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Los vectores virales son un sistema de transferencia génica muy efectivo. Es por esto 
su amplio uso para terapia génica. Dentro del desarrollo de una terapia génica un punto 
muy importante a considerar es la producción y purificación de los vectores virales que 
transportarán dicha terapia. Su producción y purificación debe ser escalable para lograr 
su uso en las distintas fases de los ensayos clínicos y su posterior comercialización.  

El presente estudio aborda distintas etapas de la producción y purificación de vectores 
virales adenovirus y adenoasociados, centrándose en su uso para una terapia génica 
contra el alcoholismo. Se realizó la purificación de los vectores adenovirales rAd5V que 
contenían la secuencia de ARN antisentido de la enzima ALDH2, y se desarrolló un pre-
diseño de la purificación como base para la producción de estos vectores a mayor 
escala para ensayos pre-clínicos. Se pudo concluir que la columna CIM QA1 tiene 
rendimientos tan buenos como la columna Q-Sepharose XL, la que ha sido muy usada 
para esta aplicación. Sin embargo, la columna CIM QA1 puede usar flujos hasta 10 
veces mayores que la columna Q-Sepharose XL, manteniendo su rendimiento. Esto 
implica en una reducción del tiempo de la purificación en forma considerable. Además, 
se desarrolló la producción y purificación de un vector alternativo para la terapia contra 
el alcoholismo, el vector usado fue el vector viral Adenoasociado AAV para sus 
serotipos 2 y 8. Se realizó la producción de los vectores AAV2 y AAV8 y su  purificación 
se realizó usando la columna monolítica CIM QA-1.Se pudo determinar la capacidad de 
la columna para cada uno de los serotipos de AAV, con una capacidad de 5,2x108 vg/ml 
para AAV2 y 1,8x1010vg/ml para AAV8.  

También se desarrolló un método simplificado para la producción de vectores AAV. El 
nuevo método simplificado utiliza una doble transfección en una línea celular 
recombinante de HEK293F, la que puede ser específica para cada terapia génica. Para 
este estudio, se desarrolló un prototipo del nuevo método utilizando el gen de la 
proteína GFP como gen de interés. Se logró desarrollar una línea celular HEK293F 
recombinante. Se logró producir vectores AAV2 y AAV8 con el nuevo método de doble 
transfección. Sin embargo, la producción fue 40 y 24 veces menor para AAV2 y AAV8 
que el método convencional. A pesar que la visualización con TEM no entregó señales 
claras de problemas en la cápside, los vectores producidos con el nuevo método no 
fueron infectivos. Esto puede ser por una mala encapsidación de los vectores virales en 
el momento de la producción. Además, es necesario optimizar el método de producción 
con la proporción correcta de los tres elementos esenciales para la producción de AAV 
(ITR-Gen, Rep/Cap y genes ayudantes). 

Los resultados obtenidos en el presente estudio entregan procedimientos y métodos de 
producción y purificación que facilitan la obtención de vectores virales para continuar 
con los estudios y validaciones de la terapia génica contra el alcoholismo.  
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Antecedentes Generales 

El alcoholismo es una adicción que causa problemas tanto físicos, sociales como 
económicos. Reducir el consumo excesivo de alcohol es una de las prioridades en 
políticas públicas de salud en Chile y en el mundo [1, 2]. El consumo excesivo de 
alcohol causa el 5,9% de las muertes en el mundo (3,3 millones de personas al año) [1].  
Dentro de la estrategia mundial para combatir el alcoholismo, se encuentra el disminuir 
su consumo y prevenir e intervenir a tiempo en las personas más vulnerables [1]. Por lo 
tanto, desarrollar tratamientos farmacológicos para disminuir el consumo excesivo de 
alcohol, será un aporte en una de las acciones establecidas en la estrategia global 
contra el alcoholismo, impulsada por la Organización Mundial de la Salud [1]. 

Se han hecho grandes esfuerzos en desarrollar diferentes tratamientos contra el 
alcoholismo, ya sean tratamientos farmacológicos, sicológicos, sicosociológicos y por 
supuesto una combinación de ellos [3].  

La FDA ha aprobado 4 fármacos para el tratamiento de la dependencia del alcohol, 
estos son Disulfiram, Naltrexone oral, Naltrexone inyectable, y Acamprosate [3]. El 
fármaco llamado Disulfiram, causa una fuerte aversión al consumo de alcohol, y ha sido 
usado para tratamiento de la dependencia del alcohol por más de 50 años, pero la 
evidencia de su efectividad es débil, debido a sus efectos colaterales. Naltrexone oral 
es indicado en combinación a un plan apropiado de manejo de la adicción al alcohol, 
reduce el consumo y ayuda a mantener la abstinencia, pero existe poca evidencia de su 
eficacia. Naltrexone inyectable es recomendado para tratamiento en conjunto con un 
soporte sicosocial, se aplica a pacientes que ya son abstinentes en etapa primaria. Y 
Acamprosate es indicado para ayudar a mantener la abstinencia de pacientes que 
mantienen simultáneamente un tratamiento sicosocial [3]. 

La terapia génica puede ser una alternativa de tratamiento para el consumo excesivo de 
alcohol [4,5,6]. Esta terapia busca inhibir la producción de la enzima aldehído 
deshidrogenasa (ALDH2) de manera específica en el hígado, permitiendo que se 
acumule acetaldehído, el que es un producto de la oxidación del alcohol. El 
acetaldehído en la sangre produce efectos adversos que se manifiestan en náuseas, 
mareos, dolor de cabeza, entre otros [4].  

Existen resultados promisorios de esta terapia génica, tanto in vitro como in vivo [4,5,6]. 
Se han realizado pruebas en ratas alcohólicas, donde un vector adenoviral serotipo 5, 
transportando un oligonucleótido con la secuencia génica que transcribe un ARN 
mensajero antisentido de la enzima ALDH2 (anti-Aldh2), fue inyectado vía intravenosa 
[4]. En ese estudio se analizó el consumo de alcohol, la actividad enzimática y la 
cantidad de ARN mensajero transcrito, obteniendo una disminución del consumo de 
alcohol en más del 50%, una disminución del 85% en la actividad enzimática de ALDH2 
en el hígado, y se comprobó que la cantidad de ARN mensajero de ALDH2 era la 
misma, con y sin tratamiento, lo que confirma que la tecnología de ARN mensajero 
antisentido fue efectiva [4]. 
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1.2 Antecedentes Bibliográficos 

1.2.1 Vectores Virales para Terapia Génica 

Existen dos tipos de sistemas de transferencia génica: los métodos físico-químicos y los 
vectores virales. Los primeros tienen varias ventajas, como su fácil preparación, gran 
tamaño de ADN a transferir y baja inmunogenicidad. Sin embargo, su gran 
inconveniente es la baja eficacia para transducir las células objetivos. Por otro lado, los 
vectores virales tienen alta eficacia en transducir en las células blanco en forma natural, 
por ello es que se han desarrollado varias técnicas para poder utilizarlos como sistema 
de transferencia génica, eliminando el riesgo de producir enfermedad. La desventaja 
mayor de los vectores virales es el tamaño limitado de ADN a transferir, dependiendo 
del tipo de virus [7]. 

Al momento presente, se han aprobado más de 2.200 ensayos clínicos para terapia 
génica [8]. Los sistemas de transferencia génica más usados para terapia génica han 
sido los vectores adenovirales, los retrovirus y el sistema de plasmidio desnudo.  

Desde el año 2003, se encuentran aprobadas en China dos terapias génicas basadas 
en vectores adenovirales, Gendicine y Oncorine.  Además, en Estados Unidos, el año 
2004 fue aprobada la primera certificación GMP para producir un fármaco basado en un 
vector adenoviral, llamado Cerepro. Por otro lado, la agencia europea de medicamentos 
EMA  aprobó en la Unión Europea un producto de terapia génica, basado en un vector  
viral adeno-asociado, Glybera [7].  
 
De los más de 2.200 ensayos clínicos aprobados, un 57% se encuentran en Fase I y 
4% se encuentra en Fase III. Los vectores de transferencia más utilizados en los 
ensayos clínico de terapia génica son los adenovirus, participando en un 22% de los 
ensayos, seguidos por un 18% con retrovirus y 17% con plasmidios desnudos, como se 
muestra en la Figura 1. 

 
Los vectores adenovirales (AdV) han sido ampliamente usados durante las últimas 
décadas en terapia génica. Se han reportado pruebas clínicas con más de 600 genes, 
donde casi un tercio de ellos usaban vectores adenovirales como medio de 
transferencia génica [8,9]. Se encuentran en pruebas clínicas de Fase III terapias 
génicas utilizando adenovirus para enfermedades como cardiopatía isquémica [9]. 
 
Los vectores virales más usados en terapia génica han sido los adenovirus y retrovirus, 
sin embargo en los últimos años ha crecido el uso de virus adeno-asociados y lentivirus 
[10].  
 
Se han reportado pruebas clínicas que han resultado exitosas para tratar enfermedades 
como Hemophilia B, Inmunodeficiencia combinada severa  X-linked (SCID-X1), 
Amaurosis congénita de Leber Tipo 2 (LCA2), y para terapia algunos tipos de leucemia 
usando terapia con celular T-CAR (Chimeric Antigen Receptor- T cell) [8]. 
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Figura 1: Terapias génicas realizadas con diferentes sistema de transferencia génica (Fuente: The 
Journal of Gene Medicine 2016 John Wiley and Sons Ltd., 

http://www.wiley.com//legacy/wileychi/genmed/clinical/2016) 

Los adenovirus (Ad) son virus que contienen ADN de doble hebra, su diámetro es de 
70-90 nm, su forma icosahédrica contiene 252 subunidades de proteínas. Se han  
identificado cerca de 50 serotipos, pero los más usados en aplicaciones clínicas han 
sido los serotipos 2 y 5 [11]. 

Los retrovirus son virus que contienen ARN de hebra simple, el cual se transcribe en 
forma reversa a ADN en la célula huésped, luego este ADN es integrado al genoma de 
la célula huésped. Son virus encapsulados. Su tamaño es de aproximadamente 100 nm 
de diámetro. Pueden transportar insertos de hasta 8 kb [12].  

Los virus adeno-asociados (AAV) son virus no patogénicos y capaces de transducir 
células en división y células quiescentes. Los AAV tienen un tamaño pequeño, 25 a 30 
nm, su ADN es de hebra simple, el tamaño de su ADN es de 4,7 kb, tiene forma 
icosahédrica, son virus no encapsulados. Los AAV son de la familia de Parvovirus, son 
virus deficientes de replicación. Requieren de un virus ayudante, como un adenovirus 
(Ad) o un virus herpes simplex (HSV), para completar su ciclo lítico [8]. En ausencia de 
virus ayudante, tienen la habilidad de hacer integración sitio-dirigida de su genoma en 
un locus específico (AAVS1) en el cromosoma 19 humano [13]. 

Los vectores lentivirales son no patogénicos, transducen células en división y 
quiescentes, incluyendo hepatocitos, e integran establemente el transgen en el genoma 
[14,15]. 
 

1.2.2 Producción y Purificación de vectores virales 
 
Se han logrado importantes avances en la producción y purificación de vectores virales 
para ser usados en las distintas fases de ensayos clínicos. Para cada tipo de vector 
viral a ser utilizado, es necesario desarrollar procesos escalables para su producción y 
purificación que cumplan con los niveles de calidad requeridos [16].    
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La producción de vectores adenovirales, retrovirus y vectores adeno-asociados están 
bastante estudiados, sin embargo para producción de lentivirus está aún en etapa de 
desarrollo para su producción a mayor escala [17].  
 
La purificación de vectores virales a nivel de laboratorio, sigue siendo realizada usando 
el método de separación con gradiente de cloruro de cesio. Este método es laborioso y 
no escalable, por lo tanto, para producciones de vectores virales para ensayos clínicos, 
se han adaptado métodos escalables ampliamente usados para purificación de 
proteínas. Se han podido implementar varios métodos cromatográficos, sin embargo el 
proceso de purificación de vectores virales sigue planteando desafíos [16].  

 
Para el diseño de los procesos de purificación, se consideran en primer lugar las 
características del vector viral, esto es su fragilidad, tamaño, afinidad, carga e 
hidrofobicidad [16]. Otro punto importante a considerar, es el contenido de 
contaminantes provenientes del medio de cultivo, como también contaminantes que 
pudieran venir del proceso de producción, como lo son los virus ayudantes. 
 

1.2.3 Uso de Células HEK293 para producción de biofármacos 

La línea celular HEK293 se creó a partir de la transformación de células de riñón de 
embrión humano con fragmentos de ADN de adenovirus humano serotipo 5 (Ad5) en 
los años 70  [18]. Estas células incorporaron los fragmentos de ADN de Ad5 en el 
cromosoma 19 de su genoma. Por lo tanto, la línea celular HEK293 cuenta con el gen 
adenoviral E1 integrado en su genoma, lo que permite la replicación viral de adenovirus 
recombinante.  

Además, la línea celular HEK293 es ampliamente usada para producción de proteínas 
recombinantes, ya que ofrece varias ventajas, tales como alto rendimiento de 
transfección, facilidad de crecer en suspensión, y capacidad de adaptación a crecer en 
medio libre de suero.  

Por otro lado, las células mamíferas son las más apropiadas para producir 
glicoproteínas recombinantes para ser usadas en humanos, debido a la importancia de 
las modificaciones postraduccionales. Por ello, el uso de células mamíferas como 
fábricas para producir glicoproteínas para uso en medicina se ha vuelto una atractiva 
área de investigación [19].  Para ello, ha sido necesario realizar ingeniería genética para 
crear células mamíferas recombinantes para generar el producto de interés, que 
pueden ser por ejemplo glicoproteínas humanas  o anticuerpos monoclonales.  

Entre las primeras glicoproteínas recombinantes farmacéuticas producidas en células 
mamíferas, se encuentran tPA, la interleuquina 2 (IL-2), interferón-b (IFN-b) e interferón 
c (IFN-c) [19].  Anticuerpos monoclonales (Mabs) son la segunda categorías de 
productos biofarmacéuticos producidos en cultivo de células mamíferas. Generalmente, 
procesos a gran escala utilizan células CHO (Chinese Hamster Ovary), aunque también 
se han utilizado células linfáticas murinas como NS0 o SP2/0 [20]. 

Además, las células madres (stem cells) han sido modificadas mediante ingeniería 
genética para diferentes casos, por ejemplo para el uso de constructos promotores o 
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reporteros para el desarrollo y diferenciación de las células, la incorporación de 
características de seguridad en células trasplantadas, entre otros [21]. 

Adicionar una secuencia génica a una célula animal es posible mediante transfección 
de plasmidios o por medio de infección con vectores virales. La transfección puede ser 
estable o transitoria. Una transfección estable significa que el gen de interés se integra 
al genoma, en cambio una transfección transitoria mantiene en forma episomal el gen 
de interés. Existen sitios de integración preferentes en el cromosoma, por lo que la 
expresión del transgen depende de la posición de éste en el genoma. La integración al 
azar requiere de un método de selección exhaustivo [22]. 

La línea celular HEK293 ha sido usada para expresión de genes en forma estable y 
transitoria. Esta línea celular ha sido utilizada para producir un amplio rango de 
proteínas, ya sean proteínas de  membrana, intracelulares y extracelulares, además se 
ha utilizado en producción de varios vectores virales, tales como adenovirus, vectores 
adeno-asociados, retrovirus y lentivirus. También, se ha usado en producción de 
proteínas complejas como anticuerpos monoclonales, interferon alfa y virus 
humanizados para vacunas, como la influenza [23].  
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1.3 Objetivos 

 
El objetivo principal de esta tesis es explorar diferentes alternativas de producción y 
purificación de vectores virales adenovirus y adenoasociados, para su potencial uso en 
terapia génica contra el alcoholismo en seres humanos.  
 
Se desarrollaron tres trabajos específicos, cuyos objetivos se nombran a continuación: 
 
I- Comparar la purificación con tres columnas de intercambio aniónico del vector viral 

Adenovirus serotipo 5 que contiene el gen antisentido de la enzima aldehído 
deshidrogenasa humana. 
 

II- Producir y purificar vectores virales Adenoasociados  AAV y scAAV, serotipos 2 y 8 
que contienen el gen antisentido de la enzima aldehído deshidrogenasa humana y el 
gen de la enzima GFP.  

 
III- Desarrollar un nuevo método de producción mediante ingeniería genética de 

HEK293F para establecer un método simplificado multiserotipo de vectores virales 
adenoasociados AAV para terapia génica. 

 

Cada uno de estos trabajos se presenta a continuación en tres secciones por separado.  
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2 PURIFICACIÓN DE VECTORES ADENOVIRALES SEROTIPO 5 PARA TERAPIA 
GÉNICA CONTRA EL ALCOHOLISMO USANDO CROMATOGRAFÍA DE 
INTERCAMBIO ANIÓNICO  

 

A continuación se presenta la traducción y adaptación del artículo enviado a la revista 
Journal of Chemical Technology and Biotechnology, que se encuentra en etapa de 
evaluación. 
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2.1 Resumen 
 

Este estudio describe el pre-diseño de un sistema escalable para la purificación de 
vectores adenovirales serotipo 5 (rAd5), para ser usados en terapia génica contra el 
alcoholismo. Actualmente, esta terapia es la única terapia génica en desarrollo, para 
inhibir la síntesis de la enzima aldehído deshidrogenasa (ALDH2), esta enzima 
metaboliza el acetaldehído generado en la oxidación del etanol.  

Se compararon dos métodos de cromatografía de intercambio aniónico  usando un 
equipo FPLC. Se utilizaron tres columnas cromatográficas: una columna de resina Q-
Sepharose XL, y dos columnas monolíticas CIM QA-1 y CIM DEAE-1. Se logró obtener 
una mejor separación de los adenovirus recombinantes serotipo 5 (rAd5) usando las 
dos columnas de intercambio aniónico fuerte con un gradiente de dos pasos.  

Al usar la columna monolítica CIM QA-1 se obtuvo el mejor rendimiento. La 
recuperación determinada mediante PCR en tiempo real (RT-PCR) fue de 34% con la 
columna CIM QA-1, en cambio con la columna Q Sepharose XL fue de 28%. A través 
de análisis SDS-PAGE, se calculó una pureza de 70% para la purificación con la 
columna monolítica CIM QA-1. El análisis por microscopia electrónica de transmisión 
(TEM), visualizó un vector estructuralmente intacto después de la purificación con cada 
una de las columnas utilizadas.  

Esta estrategia fue base para el escalamiento del proceso de purificación realizado para 
la producción de los vectores virales utilizados en la primera prueba pre-clínica de esta 
terapia génica contra el alcoholismo.  
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2.2 Introducción 
 

El alcoholismo es una enfermedad crónica que causa serios problemas económicos y 
sociales en todo el mundo [24]. Numerosos estudios han demostrado que sólo dos 
genes se asocian a factores genéticos de protección contra el alcoholismo: uno de ellos 
es el gen que codifica para la enzima aldehído deshidrogenasa 2 (ALDH2), y el otro gen 
codifica para la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) [25-27]. La enzima ALDH2 
participa en la oxidación de acetaldehído a acetato. El acetaldehído es un metabolito 
tóxico del alcohol, pero el acetato es un metabolito que puede ser excretado del cuerpo.  

Se ha encontrado que una mutación en el gen que codifica para la enzima ALDH2 
mitocondrial, puede proveer protección contra el abuso en el consumo de alcohol [4]. 
Aquellas personas que tienen esta mutación, no pueden metabolizar el acetaldehído en 
acetato y muestran altos niveles de acetaldehído en la sangre cuando consumen 
alcohol. Esto conduce a una fuerte reacción física que disuade el consumo de alcohol. 
Terapias farmacológicas existentes para el tratamiento del alcoholismo incluyen la 
administración de fármacos que inhiben la ALDH, como el disulfiram. El Disulfiram es 
actualmente la droga más efectiva en el tratamiento del alcohol, y ha sido usado para 
tratar la dependencia del alcohol por más de 50 años [28,29]. Sin embargo, la 
prescripción de disulfiram ha decrecido recientemente debido a su alta toxicidad y el 
bajo cumplimiento del paciente [30,31].  

