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RESUMEN

El alcoholismo es una enfermedad multifactorial que genera una serie de trastornos
personales, sociales y de salud publica. Segun estimaciones del Ministerio de Salud de
Chile el abuso en el consumo de alcohol y el alcoholismo causa pérdidas al pais por

US$3.000 millones anuales.

Luego de la oxidacién hepética del etanol, el acetaldehido generado es metabolizado a
acetato por la deshidrogenasa aldehidica 2 (ALDH2*1). En la poblacion Asiatica existen
individuos que poseen una variante de la ALDH2 con baja actividad (ALDH2*2) los que
experimentan un marcado aumento del acetaldehido sanguineo después de una
ingesta alcohdlica. Este incremento del acetaldehido causa diversos efectos tales
como el enrojecimiento facial, palpitaciones, hipotension, cefaleas y nauseas (conocido
como “fenotipo asiatico”) los que producen un rechazo al consumo del alcohol. Los
heterocigotos (ALDH2*1/ALDH2*2) beben moderadamente, mientras que los

homocigotos (ALDH2*2/ALDH2*2) son abstemios.

El tratamiento farmacolégico del alcoholismo se basa en el uso de diversos
medicamentos como la naltrexona y el acamprosato que actlian en el sistema nervioso
central blogueando los receptores de endorfinas y NMDA, inhibiendo la sensacion de
placer asociada al alcohol o disminuyendo los sintomas de la abstinencia alcohdlica.
Otro farmaco utilizado es el disulfiram, un modificador quimico de grupos sulfhidrilos,
gue inhibe la ALDH2 produciendo un aumento en el nivel de acetaldehido cuando el
paciente bebe alcohol, emulando el fenotipo asiatico. Estos farmacos requieren
administracion diaria lo que a causa de la baja adhesiébn a los tratamientos

farmacoldgicos, reduce su eficacia terapéutica. Un nuevo farmaco de efecto



prolongado, que emule el fenotipo asiético sin los efectos secundarios del disulfiram,

seria de gran ayuda en el campo del alcoholismo.

En esta tesis se evalu6 la utilidad de dos algoritmos para disefiar racionalmente
siRNAs eficientes que disminuyan la actividad de la ALDH2, mediante la degradacion
selectiva de su mensajero. El objetivo final fue generar un siRNA como herramienta

genética en el campo del alcoholismo o como posible farmaco para su tratamiento.

Se disefiaron y estudiaron tres RNAs interferentes dirigidos a distintos sitios del RNA
mensajero de la ALDH2 de rata. Dos de ellos disminuyen en 60-70% la actividad de la
ALDH2 en células humanas HEK-293 que expresan el gen de la enzima de rata.
Empleando la secuencia del RNA interferente mas prometedor (siRNA2) se disefiaron
y probaron tres genes que, estando bajo el control del promotor del RNA U6 humano,
dan origen a horquillas de RNA (shRNA a, b y c¢) precursoras del siRNA2. El shRNAc,
codificado en un plasmido, disminuy6é en 50% la actividad de la ALDH2 en células
HEK-293. La reduccion de actividad concuerda con el 60% de disminucion de su
mensajero. Esta disminucién es especifica, puesto que el mensajero de la B-actina y el
de IFITM-1 se mantuvieron constantes. La transduccion de células de hepatoma de
rata H4-1I-E-C3 con un vector adenoviral de 1™ generacién que codifica la misma
horquilla (AdV-shRNAc) disminuy6 en 10-15% la actividad de la ALDH2 endbgena. La
pérdida de eficiencia probablemente se debe a la inhibicion de exportina 5 y Dicer, por

accion del RNA VAI codificado en los adenovirus.

Finalmente, los algoritmos permitieron disefiar SIRNAs que reducen la actividad de la
ALDH2 por sobre el 50%. La transfeccion de células humanas (HEK-293) con dos de

los tres siRNAs sintetizados quimicamente o con un plasmido que codifica un shRNA,



redujeron significativamente la actividad de la ALDH2 en células humanas,
estableciendo que la interferencia por RNA es una estrategia de silenciamiento génico

de utilidad para disminuir la actividad de la ALDH2.
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SUMMARY
“INHIBITION OF THE EXPRESSION OF THE ALDEHYDE DEHYDROGENASE

GENE: EVALUATION OF THE RNA INTEFERING SYSTEM”

Alcoholism is a mutilfactorial disease that leads to a number of disorders in the
personal, social and public health areas. According to the Department of Health of

Chile, alcoholism and alcohol abuse cost three billion dollars per year.

Following the hepatic oxidation of ethanol, acetaldehyde generated is metabolized into
acetate by aldehyde dehydrogenase-2 (ALDH2*1). In the Asian population some
individuals carry a low activity ALDH2 variant (ALDH2*2) and display high acetaldehyde
levels after alcohol comsumption. The high levels of acetaldehyde are responsible for
facial flushing, palpitations, hypotension, headaches and nausea that they experience
(known as the “Asian alcohol phenotype”) which trigger an aversion to alcohol.
Heterozygotes (ALDH2*1/ALDH2*2) are moderate drinkers, while homozygotes

(ALDH2*2/ALDH2*2) are abstemious.

The pharmacological treatment against alcoholism uses medications such as
naltrexone and acamprosate that block endorphin and glutamate (NMDA) receptors
respectively in the central nervous system, inhibiting the pleasure associated with
alcohol intake or diminishing alcohol withdrawal symptoms. Another medication in use
is disulfiram, a chemical modifier of sulfhydryl groups that inhibits ALDH2, resulting in
increases in blood acetaldehyde levels after alcohol consumption, mimicking the Asian
phenotype. These treatments require daily administration that, in addition to low

compliance for taking medication, reduce the therapeutic efficacy. A new drug with

Xii



prolonged effects, that would mimic the Asian phenotype, without the side effects of

disulfiram, would be of value in the alcoholism field.

In this thesis the usefulness of two algorithms for the rational design of efficient SiRNAs
to reduce the ALDH2 activity were tested. The aim was to develop siRNAs as genetic

tools for alcohol research or as a possible adjunct in the treatment of alcoholism.

Three siRNAs, targeted against different sites of the rat ALDH2 mRNA, were designed
and studied. Two of them were active, diminishing by 60-70% the ALDH2 activity in
human HEK-293 cells expressing the rat ALDH2 gene. Using the sequence of the most
promising siRNA (siRNA2), three genes driven by the U6 RNA promoter were designed
to generate short hairpin RNA precursors of siRNA2 (shRNAa, b and c). shRNAc,
encoded in a plasmid, diminished the ALDH2 activity by 50% in HEK-293 cells. This
activity reduction is in agreement with the 60% reduction of the ALDH2 mRNA levels.
This reduction was specific, since the B-actin and IFITM-1 mRNA levels remained
constant. However, the transduction of H4-lI-E-C3 hepatoma cells with a first
generation adenoviral vector encoding the same hairpin (AdV-shRNAc) reduced the
ALDH2 activity by 10-15%. The drop in efficiency is probably due to the inhibition of

exportin 5 and Dicer by the action of the VA | RNA encoded in the adenoviral vector.

Finally, the algorithms were useful to design active siRNAs that inhibit the ALDH2
activity over 50%. The transfection of human cells (HEK-293) with two of the three
siRNAs chemically synthesized (in vitro) or with a plasmid coding for an shRNA
significantly inhibits the ALDH2 activity, establishing that RNA interference is a useful

gene-silencing strategy for reducing ALDH2 activity.
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11

INTRODUCCION

Los efectos del consumo excesivo de alcohol son un grave problema de salud publica
en Chile. En el afio 2005, CONACE (Consejo Nacional para el Control de
Estupefacientes) estimé que en Chile, cerca de 5 millones de personas consumian
frecuentemente alcohol. De estos el 12,6% presentaban signos de dependencia
alcohdlica, siendo 2 a 3 veces mayor en hombres que en mujeres (17,4% versus
6,8%). El alcoholismo se asocia a distintas patologias hepaticas, principalmente cirrosis
(Téllez y Santis, 1994). Segun datos de la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) en Chile el alcoholismo es responsable del 4,5% de los egresos hospitalarios,
del 7% de las muertes como causa principal y del 25% de las muertes como causa
asociada. En nuestro pais la mortalidad por cirrosis alcohdlica es la cuarta causa de
muerte, siendo superados en Latinoamérica solo por México (Alcohol and Health,
1997). Por tratarse de una enfermedad que se presenta en personas jévenes, el
alcoholismo causa la pérdida de un 25% de los afios de sobrevida por muerte
prematura, produce mermas asociadas a ausentismos, accidentes laborales y a gastos
adicionales en salud producto de complicaciones en pacientes alcohdlicos (Figueroa y
cols., 1998). El Ministerio de Salud de Chile ha estimado que anualmente el pais pierde

US$ 3.000 millones por el abuso de alcohol.

GENETICA DEL ALCOHOLISMO
La predisposiciéon a desarrollar alcoholismo tiene factores medioambientales (sociales,
culturales y econémicos) y genéticos (Prescott y Kendler, 1999). Cerca del 50% de la

predisposicién es genética, como lo demuestran estudios con gemelos, mellizos y



1.2

hermanos gemelos entregados en adopcion separadamente e hijos de padres
alcohdlicos (Heath y cols., 1991; Prescott y Kendler, 1999; Schuckit, 2000). La
influencia es multigénica (Thomasson y cols.,, 1991) y algunos factores estan
relacionados directamente con las enzimas que metabolizan el alcohol. El gen que
codifica la deshidrogenasa aldehidica2 (ALDH2*1), enzima involucrada en la
metabolizacion del acetaldehido (un metabolito del etanol) esta relacionada con la
posibilidad de consumir de alcohol (Couzigou y cols., 1994; Takeshita y cols., 2000).
En la poblacion asidtica aproximadamente el 30% de los individuos poseen una
variante del gen de la deshidrogenasa aldehidica ALDH2 (ALDH2*2) que codifica una
enzima poco activa, bloqueando el proceso normal de eliminacién del acetaldehido,
primer producto del metabolismo del etanol. Las personas que poseen esta variante
(ALDH2*2) generan altos niveles de acetaldehido, un producto aversivo, cuando
ingieren alcohol. Como consecuencia, los portadores de esta variacion sélo consumen

bebidas alcohdlicas con moderacion o son abstemios (Yoshida y cols., 1998).

METABOLIZACION DEL ALCOHOL

El etanol es ingerido por via oral, absorbido parcialmente en el estbmago y
rapidamente en la primera parte del intestino (Umulis y cols., 2005). El alcohol es 100%
miscible en agua, con un coeficiente de particion de 2100/1 (agua/octanol), por lo que
se distribuye ampliamente en el agua de todos los tejidos. El alcohol es metabolizado
principalmente en el higado, siendo sélo un 10% eliminado por vias alternativas como

la respiracion o la orina (Brecher y cols., 1997; Lands, 1998; Umulis y cols., 2005).
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La metabolizacion hepética del etanol puede dividirse en 2 etapas. La primera
constituye la oxidacion del etanol a acetaldehido principalmente por accién de la
deshidrogenasa alcohdlica (ADH, EC 1.1.1.1) (Matsumoto y Fukui, 2002) y en menor
grado por accién del citocromo CYP2EL y de la catalasa (Lieber, 1999) (Figura 1). La
segunda etapa la constituye la oxidacién del acetaldehido a acetato por accion de la
deshidrogenasa aldehidica mitocondrial (ALDH2, EC 1.2.1.3) (Farrés y cols., 1989;
Huang y Lindahl, 1990; Svanas y Weiner, 1985; Thomasson y cols., 1991). Ambas
enzimas utilizan nicotinamida adenina dinucleétido (NAD") como cofactor en sus

reacciones de oxidacién (Svanas y Weiner, 1985; Sheikh y cols., 1997).

Deshidrogenasa aldehidica

La deshidrogenasa aldehidica 2 (ALDH2) pertenece a una familia de 12 genes, de los
cuales 8 se expresan en higado (Vasiliou y cols., 1999). Estas isoformas se diferencian
principalmente en sus propiedades bioquimicas y en su distribucién subcelular
(Yoshida y cols., 1998) encontrandose en el citoplasma, mitocondria y en la fraccion
microsomal. La ALDH2 (mitocondrial) tiene una estructura cuaternaria tetramérica
(Yoshida y cols., 1998) y cada subunidad tiene 500 aminoacidos (GenBank:

NM_000690)

Las ALDHs se han clasificado segun su afinidad por el acetaldehido (Weiner, 1979). La
ALDH2 tiene una gran afinidad por el acetaldehido con una Ky< 0,2uM y es la
principal responsable de la oxidacién del acetaldehido a acetato (Feldman y Weiner,

1972; Tank y cols., 1981; Klyosov y cols., 1996; Zhou y Weiner, 2000), mientras que la



Catalasa

ADH ALDH2
[ Etanol ] 7-* [Acetaldehido} ﬁ [Acetato ]
NAD* NADH NAD* NADH
NADPH + H* + O, NADP* + H,0

Citocromo P450 2E1
(CYP2E1)

Figura 1: Esquema general del metabolismo del etanol en el higado

En el higado, el etanol es oxidado a acetaldehido en el citoplasma por accién de la
deshidrogenasa alcohdlica (ADH) y este es oxidado a acetato por la deshidrogenasa
aldehidica mitocondrial (ALDH2). Adicionalmente una pequefia fraccion del etanol es
oxidado por el citocromo P450 (CYP2EL1) y la catalasa.
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ALDH1 (citoplasmatica) tiene una Ky de 180 puM para el acetaldehido; en consecuencia
s6lo tiene importancia fisiolégica cuando la actividad de la ALDH2 esta inhibida, por
accion de algun farmaco y en los portadores de la variante ALDH2*2, el cual actla

como dominante negativo disminuyendo la actividad de la ALDH2.

ALDH2*2: alelo protector del alcoholismo

En Asia se ha encontrado que una parte de la poblacién posee la variante alélica
(ALDH2*2). El alelo ALDH2*2 posee el cambio de una guanina a una adenina en el
nucleétido 1510, codifica un cambio de Glu a Lys en el aminoacido 487 (Farrés y cols.,
1994). Este cambio disminuye la afinidad de la enzima por el cofactor NAD" de modo
gue, a las concentraciones fisiol6gicas del cofactor, la enzima es virtualmente inactiva
(Farrés y cols., 1994; Zhou y Weiner, 2000). La presencia de esta variante genera
heterotetrameros (ALDH2*1/ALDH2*2) que tienen cerca de un 15% de la actividad del
homotetrdmero ALDH2*1, actuando como un dominante negativo. Después de beber
alcohol, quienes portan la variante ALDH2*2, presentan 5 a 10 veces mas acetaldehido
sanguineo que quienes portan el alelo ALDH2*1. En términos poblacionales, los
portadores del alelo ALDH2*2 tienen una prevalencia de alcoholismo 75 a 99% menor
que quienes portan solamente el alelo ALDH2*1 (Harada y cols., 1982; Thomasson y
cols., 1991; Higuchi, 1994). Esta proteccion es genética, ya que los individuos
heterocigotos para la ALDH2 (ALDH2*1/ALDH2*2) nacidos en una cultura que tolera el
consumo excesivo de alcohol beben un 66% menos que los homocigotos

(ALDH2*1/ALDH2*1) nacidos en la misma cultura (Tu e Israel, 1995).
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La presencia de la ALDH2*2 disminuye la velocidad de oxidacion del acetaldehido
acumulandose éste en la sangre. Esta acumulacién es responsable de los efectos
desagradables como enrojecimiento facial, hipotension, palpitaciones y nauseas que
experimentan los portadores de la variante ALDH2*2 luego de ingerir alcohol (Mizoi y
cols., 1983) y que condicionan una aversibn a su consumo. Los individuos
heterocigotos s6lo beben con moderacion y muestran entre un 66 y un 75% de
proteccién frente al alcoholismo, mientras que los homocigotos son abstemios y tienen
un 99% de proteccibn (Goedde y cols., 1983; Harada y cols., 1982; Li, 2000;
Thomasson y cols., 1991; Tu e Israel, 1995). Se demostr6 que poseer la variante
inactiva (ALDH2*2) no representa una desventaja en relacién a la longevidad, en
cuanto que las frecuencias alélicas de las ALDH2 en tres segmentos etarios (menores
de 1 afio; 25 a 35 aflos y mayores de 70 afos) se mantienen sin diferencias

significativas (Luo y cols., 2005).

