como requieren de otro virus para replicarse se han clasificado 
en un género aparte de la familia Parvoviridae designado Dependovirus. A pesar de la 
alta sero-prevalencia de AAV en humanos (80% son seropositivos para AAV2), el virus 
no se ha relacionado con ninguna enfermedad humana.  

Tiene un genoma de 4,7 kb que posee 145 nucleótidos terminales invertidos repetidos 
(ITR), que forman una estructura secundaria que expone un grupo hidroxilo 3’ libre que 
funciona como partidor para la replicación del genoma viral. El virus no codifica 
polimerasa, por lo que utiliza la polimerasa de la célula hospedera para replicarse. Los 
ITR flanquean dos genes virales rep (replicación) y cap (cápside), que codifican para 
proteínas no-estructurales y estructurales, respectivamente. El gen rep mediante el uso 
de dos promotores p5 y p19 codifican para 4 proteínas reguladoras designadas Rep78, 
Rep68, Rep52 y Rep40. Las Rep78 y Rep68 son proteínas de unión sitio-específicas al 
ADN y participan en el proceso de replicación mediante la interacción con las siguientes 
secuencias: con el elemento de unión a Rep (RBE) y el sitio de resolución terminal (trs) 
ubicadas en los ITRs, además según la presencia o ausencia de un virus helper pueden 
regular la expresión de los genes de AAV. Además actúan como endonucleasas sitio-
específicas y tiene también actividad helicasa y ATPasa, que son compartidas con Rep52 
y Rep40. Estas proteínas están encargadas de la generación y acumulación de genomas 
virales de hebra simple provenientes de intermediarios replicativos de doble hebra  
(Gonçalves, 2005). 
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El gen cap se transcribe desde un promotor único p40 y mediante splicing alternativo 
origina a dos transcritos. El transcrito mayor codifica la proteína virión 1 (VP1), la 
subunidad más grande de la cápside. El ARNm más corto posee un codón de inicio 
inusual (ACG), que se utiliza para generar VP2 y río abajo hay un codón de inicio 
convencional (AUG) que dirige la síntesis de VP3. VP1, VP2 y VP3 tienen una masa 
molecular aparente de 87, 72 y 62 kDa respectivamente y tienen una distribución en la 
cápside con simetría icosahédrica en una proporción de 1:1:10 (Gonçalves, 2005). 

 Infección celular 

El modelo de estudio que se ha utilizado es el serotipo 2 de AAV, los cuales utilizan como 
puerta de entrada el receptor de proteoglicanos heparina sulfato y la internalización del 
virus es ayudada por los co-receptores heterodimeros αvβ5 integrina, por el receptor del 
factor de crecimiento de fibroblastos tipo 1 y por el receptor del factor de crecimiento de 
hepatocitos, c-Met. Estos receptores son los que le otorgan el tropismo al virus.  

Los eventos y procesos que regulan el tráfico de las partículas AAV hacia el núcleo aún 
no están completamente resueltos, pero se propone que las partículas virales se 
internalizan mediante endosomas que debido a su pequeño tamaño pueden entrar al 
núcleo, mediante el complejo de poros nucleares (Gonçalves, 2005) (Figura 5). 

 

 
 
Figura 5. Representación esquemática del ciclo de infección de AAV2 
(1) El virus se une al receptor proteoglicano heparina sulfato (HSPG) de la superficie celular, (2) AAV es 
rápidamente internalizado por vesículas revestidas de clatrina, siguiendo a la endocitosis se inicia el 
movimiento del endosoma y (3) luego de su acidificación el virus es liberado en el citoplasma. (4) 
Lentamente el virus ingresa al núcleo, probablemente mediante el complejo de poro nuclear (CPN). El 
genoma viral es descubierto y comienza la síntesis de ADN de doble hebra para continuar con la 
transcripción y traducción de este. 
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1.7.3.1.1 Rutas líticas y lisogenicas 

Luego de la entrada al núcleo del huésped, AAV puede seguir una de las dos rutas de su 
ciclo de vida: lítica o lisogénica. La primera se desarrolla en células infectadas con un 
virus helper como adenovirus (Ad) o herpex simple virus (SV), mientras que la segunda 
se establece en ausencia de un virus helper.  

Vía lisogénica: cuando una célula se infecta solo con AAV su programa de la expresión 
génica es auto-reprimida y la latencia se produce por integración preferencial del genoma 
del virus en una región de aproximadamente 2 kb en el brazo largo (19q13.3-qter) del 
cromosoma humano 19 designado AAVS1. Para que exista integración se necesita la 
presencia de los ITRs virales y Rep 78 o Rep 68. 

Vía lítica: cuando una célula con una infección latente con AAV es co-infectada con un 
virus helper, el programa de expresión génica de AAV es activado, escindiendo el ADN 
del provirus desde el genoma del huésped mediado por las proteínas Rep, seguido de 
una replicación y empaque del genoma viral. El virus helper induce la lisis celular y los 
viriones son liberados. La inducción del ciclo lítico puede ocurrir en presencia de 
inhibidores metabólicos y/o agentes que dañan el ADN como la radiación UV o 
compuestos genotóxicos (Gonçalves, 2005). 

 Producción y purificación 

Las partículas de AAV recombinante rAAV son generadas principalmente por el método 
de triple transfección. Células son transfectadas con tres plasmidios simultáneamente: 
un plasmidio que contiene el ADN de interés flanqueado por los ITRs virales de 145 
nucleótidos, un segundo plasmidio que exprese en trans los genes virales rep y cap y un 
tercer plasmidio que posea los genes del virus helper necesarios para la replicación y 
empaque del rAAV (genes de Ad: E2A, E4ORF6 y V4). La línea celular productora debe 
expresar los genes de Ad E1A y E1B, siendo la más utilizada la línea HEK-293. Este 
método resulta más eficiente que la co-infección con un virus helper, pero resulta difícil 
de escalar, debido a la dependencia de la transfección celular. El conocimiento de la 
biología del virus ha mejorado el sistema de purificación, por ejemplo con la 
implementación de columnas de afinidad y/o columnas de intercambio iónico (Gonçalves, 
2005; Lucero et al., 2017). 

 Mecanismo de persistencia del vector de ADN 

El ADN entregado por AAV puede persistir por un largo periodo en órganos como el 
hígado o el musculo estriado, lo que se ha demostrado en diversos modelos animales, 
con diversos transgenes sin una toxicidad notable. Por lo que estos vectores son unos 
de los métodos más promisorios para terapia génica en células somáticas, por lo que han 
aumentado su presencia en ensayos clínicos  (Gonçalves, 2005).  

Es importante destacar que los vectores rAAV pierden todos los genes virales por lo que 
su replicación depende de la maquinaria celular del huésped. Finalmente, también es 
importante destacar que la naturaleza del genoma de AAV es de hebra simple, por lo 
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tanto la expresión del transgen ocurriría una vez que este ADN se convierta en un 
templado transcripcionalmente funcional de doble hebra. Estudios muestran que los 
genomas de hebra simple tiene una vida media muy corta dentro de la célula, porque la 
mayoría son reconocidos por enzimas del huésped que reconocen el ADN de hebra 
simple como dañado y son degradados, por lo que la conversión a hebra doble debe 
realizarse rápidamente luego de que el virus desensamble su cápside (Gonçalves, 2005).  

Existen dos vías por las cuales el ADN del rAAV puede convertirse en doble hebra, la 
primera es mediante la síntesis de novo de la hebra complementaria y la segunda vía es 
la complementariedad de hebras de polaridad opuesta, debido a que la progenie viral 
encapsida hebras de polaridad negativa y positiva por igual. Este paso es muy importante 
porque existe una correlación directa entre la acumulación de templado de doble hebra 
con la expresión génica (Gonçalves, 2005). 

 Self complementary AAV 

Investigaciones iniciales sobre los pasos limitantes para la transducción con AAV, 
destacan la importancia de convertir el ADN de hebra simple (ssADN) del vector a ADN 
de doble hebra (dsADN), antes de la expresión génica (Figura 6). Este paso crítico puede 
ser evadido efectivamente a través del uso de vectores self complementary (scAAV). 

Como todos los parvovirus el genoma de AAV es empacado como una molécula ssADN 
con terminales invertidos repetidos palindrómicos que forman una horquilla dsADN en 
cada extremo (Figura 4). Estas sirven como origen de replicación durante la infección y 
como partidores para la ADN polimerasa del huésped, para comenzar la síntesis de novo. 

La necesidad de convertir a dsADN puede ser completamente evadida empacando 
ambas hebras como una única molécula, esto se logra utilizando la tendencia de algunos 
virus para producir genomas diméricos durante el ciclo de replicación de AAV. Si estos 
dímeros son suficientemente pequeños se pueden empacar de la misma manera que los 
genomas de AAV convencionales y las dos mitades de la molécula de ADN de cadena 
simple se pueden plegar y formar una molécula de ADN de doble hebra con la mitad de 
la longitud  (Le Bec et al., 2006). Aunque esto restringe aún más la capacidad viral que 
ya es pequeña, ofrece un aumento sustancial en la eficiencia y la velocidad de la 
expresión transgénica, debido a la conversión independiente de la maquinaria de la célula 
huésped a dsADN (McCarty, 2008; Mccarty et al., 2001). 

Los primeros estudios al respecto revelaron que si el largo del ADN recombinante era 
menos de la mitad que el del genoma wild type AAV, se podía empacar dentro del virus 
en forma de ADN de doble hebra (Mccarty et al., 2001). Luego se dilucidó que además 
del largo del gen recombinante, era necesario generar una mutación en el genoma viral, 
específicamente en la secuencia trs contenida en los ITRs virales (McCarty et al., 2003) 
(Figura 4).  

La secuencia trs es reconocida por la endonucleasa viral Rep, la cual corta la secuencia 
trs del ITR río abajo, generando el genoma wild type AAV de hebra simple (ssADN), los 
genomas de doble hebra son generados cuando la endonucleasa Rep es incapaz de 
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cortar el trs, por lo que al eliminar o mutar esta secuencia de uno de los ITRs virales, la 
enzima Rep no puede realizar su acción, generando los self-complementary AAV, scAAV  
(McCarty, 2008) (Figura 7). 