En base a esta evidencia, una atractiva alternativa para la inhibición a largo plazo del 
consumo excesivo de alcohol, podría ser la administración de vectores de transferencia 
génica que codifiquen para moléculas de ARN antisentido del gen de la enzima ALDH2 
(anti-Aldh2) para inhibir su expresión. Varios estudios in vitro e in vivo avalan esta 
propuesta [4,5,32]. Ocaranza y colaboradores (2008) demostró en ratas, que una única 

administración intravenosa del vector E1-adenoviral (Ad5), conteniendo la secuencia 
antisentido anti-Aldh2 de rata, redujo la actividad de la enzima ALDH2 en el hígado en 
un 85% e inhibió el consumo voluntario de etanol de ratas dependientes del alcohol 
(UCHB) en un 50% durante 34 días. Estos prometedores resultados sugieren que la 
terapia génica, es una alternativa potente para la inhibición a largo plazo del consumo 
de alcohol. 

Los vectores adenovirales son un atractivo vehículo para la transferencia de genes y 
entrega de vacunas, debido a su amplio tropismo, su capacidad de empacar transgenes 
de gran tamaño, y el alto nivel de expresión en la célula huésped [33]. A pesar que los 
adenovirus a menudo inducen respuesta inmune humoral, mucosal y celular, estos 
vectores se han investigado ampliamente para la entrega de genes en numerosos 
protocolos, y todavía son considerados entre los vectores de vacunas más eficaces 
[18,34-36]. Hasta hoy, aproximadamente el 22% de todos los ensayos de terapia génica 

han usado el vector E1-adenoviral [11].  

Por otro lado, un factor relevante en la producción de vectores virales es su proceso de 
purificación. Para ensayos clínicos, la preparación de los vectores virales necesita 
cumplir con estándar muy estrictos, los cuales son examinados rigurosamente por 
agencias reguladoras. El proceso de purificación está enfocado en eliminar 
contaminantes provenientes de la célula huésped o del medio de cultivo. Estos 
contaminantes e impurezas son removidos ya que pueden inducir respuesta 
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inmunológica no deseada. Además, los vectores infectivos se deben separar de las 
cápsides vacías [37]. Asimismo, necesitan ser implementados procesos de producción y 
purificación escalables. Es por esto que el proceso de purificación debe ser diseñado 
para lograr altos rendimientos de vector viral cumpliendo criterios de calidad muy bien 
definidos [38]. 

El método clásico para purificar vectores virales en laboratorio, es mediante 
centrifugación de gradiente de densidad con cloruro de cesio (CsCl). Sin embargo, este 
método no es fácilmente escalable e involucra altos costos para aplicaciones de mayor 
escala. Por el contrario, la cromatografía líquida ofrece un escalamiento lineal directo, 
existiendo protocolos desarrollados para purificar 1014 partículas [39]. Es por esto que, 
cromatografía de intercambio aniónico ha sido aplicada para preparación de adenovirus 
a gran escala,  utilizando resinas tales como Q-Sepharose XL, Resource Q y Source 
15Q, siendo esta última la utilizada en forma más frecuente [38,40]. Sin embargo, se ha 
desarrollado una generación diferente de medio cromatográfico para procesos más 
efectivos de purificación de virus, VLP, fagos, pDNA y proteínas de gran tamaño [41]. 
Uno de ellos son las columnas monolíticas, éstas son columnas homogéneas con una 
matriz porosa continua entrelazadas con canales. Estos canales son de gran tamaño 
(1-5 µm) comparados con el tamaño de poro de resinas de esferas empacadas (5-100 
nm), esto incrementa la capacidad de unión (binding capacity) de macromoléculas como 
adenovirus. Las columnas monolíticas se distinguen por soportar flujos altos sin afectar 
su desempeño. Estas columnas logran una separación, concentración y purificación de 
manera más rápida, cubriendo los problemas principales en el escalamiento de la 
producción de vectores virales [42,43]. Aun cuando varios métodos de purificación han 
sido descritos para vectores adenovirales, es importante optimizarlo para cada caso, 
para lograr el rendimiento y calidad deseados de los vectores adenovirales a ser 
usados [11, 38].  

En la actualidad, no existe una vacuna terapéutica para el tratamiento del alcoholismo. 
Por lo tanto, con el fin de desarrollar y validar esta terapia génica contra el alcoholismo 
en humanos, es necesario desarrollar un protocolo para la purificación del vector 
adenoviral que codifica para el ARN antisentido anti-Aldh2 para ser usados en ensayos 
pre-clínicos.  

El objetivo de este estudio fue diseñar un sistema escalable para la purificación de 
vectores adenovirales para su uso en terapia génica para tratar el alcoholismo. Se 
utilizaron tres columnas de intercambio aniónico para evaluar procesos de purificación y 
recuperación de los vectores virales usando una resina basada en esferas empacadas 
y dos columnas monolíticas.  
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2.3 Materiales y Métodos  
 

2.3.1 Línea celular   

Para la producción de los vectores adenovirales, se utilizó la línea celular de 
crecimiento rápido HEK-293-F (Invitrogen). Las células fueron cultivadas en una 
incubadora humidificada con una temperatura de 37°C y  5% de CO2. Las células 
fueron cultivadas en adherencia hasta lograr 70-85% de confluencia, determinado 
mediante observación con microscopio, y fueron mantenidas en fase de crecimiento 
exponencial cada 2 días en placas de cultivo de T-75. El pasaje se registró de acuerdo 
a su propagación. Las células fueron subcultivadas a 0,3×106 cél/ml tres veces por 
semana.  

2.3.2 Medio de cultivo y condiciones de cultivo para la línea celular HEK-293-F  

Las células HEK293-F fueron crecidas en adherencia en medio suplementado, el que 
consistía en DMEM/F12 (Invitrogen) con 10% (v/v) suero fetal bovino (SFB) (Invitrogen), 
5 mM penicilina/estreptomicina (Invitrogen), 2,44 g/l de bicarbonato de sodio (Sigma), 
10 mg/l de ácido ascórbico (Sigma), 1 mg/l de putrescina (Sigma), 0,02% p/v de 
Pluronic F68 (Sigma), 0,01% v/v de etanolamina (Sigma), 5 mg/l de selenito de sodio 
(Sigma) y 1,65 ml/l de mercaptoetanol (Sigma), como ha sido descrito en otros trabajos 
[25]. El pH del medio fue 7, y se usó rojo fenol como indicador de pH.  

La viabilidad celular fue medida usando la técnica de exclusión basada en tinción con 
trypan blue y se contaron las células vivas y muertas usando un hemocitómetro. 

2.3.3 Producción de vector adenoviral recombinante  

Las células fueron infectadas con una multiplicidad de infección (MOI) de 10 con un 
vector de primera generación rAdV5, que contiene la secuencia de ARN antisentido de 
la enzima aldehído deshidrogenasa 2 humana (anti-Aldh2), la cual inhibe la expresión 
del gen de ALDH2 bajo el control del promotor citomegalovirus (CMV). El vector rAdV5 
fue provisto gentilmente por el Dr. Yedy Israel al Laboratorio de Cultivo Celular.  

Se mantuvieron las células en cultivo en incubadora a 37° con 5% de CO2. 
Generalmente, después de 48 horas después de la infección, las células fueron 
colectadas por centrifugación, resuspendidas en medio fresco y sujetas a tres ciclos de 
congelamiento y descongelamiento para liberar los virus. Las células y debris celular 
fueron removidos por centrifugación, y el sobrenadante que contienen el adenovirus 
liberado fue almacenado a -80°C.  

2.3.4 Purificación de los vectores virales por cromatografía de intercambio 
aniónico  

La purificación fue realizada con un equipo FPLC AKTA system (GE Healthcare). El 
buffer A usado contenía 20 mM Tris-HCl pH 7,5 y el buffer B contenía 20 mM Tris-HCl y 
2M NaCl pH 7,5. Los vectores virales fueron purificados usando tres columnas 
diferentes de intercambio aniónico: Q Sepharose XL (1 ml, GE Healthcare) de 
intercambio aniónico fuerte, columna monolítica CIM QA-1 (1 ml, BIASeparation) de 
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intercambio aniónico fuerte, y columna monolítica CIM DEAE-1 (1 ml, BIASeparation) de 
intercambio aniónico débil. Para las columnas Q-Sepharose XL y  CIM DEAE-1, las 
cromatografías fueron realizadas a un flujo de 1 ml/min y para la columna CIM QA-1 las 
cromatografías fueron realizadas a flujos de 1, 5 and 10 ml/min. 

Se realizó un gradiente lineal y un gradiente de dos pasos adaptados desde literatura 
[40,41]. Las columnas fueron equilibradas con buffer A, y después que la muestra fue 
cargada, se comenzó con la elución mediante un gradiente lineal de 0M a 1M de NaCl 
en buffer A por 30 volúmenes de columna (CV). La elución con gradiente lineal de dos 
pasos consistió en un gradiente lineal de 0M a 0,35M de NaCl en buffer A por 4 CV, se 
mantuvo en este punto por 6 CV, luego se aplicó un segundo gradiente de 0,35M a 
1,2M de NaCl en buffer A por 10 CV, y una mantención final a 1,2 M NaCl por 10 CV. 
Todas las muestras fueron filtradas usando filtro de 0,45 μm. Las muestras 
correspondían a lisado crudo filtrado de 1 o 10 ml de volumen. Después de cada corrida 
de purificación, las columnas se limpiaron con 2 CV de una solución 0,5 N de NaOH 
[44].  

La cuantificación del total de partículas virales (vp) se realizó mediante la medición de 
absorbancia a 260 nm (A260) y se utilizó el factor de conversión de 1,1x1012 partículas 
virales por unidad de absorbancia a 260 nm reportado [40,45].  

2.3.5 Análisis estructural del vector viral mediante TEM  

La morfología del vector adenoviral y su integridad fueron evaluadas mediante la 
visualización de virus teñidos negativamente usando microscopia electrónica de 
transmisión (TEM). Para ello se cargaron 15 µl de muestra sin diluir en grillas 
recubiertas Parlodion® por 15 segundos. Después, se tiñeron con 17 µl de acetato de 
uranilo al 1% por un minuto, las grillas fueron observadas mediante el equipo TEM 
Phillips Tecnai operado entre 12 kV a 80 kV. Las imágenes fueron obtenidas usando 
una cámara Kodak EM film SO-163, y escaneadas con un equipo Epson Perfection 
3170 Photo a 300 dpi. 

2.3.6 Cuantificación de los vectores adenovirales mediante RT-PCR  

La secuencia del gen antisentido anti-aldh2 fue cuantificada mediante la técnica RT-
PCR. La técnica RT-PCR fue realizada usando el equipo LightCycler® Nano System 
(Roche Diagnostics) con el método de fluoróforo SYBR Green (Roche Diagnostics), 
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La reacción (20 µl) consistió en 
una mezcla de 5 µl de extracto de ADN adenoviral, 10 µl de la mezcla 2X Fast Start 
Essential DNA Green Master (Roche Diagnostics), 1 µl de cada uno de los partidores 
forward y reverse (10 µM), y 3 µl de agua libre de nucleasa. El ADN viral fue extraído 
usando el kit High Pure Viral Nucleic Acid (Roche Diagnostics). 

El protocolo para RT-PCR fue el siguiente: 95°C por 600 segundos y 50 ciclos de 95°C 
por 15 segundos para desnaturar el ADN templado, 60°C por 20 segundos para 
alineamiento de los partidores, y 72°C por 20 segundos para la extensión. Los 
partidores diseñados fueron: 
Partidor forward hALDHfw 5’GGCTGGGCTGATAAGTACCAC3’; y Partidor reverse 
hALDHrev 5’CAGGTTGGCCACATAGACGGC3’. 
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El uso de estos partidores permite la amplificación de un fragmento de 200 pb. Se 
realizó una curva estándar usando diluciones seriadas de un plasmidio que contiene la 
secuencia antisentido anti-Aldh2.  Todas las muestras fueron analizadas en duplicado.  

 

2.3.7 Análisis de la pureza de los vectores adenovirales purificados mediante 
SDS-PAGE  

Se preparó un gel de poliacrilamida al 12,5% de dodecil sulfato de sodio SDS para 
separar proteínas. Se cargaron en el gel 15 µl de las muestras previamente preparadas 
según protocolo estándar [46]. El gel fue teñido con una solución de azul de Coomassie 
por 1 hora y desteñido por varios lavados con solución de destinción. Finalmente, el gel 
fue lavado con agua destilada y fotografiado. Se cargó en el mismo gel 5 µl un 
marcador de peso molecular de proteína (Prestained Protein Molecular Weight Marker, 
Fermentas). 
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2.4 Resultados 
 

2.4.1 Producción de vectores adenovirales recombinantes serotipo 5 (rAdV5) 
 

La producción de vectores adenovirales rAdV5 se realizó mediante la infección de 
células HEK293-F con un MOI de 10 desde un stock adenoviral de una producción 
realizada con anterioridad. Un cultivo de HEK293-F sin infectar se definió como control 
negativo para observar y comparar. El proceso de producción de los vectores virales 
rAdV5 fue observado mediante cambios fenotípicos de las células HEK293-F, y 
cambios de color del medio desde rojo a naranjo o amarillo. Después de 24 horas, las 
células infectadas muestran un efecto citopático característico, no observado en el 
control negativo, que indica la presencia de adenovirus. Además, algunas células 
adoptan una forma redondeada y se despegan de la placa, flotando en el medio. 
Generalmente, dos días después de la infección fue el tiempo óptimo para preparar los 
stocks virales rAdV5 desde un cultivo con un efecto citopático substancial.  

Para asegurar la integridad del virus producido, se realizó un análisis estructural 
mediante visualización con TEM del vector adenoviral rAdV5, contenido en el 
sobrenadante del lisado crudo sin purificar y purificado (Figura 2).  

El análisis TEM del sobrenadante del lisado crudo reveló que los virus producidos 
estaban intactos, se visualizaron partículas de adenovirus características, presentando 
una estructura icosahédrica y un diámetro entre 85 nm y 100 nm. También se 
observaron pequeños agregados de virus, aproximadamente un 90% de las partículas 
virales se presentaron como partículas individuales, como se puede ver en la Figura 2A. 
También se pudo observar la presencia de debris celular y contenido proteico. 
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Figura 2: Análisis Estructural de rAdV5 mediante TEM. Se muestra una barra negra de 100 nm 
como referencia. A) Partículas virales no purificadas. B) Partículas virales purificadas usando la 

columna monolítica CIM QA-1 a 1 ml/min de flujo, volumen de muestra de 10 ml. 

 

2.4.2 Comparación de los perfiles de elución de la purificación del vector 
adenoviral rAdV5 con cromatografía de gradiente lineal  

 
Las tres columnas de intercambio aniónico fueron evaluadas para la purificación de 
rAdV5, usando como muestra el mismo stock de vector adenoviral rAdV5 para los casos 
de comparación. Se compararon dos diferentes métodos de purificación: gradiente 
lineal y gradiente de dos pasos.  

En primer lugar, se realizó el método de gradiente lineal. Para este propósito, el 
sobrenadante del lisado celular fue inicialmente purificado con una elución de gradiente 
lineal usando las columnas Q-Sepharose XL, CIM QA-1 y CIM DEAE-1. Se cargaron 
muestras de 1 ml y se aplicó un flujo de 1 ml/min durante todo el método.  

Los perfiles de elución de la purificación con cromatografía de gradiente lineal se 
muestran en la Figura 3. Los vectores adenovirales se unieron de manera inmediata a 
las columnas Q-Sepharose XL, CIM QA-1 y CIM DEAE-1 a pH 7,5 y su elución fue 
realizada a concentraciones de sal entre 0,56-0,58 M, 0,47-0,51 M y 0,52-0,59 M de 
NaCl para cada columna respectivamente.  

Los componentes de la muestra eluyeron como múltiples peaks, como ya ha sido 
reportado [41], donde la razón entre absorbancias 260/280 nm indica contenido proteico 
y contenido de ácidos nucleicos del sobrenadante del lisado celular.  El peak del flow-
through (FT) tiene una razón de A260/280 mayor a 1, lo que indica presencia de 
adenovirus y ácidos nucleicos. Esto indica que una pequeña fracción de la producción 
de vector adenoviral AdV5 no se unió a las columnas. Los vectores adenovirales AdV5 
fueron eluídos principalmente en el último peak, como se indica en la Figura 3.  

En la Figura 3 se puede observar, que se obtuvo una pobre resolución del peak usando 
ambas columnas monolíticas en comparación con la obtenida con la columna Q-
Sepharose XL para cuantificar partículas virales (vp) mediante la integración del peak 
obtenidos del software del equipo AKTA (Ver Anexo I) y el método de absorbancia 
UV260 nm (2,2 x109 vp fueron purificados usando Q-Sepharose XL).  

Al comparar entre ambas columnas monolíticas, existe un incremento notable en la 
separación de la fracción de interés y el resto de los componentes usando la columna 
monolítica de intercambio aniónico fuerte CIM QA-1. La carga positiva de la columna 
monolítica CIM DEAE-1 no fue suficiente para lograr una unión óptima de los vectores 
adenovirales AdV5, los que se encuentran cargados negativamente a pH 7,5, debido a 
que es una columna de intercambio aniónico débil. En general, para purificación de 
adenovirus se ha logrado mejor resolución con columnas de intercambio aniónico 
fuertes [22,23,30].  
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Figura 3: Perfiles de Elución con gradiente lineal de cromatografías de intercambio aniónico del 
sobrenadante del lisado celular conteniendo rAdV5. A) Usando la columna Q-Sepharose XL, B) 

usando la columna monolítica CIM QA-1, y C) usando la columna monolítica CIM DEAE-1. Flujo de 
1ml/min y volumen de muestra de 1 ml. En cada figura se señala el peak que contiene rAdV5. La 

línea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada muestra la absorbancia a 280 
nm y la línea punteada muestra la conductividad de la fase móvil.  

A 

B 
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2.4.3 Comparación de los perfiles de elución de la purificación del vector 
adenoviral rAdV5 con cromatografía de gradiente de dos pasos 

 

La cromatografía de elución por gradiente lineal logró una separación limitada con las 
columnas monolíticas, es por esto que se usó el método de elución de gradiente de dos 
pasos para mejorar la resolución del peak de rAdV5, método adaptado de protocolo 
descrito en literatura [41]. 