FARMACOS CONTRA EL ALCOHOLISMO

El alcoholismo es una enfermedad que tiene una manifestacion muy variable en las
distintas personas, por lo que el tratamiento a seguir es especifico para cada caso,
basandose en el historial de la persona, su decision de recuperarse y su entorno
(Pettinati y Rabinowitz, 2005). El tratamiento involucra en una primera etapa la
privacion y desintoxicacion alcohdlica y en la segunda, desarrollar una reduccion
substancial de su ingesta, lo que se acompafia con una intervencién sicologica y
farmacologica. Uno de los grandes problemas de todas las intervenciones
farmacologicas es la poca adherencia al tratamiento, provocando en muchos casos

que los pacientes vuelvan a los patrones de consumo previos a la terapia.
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1.3.3

Naltrexona

Entre los medicamentos utilizados en las terapias contra el alcoholismo se encuentra la
naltrexona, un inhibidor de los receptores de endorfina. A mediados de la década de
los 90, la FDA aprobd su uso en el tratamiento de pacientes alcohdlicos. Actualmente
se le utiliza en Canada, Australia y algunos paises de Europa (Pettinati y Rabinowitz,
2005). El consumo de alcohol aumenta la liberacion de endorfinas desinhibiendo a las
neuronas dopaminérgicas (Kenna y cols., 2004). La naltrexona es un antagonista de
los receptores de endorfinas, disminuyendo la liberaciéon de dopamina. Dopamina que
se estima seria responsable de los efectos placenteros del alcohol (Litten y cols., 1996;

Williams, 2005). Clinicamente se requiere una administracion diaria de este farmaco.

Acamprosato

Otro medicamento utilizado para tratar el alcoholismo es el acamprosato. Este farmaco
bloquea el receptor glutaminérgico-N-metil-D-aspartato (NMDA), disminuyendo la
hiperexcitabilidad producto de la ausencia del alcohol, reduciendo los sintomas de la
privacion alcohdlica y junto con ello aumentando el periodo de abstinencia (Litten y
cols., 1996; Johnson y Ait-Daoud, 2000). Su vida media es cercana a las 12 h y

requiere administraciones cada 8 h (Paille y cols., 1995).

Disulfiram

El disulfiram (1-[dietiltiocarbamoildisulfanil]-N,N-dietil-metanotioamida) ha sido utilizado
desde el afio 1954. Este farmaco ejerce su accion inhibiendo a la ALDH2. Como
consecuencia, el acetaldehido es oxidado mas lentamente y se acumula en la sangre
cuando se ingiere alcohol (Garver y cols., 2000; Quintanilla y cols., 1993) emulando el

fenotipo asiatico, produciendo nauseas, vomitos y rubor facial. En estudios clinicos en
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que se controla la ingesta diaria del disulfiram se ha demostrado su gran eficiencia en
reducir el consumo de alcohol y aumentar el periodo de abstinencia (Chick y cols.,
1992), incluso cuando se lo compara con otros farmacos como la naltrexona y el
acamprosato (Laaksonen y cols., 2008). Lamentablemente, la vida media del disulfiram
es de 7 h (Faiman y cols., 1984; Yourick y Faiman, 1991) lo que obliga una
administracién periddica del farmaco para mantener inhibida a la ALDH2. Esto
representa un inconveniente, pues los pacientes al experimentar los primeros efectos
etanol/disulfiram suelen abandonar su uso (Fuller y cols., 1986). Otra desventaja es
que el disulfiram es un profarmaco, requiere ser metabolizado a su forma
biolégicamente activa para ejercer su accidn farmacolégica (Madan y cols., 1995; Mays
y cols., 1996). Este solo hecho produce fluctuaciones importantes del efecto
farmacoldgico entre individuos. Este metabolito es un modificador quimico de grupos
sulfhidrilos que modifica otras proteinas ademéas de la ALDH2 y produce efectos
secundarios desagradables como alergias cutaneas, hipotension postural, sabor
metalico y neuropatias opticas (Poulsen y cols., 1992). Se ha intentado desarrollar un
mecanismo de entrega prolongada del disulfiram utilizando “pellets”, sin embargo,
estudios clinicos de su eficiencia han demostrado que no tiene mejor efecto que los

placebos (Johnseny cols., 1990; Johnsen y Morland, 1991).

TERAPIA GENICA CONTRA LA ALDH2

En el afio 2001 Garver y cols. reportaron la disminucién del consumo de etanol de
ratas luego de administrar un oligonucleétido fosforotioato de antisentido,
complementario a una zona del mRNA de la ALDH2. Este estudio demostrd por vez

primera que una terapia génica basada en la inhibicion de la expresion del gen de la



15

ALDH2 puede tener aplicaciones farmacologicas. Sin embargo, la vida media de los
oligonucledtidos de fosforotioato es de dos dias en rata y entre 6 y 14 dias en
humanos, obligando a administraciones periddicas para mantener disminuida la
actividad de la ALDH2. Recientemente Ocaranza y cols. (2008), mediante la
administracién de un vector adenoviral que genera un RNA de antisentido contra el
MRNA de la ALDH2, demostraron una disminucion del 50% del consumo voluntario de
etanol en ratas dependientes al alcohol, que habian bebido grandes cantidades de
alcohol durante 2 meses. Esta disminucion tuvo una duracién de 30 dias con una sola
dosis del farmaco génico. Debe hacerse notar que aunque una terapia génica con un
RNA de antisentido seria mas especifica que aquella por la administracién de
disulfiram, la construccién no fue disefiada para distinguir entre los mensajeros de las
diversas ALDHs existentes; lo que puede ocasionar que se inhiban otras ALDHs u
otros genes que tengas zonas de complementariedad parcial con el antisentido de la
ALDH2, produciendo efectos secundarios. Con el propésito de disminuir los posibles
efectos secundarios seria deseable producir una disminucién de la expresion del gen

de la ALDH2 de manera mas especifica.

SILENCIAMIENTO GENICO POSTRANSCRIPCIONAL

En el proceso de desarrollo y diferenciacion celular se activan e inhiben una gran
cantidad de genes. Se postula que este proceso es consecuencia de cambios en el
grado de metilacién y acetilacién de los promotores que comandan la expresion de los
distintos genes (Lewin, 1997), modificando la disponibilidad de las secuencias
promotoras para que sean reconocidas por factores de transcripcion. Esto determina

finalmente que ciertos genes se expresen 0 no en un momento determinado del
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desarrollo. Lamentablemente no sabemos como controlar estas metilaciones y
acetilaciones para apagar un gen a voluntad. Hoy conocemos un nuevo mecanismo de
control postranscripcional, que permite inhibir la expresion de un gen de manera muy

especifica: la interferencia por RNAs pequefios.

RNAs interferentes pequefios (SiRNA)

La interferencia por RNAs pequefios es un mecanismo natural, propio de las células
eucariontes, destinado a inhibir la expresién de genes. Este fendmeno fue inicialmente
observado en plantas cuando se realizaban experimentos para incrementar el color
violeta de las petunias (Napoli y cols., 1990). Al sobrexpresar bajo el control de un
promotor fuerte el gen que codifica para el pigmento, encontraron que las plantas, al
contrario de lo que se esperaba, adquirian un fenotipo variegado e incluso blanco. Se
bautizé el fendmeno como “cosupresion”, debido a que ambos genes, el enddgeno vy el
sobre expresado, fueron silenciados. Posteriormente, se describieron inhibiciones
similares en gusanos (Fire y cols., 1998; Montgomery y cols., 1998), insectos
(Hammond y cols., 2000) y mamiferos (Harborth y cols., 2001; Paddison y cols., 2002).
En plantas, la interferencia por RNAs pequefios comienza con la formacién de un RNA
de doble hebra (dsRNA) el cual es procesado por la enzima Dicer en fragmentos cortos
de 21 pb, los cuales guian a un complejo proteico de silenciamiento (RISC) para
producir la degradacion especifica de RNAs que tengan complementariedad de base

con ellos (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismo de silenciamiento por RNA interferente pequefo

En plantas, la produccién de mRNA en exceso (A) es detectada por la célula activando
una RNA polimerasa dependiente de RNA que sintetiza una hebra complementaria (B).
En todas las especies, un RNA de doble hebra es procesado por la enzima Dicer
liberando RNAs de doble hebra de 21 nt (C). Estos RNA pequefios son incorporados al
complejo de silenciamiento RISC (D) que al activarse (E) puede reconocer RNAs que
tengan complementariedad de bases con el RNA guia (F) produciendo el corte de un

RNA complementario (G), impidiendo que se traduzca dicho mRNA.
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Interferencia por RNAs pequefos en células animales

La primera demostracién de la relevancia fisioldégica de este mecanismo de control
genético postranscripcional proviene de las investigaciones de Fire y cols. (1998),
quienes inyectaron directamente en el intestino del gusano Caenorhabditis elegans una
mezcla de RNAs sentido y antisentido, complementarios entre si y con el mensajero de
un gen blanco, logrando inhibir la expresién de este ultimo. Posteriormente Kamath y
cols. (2000) inhibieron la expresion de un gen en C. elegans alimentandolos con
bacterias que expresaban una horquilla de RNA con una secuencia complementaria al

gen blanco.

Estudios en Drosophila melanogaster han sido de utilidad para dilucidar los
mecanismos involucrados en este fendmeno. Tuschl y cols. (1999) demostraron en un
lisado de células embrionarias de D. melanogaster, que la presencia de un RNA de
doble hebra (dsRNA), y no la presencia de un RNA sentido o antisentido, inhibe
especificamente la expresiébn de un gen cuyo mMRNA tiene complementariedad de
secuencia con la doble hebra de RNA. Posteriormente, Zamore y cols. (2000)
demostraron que el dsRNA es cortado en fragmentos de 21-23 pb (siRNA) en un
proceso que requiere ATP, pero no del RNA blanco. También descubrieron que el RNA
blanco sélo es cortado en la zona de complementariedad con los siRNAs; sugiriendo
gue este Ultimo es utilizado como guia en el proceso de corte del mMRNA (Hammond y

cols., 2000).

12
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La interferencia por RNAs pequefios también ocurre en células de mamiferos
superiores. Los primeros informes corresponden a experimentos en células de rata que
fueron transfectadas con RNAs de doble hebra de aproximadamente 500 pb (Billy y
cols., 2001). Inhibiciones equivalentes se producen cuando las células son
transfectadas con un gen que codifica una horquilla de RNA de similares dimensiones
(Paddison y cols., 2002; Svodoba y cols., 2001). Sin embargo, no hace falta tener un
RNA de doble hebra muy largo para lograr el silenciamiento de un gen, puesto que
RNAs de 21 a 27 pb son suficientes para silenciar un gen reportero (Caplen y cols.,
2001). Hoy sabemos que las células humanas también experimentan este tipo de
inhibicién postranscriptional especifica sin afectar la expresiéon de otros genes (Elbashir
y cols., 2001; Harborth y cols., 2001). Actualmente, los RNAs interferentes pequefios
son una herramienta utilizada para producir una inhibicibn muy especifica de ciertos
genes, ejemplo de ello es su uso como estrategia antiviral contra el virus de la hepatitis
C y el VIH entre otros (Arbuthnot y cols., 2007; Liy cols., 2006b; Rossi, 2006; Scherer y

cols., 2007 y Watanabe y cols., 2007).

Disefio racional de siRNAs

La inhibiciébn de la expresion de un gen en plantas o en animales inferiores puede
lograrse con la introduccién de un RNA de doble hebra largo o de un gen que se
transcriba originando un RNA de doble hebra largo (complementario al mensajero que
se desea degradar) el cual es procesado por Dicer liberando cientos de siRNAs
distintos. Con este tipo de aproximacion cada siRNA formado puede, en teoria, ser
incorporado en un complejo de silenciamiento y la inhibicion final sera la suma de las

inhibiciones parciales de cada uno de los siRNAs generados. Los animales superiores
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poseen mecanismos antivirales que, en presencia de algunos RNAs de doble hebra de
mas de 60 pares de bases de largo, inhiben la transcripcion de genes por activacién de
la proteina quinasa R (Robertson y Mathews, 1996) y activan la degradacion
inespecifica del RNA por accion de la RNAsa-L (Minks y cols., 1979), lo que resulta en
muerte celular por activacion de la via del interferén. Para evitar la activacion de esta
via pueden utilizarse RNAs més cortos que 60 nt, ya sea como una bateria de siRNAs
(RNAs de 21 nt) sintetizados invitro o con un siRNA, que sea capaz de inhibir la

expresion del gen blanco en magnitud suficiente para producir un cambio fenotipico.

En los dltimos 5 afios se han realizado esfuerzos por establecer criterios que faciliten el
disefio de siRNA eficientes contra un mRNA blanco. En el afio 2002, Elbashir y cols.
disefiaron siRNAs basandose en 6 criterios para elegir una secuencia blanco (Tabla 1).
Estos criterios estan orientados a seleccionar secuencias que se encuentren presente
en el mRNA maduro evitando, en la medida de lo posible, las regiones que suelen

estar mas escondidas por estar asociadas a proteinas.

Posteriormente, Reynolds y cols. (2004) cuantificaron la eficiencia de 180 siRNAs
sobre 2 genes (90 siRNAs en cada gen). Se analizo la eficiencia de los siRNAs de
acuerdo a distintos parametros y finalmente se establecieron 8 criterios que afectan la
eficiencia de los siRNAs; estos criterios se condensaron en un algoritmo (Tabla 2) que
fue probado prospectivamente en otros 6 genes, estableciéndose que una secuencia
con un puntaje igual o mayor a 6 tiene mas de un 90% de probabilidad de inhibir mas

del 50% la expresion del gen de interés.
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Tabla 1: Criterios utilizados por Elbashir y cols. para disefiar sSiRNAs

Criterio

Justificaciéon

Elegir una secuencia ubicada 50 a

100 nt rio abajo del codoén de inicio.

Las secuencias cercanas al codon de inicio suelen

tener secuencias de union a proteina.

Evitar las regiones 5’ y 3’ no

traducidas.

Estas regiones suelen ser ricas en secuencias de

unién para proteinas reguladoras.

Prescindir de las secuencias

intrénicas

Los RNAs parcialmente procesados son retenidos en

el nlcleo

Preferir secuencias que tengan la

estructura general AA(Ng)UU

Esto permite que los siRNA sean sintetizados con 2
timinas en el extremo 3’, lo que les brinda una mayor

resistencia a la degradacion por exonucleasas.

Preferir secuencias que tengan una

composicién de G/C cercana al 50%

Las secuencias con gran contenido de G/C suelen

ser muy estructuradas

Preferir secuencias que comiencen

con G.

Esto facilita la sintesis de RNAs a patrtir de

promotores reconocidos por la RNA polimerasa lll.

Estos criterios tienen por objetivo elegir secuencias del mMRNA maduro y que tengan
pocas posibilidades de estar bloqueadas con proteinas que se asocien al RNA
(Elbashir y cols. 2002).

15



Tabla 2: Algoritmo empirico de Reynolds y cols. para disefiar sSiRNAs

Criterio Puntaje
Porcentaje de G/C 30-52% 1
A 0 U entre las posiciones 15y 19 a puntgﬂglx:wmuSISétido)

Secuencias repetidas 1

A en la posicién 3 1

U en la posicién 10 1

A en la posicién 19 1

G en la posicién 13 -1

C 6 G en la posicion 19 -1

Criterios propuestos para predecir la eficiencia de un siRNA. Estos deben ser aplicados
a la secuencia de la hebra sentido del siRNA. Si el puntaje obtenido por el SIRNA es
igual o mayor a 6 dicho siRNA tiene mas de un 90% de probabilidad de inhibir en mas
de 50% la expresion del gen blanco (Reynolds y cols., 2004).
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SINTESIS ENDOGENA DE HORQUILLAS DE RNA (shRNAS)

Para una aplicacién terapéutica es posible construir un gen que sintetice en la célula un
RNA que se pliegue sobre si mismo para formar una horquilla (cuyo tallo constituye el
RNA de doble hebra), alternativamente se pueden construir dos genes independientes,
cuyos RNAs sean complementarios el uno con el otro, de modo que al asociarse en la
célula origine un siRNA. Al comienzo de esta tesis, en el afio 2002, Brummelkamp y
cols. publicaron sobre la inhibicién de un gen mediante la expresion de una horquilla de
RNA en células humanas MCF-7. Esta horquilla, sintetizada por la RNA polimerasa I
bajo el control del promotor del RNA U6 humano, expresa un RNA carente de Cap y
poli A, produciendo una molécula muy similar a un RNA de doble hebra que puede ser

sustrato de Dicer y liberar un siRNA.

PROMOTORES RECONOCIDOS POR LA RNA POLIMERASA 1l

La RNA polimerasa Il transcribe normalmente RNAs cortos, no traducidos como los
RNAs 7SK, 7SL, M, U6, H1, tRNAs y RNAs de 4,5 y 5S, que participan en distintos
procesos celulares como la traduccion, el corte y empalme del RNA vy la edicion del
RNA. Los RNAs transcritos por la RNA polimerasa lll carecen de la estructura del Cap
y del poli A caracteristicos de los transcritos de la RNA polimerasa Il. Esta polimerasa
reconoce tres tipos de promotores (I, I, 1ll). Los promotores de tipo Il (Figura 3), entre
los que se incluyen los promotores de los RNAs U6, H1 y 7SK, poseen todos los
elementos necesarios y suficientes para promover la transcripcion de los genes

(secuencias promotoras y potenciadoras) dentro de las primeras 300 pb rio arriba del
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Figura 3: Esquema general de un promotor de tipo Il de la RNA polimerasallll.

