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RESUMEN

El alcoholismo es una enfermedad de etiologia multifactorial que causa un niumero de
problemas sociales, laborales, legales y médicos. El riesgo de un individuo de
desarrollar alcoholismo esta influenciado por varios genes. Algunos genes permiten el
desarrollo del alcoholismo y otros genes protegen a sus portadores de esta condicion.
La deshidrogenasa aldehidica mitocondrial (ALDH2) metaboliza gran parte del
acetaldehido generado en el metabolismo hepatico del alcohol. En algunos individuos
de la poblacion asiatica, una mutacion en el gen que codifica la ALDH2, disminuye o
elimina la actividad de esta enzima. La inactivacion de esta enzima produce una
exagerada acumulacion del acetaldehido sanguineo luego del consumo de bebidas
alcohdlicas, lo que genera efectos disféricos que producen un rechazo al alcohol. Este
fenotipo protector descrito en la poblacion asiatica puede ser producido en alcohdlicos
a los cuales se ha administrado el medicamento aversivo disulfiram (Antabus®). Este
farmaco, eficaz en disminuir la actividad ALDH2, es sin embargo poco especifico,
posee una vida media corta, muestra una gran variabilidad individual y genera una
serie de efectos toxicos por unirse en forma no especifica a los grupos sulfhidrilos de
varias proteinas.

La terapia génica se perfila como una alternativa al actual tratamiento farmacolégico
del alcoholismo. Un nuevo medicamento aversivo sin los efectos secundarios del
disulfiram seria de gran utilidad en el campo del alcoholismo. El tipo de terapia a
desarrollar pretende imitar el fenotipo asiatico, disminuyendo especificamente la
actividad de la ALDH2 mediante la reduccion de la traduccion del mRNA. La estrategia
utilizada para lograr este objetivo, es inhibir la traduccién mediante la generacién de un
RNA antisentido de la deshidrogenasa aldehidica mitocondrial codificado en un vector

adenoviral.



En estudios en esta tesis, primeramente, el gen antisentido de la ALDH2 (cDNA de
Aldh2 en posicion 3’ a 5’) contenido en el vector adenoviral bajo el promotor CMV se
transdujo a células de hepatoma de rata generando niveles altos de mRNA antisentido.
La administracion de este vector a células de hepatoma de rata disminuy6 de 60 a 70%
la actividad ALDH2 y aument6 8 veces (10 uM a 80 uM) los niveles de acetaldehido
acumulado cuando estas células se incubaron con etanol. En estudios in vivo, se
administré el adenovirus portador del gen antisentido-Aldh2 a ratas bebedoras UChB
(linea de ratas Bebedoras desarrollada en la Universidad de Chile). Las ratas que
recibieron una sola dosis del vector (10'? pv/kg) por via intravenosa, disminuyeron su
consumo de alcohol en 50%, y se observé una reduccién de 90% en la actividad de la
ALDH2. La reduccion del consumo de etanol duré 34 dias, tiempo al cual el estudio se
finaliz6. En estudios paralelos de mas corta duracion (10 dias), los niveles plasmaticos
de acetaldehido en los animales tratados con el vector anti-Aldh2 aument6 6 a 8 veces
(8 uM a 60 uM) sobre niveles controles (6-14 uM; p<0,01) asociado a un 37,5% de
inhibicion de la actividad ALDH2 hepatica. En conclusion, en animales que reciben el
gen Aldh2-antisentido, una reduccion especifica en la actividad de la ALDH2 permite la
elevacion de los niveles de acetaldehido sistémico, que genera una aversion al etanol.
Los estudios sugieren que es posible desarrollar una terapia génica especifica y de

larga duracién para el alcoholismo.



SUMMARY
Gene therapy by adenoviral vectors carrying the aldehyde deydrogenase
antisense gene (ALDH2-AS) reduces alcohol consumption in
alcohol-dependent rats

Alcoholism is defined by the compulsive excessive use of alcohol despite of negative
consequences perceived by the subject. It is not only one of major public health
problems due to the morbidity caused by the alcohol abuse disorder but it is also a
major social problem. The risk of developing this disease is genetically influenced, with
some genes being permissive and other genes protective. Most of the elimination of
ethanol occurs by oxidation to acetaldehyde and further into acetate. The reactions are
sequentially catalyzed by alcohol dehydrogenase (ADH) and aldehyde dehydrogenase
(ALDH). The oxidation of acetaldehyde to acetate is catalyzed primarily by ALDH2, the
low K, isozyme of ALDH present in mitochondria. A mutation in the gene coding for
ALDH2 present in some Asian populations, lowers or abolishes the activity of this
enzyme and results in marked elevations in blood acetaldehyde upon ethanol
consumption. The resulting phenotype greatly protects against alcohol abuse and
alcoholism.

The protective Asian phenotype can be elicited in alcoholics who are administered the
aversive medication disulfiram (Antabuse®), affording these individuals the same
protection from alcohol abuse. However, disulfiram is a non-specific drug that binds to
sulfhydryl groups, has a short half-life, cannot be metabolized by some patients into its
active metabolite, and has marked toxicity side effects, as it nonspecifically binds to
sulfhydryl groups in other proteins.

Gene therapy, as a new approach, opens the possibility of developing a specific

aversive medication for alcoholism. This new treatment, based on the reduction of
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Aldh2 mRNA transduction, provides a means by which gene expression can be
specifically inhibited to yield the low-ALDH2 Asian phenotype. The aim of the work
presented in this thesis is to reduce Aldh2 mRNA translation in the rat by the
intracellular generation of an antisense aldehyde dehydrogenase RNA coded by an
antisense gene (Aldh2 cDNA in a 3" to 5 orientation) contained in an adenoviral vector.
Rat hepatoma cells were transduced with the antisense coding gene against ALDH2
carried by the adenoviral vector, leading to the generation of high levels of antisense
mRNA. The cells infected with this vector, reduced their ALDH2 activity by 60 to 70%
and, in the presence of ethanol, increased 8-fold the levels of acetaldehyde (10 uM to
80 uM). In studies in vivo, the adenoviral vector coding for the antisense-Aldh2 RNA
was administered to UChB rats (University of Chile alcohol dependent rats). The rats
infected with a single dose of the vector (10'? vp/kg) by tail vein injection inhibited its
ALDH2 activity in 90% and reduced its alcohol consumption in 50%. The reduction in
alcohol consumption lasted 34 days, time at which the study was terminated. A parallel
study in which rats were infected 10 days earlier with a single dose of the vector
carrying the antisense gene showed a 37.5% reduction in hepatic ALDH2 activity, while
acetaldehyde plasma levels following the administration of ethanol increased 6-8 fold
over controls (5-10 uM to 40-60 uM) (p<0,01). Overall, rats treated with an Aldh2-
antisense coding gene show significant reductions in hepatic ALDH2 activity and
elevations in systemic acetaldehyde upon ethanol administration, which are
accompanied by marked reductions in ethanol voluntary consumption in alcohol
dependent animals. These preclinical studies suggest that a long-lasting specific gene

therapy against alcoholism may be developed.
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1.1

INTRODUCCION

ALCOHOLISMO

El alcoholismo es una enfermedad cronica caracterizada por la ingesta compulsiva y
excesiva de bebidas alcohdlicas que con el tiempo conduce a: i) la pérdida de control
sobre el consumo, ii) tolerancia, iii) dependencia psicoldgica y en algunos casos iv)

dependencia fisica (American Psychiatric Association, 2001).

El consumo de alcohol y los efectos bioldgicos del alcoholismo a nivel individual y
poblacional, constituyen en Chile uno de los problemas mas importantes de la salud
publica. Segun los criterios del Ministerio de Salud el “bebedor problema” es un
individuo con cualquiera forma de ingestiéon de alcohol que directa o indirectamente
provoca consecuencias negativas para éste o para terceros en las areas de salud,
armonia familiar, rendimiento laboral (o escolar), seguridad personal y funcionamiento
social (Consejo Nacional para el Control de Estupefacientes: CONACE, 2001). En un
estudio posterior (CONACE, 2003), se estimé que cerca de 5 millones de personas
eran usuarios actuales de alcohol. De éstos, cerca de un 12% de la poblacién entre 12
y 64 ainos de edad presentaban serios trastornos en su vida personal y social debido al

consumo abusivo de bebidas alcohdlicas que podian llegar al alcoholismo crénico.

Las mayores tasas de consumo de alcohol se observan entre los estudiantes de
educacion superior y los trabajadores de jornada completa. En Chile, segun datos de la
Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS), 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.
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Uno de los indicadores de alcoholismo mas objetivo es la tasa de muerte por cirrosis
hepatica, la que si bien tiene distintas causas, ocupa el tercer lugar entre las causas de
muerte en la poblacién general, siendo en Chile un 95% de los casos de etiologia
alcohdlica (Téllez y Santis, 1994). En el afo 1998, los costos totales asociados a
bebedores problemas y alcoholismo en Chile ascendieron a US$ 2.969 millones
anuales, producto mayoritariamente de una menor productividad laboral, ausentismo

laboral y muertes prematuras (Figueroa y cols., 1998).

El alcoholismo es una enfermedad compleja en la que inciden factores genéticos y
medioambientales. Se ha estimado que la implicancia del factor genético es de
aproximadamente un 60% (Prescott y Kendler, 1999; Schuckit y cols., 2000; Heath y
cols., 2001), considerandose el alcoholismo como una enfermedad poligénica en que
algunos genes predisponen a ésta y otros genes tienen un efecto protector (Goate y
Edenberg, 1998). Los factores medioambientales tendrian una implicancia del 40%
restante (Schuckit, 2000) y entre los factores que podrian gatillar y dar curso al
alcoholismo, se consideran una variedad de influencias socioculturales como por

ejemplo reuniones sociales y niveles de estrés (Heath y cols., 2001).

FACTORES GENETICOS

Como se indicara, la predisposicion al alcoholismo esta determinada en gran parte por
factores genéticos. Asi lo demuestran estudios realizados con hermanos gemelos
(Heath y cols., 1991; Schuckit y cols., 2000), mellizos, hermanos gemelos hijos de
padres alcohdlicos entregados en adopcion separadamente (Prescott y Kendler, 1999)
e hijas(os) de padres alcohdlicos (Schuckit y cols., 2000). La influencia genética por si

misma es multigénica (Thomasson y cols., 1991) y algunos factores estan relacionados
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directamente con las enzimas que metabolizan el alcohol. Este es el caso en
aproximadamente un tercio de los individuos de origen del Este de Asia (Goedde vy
cols., 1992) quienes portan una mutaciéon puntual en un gen que codifica para una
proteina que participa directamente en la remocion del acetaldehido, el primer producto
de la oxidacion hepatica del alcohol. Esta mutacion inactiva a la enzima por lo que los

individuos presentan niveles bajos de consumo de alcohol (Yoshida y cols., 1984).

METABOLISMO DEL ALCOHOL

El alcohol (etanol) ingerido es absorbido por la mucosa gastrica y después,
rapidamente por el intestino delgado proximal que presenta una mayor superficie de
absorcion (Umulis y cols., 2005). Se distribuye por los tejidos siguiendo el espacio del
agua corporal (su coeficiente de particion agua/lipidos en de 2100/1) y es degradado
esencialmente por oxidaciéon hepatica en un 90%, siendo solamente un 10% eliminado
por vias accesorias como el rifidén (orina) y el pulmén (aire expirado) (Brecher y cols.,

1997; Lands, 1998; Umulis y cols., 2005).

El metabolismo hepatico del etanol se puede dividir en 2 grandes etapas. La primera
etapa de su metabolismo (Figura 1.1A) constituye la oxidacion del etanol a
acetaldehido, de la cual tres vias enzimaticas son las responsables: i) la enzima
deshidrogenasa alcohdlica citosdlica (ADH), ii) el sistema microsomal que oxida etanol
(CYP2E1) ubicado en el reticulo endoplasmatico liso, y iii) la catalasa ubicada en los
peroxisomas (Lieber, 1999). De estas tres vias, la ADH es la enzima que
principalmente metaboliza el etanol a acetaldehido (Matsumoto y Fukui, 2002).

El acetaldehido generado (Figura 1.1B) es rapidamente oxidado a acetato por la

deshidrogenasa aldehidica (ALDH2) de baja K., presente en la mitocondria (Farres y



cols., 1989; Huang y Lindahl, 1990; Svanas y Weiner, 1985; Thomasson y cols., 1991).
Tanto la ADH como la ALDH2 utilizan como cofactor en sus reacciones de oxidacion a
la nicotinamida adenina dinucleotido (NAD®) (Svanas y Weiner, 1985; Sheikh y cols.,

1997), generando NADH.
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Figura 1.1: Esquema general del metabolismo del etanol en el higado.