La mayor ventaja es que los genomas scAAV se pliegan rápidamente después de 
desempacarse comenzando desde el ITR que se encuentra en el centro del genoma. 
Esto forma una horquilla de doble hebra con un ITR cerrado covalentemente a un extremo 
y dos ITR abiertos en el otro extremo. La molécula plegada imita la estructura del AAV 
convencional después de la conversión a doble hebra, siendo permisivo para una 
transcripción activa (Figura 6). 

 
 
Figura 6. Genoma ssAAV y scAAV 
El vector convencional (4,7 kb) contiene dos ITR flanqueando el cassette de expresión. El vector scAAV 
tienen una mutación en el sitio trs de uno de los ITR y el otro ITR está intacto, produciendo un genoma viral 
con la mitad del tamaño (2,3 kb). La conversión del genoma viral de hebra simple a hebra doble por factores 
nucleares es la etapa limitante en la eficiencia de infección de rAAV, esta conversión no es requerida en 
los vectores scAAV. Adaptado de (Le Bec et al., 2006). 
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El rendimiento en la obtención de genomas diméricos puede ser aumentado 
dramáticamente, inhibiendo la acción de la endonucleasa que hace un corte en el sitio de 
resolución terminal (trs) en uno de los ITRs. Esto se logra simplemente eliminando la 
secuencia trs de uno de los ITRs, por lo que la proteína Rep, que actúa como 
endonucleasa, no puede generar el corte esencial para formar el ssADN (Figura 7). 

El complejo de replicación iniciado en el otro ITR entonces copia a través de la horquilla 
y de vuelta hacia el extremo iniciador (Figura 7Figura 7, paso 5d). La replicación procede 
hasta el final del templado, dejando ADN de doble hebra con un ITR wild type en cada 
extremo y el ITR mutado en el centro (Figura 7, paso 6d). Esta conformación de doble 
hebra puede entonces someterse a rondas normales de replicación desde los dos 
extremos de ITR wild type (Figura 7, pasos 7d-9d). Cada cadena resultante comprende 
un ssADN con un ITR completo en cada extremo y un ITR mutado en el medio (Figura 7, 
paso 9d). La encapsidación de AAV se produce a partir del extremo 3'. La producción de 
scAAV a partir de un templado con un ITR mutado produce típicamente > 90% genomas 
diméricos  (McCarty, 2008). 
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Figura 7. Ciclo de replicación del virus Adeno-asociado (AAV) y formación de genomas 
diméricos (scAAV). 
El virión ssADN entra al núcleo de la célula huésped y el extremo 3’ del ITR actúa como partidor para la 
ADN polimerasa del huésped (1). El partidor 3’ ITR es elongado, desplazando y replicando hacia el extremo 
del ITR 5’. (2) El ITR dúplex es re-plegado en una configuración de doble horquilla por la ADN helicasa del 
huésped o la viral, formando un nuevo partidor para la síntesis de ADN. (3) Mientras el 3’ ITR es elongado 
y la hebra complementaria es desplazada, la enzima AAV Rep endonucleasa reconoce y se une río abajo 
del ITR 3’. (4) Para generar genomas monoméricos completos, Rep endonucleasa corta el sitio de 
resolución terminal (trs) río abajo del ITR, iniciando un segundo complejo de replicación del ADN, para 
copiar el ITR antes de ser alcanzado por el complejo iniciado en el otro extremo. (5m) El complejo de 
replicación original desplaza a la hebra hija, incluyendo el nuevo sintetizado ITR, y completa la replicación 
hasta el final del genoma, recreando el templado para la isomerización en el paso 3. (6m) El genoma de 
hebra simple desplazado es empacado en la cápside AAV. (7m) Genomas diméricos son generados 
cuando Rep falla en cortar el trs antes de ser alcanzado por el complejo de replicación del otro extremo. 
(5d) La replicación continúa a través del ITR, y la hebra desplazada, para generar un templado dsADN 
dimérico (6d) el cual puede iniciar una nueva ronda de síntesis de ADN ya sea isomerizando el extremo 
abierto (como en el paso 4) o por la resolución terminal del extremo de la horquilla. (7d) La isomerización 
permite partir las síntesis de ADN desde el extremo resuelto (8d), y la replicación de los templados 
diméricos desplazan al genoma invertido repetido de hebra simple (9d), el cual puede ser empacado en el 
virion AAV (10d). ssADN: ADN hebra simple, dsADN: ADN hebra doble. (Adaptada de (McCarty, 2008)). 
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 Capacidad de los vectores scAAV 

La capacidad de empaque es un factor limitante para los vectores scAAV. Los vectores 
convencionales pueden encapsidar ~4,7 kb de material genético, mientras que los scAAV 
pueden sólo transportar la mitad. Aun así, 2,3 kb es suficiente para un gran número de 
aplicaciones, usando transgenes pequeños o terapias basadas en ARN (shARN, iARN, 
ribozimas). Por ejemplo, en los vectores scAAV se puede empacar un transgen de ~1000 
pb, que codificaría una proteína de 40-55 kDa. Como el espacio es primordial, se han 
optimizado los elementos regulatorios de la transcripción y post-transcripción, para 
aumentar su eficiencia utilizando secuencias reducidas (McCarty, 2008). 

El grupo de Wu (Wu et al., 2008) ha optimizado los elementos regulatorios para la 
expresión del factor de coagulación IX en el hígado, denominado scAAV-FIX y 
compararon su desempeño con el vector ssAAV-FIX, previamente caracterizado. Se 
compararon los niveles de expresión del factor de coagulación IX determinando el 
número de copias por célula y la expresión global del factor IX en el suero. Se observó 
un aumento de entre 2 a 4 veces del número de genomas de scAAV-FIX encontrados en 
el hígado, lo que permitió un aumento global de la expresión de FIX en el suero. Además, 
se encontró que la expresión del transgen se encontraba distribuido en todo el hígado, 
similar al patrón de un gen endógeno, mientras la expresión de ssAAV-FIX estaba 
restringida a un pequeño número de células. Se ha reportado que los scAAV son entre 
5-140 veces más eficiente que ssAAV (Mccarty et al., 2001). 

Se han identificado varios serotipos naturales de AAV, basados principalmente en las 
proteínas que se encuentran en la superficie de la cápside, las cuales determinan tanto 
el tropismo y la eficiencia de transducción como la inmunogenicidad. El serotipo más 
común es por lejos el AAV2, el cual transduce efectivamente a varios tipos celulares. 
Como los humanos son el huésped natural de AAV2, este serotipo es altamente 
prevalente en la población en general, lo que puede disminuir la utilidad de AAV2 como 
vector terapéutico. Los resultados obtenidos en modelos animales, pueden no ser 
predictivos con respecto a la respuesta clínica de humanos (Mingozzi et al., 2007). 

Otros serotipos como AAV8, que fue reconocido por su eficacia para transducir células 
hepáticas, son de baja prevalencia en la población. La prevalencia es importante porque 
si existe inmunidad preexistente al AAV8, disminuye considerablemente la eficacia de la 
transferencia génica. Se ha reportado que las proteínas de la cápside de los AAV8 son 
menos inmunogénicas que los AAV2 y además se desempacan más rápido después de 
transducir a una célula, proponiendo al serotipo 8 como una alternativa más efectiva que 
el serotipo 2 para la transducción de hígado (Thomas et al., 2004). 

Diferentes serotipos de AAV han demostrado mediar en la transferencia de genes 
eficazmente hacia otros tejidos, tales como AAV8 hacia el timo, AAV6 para las células 
cardíacas, AAV1 para células madre hematopoyéticas y AAV3 hacia células tumorales 
hepáticas (Asokan et al., 2012). 
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2 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1 Hipótesis del trabajo 

En el marco de búsqueda de un tratamiento no farmacológico para el alcoholismo, es 
posible inhibir la expresión de la enzima ALDH2 con moléculas silenciadoras codificadas 
y entregadas por vectores virales, provocando un aumento en los niveles de 
acetaldehído.  

En base a este y otros antecedentes presentados en la introducción se plantea la 
siguiente hipótesis: Es posible utilizar vectores scAAV codificantes de un shRNA 
específico para inhibir la expresión de la enzima ALDH2 en líneas celulares humanas, 
produciendo una acumulación de acetaldehído. 

2.2 Objetivo general 

Estudiar los efectos de los vectores virales scAAV2, codificantes de un shRNA que tiene 
como blanco el ARNm aldh2, sobre la expresión a nivel de ARNm y proteína de la enzima 
ALDH2 en cultivos celulares humanos tratados, para el potencial desarrollo de una 
alternativa no farmacológica para el tratamiento del alcoholismo. 

 

2.3 Objetivos específicos 

1.- Utilizando librerías de shRNA existentes, seleccionar secuencias de shRNA que 
tengan complementaridad de bases con el mRNA de la ALDH2 y probar su capacidad 
para silenciar la expresión de la enzima ALDH2. 

2.- Diseñar y generar los constructos plasmidiales que codifican el genoma de las 
partículas virales scAAV, que codificarán para un shRNA anti ALDH2. 

3.- Realizar la producción y purificación de partículas virales scAAV serotipo 2 que 
codifican un shRNA anti ALDH2 con capacidad infectiva. 

4.- Estudiar la capacidad de silenciamiento de la expresión del gen codificante de ALDH2 
en líneas celulares humanas tratadas con las partículas virales scAAV desarrolladas, a 
nivel de mRNA y proteína. 

5.- Evaluar el efecto del silenciamiento de ALDH2 en los niveles de acetaldehído en una 
línea celular hepática, metabolizadora de etanol, tratadas con las partículas virales que 
codifican el shRNA silenciador de la expresión de ALDH2. 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Diseño Experimental 

El trabajo de tesis se enmarca en 4 áreas principales: biología molecular e ingeniería 
genética, cultivo de células animales, producción de vectores virales y análisis de 
expresión génica. En la siguiente figura se esquematiza el diseño experimental.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Diseño experimental del trabajo de tesis 
El trabajo de tesis se divide principalmente en 4 etapas, de acuerdo a los objetivos planteados. Se detallan 
las técnicas empleadas en cada una de ellas. 
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A continuación se detallan las etapas indicadas en la Figura 8: 

1.- Selección y clonación de secuencias codificantes para shRNA 

Cinco secuencias de shRNA específicas para ALDH2, cada una clonada en un 
plasmidio pLX304-Blast-V5, se obtuvieron de Lenti-shRNA Core Facility UNC. 
Células HEK-293 se utilizaron como modelo por su facilidad de transfección. En 
experimentos independientes se co-transformaron las células con cada uno de los 
plasmidios codificantes de shRNA y con un plasmidio codificante de la enzima 
humana ALDH2. Luego de 48 h se visualizó, mediante Western Blot, la expresión 
de ALDH2 en cada uno de los casos. Se seleccionó la secuencia shRNA que 
presentó un mayor silenciamiento de la expresión proteica y se clonó en el 
plasmidio pscAAV, dentro de la región comprendida por los ITRs virales, bajo el 
control del promotor CMV.  