En verde y rosado se esquematizan los elementos distal y proximal del promotor
respectivamente y en gris la caja TATA. El sitio de inicio de la transcripcion se denota
con una flecha (+1) y en rojo se esquematiza la sefial de término de la transcripciéon
(TTTTT). Este tipo de promotor sintetiza RNAs pequefios carentes de Cap y poli A; se

utilizara para sintetizar un RNA que se plegara formando una horquilla.
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sitio de inicio de la transcripcion (Baer y cols., 1990; Hannon y cols., 1991; Murphy y
cols., 1987 y Myslinski y cols., 2001). Adicionalmente la RNA polimerasa Il reconoce
una secuencia de cuatro o mas timinas seguidas como una potente sefial de término
de la transcripcién, la cual sélo es ignorada cuando estd precedida por 2 0 mas
adeninas. Mutaciones que originan secuencias de 4 o mas timinas seguidas dentro de
los genes transcritos por la RNA polimerasa Il producen el término prematuro de su

transcripcion (Geiduschek y Tocchini-Valentini, 1988 y Paule y White, 2000).

Estas caracteristicas Unicas de la RNA polimerasa lll son muy favorables para
sintetizar RNAs que posean semejanza estructural con los siRNAs y que pueden ser
utilizados por la maquinaria celular para participar en el proceso de silenciamiento. En
esta tesis se utilizara este tipo de promotor para construir un gen que exprese una
horquilla de RNA para interferir la expresion del gen de la ALDH2 y disminuir la
actividad celular de la ALDH2. Dicho gen puede ser introducido a células de manera

muy eficiente utilizando un vector viral que los porte.

VECTORES VIRALES

Los genes deseados pueden ser introducidos a células utilizando métodos de entrega
no virales, que neutralizan las cargas negativas del DNA, como liposomas
(lipofectamina), dendrimeros o polisacaridos (quitosano) o por métodos virales que lo
encapsidan como adenovirus, virus adenoasociado o lentivirus. Los virus poseen una
serie de caracteristicas que les permiten expresar eficientemente su informacion
genética en las células huésped. El reemplazo de los genes nocivos por genes

terapéuticos permite utilizar los virus como vehiculos para introducir dichos genes a
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células blanco. Entre los virus méas estudiados se encuentran los adenovirus, estos
presentan una serie de ventajas: no estan asociados a enfermedades graves en el
humano (sélo al resfriado comuan), no integran su DNA al genoma del huésped por lo
que no pueden producir mutaciones por interrupcién de genes del huésped, se
mantienen episomales de modo que su efecto se va diluyendo con las sucesivas
divisiones celulares. Sin embargo, en tejidos con una baja tasa de proliferacion, como
es el higado, su expresion se mantiene por mayor tiempo (Gémez-Foix y cols., 1992).
Los primeros vectores adenovirales utilizados carecian del gen E1, un factor de
transcripciébn que se expresa en las primeras etapas de la infeccién viral (Becker y
cols., 1994), y en su lugar se incorpora el gen terapéutico. Experimentos in vitro
demostraron que son muy eficientes en producir la expresion de un gen reportero. Sin
embargo, su utilizacién in vivo esta limitada debido a su gran inmunogenicidad (Morsy
y Caskey, 1999), produciendo efectos transitorios cortos (3 a 6 semanas) como
consecuencia de que las células infectadas son destruidas rapidamente por el sistema
inmune del huésped. Esto se debe a que el resto de los genes virales poseen una
transcripcion basal que es suficiente para que el huésped monte una respuesta inmune
contra las proteinas virales. Ademas, durante el desarrollo de esta tesis se ha
reportado que el RNA VA | de los adenovirus, codificado por los vectores adenovirales
de 1" generacion, bloguea la actividad de exportina5 y de Dicer, bloqueando el
proceso de interferencia (Andersson y cols., 2005; Lu y Cullen, 2004), resultados que
se contraponen a publicaciones en las que se han utilizado con éxito este tipo de
vectores para producir interferencia (Chen y cols., 2006; Carmona y cols., 2006; Ro y

cols., 2005; Krom y cols.,2006).
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1.9

RECAPITULACION Y PROPUESTA EXPERIMENTAL

Una variante alélica de la ALDH2 (ALDH2*2), existente en algunos individuos de la
poblacién asiética, tiene un marcado efecto protector del alcoholismo. El disulfiram, una
prodroga cuyo metabolito activo se une covalentemente a los grupos sulfidrilos de
distintas enzimas, inhibe varias deshidrogenasas aldehidicas incluyendo la ALDH2,
emulando el fenotipo asiatico cuando los pacientes beben alcohol. Ademés de su baja
especificidad, el disulfiram debe ser ingerido diariamente, régimen gue no es seguido por
los pacientes dependientes al alcohol. Estudios en el laboratorio donde se realizo esta
tesis se han orientado a generar farmacos génicos de larga duracion y alta especificidad
que, de manera analoga a la variante ALDH2*2 asiatica, disminuyan especificamente la

actividad de la ALDH2 en el higado.

En estudios anteriores de “prueba del principio”, la reduccién de la actividad celular de
la ALDH2 por la administracion de un gen de antisentido contra la ALDH2, llevé a una
marcada disminucion en el consumo de alcohol en ratas alcohdlicas. Esta metodologia
reduce la actividad celular de la ALDH2 més especificamente que el disulfiram, sin
embargo, esta estrategia no fue disefiada para tener una alta especificidad respecto de
los mensajeros de otras deshidrogenasas aldehidicas celulares, cuyos genes tienen

gran identidad nucleotidica entre ellos.

Con posterioridad al inicio de los estudios con moléculas y genes de antisentido se
describié un nuevo mecanismo de silenciamiento génico que es altamente especifico:
el RNA de interferencia. Actualmente existen algoritmos que se han propuesto que
permitirian disefiar siRNAs eficientes y construir genes que codifiquen horquillas de

RNA que sean procesadas originando siRNAs. La actividad anti ALDH2 de estos genes
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debe ser demostrada antes de construir un vector adenoviral con el fin de combinar
una expresion prolongada y especifica del sistema de interferencia de RNA con la
especificidad y eficiencia que poseen los adenovirus para infectar mayoritariamente las
células del higado. Para ello se propone proceder en tres etapas (i) disefiar siRNAs y
probarlas en células HEK-293 (ii) construir, y probar en células HEK-293, el gen de una
horquilla de RNA (shRNA) precursora de un siRNA activo vy, (iii) incorporar el gen de

dicho shRNA en un vector adenoviral para luego probarlo en células de rata en cultivo.

22



3.1

3.2

HIPOTESIS DE TRABAJO

El uso de los algoritmos existentes son Utiles para el disefio racional de siRNAs y de
genes que expresen moléculas precursoras de siRNAs (SshRNA) lo que permite reducir
la actividad celular de la deshidrogenasa aldehidica mitocondrial de rata a niveles

potencialmente terapéuticos.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Disefar, construir y poner a prueba un mecanismo molecular que permita disminuir la
actividad celular de la ALDH2 utilizando la regulacién postranscripcional de su

expresion génica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar un sistema celular facilmente transfectable que exprese la ALDH2 de rata
y utilizarlo como modelo celular para inhibir la ALDH2 de rata.

2. Utilizando los algoritmos existentes, disefiar y sintetizar siRNAs que tengan
complementariedad de secuencia con el mRNA de la ALDH2 de rata y probar su
eficiencia para inhibir la actividad enzimatica celular.

3. Construir un gen que exprese una horquilla de RNA (shRNA) precursora de un
siRNA activo y probar su eficiencia para inhibir la actividad celular de la ALDH2.

4. Construir un vector adenoviral que lleve el gen que codifica el ShRNA precursor del

siRNA activo y probar su eficiencia para inhibir la actividad celular de la ALDH2.
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MATERIALES Y METODOS

CULTIVO CELULAR

Cultivo de células de rifion de embrion humano HEK-293

La linea celular HEK-293 (ATCC CRL-1573) se compré a American Type Culture
Collection (Rockville, MD, EE.UU). Se cultivé en medio DMEM Gibco™ (Invitrogen
Corporation. Grand Island, NY, EE.UU.) el cual contiene glucosa, L-glutamina,
clorhidrato de piridoxina y 110 mg/L de piruvato de sodio, ademas se suplement6 con
1,5 g/L de bicarbonato de sodio (Sigma®. St Louis, MO, EE.UU). El medio DMEM se
esterilizé mediante filtros de nitrocelulosa de 0,2 um (Sartorius. Goettingen, Alemania)
y se complement6 con 10% de suero fetal de bovino (Hyclone. Logan, UT, EE.UU.).
Las ceélulas se cultivaron en placas de 35 mm y en botellas de poliestireno de 25 y
75 cm? (Sarsted. Newton, NC, EE.UU.) con 2, 5 y 12mL de DMEM con suero
respectivamente, en un incubador Napco® 6101F-1 (Precision Scientific, inc. Chicago,
IL, EE.UU.) a 37°C y una atmdsfera con aire y 5% de CO, (Indura. Santiago, Chile).
Las células se mantuvieron rutinariamente subconfluentes y en ausencia de
antibiéticos a menos que se indique lo contrario. El medio de cultivo se renovo 2 0 mas

veces por semana.

Cultivo de células de hepatoma de rata H4-1I-E-C3

La linea celular H4-11-E-C3 (ATCC CRL-1600) se compré a American Type Culture
Collection. Se cultivé en medio DMEM Gibco™ (Invitrogen) y se suplementd con
1,5 g/L de bicarbonato de sodio (Sigma®). El medio DMEM se esteriliz6 mediante filtros
de nitrocelulosa de 0,2 um (Sartorius) y se suplement6 con 5% de suero fetal de bovino

(Hyclone) y 10% de suero de equino (Hyclone. Logan, UT, EE.UU.).
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Las células se cultivaron en placas de poliestireno de 35 mm (Falcon®. Becton
Dickinson Labware. Franklin Lakes, NJ, EE.UU. 6 Corning®. Corning, NY, EE.UU.) y en
botellas de 25 y 75 cm? (Sarsted. Newton, NC, EEUU) con 2, 5y 12 mL de DMEM con
suero respectivamente, en un incubador Napco® 6101F-1 (Precision Scientific, Inc.
Chicago, IL, EE.UU.) a 37°C y una atmdsfera con aire y 5% de CO, (Indura. Santiago,
Chile). Las células se mantuvieron rutinariamente subconfluentes y en ausencia de
antibidticos, a menos que se indique lo contrario. EI medio de cultivo se renové al
menos 2 veces por semana. Las células se mantuvieron subconfluentes y se utilizaron

hasta el pasaje 30.

Traspaso de cultivos celulares

Las células se mantuvieron subconfluentes realizando traspasos 1 0 2 veces por
semana (segln fuese necesario). Para ello a un frasco de 75 cm? se le extrajo la
totalidad del medio de cultivo, se les agregé 1 mL de Tripsina-EDTA 1X (Gibco™.
Grand Island, NY, EE.UU.) y luego de 2 min a 37°C se le agreg6 3 mL de DMEM con
suero para neutralizar la enzima. Las células se resuspendieron y se sembré 1/10 del

volumen en un botella de 75 cm? con 12 mL de medio de cultivo fresco con suero.

EXPERIMENTOS CON siRNAs

Disefio de siRNAs

Se disefiaron 3 siRNAs contra el mensajero de la ALDH2 de rata. Los sSiRNAs 1y 2 se
disefiaron en base a la secuencia del mMRNA de la ALDH2 aplicando los criterios de
Elbashir y cols. (2002) ver Tabla 1 (p4g. 15). A continuacion se realizé un alineamiento

con las secuencias blancos de los siRNAs disefiados (SIRNA1: AACTTGATCAAGGAG
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GCAGGCTT y siRNA2: AACCAGCAGCCCGAGGTCTTCTG) contra todas las
secuencias de genes publicadas en GenBank, para descartar que tuvieran identidad
nucleotidica con otros genes; ello es importante para reducir la posibilidad de una
inhibicién inespecifica de otro gen. Cabe destacar que la secuencia blanco del siRNA2

es compartida exclusivamente con el mMRNA de la ALDH2 humana.

El siRNA3 (CTGCAACCAGATCTTCATTAA) se disefio aplicando las reglas de
Reynolds y cols. (2004) ver Tabla 2 (pag. 16) sobre la secuencia del mensajero de la
ALDH2 de rata. Esta secuencia también se analiz6 por alineamiento para descartar

que tuviese identidad nucleotidica con otros genes de rata.

Formacion de siRNAs

Los siRNAs se formaron por apareamiento de dos oligonucleétidos de RNA de 21 mer
de largo cada uno. Los dos nucleétidos del extremo 3’ de cada hebra corresponden a
timinas, las cuales quedan expuestas luego del apareamiento. Los oligonucleétidos se
compraron, desalinizados y liofilizados en tubos independientes, a EUROGENTEC
(Liege Science Park. Seraing, Bélgica). Se disolvieron a 100 mM en agua tratada con

DEPC y las soluciones madres se mantuvieron a —20°C.

El siRNA se form6é combinando 1,5 nmoles de cada oligonucleétido en 75 uL de una
solucion de Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) y NaCl 100 mM. Esta solucion se calenté a 94°C
durante 2 min, se enfrié6 a 78°C y se mantuvo durante 5 min. Luego se enfrié a 65°C y
se mantuvo otros 5 min antes de enfriar hasta los 20°C. Todas las transiciones de

temperatura se realizaron a una velocidad constante de 2°C/min en un termociclador

26



4.2.3

utiizando un programa de apareamiento de hebras. Las soluciones de siRNAs se

manipularon en hielo para mantener la asociacién entre las hebras.

Transfeccion de células HEK-293 con siRNA

Las células HEK-293 se eligieron debido a su gran capacidad para incorporar acidos
nucleicos formando complejo con lipofectamina. Estas células se transfectaron
simultaneamente con el plasmido pACCMVpALDH2D, que codifica la enzima ALDH2 de

rata, y con las moléculas de RNA (siRNA, hebra sentido y hebra antisentido).

El proceso de transfeccion comenzé con la tripsinacion de las células HEK-293, se
contaron en camara de Neubauer (HBG. Giessen-Luetzellinden, Alemania) y
sembraron a razén de 1,2x10° células por placa de 35 mm (Falcon® Becton Dickinson
Labware 6 Corning®) con 2 mL de medio DMEM con suero y sin antibiético y se
incubaron a 37°C y 5% de CO,. Luego de 24 h, cuando las células alcanzaron una
confluencia de 70-80%, se reemplaz6 el medio de cultivo por 1 mL de DMEM sin suero
y sin antibiético, luego de 20 min en el incubador, necesario para equilibrar el medio, se

transfectaron con el complejo Lipofectamina 2000- acido nucleico.

Para transfectar una placa de 35 mm se diluyé, en 250 uL de DMEM sin suero y sin
antibidtico, 2 ug del plasmido pACCMVpALDH2D y 0,7 ug de RNA (SiRNAs,
oligonucledtido sentido o antisentido). La dilucién se incub6 a temperatura ambiente
durante 10 min. En el intertanto, en un tubo aparte, se diluyé 5 pL de Lipofectamina
2000 en 245 pL de DMEM sin suero y sin antibiético, se incub6 a temperatura ambiente
durante 10 min. Posteriormente se mezclaron ambas soluciones (DNA y Lipofectamina

2000) y se incubaron a temperatura ambiente durante otros 10 min. El complejo de
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DNA-Lipofectamina se adicion6 gota a gota a las células en cultivo. Las células se
incubaron durante 5 h, en un volumen de 1,5 mL en ausencia de suero. Finalmente se
cambi6 el medio de transfeccion por 2 mL de DMEM con suero, y se continud el cultivo
de las células a 37°C y CO, al 5% por otras 67 h. Las células se cosecharon 72 h

postransfeccion. La Figura 4 esquematiza el proceso de transfeccion.

Extracto celular crudo para medir la actividad de la ALDH2

Las células HEK-293 transfectadas con el plasmido pACCMVpALDH2D (codificante de
la ALDH2 de rata) se lisaron con 500 pL de una solucién de Triton X-100 1% y EDTA
1 mM. Las placas se incubaron a temperatura ambiente en una plataforma de agitacion
orbital durante 10 min para romper todas las células, luego se recupero el lisado y se
guard6 a —80°C. Antes de medir la actividad los lisados se descongelaron lentamente,
se centrifugaron a 21.000 x g y 4°C durante 10 min. Se rescatd el sobrenadante y se
utilizé6 inmediatamente para medir la actividad de la ALDH2. Se utilizaron células no

transfectadas para medir la actividad de la ALDH2 enddgena.

Medicion de la actividad enzimatica de la ALDH2

La actividad de la ALDH2 se midi6 en un extracto crudo de células HEK-293
transfectadas con un plasmido que codifica para la ALDH2 de rata. Se utilizé entre 200
y 400 ug de proteina total. El medio de reaccién constituido por fosfato de sodio 34 mM
(pH 8,5), NAD* 800 uM, DTT 4 mM, MgCl, 5 mM y 4-metilpirazol 1,4 mM se incubd con
la muestra durante 10 min a 35°C hasta que la lectura espectrofotométrica se
estabiliz6. La reaccion se inicié con la adicion de propionaldehido a 14 uM (debido a

gue el acetaldehido es muy volétil a temperatura ambiente, ebulle a 21°C versus 50°C
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Figura 4: Curso temporal del proceso de transfeccion.