A) Vias enzimaticas de la oxidacién de etanol a acetaldehido. La mayoria del etanol
ingerido es metabolizado en el higado mediante varias vias enzimaticas. En el citosol, la
deshidrogenasa alcohdlica (ADH) oxida el etanol a acetaldehido. El sistema microsomal
(CYP2E1) metaboliza una porcién del etanol en el reticulo endoplasmatico. La enzima
catalasa de los peroxisomas, constituye una tercera via metabodlica menor del etanol. B)
Segunda etapa del metabolismo del etanol: deshidrogenasa aldehidica mitocondrial.
El acetaldehido formado mayormente por la ADH es oxidado a acetato en la mitocondria
por la enzima deshidrogenasa aldehidica (ALDH). Las enzimas deshidrogenasa alcohdlica
y la deshidrogenasa aldehidica utilizan a la nicotinamida adenina dinucleétido como
cofactor.
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En el higado, se han descrito varias isoenzimas tanto para la ADH como para la ALDH
(Yoshida y cols., 1998), en que solamente algunas son responsables del metabolismo
del etanol proveniente de las bebidas alcohdlicas y consideradas como protectoras

contra el alcoholismo.

Deshidrogenasa Alcohdlica

Hasta el ano 1989 se habian descrito 20 isoenzimas distintas para la ADH humana
(Lands, 1998; Matsuo y cols., 1989) que se han clasificado en siete clases segun la
homologia de sus secuencias aminoacidicas y caracteristicas cinéticas (Duester y cols,
1999; Galter y cols., 2003). Estas proteinas se ubican en el citoplasma y consisten en
enzimas homo- y heterodiméricas dependientes de NAD" con subunidades de una
masa molecular de 40 kDa (Duester y cols, 1999; Galter y cols., 2003; Chambers y
cols., 2002). De las siete clases descritas, las ADHs de la clase | son las responsables
de la mayor parte del metabolismo del etanol debido a que poseen una K, < 5 mM
para etanol (Lands, 1998). Tales enzimas estan codificadas en tres genes distintos
(ADH1A, ADH1B y ADH1C), siendo el gen ADH1A exclusivo del tejido hepatico fetal. El
gen de la ADH1B posee tres variantes polimérficas (ADH1B*1, ADH1B*2 y ADH1B*3),
encontrandose el alelo ADH1B*1 predominantemente en caucasicos, el alelo
ADH1B*2, en la poblacion oriental (Matsuo y cols., 1989) y el alelo ADH1B*3 en
africanos (Chen y cols., 1999). El gen de la ADH1C posee dos variantes polimérficas
(ADH1C*1 y ADH1C*2). En la poblacion asiatica se encuentra principalmente la
variante ADH71C*1, mientras que en caucasicos ambas variantes se encuentran

distribuidas de igual manera (Chen y cols., 1999).



De las variantes descritas anteriormente, la ADH1B*2 y ADH1C*1 se encuentran en
mayor proporcién en la poblacién alcohdlica del Asia del Este, chinos, coreanos y
japoneses (Chen y cols., 1999; Thomasson y cols., 1991; Tanaka y cols., 1996).

En un meta-analisis de 48 estudios publicado recientemente por Zintzaras y cols.
(2006), se encontré que las variantes ADH1B*1 y ADH1C*2 (de actividades bajas) se
relacionan con un mayor riesgo de desarrollar el alcoholismo, versus las variantes

ADH1B*2 y ADH1C*1 (de actividades altas), que son protectoras.

1.3.2 Deshidrogenasa Aldehidica
De los 12 genes descritos para la ALDH humana solamente 8 son hepaticas (Vasiliou y
cols., 1999). Las diferencias principales que presentan incluyen diferencias en
propiedades enzimaticas, ubicacion subcelular y distribucién tisular (Yoshida y cols.,
1998). Estas proteinas se encuentran en citoplasma, mitocondria y en la fraccion
microsomal y consisten en enzimas homodiméricas u homotetraméricas en que cada
subunidad es de aproximadamente 500 residuos aminoacidicos (Yoshida y cols.,

1998).

En los estudios de metabolizaciéon hepatica del alcohol, la ALDH se ha clasificado
segun su afinidad por el acetaldehido (Weiner, 1979). Las ALDHs de K, alta (K, >
1 mM) corresponden a la ALDH1 que se ubica en el citosol y las ALDHs de K, baja (K,
< 1 uM) a la ALDH2 que se encuentra en la matriz mitocondrial y es la principal
responsable de la oxidacion de acetaldehido a acetato (Feldman y Weiner, 1972; Tank
y cols., 1981; Klyosov y cols., 1996; Zhou y Weiner, 2000). Ambas enzimas consisten

en homotetrameros con una masa molecular de 220 kDa en que cada subunidad
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presenta una masa molecular aproximada de 55 kDa (Feldman y Weiner, 1972; Crabb
y cols., 1989; Guan y cols., 1988).

Se ha descrito que el gen de la ALDH2 da origen a dos variantes alélicas en la
poblacién, la ALDH2*1 y la ALDHZ2*2. En un meta-analisis realizado por Zintzaras y
cols. (2006) se ha relacionado al alelo ALDH2*1 (que codifica una enzima activa)
directamente con el mayor riesgo de desarrollar el alcoholismo, versus el alelo

ALDH2*2 (que codifica una enzima virtualmente inactiva) que es protector.

En los estudios realizados por Klyosov y cols., (1996) se ha establecido una K, para
acetaldehido a pH 7,5 de 0,2 uM para la ALDH2*1 humana mientras que la K, para
acetaldehido de la enzima citosélica (ALDH1) es de 180 uM. Para que la ALDH1
participe significativamente en la oxidacién del acetaldehido, la concentracion de este
metabolito debe aumentar considerablemente (5-10 veces) por sobre la concentracion
normal de la célula. Este aumento se ha descrito cuando la actividad de la ALDH2 esta
reducida debido a la presencia dominante negativa del alelo ALDH2*2 (Harada y cols.,

1982; Thomasson y cols., 1991).

ALDH2 Y SU DEFICIENCIA GENETICA

La ALDH2 humana es una enzima ubicua encontrandose en el higado, corazon,
cerebro, pulmdn, musculo esquelético, riidn y pancreas con los niveles mas altos en
higado, rindn, pulmén y musculo esquelético y cardiaco (Stewart y cols., 1996).

Se ha descrito que la presencia de una mutacién puntual en el gen de la ALDHZ2, esta
asociada a niveles elevados de acetaldehido circulante luego de la ingesta de bebidas
alcohdlicas, que llevan al desarrollo de un marcado enrojecimiento facial (Yoshida y

cols., 1984). La sensibilidad al alcohol descrita en los individuos que portan este gen



mutado se debe a una sustitucién puntual en la proteina madura del aminoacido en
posicién 487 correspondiente a glutamina, que es reemplazada por lisina (Farres y
cols., 1994). Los individuos que portan esta mutacién, tienen una enzima cuya
capacidad para oxidar el acetaldehido a acetato estda muy reducida por lo que al ingerir
bebidas alcohdlicas los niveles plasmaticos de acetaldehido aumentan hasta 20 veces
por sobre lo normal (Adachi y cols., 1989). Las consecuencias que trae el aumento de
los niveles de acetaldehido son vasodilatacion cutanea (enrojecimiento facial),
taquicardia, nauseas, mareos y, en algunos individuos, vémitos (Harada y cols., 1982;
Mizoi y cols., 1983) lo que lleva al rechazo del alcohol por parte del individuo (aversién)

y a una proteccion contra el desarrollo del alcoholismo (Zintzaras y cols., 2006).

En las condiciones existentes in vivo, la proteina ALDH2*2 es inactiva porque las
concentraciones celulares del cofactor NAD" son aproximadamente 15 veces mas
bajos que su valor de K, (Farres y cols., 1994; Zhou y Weiner, 2000). La presencia de
esta mutacion con caracteristicas de dominante, genera heterocigotos
ALDH2*1/ALDH?2*2 con una actividad que es solamente un 15% de aquella de los
homocigotos ALDH2*1/ALDH2*1 (Enomoto y cols., 1991; Xiao y cols., 1996).

La prevalencia del alcoholismo en individuos que portan el alelo ALDH2*2 es de un
75 — 90% menor que en los individuos que portan solamente la forma ALDH2*1 activa
(Harada y cols., 1982; Thomasson y cols, 1991; Higuchi, 1994). Otros estudios
muestran que los heterocigotos ALDH2*1/ALDHZ2*2 de origen asiatico nacidos en
Canada o en los Estados Unidos consumen dos tercios menos alcohol que los
homocigotos ALDH2*1, mientras que los homocigotos ALDH2*2 respectivos son

virtualmente abstemios (Tu e Israel, 1995). Estos individuos no presentan problemas
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1.5.1

fisioldgicos ni un desarrollo anormal por lo que probablemente la ALDH2 no sea

esencial para la supervivencia (Yoshida y cols., 1998; Luo y cols., 2005).

TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

La manifestacion del alcoholismo entre individuos es muy variable por lo que el
tratamiento a seguir es especifico para cada paciente. Para ello es necesario basarse
en el historial de la persona, la decisién de la persona por recuperarse y el entorno que
lo rodea (Pettinati y Rabinowitz, 2005). Establecido los antecedentes personales, el
tratamiento a seguir involucra las etapas de privacion y desintoxicacion del individuo y
a continuacion, desarrollar una abstinencia o una reduccion substancial de la ingesta
de alcohol en combinacion con una intervencion psicosocial, modalidades

farmacoldgicas o la combinacion de ambas (Garbutt y cols., 1999).

Hasta la fecha existen tres medicamentos aceptados por la FDA (Food Drug
Administration) para tratar el alcoholismo en los Estados Unidos que son el disulfiram,

la naltrexona y el acamprosato (Pettinati y Rabinowitz, 2005).

Disulfiram (Antabus®)

El tratamiento con disulfiram en los Estados Unidos ha sido aceptado desde el afio
1954. Este farmaco actia de manera inespecifica inhibiendo a todas las
deshidrogenasas aldehidicas debido a la interaccion de su metabolito con los grupos
sulfhidrilos de la enzima (Weiner, 1979). Al inhibirse la deshidrogenasa aldehidica de
tipo 2 (ALDH2), enzima necesaria para metabolizar el acetaldehido, se acumula este
producto que causa los efectos disforicos y aversivos luego de la ingesta. La

combinacion disulfiram-alcohol genera nauseas, vomitos y rubor facial que son



analogos a los producidos por la deficiencia genética presentada en la poblacion

asiatica.

Este profarmaco, debe ser metabolizado en el higado a su forma activa (S-metil N,N-
ditiocarbamato sulfoxido) para inhibir a la enzima ALDH2 (Madan y cols., 1995; Mays y
cols., 1996), lo que se traduce en una marcada variacion terapéutica entre los
pacientes por lo que la dosis recomendada de 250 mg podria no ser suficiente para

inducir un efecto aversivo en todos los individuos (Fuller y Gordis, 2004).

En un estudio realizado por Brewer y cols. (2000) en que se analizaron 13 estudios
clinicos supervisados y 5 estudios clinicos no supervisados, algunos pacientes no
pudieron generar concentraciones plasmaticas elevadas del metabolito activo para
inactivar a la ALDH2 de manera adecuada incluso a dosis altas del farmaco. A una
dosificacidon mayor a 500 mg, se podrian producir efectos adversos como la interaccion

con otros farmacos, psicosis y neuropatias (Brewer y cols., 2000; Williams, 2005).

En el ano 2004, Fuller y Gordis recopilaron los estudios realizados con disulfiram luego
de 60 afos de su aceptaciéon en el tratamiento contra el alcoholismo. En este estudio,
se establece que el tratamiento con disulfiram es poco efectivo puesto que debe existir
un compromiso por parte del paciente para medicarse. Solamente en los estudios en
que ha existido una supervision por parte de familiares cercanos o profesionales
(Brewer y cols., 2000), los efectos colaterales y adversos asociados a una dosificacién
inadecuada e ingesta irregular del farmaco se han controlado, demostrado la
efectividad del medicamento en tratar el alcoholismo lo que se ha traducido en un

aumento significativo en los dias de sobriedad.
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1.5.2 Naltrexona (Revia® o Nalerona®)
La naltrexona, un inhibidor de los receptores de endorfinas, se utilizé inicialmente para
tratar a los individuos que dependian de opiaceos. En el afio 1994, la FDA aceptd el
tratamiento de pacientes alcohdlicos con naltrexona a partir de los buenos resultados
obtenidos en los estudios preclinicos. Actualmente, este farmaco también esta siendo
utilizado en el tratamiento del alcoholismo en Australia, Canada y en varios paises
europeos (Pettinati y Rabinowitz, 2005). Para aumentar la adhesion del paciente al uso
de tal medicamento, recientemente se ha desarrollado una forma inyectable de

duracion de un mes (vide infra).

El consumo de alcohol genera efectos analogos a los producidos por la morfina debido
al aumento de la liberacién de endorfinas desde las neuronas para finalmente
desinhibir las neuronas dopaminérgicas (Kenna y cols., 2004). El individuo al ingerir
alcohol afecta la produccion, liberacion y actividad de las endorfinas, las cuales son
indirectamente responsables de los efectos placenteros del alcohol (Krystal y cols.,
2001). La naltrexona es un antagonista de los receptores de las endorfinas y el
mecanismo por el cual disminuye la ansiedad por el consumo de alcohol es
bloqueando la unién de las endorfinas por parte de sus receptores lo que atenuaria la
liberacion de dopamina responsable de los efectos placenteros del alcohol (Litten y
cols., 1996; Williams, 2005). Tal mecanismo llevaria a reducir los efectos placenteros

del etanol.