2.- Producción, purificación y cuantificación de los vectores virales 

Los vectores virales adeno-asociados se produjeron mediante la técnica de triple 
transfección en células HEK-293. Este método usa tres plamidios (plasmidio 
rep/cap pXR2, plasmido helper pXX6-80 y el plasmidio que contiene el genoma de 
AAV psc_AAV_shRNA_ALDH2 (Figura 9). Las células fueron transfectadas 
utilizando polietilenamina max (PEI-MAX) como trasnportador de ADN. Las células 
fueron colectadas 48 h después de la transfeccion y los virus fueron purificados 
por centrifugación en gradiente con cloruro de cesio, las fracciones seleccionadas 
se dializaron en PBS y se titularon median qPCR. 

3.- Infección de líneas celulares 

Para la transducción de las líneas celulares, las células fueron incubadas con los 
virus scAAV2 a la multiplicidad de infección deseada (MOI) por 1h, para luego ser 
sembradas en placas adecuadas para su crecimiento. La eficiencia e transducción 
fue seguida mediante la expresión de GFP. Luego de incubadas por el tiempo 
necesario para cada ensayo, fueron colectadas y lavadas con PBS y 
resuspendidas en el reactivo óptimo para el paso siguiente. 

4.- Análisis de la expresión de ALDH2 

El silenciamiento de la expresión de ALDH2 fue analizado a nivel de ARNm 
mediante RT-qPCR (Retro transcription quantitative PCR) utilizando la expresión 
de GAPDH como normalizador. A nivel de proteínas la expresión de ALDH2 se 
analizó mediante Western Blot, utilizando β-actina como normalizador. Además se 
realizó un ensayo funcional en una línea celular metabolizadora de etanol, en el 
cuál se midió la acumulación de acetaldehído en las células tratadas, mediante 
cromatografía de gases. 
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Figura 9. Plasmidio pscAAV_shRNA_ALDH2 
En la parte superior se presenta el mapa circular del plasmidio que contiente el genoma viral, este se 
encuentra flanqueado por secuencias terminales invertidas repetidas ITR, señaladas en este caso con 
flechas rojas, además se señala con una flecha blanca la posición del promotor U6, en azul la secuencia 
que codifica para la horquilla de RNA y en rosa el tracto central de poli-purinas, que mejora la eficiencia de 
transducción, facilitando la importación nuclear del virus. En la parte inferior se muestra en detalle la 
secuencia del shRNA, destacando las secuencias sentido y antisentido.  
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3.2  Materiales y Reactivos 

 Cepas bacterianas  

 E. coli cepa TOP10, utilizada como célula quimio competente para realizar los 
constructos plasmidiales. 

 Oligonucleótidos utilizados  

Los oligonucleótidos fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies, IDT y se 
resumen en la Tabla 4. 
 
Tabla 4. Oligonucleótidos usados en este trabajo 

Nombre  Secuencia (5’→ 3’) Uso 

   

GAPDH_F1 ACCACAGTCCATGCCATCAC RT-PCR 

GAPDH_R1 TCCACCACCCTGTTGCTGTA RT-PCR 

ALDH2_F1 CGCCTCTTGTCAGCCGC RT-PCR 

ALDH2_R1 GTGTATGCCTGCAGCCCG RT-PCR 

GAPDH_F2 ACCCAGAAGACTGTGGATGG RT-qPCR 

GAPDH_R2 TTCAGCTCAGGGATGACCTT RT-qPCR 

ALDH2_F2 TGTGTGGGTCAACTGCTATGA RT-qPCR 

ALDH2_R2 TCACTTCAGTGTATGCCTGCA RT-qPCR 

ITR1-F 

ITR1-R 

AACATGCTACGCAGAGAGGGAGTGG 

CATGAGACAAGGAACCCCTAGTGATGGAG 

qPCR 

qPCR 
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 Reactivos químicos generales 

 
Tabla 5. Reactivos químicos utilizados 

Proveedor  Reactivos  

Agilent Células competentes SURE  

ATCC  TransfeX™ Transfection Reagent, Eagle's 
Minimum Essential Medium (EMEM) 

Fisher  GE Healthcare Rainbow™ Molecular 
Weight Markers 

Fermelo  Agarosa.  

Invitrogen dNTP, SuperScript™ III Reverse 
Transcriptase; Blasticidin 

New England Biolabs  Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, 
Blunt/TA Ligase Master Mix, Quick 
Blunting™ Kit, Shrimp Alkaline 
Phosphatase, Enzimas de restricción, Gel 
Loading Dye, Purple (6X), 

Invitrogen  T4 ADN ligase, PureLink® HiPure 
Plasmid Maxiprep Kit, 

Thermo Fisher RNaseOUT™ Recombinant 
Ribonuclease Inhibitor, Bolt™ 12% Bis-
Tris Plus Gels, 12-well  
Micro BCA protein assay kit, dithiothreitol 
ALDH2 Antibody (4G6A3),1 Kb Plus DNA 
Ladder, 
Mammalian Protein Extraction Reagent, 
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium in 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM), by SuperScript III RT, 
Lipofectamine 3000. 

Qiagen (USA)  QIAEX II Gel Extraction, QIAGEN RNeasy 
kit y QIAprep Spin Miniprep Kit. 

Sigma – Aldrich (USA)  Propionaldehído, Acetaldehído, Reactivo 
de Bradford 

Roche Diagnostics SYBR green Master Mix 
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 Medios de cultivo 

 Medio Luria-Bertani  

El medio LB utilizado para el crecimiento de E. coli contiene por cada 1 L de solución: 10 
g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de cloruro de sodio. El volumen se llevó a 
1 L con agua Milli-Q y se ajustó a pH 7,0. Se esterilizó por autoclave y almacenó a 
temperatura ambiente.  

Para la preparación de placas con medio sólido se agregó a los medios líquidos agar al 
1,5% p/v. Los antibióticos se esterilizaron por filtración antes de ser agregados al medio 
de cultivo. 

 Medio DMEM/F12 y EMEM suplementados 

Se utilizó para el crecimiento de células animales y consiste en Dulbeco's Modified Eagle 
Medium DMEM (Gibco) con 59,3 mg/L penicilina (Gibco), 100mg/L estreptomicina (Gibco) 
y 10% suero fetal bovino SFB (Hyclone), pH 7,0. En algunos casos se ultiizó el medio 
Eagle's Minimum Essential Medium 59,3 mg/L penicilina (Gibco), 100mg/L estreptomicina 
(Gibco) y 10% suero fetal bovino SFB (Hyclone), pH 7,0 

3.3 Métodos 

  Electroforesis de ADN  

Las electroforesis de ADN se realizaron en una cámara horizontal. Las muestras se 
mezclaron en proporción 5:1 con el amortiguador de carga 6X (glicerol 30% p/v y azul de 
bromofenol 0,25% p/v) y luego se cargaron en geles de agarosa a una concentración 
ajustada al tamaño del fragmento que se esperaba observar, estos se prepararon a 
concentraciones entre 0,7% y 1,5% p/v. La agarosa se preparó en amortiguador TAE 1X: 
Tris-Acetato-EDTA (Tris 40 mM, acetato 20 mM y EDTA 1 mM) y bromuro de etidio 0,2 
μg/mL. Se incluyó un estándar de peso molecular de tamaño 1 kb. Las electroforesis se 
realizaron bajo voltaje constante de 100 V. Se utilizó como amortiguador de corrida TAE 
1X. Finalmente se observó el gel sobre un transiluminador UV y se fotografió.  

 Purificación de ADN a partir de geles de agarosa  

La banda de ADN se cortó del gel. Después se depositó en un tubo Eppendorf de 1,6 mL 
esterilizado por autoclave, para luego utilizar el sistema QIAEX II Gel Extraction, de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante.  

 Purificación y concentración de fragmentos de ADN  

Los productos de PCR y/o de digestiones se purificaron y concentraron con el sistema 
QIAEX II Protocol for desalting and concentrating DNA solutions, según las instrucciones 
del fabricante.  
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 Ligación de fragmentos de ADN  

Para la reacción de ligación se utilizó como inserto los productos de digestiones 
purificados desde geles de agarosa. La reacción de ligación se realizó de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. 

 Transformación de células electrocompetentes  

Se agregó 5 μL de mezcla de ligación sobre 40 μL de células electrocompetentes E. coli 
SURE o TOP10. Las células transformadas se mezclaron con 1 mL de medio LB y se 
incubaron a 37°C durante 1 h y con agitación de 200 rpm. Luego se plaqueó 50 μL sobre 
placas de LB agar estériles que contenían ampicilina 100 μg/mL. Las placas de 
transformación se incubaron a 37°C durante 16 h. Para su mantención se conservaron a 
4°C.  

 Minipreparación de ADN plasmidial  

El ADN plasmidial se obtuvo a partir de un inóculo en 4 mL de medio LB con ampicilina 
100 μg/mL, incubado por 16 h a 37°C a 200 rpm. El cultivo se centrifugó a 13.000 x por 
1 min en un tubo Eppendorf de 1,6 mL (previamente esterilizado por autoclave) con 1 mL 
por vez. El proceso se repitió hasta obtener un precipitado de bacterias. La extracción se 
realizó según las instrucciones del fabricante. 