Las células HEK-293 se sembraron a una concentracion de 1,2x10° células por placa
de 35 mm, 24 h antes de la transfeccion. La transfeccion se realiz6 en ausencia de
suero durante 5 h, luego se renovo el medio DMEM con suero. Las células se

incubaron hasta completar 72 h, se lisaron y guardaron a -80°C.
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el propionaldehido). La formacion de NADH se registr6 a 340 nm cada 30 seg durante
10 min con un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1201 (Shimadzu. Kyoto, Japén). Los
datos se corrigieron de acuerdo a los mg de proteinas en el ensayo. Se grafico la

absorbancia versus tiempo y la actividad de la ALDH2 se calcul6 a partir de la pendiente.

GENES DE shRNA PRECURSORES DEL siRNA2

Amplificacion de promotores humanos reconocidos por la RNA polimerasa lll

La secuencia de los promotores de los RNAs H1, U6 y 7SK humanos se obtuvo de la
base de datos del NCBI (The National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=Nucleotide). Estos RNAs son transcritos
por la RNA polimerasa Ill (Myslinski y cols., 2001; Murphy y cols., 1987; Reddy, 1988) y
Se escogieron porque sus secuencias promotoras estan ubicadas rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcion (codigos de acceso GenBank X16612, X59362 y X05490,
respectivamente). Con estas secuencias se sintetizaron partidores especificos, los que

se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Oligonucleétidos utilizados para amplificar los promotores de la RNA

polimerasa lll humanos

P_artld(_)[ / Secuencia 523’ Amplicén
Direccion
TG-203 / Directo TTATAGGGAGCTGAAGGGAA RNA H1+6
TG-204 / Inverso CCAAAAACCCTATGGGAAAGAGTGGTC RNA H1+6
TG-205 / Directo AAGGTCGGGCAGGAAGAGG RNA U6+6 y +35
TG-206 / Inverso CCAAAAACAGAATGGTGTTTCGTCCTTTCCACA RNA U6+6

TG-207 / Inverso CCAAAAACCCAATGGTAGTATATGTGCTGCCGAAG RNA U6+35

TG-208 / Directo CTGCAGTATTTAGCATGCCC RNA 7SK+7

TG-209 / Inverso CCAAAAACACATTGGAGGTACCCAGGCGGCGC RNA 7SK+7

Los oligonucleétidos inversos TG-204, TG-206, TG-207 y TG-209, poseen la secuencia
de restriccion de la enzima Xcm | (CCANNNNN/NNNNTGG). Los amplicones se

nombraron de acuerdo al RNA que transcribe el promotor mas un nimero que indica la

cantidad de nucleétidos presentes entre el 1* nucleétido transcrito y el sitio de corte de

Xcm |. (vide infra).
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Los partidores inversos se disefiaron con una secuencia de restriccion de 15 nt en el
extremo 5’, que es reconocida por la enzima Xcm | (CCANNNNN/NNNNTGG). El sitio
de restriccion se disefid con 5 adeninas consecutivas (CCAAAAAN/NNNNTGG), de
modo que el amplicon obtenido con este partidor incorpora, rio abajo del sitio de corte
de Xcm |, la secuencia “TTTTT” que es reconocida por la RNA polimerasa Ill como
sefial de término de la transcripcidn. Esta estrategia permite expresar un fragmento de

DNA que no tenga la sefial de término de la transcripcion.

Los promotores clonados se nombraron de acuerdo al RNA que transcriben
naturalmente, seguidos de un nimero que indica la cantidad de nucle6tidos existentes
entre el primer nucleétido transcrito y el sitio de corte de la enzima Xcm |. Estos
corresponden a nucledtidos del RNA natural y del sitio de restriccion, los que

finalmente se ubican en el extremo 5’ del RNA transcrito (Figura 5).

Los promotores se amplificaron a partir de gDNA de células de hepatoma humano
(HepG2) en presencia de MgCl, 2,4 mM, dNTPs 0,2 mM, partidores cada uno a 2 uM,
polimerasa de DNA Taq 0,04 U/uL y gDNA 2,72 ng/uL. El programa de amplificacion
de 30 ciclos incluyé una desnaturacion inicial de 2 min a 94°C, un apareamiento de
15 seg a 58°C y una elongacion de 30 seg a 72°C. Cada promotor se amplificé en un

volumen total de 150 pL (6 tubos con 25 pL cada uno).
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Promotor RNA U6+35 Inserto |-

l Transcripcion

JUU

35 nt RNA formador de horquilla

Figura 5: Esquema de un RNA formador de horquilla transcrito por la RNA
polimerasa Ill a partir del promotor del RNA U6+35

En celeste se representa el promotor del RNA U6, en verde los nucleétidos que se
transcriben antes de la secuencia del RNA formador de horquilla, en blanco se grafican
los nucledtidos codificante del RNA formador de horquilla y en rojo la sefial de término
de la transcripcion. EI RNA transcrito posee los 35 nt iniciales en el extremo 5’ y 2
uridinas finales en el extremo 3’, las que corresponden a los nucledtidos con que

termina la transcripcion.
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4.3.2 Purificacion de amplicones de los promotores humanos
Los amplicones se precipitaron por centrifugacién a 21.000 x g en presencia de etanol
y acetato de sodio (Sambrook y cols., 1989). El precipitado se lavé con 200 uL de
etanol al 70% para eliminar el exceso de sal, y se sec6 con vacio 10 min. Cada

amplicon se resuspendié en 10 uL de H,0.

El amplicdn de interés se separd de los productos inespecificos de la reaccién en un
gel de agarosa al 1% con TAE 1X. Luego de la electroforesis se cortd el trozo de
agarosa que contenia la banda del tamafio adecuado para cada promotor amplificado
(H1+6 387 pb; 7SK+7 258 pb; U6+6 278 pb y RNA U6+35 307 pb) procurando arrastrar
la menor cantidad de agarosa, para facilitar la purificacién del DNA. La agarosa que

contiene el fragmento de interés se guardo a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

El DNA se purificé con el sistema comercial GeneClean®lll (Bio 101. Carlsbad, CA,
EE.UU.). La agarosa se calenté 10 min a 60°C para disolverla, a continuacion se
agregaron 300 UL de Nal (aproximadamente 3 veces el volumen de agarosa) y se
mantuvo a 60°C otros 10 min para disolver completamente la agarosa. Luego se
agrego 3 pL de silica (“Glass Milk”) y se mezclé por inversidbn suave a temperatura
ambiente durante 15 min. La silica se decant6 por centrifugacién a 21.000 x g (1 min).
Se descart6 el sobrenadante y la silica se lavd 3 veces con 500 pL de la solucién de
lavado del sistema comercial. La silica se sec6 con vacio en desecador durante
10 min. EI DNA se eluy6 incubando la silica con 5 pL de H,O 2 veces. Los amplicones

purificados se utilizaron directamente en las reacciones de ligacion.
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Clonamiento de promotores tipo Il de la RNA polimerasa Il humana vy
transformacion de bacterias E. coli DH5a

Los amplicones purificados se ligaron directamente al plasmido pGEM®-T Easy
(Promega Corporation. Madison, WI, EE.UU.). Esto es posible porque en la reaccién de
amplificacién con la polimerasa de DNA Taqg un porcentaje de los amplicones poseen
una adenina 3’ protuberante, la cual aparea con la timina 3’ no apareada presente en el

plasmido pGEM-T Easy.

La reaccion de ligacion se realizdé en un volumen final de 10 uL utilizando 50 ng de
amplicon purificado y 50 ng de plasmido (relacién molar inserto:vector de 10:1) y 3 U
de ligasa (Fermentas. Ontario, Canada). La mezcla de ligacion se incubé a 4°C durante
18 h. Las células bacterianas E. coli DH5a, competentes con el método del CaCl,, se
incubaron con 2 pL de mezcla de ligacién durante 30 min en hielo, a continuacién se
les dié un golpe térmico a 42°C durante 2 min, luego se recuperaron en 1 mL de LB sin
antibiético a 37°C en un agitador de bacterias a 200 RPM durante 1 h. Finalmente se
sembraron las células en placas de agar ampicilina (50 ug/mL) y se cultivaron a 37°C

durante 16 h para obtener colonias.

La identificacion de las células que incorporaron el inserto se realizé mediante PCR

con los partidores descritos en la Tabla 3 (vide supra, pag. 31).

Funcionalidad de los promotores reconocidos por la RNA polimerasa lll
Los promotores clonados tienen un sitio de restriccion Xcm | ubicado rio abajo del inicio
de la transcripcion. Este sitio de restriccion se disefid para dejar una guanina 3’

desapareada en el extremo del promotor y una citosina 3’ desapareada en el extremo

35



proximo a la sefial de término de la transcripcion (Figura 6), lo que permite dar

direccién a la ligacion.

Para determinar la funcionalidad de los promotores se ligd a estos un DNA de 116 pb
(inserto *), el que se transcribird sélo si el promotor es reconocido por la maquinaria
celular. La ligacion se realizé con 100 ng de vector (el que contiene el promotor y la
sefial de término de la transcripcion) en una relacion molar 5:1 de inserto a vector,
utilizando 10 U de ligasa de DNA de fago T4 (Fermentas) en 10 yL de reaccién. Las
células bacterianas E. coli DH5a se transformaron con 2 uL de ligacion y se
seleccionaron en placa de agar ampicilina 100 pg/mL. La identificacién de las colonias
que poseen el inserto se realiz6 mediante PCR. Para las colonias que poseen el
promotor U6+35 se utilizaron los partidores TG-18 (GTTTTCCCAGTCACGAC, se une
al vector) y TG-28 (CTGCAGAGCTTGGGACAGG, se une al inserto); mientras que
para las colonias que poseen los promotores U6+6 y 7SK+7, se utilizaron los partidores

TG-19 (CAGGAAACAGCTATGAC, se ancla en el vector) y TG-28.

(*) El hecho que este fragmento reportero haya sido generado utilizando la ALDH2 como base, no es
relevante ya que sdlo se utilizé para determinar si los promotores son funcionales. El inserto se obtuvo por
digestion con Xcm| de un amplicon de la ALDH2 generado con los partidores TG-27
(ACTCAGTTTAAGAAGATCCTGG) y TG-33 (CACTTCCGTGTAGGCCTGC) sobre un plasmido que tiene
clonado el cDNA de la ALDH2 de rata (pNS19ALDH2). Se utilizé este inserto debido a que existe en el
laboratorio diversos partidores que permitian su amplificacion y a que la digestion con Xcm | originaba los

extremos adecuados.
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ONA 116 o

Plasmido con promotor para la
RNA polimerasa |l

Figura 6: Esquema de ligacion de un inserto reportero.

Se ligé rio abajo de la secuencia promotora (verde) una secuencia de 116 pb que se
utilizara como reportero de la transcripcion (blanco). El inserto se gener6 mediante
PCR y posterior digestion con Xcm | del amplicén. La identidad de los nucleétidos no
apareados, resultantes del corte con Xcm |, sélo permite la ligacion en una orientacion.
El promotor y la sefial de término de la transcripcion (Ts, representada por una caja

roja), reconocido por la RNA polimerasa lll, son aportados por el plasmido (gris).

37



4.3.5

4.3.6

Deteccion de un RNA de 116 nt expresado bajo el control de promotores
humanos en células HEK-293 y H4-1I-E-C3

La deteccion de un RNA expresado bajo el control de distintos promotores se realizd
mediante RT-PCR. A partir de una placa de 35 mm confluente, que contiene células
transfectadas con las distintas construcciones, se extrajo RNA total utilizando 1 mL de
TRIzol® (Invitrogen Corporation. Carlsbad, CA, EE.UU.) y siguiendo el protocolo
sugerido por el fabricante. Se digirié6 1,2 ug de RNA total con 5 U de DNAsa RQ1 a
37°C durante 90 min (volumen final de 10 pL). A continuacion se agregé 1 pL de

solucion de detencidn y se incub6 a 65°C durante 10 min.

La transcripcion inversa se realizd a 42°C a partir de 0,6 ug de RNA tratado con DNAsa
RQ1, 31 pmol de partidor TG-249 (CGGGCTGGCTGCCGCTGTCTT) y 240 U de
M-MLV (Promega. Madison, WI, EE.UU.) en 8,6 UL de una solucién que contiene
dNTPs 0,5 mM, Tris-HCI 50 mM (pH 8,3), KCI 75 mM, MgCl, 3mM y DTT 10 mM. La
amplificacién se realiz6 a partir de 1,5 yL de transcripcién inversa en presencia de
MgCl, 2,4 mM, dNTPs 0,2 uM, cada partidor a 0,2 uM (TG-249 y TG-250 GGGACTGG
GCCCCAAACACAT) vy la polimerasa de DNA Taq a 0,04 U/uL. El programa de
amplificacién de 35 ciclos incluyé una desnaturacion inicial de 2 min a 94°C, un

apareamiento de 15 seg a 58°C y una elongacion de 30 seg a 72°C.

Construccion de un gen codificante de una horquilla de RNA (shRNA)

Se ligé rio abajo de los promotores reconocidos por la RNA polimerasa Ill secuencias
disefiadas para codificar horquillas de RNA. Las secuencias codificantes de las
horquillas se formaron con dos fragmentos distintos de DNA (fragmentos A y B) los

cuales se disefaron para que solo puedan ligarse en pares “mixtos” como muestra la
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4.3.7

Figura 7. Los oligonucleétidos utilizados para la construccion de 3 horquillas de RNA

distintas (shRNAa, b y c) se muestran en la Tabla 4.

Inicialmente se fosforil6 1 ng de cada oligonucleétido que constituyen los fragmentos;
ello es necesario ya que los oligonucleétidos sintetizados quimicamente carecen del
fosfato en el extremo 5. La ligacién se realizé con 16 U de polinucleétido quinasa del
fago T4 en presencia de Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), MgCl, 10 mM, DTT 5 mM,
espermidina 100 uM y EDTA 100 uM (Invitrogen. Corporation. Carlsbad CA, EE.UU)
ademas, el medio se suplementé con rATP 50 uM incubando a 37°C durante 2 h. Los
oligonucledtidos se decantaron por centrifugacion a 21.000 x g durante 30 min en
presencia de acetato de sodio 100 MM y 66% de etanol. Los oligonucleétidos se
resuspendieron en 50 uL de una solucién de tamp6n de PCR 1X y MgCl, 2 mM. El
apareamiento se realiz6 en termociclador utilizando el mismo programa con que se

aparearon los siRNAs (vide supra, pag 25).

Transformacioén de células E. coli DH5a

Las células E. coli DH5a competentes con CaCl, se transformaron con plasmidos de
tamafio reducido (3~9 kpb). Se transform6 100 L de células competentes con 10 pg de un
plasmido circular o 10 ng de una mezcla de ligacién. Las células se incubaron con el DNA
durante 30 min en hielo, se les di6 un golpe térmico a 42°C durante 2 min y luego se
recuperaron en 1 mL de LB sin antibidtico a 37°C en un agitador de bacterias a

200 RPM durante 1 h. Todas las células de la transformacion se sembraron en placa
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Figura 7: Construccién de genes codificantes de horquilla de RNA

Estrategia empleada para construir y ligar a los promotores una secuencia que codifica
una horquilla de RNA. Los fragmentos (A y B) se forman por apareamiento, en tubos
independientes, de 2 oligonucledtidos cada uno. La secuencia de conexion entre la
hebra sentido (celeste) y antisentido (azul), se genera por el apareamiento y ligacion de

las secuencias en blanco. Se representa la secuencia de la horquilla ¢ (ShRNAc).
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Tabla 4: Oligonucleo6tidos utilizados para formar, por apareamiento, los

fragmentos Ay B que originan la secuencia codificante de las horquillas de RNA.

Construccion Fragmento A Fragmento B
TG-226-> TG-227->
ShRNAa CAGCAGCCCGAGGTCTTCCGA AGAAGACCTCGGGCTGCTGGC
GGTCGTCGGGCTCCAGAAGGCTTCTT CTGGAGCCCGACGACC
TG-232¢€ TG-231¢€
TG-259-> TG-258->
ShRNAb  GAAGACCTCGGGCTGCTGG CGAACCAGCAGCCCGAGGTCTTCC
GCTTCTGGAGCCCGACGACCGCTT GGTCGTCGGGCTCCAGAAG
TG-258¢ TG-259¢
TG-317-> TG-318->
ShRNAc CAGCAGCCCGAGGTCTTC TCTCTTGAAGAAGACCTCGGGCTGCTGGC
GGTCGTCGGGCTCCAGAAGAGAGAACTT CTTCTGGAGCCCGACGACC
TG-316€ TG-165¢

Las parejas de oligonucleétidos constituyentes de los fragmentos A y B (Figura 7) se
aparearon en reacciones independientes. Los fragmentos A y B ya formados se ligaron
al promotor del RNA U6+35. Los fragmentos tienen restricciones geométricas y de
secuencia, de modo que sélo es posible la ligacion de ambos fragmentos y en una
direccion. Las flechas indican la orientacion 523 en que estan representados los

oligonucledtidos.
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agar/ampicilina (ampicilina 100 pg/mL 6 kanamicina 50 pg/mL, segun corresponda en

cada caso) y se cultivaron a 37°C durante 16 h.