Hasta el momento, la administracion de este farmaco es por via oral lo que esta
asociado a reacciones gastrointestinales (Croop y cols., 1997). Para superar estos

inconvenientes en el afo 2004 se ha descrito una version de larga duracion de
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naltrexona que es inyectable, durando cada inyeccion aproximadamente 30 dias cuyos
efectos adversos estan minimizados (Johnson y cols., 2004; Garbutt y cols., 2005). La

FDA de los EE.UU. aprob6 su uso en Abril de 2006.

1.5.3 Acamprosato (Campral®)
En Europa, este medicamento para tratar el alcoholismo ha sido usado por mas de 20
anos y solamente en el afio 2004 ha sido aprobado su uso en los EE.UU.. Este
farmaco se ha utilizado para mantener la abstinencia del consumo de alcohol y aliviar
los efectos de intoxicacion y algunos sintomas de privacién. Se ha descrito que este
farmaco actuaria bloqueando el receptor glutaminérgico-N-metil-D-aspartato (NMDA),
limitando la hiperexcitabilidad de las neuronas debido a la privacién del alcohol (Litten y
cols., 1996; Johnson y Ait-Daoud, 2000). La vida media de este farmaco es
aproximadamente de 12 horas y es excretado principalmente por via renal dando una
gran ventaja para los pacientes con dafio hepatico (Kenna y cols., 2004). No se han
descrito interacciones con otros farmacos y los efectos adversos incluyen mareos vy
problemas estomacales menores. Uno de los mayores problemas de este

medicamento es que debe ser ingerido 3 veces al dia (Paille y cols., 1995).

Debido a que el alcoholismo es una enfermedad compleja, se han probado distintas
combinaciones de estos farmacos: disulfiram actua generando un rechazo marcado en
el consumo del alcohol, acamprosato aparentemente es mas eficaz en el desarrollo de
una abstinencia y naltrexona en controlar el consumo del alcohol. Estas combinaciones
han dado muy buenos resultados solamente si el tratamiento ha sido supervisado por
profesionales para asegurar la ingesta diaria de los farmacos. Una discusién

comparativa de la eficiencia de estos medicamentos se encuentra en la discusion.
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1.6 DESARROLLO DE UNA TERAPIA GENICA PARA EL ALCOHOLISMO
En los ultimos anos han surgido varias técnicas para modular la expresion de genes
especificos relacionados con el desarrollo de diversas patologias. Mediante la terapia
génica, se han utilizando distintas estrategias para transferir genes completos o
segmentos de ellos al interior de las células para regular genes (Strachan y Read,

1999).

Una de las evidencias mas directas de una proteccion génica en desarrollar una
enfermedad como el alcoholismo es la proteccion innata debido a la presencia de una
mutacion en un solo gen (Harada y cols., 1982; Thomasson y cols., 1991). Las
primeras aproximaciones para desarrollar una terapia génica contra el alcoholismo se
realizaron en el afno 2001 en que se utilizaron oligonucleétidos fosforotioato de
antisentido dirigidos en contra de la ALDH2" hepatica (Garver y cols., 2001).

Estos fosforotioatos de antisentido, redujeron ex vivo e in vivo los niveles del mRNA de
la ALDH2 y la actividad de la ALDHZ2, por lo que ratas de la cepa Lewis disminuyeron
su consumo de alcohol en dos tercios con respecto a los animales controles. Ademas,
se produjo un aumento en los niveles de acetaldehido sanguineo en 3 a 4 veces al
administrarse etanol, imitando el fenotipo asiatico ALDH2*2 de baja actividad (Garver y
cols., 2001). La desventaja del uso de fosforotioatos de antisentido es una vida media
de 48 horas en animales (Zhang y cols., 1996) a 6 dias en humanos (Bayever y cols.,

1993) y el hecho que tales compuestos no son absorbidos por la via oral.
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1.7 TERAPIA GENICA CON VECTORES ADENOVIRALES
Los vectores adenovirales han sido descritos como los vehiculos de transferencia
génica mas eficientes tanto in vitro como in vivo (Morsy y Caskey, 1999) puesto que,
presentan una maquinaria especifica para entregar DNA a las células (Verma y Somia,
1997). Una caracteristica de gran relevancia de estos vectores es su tropismo natural
por el higado. Segun los resultados obtenidos por Krasnykh y cols. (2000), después de
la administracion intravenosa de vectores adenovirales in vivo se observé que la

mayoria se encontraban en el higado.

En los primeros estudios en que se utilizaron vectores adenovirales para la
transferencia de genes, se observé que el factor que reducia la duracion de la
expresion del transgen era la inmunogenicidad (Yang y cols., 1994; Dai y cols., 1995)
lo que esta directamente relacionado con la expresion (aunque minima) de proteinas
virales (Stephenson, 2001; Brenner, 2000; Sandig y cols., 2000). Para minimizar una
respuesta inmune por parte del hospedero los vectores adenovirales utilizados en
terapia génica han sido manipulados para dar origen a los vectores virales que son
totalmente carentes de genes virales, o vectores adenovirales “destripados” (Russell,

2000).

Los vectores adenovirales de primera generacién se caracterizan por presentar una
delecién en el gen temprano E71 que es responsable de la iniciacion de la expresion de
los otros genes virales (He y cols., 1998). Sin embargo en estudios realizados con
estos vectores in vivo, se observd que la expresidon del transgen era transitoria debido

a la respuesta inmune generado principalmente en contra de las proteinas de la
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1.8

capside viral que siguen siendo sintetizadas en pequefias cantidades a pesar de la

falta de E71 (Gao y cols., 2000).

En los estudios de Morral y cols. (1999), se ha descrito la duracion del efecto de
vectores adenovirales de primera generacion de 1 a 2 meses. Para aumentar el tiempo
de expresion del transgen, se desarrollaron vectores adenovirales a los que se
delecionaron genes adicionales (Engelhardt y cols., 1994) dejando finalmente,
solamente los elementos que definen el comienzo y el término del genoma ITR
(repeticiones terminales invertidos) y la secuencia de empaquetamiento viral ¥ (Wang
y Huang, 2000; Sandig y cols., 2000). Estos vectores de tercera generacion o
“destripados” (Hardy y cols., 1997; Morsy y cols., 1998) expresan sus transgenes en el
higado por uno a dos afios (Chen y cols., 1997; Morsy y cols., 1998; Morral y cols.,
1999). Sin embargo, la efectividad de una administracién repetida es reducida por la
inmunidad desarrollada a la capside viral administrada, aunque ésta no es sintetizada
en el hospedero por falta de genes virales que la codifiquen (Parks y cols., 1996).
Existe sin embargo la posibilidad de usar un inmunosupresor por solo dos a tres dias
antes de la administracion del virus (Lieber y cols., 1997; Wolf y cols., 1997) o la

posibilidad de cambiar el serotipo de la capside adenoviral (Morral y cols., 1999).

MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DEL ALCOHOLISMO

Los estudios con animales han ayudado a descifrar los factores genéticos involucrados
en un alto consumo de bebidas alcohdlicas. En el campo del alcoholismo, en estudios
con ratas se ha visto que existen cepas que prefieren beber soluciones que contienen
alcohol a beber agua y cepas que rechazan el alcohol. Frente a una marcada

preferencia por consumir esta bebida que contiene alcohol, se han realizado por afos
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cruzamientos selectivos llegando a establecer finalmente lineas de ratas que prefieren
o rechazan el alcohol. Una linea de rata reconocida en el campo del alcoholismo, es la
desarrollada por Mardones y Segovia-Riquelme (1983) en la Facultad de Medicina
Norte de la Universidad de Chile. Las lineas de ratas que prefieren consumir alcohol
presentan una caracteristica comun que es consumir mas de 5 g de etanol por
kilogramo de peso corporal por dia cuando una solucién de alcohol (10% vol./vol.) es
presentada durante 24 horas como alternativa al consumo de agua también presente
(Lumeng y cols., 1995). Esta cualidad de un alto consumo de alcohol lo presentan las
ratas de la Universidad de Chile Bebedoras (UChB) (Mardones y Segovia-Riquelme,

1983).

En la rata tanto como en el hombre, la ALDH2 presenta una K,, baja para acetaldehido
y una estructura tetramérica conservada con unidades iguales de aproximadamente 55
kDa (Feldman y Weiner, 1972; Guan y cols., 1988; Xiao y cols., 1996). La ALDH2
hepéatica de rata y humana presentan mas de un 80% de secuencia nucleotidica
idéntica y una homologia aminoacidica mayor al 90% (Farres y cols., 1989; Chang y
Yoshida, 1994). Se ha descrito que las ratas presentan una ALDH1 de muy baja
actividad por una delecion en el promotor del gen que la codifica (Chen y cols., 1996) y
debido a que presentan una K, para acetaldehido de 17 uM, el acetaldehido generado
es oxidado principalmente por la ALDHZ2 en la rata tanto como en el hombre (Klyosov y
cols., 1996; Yoshida y cols., 1984). Esta baja actividad de la ALDH1 citosdlica hace
que la rata sea un excelente modelo para estudiar el consumo de alcohol puesto que la
metabolizacion del alcohol ingerida es analoga a la descrita en los humanos que
presentan una ALDH1 de muy alta K, (Klyosov y cols., 1996) y por consiguiente,

virtualmente no metabolizan acetaldehido por esta ruta.
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HIPOTESIS GENERAL

La transduccién de hepatocitos con vectores adenovirales que contienen el gen que
codifica un RNA de antisentido contra el mensajero deshidrogenasa aldehidica
mitocondrial (Aldh2), imitan el fenotipo asiatico porque disminuyen la expresién del
gen de la ALDH2", reducen la actividad enzimatica de ALDH2", presentan altos niveles
de acetaldehido al consumir etanol y resultan en un bajo consumo voluntario de alcohol

en animales.

OBJETIVO GENERAL

Determinar in vitro e in vivo si la expresion de la ALDH2' hepatica es inhibida por la
transduccion de vectores adenovirales que codifican un RNA de antisentido contra el
mensajero de la ALDH2' y determinar si el consumo de alcohol por animales que han

recibido tales vectores virales se encuentra disminuido.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

Hipoétesis #1: Estudios in vitro. La transduccion a células de hepatoma de rata de un
vector adenoviral de primera generacion que expresa el gen antisentido contra el
mRNA de la ALDH2'", reduce la actividad de la ALDH2' y aumenta los niveles de

acetaldehido en presencia de alcohol.

Objetivos Especificos: Determinar in_vitro si el vector adenoviral de primera

generacion que expresa el gen antisentido de la ALDH2":

#1a: reduce la actividad de la ALDH2',

#1b: aumenta los niveles de acetaldehido en células de hepatoma de rata incubadas con
alcohol y,

#1c: no altera los niveles de mRNA de la ALDH2".
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Hipoétesis #2: Estudios in vivo. La administracion a ratas de un vector adenoviral de
primera generacion que expresa el gen antisentido de la ALDH2', reduce la actividad
de la ALDH2' hepatica, eleva los niveles de acetaldehido al administrar alcohol y

disminuye el consumo voluntario de etanol de los animales.

Objetivos Especificos: Determinar in vivo si la administracion a ratas de un vector

adenoviral de primera generacion que expresa el gen antisentido de la ALDH2":

#2a: reduce la actividad de la ALDH2' hepatica,

#2b: resulta en un aumento en los niveles de acetaldehido plasmatico luego de la
administracion de alcohol y,

#2c: reduce el consumo voluntario de etanol de los animales.
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5.1

5.2

5.3

MATERIALES

MATERIAL BIOLOGICO

Animales: Se utilizaron ratas hembras de la linea UChB (Universidad de Chile
Bebedora) del genotipo Aldh2'/Aldh2’ de 200-300 g provenientes del Bioterio de la
Facultad de Medicina Norte de la Universidad de Chile, siguiendo las normas

institucionales para el manejo de animales de experimentacion.

ENZIMAS

Las reacciones de transcripcion inversa (RT) se realizaron con transcriptasa inversa de
M-MLV vy las de polimerizacién en cadena (PCR) con la DNA polimerasa Taq, ambas
se adquirieron en Promega (Madison, WI, EE.UU.). Para asegurar la pureza del RNA

extraido, se utilizé la enzima DNasa RQ1 de Promega (Madison, WI, EE.UU.).

PLASMIDIOS

p19NSALDH: plasmidio que codifica el cDNA de la deshidrogenasa aldehidica de
higado de rata Sprague Dawley que incluye la regién codificante para el péptido senal
(Jeng y Weiner, 1991). Gentileza de Dr. Henry Weiner, Purdue University.
pACCMVpLpPARS: vector de transferencia para construir adenovirus recombinantes
mediante cotransfeccion de células 293 con pJM17 (Becker y cols., 1994). Gentileza de
Hernan Grenett, Universidad de Alabama.

pJM17: plasmidio gendmico para construir adenovirus recombinantes. Porta todos los
genes adenovirales excepto el gen temprano E71. Fue adquirido a Microbix Biosystems

(Toronto, Ontario, Canada).
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5.4

5.5

5.5.1

VECTORES ADENOVIRALES

Se utilizaron vectores adenovirales de primera generacion en los experimentos in vitro
e in vivo.