 Construcción de plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2 

El plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2 (Figura 9) se construyó mediante la ligación del 
fragmento que contiene el promotor U6 y la secuencia de shRNA, obtenido del plasmidio 
pLKO.1_shRNA2 (Lenti-shRNA Cpre Facility,UNC) digerido con las enzimas de 
restricción MslI y BamHI, en el plasmidio pSC-TTRmvmFIX digerido con las 
endonucleasas HindIII y BglII (esta digestión se realizó en reacciones consecutivas, con 
un paso intermedio de polimerización de los extremos cohesivos 5’ para dejarlos como 
extremos romos)(Figura 10). 
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Figura 10. Mapa de los plasmidios pSC-TTRmvmFIX y pLKO.1_ALDH2 
A la izquierda se detallan los elementos del plasmidio pSC-TTRmvmFIX (6241 pb), en rojo se destacan los 
ITR virales. A la derecha se presenta el plasmidio pLKO.1_ALDH2 (7035 pb), con una flecha blanca se 
destaca el promotor U6 y en un cuadro azul la secuencia para shRNA. Se señalan los sitios de restricción 
para las enzimas BglI, HindIII, BamHI y MslI.  

 Cultivo en adherencia  

Las células HEK-293 se cultivaron según la necesidad en placas de 6 o 12 pocillos, 
frascos T de 75 o 150 mm, con un inoculo inicial de 0,3x106, 0,1x106, 3 x106 y 5 x106 
células respectivamente, en medio DMEM suplementado con 10% suero fetal bovino, 
SFB, (Hyclone) a pH 7,0. Células HepG2 y HepG2 VL17A se cultivaron en medio EMEM 
suplementado con 10% SFB. Las placas se mantuvieron a 37°C en incubadora a 95% de 
humedad y 5% de CO2 hasta alcanzar entre 70 y 85% de confluencia. Posteriormente se 
realizó el pasaje de las células. Brevemente, se realizó un lavado con PBS, las células 
se despegaron con tripsina 0,25% p/v - EDTA 0,5 mM utilizando un décimo del volumen 
de cultivo, se centrifugó a 1200 rpm por 5 minutos, luego se resuspendió en el mismo 
medio de cultivo/SFB y se reinoculó en medio de cultivo/SFB fresco.  

 Transfección de células HEK-293 

Las células HEK-293 se transfectaron utilizando Lipofectamina 3000 (ThermoFisher), de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la generación de una línea celular estable 
(HEK-293/ALDH2) las células se transfectaron utilizando PEI MAX. Brevemente, la 
transfección se realizó cuando las células alcanzaron una confluencia del 70%; en cada 
placa de 10 cm se agregó: 250 μL de medio DMEM sin suero, 60 μL PEI MAX, se mezcló 
vigorosamente y se añadió 50 μg de ADN. Se volvío a mezclar y se incubó por 5 min a 
temperatura ambiente, finalmente se agregó gota a gota a las células adheridas a la 
placa. 48 h post-transfección se cambió el medio DMEM por un medio selectivo DMEM 
con Blasticidina 10 ug/ul, de esta manera se seleccionaron aquellas células que 
adquirieron la resistencia al antibiótico. Como control se transformó células con un 
plasmidio GFP que no codifica resistencia a Blasticidina, las que murieron al agregar 
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antibiótico al medio. Las células seleccionadas se mantuvieron en medio con Blasticidina 
alcanzando una concentración máxima de 30 µg/ul, luego de 5 pasajes se verificó la 
expresión de ALDH2 por RT-PCR semicuantitativo y por Western Blot. El plasmidio 
utilizado para generar la cepa estable es pLX304-Blast-V5-ALDH2 (Figura 11), obtenido 
desde Lenti-shRNA Core Facility, UNC. El cADN de ALDH2 está contenido en un cassette 
lentiviral que es capaz de integrarse en el genoma celular. 

 
Figura 11. Mapa del plasmidio pLX304-V5-Blast-Empty 
En este plasmidio está clonado del cADN de ALDH2, bajo el control del promotor CMV, posee resistencia 
a Blasticidina (BSD) y elementos lentivirales (LTR) que permiten la integración del cassette contenido entre 
5’LTR y 3’LTR. 

 

 Producción y purificación de partículas virales en HEK-293 

Los virus adeno-asociados se produjeron en células HEK-293 según lo descrito en el 
método de triple transfección (Grieger et al., 2006). Este método usa 12 μg de plasmidio 
rep/cap pXR2, 15 μg de plasmido helper pXX6-80 y 9 μg del plasmidio que contiene el 
genoma de AAV psc_AAV_shRNA_ALDH2 (Figura 12). Las células fueron transfectadas 
utilizando 170 μL de polietilenamina max (PEI-MAX) como transportador de ADN y 500 
μL de miedio OPTIMEM. Para la producción de cada tipo de partícula viral se utilizaron 
entre 6 a 8 placas de 150 mm de células HEK-293. Las células fueron colectadas 48 h 
post-transfección, se lavaron con PBS, se realizaron 3 ciclos de 
congelación/descongelación y se sonicaron (30-40 pulsos). Los virus fueron purificados 
por centrifugación en gradiente con cloruro de cesio y se obtuvo aproximadamente 8 
fracciones. Para seleccionar las fracciones se realizó un qPCR de cada una y se 
seleccionaron aquellas que presentaban una mayor concentración de genomas virales 
por mL. Las fracciones seleccionadas se dializaron en PBS y se titularon mediante qPCR. 
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|  
Figura 12. Plasmidios utilizados en la triple transfección 
La triple transfección se realizó con PEI. Imagen adaptada de AAV Helper-free System Instruction Manual, 
Agilent. 

 

 Cuantificación de genomas virales 

Las partículas virales fueron cuantificadas mediante qPCR, los resultados se informan 
como genomas virales por mililitro (vg/mL). 10 μL de virus se incubaron durante una hora 
a 37°C en una solución con DNAsa 0,1 mg/mL en un volumen final de 100 uL, luego se 
agregaron 6 μL de EDTA 0,5M y se mezcló. Con el fin de desintegrar la cápside viral se 
agregaron 120 μL de proteinasa K 0,1 mg/mL y se incubaron al menos por 2 h a 55°C, 
posterior a la incubación se inactiva la proteinasa K calentando la solución a 95°C por 10 
min. La muestra tratada se diluyó 1:100 en agua y se utilizó como templado en la reacción 
de qPCR, cada reacción es de 10 μL y se preparó utilizando el kit SYBR Green Master 
Mix, Roche en reacciones de 10 μL que contenían 5 μL de 2X SYBR mix, 0,25 μL de cada 
partidor 20 μM (ITR1-F e ITR1-R), 2,5 μL de agua y 2 μL de templado. Se utilizaron 
diluciones seriadas de plasmidio para preparar la curva estándar, partiendo de 50 pg/ul. 
La reacción se realizó en el equipo LightCycler 480 SW, Roche. 
 

pXX6-80 pXR2 

 
 
 

Triple transfección 
 

pXR2 
pXX6-80 
psc_AAV_shRNA_ALDH2 

 

 
Partículas AAV 

producidas 
en células HEK-293 

pscAAV_shRNA 

_ALDH2 

+ PEI 
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 Transducción líneas celulares  

Las preparaciones de AAV generadas se utilizaron para transducir líneas celulares HEK-
293, HepG2 y HepG2 VL17A. Para realizar la transducción se cultivaron las células y al 
alcanzar una confluencia entre 70-80% se incubaron en suspensión con AAV durante una 
hora, utilizando una multiplicidad de infección (MOI) de 104 o 105 vg/cel, luego de este 
periodo se sembraron en placas, completando con medio suplementado con suero fetal 
bovino 10%. Las placas se mantuvieron a 37°C en incubadora a 95% de humedad y 5% 
de CO2 durante el tiempo que fue requerido para cada experimento, luego las células se 
colectaron mediante centrifugación (1200 rpm por 5 min) y de acuerdo al uso posterior 
estas se resuspendieron en la solución adecuada.  

Paralelamente a la infección con partículas virales portadoras del shRNA, las células 
fueron infectadas con virus que codifica para GFP. Las células se observaron con 
microscopía de fluorescencia en un microscopio Olympus BX61 equipado con una 
cámara Hamamatsu. Todas las imágenes fueron adquiridas utilizando el objetivo 10X y 
se realizó un análisis cualitativo para determinar si la transducción fue exitosa. 

 Western Blot 

La concentración de proteína total de la muestra se analizó mediante el método de 
Bradford (Sigma-Aldrich, USA). Para el Western blot, al lisado proteíco se agregó el 
amortiguador de carga reductor 4× Nupage. La solución resultante se calentó a 100°C 
por 10 minutos y luego de ser enfriada se cargó en un gel en gradiente preteñido 4-12% 
Bis-tris. La electroforesis se realizó en amortiguador de corrida 1× MOPS y se transfirió 
a una membrana de nitrocelulosa mediante iBlot 2 Dry Blotting System (Invitrogen). La 
membrana se bloqueó durante 1 h con leche descremada al 5% en solución PBST (0.5% 
Tween 20 in 1 × PBS). El anticuerpo para ALDH2 (4G6A3) (Thermo Fisher MA5-17029) 
se incubó con la membrana en una dilución de 1:2000 en PBST/leche durante dos horas 
y el anticuerpo para beta-actin (mAbcam 8226) se incubó toda la noche en a 4°C con 
agitación suave, en dilución 1:10000 en PBST/leche. Luego la membrana se lavó tres 
veces con PBST/leche y se incubó por una hora con un anticuerpo secundario (1:10000) 
conjugado a peroxidasa de rabanito en PBST/leche. Como reactivo de 
quimioluminiscencia se utilizó el reactivo Western-Bright Sirius chemiluminescence 
reagent (Advansta, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricate. Finalmente los 
blots se revelaron en el equipo the Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences).  
En caso de requerir re-incubar la membrana, esta se restauró utilizado Western Blot 
Stripping Buffer (Pierce) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La intensidad de 
las bandas obtenidas mediante Western blot se cuantificaron con ImageJ 1.50i software 
(https://imagej.nih.gov/ij) (Schneider et al., 2012). 
 