La purificación con el método de elución de gradiente de dos pasos se realizó para las 
tres columnas. Los adenovirus rAdV5 se unieron a las columnas a pH 7,5 y fueron 
eluídas en los mismos rangos de conductividad que con el método de elución de 
gradiente lineal. Como se muestra en la Figura 4, la purificación de los vectores virales 
rAdV5 se logró con todas las columnas. Se observaron tres peaks distintivos en la 
purificación con la columna Q-Sepharose XL, el último peak es el que contiene el vector 
adenoviral rAdV5, obteniendo un total de 1,9 x1010 partículas virales.  En el perfil 
cromatográfico de la columna monolítica CIM QA-1 se puede ver que los adenovirus 
fueron separados de otros contaminantes, obteniendo una mejor resolución que con el 
método de elución con gradiente lineal. En este caso, se obtuvieron un total de 2,5 
x1010 partículas virales, mayor cantidad de partículas virales que las obtenidas con la 
columna Q-Sepharose XL. En el caso de la columna monolítica CIM DEAE-1, el peak 
conteniendo rAdV5 aún contenía contaminantes, ya que no se observa un peak definido 
en el perfil cromatográfico. 
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Figura 4: Perfiles de Elución con gradiente de dos pasos de cromatografías de intercambio 
aniónico del sobrenadante del lisado celular conteniendo rAdV5. A) Usando la columna Q-

Sepharose XL, B) usando la columna monolítica CIM QA-1, y C) usando la columna monolítica CIM 
DEAE-1. Flujo de 1ml/min y volumen de muestra de 1 ml. En cada figura se señala el peak que 

contiene rAdV5. La línea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada muestra 
la absorbancia a 280 nm y la línea punteada muestra la conductividad de la fase móvil.   
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2.4.4 Purificación de rAdV5 usando elución de gradiente de dos pasos a 
diferentes flujos 

 

Las columnas monolíticas pueden operar a altas presiones y flujos [41,42], por lo tanto 
se realizó la purificación del adenovirus rAdV con la columna monolítica CIM QA-1 a 
tres diferentes flujos para comparar los perfiles de elución. El volumen de la muestra fue 
de 1 ml, se utilizó el método de elución de gradiente de dos pasos con flujos de 1 
ml/min, 5 ml/min y 10 ml/min (flujo máximo recomendado por el fabricante).  

La Figura 5A, 5B y 5C muestran los perfiles de  elución a los respectivos flujos. Para 
los tres flujos probados, la separación de partículas virales intactas fue lograda con 
perfiles de elución similares. Sin embargo, se pudo observar  que los adenovirus 
eluyeron en un rango de conductividad mayor a flujos más altos. En cada caso los 
perfiles cromatográficos mostraron 2 peak de elución de adenovirus juntos, y pudo 
verse que a mayor flujo estos dos peaks se van acercando. El peak que eluyó a los 
18,6 min (Figura 4A) tuvo una mejor resolución a 1ml/min que con los demás flujos 
probados. El segundo peak de virus presenta una concentración de virus más baja que 
el primer peak de virus.  

A pesar de esto, los resultados obtenidos con todos los flujos probados son adecuados, 
ya que se separa la mayor cantidad de contaminantes, y para flujos mayores se reduce 
el tiempo de la cromatografía.  

Además, el número de partículas virales fue 80% y 48% mayor a 5 ml/min y 10 ml/min 
respectivamente con respecto a la elución a 1 ml/min. El flujo máximo recomendado por 
el fabricante de la columna es 10 ml/min, lo que podría explicar que disminuya la 
recuperación con respecto a la elución a 5 ml/min.  

Sin embargo, para cualquiera de los 3 flujos probados, es necesario realizar un 
segundo paso de purificación para lograr un novel deseado de pureza para propósitos 
terapéuticos. Este podría ser realizado por cromatografía de exclusión por tamaño 
según se ha reportado previamente [38]. 
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Figura 5: Perfiles de Elución con gradiente de dos pasos de cromatografías de intercambio 
aniónico y diferentes flujos usando la columna  monolítica CIM QA-1. A) A un flujo de 1 ml/min, B) 
a un flujo de 5 ml/min, y C) a un flujo de 10 ml/min. En cada figura se señala el peak que contiene 

rAdV5. La línea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada muestra la 
absorbancia a 280 nm y la línea punteada muestra la conductividad de la fase móvil.  
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2.4.5 Purificación de rAdV5 usando gradiente de dos pasos con diferentes 
volúmenes de muestra  

 

Todos los análisis anteriores fueron realizados con un volumen de muestra de 1 ml, 
para comparar las diferentes columnas con diferentes condiciones de elución y flujos. 
Sin embargo, para una producción de virus a gran escala, es necesario encontrar el 
volumen de muestra máximo que puede ser cargado a la columna sin reducir su 
resolución y manteniendo su desempeño.  

Por otro lado, las columnas monolíticas tienen una capacidad dinámica de unión más 
alta que las columnas tradicionales [41,42]. Por lo tanto, se hizo una comparación de la 
purificación para un volumen de muestra de 10 ml usando la columna Q-Sepharose XL 
y la columna monolítica CIM QA-1, con un método de elución de gradiente de dos 
pasos.  

La muestra eluyó como múltiples peaks en ambos casos, como se muestra en las 
Figuras 6A y 6B. En un volumen de elución de 28 ml eluyeron los vectores rAdV5 
usando la columna Q-Sepharose XL. En el caso de la columna monolítica CIM QA-1, 
los vectores rAdV5 eluyeron entre los volúmenes 27 ml y 29 ml.  

Se logró una mayor recuperación usando la columna monolítica CIM QA-1 (3,3x1011 vp) 
comparada con la recuperación obtenida con la columna  Q-Sepharose XL (2.6x1011 
vp). La menor capacidad dinámica de unión de la columna Q-Sepharose XL puede ser 
una posible razón para esta diferencia [47].  

Como se muestra en las Figuras 4A y 6A, el perfil de elución usando la columna Q-
Sepharose XL fue similar para los volúmenes de muestra de 1 ml y 10 ml. Sin embargo, 
al incrementar el volumen de la muestra, se obtuvo un mayor porcentaje de 
recuperación. El mismo comportamiento fue observado usando la columna monolítica 
CIM QA-1 (Figuras 4B y 6B). Se obtuvo un aumento de 35% y 28% en el porcentaje de 
recuperación de cada columna respectivamente, cuando la muestra aumentó en 10 
veces su volumen. 

Los vectores rAdV5 eluídos fueron analizados mediante SDS-PAGE. Este análisis 
entregó niveles de pureza de 66% y 70% de los virus purificados con las columnas Q-
Sepharose XL y CIM QA-1 respectivamente (Figura 6C). Los vectores rAdV5 eluyeron 
en las fracciones indicadas en la figura como 4, 5 y 6 para la columna monolítica CIM 
QA-1. En los carriles 4, 5, 6, y 9 de la Figura 6C, se observan bandas que 
corresponden a proteínas características de adenovirus serotipo 5, donde se distingue 
la proteína hexón de 108 kDa.  

Además, se realizó una cuantificación de la recuperación de las fracciones conteniendo 
los vectores virales mediante RT-PCR. Con lo que se pudo determinar que la 
recuperación se mejora de 28% al usar la columna Q-Sepharose XL a 34% al usar la 
columna monolítica CIM QA-1, medido como unidades de genoma de vector viral (vg). 
Como fue mencionado anteriormente, se pudo observar mediante microscopia 
electrónica de transmisión (TEM) que para las diferentes columnas cromatográficas y 
flujos, los vectores virales purificados resultaron estructuralmente intactos después de la 
purificación (Figura 2B).  
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Figura 6: Análisis de la purificación de rAdV5 desde el lisado celular usando gradiente de dos 
pasos con un volumen mayor de muestra. A) Perfil de elución usando columna Q-Sepharose XL; 

B) Perfil de elución usando columna monolítica CIM QA-1. Flujo de 1 ml/min y volumen de muestra 
igual a 10 ml. La línea continua corresponde a la absorbancia a UV260 nm,  la línea segmentada 

corresponde a la absorbancia a UV280 nm y la línea punteada corresponde a la conductividad de 
la fase móvil. C) Gel con tinción Comassie de SDS-PAGE. Carril 1: Ladder, Carril 2: sobrenadante 
del lisado celular, Carril 3: Flow-through de CIM QA-1, Carril 4 a 7: Fracciones de elución a 27, 28, 
29 y 30 ml de CIM QA-1. Carril 8: Flow-through de Q-Sepharose XL. Carril 9 to 10: Fracciones de 

elución a 28 y 29 ml de Q-Sepharose XL.  
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2.5 Discusión y Conclusiones 
 

En este estudio se desarrolló un método de cromatografía de intercambio aniónico para 
la purificación de vectores adenovirales serotipo 5 (rAdV5) para terapia génica contra el 
alcoholismo.  

Aunque han sido reportados trabajos con membranas y columnas monolíticas para la 
purificación de vectores adenovirales, desarrollar una estrategia de purificación es 
crucial para optimizar el rendimiento y calidad de vectores adenovirales para su uso en 
protocolos clínicos [11,38]. De esta manera, es posible seleccionar las técnicas más 
apropiadas para la purificación del vector adenoviral (rAdV5) que transporta el gen 
antisentido de la enzima humana aldehído deshidrogenasa ALDH2.  

Se realizaron diferentes experimentos usando distintos soportes cromatográficos. Se 
evaluaron tres columnas de intercambio aniónico para la purificación de los vectores 
rAdV5: la columna Q-Sepharose XL, las columnas monolíticas CIM QA-1 y CIM DEAE-
1. Estas columnas tienen diferentes ligandos y matrices, fueron evaluadas bajo las 
mismas condiciones de elución con gradiente lineal y gradiente de dos pasos. Para que 
los métodos fueran comparables, se usó el mismo batch de producción como muestra 
para todas las corridas. Como ya se había reportado [41], se observó que para las tres 
columnas se mejora la separación de los vectores rAdV5 cuando se aplica el método de 
elución de gradiente de dos pasos, siendo además un proceso reproducible. Estos 
factores son cruciales para lograr altos rendimientos en la recuperación de vectores 
rAdV5 para aplicaciones en ensayos preclínicos y clínicos [9,48]. 

Los resultados muestran que la separación de los vectores rAdV5 fue mejor usando 
ambas columnas de intercambio aniónico fuerte con el método de elución con gradiente 
de dos pasos. Esto se debe a sus grupos funcionales, ya que cuando se comparan los 
resultados de la separación con la columna Q-Sepharose XL con los resultados de la 
separación usando la columna CIM QA-1, no es claro cómo el tamaño del adenovirus 
(90-100 nm) afecta la capacidad dinámica de las columnas. Ha sido reportado que la 
columna Q-Sepharose XL ofrece ventajas para la separación de adenovirus en 
comparación con otras columnas empacadas como la columna Source 15Q, la cual ha 
sido muy usada para purificar adenovirus [40]. Sin embargo, la baja capacidad dinámica 
ha sido asociada a la distribución de tamaño de poro [47]. Por otro lado, los canales de 
la columna monolítica son de gran tamaño (1,3 µm), incrementando la capacidad 
dinámica potencial de macromoléculas, tales como adenovirus. La capacidad dinámica 
de unión de la columna Q-Sepharose XL y de la columna monolítica CIM QA-1 para 
vector adenoviral rAd5 está reportado [49,50]. En este estudio, todos los experimentos 
fueron realizados dentro de los rangos de la capacidad dinámica de unión de cada 
columna cromatográfica.   

Para los dos volúmenes de muestra ensayados, ambas columnas, columna Q-
Sepharose XL y columna CIM QA-1,  fueron capaces de separar los vectores rAdV5 de 
los contaminantes, logrando una buena pureza. Al incrementar el volumen de la 
muestra, los rendimientos para ambas columnas aumentaron. Por lo tanto, el volumen 
de la muestra es un parámetro importante para tomar en cuenta en el escalamiento del 
proceso. Además, se obtuvieron mejores rendimientos con la columna monolítica CIM 
QA-1 comparado con los obtenidos con la columna Q-Sepharose XL. Esto se puede 
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deber a que las columnas monolíticas tienen valores más altos valores de capacidad 
dinámica de unión (DBC) comparado con las columnas tradicionales [42,51].  

Las columnas monolíticas logran más rápida separación, concentración y purificación, 
objetivos principales para el escalamiento de la producción de vectores virales. Con 
este método de producción se obtuvieron partículas virales estructuralmente intactas 
usando las distintas columnas y velocidades de flujo.  

Cabe mencionar, que estos resultados obtenidos en el laboratorio fueron usados como 
base para la producción GLP de adenovirus, realizada en el National Research Council, 
Canadá, para ser usados en pruebas pre-clínicas. Este proceso consistió en la 
purificación mediante la columna de intercambio aniónico Q-Sepharose HP (480 ml) con 
una capacidad dinámica de unión de 1,04x1012 vp/ml, y luego una cromatografía de 
exclusión por tamaño, columna Sephacryl S-400 HR. La producción de rAdV5 fue 
conducida en un bioreactor de 60L con un volumen de cultivo de 45L. En el cultivo se 
obtuvo una concentración de virus de  2,4 x 1010 vp/ml. El vector rAdV5 purificado fue 
colectado en un volumen de 166 ml con una concentración de 2.4x1012 vp/ml, y 
medidas como unidades infecciosas igual a 1.8x1011 IU/ml. La recuperación de 
partículas virales del proceso fue de 37%. La razón entre VP:IU fue 13:1; este valor se 
encuentra dentro de rangos bien aceptados por la FDA como indicador de la potencia 
del producto [50]. 

Se están realizando pruebas pre-clínica en forma exitosa en SA-FORD, Sanctuary for 
Research and Development in Mumbai, India. 

En conclusión, los resultados presentados en este trabajo demuestran que el uso de la 
columna monolítica CIM QA-1 es una mejor alternativa que la columna Q-Sepharose 
XL, y que la columna monolítica  CIM DEAE-1 para ser usada en la purificación de 
vectores rAdV5 llevando el gen antisentido humano de la enzima aldehído 
deshidrogenasa Aldh2.  
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3 PRODUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE VECTORES ADENOASOCIADOS AVV Y 
scAAV SEROTIPOS 2 Y 8 PARA TERAPIA GÉNICA CONTRA EL 
ALCOHOLISMO 
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3.1 Resumen 
 
La tecnología de ARN antisentido de la enzima ALDH2 fue validada, tanto in vitro como 
in vivo, usando vectores adenovirales. Se planteó la alternativa de cambiar el vehículo 
de transferencia génica por vectores virales adenoasociados (AAV), considerando sus 
múltiples ventajas, que se acomodan a su uso en terapia génica contra el alcoholismo. 
Los vectores adenoasociados AAV transducen a células que se encuentran en división 
y células quiescentes, tienen una expresión génica prolongada, no son patogénicos, 
además son estables a mayores temperaturas que los adenovirus, resisten detergentes 
no iónicos y enzimas proteolíticas.  

Sin embargo, en el contexto de producción de vectores virales para pruebas pre-
clínicas y clínicas para uso en humanos, se requieren diseñar métodos de producción y 
purificación que sean escalables, reproducibles y que cumplan con los estándares de 
calidad requeridos.  

El presente estudio se enfoca en producir y purificar vectores adenoasociados AAV y 
scAAV de serotipos 2 y 8 para terapia génica contra el alcoholismo.  

Los vectores adenoasociados fueron producidos por el método de triple transfección 
libre de virus ayudante, uno de los métodos más seguros tanto en su producción como 
para el paciente. Se utilizó la línea celular HEK293-F creciendo en adherencia en 
DMEM/F12 con 5% SFB. Los vectores virales fueron purificados mediante 
cromatografía de intercambio aniónico, utilizando la columna monolítica CIM QA-1. Las 
fracciones eluídas fueron cuantificadas por RT-PCR, analizadas con SDS-Page y 
visualizadas con TEM. También se analizó su infectividad en células hepáticas HepG2 
utilizadas como modelo de hígado. 

En el proceso de producción de AAV, se obtuvieron 3,2x109 vg/ml; 7,8x107 vg/ml y 
5,5x107 vg/ml para AAV2_antiAldh2, scAAV2_antiAldh2 y scAAV2_GFP 
respectivamente; y 1,9x1011 vg/ml; 4,2x1010 vg/ml y 1,7x1010 vg/ml para 
AAV8_antiAldh2, scAAV8_antiAldh2 y scAAV8_GFP respectivamente.   

Se logró realizar la purificación de los vectores producidos, verificar su morfología e 
infectividad.  

Se pudo determinar que la capacidad de la columna monolítica CIM QA-1 es distinta 
para los vectores AAV2 y AAV8. Siendo 5,2x108 vg/ml la capacidad de la columna para 
AAV2 y 1,8x1010vg/ml para AAV8.  
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3.2 Introducción 
 

El uso de los vectores virales adenoasociados (AAV) ha ido en aumento en los últimos 
años para aplicaciones en terapia génica.  Se han aislado más de 100 serotipos desde 
distintas especies. Esta variedad de serotipos es muy ventajosa para aplicaciones en 
terapia génica en humanos, debido a la diversidad de tropismo de estos serotipos. Los 
virus adeno-asociados son muy resistentes a condiciones extremas de pH, detergente y 
temperatura, lo que los hacen de fácil manipulación [52].  

 
El AAV serotipo 2 (AAV2) es el mejor caracterizado y más usado en estudios de 
transferencia génica [53]. AAV2 es uno de los cinco serotipos más conocidos. Los 
serotipos 1, 2 y 3 comparten el 85% de identidad de la secuencia de  aminoácidos de la 
cápside, serotipo 4 y 5 tienen un 55% de identidad comparado con AAV2. 
 
Los virus AAV son muy seguros para el paciente, no se ha detectado que causen 
alguna enfermedad  en humanos, ni en simios. Provocan una baja respuesta inmune e 
inflamatoria. Sin embargo, su uso en aplicaciones clínicas puede verse limitado, debido 
al desarrollo de anticuerpos neutralizantes, puede ser necesario el uso de 
inmunosupresores [11]. 
 
El virus adenoasociado AAV entra a la célula a través de endosomas, y es transportado 
al núcleo por proteínas motoras. El receptor primario es un proteoglicano sulfato 
heparina [54].  Una vez que ha entrado el virus adenoasociado AAV a la célula, es 
transportado al núcleo, ahí su genoma de hebra simple es convertido en una molécula 
de doble hebra, la cual se puede replicar con la maquinaria de la célula huésped en 
presencia de virus ayudante. En ausencia de un virus ayudante, el genoma de AAV es 
integrado en el genoma de la célula huésped y persiste en forma latente.  

Para la construcción del vector AAV para terapia génica sólo se requiere que las 
secuencias terminales repetidas invertidas (ITR) se entreguen en forma cis. Los dos 
marcos de lectura (ORF) pueden ser removidos desde el genoma y ser entregados en 
forma trans, esto permite colocar un inserto o gen de interés para la terapia génica de 
largo equivalente al genoma de AAV [55]. 

El genoma de AAV consiste en dos grandes marcos de lectura (ORF) limitados por 
secuencias terminales repetidas invertidas (ITR), que son necesarias para un 
empacamiento apropiado y sirven como origen de replicación entre otras funciones. El 
marco de lectura ORF izquierdo codifica para cuatro proteínas de replicación 
responsables de la integración sitio dirigida, responsables de cortar y de la actividad 
helicasa (proteínas Rep), además de la regulación de promotores en el genoma de 
AAV. El marco de lectura ORF derecho codifica para las proteínas estructurales 
(proteínas Cap), llamadas VP1, VP2 y VP3, las cuales ensambla el virión en forma 
icosahédrica compuesta de 60 subunidades [56].  

Las proteínas Rep de mayor tamaño (Rep78 y Rep68) se encargan de las funciones de 
escisión del genoma viral, el rescate, la replicación y la integración, y también regulan la 
expresión de genes de AAV y promotores heterólogos. Las proteínas de menor tamaño 
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(Rep52 y Rep40) se encargan de tomar el ADN de hebra simple replicado y empacarlo 
[53]. 

A pesar de tener una capacidad para transportar insertos pequeños, el vector viral AAV 
es un buen candidato para terapias génicas. La ausencia de reacción inmunológica 
significante por el huésped, los niveles de expresión persistente del transgen después 
de la administración, y la habilidad de entregar genes en una variedad de tejidos, hace 
muy interesante el uso de estos vectores para terapia génica [57]. 

Se han utilizado con éxito en modelos animales en una variedad de tejidos sin aparente 
toxicidad, por lo que se está comenzando a utilizar en fase de pruebas clínicas en 
humanos para el tratamiento de enfermedades genéticas, como por ejemplo hemofilia, 
distrofia muscular, amaurosis congénita de Leber y deficiencia de alfa-1 antitripsina [58]. 