AdV-AS: el vector codifica el cDNA de la deshidrogenasa aldehidica mitocondrial de
rata que esta en orientacién antisentido (ALDH2-AS). El cDNA de la ALDH2 de 1862 nt
que incluye el péptido sefal (nt 30 al 1891 del archivo GenBank X14977), se encuentra
invertido con respecto al promotor de citomegalovirus (CMV) y la sehal de
poliadenilacién de SV40. Construido por Eduardo Karahanian (Karahanian y cols.,
2005).

AdV-vacio: este vector adenoviral (“helper’) donado por Merck (H14), presenta la
secuencia de sefial de empaquetamiento v (fi) flanqueado por sitios loxP ademas de
una delecién en el gen E1 (gen temprano 1). En la region correspondiente al gen E3
(gen temprano 3), contiene secuencias intronicas para llevarlo al tamafo de 35,8 kb
(Sandig y cols., 2000).

AdV-GFP: este vector adenoviral de primera generacién contiene el gen que codifica y

expresa la proteina fluorescente verde bajo el promotor CMV (Williams y cols., 2004).

OLIGONUCLEOTIDOS
Los partidores se sintetizaron en Oligopéptido, Centro de Sintesis de Biomoléculas,

Universidad de Chile, Facultad de Medicina Norte.

Deshidrogenasa aldehidica
Para las reacciones de transcripcion inversa, se utilizaron los partidores TG-171 (Tabla
5.1) para generar el cDNA de la ALDH2 antisentido (expresado por el vector

adenoviral), y el partidor TG-184 para generar el cDNA de la ALDH2 sentido endégeno
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de las células de hepatoma de rata. Como control de la reaccion de RT, se utilizo el
partidor TG-78 para generar el cDNA de B-actina de rata (Tabla 5.2).

En las reacciones de polimerizacion en cadena se utilizaron las parejas de partidores
TG-171 y TG-184 para la obtencion de los cDNAs de la ALDH2 sentido y antisentido
(Tabla 5.1). La pareja de partidores TG-77 y TG-78 se utilizaron para la generacion de

cDNAs de B-actina de rata (Tabla 5.2).

En algunas reacciones de PCR se utilizaron para la generacion del cDNA de la ALDH
antisentido distintas parejas de partidores manteniendo siempre el partidor unico de la
RT es decir, las parejas: TG-2y TG-171, TG-24 y TG-171, TG-36 y TG-171y TG-100 y
TG-171. Los oligonucleédtidos TG-2, TG-24, TG-36 y TG-100 hibridan a distancias

crecientes del sitio de uniéon de TG-171.

Tabla 5.1.

Oligonucleétidos utilizados para amplificar el cDNA de la deshidrogenasa
aldehidica invertida contenida en el vector adenoviral y ALDH2 endégena de las
células H4-lI-E-C3

Partidor Secuencia 5'—»3’ Ubicacion Aldh2 Tm
TG-2 GTT GTC CAG GGT CTC CAA GG 418 — 399 64°C
TG-24 ATC GAT GGG AAT GGT TTT CC 529 - 510 58°C
TG-36 CCT CAG TGG AAC CTG TGA AGG 833-813 66°C
TG-100 CCG ACC ACC CGA GAC TTG 1083 — 1066 60°C
IG-171 CCC GCC GTG GGC CAC GCC TGA 57 -77 76°C
TG-184 GTT CTT CTG AGG CAC TTT GAC 1584 — 1564 62°C

Los oligonucleoétidos listados se utilizaron para amplificar la ALDH2 de rata proveniente de las células H4 y
el cDNA de la ALDH2 en posicion antisentido contenida en el vector adenoviral mediante la técnica de RT-
PCR. Los partidores subrayados se utilizaron tanto en la reaccion de transcripciéon inversa como en la

reaccion de polimerizacion en cadena.

21



5.5.2

Tabla 5.2.

Oligonucledtidos utilizados para amplificar el cDNA de la B-actina de rata

Partidor Secuencia 5" >3’ Ubicacion p-actina  Tm
TG-77 TAC AAC CTC CTT GCA GCT CC 262 — 281 62°C
TG-78 GGA TCT TCA TGA GGT AGT CT 2371 — 2352 58°C

Los oligonucleétidos listados se utilizaron para amplificar la B-actina de rata proveniente de las células H4
mediante la técnica de RT-PCR. El partidor subrayado se utilizé tanto en la reaccion de transcripcion

inversa como en la reaccién de polimerizacion en cadena.

2°-5°A oligonucleétido sintetasa

En los estudios in vivo con ratas UChB mediante la técnica de RT-PCR
semicuantitativa, se estudié la expresion de la 2°-5°A oligonucleétido sintetasa. Para la
reaccion de transcripcion inversa, se utilizd el partidor poli(dT). En las reacciones de
PCR se utilizé la pareja de partidores TG-347 y TG-348 para la obtencion del cDNA de
la 2°-5A oligonucledtido sintetasa (Tabla 5.3). Como control interno de la reaccién de
RT-PCR, se utilizaron los partidores descritos previamente en la Tabla 5.2 que

corresponden a partidores especificos para p-actina de rata.

Tabla 5.3.
Oligonucleétidos utilizados para amplificar el cDNA de la 2°-5°A oligonucleétido

sintetasa de rata

Partidor Secuencia 5’ >3 Ubicacion 2°-5°A Tm
TG-347 GCA GGA CCT TGA CAC AGT GA 1198 — 1218 62°C
TG-348 GTG GAC GGT CAG ATG GAA GT 1360 — 1340 62°C

Los oligonucleodtidos listados se utilizaron para amplificar la 2°-5°A oligonucledtido sintetasa de rata

proveniente de muestras hepaticas de ratas UChB mediante la técnica de RT-PCR.
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5.6

5.6.1

5.6.2

REACTIVOS Y MATERIALES GENERALES

Cultivo Celular

Las lineas celulares de hepatoma de rata H4-II-E-C3 (CRL-1600) y células
embrionarias humanas de rindn (HEK) 293 (CRL-1573) se adquirieron en la ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, EE.UU.). El material plastico estéril
utilizado para amplificar los distintos cultivos es Sarsted (Newton, NC, EE.UU.). De
GibcoBRL. Life Technologies se adquirieron tripsina-EDTA, los antibiéticos penicilina y
estreptomicina y el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). El suero fetal
bovino caracterizado y suero de equino definido son de Hyclone (Logan, UT, EE.UU.).
Las placas de 6 pocillos de poliestireno para cultivo celular en que se realizaron los
experimentos con las células H4-lI-E-C3 y las placas de 100 mm en que se
amplificaron las células 293 para preparar vectores adenovirales son Corning (Corning

Inc. NY, EE.UU.).

Reactivos Quimicos Generales

Los siguientes reactivos se adquirieron a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.):
bicarbonato de sodio, Trizma base, Triton X-100, bromuro de etidio, EDTA (sal disédica
dihidrato), acetaldehido y propionaldehido (99,8% por ensayo), acetato de sodio, 4-
metil-pirazol, 2,4-dinitrofenilhidrazona, B-NAD", trietanolamina, acetato de amonio, Tris-
HCIl y azul de tripano. La ampicilina (sal sédica) se adquirié a Calbiochem (Darmstadt,
Alemania) y a Mallinckrodt (Xalostoc, DF, Mgjico) el cloruro de sodio. Los &acidos,
solventes organicos e inorganicos restantes se adquirieron a Fisher Scientific

(Pittsburg, PA) o a Merck (Darmstadt, Alemania).
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5.6.3 Reactivos para biologia molecular

5.7

Los reactivos adquiridos a GibcoBRL. Life Technologies (Bethesda, MD, EE.UU.) son
agarosa ultra pura, dodecil sulfato de sodio (SDS), TRIzol y fenol ultra puro. La agarosa
Nusieve GTC se adquiri6 en FMC (Rockland, Maine, EE.UU.). La pelicula 667 es
Polaroid (St. Albans, Hertfordshire, Inglaterra). En Promega (Madison, WI, EE.UU.) se
adquirieron el marcador de peso molecular de DNA “1 kb ladder”, dATP, dCTP, dGTP y

dTTP.

El agua desionizada se obtuvo a partir de agua destilada con un purificador Barnstead

NANOpure Infinity D8982-33 (18 MQ — cm) (Dubuque, 1A, EE.UU.).

SOLUCIONES Y TAMPONES

Tampon TAE: Tris-acetato 40 mM, EDTA 2 mM, pH 8,3.

PBS: NaCl 0,14 M; KCI 2,7 mM; Na,HPQO, 8,1 mM; KH,PO, 1,5 mM.

Tampon de dialisis: Tris-HCI 10 mM pH 8,0; MgCl, 2 mM.

Tampon de almacenamiento: Tris-HCI 10 mM pH 8,0; MgCl, 2 mM; sacarosa 5%.

Tampon de lisis: 0,1% SDS; Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 1 mM.

24



6.1.

METODOS

PRODUCCION DEL VECTOR ADENOVIRAL DE PRIMERA GENERACION ANTI-
DESHIDROGENASA ALDEHIDICA

Para la generacion de un vector adenoviral que contiene el gen Aldh2 en orientacion
invertida, el cDNA de la ALDHZ2 de rata de 1862 nucledtidos (nt 30 al 1891 del archivo
GenBank X14977) se extrajo mediante digestion con la enzima de restriccion Xba |
desde el plasmidio p19NSALDH (Jeng y Weiner, 1991). Este fragmento de 1,9 kb se
cloné en el sitio unico Xba | del plasmidio pACCMVpLpARS (Becker y cols., 1994;
gentileza de Hernan Grenett, Universidad de Alabama; GenBank AY590429) y la
orientacion invertida con respecto al promotor de citomegalovirus (CMV) se verificd
mediante la digestion con enzimas de restriccién. El RNA antisentido generado tiene
2337 nt, de los cuales 71 nt se encuentran entre el promotor de CMV y el cDNA de la
ALDH2 invertida y 404 nt entre el cDNA del inserto hasta la sefial de poliadenilacion de
SV40. Los 71 nt del extremo 57, constan de 47 nt de pACCMVpLpARS y 24 nucleétidos
del plasmidio p19NSALDH. Los 404 nt ubicados en el extremo 3" del cDNA de la
ALDH2 consisten en 39 nucledtidos del plasmidio p19NSALDH y 365 nt del plasmidio
pACCMVpLpARS.

Para producir el vector adenoviral de primera generacién, células 293 se
cotransfectaron mediante la técnica de fosfato de calcio (Becker y cols., 1994) con
10 ug de pACCMVpLpARS que contiene el cDNA ALDH2 antisentido y 10 ug del
plasmidio pJM17 que contiene todos los genes virales excepto E7. Las células
cotransfectadas se incubaron durante dos semanas tiempo necesario para la
recombinacion homoéloga vy la liberacion de la particula viral al medio de cultivo. Luego,

cultivos de células 293 se infectaron con los vectores adenovirales recombinantes
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6.2.

6.3

6.3.1

generados para amplificarlos (Becker y cols., 1994). La estructura de este vector se
verific6 mediante mapas de restriccion del DNA viral y por Southern Blot usando el

cDNA ALDHZ2 como sonda.

CULTIVOS DE CELULAS EMBRIONARIAS HUMANAS DE RINON (HEK) 293

Se utilizaron cultivos de células 293 (ATCC CRL-1573) para amplificar los distintos
vectores adenovirales de primera generacion a partir de vectores adenovirales
preparados como fuese descrito por Karahanian y cols., (2005). Para amplificarlos, se
cultivaron las células 293 en matraces de poliestireno de 75 cm? en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), complementado con 3,7 g/L de NaHCO; mas
penicilina 100 U/mL y estreptomicina 0,1 mg/mL y 10% de suero fetal de bovino
caracterizado y esterilizado mediante filtros de nitrocelulosa de 0,2 um (Gelman
Sciences, Ann Arbor, MI, EE.UU.). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una
atmosfera humidificada de 5% CO, (Indura, Santiago, Chile) y 95% aire en un

incubador Napco 6101F-1 (Chicago, IL, EE.UU.).

PROPAGACION Y PURIFICACION DE LOS VECTORES ADENOVIRALES DE
PRIMERA GENERACION

Infeccién de células 293

Las células 293 se cultivaron en 30 placas de 100 mm de diametro con medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) en presencia de 10% de suero fetal bovino (SFB),
3,7 g NaHCO; mas penicilina/estreptomicina 10 mg/L. Los cultivos se mantuvieron a
37°C en una atmésfera humidificada de 5% CO, y 95% aire. Al alcanzar un 100% de
confluencia, las células se transdujeron con las particulas virales previamente

purificadas. A las 48 h postinfeccion las células comenzaron a redondearse y a soltarse
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6.3.2

6.3.3

de la placa indicando el inicio del efecto citopatico esperado, producto de la replicaciéon

de los vectores adenovirales. La liberaciéon del vector viral se describe a continuacion.

Liberacién del vector adenoviral de primera generacion

El vector viral se obtuvo mediante un proceso de 3 ciclos de congelamiento y
descongelamiento de las células a —80°C y 37°C, respectivamente. Las células no
lisadas y los restos celulares fueron descartadas luego de una centrifugacién a
15.204 X g (12.000 r.p.m.) durante 10 minutos a 4°C (Brinkmann-Eppendorf, 5810R) y

las particulas virales se recuperaron en el sobrenadante.