CONSTRUCCION DE VECTORES ADENOVIRALES DE 1™ GENERACION

La construccion de los vectores adenovirales se realiz6 mediante el sistema AdEasy
(Stratagene, La Jolla, CA. EE.UU). Este sistema se basa en la recombinacion
homologa de dos plasmidos (adenoviral y transportador) para producir el genoma de
un vector adenoviral no replicativo de 1" generacion. La recombinacién se realizé en
bacterias E. coli DH5a (cepa BJ5183-AD-1, Stratagene) las cuales son muy eficientes
en recombinar estos plasmidos. Los vectores adenovirales de 1™ generacién no se
replican en células eucariontes porque carecen de los genes E1 y E3 los que, en el
adenovirus silvestre, generan proteinas transactivadoras de la expresion de otros
genes virales. So6lo pueden hacerlo en células especiales (HEK-293) en cuyo genoma

se han insertado estos genes y aportan las proteinas necesarias en trans.

Traspaso del gen interferente desde el plasmido pGEM-T Easy al plasmido
transportador pAdTrack

El gen interferente (promotor, secuencia codificante y sefial de término de la
transcripcién) se encontraba en el plasmido pGEM-T Easy, el cual posee el gen de
resistencia a ampicilina como marcador de seleccion. El gen interferente se escindié por

digestion con la enzima Not | y se lig6 al plasmido pAdTrack en el sitio Not | (Figura 8).
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Figura 8: Ligacién del gen interferente al plasmido transportador pAdTrack

El gen interferente se extrajo por digestién con Not | desde el plasmido pshRNAc y se
ligb al plasmido pAdTrack digerido con Notl. La identificacion de las colonias que
incorporaron el inserto se realizé por amplificacion con partidores que se anclan en el

promotor y en la horquilla.
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4.4.2

Se lig6 100 ng de pAdTrack con 100 ng de pGEM-T Easy, ambos digeridos con Not |,
usando 3 U de ligasa del fago T4. Se incubd 16 h a 4°C y se transformé células E. coli
DH5a con 2 pL de mezcla de ligacion. La identificacion del plasmido que tiene el gen
de la horquilla se realizé6 mediante PCR de los plasmidos (partidores TG-205 y TG-316)
aislados de las colonias resistentes a kanamicina (marcador de seleccion de

pAdTrack).

Produccion del genoma adenoviral: recombinacién de pAdEasy-1 con pAdTrack

El genoma adenoviral se construyé con el plasmido pAdTrack (Figura 8), que lleva los
genes de la eGFP y el shRNAc, y con el plasmido pAdEasy-1 (Figura 9), que lleva los
genes virales. Ambos plasmidos al recombinar (Figura 10) en las bacterias E. coli
DH5a cepa BJ5183-AD-1 generan un nuevo plasmido que posee el genoma de un

vector adenoviral.

Se electroporaron 100 pL de bacterias E. coli DH5a cepa BJ5183-AD-1, las cuales ya
poseen el plasmido pAdEasy-1 (~35 kpb, que confiere resistencia a ampicilina) con 1 ug
de pAdTrack (~9 kpb, que confiere resistencia a kanamicina) linearizado con Pme |
para liberar las zonas de recombinacion con pAdEasy-1. El pulso eléctrico de 2500 V
se aplicé en cubeta Eppendorf (2 mm de espaciamiento entre los electrodos) enfriada
en hielo, previo al pulso eléctrico, para evitar que en el proceso de electroporacion el
aumento de temperatura matara las bacterias. Inmediatamente después del pulso
eléctrico se agregé 1 mL de LB sin antibiético, las bacterias se recuperaron a 37°C
durante 60 min y sin agitacién. Se sembr0 la totalidad de las bacterias en placas de

agar kanamicina (50 pg/mL) y se cultivaron a 37°C durante 16 h.
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Figura 9: Plasmido pAdEasy-1

Este plasmido posee todos los genes del adenovirus a excepcién de E1 y E3, en cuyo
lugar se inserta el gen de interés terapéutico. Las zonas en naranjo y azul
corresponden a secuencias compartidas con el pldsmido transportador, necesarias

para que ocurra la recombinacion.
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Figura 10: Recombinacién homéloga del plasmido pAdEasy-1y pAdTrack

La recombinacion de los plasmidos ocurre en los brazos de homologia izquierdo
(naranjo) y derecho (azul); sin embargo también puede ocurrir entre el origen de
replicacion (Ori) y el brazo derecho. Ambas recombinaciones son productivas para

originar el genoma de un vector adenoviral de 1" generacion.
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4.4.3

El tamizado del pldsmido recombinante (Figura 11) se realiz6 aplicando los siguientes
3 criterios: i) las colonias deben ser resistentes a kanamicina, ii) el tamafio del plasmido
de las colonias debe ser ~35 kpb y iii) la digestion del plasmido con Pac | debe dar dos
fragmentos, uno de ~32 kpb que corresponde al genoma adenoviral y otro de
36 4,5 kpb, dependiendo de si la recombinacion ha tenido lugar en los brazos de
homologia izquierdo y derecho o entre el origen de replicacion y el brazo derecho.
Ambas recombinaciones dan origen al genoma del vector adenoviral deseado (He y

cols., 1998). Por ultimo, se confirmd la identidad del clon mediante secuenciacion.

Produccion de vectores adenovirales

Se transfectaron células HEK-293 con 5 ug de genoma adenoviral recombinante y
10 pL de lipofectamina 2000™ (Invitrogene). EI DNA vy la lipofectamina se diluyeron en
tubos independientes, a 250 UL con DMEM sin suero y sin antibiético. Se incubaron a
temperatura ambiente 10 min, luego se mezclaron e incubaron otros 10 min para

formar el complejo DNA-Lipofectamina.

Las células HEK-293 al 70~80% de confluencia en un botella de 25 cm? con 4 mL de
DMEM sin suero y sin antibi6tico, se transfectaron con los 500 uL de complejo
DNA-Lipofectamina durante 5 h a 37°C y 5% de CO,. A continuacién se cambi6 el
medio por 5 mL de medio DMEM con suero fetal bovino al 10% y se continu6 la

incubacion durante 15 dias, renovando el medio cada 2 dias.

Las células, sin evidencias de efectos citopético, se cosecharon raspando el fondo de

la botella con un mezquino, se recolectaron y se lisaron con 3 ciclos de congelamiento
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Plasmido Adenoviral
~35 kpb

(pPAdshRNAC)

Figura 11: Plasmido recombinante que posee el genoma de un vector adenoviral
de 1™ generacion. Este plasmido codifica la eGFP y el shRNAc bajo el control del
promotor del RNA U6. El plasmido se digiri6 con Pac | para exponer los ITR del
genoma del vector adenoviral y al mismo tiempo eliminar el marcador de seleccion

(kanamicina) y el origen de replicacion.
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4.4.4

y descongelamiento (-80°C/37°C). El lisado celular se centrifugd a 21.000 x g 10 min.
para precipitar los restos celulares. En el siguiente ciclo de amplificacién se utiliz6 2/3
del lisado total para infectar un botella de 25 cm?® con células HEK-293 al 70~80% de
confluencia. Estas células se incubaron durante 5 dias antes de lisarlas. La tercera
amplificacién se realizé con 2/3 del lisado obtenido para infectar tres botellas de
75 cm?, se cultivé durante otros 5 dias antes de lisar las células. Finalmente con este
ultimo lisado se infectaron 20 botellas de 75 cm?, las cuales se cultivaron durante 3

dias antes de cosechar los virus.

Purificaciéon de los vectores adenovirales

Células HEK-293 infectadas con vectores adenovirales, provenientes de 20 botellas de
75 cm?, se soltaron raspando las botellas con un mezquino. Las células se decantaron
por centrifugacién a 9000 x g durante 5 min, se lavaron con 8 mL de PBS, se
centrifugaron nuevamente y se resuspendieron en 8 mL de PBS. Las células
resuspendidas se sometieron a 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento
(-80°C/37°C) para lisarlas y liberar las particulas virales. Los virus se purificaron en una
gradiente discontinua de CsCI (Invitrogen). La totalidad del lisado celular (8 mL) se
carg6 en un tubo de polialdbmero (Beckman. Palo Alto, CA, EEUU) el cual contenia la
gradiente establecida previamente con 3mL y 4 mL de CsCl 1,2g/mL y 1,4 g/mL,
respectivamente. La gradiente se centrifugd a 100.000 x g y 4°C durante 90 min en
centrifuga semiultra Beckman modelo Avanti J-301 con un rotor de angulo batiente
(JS-24). Los vectores adenovirales correctamente empaquetados tienen una densidad
mayor que los virus vacios, evidenciandose 2 bandas en los tubos luego de la

separacion por densidad. Los vectores virales mas densos se recuperaron por
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4.4.6

aspiracidon con una micropipeta, se alicuotaron en fracciones de 100 pL en tampdn
Tris-HCI 5 mM (pH 8,0), NaCl 50 mM, seroalbumina de bovino 0,05% y glicerol 25% vy

se almacenaron a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

Cuantificacion de vectores adenovirales

Los vectores adenovirales se cuantificaron espectrofotométricamente en funcién de la
cantidad de DNA. Para ello, una fraccion de los vectores recién purificados por
gradiente de cloruro de cesio, se lisaron con una solucién de Tris-HCI 10 mM (pH 7,4),
SDS al 0,1% y EDTA 1 mM. Los virus se incubaron 10 min a 56°C para desarmar las
capsides virales y exponer el DNA viral. Finalmente se cuantificaron 3 diluciones (1/25,
1/50 y 1/100) a 260 nm (Mittereder y cols., 1996). La concentracion viral se calculé con

la siguiente formula:

Particulas virales/mL = Ayg X 50 x 102

Infeccion de células H4-II-E-C3 con vectores adenovirales y medicion de la
ALDH2

Se sembraron 1,2x10° células de hepatoma de rata H4-1I-E-C3 en una placa de 35 mm
gue contenia 2 mL de medio DMEM con suero. Luego de 24 h de incubacion a 5% CO,
y 37°C, cuando las placas se encuentran aproximadamente al 50% de confluencia, se
infectaron con distintas dosis virales segun se indique. La incubacion a 5% de CO, y
37°C se extendid por otras 96 h luego de lo cual se lisaron las células y se midio la

actividad de la ALDH2 como se describi6 en la seccion 4.2.5 (pag. 30).
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4.4.8

4.4.9

Extraccion de RNA total

Las células H4-1I-E-C3 se infectaron con distintas dosis del vector adenoviral que
codifica el shRNAc (AdV-shRNACc) y del vector adenoviral que sélo tiene el promotor
(AdV-Control). La preparacion del RNA se realizdé 96 h postransduccion. Una placa de
35 mm (aprox. 4x10° células) se procesé con 1mL de TRIzol (invitrogen). El
homogenizado se incubd a temperatura ambiente durante 5 min para permitir la
disociacién de las nucleoproteinas. Se adicion6 0,2 mL de cloroformo, se agité
vigorosamente con la mano y se centrifugé a 12.000 x g durante 15 min. Se recupero la
fase acuosa, aproximadamente 0,5 mL, se le agregd 0,5 mL de isopropanol y se incub6
a -20°C durante 16 h. EIl RNA se decanté por centrifugaciéon a 12.000 x g durante
45 min a 4°C. Finalmente, el RNA se resuspendié en agua libre de RNAsas y se

cuantificé espectrofotométricamente a 260 nm. (Shimadzu UV-1201).

Electroforesis de RNA

Para detectar la expresion del shRNA y el procesamiento de éste, se someti6 a
electroforesis entre 20 y 40 ug de RNA total en un gel de poliacrilamida desnaturante
(poliacrilamida:bisacrilamida [19:1] 20%, urea 7 M, TBE 1x) a una potencia constante
de 15W vy utilizando TBE 1x como tampoén de electroforesis (Tris 45 mM, ac. Bérico

175 mM y EDTA 2 mM).

Transferencia del RNA a una membrana

Para detectar la expresion del shRNAc y del siRNA2 se transfirié el RNA, durante 1 h a
100 V, a una membrana de nylon Hybond-XL (Amersham Biosciences. Little Chalfont,
Bucckinghamshire, Reino Unido) utilizando la camara de transferencia Trans-Blot

(Bio-Rad. Hercules, CA, EE.UU.). La transferencia se realiz6 en tampén TBE 1x. Una
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vez concluida la transferencia se sec6 la membrana al aire por 5 min y luego se fij6 el
RNA en la membrana mediante exposicion directa de ésta a la luz del transiluminador

(2 min). La membrana se guardé a 4°C hasta el momento de su utilizacion.

Marcacion de la sonda

La sonda usada para detectar el ShRNAc y el siRNA2 fue el oligonucleétido TG-317 cuya
secuencia (CAGCAGCCCGAGGTCTTC) es complementaria a la hebra antisentido del
shRNAc y del siRNA2 (es decir, es idéntica al mensajero de la ALDH2) de modo que no
hibrida con el mensajero de la ALDH2. El oligonucledtido se marco en el extremo 5 con
ATP y-*P. La marcacion del oligonucleétido TG-317 se realizé a 37°C durante una h, en
presencia de 20 pmoles de ATP y-*P, tampén de fosforilacion directa 1x y 10 U de
polinucleétido kinasa en un volumen final de 20 uL. El oligonucleétido marcado se incub6
16 h a -20°C con acetato de sodio 0,1 M y etanol 66% Yy, se decantd por centrifugacion

durante 45 min. Finalmente se resuspendi6 en 100 L de H,O tratada con DEPC.

Hibridacion del RNA

La deteccion del shRNAc y del siRNA2 se realiz6 por hibridacion con una sonda
complementaria. Las membranas se preincubaron por 1 h a 65°C en una solucién que
contiene SSC 6X, Denhardt's 5X, SDS 0,5% y DNA de espermio de salmén 100 pg/mL.
La hibridacion se realizé durante 1 h con 6 pmoles del oligonucle6tido marcado. Las
membranas se lavaron 3 veces con una soluciéon de SSC 2X y SDS 0,2%, una vez a
65°C y dos veces a 55°C. Finalmente la sefial de hibridacion se captur6 con una

pelicula fotografica BioMax XAR (Kodak, Rochester, NY)
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RESULTADOS

Los resultados se presentan en cuatro secciones: i) modelo celular, i) experimentos
con siRNAs: disefio y evaluacion iii) experimentos con shRNA: construccion del gen y
evaluacién y iv) experimentos con vector adenoviral interferente: construccion y

evaluacion.

MODELO CELULAR

Actividad de la ALDH2 de rata en células humanas HEK-293

En estudios iniciales se determiné la eficiencia de transfeccion de las células de
hepatoma de rata H4-1I-E-C3, las cuales expresan un nivel apreciable de la ALDH2
(Karahanian y cols., 2005). Utilizando Lipofectamine 2000 y el plasmido pAAV-eGFP,
gue codifica la proteina eGFP, se cuantific6 el nimero de células verdes en un
citometro de flujo. Como se muestra en la Figura 12, menos del 5% de las células
expresan eGFP. Esta eficiencia de transfeccion no permite evaluar la reduccién de la

actividad de la ALDH2 en las células H4-1I-E-C3.

Como alternativa a las células H4-11-E-C3 se utilizaron células HEK-293, las cuales son
facilmente transfectables alcanzando eficiencias superiores al 50%. Estas células
carecen de la actividad de la ALDH2 (Figura 13), lo que permite tener un sistema que
exprese la ALDH2 de rata mediante su transfeccion con el plasmido
pACCMVpALDH2D, alcanzando niveles de actividad similar a células H4-II-E-C3
(Karahanian y cols., 2005) (3,85 nmoles NADH producidos/mg de proteina/min).
Adicionalmente la transfeccion simultanea de las células HEK-293, con el pladsmido
pACCMVpALDH2D y con las moléculas interferentes (siRNA), es equivalente a tener

un sistema con 100% de eficiencia de transfeccion.
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Figura 12: Analisis por citometria de flujo de células H4-lI-E-C3 transfectadas con
un plasmido que codifica eGFP

Los paneles A y B son células H4-1I-E-C3 sin transfectar. El panel A representa las
caracteristicas fisicas de la poblacion celular, en las abscisas se grafica el tamafio de las
células y en las ordenadas la dispersion de la luz (que es funcién de la rugosidad y
granulosidad de las células). El panel B representa la subpoblaciéon P1 del panel A, en
las abscisas se grafica la fluorescencia de las células y en las ordenadas su namero; en
él se defini6 la fluorescencia basal de las células H4-11-E-C3 sin eGFP y el punto de corte
(FITC-A 3x10%). Los paneles C y D son células H4-II-E-C3 transfectadas con el plasmido
pAAV-eGFP, que expresa la eGFP. En el panel C se selecciond la subpoblacion P1 a la
cual se le evalu6 su fluorescencia graficada en el panel D; un desplazamiento hacia la
derecha del punto de corte indica que las células transfectadas expresan eGFP. Se
concluye de este grafico que menos del 5% de las células H4-II-E-C3 transfectadas con

el plasmido pAAV-eGFP presentan fluorescencia sobre el control.
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Figura 13: Actividad de la ALDH2 en células HEK-293 transfectadas con
pACCMVpALDH2D y sin transfectar.