  

https://imagej.nih.gov/ij
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 RT-PCR y RT-PCR cuantitativo 

Para cuantificar los niveles de transcrito de ALDH2, se realizó una retro-transcripción de 
RNA (RT) mediante un RT-PCR semicuantitativo. El RNA se preparó el kit QIAGEN 
RNeasy de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras de ADN fueron 
tratadas con solución de DNasa (Promega). Para la síntesis de la primera hebra de cADN 
se realizó la retro-transcripción de 1 μg de RNA, por la Retro-transcriptasa SuperScript III 
RT (ThermoFisher), seguida de un tratamiento con RNase H (ThermoFisher). Para el 
PCR se usó la polimerasa Platinum Taq High fidelity DNA polymerase (ThermoFisher). 
La reacción de PCR fue la siguiente: denaturación por 5 min a 94°C, luego 25 ciclos de: 
denaturación a 94°C por 30s, seguido por la etapa de alineamiento de los partidores en 
temperaturas entre 62-54°C por 30 s y una etapa de extensión a 72°C por 2 min, con un 
paso final de extensión a 72°C por 10 min. Los partidores utilizados fueron: GAPDH_F1 
y GAPDH_R1 (producto de 452 pb); ALDH2_F1 y ALDH2_R1 (producto de 1466 pb) 
(Tabla 4). Se incluyó un control sin transcriptasa reversa (-RT). 

El RT-PCR cuantitativo (qPCR) se realizó en un equipo Lightcycler Roche 480 utilizando 
SYBR green Master Mix (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante para 10 ul. 
Cada reacción incluye 2 μL de cADN, 5 μL del Master Mix, 0,25 μL de cada partidor 20 
μM y 2,5 μL de agua libre de RNAsa/DNAsa. Se incluyó un control negativo sin templado 
en cada PCR. La reacción se compone de un ciclo de denaturación a 95°C por 10 min y 
45 ciclos de amplificación que incluían 3 etapas de 95°C por 10 s, 60°C por 10 s y 72°C 
por 10 s. Los valores de la línea base y los cp (crossing points) fueron calculados por el 
software LC 1.5 (Roche Applied Biosystem). Las secuencias de los primers GAPDH_F2, 
GAPDH_R2, ALDH2_F2 y ALDH2_R2 están detalladas en la Tabla 4. 

 Determinación de etanol y acetaldehído mediante cromatografía de gases 

Las células HepG2 VL17A (Proporcionadas amablemente por Dr. Dahn Clemens, 
Universitiy of Nebraska at Omaha, USA) se incubaron en placas selladas con10, 25 o 100 
mM etanol en medio EMEM por 24 h a 37°C. Luego de la incubación una alícuota de 60 
μL del sobrenadante del cultivo fue analizado para determinar los niveles de etanol y 
acetaldehído utilizando un cromatógrafo de gases SRI 8610c (Torrance, CA). Las 
muestras se distribuyeron en tubos que contenían 375 μL de agua y 0,5 g de NaCl, se 
calentaron sellados en un baño de agua a 60°C por 10 min y 1,5 mL de gas fue removido 
e inyectado directamente en el cromatografo de gases, utilizando una columna Hayesep 
D a 140°C, la señal se detectó con un ionizador de llama. 

La curva estándar para etanol tiene un rango de 0 a 100 mM y la de acetaldehído de 0 a 
250 uM. Las áreas bajo la curva se analizaron con el software “SRI Peak Simple”. 

 Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el test t Student. Un p value menor a 
0,01 se consideró como una diferencia significativa y está marcada en las figuras con 
asterisco. Las barras de error representan la desviación estándar (DS). 
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4 RESULTADOS  

 Selección de una secuencia shRNA para silenciar la expresión de ALDH2 

 
Se utilizaron shRNAs para silenciar la expresión del gen ALDH2 de humano. Se probaron 
cinco secuencias shRNA para verificar su potencial silenciador. Cada una de estas 
secuencias (Tabla 6) está codificada en un plasmidio pLKO.1 (obtenidos desde Lenti-
shRNA Core Facility, UNC). Estos shRNA tienen como blanco el transcrito del gen ALDH2 
de humano, no presentando coincidencias con secuencias de rata ni ratón. La eficiencia 
para silenciar se probó en células HEK-293, pero se ha demostrado que estas células no 
expresan una cantidad medible de ALDH2 (Cortínez et al., 2009), por lo tanto las células 
HEK-293 fueron co-transfectadas simultáneamente con un plasmidio que contiene y 
codifica la secuencia cADN de ALDH2 (pLX304-Blast-V5-ALDH2) y con uno de los 
plasmidios pLKO.1_shRNA. Como control de transfección se reemplazó el plasmidio 
pLOK.1_shRNA por un plasmidio en el que se había reemplazado de la secuencia del 
cADN de ALDH2 por la del gen de GFP (pLX304-Blast-V5-ALDH2). Como control de 
silenciamiento se reemplazó pLOK.1_shRNA, por un plasmidio que codifica para una 
secuencia scramble shRNA, la cual tiene la misma estructura general de shRNA, pero no 
es complementaria con la secuencia de ALDH2. 
Las células se colectaron 48 h post-transfección. Se analizó la expresión de ALDH2 a 
nivel de mRNA mediante RT-PCR semicuantitativo (Figura 13A) y a nivel de expresión 
proteíca por Westen Blot (Figura 13B). Tres de los cinco shRNA probados tuvieron la 
capacidad de inhibir la expresión de ALDH2. Se seleccionó el shRNA2 para los 
experimentos siguientes, dado que es el que presentó una mayor eficiencia para silenciar. 
La secuencia codificante de shRNA2 se clonó en el plasmidio scAAV 
(pscAAV_shRNA2_ALDH2). 
 
 
 
Tabla 6.- Secuencia de los shRNA y sus sitios de acción 

N° Secuencia Región blanco*  

shRNA1 GAGGACATCTATGATGAGTTT 985:1005 

shRNA2 GCAGATCATTCCGTGGAATTT 540:560 

shRNA3 CCCAACATCATCATGTCAGAT 871:891 

shRNA4 GCAGGCATACACTGAAGTGAA 1497:1517 

shRNA5 GCTGATAAGTACCACGGGAAA 457:477 
*Según secuencia de referencia NCBI: NM_000690.2 
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Figura 13. Expresión de ALDH2 en células HEK-293 para selección de shRNA 
48 h post-transfección las células se colectaron, se extrajo RNA y proteínas. El cADN de ALDH2 fue co-
transfectado con 5 plasmidios shRNA diferentes (carriles 1-5), como control se realizó co-transfección con 
scramble y GFP (carriles 6 y 7), transfección solo con GFP (carril 8) y células no transfectadas (carril 9). 
(A) Expresión de ALDH2 y GAPDH analizada mediante RT-PCR semicuantitativo. La expresión a nivel de 
proteína se analizó mediante Western blot (B), se muestran las bandas correspondientes a ALDH2 (56 
kDa) y β-Actina (42 kDa, panel inferior) en células HEK-293 tratadas de acuerdo a lo descrito en la 
numeración de los carriles.  
 

 Construcción plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2 

El plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2 (Figura 9) se construyó a partir del fragmento 
obtenido del plasmidio pLKO.1_shRNA2 digerido con las enzimas de restricción MslI y 
BamHI (fragmento de 1510 pb), ligado con el vector pSC-TTRmvmFIX digerido por las 
enzimas HindIII y BglII (4469 pb) (Figura 14), según lo descrito en la sección 3.3.7 de 
Materiales y Métodos (Figura 10). Los plasmidios fueron secuenciados y se verificó la 
correcta construcción del vector pscAAV_shRNA2_ALDH2 y que no existiesen 
mutaciones en las secuencias contenidas entre los ITR. 
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Figura 14. Digestión de plasmidios pLKO.1_shRNA2 y pSC-TTRmvmFIX 
Los productos de digestión se analizaron en un gel de agarosa al 1%. Las bandas seleccionadas 
(señaladas con una flecha) de 1510 pb (panel A) y 4469 pb (panel B) se purificaron del gel y se ligaron para 
formar el vector pscAAV_shRNA2_ALDH2. 

 Generación de células HEK-293 que expresan ALDH2 en forma estable 

Debido a que el alcohol es metabolizado en el hígado, la línea celular adecuada para 
probar la capacidad del shRNA para silenciar la expresión de ALDH2 in vitro, debería ser 
una línea celular hepática, como por ejemplo HepG2 (carcinoma hepatocelular humano). 
Sin embargo, la eficiencia de transfección de las células HepG2 es bastante reducida, 
con lo que resulta complejo visualizar correctamente el efecto de una molécula 
silenciadora.Debido a esta dificultad, se decidió utilizar como modelo para estudiar la 
capacidad silenciadora de shRNA, células de la línea celular HEK-293, ampliamente 
usada como modelo de estudio en cultivo celular. No obstante, las células HEK-293 no 
expresan constitutivamente ALDH2, por lo tanto, se desarrolló una línea celular HEK-293 
que expresaba establemente la enzima ALDH2 (HEK-293/ALDH2) según lo descrito en 
Materiales y Métodos 3.3.9. La expresión estable de ALDH2 se validó comparando la 
expresión de ALDH2 en la línea transformada HEK-293/ALDH2 con la expresión en HEK-
293 wild type, por RT-PCR semicuantitativo y con Western Blot (Figura 15). Se observa, 
con ambos métodos, que hay expresión de ALDH2 en la línea celular estable, la cual no 
se observa en las células wild type, indicando que fue posible obtener una línea celular 
que exprese ALDH2 constitutivamente. Utilizando en software ImageJ se comparó la 
densidad de pixeles de la banda correspondiente a ALDH2 con la banda correspondiente 
a β-actina y se obtuvo que ambas proteínas se expresan en la misma proporción (51 y 
49%). Cabe destacar que Blasticidina se utilizó solo para seleccionar las células que 
integraron el cassette en el genoma celular, por lo que después de la selección no fue 
necesario crecer las células bajo la presión selectiva de Blasticidina, porque la integración 
cromosomal promueve una expresión estable en el tiempo. 
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Figura 15. Expresión estable de ALDH2 en HEK-293 
Luego de 5 pasajes posteriores a la transfección y selección de las células mediante Blasticidina, se validó 
la expresión de ALDH2 en células seleccionadas (HEK-293/ALDH2), comparando con células no 
transfectadas, mediante (A) RT-PCR semicuantitativo, esperando amplificar un fragmento de 1460 pb para 
ALDH2 y uno de 425 pb para GAPDH para verificar la integridad del RNA. Además se realizó un control 
negativo del RT-PCR (-RT). (B) Western blot para ALDH2 (56 kDa) y β-Actina (42 kDa) como control de 
expresión constitutiva. En A y B, se observó una banda correspondiente a ALDH2, presente en las células 
transfectadas y no en las nativas. 