Purificacién del vector adenoviral

Se realizé una gradiente discontinua con CsClI por centrifugacion (100.000 X g durante
1 h a 4°C) (Beckman, Avanti J301) en que se utilizaron dos soluciones de CsCl de
distintas densidades en Tris-HCI 10 mM pH 8,0. Luego de la centrifugacion, los
adenovirus que presentan una densidad aproximada de 1,34 g/mL se ubican entre las
dos soluciones de CsCl con distintas densidades: d = 1,4 (63 g CsCl en 87 mL Tris-HCI
10mMpH 7,9 yd=1,2(26,8 g CsCl en 92 mL Tris-HCI 10 mM pH 7,9). La banda de
virus formada entre las dos soluciones, se extrajo y se transfirid a un casete de dialisis
(10,000 MWCO, Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) y se dializé durante 1 hora en tampén
de dialisis (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; MgCl, 2 mM) a 4°C. Este proceso se realizé tres

veces.
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6.3.6

Cuantificacion de particulas totales mediante espectrofotometria

Las particulas virales se lisaron utilizando un tampoén conteniendo dodecil sulfato de
sodio (SDS) 0,1%, en Tris-HCI 10 mM pH 7,4 mas EDTA 1 mM. Se prepararon
diluciones del virus en este tampdn y se incubaron durante 10 minutos a 56°C en un
bloque térmico (VWR, Select Heatblock). Luego se determiné la concentracién de
particulas totales en un espectrofotometro (Shimadzu, UV1201) a 260 nm en una
cuveta de 1 mL. Para determinar la concentracion de particulas virales por mL, se

utilizé la siguiente formula (Mittereder y cols., 1996):

Concentracion (particulas virales/mL) = Ao X 1012 X 50

Almacenamiento de particulas virales

Los vectores adenovirales purificados y cuantificados se dividieron en alicuotas de
20 pL y se almacenaron en Tris-HCI 10 mM pH 8,0; MgCl, 2 mM, sacarosa 5% a -80°C.
Cada alicuota de este stock se descongeld lentamente en hielo una vez y no se
recongeld, descartandose cualquier remanente. En estas condiciones los vectores

adenovirales mantuvieron su infectividad por al menos un afio.

Estimacion de las particulas virales infectivas

La estimacion de la proporcion de virus infectivo por particula viral, se realizd
transduciendo cultivos celulares de hepatoma de rata H4-II-E-C3 (H4) con un vector
adenoviral AdV-GFP. La manera en que se procesaron las células transducidas con
AdV-GFP es idéntica a las condiciones usadas con los otros dos vectores (AdV-AS y
AdV-vacio). Brevemente, las células H4 se infectaron con las mismas cantidades de

particulas virales por mL de los distintos vectores adenovirales. A las 48 h

28



6.4

6.5

postconfluencia las células se trataron con tripsina para despegarlas de la placa de
cultivo y se centrifugaron para extraer todo el medio de cultivo. El precipitado de
células se resuspendié en medio fresco para tomar una alicuota y resuspenderlo en un
volumen igual de azul de tripano al 0,4%. Se determiné el numero de células viables
utilizando una camara de Neubauer en un microscopio de epifluorescencia (Axiovert
135) con luz blanca. Luego, sobre el mismo preparado se hizo incidir luz fluorescente
(Filter Set 09, emision 516 nm) y se contaron las células que emitian el color verde. La
razon entre células verdes a células totales X 100 es el porcentaje de vectores virales
viables estimados en la preparacién. El método asume que una célula que emite

fluorescencia verde ha sido transducida por al menos un vector viral.

CULTIVOS DE CELULAS H4-lI-E-C3 DE HEPATOMA DE RATA

Las células H4-1I-E-C3 (ATCC CRL-1600) se cultivaron en matraces de poliestireno de
75 cm? en el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), complementado con
1,5 g/L de NaHCO3; mas penicilina 100 U/ mL y estreptomicina a 0,1 mg/mL. El medio
se esteriliz6 mediante filtros de nitrocelulosa de 0,2 um y se suplementé con 10% de
suero de equino definido y 5% de suero fetal de bovino caracterizado. Los cultivos se
propagaron y mantuvieron en el incubador Napco 6101F-1 a 37°C y 5% de CO;, y 95%

de aire.

CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS CELULAS H4-lI-E-C3 PARA LOS DISTINTOS
ENSAYOS

Las células H4-1I-C-E3 (H4) se sembraron a una concentracién de 1 X 10° células por
pocillo de 3,5 cm de diametro (dia 1). Cuando los cultivos alcanzaron el 90% de

confluencia (dia 3), las células se infectaron con distintas dosis de los vectores
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adenovirales durante 24 horas. Transcurridas las 24 h de infeccién (dia 4) en que los
cultivos celulares alcanzan el 100% de confluencia, se les descarté el sobrenadante y
se reemplazé por medio fresco. A las 48 h postconfluencia (dia 6), las células se
lavaron 3 veces con PBS frio, reemplazando el medio completo por uno sin suero,

agregando a éste los sustratos o inhibidores como se indica en cada caso.

MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ALDH2 EN CELULAS H4-l-E-C3 EN
CULTIVO

Para determinar la actividad de la ALDHZ2, las células mantenidas durante 6 dias en
cultivo como se indicara en el parrafo anterior, se lavaron tres veces con PBS y se
lisaron con 200 uL de una solucion de Triton X-100 al 1%. El lisado se centrifugd
durante 15 minutos a 15.204 X g (12.000 r.p.m.) a 4°C y se recolect6 el sobrenadante.
Una vez determinada e igualada la concentracién de proteinas de los extractos, la
actividad de la ALDH2 se midié mezclando 150 ug de proteinas totales con 800 uM
NAD" en fosfato de sodio 34 mM pH 8,5; 4 mM ditiotreitol (DTT), 5 mM MgCl, y 10 mM
4-metil-pirazol en un volumen final de 800 ulL. La reaccion se inicié agregando
propionaldehido al resto de los componentes de la reaccion incubados previamente
durante 10 minutos a temperatura ambiente para estabilizar la lectura. La
concentracion final de propionaldehido es 21 uM que asegura que la actividad medida
es virtualmente sélo la actividad de la ALDH2. La absorbancia se midié a 340 nm (por
la aparicion de NADH) cada 20 segundos durante 10 minutos en un espectrofotometro
Shimadzu UV1201. Los cambios de absorbancia respecto al tiempo se graficaron y se
calculd la pendiente de las rectas obtenidas para determinar la actividad de la ALDH2

por mg de proteina presente en los extractos.
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CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS TOTALES PROVENIENTES DE LOS
EXTRACTOS CELULARES H4-lI-E-C3

Las proteinas se cuantificaron mediante el sistema comercial Micro BCA que ocupa
acido bicinconinico (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). Se diluyé 5 uL de cada extracto con
495 uL de agua destilada y sobre esta dilucion se agregé 500 uL de la mezcla de tres
soluciones del sistema comercial en la proporcion A:B:C = 25:24:1. Las muestras se
incubaron durante 1 hora a 60°C en un bafo termorregulado Napco 202 y los valores
de las absorbancias medidas a 562 nm se interpolaron en una curva de calibracién con
albumina de suero de bovino (BSA) para calcular la concentracidon de proteinas en las

muestras.

CURVA DOSIS-RESPUESTA CON CIANAMIDA EN CELULAS H4-lI-E-C3

Se incubaron cultivos de células H4-lI-E-C3 postconfluentes con concentraciones
crecientes del inhibidor cianamida (0, 50, 100 y 200 uM) durante distintos tiempos (30,
60, 90 y 120 minutos). Transcurrido el tiempo de incubacion, a las placas de cultivo se
les removid el sobrenadante y las células se lavaron 3 veces con PBS frio. A
continuacion las células se lisaron con 200 uL de Triton X-100 1%, se determiné la
concentraciéon de proteinas totales y se midio la actividad de la ALDH2 en los extractos.
La concentraciéon y el tiempo de incubacion establecida como éptima se utilizaron en

los siguientes experimentos.
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CURVA DOSIS-RESPUESTA CON EL VECTOR ADENOVIRAL AdV-AS EN
CULTIVOS DE CELULAS H4-lI-E-C3

Se probaron dos dosis infectivas de los vectores adenovirales: una dosis de infeccién
baja y una alta correspondientes a una cantidad relativa de adenovirus (particulas
virales/célula) igual a 5 (PVC = 5) y a 15 (PVC = 15), respectivamente. Se estudiaron
los efectos del vector adenoviral a las 24, 48, 72 y 96 horas postinfeccion y los
resultados obtenidos se compararon con células sin infectar y con células incubadas
con cianamida 100 uM durante 1 hora. Los siguientes experimentos con los vectores
se realizaron a las 24 h postinfeccion, que es equivalente a las 48 h postconfluencia de

los cultivos celulares (Moncada y cols., 2003).

DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL GEN Aldh2 SENTIDO PROVENIENTE
DE LAS CELULAS H4-I-E-C3 Y ANTISENTIDO PROVENIENTE DEL VECTOR
ADENOVIRAL AdV-AS EN CELULAS TRANSDUCIDAS CON EI VECTOR
ADENOVIRAL

Los cultivos celulares a aproximadamente un 90% de confluencia se infectaron con dos
dosis: PVC =5 y PVC = 15. Transcurridas las 48 h postconfluencia (24 horas después
de la infeccidn) se extrajo el RNA total de las células H4 con 1 mL del reactivo TRIzol
por pocillo. El lisado, luego de ser pasado varias veces (“‘up and down”) por la punta de
una micropipeta, se transfirié a un tubo limpio y estéril y se incubé durante 5 minutos a
temperatura ambiente para disociar los complejos nucleoproteicos. Se agregd 200 uL
de cloroformo a cada tubo, se agité e incubd durante 3 minutos a temperatura
ambiente. Las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 12.000 X ¢
(10.629 r.p.m.) a 4°C, rescatandose la fase acuosa y de ésta se precipitd el RNA con

0,5 mL de isopropanol. Luego, se incubaron a temperatura ambiente durante 10
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minutos y se centrifugaron a 12.000 X g (10.629 r.p.m.) a 4°C durante 10 minutos
adicionales. EI RNA precipitado se lavé con 1 mL de etanol 75% y se centrifugd
durante 5 minutos a 7.500 X g (8.403 r.p.m.) a 4°C, descartandose el sobrenadante. El
precipitado se secd 10 minutos al vacio en un desecador de policarbonato de 15 cm de
diametro (Scienceware, SpaceSaver, Pequannock, NJ, EE.UU.). Finalmente, el RNA
se resuspendio en 50 uL de agua destilada estéril y se determiné la concentracion por
absorbancia a 260 nm.

Los niveles de mRNA del gen Aldh2 celular y del antisentido proveniente del vector
adenoviral, se determinaron mediante reacciones de transcripcion inversa (RT)
seguidas por una PCR. Las reacciones de RT se realizaron mezclando 3 pg de RNA
total como molde, 100 pmoles del oligonucleodtido correspondiente (Tabla 5.1 vy
Tabla 5.2) y 200 unidades de la enzima en un volumen final de reaccién de 25 pL. La
reaccion se llevo a cabo a 42°C durante 60 minutos en un bloque térmico (VWR Select
Heatblock). Posteriormente se realizaron reacciones de PCR independientes para los
RNAs de la Aldh2 y Aldh2-AS en un termociclador (MJ Research PTC-100). Para ello
se mezclaron 1,25 unidades de la enzima DNA polimerasa Taq, una dilucion 1:5 del
producto obtenido de la reaccion RT, 25 pmoles de partidor sentido, 25 pmoles de
partidor antisentido, 200 uM de cada dNTP en MgCl, 2mM, Tris-HCI 10 mM pH 9, KCI
50 mM en un volumen final de 25 ulL. Las mezclas de reaccion se sometieron a una
etapa inicial de desnaturacion a 94°C durante 3 minutos y luego a 26 ciclos que
comprenden una desnaturacion a 94°C durante 1 minuto, 2 minutos de alineamiento a
63°C y 2 minutos de extensién a 72°C. Finalmente se realizdé una etapa de extensién
durante 10 minutos a 72°C. Los amplicones obtenidos se visualizaron mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% durante 80 minutos a 100 volts, y

luego fueron tefiidos con bromuro de etidio (10 mg/mL) y expuestos a luz UV.
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MEDICION DE LA ACUMULACION DE ACETALDEHIDO FORMADO EN CULTIVOS
DE CELULAS H4-1I-E-C3 INCUBADAS CON ETANOL

Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de etanol en células de
hepatoma de rata

Luego de 48 horas postconfluencia en los cultivos de células H4 se determino
acetaldehido. Para ello, se lavaron las células H4 tres veces con PBS frio, y se agregé
3 mL de DMEM sin suero mas alcohol para alcanzar las distintas concentraciones
finales de etanol (0, 1, 5y 10 mM). La incubacion de las células se realizé durante 1 h
a 37°C y para evitar la evaporacion tanto del alcohol como del acetaldehido formado,
los pocillos (en “6-well’) se taparon herméticamente con tapones de goma n°8. Luego
de la incubacion, se tomé una alicuota de 1 mL del sobrenadante y se guardé a —80°C
en tubos con anillo de goma herméticamente cerrados para su uso posterior. En estos
ensayos se utilizé como control positivo células tratadas con cianamida 100 uM que se
incubaron con el inhibidor durante 1 hora previo a la adicion de etanol. A partir de los
resultados, se establecidé la concentracion final de alcohol para realizar los

experimentos con los distintos vectores adenovirales.