El ensayo estandar mide la cantidad de NADH producida por miligramo de proteina en
el tiempo, utilizando 14 uM de propionaldehido como sustrato. Actividad de la ALDH2
en células HEK-293 sin transfectar (circulos abiertos) y transfectadas (circulos
cerrados) con un plasmido que expresa la ALDH2 de rata (pACCMVpALDH2D).
Medicion realizada 72 h postransfeccion, utilizando lisado celulares como fuente de

actividad enzimatica.
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5.2

5.2.1

Experimentos con siRNAs

Inhibicion de la expresion de la ALDH2 de rata en células HEK-293 transfectadas
con siRNAs

Con el propdsito de inhibir la actividad de la ALDH2 se disefiaron 3 siRNAs, de acuerdo
a los criterios de Elbashir y cols. (2002) y Reynolds y cols. (2004). La eficiencia de
estos 3 siRNAs para inhibir la expresion de la ALDH2 de rata se probd en células
HEK-293. Los siRNAs 1 y 2 se disefiaron de acuerdo a los criterios de Elbashir y cols
(2002) en Tabla1 (pag. 15). Por otra parte, el sSiRNA3 se disefié de acuerdo a las
reglas de Reynolds y cols (2004) en Tabla 2 (pag. 16). Los siRNAs 1 y 3 estan dirigidos
contra zonas exclusivas del mensajero de la ALDH2 de rata, mientras que el siRNA2
esté dirigido contra una zona del mensajero de ALDH2 (ver Figura 14), cuya secuencia
nucleotidica es compartida por rata y humano, y no esta presente en otras ALDHs de
rata ni de humano. Los tres siRNAs (RNAs de doble hebra) se sintetizaron con 2
timinas en el extremo 3’ lo que les brindaria mayor resistencia a la degradacion por
exonucleasas 3’ (Elbashir y cols., 2001). Cuando se forma el siRNA ambas timinas
gquedan protuberantes y desapareadas. La Figura 14 muestra la secuencia y la

ubicacién de los siRNAs sobre el mensajero de la ALDH2 de rata.

Como ya se indicara, las células HEK-293 no poseen actividad ALDH2 detectable
(vide supra, pag 55. Figura 13) de modo que para determinar la eficiencia en el
silenciamiento de la ALDH2 se cotransfectaron células HEK-293 con el plasmido
pACCMVpALDH2D junto con los siRNAs ya apareados. Como control se transfecto las
células con los oligonucledtidos sentido y antisentido de los respectivos siRNAs. La

actividad de la ALDH2 se normalizé6 de acuerdo a la actividad de células HEK-293
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Figura 14: Secuencia y ubicacion de los siRNAs sobre el mRNA de la ALDH2 de
rata.

A) Esquema del mMRNA de la ALDH2 de rata, se indica la ubicacion de los sSiRNA 1y 2
disefiados de acuerdo los criterios de Elbashir y cols. (2002) y del siRNA3, disefiado de
acuerdo a Reynolds y cols. (2004). B) Secuencia de los siRNAs, la secuencia
subrayada corresponde a la hebra de antisentido que se utiliza como hebra guia en el
complejo de silenciamiento, ya que aparea con el mensajero de la ALDH2. La hebra
antisentido del siRNA2 también es complementaria al mMRNA de la ALDH2 humana.
Los nameros corresponden a la zona de complementariedad de base con el mensajero
de la ALDH2 de rata que comprende cada siRNA segun el archivo GeneBank X14977.

Tm calculada de acuerdo a Xia y cols., (1998).
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transfectadas con pACCMVpALDH2D junto con un oligonucleétido sin
complementariedad de base con el mensajero de la ALDH2 (para mantener la
proporcion de lipofectamina/acido nucleico constante en todos los experimentos) al
cual se le asigné una actividad de 100%. Se determiné que el siRNAL no disminuye la
actividad de la ALDH2 de rata (Figura 15 A), mientras que los siRNAs 2 y 3 producen
una disminucién que oscila entre un 65y un 70% (Figura 15 B y C). Dicha disminucion
se obtuvo Unicamente mediante la transfeccion de la doble hebra de RNA (siRNA),
observandose sélo una pequefia disminucion de la actividad ALDH2 con la hebra
sentido y la antisentido constituyentes de los respectivos siRNAs. Esto sugiere que la
disminucién de la actividad enzimética no se debe a un bloqueo de la traduccion del

MRNA por la hebra de antisentido.

El disefio de los siRNAs 1 y 2 se realiz6 antes de la publicacion de las reglas de
Reynolds; luego un analisis retrospectivo de estos siRNAs con el algoritmo propuesto
predice que ambas secuencias serian malos blancos para la interferencia (el siRNA1
tiene un puntaje de -1 y el siRNA2 un puntaje de 2 de un maximo de 9). Sin embargo,
el siRNA2 disminuye en 65% de la actividad ALDH2 de rata en células HEK-293. Este
resultado puede significar que existen otros factores aln no identificados que

determinan la eficiencia del siRNA (ver discusion).

Se decidio utilizar el siRNA2 para desarrollar la etapa siguiente debido a que: i) Se ha
reportado que una disminucién del 40% de la actividad de la ALDH2 produce un efecto
farmacologico (Helander y Carlsson, 1990; Garver y cols., 2001); en circunstancias que
el siRNA2 disminuye un 60% la actividad de la ALDHZ2, ii) la secuencia blanco esta

presente en el mensajero de la ALDH2 de rata y de humano, lo que permitiria usar la
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Figura 15: Actividad de la ALDH2 en células HEK-293 transfectadas con siRNAs.

Las células HEK-293 se transfectaron con i) pACCMVpALDH2D vy ii) con siRNAL (A),
siRNA2 (B), siRNA3 (C) o sus oligonuclettidos sentido (achurado sencillo) y antisentido
(achurado doble). La actividad se midio en los lisados 72 h postransfeccion, se corrigio por
mg de proteina total y se expresd como porcentaje de la actividad de la ALDH2 de células
HEK-293 transfectadas con pACCMVpALDH2D junto con un oligonucleétido no
relacionado (control ---; 2,04 nmoles de NADH producido/mg de proteina/min = 100%).

(siRNA 2 y 3 son significativos *=p<0,05). n=3, en triplicado.
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5.3

5.3.1

5.3.2

misma molécula en células humanas vy, iii) el SIRNA3, que produce una mayor inhibicién,
posee 2 adeninas consecutivas inmediatamente antes de las 2 timinas, de modo que al
construir un gen para siRNA3 estas adeninas quedarian inmediatamente antes de la
sefial de término de la transcripcion inhibiendo su reconocimiento por parte de la
polimerasa. Esto hace imposible construir un gen que, bajo el control de un promotor de

la RNA polimerasa I, transcriba un shRNA precursor del SIRNA3.

Experimentos con shRNA

Clonacion de tres promotores humanos reconocidos por la RNA polimerasa lll

Al iniciar esta tesis no se habia descrito un promotor de la RNA polimerasa Il de rata,
ni evidencia que demostrara la funcionalidad de los promotores de la RNA
polimerasa Il humana (algunos de los cuales ya estaban descritos) en células de rata.
Contar con un promotor reconocido por la RNA polimerasa lll, que sea funcional en
células de rata es fundamental para producir genes de shRNA. Por este motivo se
clonaron y secuenciaron los promotores de los RNAs U6, H1 y 7SK humanos. Se
observo que las secuencias clonadas diferian de las publicadas para el promotor del

RNA 7SK (Tabla 5). Estas secuencias se publicaron en la base de datos GenBank.

Funcionalidad de los promotores humanos en células de rata H4-1I-E-C3 y
humanas HEK-293

La funcionalidad de los promotores de la RNA polimerasa Ill de humanos en células de
rata, se verifico ligando rio abajo de cada uno de ellos un DNA de 116 pb cuya

transcripcion se detect6 mediante RT-PCR (Figura 16 A y B). Se demostré que los

61



Tabla 5: Diferencias nucleotidicas en el promotor del RNA 7SK de distintos tipos

celulares humanos.

Previo en GenBank Clonados y publicados en esta tesis
Numeracion HelLa HelLa HEK-293 HepG2 Caco-2
segulin (X04992) (X05490) (X04992) (AY578685) (AY578684) (AY578683)
Insercion 34-35 Si No No No No
nt 59 G C C C C
nt 153 A C C C C
nt 201 T T T C C

El promotor del RNA 7SK de tres tipos celulares humano (HEK-293, HepG2 y Caco-2)
se clond, secuencio y publicé en GenBank (AY578683, AY578684, AY578685).
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Células de higado de rata (H4-1I-E-C3)*

"PCR sin RT

Std  7SK+7 U6+6 U6+35 ctrl Std  7SK+7 U6+6 U6+35 ctrl
Células de rifion humano (HEK-293)

D PCR sin RT

116 pb

116 pb
100 pb

100 pb P

Std ctrl  U6+6 U6+35 7SK+7 Std ctrl  U6+6 U6+35 7SK+7

Figura 16: RT-PCR de un RNA de 116 nt expresado bajo el control de distintos
promotores humanos reconocidos por la RNA polimerasa lll de rata.

A) RT-PCR de hepatoma de rata (H4-lI-E-C3) transfectadas con una plasmido que
contiene: promotor del RNA 7SK (7SK+7), promotor del RNA U6 (U6+6) y promotor del
RNA U6+27 (U6+35). Control RNA de células sin transfectar (ctrl). Estandar de tamafio de
100 pb (Std). (B) Control sin transcripcion reversa. C) RT-PCR de células humanas
HEK-293 transfectadas con: promotor de RNA U6+6, promotor de RNA U6+35 y promotor
de RNA 7SK+7. (D) Control sin transcripcion. La flecha negra indica la migraciéon esperada
para el amplicon (116 pb). La flecha blanca indica la migracion del fragmento de 100 pb del
estandar. (*) Eficiencia de transfeccion 1/10 H4-1l-E-C4/HEK-293.
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promotores de los RNAs U6 y 7SK humanos, clonados en esta tesis, son funcionales en
células de rata. Debe hacerse notar que a pesar de gue la €ficiencia de la transfeccion
de estas células no supera el 5%, la amplificacion del RNA de 116 nt mediante RT-PCR
semicuantitativa, permite detectar su expresion. De manera analoga se determiné la

funcionalidad de los promotores en células humanas HEK-293 (Figura 16 C y D).

A pesar de que la técnica utilizada no es cuantitativa, se observa que a partir de la
misma cantidad de RNA total (2 ug) la cantidad de amplificacibn obtenida es
considerablemente mayor en células HEK-293, lo que sugiere que la cantidad de RNA
expresado también es mayor. Este resultado es coherente con una mayor eficiencia de
transfeccion en las células HEK-293 que en las células H4-II-E-C3. La cantidad de
amplificacién obtenida entre los distintos promotores en el mismo tipo de células es
similar, indicando que su eficiencia de transcripcién relativa también es similar. En el
aflo 2002 se determiné que una horquilla de RNA, que emula a un siRNA, produce
mayor inhibiciéon cuando es transcrita a continuacion de los primeros 27 nt del RNA U6
(cuya secuencia forma una horquilla que la protege de la degradacion por
exonucleasas 5’, ver Figura 17) (Paul y col., 2002). Con estos antecedentes, eficiencia
de transcripciéon similar (dato empirico) y mayor inhibicion con U6+27 (dato
bibliografico) se eligi6 el promotor del RNA U6+35 (transcribe los 27 nucledtidos
iniciales del RNA U6 mas 8 nucledtidos del sitio de restriccion) para comandar la

transcripcion de las horquillas de RNA (shRNA a, by c).

64



y
E o
&3 -,
AN T
|- .
:\U’U{m,_m- . 7o
=1
ST Horquilla < §_|
v S—m
| © 1
L PP
o,
% N o0
T T g o 1° nt Eol
2 =? o, = =
© \m \m/ QQI:’ (Iw 2
N SN - =1 LN ot &
B, @ By [ N - 2 ~
=2 A /U?\ / ‘,3\ \
, S—3S— U S— o t— e s e—n—u M—S—S5—35—3 oo |
& I I ) 1 SO | | | I R I I | |
o s— LR o o— G- U— oo I—— S 8- d—©—o
©
\:: / ka m/ N /
N ot [N i
S— @~ =] g
| Teggsag
o
<+

27°nt

Figura 17: Prediccién de la estructura secundaria del RNA U6 humano.

Prediccion realizada con el programa MFOLD. Se observa que los primeros 19 nt

forman una estructura de horquilla, la cual se postula brinda proteccién a la
degradacion por exonucleasas 5'.
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5.3.3 Construcciéon de genes que expresan horquillas de RNA bajo el control de
promotores de la RNA polimerasa lll humana
Para lograr un silenciamiento estable y prolongado de la ALDH2 es necesario contar
con un mecanismo de entrega permanente del siRNA a la célula. Dado que el RNA es
sensible a las nucleasas en general y a las RNAsas en particular, enzimas de gran
actividad celular. Para solucionar esta dificultad se construyé un gen que transcribe
permanentemente un RNA que se pliega formando una horquilla (shRNA), cuyo tallo es
la secuencia del siRNA2, de modo que al ser procesada por la enzima Dicer se libere
una molécula del siRNA2; se considerd que las horquillas poseyeran en su extremo 5’
los primeros nucleétidos del RNA U6, pues se ha visto que otras horquillas que lo
posee producen una mayor inhibicién (Paul y cols., 2002). Se disefiaron 3 genes que
transcriben shRNAs (Figura 18). El primero de ellos, codificado por el plasmido
pshRNAa, expresa una horquilla con un tallo de 19 nt y un lazo de 4 nt que une la
hebra sentido con la antisentido y se ubica rio arriba de esta ultima (la hebra guia del
complejo RISC). El plasmido pshRNAb codifica una horquilla con un tallo de 19 nt y un
lazo de 4 nt, el que se ubica rio abajo de la hebra de antisentido. El plasmido pshRNAc
codifica una horquilla de 21 nt de tallo y 5 nt de lazo, la que se ubica rio arriba de la
hebra de antisentido. La transfeccion de células HEK-293 con el plasmido pshRNAa no
disminuye la actividad de la ALDH2, el plamido pshRNAb aumenté la actividad de la
ALDH2, fenébmeno que no se estudiod pues no presenta interés practico en el marco de
esta tesis. El plasmido pshRNAc fue activo produciendo una disminucién del 50% de la

actividad de la ALDH2 de rata en células HEK-293 (Figura 19).

66



\
Cc GGC AGCACAUAUACUACCAUUGGCCAGCAGCCCGAGGUCUUC UUA’

, GGUCGUCGGGCUCCAGAAG]~
UUCGCUCGUG5 3,\’)\3 GUCGUCGGGCUCCAGAAG*\JC
shRNAa: horquilla directa con lazo de 4 nt
G, ! U
C °GC AGCACAUAUACUACCAUUGGGAAGACCUCGGGCUGCUGG]™ Usr
U 4CGHCGUGs: 3’OQCUUCUGGAGCCCGACGACC*GC
shRNAD: horquilla inversa con lazo de 4 nt
G ' e
C ®GC AGCACAUAUACUACCAUUGGCCAGCAGCCCGAGGUCUUCUU "2
U 4CGICCUGs;: 3 sBGUCGUCGGGCUCCAGAAGAG G

shRNAc: horquilla directa con lazo de 5 nt

Figura 18: Plegamiento predicho de los shRNAs obtenidos por transcripcién de
genes controlados por el promotor del RNA U6 humano.

Se muestra el plegamiento de los 3 shRNAs transcritos, predicho por el programa
MFOLD (Zuker, 1989). Todos los shRNAs poseen 35 nt que forman la horquilla del
RNA U6 humano y el brazo de unién con la horquilla interferente (mostrado en negrita).
La secuencia complementaria al mMRNA de la ALDH2 se destaca en una caja gris. Los
shRNAa y shRNAb poseen el mismo lazo de 4 nty el ShRNAc uno de 5 nt. Las flechas

indican los sitios tedéricos de corte para que Dicer origine el SIRNA2.
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Figura 19: Actividad de la ALDH2 en células HEK-293 transfectadas con plasmidos
que expresan un shRNA bajo el control del promotor del RNA U6+35 humano.

La actividad de la ALDH2 en lisados de células HEK-293 se medi6 72 h
postransfeccién con plasmidos que codifican shRNAs contra la ALDH2 de rata. La
transfeccion con los plasmidos pshRNAa (codificante del shRNAa) no produjo cambios
respecto del control, mientras que el aumento observado con el pshRNAb (codificante
del shRNADb) no es estadisticamente significativo (p<0,09). En cambio la transfeccién
con pshRNAc (codificante del shRNAc) disminuyé la actividad en 50% (*=p<0,05). La
actividad de la ALDH2 en células HEK-293 transfectadas con pACCMVpALDH2D vy sin
pshRNA fue definida como 100% (---) (5,37 nmoles NADH producido/mg de

proteina/min).
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5.3.4 Disminucion del mensajero de la ALDH2 de rata en células HEK-293

5.35

Para determinar si la reduccién de la actividad de la ALDH2 obtenida con pshRNACc, es
consecuencia de una disminucion del mensajero, se transfectaron células HEK-293 con
el plasmido pACCMVpALDH2D y con pshRNAc o con un plasmido control (pControl,
plasmido que sdélo posee el promotor). EIl mMRNA de la ALDH2 se cuantific6 mediante
RT-PCR. El plasmido que codifica la horquilla disminuy6 la cantidad de mensajero de la
ALDH2 en aproximadamente 60% (cuantificado con el programa Scion) (Figura 20). Este

resultado es consistente con una reduccion del 50% en la actividad de la ALDH2.