 
El uso de este tipo de vector viral, puede ser una buena alternativa para una terapia 
génica contra el alcoholismo en base a la tecnología de ARN antisentido [4]. El tamaño 
de la secuencia antisentido del ARN mensajero de la enzima ALDH2es de 1600 pb 
aproximadamente, menor al tamaño máximo que pueden encapsidar los vectores AAV, 
hasta 3000 pb de gen de interés. Existen serotipos de AAV con tropismo al hígado, 
como el vector AAV serotipo 8 [58], órgano donde se quiere aplicar en forma específica 
la inhibición de la expresión de la enzima ALHD2. Además, su ventaja en bioseguridad 
en la producción y para el paciente lo hace una atractiva alternativa de vector de 
transferencia génica para el tratamiento contra el alcoholismo. 
 
Actualmente existen varias estrategias de producción de vectores AAV, la más usada 
se basa en el método de transfección transitoria libre de virus ayudante, que consiste 
en un sistema de tres plasmidios que se transfectan al mismo tiempo en las células 
HEK293. Un plasmidio contiene los genes de empaquetamiento del AAV (Rep y Cap), 
otro  plasmidio contiene el gen de interés flanqueado con los ITR; y el tercer plasmidio 
contiene los genes ayudantes aislados desde adenovirus (Ad) HEK293 [55,58]. 
 
Una segunda estrategia de producción de AAV se basa en el uso de herpes simplex 
virus recombinante (rHSV) en una triple infección de células BHK [60, 61]. La tercera 
estrategia se basa en un sistema de baculovirus, el que requiere de la infección 
simultánea con tres baculovirus en células de insecto, llevando los diferentes genes que 
requiere la formación del vector AAV [62, 63]. Una cuarta estrategia se basa en  una 
línea celular productora de AAV derivada de las líneas celulares HeLa o A549, la cual 
consiste en mantener en forma estable los genes de empaquetamiento de AAV 
(Rep/Cap) en el genoma de la célula productora [64]. Aunque este método es más fácil 
de escalar y produce altas titulaciones de vector AAV comparado con el método de 
triple transfección transitoria. Este método requiere un adenovirus nativo (o “wild-type”), 
lo que conlleva un potencial riesgo de contaminación con adenovirus en el producto 
final.  
 
Hay una gran variedad de serotipos de virus AAV, cercano a 100, pero no todos han 
podido ser aislados (Serotipos 1 al 9). Por lo tanto, se han buscado métodos escalables 
para poder purificar esta diversidad de serotipos. Inicialmente todos son purificados con 
gradiente de cloruro de cesio y algunos con iodixanol [65, 66]. Sin embargo, estos 
métodos no son fácilmente de escalar, por lo que el uso de cromatografía de 
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intercambio aniónico para la purificación de vectores AAV ha sido desarrollada para 
algunos de los serotipos 1, 2, 4, 5, and 8. [67-72].  También, se está incursionando en 
cromatografía de afinidad con ligando anti-AAV, se han hecho pruebas para purificar 
AAV serotipos 1, 2, 3 y 5 [73]. 
 
También, se han desarrollado varias estrategias para separar cápsides vacías de 
vectores virales AAV completos, para facilitar la formulación y determinación de dosis a 
aplicar al paciente [74, 75]. 
 
Además, se han definido diferentes procesos para producción nivel GMP de vectores 
AVV para ensayos clínicos, logrando grandes avances en las limitaciones de su 
producción.  Sin embargo, aún hay que enfocar los desarrollos en definir procesos de 
producción y purificación robustos y estandarizados para lograr su comercialización 
[76]. 
 
El objetivo de este trabajo fue definir una estrategia de producción y purificación de 
vectores AAV serotipos 2 y 8, que contengan la secuencia antisentido de mARN de la 
enzima ALDH2, para poder ser utilizado para próximas pruebas en laboratorio, para 
validar su uso para terapia génica contra el alcoholismo. 
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3.3 Materiales y Métodos 

3.3.1 Líneas Celulares y condiciones de cultivo  

Las líneas celulares que se utilizaron en el trabajo fueron: la línea celular de crecimiento 
rápido HEK293F (Invitrogen) y la línea celular hepática HepG2 (ATCC). La línea celular 
de crecimiento rápido HEK-293-F se utilizó para producir los vectores adenoasociados 
AAV. La línea celular HepG2 se utilizó para analizar la infectividad de los vectores 
virales AAV producidos. Las dos líneas celulares fueron cultivadas en adherencia en 
placas T-75, utilizando como medio de cultivo DMEM/F12 (Invitrogen) con 10% de 
suero fetal bovino (SFB). Fueron mantenidas a 37°C, 85% de humedad con 5% de CO2. 
Las líneas celulares fueron mantenidas en su etapa de crecimiento exponencial 
mediante su pasaje cada dos días, cuando lograban un 70-85% de confluencia.  

Para determinar la viabilidad celular, se utilizó el equipo contador automático LUNA™ 

Automated Cell Counter (Logos Biosystem), el que utiliza 20 l de una mezcla 1:1 
demuestra y tripan blue, en cada una de las dos cámaras de la placa LUNA™ Cell 
Counting Slide.  

 

3.3.2 Vectores plasmidiales para producción de vectores AAV 
 

Los plasmidios utilizados para la producción de AAV y scAAV son los siguientes: pAAV-
aldh2, pscAAV-aldh2, pscAAV-GFP, pAAV-RC2, pAAVRC8 y pHelper.  

El plasmidio pAAV-antiAldh2 (6.231 pb), que contiene la secuencia antisentido del 
RNA mensajero de la enzima Aldh2 humana (antiAldh2) flanqueada por las secuencias 
ITR, fue elaborado por el Dr. Sergio Mercado A. en el año 2011, a partir del plasmidio 
pACCMVpLpARS-Aldh2 (10.392 pb) facilitado por el Dr. Yedy Israel del Laboratorio de 
Farmacoterapia Génica de la Universidad de Chile. Dicho plasmidio fue digerido con la 
enzima de restricción HindIII, y la secuencia antiAldh2 fue clonada en el plasmidio 
pAAV-MCS (4.650 pb, Stratagene) digerido con la misma enzima de restricción. 

El plasmidio pscAAV-antiAldh2 para producir self-complementary AAV, fue elaborado 
por la Dra.(c) Anamaría Sánchez D. en el año 2013, a partir del plasmidio pAAV-
antiAldh2 digerido con las enzimas de restricción EcoRI y XhoI, para clonar la 
secuencia antiAldh2 en el plasmidio pscAAV-GFP (Addgene ©), al que se le retiró la 
secuencia de la proteína GFP mediante la digestión con las enzimas EcoRI y BspMI. El 
plasmidio pscAAV-GFP (5.370 bp) fue obtenido desde Addgene © y utilizado como 
control de transfección e infección.  

Los plasmidios pAAV-RC2 (7.321 pb, Stratagene), pAAV-RC8 (7.320 pb, facilitado por 
el Dr. Yedy Israel del Laboratorio de Farmacoterapia de la Universidad de Chile), 
corresponden a los plasmidios que codifican para las proteínas Rep y Cap de los 
serotipos 2 y 8 de vectores AAV.  

El plasmidio pHelper (11.600 bp, Stratagene) contiene los genes de adenovirus 
necesarios para la replicación de AVV (E2A, E4ORF6 y V4), a excepción de los genes 
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de Adenovirus EA1 y EB1, que se encuentran integrado en el genoma de las células 
HEK293. 

Todos los plasmidios fueron amplificados mediante clonación y cultivados usando la 
cepa bacterial E.coli Top10. Se cultivaron 500 ml en medio LB para realizar la 
preparación de cada plasmidio. La purificación de los plasmidio fue realizada utilizando 

el kit Qiagen maxiprep, logrando concentraciones de 500 ng/l a 1.500 ng/l. 

3.3.3 Producción de vectores AAV  

Se utilizó el método de triple transfección usando fosfato de calcio, el protocolo fue una 
adaptación del protocolo recomendado en el Manual del Sistema Libre de Virus Helper 
de Stratagene y el protocolo de Samulski, 2006 [55]. 

Se utilizaron placas de 100 mm para cultivar las células HEK293F por 48 horas. Tres 
horas antes de la triple transfección, se hizo un cambio de medio de cultivo a cada 
placa por medio fresco. Los plasmidios se ajustaron a una concentración cercana a 1 
mg/ml. En un tubo de 15 ml se agregaron los tres plasmidios y se agregó 1 ml de CaCl 
0,3M, se mezclaron suavemente. Luego en otro tubo de 15 ml se agregó 1 ml de buffer 
2xHBS. El contenido del primer tubo se agregó sobre el segundo tubo, mediante goteo 
con pipeta. Se mezcló e inmediatamente se aplicó sobre la placa de 100 mm por goteo 
con pipeta en forma homogénea y bien distribuida. Se dejaron las placas en la 
incubadora a 37°C por 24 horas, luego se cambió el medio por medio fresco. Se 
dejaron por 24 horas a 48 horas más, hasta visualizar un efecto citopático.  

Pasado el tiempo de producción viral, se colectaron las células y el medio, y se 
aplicaron tres ciclos de congelar/descongelar para liberar los virus. Las células y debris 
se removieron por centrifugación y se recuperó el sobrenadante. A este sobrenadante 
se le agregó 200 unidades de Benzonasa y se dejó por una hora en agitación a 100 rpm 
[77, 78]. Luego, el sobrenadante fue alicuotado y almacenado a -80°C.  

 

3.3.4 Purificación de los vectores AAV y scAAV usando cromatografía de 
intercambio aniónico 

Los vectores virales fueron purificados usando la columna monolítica CIM QA-1 (1 ml, 
BiaSeparation). Se utilizó el equipo FPLC AKTA (GE) para realizar las cromatografías. 
El buffer A fue de 50 mM Tris-HCl pH 8,5 y el buffer B fue de 50 mM Tris-HCl, 2M NaCl 
pH 8,5. Las purificaciones fueron realizadas a un flujo de 4 ml/min. Todas las muestras 
fueron filtradas en 0,45 μm. El volumen de las muestras fue de 6,5 ml. Se aplicó una 
elución con gradiente de tres pasos según el siguiente protocolo: 0M de NaCl por 20 
CV, 0,1M de NaCl por 15 CV y 0,2M de NaCl por 15 CV, y finalmente 2M de NaCl por 
10 CV (Adaptado desde un protocolo facilitado por BiaSeparation para AAV). El Flow 
Through (FT) obtenido fue cargado a la columna repitiendo el mismo protocolo descrito. 
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3.3.5 Análisis mediante TEM de los vectores virales AAV producidos y 
purificados  

La morfología e integridad de los vectores producidos y purificados fueron analizadas 
mediante TEM con tinción negativa de acetato de uranilo al 1%, y microfotografiado con 
una cámara digital.  

3.3.6 Cuantificación mediante RT-PCR de la producción de AAV y fracciones 
eluídas de las cromatografías  

El ADN de las muestras virales fueron extraídas y purificadas con el kit High Pure Viral 
Nucleic Acid (Roche). El protocolo y partidores para RT-PCR fueron los mismos que los 
descritos en la sección anterior. Se utilizó el equipo LightCycler Nano (Roche). 

3.3.7 Análisis de pureza mediante SDS-PAGE  

Se prepararon geles de SDS al 12,5% de poliacrilamida. Se agregaron 15 l de cada 

muestra preparada según protocolo estándar. En cada gel, se colocaron 5 l de un 
marcador de peso molecular (Prestained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas). 
Los geles luego fueron teñidos con Azul Coomassie como se describió en la sección 
anterior, y luego fueron teñidos con nitrato de plata. 

3.3.8 Transducción de células HepG2 para análisis de infectividad de los 
vectores virales AAV purificados 

 
Las células HepG2 fueron crecidas en placas de 100 mm y transducidas con los 
vectores adenoasociados purificados scAAV2_GFP y scAAV8_GFP. Se retiró el medio 
de cultivo de las placas, y se agregó 500 µl de la fracción eluída de la purificación 
conteniendo el vector adenoasociado. Las placas fueron mantenidas a 37 °C, 5% CO2 
por 1 h. Luego se completó con el volumen de medio de cultivo correspondiente y se 
dejaron por 24 horas y se cambió el medio de cultivo de las placas, luego se dejaron 
hasta 48 horas para su posterior visualización con microscopio de fluorescencia.   
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3.4 Resultados y Discusión 
 

3.4.1 Producción de rAAV2, scAAV2, rAAV8 y scAAV8 
 
La producción de los vectores virales fue realizada utilizando 6 placas de cultivo (100 
mm) con células HEK293F a 70% de confluencia en cada caso. Se realizó la 
producción mediante el método de triple transfección para cada uno de los 6 tipos de 
vector adenoasociado: AAV2_antiAldh2, scAAV2_antiAldh2, scAAV2_GFP, 
AAV8_antiAldh2, scAAV8_antiAldh2 y scAAV8_GFP. Tres placas de cultivo se 
utilizaron para producir vectores virales y otras 3 placas de cultivo se utilizaron como 
controles negativos. 

Cada placa tenía 10 ml de medio de cultivo, con aproximadamente 8x106 células por 
placa.  La cuantificación de la producción de cada tipo de vector adenoasoaciado se 
midió con RT-PCR. Este método entrega el número de copias del genoma del vector 
viral (vg), por lo tanto cuenta los vectores virales con DNA en su interior, no incluye las 
cápsides vacías. Los datos entregados por el equipo LightCycler Nano y los cálculos de 
la cuantificación se encuentran en el Anexo III. 

El rendimiento de producción obtenido para AAV2_antiAldh2, scAAV2_antiAldh2 y 
scAAV2_GFP fue de 3,2x109 vg/ml (4.031 vg/célula); 7,8x107 vg/ml (98 vg/célula) y 
5,5x107 vg/ml (68 vg/célula) respectivamente. 

El rendimiento de producción obtenido para AAV8_antiAldh2, scAAV8_antiAldh2 y 
scAAV8_GFP fue de 1,9x1011 vg/ml (232.252 vg/célula); 4,2x1010 vg/ml (52.785 
vg/célula) y 1,7x1010 vg/ml (20.796 vg/célula) respectivamente. 

3.4.2 Purificación de los vectores virales AAV2, scAAV2, AAV8 y scAAV8 
 
i) Análisis de la purificación de los vectores AAV2 y scAAV2 mediante cromatografía 

de intercambio aniónico usando columna monolítica CIM QA-1 
 

En la Figura 7 se presenta el perfil de elución de la cromatografía de intercambio 
aniónico para purificar los vectores virales AAV2_antiAldh2. En la Figura 7A se 
aprecian 3 peaks luego del Flow Through (FT). En el segundo y en el tercer peak 
eluyeron los vectores virales, que fueron identificados por RT-PCR. Se cargaron a la 
columna 3,2x1010 vg, se pudo cuantificar que gran parte de los virus eluyeron en el Flow 
Through (FT), 2,6x1010 vg; en el segundo peak eluyeron 2,8x108 vg y en el tercer y 
último peak eluyeron 2,4x108 vg. La cantidad total recuperada fue de 5,2x108 vg.  

A partir de los datos de la Figura 7A, se calculó una relación entre Absorbancia y 
cantidad de partículas virales genómicas (vg), obteniendo en el segundo peak un factor 

igual a 2,3x106 [vg/mAUml], y para el tercer peak un factor igual a 1,8x106 

[vg/mAUml]. Este factor se utilizó para calcular la cantidad de vector viral en los peaks 
de las siguientes cromatografías. La razón entre Absorbancia a 260 nm y Absorbancia a 
280 nm fue de 0,89 y 0,75 respectivamente, de estos valores se puede deducir que hay 
mayor cantidad de vectores vacíos que vectores virales completos, según lo publicado 
en diferentes artículos científicos [74, 75]. 
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Figura 7: Purificación en dos pasos de AAV2_antiAldh2 por cromatografía de intercambio aniónico 
con columna monolítica CIM QA-1. A) Perfil de elución purificación de AAV2_antiAldh2. B) 

Purificación del Flow Through de la  cromatografía de AAV2_antiAldh2. La línea continua muestra 
la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada muestra la absorbancia a 280 nm y la línea punteada 

muestra la conductividad de la fase móvil. 

El volumen de FT recuperado, fue nuevamente separado en un segundo paso de 
cromatografía. En la Figura 7B se muestra el perfil de elución de la cromatografía del 
FT. Se pueden apreciar sólo dos peaks. Se cargaron 1,7x1010 vg, los vectores virales 
solamente eluyeron en el segundo peak, obteniendo 5,2x108 vg. El tercer peak del perfil 
de purificación anterior desaparece casi por completo. Se puede deducir que en el 
tercer peak se encontraban los virus que tenían mayor carga negativa.  

En el caso de las cromatografías para purificar scAAV2_antiAldh2 y scAAV2_GFP, se 
presentan sus perfiles en Anexo I, se cargaron 7,8x108 vg y 5,5x108 vg 
respectivamente, pudiendo recuperar 3,8x108 vg y 3,7x108 vg en el último peak 
respectivamente.  

A) 

B) 
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También, para el caso de la purificación de scAAV2_antiAldh2se realizó una segunda 
etapa de recuperación mediante una cromatografía del FT obtenido. Se cargaron 
2,6x108 vg y se recuperaron en un 100% en el segundo peak.  

A partir de los resultados obtenidos, es posible indicar que la capacidad de la columna 
está limitada a una capacidad en un rango cercano a 5,2x108 vg/ml de columna 
(volumen de la columna 1 ml). Esto explica que en las primeras cromatografías, donde 
la muestra era varios ordenes de magnitud mayor, se perdiera gran cantidad de los 
vectores virales en el FT. Por lo tanto, es necesario utilizar una columna de un volumen 
determinado a partir de la cantidad de vectores virales a purificar y su capacidad. Para 
el caso de la Figura 7A, sería necesario utilizar una columna de 61 ml. 

Por otro lado, se hizo un análisis de la pureza de las fracciones colectadas mediante 
SDS-PAGE. Se corrieron 6 geles. Se hizo una tinción con Azul de Coomasie y luego 
una tinción con plata. Se utilizó el software Gel Analyzer para analizar las bandas de 
cada carril del Gel 1 teñido con plata presentado en Anexo II. Se obtuvo un 97% de 
pureza en la fracción que eluyó a 45 ml y 88%  de pureza en la fracción que eluyó a 60 
ml.  
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ii) Análisis de la purificación de los vectores AAV8 y scAAV8 mediante cromatografía 
de intercambio aniónico usando columna monolítica CIM QA-1 
 

En la Figura 8 se presenta el perfil de elución de la cromatografía de intercambio 
aniónico de los vectores virales scAAV8_antiAldh2. En la Figura 8A se aprecian 
también 3 peaks de elución. Encontrando el vector viral en el segundo y tercer peak, 
pero en mayor cantidad en el tercer peak.  

 

Figura 8: Purificación en dos pasos de scAAV8_antiAldh2 por cromatografía de intercambio 
aniónico con columna monolítica CIM QA-1. A) Perfil de elución purificación de 

scAAV8_antiAldh2. B) Purificación del Flow Through de la  cromatografía de scAAV8_antiAldh2. 
La línea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada muestra la absorbancia a 

280 nm y la línea punteada muestra la conductividad de la fase móvil. 

Se cargaron 1,9x1012 vg, 4,2x1011 vg y 1,7x1011 vg para las cromatografías de 
AAV8_antiAldh2, scAAV8_antiAldh2 y scAAV8_GFP respectivamente. Los perfiles de 
elución de cada cromatografía se presentan en Anexo I. En el segundo peak se obtiene 
baja cantidad del vector viral, sin embargo en el tercer peak se obtiene un 5%, 24% y 
10% de recuperación respectivamente. Recuperando en total 1x1011 vp y 1,1x1011 vp 

A) 

B) 
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en el caso de la cromatografía de AAV8-antiAldh2 y scAAV8_antiAldh2 
respectivamente, lo que indica que la capacidad de la columna para vectores virales 
AAV de serotipo 8 es de aproximadamente 1,1x1011 vg/ml. Teniendo que utilizar una 
columna de 17 ml y 4ml  de volumen para purificar la cantidad cargada de 
AAV8_antiAldh2 y scAAV8_antiAldh2 respectivamente. 