6.11.2 Cuantificacion del acetaldehido formado en células H4-lI-E-C3 mediante HPLC

La cuantificacion de acetaldehido presente en el medio de cultivo se hizo mediante una
reaccion de derivacion con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Lucas y cols., 1986) y
como estandar interno se utilizo crotonaldehido (trans-2-butenal). El sobrenadante
guardado a —80°C, se descongelé lentamente en hielo y se tomé una alicuota de
500 uL para realizar el ensayo. Los 500 uL del medio se agregaron a 4 mL de una
solucion de NaCl 0,15 M; HCIO,4 0,6 M, en tubos de polipropileno de 15 mL. Luego de

agitar las soluciones, se agregaron 100 uL de DNPH 0,5 mg/mL, HCI 6 My 10 uL de
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crotonaldehido 0,62 mM disuelto en metanol. Se agitaron los tubos y se incubd durante
1 h a 40°C en un bafo termorregulado. Transcurrida la incubacion, se neutralizé la
reaccion a temperatura ambiente mediante la adicion de 2 mL de acetato de sodio 3 M.
A continuacion se agregaron 2 mL de isoctano y se agitaron los tubos vigorosamente
durante 20 minutos. Posteriormente se recuper6 1,5 mL de la fase organica mediante
una centrifugacion a 10.408 X g (7.000 r.p.m.) durante 10 minutos en una centrifuga
Beckmann-Eppendorf 5810R (Hamburgo, Alemania), y se llevé a sequedad en un
desecador de policarbonato con presion negativa. El residuo se resuspendié en 100 uL
de una mezcla agua:acetonitriio (grado HPLC) en una razén de 35:65. De la
suspension obtenida, se inyectaron 20 puL de la muestra en un HPLC Shimadzu
(Japon) (inyector SIL-10A, controlador SCL-10A, bomba LC-10AD, detector UV-visible
SPD-10AV, interfaz CBM-101) implementado con una columna Supelcosil LC18
(Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.). La separacion se hizo usando una mezcla
agua:acetonitrilo 35:65 con un flujo de 1,25 mL/min. El acetaldehido derivado se
detectd a 365 nm y los cromatogramas se procesaron con el programa CLASS-LC10
(Shimadzu, Japén). Paralelamente al tratamiento de las muestras se hizo una curva
estandar con concentraciones entre 1y 100 uM de acetaldehido que se procesaron de

la misma manera.

DETERMINACION DEL CONSUMO VOLUNTARIO DE ALCOHOL EN RATAS
BEBEDORAS DE LA UNIVERSIDAD DE CHILE (LINEA UChB)

Todos los experimentos se realizaron en ratas hembras de 200-300 g de peso de la
linea UChB (bebedoras) del genotipo Aldh2'/Aldh2’, a las cuales se les determiné su
consumo voluntario de alcohol en la forma que se describe a continuacién. Al cumplir

los dos meses de edad las ratas se separaron en jaulas individuales en un ciclo de
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12 h de luz y oscuridad. A continuacion se les ofrecio a elegir entre una solucién de
etanol al 10% (vol./vol.), o agua por un periodo de dos meses. Alimento estuvo a libre
disposicién durante las 24 h del dia. Finalizado este periodo, el consumo de alcohol de
cada animal se calculé promediando el consumo de los ultimos 30 dias. El valor final

se expreso como gramos de etanol consumido por kilo de peso de animal por dia.

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DEL GEN ANTISENTIDO ANTI-Aldh2 SOBRE
EL CONSUMO DE ALCOHOL DE RATAS UChB: ESTABLECIMIENTO DE LA
CONDICION ACCESO LIMITADO

Finalizada la determinacion del consumo voluntario de alcohol durante 2 meses, los
animales se pesaron previo a la administracion del vector adenoviral que porta el gen
antisentido para la ALDH2. El vector adenoviral se diluyé en tampén de
almacenamiento (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; MgCl, 2 mM; sacarosa 5%) y fue
administrado por via endovenosa (0,8 a 1,3 mL) en la vena de la cola. El dia de la
administracion del vector, las ratas se dividieron en grupos. Al primer grupo se inyecto
una dosis de 3 X 10" pv/kg de vector adenoviral portando el gen antisentido para
ALDH2 (AdV-AS) y el segundo grupo se inyectd con una dosis similar de vector
adenoviral vacio (AdV-vacio). En el primer estudio (Estudio #1), la determinacion del
consumo de alcohol al 10% (vol./vol.) y agua ofrecidos durante las 24 horas del dia
(condicién de acceso libre) se estudié inmediatamente luego de la administraciéon del
vector viral. Al dia 10 de haber sido administrado el vector viral, se retiré la botella que
contenia la solucion de etanol 10%. Transcurrido las 18 horas de abstinencia, se inicid
la determinacion del consumo de alcohol ofreciéndole a los animales etanol 10%
(vol./vol.) durante sdlo una hora cada dia (condicion de acceso limitado). En esta

condicion, el consumo de alcohol en la hora de acceso es inicialmente de 1-1,2 g/kg, lo
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que es 3 — 4 veces mayor que el consumo promedio por hora en la condicion de 24
horas de libre acceso al alcohol. Los siguientes experimentos (Estudios #2 y #3) con
ratas UChB se realizaron con una dosis de 1 X 10'? pv/kg de los vectores adenovirales
(AdV-AS y AdV-vacio) o con un volumen equivalente de tampon de almacenamiento.
Tres dias después de la administracion del vector viral se inicio la determinacién del
consumo de alcohol ofreciéndosele a los animales etanol 10% durante una hora cada
dia. En el Estudio #2 los experimentos se terminaron a los 34 dias de ingesta de
alcohol en la condicidon de acceso limitado, determinandose las actividades de ALDHs

en el higado de los animales.

EFECTO DEL GEN ANTISENTIDO ANTI-Aldh2 SOBRE LOS NIVELES
SANGUINEOS DE ACETALDEHIDO

En el Estudio #3, al dia 9 (dia 6 de acceso limitado) de la administracién del vector viral
0 un volumen equivalente de tampon de almacenamiento (grupo control) se
determinaron los niveles de alcohol sanguineo a los 60 minutos de acceso limitado. Al
dia 10, los animales recibieron una dosis intraperitoneal de alcohol (1g/kg,
administrados en una solucion al 20% vol./vol.) para determinar acetaldehido arterial y
luego se sacrificaron para determinar la actividad de ALDHs hepaticas. Los niveles de
acetaldehido se midieron a los 0, 5, 10, 15 y 30 minutos en muestras de 0,1 mL de
sangre, que se obtuvieron mediante la cateterizacion de la arteria carétida en ratas
previamente anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mg/kg i.p.). La determinacion
de acetaldehido en las muestras de sangre se realizé6 por cromatografia de gases
usando el método de “headspace” descrito por Eriksson y cols. (1977). Brevemente, las
muestras de sangre se recibieron en 1 mL de n-propanol (0,8 mg%), usado como

estandar interno, en frascos herméticamente cerrados con tapas provistas de valvulas
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(Mininert®). Después de incubar la preparaciéon a 60°C durante 15 minutos se tomo
1 mL de la fase gaseosa y se inyectdé en el cromatégrafo de gases equipado con una
columna de Porapak T usando nitrégeno como gas de arrastre a una velocidad de flujo

de 30 mL/min.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE HIGADO DE RATA UChB PARA LA
MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ALDHS

La actividad de las ALDHs se determin¢ a partir de aproximadamente 2 g de higado de
rata UChB. El higado a 4°C se trozé en pedazos pequefios, se lavo 3 veces con PBS
para remover los coagulos de sangre y se depositd en un tubo plastico de 15 mL. Los
trozos se resuspendieron en 2 mL de Tritén X-100 al 1% mas DTT 0,33 mM para luego
homogeneizar el tejido utilizando un UltraTurrax T25 (Janke & Kunkel, IKA-
Labortechnik, Alemania) con el vastago pequeno. Se efectuaron 5 ciclos de
homogeneizacion (30 s)-incubacion en hielo (1 minuto). La mezcla se traspasoé a tubos
Seton para ultracentrifuga y se completé el volumen a 12 mL con Triton X-100 al 1%
mas DTT 0,33 mM mezclandose suavemente para prevenir la formacién de espuma.
Las muestras se centrifugaron en una centrifuga Beckmann Avanti J301 a 46.000 X g
durante 1 h a 4°C. Finalmente, se tomd una alicuota de 2 ulL para determinar la
concentracion de proteinas de las muestras, como fuese descrito previamente, y el

sobrenadante restante se guardo a —80°C para su uso posterior.
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6.16 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ALDHs Y ALDH2 EN EXTRACTOS DE
HiIGADO DE RATA UChB

6.16.1 Medicion de la actividad ALDHs totales en extractos de higado de rata UChB
La actividad de las ALDHs totales (de alta y de baja K,) se midié6 mezclando 600 ug de
proteinas totales con NAD" 800 uM en fosfato de sodio 34 mM pH 8,5; DTT 4 mM,
MgCl, 5 mM y 4-metil-pirazol 10 mM en un volumen final de 800 uL. La reaccion se
inici6 agregando propionaldehido a una concentracion final de 1mM al resto de los
componentes de la reaccion incubados previamente durante 10 minutos a temperatura
ambiente para estabilizar la lectura. Se registré la absorbancia a 340 nm (aparicion de
NADH) cada 20 segundos durante 10 minutos en un espectrofotometro Shimadzu
UV1201. Se graficaron los cambios de absorbancia respecto al tiempo y se calculd la
pendiente de las rectas obtenidas para determinar la actividad de todas las ALDHs por

mg de proteina presente en los extractos.

6.16.2 Medicion de la actividad ALDH2 de extractos de higado de rata UChB
La actividad de la ALDH2 (de baja K, para acetaldehido) se determind mezclando
600 ug de proteinas totales mas todos los reactivos (descrito previamente) y la
reaccion se inicié agregando propionaldehido a una concentracién final de 21 uM. Se
graficaron los cambios de absorbancia respecto al tiempo y se calculo la pendiente de

las rectas.

39



6.17

DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL GEN DE LA 2-5A
OLIGONUCLEOTIDO SINTETASA MEDIANTE RT-PCR SEMICUANTITATIVA

Se purificd RNA total de aproximadamente 100 mg de higado de rata a partir de las
ratas UChB infectadas con el vector adenoviral AdV-AS o con un volumen equivalente
de tampdn de almacenamiento, utilizando 1 mL de reactivo TRIzol. El tejido se
homogeneizé utilizando un Ultra-Turrax T25 con el vastago pequefio en tubos plasticos
de 15 mL. Se efectuaron 5 ciclos de homogeneizacion (30 s)-incubaciéon en hielo
(1 min). La mezcla se incub6é durante 5 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se agrego 0,2 mL de cloroformo por mL de TRIzol utilizado. Finalmente,
la mezcla se sometié a centrifugacién durante 15 minutos a 15.777 X g (14.000 r.p.m.)
a temperatura ambiente y la fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo. El RNA que se
obtuvo, se precipité de la fase acuosa con 0,5 mL de isopropanol, y el precipitado se
lavd con 1 mL de etanol 75% y finalmente se resuspendié en 100 uL de agua destilada
estéril. El producto obtenido se cuantific6 mediante espectrofotometria a 260 nm

(Shimadzu UV-1201, Japén).

Los niveles de mRNA del gen 2°-5°A oligonucledtido sintetasa celular existentes luego
de la infeccion viral (Stark y cols., 1998; Clarke y cols., 1995), se determinaron
mediante reacciones de transcripcion inversa (RT) seguidas por una PCR. La reaccion
de RT se realiz6 mezclando 3 ug de RNA total con 100 pmoles del oligonucleotido
reverso poli(dT) y 200 unidades de la enzima en un volumen final de reaccion de 25 pL.
La reaccién se llevd a cabo a 42°C durante 60 min. en un bloque térmico.
Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas de la reaccidon de transcripcion
inversa y reacciones de PCR independientes para cada dilucion. Las mezclas de

reaccion se sometieron a una etapa inicial de desnaturacion a 94°C durante 5 min. y
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6.18

luego 30 ciclos que comprenden una desnaturacion a 94°C durante 30 segundos, 30
segundos de alineamiento a 65°C y 30 segundos de extension a 72°C. Finalmente se
realizd una etapa de extension durante 5 minutos a 72°C. Los amplicones obtenidos se
visualizaron mediante electroforesis verticales en geles de agarosa al 2%, tefidos con

bromuro de etidio (10 mg/mL) y expuestos a luz UV.