Se observé que la cantidad de mensajero de la $-actina (gen constitutivo) se mantuvo
constante entre las células transfectadas con el plasmido interferente (pshRNAc) y el
plasmido control (pControl), indicando que la transcripcién de otras proteinas no fue
afectada. Adicionalmente se analiz6 el nivel de mensajero del gen IFITM-1, el cual
aumenta cuando la via del interferén es activada (lo cual se desea evitar); el mensajero
no aumentoé, indicando que no se ha activado la via del interfer6n (Figura 20). Este
resultado es positivo porque, al no activar la via del interferén, le brinda potencialidad

terapéutica el plasmido pshRNAc.

Transcripcion del gen del shRNA y deteccién del siRNA

Para determinar si el gen codificante de la horquilla de RNA se transcribe se realiz6 un
andlisis de Northern que detecta la presencia de la horquilla. Para ello se transfect6
células HEK-293 con el plasmido pshRNAc. El RNA extraido de las células se separ6
por tamafio en un gel de poliacrilamida desnaturante. EI RNA separado se transfirio a

una membrana y se hibridé con una sonda complementaria al ShRNAc y al sSiRNA2
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Figura 20: Reduccién selectiva del mensajero de la ALDH2 de rata en células
HEK-293 transfectadas con el plasmido pshRNAc.

Reaccion de transcripcion inversa y amplificacion del mensajero de la ALDH2, del
IFITM-1 y de B-actina a partir de células HEK-293 transfectadas con
pACCMVpALDH2D y con pshRNAc o con pControl. El plasmido pshRNAc reduce el
mensajero de la ALDH2, consistente con la reduccion de actividad de la ALDH2. El
mensajero del IFITM-1, el cual aumenta cuando se activa la via del interferdn,
permanece virtualmente sin cambios, indicando que no hay activacion de la misma. El
mensajero de la B-actina se mantuvo sin mayores cambios, indicando que la reduccion
fue selectiva. (16 a 20 ciclos de amplificacion). La cuantificacion de las bandas se realiz6
con el programa SCION.
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5.4

5.4.1

(complementaria a la hebra de antisentido). La Figura 21 muestra que el gen
codificante del shRNAc (~83 nt) se expresa en células HEK-293 y que una parte es

procesada, posiblemente por Dicer, liberando el SiRNA2 (~21 nt).

Experimentos con vectores adenovirales

Construccion de un vector adenoviral de 1" generaciéon que codifica el shRNAc.
Se construyeron 2 vectores adenovirales de primera generacion, los cuales poseen
todos los genes virales a excepcién de E1 y E3. Uno de los vectores posee el gen que
codifica el sShRNAc (AdV-shRNACc) bajo el control del promotor del RNA U6+35 y el otro
vector posee solamente el promotor del RNA U6+35 sin una secuencia codificante
(AdV-Control). Ademas, ambos vectores codifican eGFP que permite seguir el curso de
la infeccion y la eficiencia de la misma. En todos los experimentos realizados con
vectores adenovirales se determind una eficiencia de transfeccion superior al 90%
(Figura 22). Las células de hepatoma de rata infectadas con distintas dosis virales
(particulas virales por célula o pv/c) presentan una disminucion de 10-15% (ANOVA
p<0,05) en la actividad de la ALDH2 (Figura 23). Este resultado contrasta con lo
observado en el caso de las transfecciones realizadas con pshRNAc en células
HEK-293 (Figura 19) donde se observé una disminucion del 50% de la actividad de la
ALDH2. La disminucion a la actividad con 2000 pv/c, tanto con el vector interferente
como con el vector control, puede ser consecuencia de un efecto citopatico no
detectado por cambios en la morfologia celular. La divergencia entre los resultados en
el sistema de expresion en células HEK-293 y en células infectadas con vector

adenoviral AdV-shRNAc se discutira en la seccioén 6.
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Figura 21: Deteccidon de siRNA2 y shRNAc en células HEK-293

Andlisis de Northern realizado sobre RNA de células HEK-293 transfectadas con el
plasmido pshRNAc. El RNA se extrajo 72 h después de la transfeccion y se sometié a
una electroforesis en gel de poliacrilamida (20%) desnaturante con urea 7M. La sonda,
usada para hibridar, se marcé en el extremo 5 con **P y es complementaria a la hebra
antisentido del siRNA2 y del shRNAc. El panel de la izquierda corresponde a RNA de
células HEK-293 transfectadas con pshRNACc, los paneles de la derecha corresponden

a marcadores de tamafo.
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Figura 22: Eficiencia de transduccion de las células de hepatoma de rata
H4-11-E-C3 con AdV-shRNAc

Los paneles A y B corresponden a las mediciones realizadas a células H4-II-E-C3 sin
transfectar. En el panel A se selecciond la poblacion celular a la que se le midio la
fluorescencia. En el panel B se muestra la fluorescencia basal de las células
H4-1I-E-C3. Los paneles C y D corresponden a células H4-II-E-C3 transducidas con
500 pv/c de AdV-shRNACc (el cual codifica la eGFP). El panel D muestra que el 90% de

las células presentan fluorescencia sobre la linea base.
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Figura 23: Actividad de la ALDH2 de células de hepatoma de rata transfectadas
con vectores adenovirales interferente y control (AdV-shRNAc y AdV-Control).

La actividad de la ALDH2 en células de hepatoma de rata (H4-1I-E-C3) 96 h
postinfeccion. Se demuestra una reduccion limitada de la actividad de la ALDH2 por
AdV-shRNAc (10-15%, ANOVA p<0,05) la que se observo a todas las dosis virales
estudiadas. El analisis de varianza también indica que el AdV-Control per se genera
una marcada inhibicién de la actividad ALDH2 (p<0,05). Se grafic6 como porcentaje de
la actividad presente en células H4-lI-E-C3 sin transfectar (---) (Actividad de 12 nmoles

de NADH producido/mg de proteina/min = 100%). n=3 en triplicado.
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5.4.2 Andlisis de Northern para RNA total de hepatomas de rata (H4-II-E-C3)
Se prepardé RNA total de células H4-II-E-C3 transducidas con 3000 y 4000 particulas
virales por célula (pv/c) de AdV-shRNAc y AdV-Control, ya que a menores dosis no se
observa sefial en el analisis de Northern. Los RNAs se separaron mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida 20% desnaturante con urea 7M vy
posteriormente se transfirieron a una membrana de nylon donde se fijaron. La
deteccidn se realizdé por hibridacién con la misma sonda utilizada para detectar la
horquilla y el siRNA2 expresados a partir del plasmido pshRNAc (ver Figura 21)
marcada radiactivamente. La sefial se recolect6é durante 3 semanas con una placa

autoradiogréfica.

El andlisis de Northern (Figura 24) muestra una muy pequefia cantidad de shRNAc
(~83 nt) mientras que no se detecta la presencia de siRNA2, lo que puede atribuirse a
variadas causas como por ejemplo: i) No hay procesamiento del shRNAc, ii) el
procesamiento del shRNAc es muy poco y produce pequefios niveles de siRNA2, los
gue pueden encontrarse bajo el limite de deteccion, iii) el shRNAc es procesado
normalmente, pero la degradacion del siRNA2 es muy rapida, reduciendo los niveles
globales de siRNA2 en la célula 6, iv) existe una baja expresién del shRNAc,
produciéndose una pequefia cantidad de siRNA2, la que estd bajo el limite de
deteccion del andlisis de Northern. Sin embargo, este resultado confirma un resultado
previo que el promotor del RNA U6 humano promueve la transcripcion de un RNA en

células de rata (vide supra. pag 62, Figura 16).
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Figure 24: Analisis de Northern con RNA de células H4-1I-E-C3 transducidas con
AdV-shRNAc

Deteccion del shRNAc en células H4-11-E-C3 transfectadas con 3000 y 4000 pv/c del
vector adenoviral AdV-shRNAc o AdV-control. Sélo se observa una pequefia cantidad
del shRNAc (~83 nt). No se detecta la presencia de una banda de ~21 nt esperada
para el SIRNA2 en las células H4-11-E-C3 transfectadas con AdV-shRNAc. Eficiencia de

transduccion superior al 90%.
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DISCUSION

La utilizacion de moléculas de siRNA, como herramientas para reducir la actividad
celular de la ALDH2, tuvo como objetivo aumentar la duracion y la especificidad de la
reducciébn versus aquella esperada con oligonucleétidos fosforotioatos o la
transcripcibn de gen de antisentido dirigidos contra el mensajero de la ALDH2
(Ocaranza y cols., 2008; Garver y cols., 2001). Estos estudios han demostrado en
modelos animales que una menor tasa de traduccién de dicho mensajero disminuye la
actividad de la ALDH2 y genera un rechazo al consumo de alcohol. Las estrategias de
“prueba de principio” utilizadas anteriormente no permiten efectos prolongados, como
es el caso de los olinucledtidos fosforotioato de antisentido, requiriendo
administraciones periddicas para mantener la actividad de la ALDH2 disminuida, o
carecen de especificidad, como es el caso del gen de antisentido. Ambas
caracteristicas podrian ser mejoradas con la utilizacion de siRNAs generados a partir

de un gen que se transcriba produciendo un shRNA.

En esta tesis se construyeron 3 siRNAs (siRNA 1, 2 y 3) y 3 genes (shRNAa, b y c) de
los cuales 2 siRNAs y 1 gen disminuyeron la actividad de la ALDH2 en 60-70%. Tanto
los siRNAs como el gen disminuyeron sobre el umbral de 40% la actividad de la
ALDH2, el cual se ha determinado en otros estudios que corresponde a la disminucion
de la actividad de la ALDH2 alcanzada por otros agentes efectivos en producir un
rechazo al consumo de alcohol, tanto en ratas como en humanos (Helander y

Carlsson, 1990; Garver y cols., 2001; Ocaranza y cols., 2008).
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6.1

Expresion del gen de la ALDH2 de rata en células humanas HEK-293

Los resultados preliminares en células H4-1I-E-C3, consistentemente mostraron una
baja eficiencia de transfeccion en todas las condiciones analizadas. Este bajo nivel de
transfeccion nos obligd a construir un sistema celular artificial que expresara el
mensajero de la ALDH2 de rata y en el que pudiéramos detectar la actividad de la
ALDH2. La estrategia de cotransfeccion utilizada tiene varias ventajas: i) no requiere
realizar correcciones a la actividad de la ALDH2 por concepto de la vida media de la
proteina preformada (proteina formada antes de la transfeccién del siRNA o del gen
que codifica el shRNA), debido a que la sintesis de la ALDH2 comienza con la
transfeccion del plasmido que la codifica. ii) no requiere realizar correcciones a la
actividad de la ALDH2 por concepto de la eficiencia de la transfeccién, debido a que el
complejo de lipofectamina y DNA lleva tanto el gen que codifica la ALDH2 como el
siRNA o el gen que codifica el sShRNA; de modo que todas las células transfectadas
con el gen de la ALDH2 también lo han sido con el siRNA o el gen lo codifica. Esto es
equivalente a transfectar con moléculas interferentes el 100% de las células que

expresan el gen de la ALDH2 de rata.

Sin embargo, utilizar un tipo celular distinto al modelo final (células HEK-293
embrionarias de rifion versus H4-1I-E-C3 hepatomas) plantea la interrogante de si la
cantidad de mRNA de la ALDH2 presente en el modelo de sobrexpresion es
comparable en términos cuantitativos a la presente en las células de rata, esto a pesar
de que en términos de actividad son comparables a lo reportado por Karahanian y cols.
(2005) (~4 ng/mg proteina/min). Podria darse la situaciéon de que en el modelo de

sobre expresion (HEK-293) una menor cantidad de mensajero origine una actividad de
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la ALDH2 similar a la presente en las células de rata, como consecuencia de una
mayor eficiencia de traduccion del mensajero que compense la diferencia. Asi un
siRNA que es eficiente en células HEK-293, porque degrada el 50% de los mensajeros
(produciendo una reduccion del 50% del mRNA y posiblemente de la proteina), puede
ser ineficiente en otro tipo celular, donde el gen se expresa con mayor fuerza
produciendo una mayor cantidad de mensajero, de modo que la misma cantidad de
moléculas destruidas equivalen por ejemplo sé6lo al 25% del total del mRNA de la

ALDH2 y, como consecuencia, producen sélo una disminucién del 25% de la actividad.

Recientemente, se ha reportado que la estructura secundaria del RNA blanco, puede
favorecer o limitar la eficiencia de un siRNA para producir silenciamiento (Amares y
cols., 2007; Schubert y cols., 2005; Westerhout y Berkhout, 2007). Asi, un siRNA que
produce una degradacion del 90% del mensajero blanco, cuando éste se encuentra en
una determinada conformacion tridimensional, en otra linea celular donde las proteinas
y mensajeros son diferentes, el mensajero blanco puede plegarse de manera distinta y
el mismo siRNA ahora solo degradaria el 10% del blanco, a pesar de que en ambos
casos la secuencia del siRNA es 100% complementaria al mensajero blanco. En el
futuro los criterios deberian incorporar consideraciones de disponibilidad espacial de la
secuencia en el mRNA blanco, lo que ayudaria a tener mejores predicciones de
eficiencia para las posibles secuencia blanco. A pesar de sus limitaciones, este sistema
permitié probar de manera sencilla los distintos siRNAs y posteriormente los genes de

shRNA e identificar 2 siRNAs y 1 gen de shRNA con potencial de inhibicién.
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6.2

Eleccion de las secuencias blanco contra la ALDH2 de rata

La principal ventaja de los siRNA sintetizados quimicamente, es que permiten realizar
un barrido rapido de todas las secuencias candidatas a ser buenos blancos para la
interferencia. Ademas, permiten transfectar las células con las hebras sentido o
antisentido y probar facilmente la especificidad de la interferencia, descartando que se

trate de un efecto tipo RNA de antisentido.

En esta tesis se utilizaron los criterios de Elbashir y cols., (2002) y Reynolds y cols.,
(2004) para buscar, en el mensajero de la ALDH2, secuencias blanco para
interferencia que tengan mayores posibilidades de producir inhibicion. Los criterios de
Elbashir y cols., pretenden ubicar una region del RNA blanco que esté alejada de los
sitios de union a proteinas y evitar las regiones muy estructuradas tridimensionalmente.
Por otra parte, los criterios de Reynolds y cols., no consideran a las proteinas que
pudiesen estar unidas al RNA blanco (consistente con el modelo de silenciamiento del
momento, que consideraba que el complejo de silenciamiento era capaz de desarmar
la estructura del mRNA para encontrar zonas de complementariedad); mas bien se
preocupa empiricamente de tener una interaccion mas eficiente entre el RNA guia, el
RNA blanco y el complejo de silenciamiento, para lo cual es importante tener o no
ciertos nucleétidos en posiciones determinadas dentro de la zona de
complementariedad con el siRNA. Ambos criterios nos permitieron encontrar
rapidamente regiones en el mensajero de la ALDH2 que produjeron una disminucion
de la actividad superior al 40% (disminucibn minima que genera un efecto
farmacologico). Sin embargo, ninguno de los criterios, tanto los de Elbashir como los

de Reynolds, considera la disponibilidad fisica (estructura secundaria) de la secuencia
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6.3

blanco como un factor a tomar en cuenta para predecir la eficiencia de un sitio. El
desarrollo de mejores algoritmos para predecir la estructura secundaria de RNAs
grandes (como los mRNAS) y su incorporacion a los criterios de seleccion, deberia

aumentar la eficiencia de seleccion de buenas secuencias para generar silenciamiento.

Potencialidad del siRNA2 como farmaco genético contra el alcoholismo

Los siRNAs 2 y 3 disminuyeron en 65-70% la actividad de la ALDH2 de rata en células
HEK-293. Ambos siRNAs tienen potencial farmacolégico y se encuentran en la misma
region del mensajero, pero el SiRNA2 tiene el atractivo de ser 100% complementario

también con el mensajero de la ALDH2 humana.

Recientemente, Ocaranza y cols., (2008) describieron la disminucién por 30 dias de la
actividad de la ALDH2 de ratas alcohélicas por una dosis Unica de un vector adenoviral
de 1™ generacion [A(E1, E3)-adenovirus] que codifica un RNA de antisentido contra el
mensajero de la ALDH2 de rata, logrando una disminuciéon del 50% en el consumo
voluntario de etanol de las ratas tratadas versus las ratas controles. Esto demuestra
gue se puede utilizar la maquinaria celular para sintetizar moléculas de RNA que

inhiban por largo tiempo la expresién del gen de la ALDH2.