Sin embargo, en la cromatografía para purificar scAAV8_GFP (Ver Figura 9), se 
recuperaron 1,8x1010 vg en total, cantidad seis veces menor a la capacidad de la 
columna. Esto se puede deber a que la cantidad de contaminantes es la misma en 
todas las cromatografías, por lo tanto al haber menor cantidad de virus en la muestra, 
baja la probabilidad de poder unirse a los ligando por competencia con los 
contaminantes. Por lo tanto, en este caso, se considera como capacidad mínima de la 
columna de 1,8x1010vg/ml, tendiendo que utilizarse una columna de 9,5 ml. 

 

Figura 9: Purificación en dos pasos de scAAV8_eGFP por cromatografía de intercambio aniónico 
con columna monolítica CIM QA-1. A) Perfil de elución purificación de scAAV8_antiAldh2. B) 

Purificación del Flow Through de la  cromatografía de scAAV8_eGFP. La línea continua muestra la 
absorbancia a 260 nm, la línea segmentada muestra la absorbancia a 280 nm y la línea punteada 

muestra la conductividad de la fase móvil. 
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En la Figura 9 se muestra la purificación de scAAV8_GFP. En la Figura 9A se muestra 
la primera etapa cromatográfica, y en la Figura 9B se muestra la cromatografía del FT 
de la primera etapa. En la segunda etapa se cargaron 7,9x108 vg, eluyendo el 100% de 
ellos en el tercer peak. Esto se debe a que la cantidad de vector viral en la muestra era 
más de 20 veces menor que la capacidad mínima de la columna. 
 
Se utilizó el software Gel Analyzer para analizar las bandas de cada carril del Gel 6 
teñido con plata presentado en Anexo II. Se obtuvo un 94% de pureza en la fracción 
que eluyó a 45 ml y 73%  de pureza en la fracción que eluyó a 46 ml.  
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3.4.3 Análisis estructural de los vectores virales AAV2 y AAV8 mediante TEM  
 
Los vectores virales se visualizaron en un microscopio electrónico de transmisión 
(TEM), se mostraron como estructuras icosahédricas de 25-40 nm de tamaño para 
ambos serotipos de AAV, serotipos 2 y 8 (Ver Figura 10 y 11).  

 

Figura 10: Análisis mediante TEM del vector viral AAV2 purificado con la columna monolítica CIM 
QA-1. Se muestran los vectores virales AAV2 intactos con tamaño entre 20 nm y 30 nm, forma 

icosahédrica característica y se aprecia presencia de contaminación celular. Magnificación 
135.000x. 

 

Figura 11: Análisis mediante TEM del vector viral AAV8 purificado con la columna monolítica CIM 
QA-1. Se muestran los vectores virales AAV8 intactos con tamaño entre 20 nm y 30 nm, forma 

icosahédrica característica y se aprecia presencia de contaminación celular. Magnificación 
135.000x.  
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3.4.4 Análisis de infectividad de vectores purificados 
 
Se hizo un análisis de la infectividad de los vectores purificados, utilizando el vector 
scAAV_GFP serotipo 8, el cual tiene tropismo al hígado. Se hizo una transfección en 
células HepG2, luego de 48 horas se realizó un análisis mediante microscopio de 
fluorescencia.  

 

Figura 12: Microscopía de fluorescencia de células HepG2 transducidas con el vector viral 
scAAV_GFP purificado por cromatografía de intercambio aniónico con columna monolítica CIM 

QA-1. 

En la Figura 12 se puede apreciar que hubo expresión de la proteína fluorescente verde 
GFP en las células HepG2 transducidas o infectadas, por lo tanto los virus producidos y 
luego purificados mantuvieron su capacidad de infección. 
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3.5 Conclusiones 
 
Se lograron producir seis distintos vectores virales adenoasociados, cuatro de ellos 
llevaban la secuencia antisentido antiAldh2 para el tratamiento contra el alcoholismo, y 
dos llevaban el gen de la proteína fluorescente verde GFP como control para 
determinar la infectividad del virus purificado.  

Los niveles de producción fueron muy variados, siendo la producción de los vectores 
AAV8 varios órdenes de magnitud mayor a la producción de los vectores AAV2.  

En la producción de AAV8 se obtuvieron 1,9x1011 vg/ml, 4,2x1010 vg/ml y 1,7x1010 vg/ml 
para AAV8_antiAldh2, scAAV8_antiAldh2 y scAAV8_GFP respectivamente. 

En la producción de AAV2 se obtuvieron 3,2x109 vg/ml; 7,8x107 vg/ml y 5,5x107 vg/ml 
para AAV2_antiAldh2, scAAV2_antiAldh2 y scAAV2_GFP respectivamente.  

Estos valores se encuentra dentro del rango de producción de vectores AAV publicados 
utilizando el método de triple transfección, donde indican que la producción debe ser 
mayor a 107 vp/ml. 

Se pudo determinar que la capacidad de la columna monolítica CIM QA-1 fue menor 
que lo esperado. Se pudo determinar una capacidad distinta para los vectores AAV2 y 
AAV8, encontrándose valores de 5,2x108 vg/ml para AAV2 y de 1,8x1010vg/ml para 
AAV8.  
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4 INGENIERÍA GENÉTICA DE HEK 293 PARA PRODUCCIÓN DE VECTORES 
ADENO-ASOCIADOS PARA USO EN TERAPIA GÉNICA CONTRA EL 
ALCOHOLISMO 
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4.1 Resumen 
 
En el presente trabajo se desarrolla un nuevo método de producción de virus AAV, que  
utilizaría una doble transfección en células HEK293 recombinante. Este método es una 
versión simplificada del método de triple transfección transitoria. 

Se desarrolló una línea celular recombinante de HEK293F conteniendo uno de los tres 
elementos esenciales para la producción de AAV. En este caso se integró al genoma de 
HEK293F el fragmento que contiene los ITR y el gen de interés. Se utilizó el sistema de 
integración por transposones PiggyBac para obtener mayor número de copias en el 
genoma de HEK293F. 

Se comparó la producción de AAV con el nuevo método y el método convencional, 
mediante cuantificación con RT-PCR, y la infectividad fue medida por citometría de flujo. 
Además, se hizo un análisis estructural mediante TEM. 

Se logró desarrollar una línea celular HEK293F recombinante, llamada 
HEK293F_ITRGFP, que contiene uno de los tres elementos esenciales para la 
producción de vectores AAV. 

Se logró producir vectores AAV2 y AAV8 con el nuevo método de doble transfección en 
células recombinantes HEK293F_ITRGFP. La producción de AAV2 fue de 9,4x109 
vg/ml con el método convencional y 2,4x108 vg/ml con el nuevo método. La producción 
de AAV8 fue de 4,2x1010 vg/ml con el método convencional y 1,8x109 vg/ml con el 
nuevo método. Esto es 40 y 24 veces menor que con la producción convencional.  

Los vectores virales AAV2 y AAV8 producidos con el método convencional fueron 
infectivos, obteniendo 2,2x108 ip/ml (partículas infecciosas/ml) de AAV2 y 1,2x106 ip/ml 
de AAV8 . Por el nuevo método se produjeron 4,7x104 ip/ml de AAV2 y 4,1x104 ip/ml de 
AAV8.  

Por lo tanto, se puede concluir que se produjeron vectores virales AAV2 y AAV8 
completos con su genoma pero que la mayoría no fueron infectivos.  
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4.2 Introducción 

Los vectores virales representan el vehículo más efectivo de transferencia de genes 
para el tratamiento de disfunciones genéticas. A la fecha, sobre el 50% de todos los 
ensayos clínicos que se han realizado usaron vectores virales [16]. Es por ello, que 
varios tipos de vectores virales han sido ampliamente investigados para entrega de 
genes en innumerables protocolos de ensayos clínicos. Los vectores más usados son 
los vectores adenovirales (AdV), retrovirus, y vectores adenoasociados (AAV) 
principalmente. Actualmente, los vectores adenoasociados AAV son uno de los más 
usados para terapia génica. Esto se debe a que AAV son virus defectivos de replicación  
y no patogénicos, provienen de la familia de parvovirus. Este virus es capaz de 
transducir células en división y quiescentes, y además pueden transducir para un 
amplio rango de tipos de tejidos dependiendo del serotipo [55, 79]. 

Existen numerosos métodos de producción y caracterización de vectores AAV [52, 53, 
55, 80-83]. La Tabla 1 entrega valores de rendimiento de producción de AAV para cada 
uno de los métodos más usados.  

Tabla 1: Rendimiento de producción de rAAV con diferentes métodos [52] 

Métodos de Producción 
Rendimiento  

[ vg/cel] 

Transfección con plasmidios AAV en células HEK293:   

- Doble transfección y virus ayudante: HEK293 + Ad5 
wt/AdDE1 

103-104 

-Triple transfección: HEK293 + plasmidio helper 10-103 

Células empacadoras y virus ayudante:   

-HeLa B50+Ad5wt 6x103-2x104 

-HeLa B50+Ad sub100r 3x103-6x105 

-A549+Ad ts >104 

Herpes Simplex virus HSV-1:   

-Células BHK +rHSV 105. 

Baculovirus y células de insecto:   

-Sf9+rBac 5x104-105 

 

El primer método que se presenta en la Tabla 1 consiste en usar la línea celular 
HEK293 junto con la transfección de dos plasmidios, uno conteniendo los genes de la 
cápside y replicación, otro plasmidio con el gen de interés encerrado por las secuencias 
ITR; y además se debe infectar con un adenovirus ayudante, deficiente de E1, para 
ayudar en su replicación. El segundo método considera la línea celular HEK293 y la 
transfección de tres plasmidios, los mismos plasmidios del método anterior, más un 
tercer plasmidio que contenga los genes de adenovirus ayudante deficiente de E1.   

El tercer y cuarto método utilizan la línea celular HeLa empacadora más la infección con 
adenovirus nativo, siendo Ad5wt el adenovirus nativo serotipo 5 y Ad sub100r un 
adenovirus sensible a la temperatura para inactivarlo al final de la producción. El quinto 
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método usa la línea celular A549 empacadora más la infección con adenovirus sensible 
a la temperatura.  

El sexto método utiliza la línea celular BHK y la triple infección con Herpes Simples 
virus, uno conteniendo los genes de empacamiento y replicación Rep/Cap, otro 
conteniendo el gen de interés encerrado por las secuencias ITR y un tercero 
conteniendo los genes de adenovirus para replicación. El último método de la Tabla 1 
funciona en forma similar al anterior, pero utilizando células de insecto (Sf9) y la 
infección con tres baculovirus. 

El método con mayor proyección es el método de triple transfección utilizando la línea 
celular HEK293, desarrollado por el grupo del Dr. Samulski, el cual requiere del uso de 
un plasmidio ayudante con los genes de adenovirus (E1A, E1B, E4 y E2), un plasmidio 
con los genes de la cápside (Cap) y los requeridos para replicación (Rep), y un 
plasmidio con el cassette conteniendo el transgen y las secuencias ITR. En este último 
se ha eliminado el 96% de los elementos virales [54]. A pesar que el método de triple 
transfección libre de virus ayudante minimiza la generación de adenovirus helper wild 
type, este método es laborioso, complejo y lento para realizarlo en mayor escala, como 
se requeriría para producción de virus a ser usado en estudios clínicos. Por otro lado, 
los sistemas existentes que usan virus helper son escalables y producen gran cantidad 
de vector viral.  

Debido a que ninguno de los métodos convencionales usados actualmente permiten 
tener un producto de alta pureza y cantidad para que sea factible su producción a 
escala piloto o escala industrial para uso en pruebas clínicas o en tratamientos, es que 
diferentes grupos han realizado intentos por mejorar la producción mediante el 
desarrollo de líneas celulares estables productoras de AAV que sean inducibles, 
además se obtenga alta titulación, sea escalable y seguro para el uso en seres 
humanos. 
 
Las líneas celulares de producción estable de los genes de empaquetamiento Rep/Cap 
que se han desarrollado, son células que no contienen los genes de adenovirus 
E1A/E1B en su genoma, ejemplo son HeLa y A549, por lo que requieren de la infección 
con adenovirus nativo para que se pueda replicar el vector AAV. Es por ello que grupos 
de investigadores han estudiado modificar genéticamente la línea celular HEK293, la 
cual contiene los genes de adenovirus E1A/E1B responsables de la replicación, y así 
mantener en forma estable genes de AAV para mejorar su producción, y eliminar el 
riesgo de contaminación [82, 83].  
 
La mayor dificultad para crear una línea empacadora de AAV basada en HEK293 se 
debe a que el gen E1A de adenovirus, que se encuentra estable en esta línea celular, 
activa la expresión de las proteínas Rep, sin control ni regulación, siendo estas 
citostáticas [84] y citotóxicas [85].  

Existen dos estudios del grupo de X.Xiao: en el primer estudio lograron hacer una línea 
celular empacadora de AAV basada en HEK293 [82] y en el segundo estudio lograron 
desarrollar una línea celular empacadora de AAV que mantiene en forma estable el gen 
de interés encerrado por las secuencias ITR [83]. Este último estudio es un gran éxito 
en términos de titulación, escalamiento y bioseguridad. 
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Varias mejoras de estos métodos han sido publicadas para producir grandes cantidades 
de vectores virales de alta calidad, sin embargo aún es necesario desarrollar 
alternativas de métodos de producción. En este trabajo se describe la producción 
mediante la co-transfección con dos plasmidios (Rep/Cap y Helper) en una línea celular 
HEK293F recombinante que contiene en su genoma varias copias del gen de interés 
encerrados por las secuencias ITR. Para validar la metodología propuesta de 
producción de vectores virales AAV, se desarrolló un sistema prototipo utilizando como 
gen de interés la proteína fluorescente verde (GFP) fácil de medir y cuantificar. Las 
pruebas se hicieron para producir vectores virales de dos serotipos: AAV2_GFP and 
AAV8_GFP.  
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4.3 Materiales y Métodos 
 

4.3.1 Línea celular y condiciones de cultivo 
  
Se utilizó la línea celular de crecimiento rápido HEK-293-F (Invitrogen). Esta línea 
celular fue utilizada para realizar ingeniería genética y modificar su genoma con la 
adición de un nuevo constructo. También se utilizó esta línea celular para producir 
vectores virales AAV con el método convencional de triple transfección; y para realizar 
un análisis de la infectividad de los vectores virales AAV producidos.  

Las células fueron crecidas en adherencia a condiciones estándares, con medio 
DMEM/F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB).  

Para contar las células y determinar su viabilidad se utilizó el sistema de conteo 
automático LUNA™ Automated Cell Counter (Logos Biosystem). 
 
4.3.2 Ingeniería Genética de HEK293F 
 
i. Plasmidios y enzimas de restricción 

Los plasmidios utilizados en la elaboración del constructo que fue integrado en 
HEK293F son los siguientes: El plasmidio con el gen de interés (GFP) y las secuencias 
ITR: pAAV_GFP (5.408 bp), el plasmidio con los genes que expresan para las proteínas 
que participan en la replicación (Rep) y las proteínas estructurales de la cápside (Cap) 
serotipos 2 y 8: pAAV_RC2 (7.321 bp), pAAV-RC8 (7.320 bp), y el plasmidio pHelper 
(11.600 bp) con los genes de adenovirus VA, E2A y E4 que ayudan a la replicación. 
Todos ellos fueron facilitados por el Laboratorio de Farmacoterapia de la Universidad de 
Chile. Las proteínas de adenovirus E1A y E1B, necesarias también para la replicación 
de los vectores virales, son expresadas en forma estable en las células HEK293. 

El plasmidio pAAV_GFP contiene el promotor fuerte de citomegalovirus CMV, y 

elementos para obtener altos niveles de expresión, como lo son el intrón de -globina y 
la señal poliA de la hormona del crecimiento humana (hGH pA). Este plasmidio contiene 
las secuencias ITR del vector viral AAV serotipo 2, que dirigen la replicación y 
encapsidación viral. Estas secuencias pueden usarse también para producir vectores 
virales de otros serotipos, como el vector AAV8 utilizado en este trabajo, obteniéndose 
un vector viral híbrido AAV2/8.  

El plasmidio pAAV_GFP tiene un sitio de múltiple clonamiento, donde se insertó la 
secuencia de la proteína GFP, en este sitio se pueden colocar genes o secuencias 
génicas de hasta 3.000 pb. Por lo tanto, es posible utilizarse para la terapia génica 
contra el alcoholismo, la cual tiene una secuencia de 1.600 pb aproximadamente, que 
transcribe una secuencia antisentido del ARN mensajero de la enzima aldehído 
deshidrogenasa ALDH2, descrita en las secciones anteriores.  

Este prototipo utilizó el gen de la proteína GFP como un gen reportero de la eficiencia 
de transfección durante la producción, además como identificador de células HEK293F 
modificadas genéticamente y como señal de su expresión luego de la infección viral.  
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Para realizar la modificación genética de HEK293F, a través de la integración de un 
constructo de interés en su genoma, se utilizó el sistema PiggyBac Transposon Vector 
(SBI System Biosciences). Este sistema consiste en dos plasmidios que se transfectan 
al mismo tiempo, uno de ellos contiene la secuencia que expresa la enzima 
transposasa de PiggyBac (PB210PA-1); y el otro plasmidio se utiliza para entregar el 
gen de interés a integrar en el genoma (PB510B-1). El plasmidio B510B-1 (6.456 bp) 
tiene también el promotor fuerte CMV, un sitio de múltiple clonamiento (MCS), además 
contiene dentro del fragmento a insertar al genoma, un marcador de selección por 
antibiótico puromicina dirigido con el promotor EF1alpha. Este fragmento a insertar al 
genoma se encuentra flanqueado por las secuencias ITR específicas de PiggyBac, que 
permiten su integración en sitios del genoma donde se encuentre la secuencia 
nucleotídica TTAA, además de su movilización y escisión. El plasmidio PB210PA-1 
(6.964 bp) tiene el promotor CMV, el intrón SV40, el gen que expresa la enzima 
Transposasa Super PiggyBac y una secuencia poliA SV40.  

Además, se utilizó el plasmidio pGEMTeasy (Promega) para el clonamiento del 
constructo de interés como paso intermedio, por sus numerosas regiones de sitios de 
reconocimiento de enzimas de restricción, para encontrar homología con el plasmidio 
PB510B-1 del sistema de modificación genética PiggyBac Transposon Vector. 

La amplificación de los plasmidios pAAV_GFP, pAAV_RC2, pAAV_RC8, pAAV_Helper 
y pGemT-Easy, se realizaron en la cepa bacterial E.coli Top10 en cultivo LB a 37°C con 

100 g/ml de ampicilina. Para el plasmidio PB510B-1 se cultivó en medio LB a 30°C y 

50 g/ml de ampicilina según recomendaciones del fabricante. El plasmidio comercial 
PB210PA-1 no puede ser amplificado, se usa directamente del stock plasmidial 
comercial. 

ii. Clonamiento del fragmento de interés 

Las enzimas de restricción utilizadas fueron las siguientes: AanI (PsiI), PscI (PciI) y SmiI 
(SwaI) de Thermo Scientific, y SpeI, NotI, NheI, SacI y SmaI de NEB. 