 

 Silenciamiento de ALDH2 en células HEK-293/ALDH2 mediante transfección 

Las células HEK-293/ALDH2, que expresan ALDH2, fueron transfectadas con el 
plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2, con el fin de corroborar si el shRNA2 clonado en el 
plasmidio que se utiliza para producción viral, era capaz de silenciar ALDH2. Además, 
para atribuir el silenciamiento a la acción específica del shRNA2, se utilizó como control 
células transformadas con el plasmidio pscAAV_scramble. En este plasmidio se 
reemplazó la secuencia del shRNA2_ALDH2 por una secuencia shRNA aleatoria que no 
tiene complementariedad de bases con ALDH2, ni con otra zona del genoma de HEK-
293, por lo que genera un RNA de interferencia que no tiene un blanco celular. 48 h post-
transfección las células fueron lisadas y se extrajo RNA y proteínas. Se realizó un RT-
PCR semicuantitativo (Figura 16A), en el cuál se observó a nivel de mRNA, una reducción 
en la expresión de ALDH2 en las células transformadas con el plasmidio que codifica 
para el shRNA2 (pscAAV_shRNA2_ALDH2) comparada con las células tratadas con el 
plasmidio control (pscAAV_scramble). Los niveles de expresión proteíca se analizaron 
mediante el análisis de Western Blot con el software ImageJ (Figura 16B), mostrando una 
reducción del 40% de la expresión de ALDH2 en las células tratadas con shRNA2 con 
respecto a las células transfectadas con pscAAV_scramble. 
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Figura 16. Silenciamiento de ALDH2 por plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2 en células 
HEK-293/ALDH2 
Células HEK-293 que expresan establemente ALDH2 (HEK-293/ALDH2) fueron transfectadas por el 
plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2. RNA y proteínas se colectaron 48 h después de la transfeccion para 
evaluar la expresión de ALDH2. (A) RT-PCR semicuantitativo, células transfectadas con pscAAV_scramble 
fueron usadas como control negativo de silenciamiento (carril 1), las tratadas con shRNA2 (carril 2), -RT 
control (carril 3) y control positivo de PCR (carril 4). La integridad del RNA fue determinada amplificando 
una región de 425 pb del gen humano GAPDH. (B) Western Blot de ALDH2 (56 kDa) y β-Actina (42 kDa) 
de las células transfectadas con el control scramble (carril 1) y tratadas con el shRNA2 (carril 2). 
 

 Producción, purificación y cuantificación de partículas virales 

Para la producción viral se utilizó el método de triple transfección descrito en Materiales 
y Métodos 3.3.9. Se prepararon tres tipos de partículas virales scAAV portadoras de: 
shRNA2, scramble y GFP. La eficiencia de tranfección se visualizó observando las células 
transfectadas con pscAAV_GFP (además de los otros dos plasmidios). 48 h después de 
la transfección las células se observaron en el microscopio de fluorescencia y se detectó 
emisión de luz verde, considerando efectiva la transfección celular. Las partículas virales 
se colectaron y purificaron según lo descrito en Materiales y Métodos. De la purificación 
en gradiente con CsCl se obtuvo 6 fracciones. Para identificar en cuál de ellas estaban 
presentes las partículas virales se utilizaron 3 μL de cada una de las fracciones de 
scAAV_GFP y se infectaron células HEK-293 en placas de 12 pocillos. Estás células se 
observaron en el microscopio con campo claro (BF por sus siglas en inglés Bright Field) 
y se compararon con las observadas con emisión de fluorescencia (GFP), con el fin de 
identificar la eficiencia de células infectadas (Figura 17). En las fracciones 3 y 4 se 
observa una infección de casi el 100% de las células, sin embargo, para no perder 
partículas virales se seleccionaron las fracciones 2, 3, 4 y 5 para ser mezcladas en un 
volumen total de 4 mL y se cuantificaron mediante qRT-PCR obteniendo las 
concentraciones descritas en la Tabla 7. 

. 
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Figura 17. Identificación de fracciones con partículas virales mediante microscopía de 
fluorescencia 
Seis fracciones se obtuvieron de la ultracentrifugación de las partículas virales GFP producidas (F1-F6). 
Una alícuota de 3 μL de cada fracción se utilizó para infectar células HEK-293 48 h después se observaron 
en un microscopio de fluorescencia comparando las células en BF y con GFP (con un aumento de 10X, 
160 ms). Se observa emisión de fluorescencia entre las fracciones 2 y 5.  
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Tabla 7. Concentraciones partículas virales (genomas virales/mL) 

 

Partícula Viral Concentración (vg/mL) 

scAAV2_GFP 9,95e11 
scAAV2_scramble 3,76e11 
scAAV2_shRNA2 7,91e11 

 

 Silenciamiento de ALDH2 con partículas virales en células HEK-293/ALDH2 

Para examinar si el shRNA portado por el vector viral AAV era capaz de silenciar la 
expresión de ALDH2, este se empacó en un virus AAV de doble hebra del serotipo 2, 
scAAV2/shRNA. Se utilizó como modelo celular HEK-293/ALDH2 en el cual se probaron 
dos concentraciones virales 1x104 y 1x105 vg/cel, definidas como MOI (por sus siglas en 
inglés multiplicity of infection), para transducir (infectar) las células. Como control, se 
infectaron células con scAAV2 portador de una secuencia shRNA scramble, 
scAAV2/scramble. La eficiencia de transducción fue evaluada en células infectadas con 
scAAV2/GFP, estimando el porcentaje de las células observadas en campo claro que 
expresan GFP al ser expuestas a luz de longitud de onda de 475 nm. Como se observa 
en la Figura 18, la eficiencia de transducción se estimó mayor al 90%. Es importante notar 
que aquellas células transducidas con mayor MOI, emiten más fluorescencia que las 
infectadas con menos partículas virales, pero en ambos casos, se comienza a observar 
fluorescencia desde el día 1 post-infección (p.i.), siendo esta más notoria a partir del día 
3. 
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Figura 18. Eficiencia de transducción en HEK-293/ALDH2 
Células HEK-293/ALDH2 fueron transducidas con scAAV2_GFP a dos diferentes MOI, 1x104 vg/cel panel 
superior y 1x105 vg/cel panel inferior. Para estimar la eficiencia de transducción, se observaron al 
microscopio en BF y GFP (con un aumento de10X, 50 ms exposición), durante 5 días consecutivos p.i. 
 

Luego de confirmar que la transducción fue eficiente, se evaluó la expresión de ALDH2 a 
nivel de transcrito y de proteínas en los 3 y a los 5 días p.i. de las células infectadas con 
scAAV2/shRNA y de aquellas células infectadas con el virus control scAAV2/scramble. 
Los transcritos de ALDH2 fueron cuantificados por una transcripción reversa, seguida de 
un PCR cuantitativo en tiempo real (RT-qPCR) y se comparó con las células tratadas con 
scAAV2/scramble. A los 3 días p.i. se observó una reducción del 66 y 84% para los MOIs 
1x104 y 1x105 vg/cel, respectivamente. Para los niveles de RNA medidos 5 días p.i. se 
logró una reducción del 83 y 90% para los MOIs probados (Figura 19A). La expresión de 
ALDH2 fue evaluada por Western blot. El análisis de imagen correspondiente mostró una 
reducción mayor al 90% en cada una de las cuatro condiciones probadas y se muestra 
en la Figura 19B. 
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Figura 19. Expresión de ALDH2 en células HEK-293/ALDH2 tratadas con scAAV2/shRNA 
Células HEK-293/ALDH2 fueron infectadas a MOIs 1x104 y 1x105 vg/cel de scAAV2, portador de una 
secuencia scramble o de shRNA. RNA y proteínas fueron extraídas a los 3 y 5 días p.i. (A) La inhibición en 
la expresión de ALDH2 por scAAV2/shRNA fue analizada para los transcritos por RT-qPCR, el número de 
copias de ALDH2 mRNA fue normalizado con respecto a GAPDH. (B) Western blot de la expresión proteica 
de ALDH2 normalizada por β-Actina. ***p < 0,001 comparado con las células tratadas con 
scAAV2/scramble. 
 

 Silenciamiento de la expresión de ALDH2 en células de hepatoma humano 

El blanco final de esta terapia es silenciar la expresión de ALDH2 en el hígado. El serotipo 
2 de AAV ha mostrado in vitro tener una buena eficiencia de transducción en las células 
de hepatoma humano HepG2 (Ellis et al., 2013). Por lo tanto, se utilizó el virus portador 
del shRNA del serotipo 2, scAAV2/shRNA, para infectar HepG2. Igualmente, se siguió la 
eficiencia de transducción mediante la expresión de GFP por 5 días en células HepG2 
infectadas con scAAV2/shRNA. Las células infectadas expresaron GFP desde el primer 
día p.i. alcanzando la máxima expresión al tercer día, seguido por una disminución en la 
expresión de GFP (Figura 20). 
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Figura 20. Eficiencia de transducción en HepG2 
Células HepG2 fueron transducidas con scAAV2/GFP a dos concentraciones virales 1x104 y 1x105 vg/cel. 
Se visualizaron durante 5 días consecutivos p.i. y se fotografiaron (10X, exposición150 ms). Como control 
se visualizan las células en campo claro (BF) y se comparan con las que emiten fluorescencia.  

 

RNA y proteínas se extrajeron de las células HepG2 infectadas con dos MOIs 1x104 y 
1x105 vg/cel, en el tercer y quinto día p.i. y se realizó un RT-qPCR. Como se observa en 
la Figura 21A, se alcanzó una reducción del transcrito de Aldh2 del 66 y 74%; en las 
células infectadas con 1x104 vg/cel, a los 3 y 5 días p.i., respectivamente. Para las 
infectadas con 1x105 vg/cel se observó una reducción del 89 y 90% para los mismos 
tiempos. La expresión de proteínas se evaluó mediante Western blot. En el caso de esta 
línea celular se detectaron dos bandas con el anticuerpo para ALDH2, pudiendo 
corresponder a dos isoformas de la enzima. Para el análisis de imagen se consideró solo 
la banda de menor peso molecular. Al día 3 p.i. se observó una reducción de la expresión 
de ALDH2 del 20 y 37 % para los MOIs probados (1x104 y 1x105 vg/cel). Para las mismas 
concentraciones virales, la expresión de proteína fue reducida en un 33 y 52% al quinto 
día p.i. (Figura 21B). 
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Figura 21. Inhibición de la expresión de ALDH2 en células HepG2 tratadas con 
scAAV2/shRNA 
Células HepG2 fueron infectadas con 1x104 o 1x105 vg/cel de un scAAV2 portador de la secuencia control 
(scramble) o de la secuencia de shRNA. En los días 3 y 5 p.i. se colectaron las células y se extrajo RNA y 
proteínas. La inhibición de la expresión de ALDH2 por scAAV2/shRNA fue analizada por (A) RT-qPCR, el 
mRNA de ALDH2 se normalizó con GAPDH. (B) Western blot de ALDH2 y β-Actina como normalizador. 
Las barras de error indican la DS. ***p < 0,001 comparado con las células tratadas con el control. 
 