Un siRNA presenta una ventaja sobre un RNA de antisentido de gran tamafo; su
especificidad. Las secuencias de los siRNAs, utilizados en esta tesis, se analizaron
mediante BLAST para asegurar que no tuviesen complementariedad de base con los
mensajeros de otras ALDHSs celulares, ni con otros mensajeros de rata o0 humano. Este

hecho le brinda al siRNA una ventaja comparativa frente a un gen de antisentido
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extenso (varios cientos de bases) debido a la similitud de las secuencias nucleotidica
entre los distintos genes de las ALDHS, ya que el gen de antisentido también afectaria
las otras ALDHs. La utilizacion de un siRNA como farmaco tiene un gran potencial a
consecuencia de su exquisita selectividad, la que puede llegar a distinguir mensajeros

que difieren en un nucleétido solamente (Schwarz y cols., 2006).

Sin embargo los siRNA, al igual que los oligonuclettidos de fosforotioato, adolecen del
mismo problema: tienen una vida media corta (48 h, Zhang y cols., 1996) por lo que
requieren de administraciones periédicas para mantener suprimida la expresion de la

ALDHZ2.

Construccién de genes que expresan un shRNA precursor del siRNA2 para
inhibir la expresion de la ALDH2.

La construccion de un gen que exprese constantemente un shRNA precursor de un
siRNA es una manera eficiente de tener un suministro constante de farmaco en la
célula diana. Los genes tienen la ventaja de que una vez introducidos en la célula
utilizan la maquinaria de ésta para sintetizar la molécula interferente, y dependiendo de
la estabilidad de dicho gen es posible obtener una expresién que puede alcanzar varios
meses 0 afios. En nuestra experiencia, la seleccién de la secuencia que conecta la
hebra sentido y antisentido de la horquilla, es fundamental para tener éxito en producir
un gen que exprese un shRNA que inhiba la expresion de un gen blanco. Por ello es
necesario probar con distintas secuencias conectoras hasta obtener el silenciamiento
esperado. Debido a lo anterior, es desaconsejable utilizar en primera instancia genes

para probar la funcionalidad de posibles secuencias blanco y abordar la construccién
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de un gen precursor de un siRNA solo después de haber probado la funcionalidad de

dicho siRNA sobre el mRNA blanco.

Para construir genes, precursores de un sSiRNA, hoy tenemos dos alternativas: i)
expresar una horquilla de RNA utilizando un promotor reconocido por la RNA
polimerasa Ill, como por ejemplo los promotores de los RNA U6, H1 y 7SK; o ii) utilizar
un promotor reconocido por la RNA polimerasa Il, como por ejemplo el del

citomegalovirus (CMV).

Los promotores de la RNA polimerasa Il son pequefios (100-300 pb) y comandan la
sintesis de RNAs pequefios carentes de Cap y cola de poli A. Esta polimerasa
reconoce secuencias de inicio y término de la transcripcion bien definidas. Una
secuencia de al menos 4 timinas consecutivas es reconocida como una potente sefial

de término de la transcripcién y su expresion es constitutiva en todos los tejidos.

Los shRNAs transcritos por la RNA polimerasa Ill se asemejan estructuralmente a los
microRNAs (RNAs pequefios que regulan postranscripcionalmente la expresion de un
gen) y pueden causar efectos téxicos porque compiten con los miRNA enddgenos para
ser exportados al citoplasma por exportina 5 (Ohrt y cols., 2006; Grimm y cols., 2006).
Los shRNA transcritos por la RNA polimerasa lll poseen muy pocos nucleétidos
adicionales, tanto en el extremo 5 como en el 3’, por lo que teéricamente deben tener

pocas interacciones no deseadas.

Actualmente se encuentran disponibles promotores de la RNA polimerasa lll, cuya

expresion puede ser controlada con tetraciclina (Lin y cols., 2004; Kappel y cols., 2006)
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o incluso especificos de tejidos controlados por tetraciclina (Meissner y cols., 2001). La
utilizacion de promotores inducibles para tener una expresion controlada de un shRNA
terapéutico, podria disminuir la toxicidad reportada para los siRNAs, dado que se
podria controlar la expresiébn del shRNA permitiendo un uso menos intensivo de

exportina 5, de modo que esta no sea limitante para los miRNAs endégenos.

Los promotores de la RNA polimerasa Il tienen un tamafio que oscila entre 300 y
1000 pb, sintetizan RNAs largos con Cap y una cola de poli A. Estos promotores
pueden ser de expresion ubicua o especifica de tejido. Los RNAs transcritos por esta
polimerasa son estructuralmente semejantes a los RNAs mensajeros y se exportan del
nucleo al citoplasma posiblemente por la misma via que utilizan los mMRNAs
tradicionales, lo que podria disminuir o eliminar la toxicidad celular descrita para
algunos shRNAs transcritos por la RNA polimerasa lll. Se han reportado algunas
inhibiciones obtenidas con shRNAs transcritos a partir de promotores de la RNA
polimerasa Il (Xia y cols., 2006 a y b; Yuan y cols., 2006; Zhou y cols., 2005). Los
RNAs transcritos por la RNA polimerasa Il tienen secuencias nucleotidicas adicionales
al siRNA que se desea producir, aumentando las posibilidades de tener interacciones
con otros RNAs que se expresen en el mismo tipo celular y que tengan alguna
secuencia total o parcialmente complementaria con él. Recientemente, se ha reportado
gue la sefal de término de la transcripcion reconocida por la RNA polimerasa Il (Ts)
también puede ser reconocida, como sefial de término de la transcripcion, por la
magquinaria de transcripcion reclutada por el promotor del CMV (Song y cols., 2004); de
esta manera al reducirse los nucleotidos adicionales en el extremo 3’ de un shRNA

transcrito por la RNA polimerasa Il disminuyen también las interacciones no deseadas.
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6.5

En esta tesis se construyo un gen que expresado en células en cultivo, controlados por
el promotor del RNA U6, disminuyd en 50% la actividad de la ALDHZ2, lo que es un
poco menor que la disminucién obtenida con el siRNA2 60-70%. Esta diferencia en el
silenciamiento puede explicarse porque, una vez transfectada la célula, el gen debe
alcanzar el nicleo para expresar el shRNA, luego el shRNA debe ser transportado al
citoplasma por exportina 5 para ser procesado por Dicer y liberar el siRNA2 que
finalmente es incorporado a RISC para ejercer su actividad biolégica; en cambio los
siRNAs sintéticos son liberados directamente al citoplasma en donde se produce el

reconocimiento de estos por RISC y el corte del RNA blanco.

La principal desventaja que tienen los promotores de la RNA polimerasa Il es que esta
polimerasa reconoce una secuencia de 4 6 mas timinas como sefial de término de la
transcripcién, de modo que una horquilla que posea 4 timinas consecutivas en su tallo
no podra ser expresada en su totalidad. Este punto es muy importante, si
consideramos que uno de los criterios de Reynolds y cols. sugiere que los dltimos 5
nucleétidos de la hebra sentido sean adeninas o timinas, lo que aumenta la
probabilidad de tener una secuencia tedricamente eficiente con 4 timinas consecutivas
(el mismo efecto ocurre si se trata de 4 6 mas adeninas consecutivas, en donde la

hebra antisentido del shRNA es la que llevaria las timinas consecutivas).

Eleccién del promotor para expresar un shRNA.
Al iniciar esta tesis no existia informacién de la funcionalidad de los promotores de los
RNA U6, H1 y 7SK humanos (reconocidos por la RNA polimerasa lll) en células de rata

ni que era posible expresar los shRNAs a partir de promotores de la RNA polimerasa |l.
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La funcionalidad de los promotores se evalué mediante una RT-PCR de un RNA
reportero en células HEK-293 (humano) y H4-l1I-E-C3 (rata) transfectadas con un
plasmido que codifica dicho RNA. Se demostré cualitativamente la funcionalidad de los
promotores en las células de rata y humano, pero no sabemos cual es su nivel de
expresion. Una baja expresion del promotor del U6+35 podria ser la explicacién para la
pequefia disminucién de la actividad de la ALDH2 observada con el vector adenoviral.
Una posibilidad para determinar cual es el nivel de transcripcion del promotor, es
cuantificar mediante transcripcion inversa y posterior amplificacion por PCR en tiempo
real el nUmero de moléculas de RNA transcrito que hay por célula de rata transfectada

y compararla con el nimero de transcrito presente en células HEK-293.

La estructura del shRNA determina su actividad inhibitoria.

El shRNAa (inactivo) y el shRNAc (activo) se diferencian en la secuencia y el largo del
conector, lo que produce un drastico cambio en la disminucion de la actividad de la
ALDH2. Una posiblidad es que el procesamiento de las horquillas tenga eficiencias
distintas; siendo el shRNAc probablemente procesado mas eficientemente que el
shRNAa (una vez procesados los shRNAs ambos originan el siRNA2). Esto indicaria

que el shRNAc origina mas siRNA2 que el shRNAa.

Esta mayor eficiencia de procesamiento que postulamos podria ser consecuencia de
gue el conector mas grande. El conector de 9 nt, que forma una vuelta de 5 nt, permite
una conformacién del DNA menos torcionada comparada con el caso de 4 nt; la forma
més corta de 4 bases al estar mas tensionada podria influir en el grado de

apareamiento de las bases adyacentes a este, dejando un segmento de cadena
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6.7

simple. Adicionalmente la secuencia de 9 nt alarga el tallo en 2 nucle6tidos y con ello
se aplica un giro de 60° entre los extremos de la horquilla (Tang y Daper, 1994). Asi,
los grupos voluminosos ubicados en los extremos de la horquilla (base y &pice) se
desplazan. Esta nueva configuracion puede favorecer la interacciéon del shRNAc con
Drosha, exportina 5 y/o con Dicer lo que resulta finalmente en una mayor eficiencia de

procesamiento y con ello, un mayor grado de silenciamiento.

Inesperadamente, mientras el shRNAa fue inactivo para inhibir la expresién de la
ALDH2, el siRNAb produjo un marcado aumento de la actividad de la misma (Aunque
no fue significativa, p<0.09). Dicho aumento puede deberse a algin grado de
estabilizaciébn del mensajero por parte del shRNAb, un aumento en la tasa de
traduccién o bien a un aumento en el nivel de transcripcion de dicho gen, esto ultimo ya
ha sido descrito para otro gen (Li y cols., 2006a). Sin embargo, este efecto no se

estudio porque no representaba interés para el objetivo final de esta tesis.

Entrega permanente del shRNA e inhibicion de la ALDH2 de rata

En el tratamiento de enfermedades crénicas, como el alcoholismo, se requiere de
administraciones periddicas de farmaco. Sin embargo, los pacientes con frecuencia
abandonan el consumo de los medicamentos en perjuicio del tratamiento. Por ello el
farmaco ideal para tratar el alcoholismo debe tener un efecto prolongado (meses o
afios) con una sola dosis; algo similar a las vacunas, las cuales tienen efectos
protectores por varios afios luego de una Unica dosis. Se ha probado sin éxito capsulas
subcutaneas de liberacién prolongada de disulfiram, cuyo efecto no es superior a los

placebos (Johnsen y Morland, 1991). La entrega eficiente y la expresion prolongada de
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un gen pueden lograrse mediante la transfeccién de células con un vector viral. En esta
tesis se abordd la construccién de un vector adenoviral de primera generacién que
incorpora el gen del shRNAc en su genoma. Con este vector se logré disminuir la
actividad de la ALDH2 en 10% respecto del control, mientras que la eficiencia de
transfeccion fue de al menos el 90%, como fue demostrado por cuantificacion de las
células verdes por citometria de flujo. La pequefa disminucion de la actividad de la
ALDH2 alcanzada con los vectores adenovirales de 1" generacion puede explicarse
por la presencia del RNA VA que codifican estos vectores. Este RNA tiene una
estructura secundaria similar a un miRNA y actla como inhibidor competitivo de
exportina 5, Dicer y RISC (Andersson y cols., 2005; Lu y Cullen, 2004). A pesar de
esto, algunas publicaciones han reportado buenas inhibiciones de expresion génica
con shRNA entregados con vectores adenovirales que codifican el RNA VAl (Ro y
cols., 2005; Krom y cols., 2006). Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de
que dichas inhibiciones hayan sido alcanzadas con shRNA precursores de siRNAs mas
eficientes que el siRNA2, produciendo inhibiciones superiores con dosis virales muy
bajas, de modo que se sintetiza una pequefa cantidad de RNA VA | que no alcanzaria

a inhibir la actividad de los siRNAs.

Otra explicacion a la baja reduccion de la actividad de la ALDH2 puede ser una
pequefia tasa de transcripcion del gen de shRNA en células de rata. Los resultados del
analisis de Northern en células H4-II-E-C3, muestran una pequefia cantidad de shRNA
aun a dosis virales grandes, resultado que es mas compatible con una baja
transcripcién que con un problema en el procesamiento del shRNA; en cuyo caso se

esperaria observar el ShRNA sin procesar.
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6.8

Una alternativa a la reduccion de la actividad de la ALDH2 con vectores adenovirales
de 1™ generacién puede ser el uso de vectores adenovirales de 3" generacion
(Adenovirus dependientes de ayudante), que carecen de todos los genes virales
incluyendo el del RNA VAI. Estos vectores han sido administrados in vivo
transduciendo hepatocitos eficientemente, logrado mantener la expresion de un gen
reportero por mas de dos afios luego de una administracion Unica en ratones (Toietta y
cols., 2005) o en primates (Morral y cols., 1999). La entrega de un gen codificante del
shRNAc con vectores adenovirales de 3™ generacion (carente de todos los genes
virales incluido el RNA VA 'I) permitiria obtener disminuciones de la actividad de la
ALDH2 cercanas o superiores al 40%, lo que es farmacol6gicamente deseable para una

terapia contra el alcoholismo.

PROYECCIONES DE ESTA TESIS

Esta tesis deja algunas interrogantes y desafios que pueden ser interesantes de
abordar en estudios futuros en este campo. En primer lugar se deberia construir un
vector adenoviral de 3™ generacién, el cual no expresa el RNA VA I con lo que se
espera que la inhibicion de la ALDH2 por accién del shRNAc sea mucho mayor. Este
vector viral, al no expresar proteinas virales es mucho menos inmunogénico, lo que
permitiria expresar el shRNAc en ratas invivo y determinar si el shRNAc puede
modificar el patrén de consumo voluntario de alcohol en las ratas tratadas versus un

control de ratas tratadas con un vector adenoviral que no codifica el sShRNAc.

Otra alternativa interesante es la construccion de un gen de shRNA controlado por un

promotor de la RNA polimerasa Il que sea especifico de higado. Esto agregaria un
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nivel mas de especificidad a nuestro sistema de silenciamiento genético, de modo que
tal vez seria mucho mas f4cil llegar a una aplicacibn en humanos, pues soélo seria
necesario demostrar que no hay inhibiciones no deseadas en higado. También se
podrian utilizar promotores de la RNA polimerasa lll regulables, lo que permitiria tener
una expresion controlada de la horquilla. De este modo seria posible probar en el

mismo cultivo el nivel acetaldehido producido en presencia y ausencia del inductor.

Un experimento elegante seria construir un gen interferente que se active en presencia
de etanol o acetaldehido (Kashima y cols., 1999; Schaarschmidt y cols., 2004). Este
tipo de gen permitiria que la célula exprese el shRNA cuando esta es sometida
permanentemente a concentraciones de etanol (como sucede con los alcohdlicos) y
una vez que se deja de estar en presencia del etanol, se deja de expresar el gen
interferente, volviendo la célula a su estado normal. El gen sélo se activaria si las

células (o el paciente) son expuestos nuevamente al etanol.

En el aspecto basico, para entender mas los factores que favorecen el silenciamiento
de un gen blanco por accién de un shRNA precursor de un siRNA, seria necesario
construir una serie de shRNA, precursores del siRNA2, en los cuales se cambie el
largo y la secuencia de la vuelta conectora de la horquilla. Estas horquillas de RNA
deberian tener tallos de distinto largo, oscilando entre los 19 y 29 nt. La eficiencia de
estas horquillas podria ser probadas en el sistema de sobre expresién en células

HEK-293.
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Finalmente, esta tesis demuestra que es posible reducir la actividad de la ALDH2 de
rata, tanto con siRNAs sintéticos como con shRNAs sintetizados por la propia célula a

partir de un gen, y que estos podrian tener valor terapéutico.
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CONCLUSIONES

)

ii)

La actividad de la ALDH2 de rata puede ser disminuida en células humanas por
el sistema de interferencia de RNA, ya sea transfectando células con siRNAs o
con genes que codifican una horquilla de RNA precursora de un siRNA. No
obstante, faltan por conocerse algunos determinantes positivos para la accion

eficiente de los siRNA.

Los algoritmos de Elbashir y cols. (2002) y Reynold’s y cols., (2004) permitieron
disefiar siRNAs contra la ALDH2 de rata con potencial terapéutico,
demostrandose que producen una disminucion de mas del 60% de la actividad

de la ALDH2.

La secuencia y el largo de la vuelta que conecta las hebras sentido y
antisentido de la horquilla, determinan la eficiencia de la misma para producir el

silenciamiento génico.

Seria conveniente utilizar vectores virales que no posean elementos que
bloquen el proceso de interferencia. Los vectores adenovirales dependientes de
virus ayudante, carentes de todas las proteinas virales, pueden ser de gran

ayuda en este sentido.
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