El nuevo método de producción requiere que uno de los elementos para la producción 
de AAV se encuentre integrado en el genoma de HEK293F. Por lo tanto, se propuso 
integrar el fragmento de interés que se encuentra en el plasmidio pAAV-GFP, el cual 
contiene las secuencias ITR que encierran al gen de interés.  

Los pasos a seguir fueron los siguientes: 

1) Digestión del plasmidio pAAV_GFP con las enzimas AanI (extremos romos) y 
PscI (extremos cohesivos). El fragmento generado fue de 2.000 pb. 

2) Clonamiento del fragmento deseado en pGEMT-easy mediante la generación de 
extremos romos y adenilación, para posterior clonamiento en pGemT-Easy 
según instrucciones del fabricante. Se seleccionaron los clones positivos y se 
generó un stock glicerol. El plasmidio generado fue llamado pGemT_ITR_GFP. 

3) Este nuevo plasmidio fue digerido con las enzimas SpeI y AanI, que fueron las 
únicas que producían extremos compatibles con dos sitios de reconocimiento del 
plasmidio final de integración PB510B-1. El fragmento generado fue de 2600 pb, 
conteniendo las secuencias ITR, el gen GFP y parte del plasmidio de pGemT-
Easy.  
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4) El plasmidio PB510B-1 fue digerido en su sitio de múltiple clonamiento MCS con 
SmiI (extremos romos) y NheI (extremos cohesivos), los extremos generados son 
compatibles con los extremos generados por AanI y SpeI. Esta digestión linealiza 
el plasmidio. 

5) El fragmento obtenido en el paso 3 fue ligado mediante T4 DNA ligasa al 
plasmidio PB510B-1 digerido. Se transformó la cepa E.coli Top10 y se 
seleccionaron varias las colonias, las cuales se identificaron las colonias 
positivas por medio de patrón de digestión con NotI. Este plasmidio fue llamado 
PB510_ITR_GFP. 

Todos los fragmentos y plasmidios linealizados fueron separados y purificados desde 
un gel de agarosa de electroforesis, utilizando un kit disponible comercialmente para 
purificación desde gel. 

Todos los constructos fueron verificados mediante secuenciamiento. Se envió a 
secuenciar el plasmidio pGEMT_ITR_GFP y el plasmidio PB510_ITR_GFP, para varios 
clones seleccionados.  

iii. Modificación genética de HEK293F mediante sistema PiggyBac  

Para realizar la integración del constructo de interés en el genoma de HEK293F, se 
utilizó el sistema PiggyBac Transposon Vector, siguiendo el protocolo recomendado por 
el fabricante. Se utilizaron los plasmidio PB510_ITR_GFP con el constructo deseado y 
el plasmidio comercial con el gen de la enzima transposasa, PB210PA-1.  

Las células HEK293F fueron crecidas en adherencia en placas de 6 pocillos hasta una 
confluencia de 60-80%.  

Para cada pocillo se preparó una mezcla con 0,5 g del plasmidio PB510B_ITR_GFP, 

0,2 g del plasmidio PB210PA-1, 8,0 l del reactivo de transfección Viafect (Promega), 
y 50 μl DMEM/F12 sin SFB. Se mezclaron por vortex y se dejó reposar a temperatura 
ambiente por 15 minutos. Luego, se agregó el volumen correspondiente a cada pocillo 
mediante dispersión y goteo. La actividad transposasa de PiggyBac termina a las 72 
horas. 

Al tercer día post-transfección, se cambió el medio de cultivo y se agregó medio 

DMEM/F12 con 3% SFB y 1 g/ml de puromicina por 5 días. Las células que 
sobrevivieron también se pudieron identificar por medio de la fluorescencia emitida a luz 
visible, signo de la expresión de la proteína GFP. Luego de varios pasajes, se volvió a 

hacer una selección con una concentración de 6,7 g/ml y 13,4 g/ml de puromicina. 

Las células HEK293F modificadas que sobrevivieron a las tres concentraciones de 
puromicina, fueron congeladas y almacenadas en nitrógeno líquido. Estos tres grupos 
de células modificadas fueron llamadas HEK293F_ITRGFP_puro1, 
HEK293F_ITRGFP_puro6 y HEK293F_ITRGFP_puro13. Luego de varios pasajes, las 
células HEK293F_ITRGFP_puro1 y HEK293F_ITRGFP_puro13 fueron caracterizadas 
mediante una curva de crecimiento por 10 días para comparar su viabilidad.  
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4.3.3 Producción de vectores adenoasociados AAV serotipos 2 y 8 usando 
HEK293F y HEK293F_ITRGFP recombinante 

 
La producción de AAV, se realizó utilizando la línea celular HEK293F y la línea celular 
recombinante HEK293F_ITRGFP_puro1. Las células fueron cultivadas en adherencia 
en placas de 100 mm, como fue explicado en la sección anterior. Se utilizó el método 
de transfección basado en fosfato de calcio. Se realizó el método de producción 
convencional de triple transfección en células HEK293F, y el nuevo método propuesto 
de doble transfección en células HEK293F_ITRGFP_puro1.  

Luego de 48 horas, se recolectaron las células junto con el medio de cultivo, y se 
aplicaron tres ciclos de congelar/descongelar para liberar los vectores virales 
producidos. El debris celular fue descartado y el sobrenadante fue recolectado, se 
adicionó Benzonasa a una concentración de 200 unidades/ml por una hora. Luego, se 
almacenó a -80°C el sobrenadante alicuotado.  

Se realizó un control negativo de la producción para observación simultánea. Los 
vectores virales producidos por HEK293F y HEK293F_ITRGFP_puro1 fueron 
analizados por microscopia electrónica de transmisión TEM.  El análisis mediante TEM 
de los vectores virales AAV producidos se realizó con tinción negativa de acetato de 
uranilo al 1% y microfotografiado con una cámara digital.  

4.3.4 Cuantificación de la producción de AAV  
 
i. Cuantificación con RT-PCR  

En este caso se realizó un protocolo adaptado desde el Laboratorio de Richard Jude 
Samulski. Este protocolo no necesita el uso del kit de extracción de ADN viral usado en 
las secciones anteriores.  
 

Se agregaron 10 l de vector viral producido y 90 l de una mezcla de ADNasa (100 mg 
de DNAseI, Tris-HCl 10 mM pH7,5, 2 mM CaCl2, 100 mM MgCl2 para un volumen final 

de 1 ml), se mezcló y dejó incubando a 37°C por 1 hora. Luego, se adicionaron 6 l de 

0,5M EDTA, se mezcló por vortex y se agregaron 120 l de una mezcla de Proteinasa K 
(1 M NaCl, 1% Sarcocyl, 0,1 mg/ml Proteinasa K agregar agua para completar 1 ml de 
solución). Se dejó incubando a 55°C por 2,5 horas. Luego se inactivó la Proteinasa K a 
95°C por 10 minutos.   
 
La curva standard fue preparada con 7 diluciones seriadas de 1:5 del plasmidio 
pAAV_GFP, partiendo por una dilución 100x. 
 
El protocolo para la reacción de RT-PCR fue el siguiente: 95°C por 600 segundos y 45 
ciclos de 95°C por 10 segundos para denaturar el ADN templado, 59°C por 10 
segundos para el alineamiento de los partidores, y 72°C por 15 segundos para la 
extensión.  
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Los partidores utilizados fueron los siguientes: 
 
Partidor forward GFPfw 5’-AAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGC-3’; y Partidor reverse 
GFPrev 5’-CTTGTAGTTGCCGTCGTCCTTGAA-3’. 
 
ii. Cuantificación usando Citometría de Flujo 

Para cuantificar los vectores infectivos AAV producidos, es necesario hacer una 
infección en las células HEK293F con diferentes diluciones del stock viral producido, y 
luego medir la cantidad de células que fluorescen al expresar la proteína GFP para 
cada dilución.  

Se cultivaron las células HEK293F en placas de 6 pocillos, inoculando 2,5 × 105 células 
por pocillo, y se agregaron 2,5 ml de medio de cultivo  DMEM/F12 con 10% SFB. Se 
dejó cultivando por 24 horas.  

Se realizó una dilución del stock de vector viral AAV de 10 veces, luego se hizo una 
dilución seriada desde 2x10-2 a 8x10-4. Se retiró el medio de los pocillos completamente 
y se agregó 1 ml de cada dilución en cada pocillo en duplicado. Se dejó incubando por 
90 minutos a 37°C. Luego, se completó el medio de cultivo a 2,5 ml y se dejó incubando 
por 3 días.  

Al tercer día, las células fueron despegadas con el método de Tripsina/EDTA y lavadas 
con PBS dos veces. Se resuspendieron en 1 ml de Paraformaldehído 1% en PBS. 
Luego, fueron transferidas a tubos de citometría de flujo de 5ml.  

Finalmente, las células fueron filtradas y medidas en un equipo Citómetro de Flujo 
FACSCanto II (BD Biosciences) del Laboratorio de Inmunología de la Facultad de 
Ciencias de la Universidad de Chile. Los resultados fueron entregados como el 
porcentaje de células fluorescentes en 1 ml de muestra. 

Se escogieron para el cálculo de la titulación las diluciones que tenían entre 1% a 20% 
fluorescencia por GFP. Bajo 1% el equipo no es muy preciso para la determinación de 
número de células fluorescentes; y sobre 20% hay alta probabilidad que células 
fluorescentes hayan sido transducidas por dos vectores virales, resultando una 
subestimación de total de virus infectivos [86]. 

4.3.5 Determinación del número de copias del fragmento de interés en el genoma 
de las células HEK293F-ITR_GFP 

 

Se hizo una extracción del genoma de HEK293F_ITRGFP_puro1, 
HEK293F_ITRGFP_puro13 y HEK293F normal como control. Se utilizó el kit de 
extracción genómica DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) siguiendo el protocolo 
recomendado por el fabricante.  

Se realizó una dilución de la extracción genómica 1:10 y 1:100. Se utilizó el mismo 
protocolo y curva estándar descrito anteriormente para la cuantificación por RT-PCR de 
los vectores virales AAV producidos.  
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4.4 Resultados y Discusión 

4.4.1 Generación del constructo de interés y su clonamiento en plasmidio 
PB510B 

 
El plasmidio pAAV_GFP fue digerido y clonado en el plasmidio pGEMTeasy. Se 
seleccionaron algunas colonias, luego se dejaron cultivando y se realizó la digestión 
con las enzimas SacI y SpeI para identificar los clones con el constructo de interés 
correcto. 
 
El constructo de interés corresponde a: 
 

 
 
 
I. Clonamiento del fragmento de interés en pGemT-Easy: 

En la Figura 13, se presenta un gel de electroforesis con los fragmentos digeridos con 
SacI y SpeI. Resultando los clones llamados PGHR1 y PGHR2 con patrones de 
digestión esperados para SacI y SpeI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Identificación de clones positivos con pGemT_ITRGFP. Gel de electroforesis mostrando 
patrones de cortes con enzimas de restricción. L: Ladder 1 kb Plus, 1: PGHR2  sin dig, 2: PGHR2  

SacI, 3: PGHR2 SpeI, 4: PGHR1 SacI, 5: PGHR3 sin dig, 6: PGHR3  SacI. 

De los ocho clones seleccionados, sólo el clon llamado P1T3 no presentó el patrón de 
corte esperado con NotI,. Los clones que resultaron positivos en la digestión con NotI 
se confirmaron mediante secuenciación con partidores Forward β-globin 5’- 
ATTCTGAGTCCAAGCTAGGC-3’ y Reverse hGH polyA 5’- 
TAGAAGGACACCTAGTCAGA-3’. 

 

 

 

L          1        2        3        4        5        6             
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II. Clonamiento del fragmento de interés en PB510B: 

Desde el plasmidio del clon PGHR2, se obtuvo el fragmento de interés para ser clonado 
en el plasmidio PB510B. Para ello se realizó la digestión del plasmidio pPGHR2 con 
SpeI y AanI. El plasmidio PB510B fue digerido con las enzimas NheI y SmiI. Se ligaron 
y transformaron en E.coli Top10. Se seleccionaron los clones y se identificaron los 
clones positivos mediante el patrón de digestión con NotI (Ver Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Identificación de clones positivos con PB510_ITRGFP. Gel de electroforesis mostrando 
patrones de cortes con enzimas de restricción. L: Lader 1 kb plus, 1:P1T2, 2:P1T3, 3:P1T4, 4:P2T1, 

5:P2T3, 6: P2T3, 7:P2T4 8:P3T1, 9:PGHR1 (Control), 10: PB510 (Control) 

De los ocho clones seleccionados, sólo uno de ellos no presentó el patrón de corte 
esperado con NotI, el clon llamado P1T3. Los clones P1T2, P2T1, P1T3 y P3T1 que 
resultaron positivos en la digestión con NotI, se confirmaron mediante secuenciación 
con partidores Forward β-globin 5’- ATTCTGAGTCCAAGCTAGGC-3’ y Reverse hGH 
polyA 5’- TAGAAGGACACCTAGTCAGA-3’. 

 

Se escogió trabajar con el clon P2T1 para propagar el plasmidio PB510_ITRGFP. 

 

  

  L      1       2      3       4      5      6       7      8      9      10     L 
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4.4.2 Obtención de células HEK293F_ITRGFP recombinante y comparación de su 
curva de crecimiento  

 
Se realizó la transfección de los plasmidios PB510_ITRGFP y PB210A del sistema 
PiggyBac Transposon Vector en células HEK293F. Luego de 3 días se hizo una 

selección con antibiótico puromicina a una concentración de 1 g/ml por 5 días. El 

conjunto de células que sobrevivieron a una concentración de 1 g/ml de puromicina, se 
mantuvieron en crecimiento por varias semanas con esa misma concentración de 
puromicina, luego se generó un banco de células para posteriores análisis.  

Después de varias semanas, se aumentó la concentración de puromicina a 6,7 g/ml y 

13,4 g/ml, generándose dos conjuntos de células adicionales. Se obtuvieron 3 
conjuntos de células HEK293F recombinantes, las que fueron denominadas como 
HEK293F_ITRGFP_puro1, HEK293F_ITRGFP_puro6 y HEK_ITRGFP_puro13. 

Se hizo una comparación de las curvas de crecimiento HEK293F_ITGFP_puro1, 
HEK293F_ITRGFP_puro13 con las células HEK293F no modificadas. Las curvas de 
crecimiento y la viabilidad se entregan en el gráfico de la Figura 15. La densidad celular 
corresponde a las células viables, y la viabilidad es el porcentaje de células vivas 
medidas mediante el método de exclusión por  tinción con trypan blue.  

En la Figura 15 se puede apreciar que las células modificadas 
HEK293F_ITRGFP_puro1 y HEK293F_ITRGFP_puro13 son muy similares en los 
primeros estados del crecimiento con respecto a las células HEK293F no modificadas. 
Tienen una curva de crecimiento normal, con una velocidad de crecimiento muy 
parecida en la fase exponencial, y logran concentraciones celulares cercanas a 1x106 

células/ml. La velocidad máxima específica de crecimiento (max) fue 0,0323 1/h, 0,0345 
1/h y 0,0298 1/h para HEK293F, HEK293F_ITRGFP_puro1 y 
HEK293F_ITRGFP_puro13 respectivamente. El tiempo de duplicación Td para cada uno 
fue de 21 h, 20 h y 23 h respectivamente. Cuando se llega al estado estacionario, las 
células modificadas tienen una viabilidad más baja que las células HEK293F no 
modificadas.  

Esta diferencia no es importante para la producción de vectores AAV, ya que se 
requiere que las células se encuentren en su fase exponencial para realizar la 
producción viral, donde las curvas son muy similares. 

 



55 
 

 

Figura 15: Curvas de Crecimiento de HEK293F normal y modificada. Los círculos y línea 
segmentada corresponden a la curva de crecimiento y viabilidad de HEK293F normal. Los 

triángulos y línea continua corresponden a la curva de crecimiento y viabilidad de 
HEK293F_ITRGFP1. Los cuadrados y línea punteada corresponden a la curva de crecimiento y 

viabilidad de HEK293F_ITRGFP13. 

Por otro lado, mediante citometría de flujo se midió la fluorescencia de las células 
recombinantes HEK293F_ITRGFP_puro1. La citometría encontró que el 96,8% de las 
células emitían fluorescencia, por lo tanto se pudo corroborar que la gran mayoría del 
stock de células recombinantes HEK293F_ITRGFP_puro1 tiene en su genoma 
integrado el constructo de interés. La Figura 16 entrega el resultado de esta medición, 
donde se muestra un histograma de la distribución de células según su intensidad de 
fluorescencia. 

 

Figura 16: Distribución de células recombinantes HEK293F_ITGFP1 según emisión de 
fluorescencia. 
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Además, mediante RT-PCR se cuantificó el número de copias del constructo de interés 
en el genoma de HEK293F_ITRGFP_puro1 y HEK293F_ITRGFP_puro13. Se extrajo el 

genoma de 1x106 células en 200 l de ese stock y se midió la cantidad 
de copias del gen de GFP, resultando 1,3 copias para HEK293F_ITRGFP_puro1 y 16,3 
copias para HEK293F_ITRGFP_puro13.  

 

4.4.3 Producción de vectores adeno-asociados AAV2_eGFP y AAV8_eGFP 
 
La producción de AAV2 y AAV8 fue realizada en forma exitosa en las células HEK293F 
con el método de triple transfección, y en las células recombinantes 
HEK293F_ITRGFP_puro1 con el nuevo método de doble transfección. Para ambos 
casos se presentó un efecto citopático característico pasadas las 48 horas. Se 
observaron bajo microscopio espacios vacíos entre células y algunas células flotando 
(Ver Figura 17 y Figura 18). Los controles negativos, que eran células HEK293F y 
células HEK293F_ITRGFP_puro1 sin transfectar, se mostraron confluentes con una 
alta viabilidad (Ver Figura 19). 

       

Figura 17: Visualización mediante microscopio de las placas con HEK293F (A) y 
HEK293F_ITRGFP1 (B) a las 48 horas de producción. Se puede visualizar el efecto citopático 

generado por los vectores virales AAV2 producidos. 

     

Figura 18: Visualización mediante microscopio de las placas con HEK293F (A) y 
HEK293F_ITRGFP1 (B) a las 48 horas de producción. Se puede visualizar el efecto citopático 

generado por los vectores virales AAV8 producidos. 

A           B 

A           B 
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Figura 19: Visualización mediante microscopio de las placas controles (sin transfectar) con 
HEK293F (A) y HEK293F_ITRGFP1 (B) a las 48 horas de producción. Ambas células se 

encontraban confluentes, sin presencia considerable de células muertas. 

 

4.4.4 Comparación del método de producción convencional con el nuevo método 
 

Para comparar el método convencional con el método nuevo, se cuantificaron los 
vectores virales infectivos mediante la transducción de los vectores virales en células 
HEK293F, y se contaron las células que expresaban la proteína GFP por medio de un 
Citómetro de Flujo. Luego, se visualizaron los vectores virales producidos por ambos 
métodos con TEM, los que finalmente se cuantificaron usando RT-PCR. 

I. Medición de la infectividad de los vectores virales AAV producidos 

Se contaron las células HEK293F que emitían fluorescencia para todos los casos de 
infección con los vectores virales AAV2 y AAV8 producidos con el método convencional 
y el nuevo método. Se infectó con distintas diluciones de cada stock viral para lograr 
identificar la dilución que permiten obtener un entre 1% y 20% de células fluorescentes.  

Según los resultados medidos por citometría de flujo (Ver Anexo IV), se produjeron 
2,2x108 partículas infecciosas (ip) de AAV2 por 1 ml de medio de cultivo y 1,2x106 ip de 
AAV8 por 1 ml de medio de cultivo con el método convencional.  