ESTADISTICAS

Todos los experimentos se realizaron como minimo tres veces y las diferencias se
consideraron significativas a p<0,05. El calculo de la significancia de los resultados se
realizdé por un analisis de varianza (ANOVA) o T-test, mediante un software Graphpad
Prism version 4.00 para Windows (uso libre), Graphpad software, San Diego,

California, EE.UU., www.graphpad.com.
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RESULTADOS

MEDICION DE LA ACTIVIDAD ALDH2 EN CELULAS DE HEPATOMA DE RATA:
CURVA DOSIS-RESPUESTA CON CIANAMIDA

En el ano 1990, Huang y Lindahl describieron la existencia de la deshidrogenasa
aldehidica mitocondrial (ALDHZ2) en células de hepatoma de rata, la que presenta
caracteristicas similares a la ALDH2 de higado de rata y humanos. Con estos
antecedentes, se determiné la actividad de la ALDH2 en cultivos de células H4-1I-E-C3
(H4) mediante espectrofotometria a 340 nm, como fuese descrito en Métodos. En tales
experimentos se utilizé cianamida un inhibidor quimico inespecifico de la ALDH2 y las
otras ALDHs que asegura el tipo de actividad medida. La metodologia utilizada para
determinar la actividad de la deshidrogenasa aldehidica en mitocondrias aisladas fue la
descrita por Tank y cols., (1981), adaptada con pequenas modificaciones para medir la
actividad de la ALDH2 en extractos en células de hepatoma de rata. Los resultados de
la Figura 7.1A revelan que la metodologia implementada es la adecuada para medir la
actividad de la ALDHZ2 en los extractos celulares debido a que se registraron cambios
en la absorbancia a 340 nm al incubar la mezcla de reaccién que contiene 150 ug de
proteinas totales con una concentracion final de propionaldehido 21 uM. Consumido
todo el sustrato presente en la mezcla de reaccion, las lecturas de densidad optica se

estabilizaban indicando el término de la reaccion.

Establecida la metodologia para medir la actividad ALDH2 en los extractos celulares,
se estudiaron tres concentraciones del inhibidor cianamida (50, 100 y 200 uM) durante
distintos tiempos de incubacion (0, 0,5, 1, 1,5 y 2 horas) con el inhibidor. La Figura

7.1B muestra el efecto sobre la actividad ALDH2 de la incubacidon con concentraciones
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crecientes del inhibidor y a diferentes tiempos, obteniéndose en promedio una
reduccion en la actividad ALDH2 de 80%, reduccién que es significativa en
comparacion con un cultivo de células H4 control (sin tratar) al que se le asigné un

valor relativo de 100% de actividad enzimatica.

A partir de los datos mostrados en la Figura 7.1A y 7.1B se confirma que la
metodologia utilizada permite registrar la actividad de la ALDH2. La inhibicién de la
actividad de la deshidrogenasa aldehidica obtenida con las distintas concentraciones
de cianamida fue similar a todos los tiempos por lo que, los siguientes experimentos
con células de hepatoma de rata H4-II-E-C3 se realizaron a una concentracion final de

cianamida 100 uM y un tiempo de incubacion de 1 hora.

PROPAGACION DE VECTORES ADENOVIRALES DE PRIMERA GENERACION A
GRAN ESCALA

Se prepararon vectores adenovirales a gran escala (Figura 7.2) segun el procedimiento
descrito (Métodos 6.3) que consiste en aumentar secuencialmente el tamano del
cultivo de células 293 y los ciclos de infeccion de la particula adenoviral hasta llegar a
infectar 30 placas de 100 mm. En su siguiente purificacion, la utilizacion de una
gradiente discontinua de cloruro de cesio depende de la obtencién de una banda viral
de densidad 1,3 que se ubica entre ambas soluciones segun lo descrito en la literatura
(Mittereder y cols., 1996). Se debe generar > 3 X 10° células para poder visualizar
apropiadamente la banda en este tipo de gradientes. La cantidad de placas de cultivo
infectadas para realizar la gradiente de CsCl abarcé el rango de 9 — 100 placas de

cultivo obteniéndose 6,3 X 10"y 3 x 10" particulas virales por mL, respectivamente.
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Figura 7.1: Medicién de la actividad ALDH2 endégena en células de hepatoma de rata
mediante espectrofotometria.

A) Formacion de NADH (D.O. a 340 nm) en extractos celulares provenientes de células
H4-1I-E-C3. A la mezcla de reaccion que contiene 150 ug de proteinas totales se adicioné el
sustrato, momento en que se comenzé a registrar cambios en la densidad 6ptica (D.O.) a 340
nm. Consumido el sustrato, las lecturas se estabilizaron indicando el término de la reaccion.

B) Curva dosis-respuesta con cianamida, un inhibidor quimico inespecifico de la ALDH2.
Cultivos de células de hepatoma de rata, se incubaron con concentraciones crecientes de
cianamida a distintos tiempos. En todas las condiciones de estudio, se obtuvo una reduccion en
la actividad ALDH2 de 80%. A las células H4 sin tratar, se le adjudic6 100% de actividad
enzimatica.
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Figura 7.2: Propagacion de vectores adenovirales a gran escala.

Las células embrionarias de rindn humana (HEK) 293 se transdujeron durante 48 h con el
vector adenoviral a propagar. Transcurrido el tiempo, las células se recolectaron y se
realizaron 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento a —80°C y 37°C, respectivamente.
Luego de una centrifugacion a 15.204 X g, el sobrenadante se deposité sobre una gradiente
discontinua de CsClI. Se centrifugé a 100.000 X g, obteniéndose una banda viral al que se le
elimind las sales por dialisis y se cuantific6 mediante espectrofotometria a 260 nm.

45



7.3

INHIBICION DE LA ALDH2 POR EL GEN ANTISENTIDO: EFECTO DE LA
TRANSDUCCION CON DISTINTAS DOSIS DEL VECTOR AdV-AS SOBRE LA
ACTIVIDAD ALDH2 EN EL TIEMPO

Previo a los estudios realizados con el vector adenoviral de primera generacién que
codifica el gen Aldh2 antisentido (AdV-AS), se establecidé la dosis y el tiempo de
transduccion con este vector en cultivos de células de hepatoma de rata. Se analizaron
dos dosis infectivas del vector AdV-AS, correspondientes a una cantidad relativa de
adenovirus (particulas virales/célula) igual a 5 (PVC = 5) y a 15 (PVC = 15), sobre la
actividad de la ALDH2. El curso temporal de la postransduccién estudiada corresponde
a las 24, 48, 72 y 96 horas, momento en que se detuvo el cultivo celular, lavaron las
células con PBS frio y se desprendieron mecanicamente en presencia de Triton X-100

1% para centrifugar y determinar la actividad ALDH2 en los extractos celulares.

Los datos de actividad ALDH2 obtenidos (Figura 7.3) muestran que la transduccién de
células de hepatoma de rata H4-II-E-C3 con el vector adenoviral que codifica para el
gen Aldh2 antisentido, produjo una marcada disminucion en la actividad ALDH2 a
todos los tiempos de postransduccion estudiados. Estos valores se compararon con la
actividad ALDH2 proveniente de células H4 sin tratar y sin virus a las que se les
adjudicé un valor relativo de 100%. El control negativo cianamida (100 uM durante 1 h)
se incluyd en todos los ensayos para comparar los niveles de reduccion obtenidos con

el vector AdV-AS versus los obtenidos en presencia del inhibidor quimico.

Una dosis infectiva baja equivalente a una PVC = 5 (Figura 7.3), produjo una reduccion
paulatina en la actividad de la ALDH2 en el tiempo en comparacién con la reduccion

registrada al transducir los cultivos de células H4 con una dosis infectiva alta
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(PVC =15). A las 24 horas postransduccionales (Figura 7.3A) la actividad ALDH2
disminuyé en 26% en un cultivo de células H4 transducidas con una PVC = 5,
disminuciéon que se hizo mas marcada a las 48 horas (Figura 7.3B) alcanzando un
maximo (76%) en la reducciéon en la actividad ALDH2 a las 72 horas
postransduccionales (Figura 7.3C). La transduccién de los cultivos de hepatoma de
rata con una dosis infectiva alta (PVC = 15) del vector AdV-AS produjo una disminucion
en la actividad de la ALDH2 de 57% a las 24 horas (Figura 7.3A), 61,6% a las 48 horas
(Figura 7.3B) obteniéndose la maxima reduccion en la actividad ALDH2 de 72% a las
72 horas postransduccionales. A las 96 horas de postransduccién, se registré6 una
reduccion en la actividad ALDH2 de 63,2% (Figura 7.3D). Las Figura 7.3C y 7.3D
muestran que a tiempos mayores de postransduccién de 72 y 96 horas, la reduccion en
la actividad de la ALDH2 a ambas dosis infectivas fue de 80%, disminucion que no

mostro diferencias significativas con la alcanzada con el inhibidor quimico cianamida.

Los resultados obtenidos con la curva dosis respuesta con el vector AdV-AS en el
tiempo muestran que independientemente de la concentraciéon del vector AdV-AS
utilizado, el efecto de disminucién de la actividad ALDH2 es logrado en ambos casos
llegando incluso a los mismos niveles de inhibicion (80%). La diferencia radica en que
con una dosis infectiva alta (PVC = 15) la reduccién de la actividad ALDH2 es
inmediata en cambio con una dosis baja, la maxima reduccion en la actividad es mas
lenta. Con los datos obtenidos, los siguientes experimentos in vitro se realizaron con
una dosis infectiva baja (PVC = 5) y alta (PVC = 15) a las 24 horas

postransduccionales.
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Figura 7.3: Efecto de la transduccion con dos dosis infectivas del vector que porta el
gen Aldh2 antisentido sobre la actividad ALDH2 de células de hepatoma de rata.

Las células de hepatoma de rata H4-II-E-C3 se transdujeron durante 24 h con el vector que
porta el gen Aldh2 antisentido (AdV-AS) a dos dosis (PVC =5 y PVC = 15). Se realizaron en
paralelo controles: células sin virus y células incubadas con cianamida (100 uM, 1 h).
A) Actividad ALDH2 luego de 24 h de postransduccion con el vector AdV-AS. B) Actividad
ALDH2 luego de 48 h de postransduccion con el vector AdV-AS. C) Actividad ALDH2 luego
de 72 h de postransduccion con el vector AdV-AS. D) Actividad ALDH2 luego de 96 h de
postransducciéon con el vector AdV-AS. La actividad de la ALDH2 se presenta como
porcentaje respecto a la actividad de células sin tratar. Los resultados se expresaron como el
promedio + SEM de cuatro experimentos independientes. AdV-AS vs. sin virus: ***p<0,001



7.4

REDUCCION EN LA ACTIVIDAD DE LA ALDH2 EN CELULAS DE HEPATOMA DE
RATA TRANSDUCIDAS CON VECTORES ADENOVIRALES QUE PORTAN EL GEN
Aldh2 ANTISENTIDO

En los siguientes experimentos realizados con el vector adenoviral AdV-AS, se
incorporé un nuevo control que consistié en la utilizacion de un vector adenoviral de
primera generacion que no contiene el cDNA antisentido de la deshidrogenasa
aldehidica mitocondrial por lo que se denominé AdV-vacio. La razén de la utilizacién de
este vector AdV-vacio es confirmar que la disminucion de la actividad ALDH2 se debe
a la presencia y expresién de la ALDH antisentido y no a la presencia del vector

adenoviral por si.

Las células H4-1I-E-C3 se transdujeron durante 24 h con un vector control (AdV-vacio)
o un vector adenoviral que porta el gen Aldh2 antisentido (AdV-AS) a 2 dosis (PVC =5
y PVC = 15) momento en que se retird el medio infectivo y se reemplazé por medio de
cultivo fresco. Los cultivos se mantuvieron hasta cumplir las 48 horas postconfluencia y
se realizaron en paralelo controles adicionales: células sin tratar y células de hepatoma
de rata incubadas con el inhibidor cianamida.

Los resultados obtenidos (Figura 7.4), utilizando una nueva preparacién de los
adenovirus, muestran que después de 24 horas de postransduccion con el vector AdV-
AS, la actividad ALDH2 disminuyd en 60 y 70% (p<0,001 versus AdV-vacio) a una
dosis infectiva igual a 5 y 15, respectivamente. Los cultivos celulares que se
transdujeron con las dos dosis infectivas del AdV-vacio, no mostraron diferencias
significativas en la actividad de la ALDH2 en comparacion con las células controles.
Estos resultados indican que la infeccion con un vector adenoviral por si mismo, no es

el causante de la disminucioén de la actividad ALDH2 registrada.
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Figura 7.4: Actividad de la ALDH2 en células de hepatoma de rata transducidas con
vectores adenovirales que portan el gen Aldh2 antisentido.

Las células de hepatoma de rata H4-lI-E-C3 se transdujeron durante 24 h con un vector
control (AdV) o un vector adenoviral que porta el gen Aldh2 antisentido (AdV-AS) a 2 dosis
(PVC = 5 y PVC = 15). Se realizaron en paralelo controles adicionales: células sin tratar y
células de hepatoma incubadas con cianamida 100 uM durante 1 h, para alcanzar la maxima
inhibicién de la ALDH2. La actividad de la ALDHZ2 se presenta como porcentaje respecto a la
actividad de células sin tratar. Los resultados se expresaron como el promedio + SEM de
cuatro experimentos independientes. AdV vs. AdV-AS: ***p<0,001 para ambas PVCs.