 Medición de niveles de acetaldehído en células HepG2 metabolizadoras de 
etanol 

Como ensayo funcional, células de la línea HepG2 fueron expuestas a etanol y se midió 
la acumulación de acetaldehído. Sin embargo, las células HepG2 no expresan enzimas 
Alcohol deshidrogenasa (ADH) y la citocromo 2E1 (CYP2E1), las cuales son las 
responsables de la oxidación de etanol a acetaldehído (Figura 1). Como alternativa se 
utilizaron células HepG2 VL17A, las cuales expresan constitutivamente las enzimas 
mencionadas, por lo que se comportan como hepatocitos en respuesta a etanol. El 
silenciamiento de ALDH2 fue evaluado en las células VL17A transducidas con 1x105 
vg/cel en el tercer día p.i. mediante RT-qPCR y Western Blot (Figura 22 A y B), mostrando 
una reducción de la expresión de ALDH2 del 40% en ambos análisis, al comparar con las 
células tratadas con las partículas virales control scAAV2/scramble. Paralelamente, 
células tratadas se incubaron con etanol en distintas concentraciones (0, 10, 25 y 100 
mM) y se midió la acumulación de acetaldehído mediante cromatografía de gases. Las 
células incubadas sin etanol no presentaron cantidades medibles de acetaldehído. Las 
muestras tratadas con el virus portador del shRNA mostraron un aumento de los niveles 
de acetaldehído de 50, 30 y 40% para cada concentración de etanol ensayada (Figura 
22 C). 
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Figura 22. Silenciamiento de ALDH2 en células VL17A HepG2 y acumulación de 
acetaldehído 
Células VL17A HepG2 fueron infectadas con 1x105 vg/cel de scAAV/scramble o scAAV/shRNA durante 3 
días, en todos los casos se compararon las células tratadas con las partículas virales terapéuticas 
portadoras del shRNA con las tratadas con la secuencia control scramble. La expresión del transcrito de 
ALDH2 mRNA fue cuantificado por (A) RT-qPCR, normalizado por la expresión de GAPDH. La expresión 
de proteínas fue visualizada mediante (B) Western blot, normalizado con la expresión de β-Actina. La 
respuesta al etanol de las células VL17A HepG2 fue analizada por (C) Acumulación de acetaldehído 
medido por cromatografía de gases en presencia de concentraciones de etanol de 10, 25 y 100 mM. Las 
barras de error indican la DS. **p < 0,01 y ***p < 0,001 comparado con las células tratadas con el control. 
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5 DISCUSIÓN  

La relevancia de este estudio es que hemos demostrado in vitro que un único shRNA fue 
efectivo para inhibir la expresión la enzima Aldehído deshidrogenasa mitocondrial, 
utilizando como vehículo de entrega virus adeno-asociados self complementary serotipo 
2, en líneas celulares humanas. 

El silenciamiento de la expresión de ALDH2 conlleva a una disminución en la tasa de 
metabolización del acetaldehído produciendo su acumulación, la cual genera efectos 
disfóricos. El consumo de alcohol en personas que tienen dañado el metabolismo del 
acetaldehído se conoce como “fenotipo asiático”, el cual presenta una intolerancia al 
consumo de alcohol y previene el abuso de su consumo (Garver et al., 2001). 

Varios estudios han mostrado que la terapia génica puede ser una alternativa para el 
tratamiento del alcoholismo. Estos estudios han utilizado diferentes metodologías de 
silenciamiento para reducir la expresión de la ALDH2. El primer acercamiento fue 
mediante el uso de nucleótidos-fosforotioatos antisentido de vida media corta, por lo que 
requieren una administración repetitiva y no resultan ser una buena alternativa como 
tratamiento (Garver et al., 2001). Otro enfoque fue el uso de antisentidos largos, 
entregados por Adenovirus, los cuales presentan una mayor vida media, sin embargo, 
debido al largo de su secuencia (>1000 pb) y a la existencia de varias isoformas de ALDH, 
estas moléculas podrían silenciar no exclusivamente la expresión de la isoforma 
mitocondrial ALDH2, principal encargada del metabolismo del acetaldehído proveniente 
de la oxidación del etanol (Karahanian et al., 2005; Ocaranza et al., 2008). 

Debido a las desventajas que presentan las moléculas silenciadoras mencionadas 
anteriormente, los shRNA emergen como una mejor alternativa para silenciar la expresión 
de ALDH2 (Cortínez et al., 2009), puesto que están diseñados para reconocer solo una 
región específica de un mRNA. Otra herramienta que ha sido utilizada para silenciar 
ALDH2 son hairpin ribozymes, esta estrategia ha mostrado una buena eficiencia 
reduciendo la actividad de ALDH2 in vitro e in vivo usando roedores como modelo de 
estudio, logrando una reducción del 47% del consumo voluntario de alcohol (Sapag et al., 
2016). 

Es importante destacar que las herramientas de silenciamiento descritas solo se han 
probado en ratas o en líneas celulares provenientes de ratas, pero no han sido diseñadas 
para silenciar la expresión del gen humano de Aldh2. A pesar de la gran homología entre 
el gen de rata y humano (88% identidad), es necesario probar el potencial para silenciar 
el gen humano, especialmente cuando la molécula terapéutica es diseñada para mejorar 
la especificidad para reconocer solo un gen y no afectar la expresión de genes similares 
u otras isoformas de la misma proteína. En este trabajo de tesis solo se probó la eficacia 
para reducir la expresión de la isoforma ALDH2, como trabajo futuro sería interesante 
analizar la especificidad de esta molecula para verificar si el shRNA diseñado afecta la 
expresión de otras isoformas de ALDH. 
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Se han establecido algunas reglas y guías para el diseño de moléculas de shRNA activas 
(Bofill-De Ros et al., 2016; Elbashir et al., 2002; Reynolds et al., 2004) y además existen 
varias librerías comerciales disponibles. Sin embargo, la eficiencia de una secuencia de 
shRNA para silenciar la expresión de un gen blanco debe ser verificada. En este trabajo 
se probaron cinco secuencias, de las cuales tres de ellas mostraron actividad silenciadora 
en las condiciones ensayadas. 

Estudios han mostrado que a pesar del a pequeña capacidad de empaque de los virus 
AAV, especialmente de los scAAV (2,3 kb) (Mccarty et al., 2001), múltiples secuencias 
pueden ser clonadas consecutivamente flanqueadas por las secuencias virales ITR 
(Grimm et al., 2006). En este trabajo de tesis se probaron, por separado, cinco secuencias 
de shRNA que tenían como blanco el transcrito de ALDH2; cada una de estas mostró una 
eficiencia diferente para silenciar la expresión de ALDH2 ya sea a nivel de transcrito o a 
nivel de expresión de proteína. Por simplicidad, se eligió probar solo una de estas 
secuencias shRNA y fue clonada en el plasmidio que posteriormente se utilizó en el 
método de triple transfección para producción de las partículas virales (Figura 10). En 
futuros experimentos se podrían probar combinaciones de secuencias de shRNA, para 
ver si existe un efecto aditivo al usar más de un shRNA para silenciar la expresión de 
ALDH2, esta estrategia ha sido probada para inhibir la expresión de genes de VIH 
mostrando resultados prometedores (Choi et al., 2015). 

Los virus adeno-asociados han mostrado ser una opción prometedora como vectores 
para terapia génica. Se han realizado varios estudios clínicos que utilizan AAV como 
portadores de la terapia en diversas enfermedades cardiovasculares, infecciosas, 
neurológicas, inflamatorias, cáncer y desordenes monogénicos como son la hemofilia A 
y B (Ginn et al., 2013; Mingozzi et al., 2011; Nathwani et al., 2011). En las pruebas clínicas 
realizadas se han utilizado diferentes serotipos y variantes con tropismo específico para 
infectar los tejidos seleccionados de acuerdo a la necesidad partículas de cada 
enfermedad (Asokan et al., 2012). Hasta el momento se ha establecido que el serotipo 8 
es el mejor para transducir el hígado in vivo, pero muestran una capacidad reducida para 
infectar la línea celular hepática humana HepG2 (Davidoff et al., 2005). Para estudios in 
vitro los AAV del serotipo 2 han mostrado la mayor capacidad para transducir diferentes 
tipos de células, incluyendo HepG2 (Ellis et al., 2013). Los AAV self complementary han 
mostrado tener una transducción mejorada en comparación con los AAV tradicionales y 
han surgido como una alternativa para ser elegidos como vehículos portadores de 
herramientas silenciadoras, como los shRNA (C. Li et al., 2011; McCarty et al., 2003; Wu 
et al., 2008). 

En este trabajo de tesis se utilizaron scAAV2 portadores de un shRNA para la hALDH2 
para transducir líneas celulares humanas, con el fin de probar su capacidad para reducir 
la expresión de la enzima Aldehído deshidrogenasa. Para comenzar las pruebas se 
utilizaron como modelo células de la línea HEK-293 debido a que son fáciles de manipular 
y cultivar en adherencia, además es sabido que son transducidas eficientemente por 
scAAV2 (Ellis et al., 2013). Debido a que las células HEK-293 no expresan 
constitutivamente ALDH2, se desarrolló una línea celular que expresa establemente 
ALDH2 (HEK-293/ALDH2), la cual se infectó con partículas virales scAAV2 portadoras 
del shRNA. En las células tratadas, la expresión a nivel de proteínas de ALDH2 fue 
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reducida al mínimo (> 90%) al quinto día p.i., incluso cuando las células fueron infectadas 
con una baja concentración de partículas virales (1x104 vg/cel). A causa de su efectividad 
para silenciar la expresión de ALDH2 en esta línea celular, se podrían utilizar dosis virales 
menores, produciendo mejores perfiles de seguridad para futuras pruebas clínicas (Nair 
et al., 2014). 