Por el nuevo método se produjeron 4,7x104 partículas infecciosas (ip) de AAV2 por 1 ml 
de medio de cultivo y 4,1x104 ip de AAV8 por 1 ml de medio de cultivo con el método 
convencional. En este caso el porcentaje de células fluorescente fue de 0,9% y 1,4% 
respectivamente para AAV2 y AAV8, valores que se encuentran en el límite de 
detección. 

Por lo tanto, con el nuevo método es posible producir vectores virales AAV2 y AAV8, sin 
embargo estos vectores virales no fueron infectivos. Para descartar que los virus se 
encuentren vacíos, se realizó un análisis TEM a cada una de las producciones.  
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II. Visualización mediante TEM de los vectores virales producidos 

Se realizó una dilución de 10 veces de la solución sobrenadante que contenía los virus 
producidos por ambos métodos y para los dos serotipos AAV2 y AAV8. En las Figuras 
20, 21, 22 y 23 se puede apreciar presencia de virus completos, se encontraron muy 
pocos vacíos para todos los casos. Las Figuras 20 y 22 muestran los vectores AAV2 y 
AAV8 producidos con el método convencional, y las Figura 21 y 23 muestran los 
vectores AAV2 y AAV8 producidos mediante el nuevo método desarrollado.  

En general, se presenta la misma cantidad de vector viral AAV por unidad de superficie. 
Por lo tanto, se puede concluir que los vectores fueron producidos por el nuevo método 
en una cantidad similar que con el método convencional. También, se puede concluir 
que los vectores producidos por el nuevo método estaban completos. Sin embargo, no 
son infectivos según se determinó por citometría de flujo. Es posible que el gen de GFP 
haya sido mutado en el proceso de producción de los vectores virales o que los 
vectores virales hayan encapsidado una fracción de ADN diferente a la del constructo 
de interés. 

Para poder determinar si dentro de los vectores virales se encontraba el gen de interés, 
se realizó una cuantificación de las producciones con el método convencional y el 
nuevo método mediante RT-PCR.  

La producción de AAV2 fue de 9,4x109 vg/ml y de AAV8 fue de 4,2x1010 vg/ml, con el 
método convencional. La producción de AAV2 fue de 2,4x108 vg/ml y de AAV8 fue de 
1,8x109 vg/ml, con el nuevo método.  

La producción de AAV2 fue 40 veces menor con el nuevo método, y para AAV8 fue 24 
veces menor con el nuevo método. Sin embargo, la cantidad de virus infectivo fue muy 
baja, 4 y 2 órdenes de magnitud menor para AAV2 y AAV8 respectivamente, valores 
que pueden estar en el límite de detección del equipo. Por lo tanto, es necesario 
purificar y concentrar los virus producidos para poder obtener niveles de titulación y 
aplicar un MOI adecuado para medir su infectividad.  
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Figura 20: Análisis mediante TEM del vector viral AAV2 producido con el método convencional. Se 
aprecian los vectores AAV2 completos con tamaño entre 20 nm y 30 nm, forma icosahédrica. 

Magnificación 87.000x. 

 

Figura 21: Análisis mediante TEM del vector viral AAV2 producido con el nuevo método. Se 
aprecian los vectores AAV2 completos con tamaño entre 20 nm y 30 nm, forma icosahédrica. 

Magnificación 87.000x. 
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Figura 22: Análisis mediante TEM del vector viral AAV8 producido con el método convencional. Se 
aprecian los vectores AAV8 completos con tamaño entre 20 nm y 30 nm, forma icosahédrica. 

Magnificación 87.000x 

 

Figura 23: Análisis mediante TEM del vector viral AAV8 producido con el nuevo método. Se 
aprecian los vectores AAV8 completos con tamaño entre 20 nm y 30 nm, forma icosahédrica. 

Magnificación 87.000x. 
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4.5 Conclusiones 
 
Se logró desarrollar una línea celular HEK293F recombinante, llamada 
HEK293F_ITRGFP, que contiene uno de los tres elementos esenciales para la 
producción de vectores AAV. 

Se verificó que el constructo estuviese en el genoma de la célula HEK293F 
recombinantes mediante RT-PCR, obteniendo 1,3 copias en promedio para las células 
HEK293F_ITRGFP_puro 1 y 16 copias en promedio para las células 
HEK293F_ITRGFP_puro16.  

Se logró producir vectores AAV2 y AAV8 con el nuevo método de doble transfección en 
células recombinantes HEK293F_ITRGFP. Hubo clara presencia de efecto citopático, lo 
que es un indicio de una producción viral exitosa. Esto pudo ser corroborado al 
visualizar cada una de las producciones con TEM, donde aparecen los virus con su 
forma característica y tamaño. 

La producción de AAV2 fue de 9,4x109 vg/ml con el método convencional y 2,4x108 
vg/ml con el nuevo método. La producción de AAV8 fue de 4,2x1010 vg/ml con el 
método convencional y 1,8x109 vg/ml con el nuevo método. Esto es 40 y 24 veces 
menor que con l producción convencional. Se cree que esta diferencia se debe al bajo 
número de copias que tenían las células recombinantes HEK293F_ITRGFP_puro1. Se 
propone aclarar esta hipótesis mediante la selección de clones con mayor número de 
copias para realizar la producción con el nuevo método. 

Los vectores virales AAV2 y AAV8 producidos con el método convencional fueron 
infectivos, obteniendo 2,2x108 ip/ml (partículas infecciosas/ml) de AAV2 y 1,2x106 ip/ml 
de AAV8 con el método convencional.  

Por el nuevo método se produjeron 4,7x104 ip/ml de AAV2 y 4,1x104 ip/ml de AAV8. 
Valores muy bajos con respecto a la cantidad de virus que contiene el gen de interés 
indicado anteriormente (9,4x109 vg/ml y 2,4x108 vg/ml para AAV2 y AAV8).  

Por lo tanto, se puede concluir que se produjeron vectores virales AAV2 y AAV8 
completos con su genoma pero no fue posible determinar su infectividad debido a la 
baja titulación obtenida.  
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5 CONCLUSIONES GENERALES 
 

La producción y purificación de vectores virales para terapia génica es uno de los 
puntos relevantes para poder realizar los ensayos de las distintas fases clínicas y para 
su posterior comercialización. 

Actualmente, hay gran expectación en los resultados que se tendrá con el gran número 
de terapias génicas en desarrollo, debido a que varias terapias están logrando pasar a 
las últimas fases de pruebas clínicas. El desafío es lograr tener una capacidad de 
producción de vectores virales que respondan a la creciente demanda por estos 
productos. Para ello, la academia con la industria se han unido y están haciendo 
grandes esfuerzos  en desarrollar tecnologías para lograr niveles de producción acorde 
a los requerimientos de calidad y cantidad que se requerirán [8]. 

El presente estudio se basa en producir vectores virales para terapia génica contra el 
alcoholismo, enfocándose principalmente en mejorar los procesos de producción y 
purificación de los vectores virales.  Es por esto, que los resultados obtenidos se 
pueden extrapolar al uso de vectores virales conteniendo otro gen terapéutico.  Para el 
caso en estudio, el gen terapéutico es una secuencia nucleotídica que codifica para el 
ARN antisentido de la enzima ALDH2 para inhibir su traducción. El uso de vectores 
adenovirales y adenoasociados son ventajosos para este tipo de terapia, debido a su 
amplio uso, bioseguridad y que no se integran en el genoma de las células blanco. 

Para la producción de vectores virales para terapia génica contra el alcoholismo para 
pruebas clínicas, se deben optimizar los costos de producción, debido a la gran 
cantidad de virus que serán requeridos. Es por esto, que el presente estudio se enfoca 
en abordar dos etapas cruciales en la producción de vectores virales, estas etapas son 
el cultivo de vector viral y  la purificación primaria, cuyo objetivo es capturar la mayor 
cantidad de los vectores virales producidos. 

En el primer trabajo se determinó que la columna monolítica CIM QA-1 tiene un 
rendimiento similar a la columna convencional Q-Sepharose XL para la purificación de 
vectores AdV5. Por lo tanto, la columna CIM QA-1 es una buena alternativa para ser 
usada para producción a mayor escala, pudiendo operar a flujos 5 a 10 veces mayores 
que las columnas convencionales, sin perder su rendimiento, y de esta manera reducir 
tiempos y costos de producción. 

Para las primeras pruebas de validación de la terapia génica contra el alcoholismo, se 
usó un vector viral AdV5 [4,5]. Una alternativa al vector adenoviral AdV5 son los 
vectores virales adenoasociados AAV, que han sido muy estudiados y usados en 
aplicaciones clínicas durante las últimas décadas. La gran ventaja de estos vectores se 
debe a sus virtudes en bioseguridad tanto en la producción como para el paciente. 
Además, su versatilidad de tropismos permite múltiples aplicaciones. La gran 
desventaja de los vectores AAV es su capacidad de clonación (hasta 4000 pb).  

En este trabajo se realizó por primera vez, la producción y purificación de vectores AAV 
y scAAV serotipos 2 y 8 llevando la secuencia de ARN antisentido de la enzima ALDH2, 
proyectando su uso en terapia génica contra el alcoholismo. 
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Para obtener vectores AAV para uso en pruebas clínicas, aún es necesario desarrollar 
métodos de producción y purificación simples, escalables y de bajo costo [8].  

En este trabajo se definió un método de purificación de vectores AAV, donde con 1 
paso de cromatografía se logra obtener el virus con un nivel de pureza suficiente para 
su uso en laboratorio, pudiendo reemplazar el uso de purificación por gradiente de 
CsCl, el cual es laborioso, tóxico y no es escalable [38]. 

Se observó que con esta estrategia de purificación se requiere sobredimensionar la 
columna, ya que los experimentos indican una capacidad limitada de unión de virus 
AAV, menor a la reportada. Para la columna QA-1 se estimó una capacidad de unión de 
virus de 5,2x108 vp/ml para AAV2 y 1,1x1011 vp/ml para AAV8.  

Además, siendo la producción y cultivo de vectores virales una etapa relevante para el 
escalamiento y reducción de tiempo y costos. Se logró simplificar el método de 
producción de triple transfección ampliamente usado. Se desarrolló un nuevo método 
simplificado que utiliza una doble transfección en una línea celular recombinante 
específica para cada terapia de HEK293F.  

Se desarrolló un prototipo del nuevo método propuesto, usando el gen de la proteína 
GFP como gen de interés. Se logró desarrollar una línea celular HEK293F 
recombinante, llamada HEK293F_ITRGFP, que contiene uno de los tres elementos 
esenciales para la producción de vectores AAV. Con esta línea celular fue posible 
producir virus que contenían el gen GFP, sin embargo los niveles de titulación 
obtenidos fueron bajos y no se logró determinar su infectividad. 

La producción de los vectores AAV fue menor con el nuevo método de producción que 
con el método convencional, casi 40 y 24 veces menor para AAV2 y AAV8 
respectivamente.  

No se pudo determinar la infectividad de los vectores virales AAV2 y AAV8 producidos 
con el nuevo método, obteniendo 4,7x104 ip/ml de AAV2 y 4,1x104 ip/ml de AAV8, estos 
valores podrían estar en el límite de detección del equipo. Además,  estos valores son 
muy bajos con respecto a la cantidad de virus completos determinados mediante RT-
PCR (2,4x108 vg/ml y 1,8x109 vg/ml  para AAV2 y AAV8). Durante la visualización con 
TEM de los vectores virales producidos, se observó que tenían una estructura correcta 
y se encontraban intactos, al igual que los vectores virales producidos con el método 
convencional. 

Por lo tanto, para obtener mayores titulaciones, es necesario optimizar el método de 
producción, modificando distintas variables, donde la proporción correcta de los tres 
elementos esenciales para la producción de AAV juega un papel fundamental. Además, 
se propone seleccionar células recombinantes con mayor número de copias que las 
utilizadas en este trabajo para aumentar la cantidad del elemento que contiene el gen 
de interés a empacar.   

Estos resultados contribuyen a esta área de estudio, tanto para la producción de 
vectores AAV como para la purificación de vectores AdV5 y AAV. De esta manera, se 
puede lograr mejorar los costos y reducir los tiempos de producción de vectores virales 
para su aplicación tanto a nivel de laboratorio como para pruebas clínicas.  
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Cabe mencionar que con la autorización de la primera terapia génica en Europa, 
Glybera, ha habido un aumento sostenido de aplicaciones en este campo de 
investigación. Con este escenario planteado, se abre la necesidad de desarrollar 
tecnologías de producción escalables y que cumplan con estándares de calidad muy 
estrictos [16].  

Es posible concluir que los resultados obtenidos  en el presente estudio entregan 
procedimientos y métodos de producción y purificación que facilitan la obtención de 
vectores virales para continuar con los estudios y validaciones de la terapia génica 
contra el alcoholismo, que ha logrado resultados exitosos en una primera etapa en 
pruebas pre-clínicas utilizando el vector viral AdV5. Por lo tanto, será posible optimizar 
los tiempos de producción y purificación tanto de los vectores AdV5 como AAV.  

Los resultados obtenidos no se limitan al gen transportado por los vectores virales 
utilizados en este trabajo, pudiendo ser reemplazado por otro gen terapéutico que 
cumpla con las características requeridas en tamaño y modo de administración. Por lo 
que se hace evidente que la tecnología de ARN antisentido puede fácilmente ser 
reemplazada por la tecnología siRNA que ha sido desarrollada en los últimos años para 
silenciar la expresión de la enzima ALDH2 [85].  
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7 ANEXOS 
 

7.1 ANEXO I: Perfiles de elución y área de peaks para AAV y scAAV  
 

I- Perfiles de Elución de cromatografía de intercambio aniónico con columna 
monolítica CIM QA-1 para purificación de los vectores virales AAV2 y scAA2 

 

Figura 24: Perfil de elución purificación de AAV2_antiAldh2 por cromatografía de intercambio aniónico con 
columna monolítica CIM QA-1. La línea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada 

muestra la absorbancia a 280 nm y la línea punteada muestra la conductividad de la fase móvil. 
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Figura 25: Perfil de elución purificación del Flow Through de la  cromatografía de AAV2_antiAldh2. La línea 
continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada muestra la absorbancia a 280 nm y la línea 

punteada muestra la conductividad de la fase móvil. 

 

Figura 26: Perfil de elución purificación de scAAV2_antiAldh2 por cromatografía de intercambio aniónico con 
columna monolítica CIM QA-1. La línea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada 

muestra la absorbancia a 280 nm y la línea punteada muestra la conductividad de la fase móvil. 
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Figura 27: Perfil de elución purificación del Flow Through de la  cromatografía de scAAV2_antiAldh2. La línea 
continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada muestra la absorbancia a 280 nm y la línea 

punteada muestra la conductividad de la fase móvil. 

 

Figura 28: Perfil de elución purificación de scAAV2_GFP por cromatografía de intercambio aniónico con 
columna monolítica CIM QA-1. La línea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada 

muestra la absorbancia a 280 nm y la línea punteada muestra la conductividad de la fase móvil. 
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II- Perfiles de Elución de cromatografía de intercambio aniónico con columna 
monolítica CIM QA-1 para purificación de los vectores virales AAV8 y scAA8 

 

Figura 29: Perfil de elución purificación de AAV8_antiAldh2 por cromatografía de intercambio aniónico con 
columna monolítica CIM QA-1. La línea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada 

muestra la absorbancia a 280 nm y la línea punteada muestra la conductividad de la fase móvil. 

 

Figura 30: Perfil de elución purificación de scAAV8_antiAldh2 por cromatografía de intercambio aniónico con 
columna monolítica CIM QA-1. La línea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada 

muestra la absorbancia a 280 nm y la línea punteada muestra la conductividad de la fase móvil. 
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Figura 31: Perfil de elución purificación de scAAV8_GFP por cromatografía de intercambio aniónico con 
columna monolítica CIM QA-1. La línea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada 

muestra la absorbancia a 280 nm y la línea punteada muestra la conductividad de la fase móvil. 

 

Figura 32: Perfil de elución purificación del Flow Through de la  cromatografía de scAAV8_GFP. La línea 
continua muestra la absorbancia a 260 nm, la línea segmentada muestra la absorbancia a 280 nm y la línea 

punteada muestra la conductividad de la fase móvil. 
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III- Valores de las áreas de los peaks de elución de cada cromatografía 

Tabla 2: Áreas de los peak de elución de las cromatografías de intercambio aniónico para purificar AAV 
serotipos 2 y 8 

N° Vector Viral Corrida 
Fracción 

Volumen 
Inicial 

Volumen 
Final 

Delta 
Área 260 

nm 
Área 280 

nm 
Razón 

260/280 

ml ml ml ml mAU ml mAU ml   

1 
AA2-

antiAldh2 

1 

Total eluido 0,0 62 62 5.997 5.730 1,0 

FT 0,0 10,0 10,0 4.594 4.392 1,0 

15 44,6 45,9 1,3 105 118 0,9 

26 59,6 61,6 2,1 189 253 0,7 

FT de 1 

Carga 0,0 6,5 6,5 2.986 2.855 1,0 

Total eluido 0,0 62 62,0 2.943 2.794 1,1 

FT 0,0 10 10,0 2.068 1.864 1,1 

FT fracción 15 44,4 47,14 2,8 227 321 0,7 

2 
scAA2-

antiAldh2 

1 

Total eluido 0,0 62 62,0 4.282 3.793 1,1 

FT 0,0 10 10,0 3.298 2.927 1,1 

27 59,4 62,27 2,8 214 283 0,8 

FT de 1 

Carga 0,0 6,50 6,5 2.144 1.903 1,1 

Total eluido 0,0 62,00 62,0 1.848 1.524 1,2 

Pegado en 
columna       296 379 0,8 

FT 0,0 10,0 10,0 1.317 1.000 1,3 

FT fracción 15 44,6 47,0 2,4 185 252 0,7 

3 scAA2-GFP 1 

Total eluido 0,0 62,0 62,0 5.099 4.301 1,1 

FT 0,0 10,0 10,0 3.948 3.347 1,1 

16,17,18,19,20 44,0 52,3 8,3 805 349 0,8 

26 59,3 61,8 2,6 210 264 0,8 

4 
AA8-

antiAldh2 
1 

Total eluido 0,0 62,0 62,0 5.386 4.377 1,2 

FT 0,0 10,0 10,0 3.469 3.137 1,1 

27 59,4 61,3 1,9 1.137 650 1,7 

5 
scAA8-

antiAldh2 
1 

Total eluido 0,0 62,0 62,0 4.452 4.028 1,1 

FT 0,0 10,0 10,0 3.272 3.091 1,1 

27 59,7 61,4 1,7 704 467 1,5 

6 scAA8-GFP 

1 

Total eluido 0,0 62,0 62,0 4.339 3.981 1,1 

FT 0,0 10,0 10,0 3.390 3.190 1,1 

16 44,9 46,3 1,4 50 61 0,8 

27 59,6 61,4 1,8 601 449 1,3 

FT de 1 

Carga 0,0 6,5 6,5 2.203 2.074 1,1 

Total eluido 0,0 62,0 62,0 1.712 1.598 1,1 

Pegado en 
columna       491 476 1,0 

FT 0,0 10,0 10,0 1.534 1.346 1,1 

FT fracción 15 44,4 46,9 2,5 171 250 0,7 
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7.2 ANEXO II: Geles SDS-PAGE de las fracciones eluidas de cromatografías de AAV 

 

I- Fotografías de geles SDS-PAGE teñidos con Azul Comassie y Nitrato de Plata 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Gel 1 SDS-Page de fracciones eluidas en purificación de AAV2_antiAldh2. A) Tinción Azul 
Comassie, B) Tinción nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular, 1: Crudo AAV2, 2: FT AAV2; 3: Peak 
15A AAV2; 4: Peak 26A AAV2; 5: Peak 5A AAV2; 6: Peak 6A AAV2; 7: Peak 27A AAV2; 8: Peak 16A AAV2; 9: 
Peak 17A AAV2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Gel 2 SDS-Page de fracciones eluidas en purificación de AAV2_antiAldh2 y scAAV2_antiAldh2. A) 
Tinción Azul Comassie, B) Tinción nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular, 1: FT AAV2(II), 2: Crudo 
AAV2(II) 3: Peak 5B; 4: Peak 6B; 5: Peak 27B; 6: peak 17B; 7: Peak 16B; 8: Crudo scAAV2; 9: FT scAAV2. 
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Figura 35: Gel 3 SDS-Page de fracciones eluidas en purificación de scAAV2_antiAldh2 y scAAV2_GFP. A) 
Tinción Azul Comassie, B) Tinción nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular, 1:Peak 27D scAAV2, 2: 
Peak 16D scAAV2 3: Peak 5D scAAV2; 4: Peak 6D scAAV2; 5: Peak 17D scAAV2; 6: peak 18D scAAV2; 7: 
Crudo scAAV2_GFP; 8: FT scAAV2_GFP; 9: Peak 5E scAAV2_GFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: Gel 4 SDS-Page de fracciones eluidas en purificación de scAAV2_GFP y AAV8_antiAldh2. A) 
Tinción Azul Comassie, B) Tinción nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular, 1:Peak 6E scAAV2_GFP, 
2: Peak 16E scAAV2_GFP; 3: Peak 17E scAAV2_GFP; 4: Peak 18E scAAV2_GFP; 5: Peak 27E scAAV2_GFP; 6: 
Crudo AAV8; 7: FT AAV8; 8:Peak 5 AAV8; 9: Peak 6 AAV8. 
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Figura 37: Gel 5 SDS-Page de fracciones eluidas en purificación de AAV8_antiAldh2 y scAAV_antiAldh2. A) 
Tinción Azul Comassie, B) Tinción nitrato de plata. M: Marcador de peso; 1:Peak 16E AAV8; 2: Peak 17 AAV8; 
3: Peak 27 AAV8; 4: Crudo scAAV8_antiAldh2; 5: FT scAAV8_antiAldh2; 6: Peak 5 scAAV8_antiAldh2; 7: Peak 
16 scAAV8_1ntiAldh2; 8:Peak 17 scAAV8_antiAldh2; 9: Peak 18 scAAV8_antiAldh2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38: Gel 6 SDS-Page de fracciones eluidas en purificación de scAAV8_antiAldh2 y scAAV8_GFP. A) 
Tinción Azul Comassie, B) Tinción nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular; 1:Peak 27 
scAAV8_antiAldh2; 2: Peak 28 scAAV8_antiAldh2; 3: Crudo scAVV8_GFP; 4: FT scAAV8_GFP; 5: Peak 5 
scAAV8_GFP; 6: Peak 6 scAAV8_GFP; 7: Peak 16 scAAV8_GFP; 8:Peak 17 scAAV8_GFP; 9: Peak 27 
scAAV8_GFP. 
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7.3 ANEXO III: Datos y Cálculos de cuantificación con RT-PCR de cromatografía de 
intercambio aniónico para purificación de AAV y scAAV 

 

Tabla 3: Valores de Cq de RT-PCR de las fracciones eluidas en la purificación de AAV2, AAV8, 
scAAV2 y scAAV8 

N° 
Nombre 
Muestra 

Cq Quantity Dilución 
Cantidad 
extraída 
(50 ul) 

Cantidad 
para 

extraer 
(200 ul) 

Vol. 
(ml) 

Partículas 
virales (vp) 

Prom. 
(vp) 

Porcent. 
(%) 

1 Crudo AAV2 10,4 6,1E+07 6,1E+07 1,2E+09 1,2E+09 6,5 4,0E+10 
3,2E+10 100% 

2 Crudo AAV2 11,1 3,8E+07 3,8E+07 7,6E+08 7,6E+08 6,5 2,5E+10 

3 FT AAV2 11,8 2,5E+07 2,5E+07 5,1E+08 5,1E+08 10,0 2,5E+10 
2,6E+10 80% 

4 FT AAV2 11,7 2,6E+07 2,6E+07 5,3E+08 5,3E+08 10,0 2,6E+10 

5 
Fracción 15A 
AAV2 

16,0 1,7E+06 1,7E+06 3,5E+07 3,5E+07 1,5 2,6E+08 

2,8E+08 0,87% 

6 
Fracción 15A 
AAV2 

15,7 2,0E+06 2,0E+06 4,0E+07 4,0E+07 1,5 3,0E+08 

7 
Fracción 16A 
AAV2 

26,7 1,8E+03 1,8E+03 3,6E+04 3,6E+04 1,5 2,7E+05 

4,6E+07 0,14% 
8 

Fracción 16A 
AAV2 

17,6 6,1E+05 6,1E+05 1,2E+07 1,2E+07 1,5 9,1E+07 

9 
Fracción 17A 
AAV2 

19,2 2,1E+05 2,1E+05 4,3E+06 4,3E+06 1,5 3,2E+07 

3,1E+07 0,10% 
10 

Fracción 17A 
AAV2 

19,3 2,0E+05 2,0E+05 4,1E+06 4,1E+06 1,5 3,1E+07 

11 
Fracción 26A 
AAV2 

16,0 1,7E+06 1,7E+06 3,5E+07 3,5E+07 1,5 2,6E+08 

2,5E+08 0,76% 
12 

Fracción 26A 
AAV2 

16,2 1,5E+06 1,5E+06 3,1E+07 3,1E+07 1,5 2,3E+08 

13 
Fracción 27A 
AAV2 

19,8 1,5E+05 1,5E+05 3,1E+06 3,1E+06 1,5 2,3E+07 

2,4E+07 0,07% 
14 

Fracción 27A 
AAV2 

19,6 1,6E+05 1,6E+05 3,3E+06 3,3E+06 1,5 2,5E+07 

15 
Crudo 
scAAV2 

16,7 1,1E+06 1,1E+06 2,1E+07 2,1E+07 6,5 6,9E+08 

7,8E+08 100% 

16 
Crudo 
scAAV2 

16,4 1,3E+06 1,3E+06 2,7E+07 2,7E+07 6,5 8,7E+08 

17 FT scAAV2 
No 
amplificó 

    0,0E+00 0,0E+00 10,0   

    
18 FT scAAV2 

No 
amplificó 

    0,0E+00 0,0E+00 10,0   

19 
Fracción 16D 
scAAV2 

21,6 4,6E+04 4,6E+04 9,2E+05 9,2E+05 1,5 6,9E+06 

6,8E+06 0,88% 
20 

Fracción 16D 
scAAV2 

21,7 4,5E+04 4,5E+04 9,0E+05 9,0E+05 1,5 6,7E+06 

21 
Fracción 17D 
scAAV2 

24,1 9,3E+03 9,3E+03 1,9E+05 1,9E+05 1,5 1,4E+06 

1,5E+06 0,20% 
22 

Fracción 17D 
scAAV2 

23,8 1,1E+04 1,1E+04 2,2E+05 2,2E+05 1,5 1,7E+06 

23 
Fracción 18D 
scAAV2 

23,6 1,3E+04 1,3E+04 2,6E+05 2,6E+05 1,5 1,9E+06 

2,1E+06 0,26% 
24 

Fracción 18D 
scAAV2 

23,4 1,5E+04 1,5E+04 2,9E+05 2,9E+05 1,5 2,2E+06 

25 
Fracción 27D 
scAAV2 

20,0 1,3E+05 1,3E+05 2,6E+06 2,6E+06 1,5 2,0E+07 

2,0E+07 2,52% 
26 

Fracción 27D 
scAAV2 

20,0 1,3E+05 1,3E+05 2,6E+06 2,6E+06 1,5 2,0E+07 

27 
Crudo 
scAAV2_GFP 

16,8 1,0E+06 1,0E+06 2,0E+07 2,0E+07 6,5 6,6E+08 
5,5E+08 100,00% 

28 
Crudo 
scAAV2_GFP 

17,4 6,7E+05 6,7E+05 1,3E+07 1,3E+07 6,5 4,4E+08 

29 FTAV2_GFP 17,1 8,6E+05 8,6E+05 1,7E+07 1,7E+07 10,0 8,6E+08 
8,1E+08 149,03% 

30 FTAV2_GFP 17,2 7,7E+05 7,7E+05 1,5E+07 1,5E+07 10,0 7,7E+08 

31 
Fracción 16E 
scAAV2_GFP 

24,6 6,8E+03 6,8E+03 1,4E+05 1,4E+05 1,5 1,0E+06 8,2E+05 0,15% 
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32 
Fracción 16E 
scAAV2_GFP 

25,4 4,2E+03 4,2E+03 8,5E+04 8,5E+04 1,5 6,3E+05 

33 
Fracción 17E 
scAAV2_GFP 

24,1 9,5E+03 9,5E+03 1,9E+05 1,9E+05 1,5 1,4E+06 

1,3E+06 0,24% 

34 
Fracción 17E 
scAAV2_GFP 

24,3 8,2E+03 8,2E+03 1,6E+05 1,6E+05 1,5 1,2E+06 

35 
Fracción 18E 
scAAV2_GFP 

24,7 6,3E+03 6,3E+03 1,3E+05 1,3E+05 1,5 9,4E+05 

9,8E+05 0,18% 

36 
Fracción 18E 
scAAV2_GFP 

24,6 6,8E+03 6,8E+03 1,4E+05 1,4E+05 1,5 1,0E+06 

37 
Fracción 26E 
scAAV2_GFP 

24,9 5,5E+03 5,5E+03 1,1E+05 1,1E+05 1,5 8,3E+05 
8,32E+05 0,15% 

38 Crudo AVV8 
No 
amplificó 

        6,5   

1,9E+12 100% 

39 Crudo AVV8 6,2 8,9E+08 8,9E+08 1,8E+10 1,8E+10 6,5 5,8E+11 

40 
Crudo 
AVV8/10 

8,1 2,7E+08 2,7E+09 5,4E+10 5,4E+10 6,5 1,8E+12 

41 
Crudo 
AVV8/10 

8,2 2,5E+08 2,5E+09 5,1E+10 5,1E+10 6,5 1,7E+12 

42 
Crudo 
AAV8/100 

11,1 3,9E+07 3,9E+09 7,8E+10 7,8E+10 6,5 2,5E+12 

43 
Crudo 
AAV8/100 

11,0 4,3E+07 4,3E+09 8,5E+10 8,5E+10 6,5 2,8E+12 

44 FT AVV8 5,7 1,3E+09 1,3E+09 2,6E+10 2,6E+10 10,0 1,3E+12 
1,3E+12 71% 

45 FT AVV8 5,6 1,4E+09 1,4E+09 2,7E+10 2,7E+10 10,0 1,4E+12 

46 
Fracción 16 
AAV8 

11,6 2,8E+07 2,8E+07 5,7E+08 5,7E+08 1,5 4,3E+09 

3,9E+09 0,21% 

47 
Fracción 16 
AAV8 

11,9 2,4E+07 2,4E+07 4,7E+08 4,7E+08 1,5 3,6E+09 

48 
Fracción 17 
AAV8 

12,0 2,2E+07 2,2E+07 4,3E+08 4,3E+08 1,5 3,2E+09 

2,7E+09 0,15% 
49 

Fracción 17 
AAV8 

12,6 1,5E+07 1,5E+07 2,9E+08 2,9E+08 1,5 2,2E+09 

50 
Fracción 27 
AAV8 

6,8 6,4E+08 6,4E+08 1,3E+10 1,3E+10 1,5 9,6E+10 

9,9E+10 5,31% 
51 

Fracción 27 
AAV8 

6,7 6,8E+08 6,8E+08 1,4E+10 1,4E+10 1,5 1,0E+11 

52 
Crudo 
scAAV8 

6,6 7,0E+08 7,0E+08 1,4E+10 1,4E+10 6,5 4,5E+11 

4,2E+11 100% 

53 
Crudo 
scAAV8 

6,8 6,1E+08 6,1E+08 1,2E+10 1,2E+10 6,5 4,0E+11 

54 
Crudo 
scAAV8/10 

10,9 4,4E+07 4,4E+08 8,8E+09 8,8E+09 6,5 2,9E+11 

55 
Crudo 
scAAV8/10 

10,9 4,3E+07 4,3E+08 8,7E+09 8,7E+09 6,5 2,8E+11 

56 
Crudo 
scAAV8/100 

13,5 8,7E+06 8,7E+08 1,7E+10 1,7E+10 6,5 5,7E+11 

57 
Crudo 
scAAV8/100 

13,5 8,5E+06 8,5E+08 1,7E+10 1,7E+10 6,5 5,5E+11 

58 FT scAAV8 17,0 9,1E+05 9,1E+05 1,8E+07 1,8E+07 10,0 9,1E+08 
8,2E+08 0,19% 

59 FT scAAV8 17,3 7,3E+05 7,3E+05 1,5E+07 1,5E+07 10,0 7,3E+08 

60 
Fracción 16 
scAAV8 

13,2 1,0E+07 1,0E+07 2,0E+08 2,0E+08 1,5 1,5E+09 
1,4E+09 0,34% 

61 
Fracción 16 
scAAV8 

13,4 8,9E+06 8,9E+06 1,8E+08 1,8E+08 1,5 1,3E+09 

62 
Fracción 17 
scAAV8 

13,7 7,4E+06 7,4E+06 1,5E+08 1,5E+08 1,5 1,1E+09 
1,0E+09 0,24% 

63 
Fracción 17 
scAAV8 

14,0 6,2E+06 6,2E+06 1,2E+08 1,2E+08 1,5 9,3E+08 

64 
Fracción 18 
scAAV8 

15,1 3,0E+06 3,0E+06 6,1E+07 6,1E+07 1,5 4,6E+08 
4,7E+08 0,11% 

65 
Fracción 18 
scAAV8 

15,0 3,2E+06 3,2E+06 6,3E+07 6,3E+07 1,5 4,7E+08 

66 
Fracción 27 
scAAV8 

6,7 6,7E+08 6,7E+08 1,3E+10 1,3E+10 1,5 1,0E+11 
1,0E+11 24,61% 

67 
Fracción 27 
scAAV8 

6,6 7,1E+08 7,1E+08 1,4E+10 1,4E+10 1,5 1,1E+11 
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68 
Crudo 
scAAV8_GFP 

8,3 2,4E+08 2,4E+08 4,8E+09 4,8E+09 6,5 1,6E+11 

1,7E+11 100% 

69 
Crudo 
scAAV8_GFP 

7,7 3,5E+08 3,5E+08 7,0E+09 7,0E+09 6,5 2,3E+11 

70 
Crudo 
scAAV8_GFP 
Dil 1/10 

11,6 2,9E+07 2,9E+08 5,8E+09 5,8E+09 6,5 1,9E+11 

71 
Crudo 
scAAV8_GFP 
Dil 1/10 

11,6 2,8E+07 2,8E+08 5,6E+09 5,6E+09 6,5 1,8E+11 

72 
Crudo 
scAAV8_GFP 
Dil 1/100 

16,6 1,2E+06 1,2E+08 2,3E+09 2,3E+09 6,5 7,5E+10 

73 
Crudo 
scAAV8_GFP 
Dil 1/100 

          6,5   

74 
FT 
scAAV8_GFP 

16,5 1,3E+06 1,3E+06 2,5E+07 2,5E+07 10,0 1,3E+09 

1,2E+09 0,73% 

75 
FT 
scAAV8_GFP 

16,6 1,2E+06 1,2E+06 2,3E+07 2,3E+07 10,0 1,2E+09 

76 
Fracción 16 
scAAV8_GFP 

16,3 1,4E+06 1,4E+06 2,9E+07 2,9E+07 1,5 2,1E+08 

3,1E+08 0,19% 

77 
Fracción 16 
scAAV8_GFP 

15,3 2,7E+06 2,7E+06 5,4E+07 5,4E+07 1,5 4,1E+08 

78 
Fracción 17 
scAAV8_GFP 

15,9 1,8E+06 1,8E+06 3,6E+07 3,6E+07 1,5 2,7E+08 

2,7E+08 0,16% 

79 
Fracción 17 
scAAV8_GFP 

16,0 1,7E+06 1,7E+06 3,5E+07 3,5E+07 1,5 2,6E+08 

80 
Fracción 18 
scAAV8_GFP 

19,2 2,2E+05 2,2E+05 4,4E+06 4,4E+06 1,5 3,3E+07 

3,2E+07 0,02% 

81 
Fracción 18 
scAAV8_GFP 

19,3 2,1E+05 2,1E+05 4,1E+06 4,1E+06 1,5 3,1E+07 

82 
Fracción 27 
scAAV8_GFP 

9,5 1,1E+08 1,1E+08 2,1E+09 2,1E+09 1,5 1,6E+10 

1,7E+10 10% 

83 
Fracción 27 
scAAV8_GFP 

9,3 1,2E+08 1,2E+08 2,4E+09 2,4E+09 1,5 1,8E+10 
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7.4 Anexo IV: Resultados de Citometría de Flujo entregados por el Servicio del 
Laboratorio de Inmunología de la Universidad de Chile 

  

En las siguientes figuras se entregan los resultados de la citometría de flujo de infección de 
HEK293F con distintas diluciones de los vectores virales AAV2 producidos. En la Tabla 4 se 
detalla lo que corresponde a cada tubo indicado en los resultados de citometría de flujo. 

Tabla 4: Descripción de los tratamientos de infección con AAV2 en HEK293F realizados en cada 
muestra analizada por citometría de flujo 

Tubo Tratamiento  
Línea 

celular Proteína Producción 

1 Dilución 10E-1 de AAVR2 HEK293F eGFP 
Prod. 

Standard 

2 Dilución 2x10E-2 de AAVR2 HEK293F eGFP 
Prod. 

Standard 

3 Dilución 4x10E-3 de AAVR2 HEK293F eGFP 
Prod. 

Standard 

4 Dilución 8x10E-4 de AAVR2 HEK293F eGFP 
Prod. 

Standard 

5 Dilución 1,6x10E-5 de AAVR2 HEK293F Nada 
Prod. 

Standard 

6 Control Negativo 1 HEK293F Nada 
Prod. 

Standard 

7 Dilución 10E-1 de AAVR2 HEK293F eGFP 
Prod. 

Standard 

8 Dilución 2x10E-2 de AAVR2 HEK293F eGFP 
Prod. 

Standard 

9 Dilución 4x10E-3 de AAVR2 HEK293F eGFP 
Prod. 

Standard 

10 Dilución 8x10E-4 de AAVR2 HEK293F eGFP 
Prod. 

Standard 

11 Dilución 1,6x10E-5 de AAVR2 HEK293F eGFP 
Prod. 

Standard 

12 Control Negativo 1 HEK293F Nada 
Prod. 

Standard 
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En la Tabla 5 se detalla lo que corresponde a cada tubo indicado en los resultados de citometría 
de flujo para AAV8 y AAV2 de la nueva producción sin diluir. 

 

Tabla 5: Descripción de los tratamientos de infección con AAV2 y AAV8 en HEK293F realizados en 
cada muestra analizada por citometría de flujo 

Tubo Tratamiento  
Línea 

celular Proteína Producción 

1 Stock sin diluir AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Standard 

2 Dilución 10E-1 de AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Standard 

3 Stock sin diluir AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Nueva 

4 Stock sin diluir AAVR8 HEK293F eGFP Prod. Standard 

5 Stock sin diluir AAVR8 HEK293F eGFP Prod. Nueva 

6 Control Negativo 1 HEK293F Nada Medio DMEM/F12 

7 Stock sin diluir AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Standard 

8 Dilución 10E-1 de AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Standard 

9 Stock sin diluir AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Nueva 

10 Stock sin diluir AAVR8 HEK293F eGFP Prod. Standard 

11 Stock sin diluir AAVR8 HEK293F eGFP Prod. Nueva 
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