La línea celular HepG2 se utilizó como modelo para representar el metabolismo del 
acetaldehído, porque expresa constitutivamente cantidades medibles de ALDH2 
(Clemens et al., 1995; Donohue et al., 2006). La isoforma 2 de la ALDH tiene localización 
mitocondrial. Es sabido que las proteínas mitocondriales son sintetizadas como un 
precursor que tiene una extensión N-terminal, la cual es procesada por peptidasas 
específicas (Gakh et al., 2002). La información sobre la secuencia de ALDH2 presentada 
en UNIPROT reporta que la secuencia es procesada a una forma madura 
(http://www.uniprot.org/uniprot/P05091#sequences). Adicionalmente, la secuencia 
aminoacídica fue analizada en el servidor web MitoFates, disponible en http://mitf. 
cbrc.jp/MitoFates/ (Fukasawa et al., 2015), el cual predijo un sitio de corte. La isoforma 
inmadura sería la proteína antes de ser procesada (517 aa) con un peso molecular 
predicho de 56,381 kDa, correspondiendo a la banda de mayor peso molecular, pero 
menos intensa del Western Blot de la Figura 21. La forma madura (501 aa) tiene un peso 
molecular predicho de 54,558 kDa y es representada por la banda más intensa del 
Western Blot, correspondiendo a la enzima de localización mitocondrial. 

Se analizó mediante Western blot la expresión de ALDH2 en las células HepG2 
transducidas por scAAV/shRNA con 1x105 vg/cel, alcanzando una reducción de un 52% 
en la expresión al quinto día p.i., comparada con la expresión en las células infectadas 
con el virus control. El silenciamiento producido en las células tratadas con 
scAAV2/shRNA fue menos eficiente en HepG2 comparado con el obtenido al tratar HEK-
293/ALDH2 La diferencia puede ser explicada por la eficiencia de los virus para transducir 
diferentes tipos celulares lo cual se refleja en la capacidad para entregar la molécula 
terapéutica shRNA, además los niveles de expresión del shRNA y la vida media de la 
proteína ALDH2 puede ser diferente en las líneas celulares probadas, resultando en que 
se deben silenciar diferentes niveles de ALDH2 en cada caso. Estudios previos han 
mostrado que la reducción alrededor de un 40% de la expresión de ALDH2 resultan en 
una apreciable reducción en el consumo de alcohol en modelos animales (ratas UchB) 
(Garver et al., 2001; Ocaranza et al., 2008). Esta reducción moderada de la actividad de 
ALDH2 puede alcanzar el efecto deseado de disminuir el consumo de alcohol, 
minimizando los riesgos que podrían surgir de un silenciamiento completo del gen (Sapag 
et al., 2016). 

La línea celular HepG2 se utilizó para estudiar la expresión/inhibición de la enzima 
ALDH2, sin embargo esta línea celular no se comporta como un hepatocito al metabolizar 
etanol, debido a que no expresa en cantidades medibles las enzimas ADH y CYP2E1, 
principales encargadas de metabolizar el etanol (Clemens et al., 1995). Para cumplir con 
los objetivos de este trabajo era necesario medir la acumulación de acetaldehído en 
células tratadas con el shRNA en presencia de etanol. Debido a que las células HepG2 
no permiten realizar este análisis fue necesario encontrar otra línea celular que pudiese 
procesar el etanol de manera apropiada. En el artículo publicado por Clemens y col., 

http://www.uniprot.org/uniprot/P05091#sequences
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2006, se desarrolló una línea celular a partir de HepG2 que expresa establemente las 
enzimas ADH y CYP2E1, esta línea, HepG2 VL17A, responde como un hepatocito en 
presencia de etanol, oxidándolo a acetaldehído (Donohue et al., 2006). 

Como ensayo funcional se midió la acumulación de acetaldehído utilizando cromatografía 
de gases en células HepG2 VL17A infectadas con scAAV2/shRNA. Estas células fueron 
cultivadas con etanol, en tres diferentes concentraciones, simulando consumidores 
sociales, moderados y dependientes de alcohol (Eckardt et al., 1998; Jones et al., 1992). 
Para cada caso la concentración de acetaldehído aumento un 50, 30 y 40%, en 
comparación con aquellas infectadas con el control scAAV2/scramble. 

Como trabajo futuro sería interesante analizar la especificidad del shRNA usado para 
verificar si este afecta la expresión de otras isoformas de ALDH. 
 
En este trabajo de tesis se demostró que vectores scAAV2 que codifican un único shRNA 
para ALDH2 son efectivos para disminuir la expresión de la isoforma mitocondrial de la 

enzima Aldehído deshidrogenasa en líneas celulares HEK‐293/ALDH2, HepG2 y HepG2 

VL‐17A y aumentan los niveles de acetaldehído.  
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6 CONCLUSIONES 

 En este trabajo de tesis se propuso demostrar que la terapia génica es una 
estrategia con la cual es posible silenciar la expresión de la ALDH2 en líneas celulares 
humanas. Se utilizaron como vehículos de entrega virus adeno-asociados de doble 
hebra, debido a su perfil de seguridad y su alta eficiencia de transducción. Como 
herramienta silenciadora se eligió utilizar shRNA dirigidos a la isoforma mitocontrial de la 
enzima ALDH. 

A partir de un análisis cualitativo de la expresión de ALDH2, en células HEK-293 co-
transfectadas con un plasmidio codificante para ALDH2 y uno codificante del shRNA se 
observa que 3 de las 5 secuencias de shRNA probadas disminuyen la expresión de 
ALDH2 a nivel de RNA y proteína, esto a pesar de haber sido diseñadas con ese fin. A 
partir de estos resultados se  concluye que es necesario probar empíricamente las 
secuencias de shRNA dispuestas en librerías, para seleccionar las que efectivamente 
ejercen actividad silenciadora. Será interesante identificar, en trabajos posteriores, los 
criterios de diseño que mejor contribuyen a producir shRNAs mas efectivos en la práctica. 

Se construyó el plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2 el cual codifica para la secuencia de 
shRNA2 que mostró mayor efectividad para silenciar la expresión de ALDH2. Este 
plasmidio contiene los elementos genéticos necesarios para la transcripción de shRNA 
codificados dentro de los ITR virales. La construcción plasmidial es estable, permite la 
producción de las partículas virales scAAV y la expresión del gen de interés. Además se 
construyó el plasmidio pscAAV_scramble, el cual tiene las mismas caracteristicas, con la 
diferencia que codifica un shRNA que no tiene blanco putativo dentro de la célula, lo que 
permite utilizarlo como control negativo en los experimentos en que se analiza la 
reducción de la expresión de ALDH2.  

La línea celular HEK-293 no expresa ALDH2 en cantidades medibles, por lo que se 
desarrolló la línea celular estable HEK-293/ALDH2 que expresa constitutivamente 
ALDH2.  

Al transfectar la línea celular HEK-293/ALDH2 con el plasmidio 
pscAAV_shRNA2_ALDH2, se observó mediante RT-PCR semicuantitativo, una 
reduccion de la expresión del mRNA, mientras que mediante Western blot se observó 
una reducción del 40% de la expresión proteica de ALDH2, respecto a la expresión en 
celulas tratadas con el control pscAAV_scramble. El protocolo de transfección utilizado 
fue efectivo, es posible visualizar diferencias con el control y permite realizar una análisis 
cualitatitvo y cuantitativo de la expresión de ALDH2 en la línea celular desarrollada.  

Se concluye que esta línea celular es una herramienta útil para el estudio de 
expresión/silenciamiento de ALDH2 tanto a nivel de ARN como de proteína. Permite 
estimar la capacidad de un shRNA para silenciar la expresión de ALDH2, ya sea, 
entregado por un plasmidio o por partículas virales del tipo scAAV2, debido a que se 
puede transfectar o transducir fácilmente. 
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Con el método de triple transfección se produjeron partículas virales de doble hebra del 
serotipo 2, scAAV2, portadoras de secuencias de GFP, scramble o shRNA. Este método 
de producción y posterior purificación por ultracentrifugación en gradiente, permite 
obtener, a escala de laboratorio, partículas virales infectivas en concentraciones 
suficientes para ensayos in vitro, sin requerir pasos de purificación y/o concentración 
adicionales. Es importante destacar que es un método laborioso y requiere de práctica 
para obtener resultados satisfactorios. 

Se midió la capacidad de silenciamiento de la expresión de ALDH2 a nivel de RNA y 
proteínas, comparando los niveles de las células tratadas con el shRNA específico y con 
el scramble. En ambas líneas celulares tratadas se logró reducir la expresión de ALDH2 
tratadas con una baja o moderada dosis de partículas virales, con lo que se concluye que 
los virus adeno-asociados del serotipo 2 son capaces de infectar y de entregar la 
molécula terapéutica y que esta es procesada por la maquinaria celular para producir un 
shRNA efectivo para inhibir la expresión del gen deseado. Las dosis y los tiempos 
empleados permiten observar diferencias, sin embargo, pueden existir otros parámetros 
que permitan observar mejor el fenómeno, por lo que se proponer probar diferentes dosis 
y tiempos, y realizar una curva dosis respuesta en diferentes líneas celulares. 

Finalmente, además de inhibir la expresión enzimática, como ensayo funcional se midió 
la concentración de acetaldehído en un modelo celular hepático capaz de metabolizar el 
etanol y convertirlo en acetaldehído. De este  ensayo se puede concluir que la reducción 
de la expresión enzimática resulta en una acumulación de acetaldehído, debido a una 
metabolización incompleta del etanol 

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que es posible imitar el 
efecto del polimorfismo observado en el fenotipo asiático utilizando terapia génica para 
entregar mediante scAAV2 un shRNA específico para inhibir la expresión del gen 
codificante de ALDH2 humano en cultivos celulares, y que se acumula acetaldehído en 
células hepáticas metabolizadoras de etanol. Con esto se sientan las bases para el 
potencial desarrollo de un tratamiento no farmacológico para el alcoholismo. 
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