100% control = 3,5 nmol/min/mg proteina
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7.5

DETECCION DE mRNA DE LA ALDH2 ANTISENTIDO (AS) LUEGO DE LA
TRANSDUCCION DE CELULAS H4-lI-E-C3 CON UN VECTOR ADENOVIRAL AdV-
AS

La expresion del gen Aldh2 antisentido en cultivos de células H4-11-E-C3 infectadas con
AdV-AS se determiné mediante reacciones de transcripcion inversa (RT) seguidas de
una reaccién de polimerizacion en cadena (PCR) en RNA celular extraido mediante
TRIzol. Las reacciones de PCR para el cDNA de la ALDH-AS, se realizaron con
parejas de partidores (Tabla 5.1 y 5.2) que generaran amplicones de distinto tamafio.
La estrategia experimental utilizada esquematizada en la Figura 7.5A, muestra los
partidores utilizados que hibridan a distancias crecientes del sitio de union del partidor
unico de la RT (TG-171) que se utilizé también en las reacciones de PCR.

En la fotografia de la Figura 7.5B se muestran los productos de las reacciones de RT-
PCR realizadas para confirmar la expresion del mRNA de la ALDH2-AS en cultivos de
células de hepatoma. Los resultados muestran que se obtuvieron los productos de los
tamafos deseados con todas las parejas de partidores (carrilles 3 a 6) incluyendo un
producto de 1500 pb correspondiente a la ALDH2-AS integro. El carril 2 muestra un
producto de 600 pb correspondiente a mRNA de B-actina de rata utilizado como control
interno. Se realizaron ademas los controles sin RT y control H,O (datos no mostrados),
en que no se obtuvo producto. En la Figura 7.5B se puede apreciar visualmente que la
intensidad de las bandas de los productos de distintos tamafios de mMRNA ALDH2-AS
es semejante entre ellos y a la obtenida de B-actina de rata (carril 2). Puesto que se
obtuvo un producto de mRNA ALDH-AS de 1500 pb, estos resultados sugieren que el
mRNA de la ALDH-AS no esta siendo degradado lo que seria una primera

aproximacion del mecanismo de accién del vector adenoviral AdV-AS (Figura 7.5).
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Figura 7.5: Expresion del gen Aldh2 antisentido en cultivos de células H4-lI-E-C3 luego
de 24 h de transduccién con el vector AdV-AS.

A) Esquema representativo de la ubicacion de los partidores y tamano del producto de
PCR esperado. En negro se muestra el partidor antisentido TG-171 utilizado en la RT y PCR,
en gris los distintos partidores sentido. Las lineas achuradas muestran el tamafo relativo de los
productos de PCR esperados. El tamano tedrico se indica al lado derecho del esquema. El
numero en paréntesis indica el carril en B. B) Niveles de mRNA de la ALDH2 antisentido
después de la transduccién con el vector AdV-AS. Con los partidores escogidos, se
obtuvieron amplicones de distintos tamanos correspondientes a la ALDH-AS (carriles 3-7).
Como control interno, se determin6 B-actina de rata (carril 2). Se realizaron los controles sin RT
y control H,O (datos no mostrados) en que no se obtuvo amplificacion.
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7.6 NIVELES DE mRNA DE LA ALDH2 SENTIDO (S) Y ANTISENTIDO (AS) LUEGO DE
LA TRANSDUCCION DE CELULAS H4-lI-E-C3 CON UN VECTOR ADENOVIRAL
AdV-AS
Se determinaron los niveles de expresion del gen Aldh2 y del gen Aldh2 antisentido en
cultivos de células de hepatoma, utilizando el RNA total extraido de las células H4
transducidas con una PVC = 5 y una PVC = 15 durante 24 horas con el vector
adenoviral AdV-AS. Se realiz6 por separado una RT con el partidor TG-184 (Tabla 5.1)
para el mRNA de la ALDH2 sentido (S en Figura 7.6; enddégena de las células H4) y
una RT con el partidor TG-171 (Tabla 5.1) para el RNA de la ALDH2 antisentido (AS)
proveniente del vector AdV-AS. Las reacciones de PCR para el cDNA de la ALDH-AS y
ALDH-S, se realizaron con parejas de partidores listadas en la Tabla 5.1 en que el
partidor Unico de la RT que permite discriminar entre sentido y antisentido se utilizé
también en la reaccion de PCR.

En la fotografia de la Figura 7.6 se muestran los productos obtenidos de 1500 pb de las
reacciones de RT-PCR realizados con el fin de comparar los niveles de mRNA de
Aldh2-S (sentido) con los niveles de RNA de Aldh2-AS (antisentido) luego de 24 horas
de postransduccion a partir del mismo RNA total extraido de las células a las dos dosis
infectivas del vector AdV-AS. Se puede apreciar una pequefa banda de 1500 pb en las
células que no se trataron con el vector adenoviral que porta el gen Aldh2 antisentido,
lo que se atribuye a contaminacion entre carriles y no a una contaminacion con DNA
viral porque las muestras se habian tratado con DNAsa RQ1 previo al ensayo de RT.
Luego de la infeccion con las distintas dosis del vector AdV-AS (PVC =5y PVC = 15),
se observaron niveles altos tanto del mRNA sentido y antisentido. Los niveles de

mRNA antisentido no aumentaron a una PVC mayor con el vector AdV-AS.
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Figura 7.6: Niveles de mRNA de la Aldh2 sentido (S) y antisentido (AS) después de la
transduccién de células de hepatoma de rata con un vector adenoviral que porta el
gen Aldh2 antisentido.

Las células de hepatoma de rata se transdujeron con un vector adenoviral que porta el gen
Aldh2 antisentido (AdV-AS) a dos dosis (PVC = 5 y PVC = 15) durante 24 horas. Las
células sin tratar y las células incubadas con cianamida (100 uM durante 1 h) se utilizaron
como controles. Como control interno, se determiné la expresion de B-actina.

54



7.7

DETERMINACION POR RT-PCR DE LOS NIVELES RELATIVOS DE mRNA DE
Aldh2 SENTIDO (S) y ANTISENTIDO (AS) LUEGO DE LA TRANSDUCCION DE
CELULAS H4-lI-E-C3 CON UN VECTOR ADENOVIRAL AdV-AS

Los resultados en la Figura 7.6 muestran que los niveles de expresion del mRNA de la
Aldh2-S y RNA de la Aldh2-AS a una PVC = 5 son similares entre si. Para confirmar
estos resultados, se realizé una RT-PCR semicuantitativa en que a partir de una
reaccion de transcripcion inversa (RT) se prepararon diluciones seriadas (1/25, 1/75,
1/250, 1/500) para luego efectuar reacciones de PCR independientes.

La Figura 7.7A, muestra los productos de las reacciones de RT-PCR de 1500 pb
correspondientes a la ALDH2 endogena (ALDH-S) provenientes de los cultivos de
células H4 sin tratar (control). En la Figura 7.7B, se muestra el producto de 1500 pb
que corresponde a la ALDH-S (carriles 2 al 6) y el producto de 1500 pb que
corresponden a la ALDH-AS (carriles 7 al 11) obtenidos a partir de células H4
transducidas con una PVC = 5. Se puede apreciar que la intensidad de la banda
correspondiente al RNA de la Aldh2 antisentido (ALDH2-AS) usando una dilucion de
1/250 de la transcripcion inversa como molde es de una intensidad similar a la obtenida
con una dilucion de 1/75 del amplicon de mRNA de la Aldh2 sentido. Sin embargo, si
se comparan los niveles de mRNA de la ALDH2 sentido proveniente de células H4
transducidas con el vector con los niveles de mRNA de ALDH2 de las células sin virus,
la cantidad de RNA de la ALDH2 sentido parece ser igual o levemente mayor a RNA-
AS. El hecho que el mRNA sentido y el RNA antisentido de 1500 pb sean detectados
en el mismo RNA total extraido de las células H4 sugiere que ambos acidos nucleicos
estén interactuando entre si formando un dudplex RNA-RNA que no esta siendo
degradado. Este mecanismo de ocupacién del RNA explicaria la reduccion en la

actividad de la ALDH2 en células transducidas con el vector AdV-AS (Figura 7.8).
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Figura 7.7: Determinaciéon por RT-PCR de los niveles relativos de mRNA de Aldh2
sentido y Aldh2 antisentido (Aldh2-AS) en células de hepatoma de rata transducidas con
el vector AdV-AS.

Los niveles de mRNA de la ALDH2 de rata y del vector AdV-AS se determinaron mediante
reacciones de transcripcion inversa seguida por reacciones de PCR usando distintas diluciones
de la transcripcion inversa como molde (1/5, 1/25, 1/75, 1/250 y 1/500). Como estandar se
ocupé el marcador de peso molecular “1 kb ladder”. El control negativo es una reaccion de
PCR en la que se us6 agua en vez de una dilucién de transcripcion inversa como molde (H,0).
A) Productos de RT-PCR semicuantitativa de 1500 pb correspondientes a la ALDH2
provenientes de cultivos de células de hepatoma de rata. B) Niveles relativos de mRNA de
Aldh2 sentido y antisentido luego de 24 horas de transduccién con el vector AdV-AS.

56



DNA RNA Proteinas

antisentido

Traduccidn

% “e

Transcripcion

mRNA
sentido

Figura 7.8: Mecanismo de accion de la ALDH2 antisentido codificado por el vector
adenoviral AdV-AS.

El RNA antisentido con una secuencia complementaria al mMRNA Aldh2 sentido entregado
por el vector AdV-AS al expresarse en células de hepatoma de rata hibrida formando un
duplex RNA-RNA. La formacion del duplex RNA-RNA, detiene la traduccién y disminuye la

formacion de proteinas.
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7.8

7.8.1

ACUMULACION DE ACETALDEHIDO EN CELULAS DE HEPATOMA DE RATA H4-

II-E-C3 TRANSDUCIDAS CON EL VECTOR AdV-AS

Produccién de niveles basales de acetaldehido en células H4-ll-E-C3 incubadas
con concentraciones crecientes de etanol

Para determinar si la inhibicion de la expresion del gen Aldh2 y de la actividad ALDH2
conducen a una acumulacién de los niveles de acetaldehido en el medio de cultivo de
las células H4-lI-E-C3, se estudio si existian niveles basales de acetaldehido en los
cultivos celulares incubadas con etanol. Las células de hepatoma de rata a las 48
horas de postconfluencia, se incubaron durante 1 hora con concentraciones crecientes
de etanol (0, 1, 5y 10 mM). Los resultados obtenidos en la Figura 7.9 muestran que a
una concentracion final de etanol de 1 mM genera niveles de acetaldehido (1 puM)
menores y no significativamente diferentes a la condicion control sin etanol (0 mM).
Una concentracion de etanol de 5 mM acumulé niveles de acetaldehido
correspondientes a 5 uM, niveles significativamente mayores (p<0,001) a los
producidos con 0 y 1 mM. La concentracion final de etanol de 10 mM que corresponde
a una concentracién de consumo moderado de alcohol en humanos, produce 10 uM de
acetaldehido, niveles que son significativos en comparacién con la condicién 0 mM sin
alcohol y 1 mM (p<0,001). A partir de estos resultados se establecio estudiar el efecto
del gen Aldh2 antisentido en presencia de una concentracién final de etanol

equivalente a 10 mM.
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Figura 7.9: Acumulacién de acetaldehido en células de hepatoma de rata incubadas
con concentraciones crecientes de etanol.

Células de hepatoma de rata H4-1I-E-C3 se incubaron con distintas concentraciones de
etanol durante 1 h, y el acetaldehido acumulado en el medio se cuantificé por HPLC. Las
barras representan la concentracién de acetaldehido en el medio de cultivo de las células
H4. Los resultados se expresaron como el promedio + SEM de cuatro experimentos
independientes. Control (0 mM etanol) vs. 5y 10 mM: ***p<0,001.
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7.8.2 Acumulacién de acetaldehido en células H4-lI-E-C3 transducidas con el vector
adenoviral que porta el gen Aldh2 antisentido
Las células de hepatoma de rata H4-II-E-C3 se transdujeron durante 24 horas con un
vector control vacio (AdV) o un vector antisentido AdV-AS a 2 dosis (PVC = 5y
PVC = 15). Todos los cultivos se incubaron con una solucién de etanol para generar
una concentracion final de etanol equivalente a 10 mM. Como control de acumulacion
de acetaldehido por inhibicién de ALDHSs se trataron placas con el inhibidor cianamida.
La Figura 7.10 muestra que la transduccion de cultivos de células de hepatoma de rata
con el vector AdV-AS aumentd la produccién de acetaldehido en 8 veces (de 10 uM a
80 — 90 uM; p<0,001) con respecto a las células controles sin transducir o respecto a
células en presencia de una dosis equivalente del AdV-vacio. Sin embargo a las dos
dosis del vector AdV-AS, a una dosis baja (PVC = 5) y a una dosis alta (PVC = 15) los
aumentos en los niveles de acetaldehido generado son similares y no presentan
diferencias significativas entre si. Los niveles de acetaldehido en células incubadas con
el inhibidor no-especifico cianamida (100 uM, 1 hora) acumularon acetaldehido en

concentraciones de 350 pM.
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Figura 7.10: Acumulacién de acetaldehido en células de hepatoma de rata
transducidas con el vector adenoviral que porta el gen Aldh2 antisentido.

Las células de hepatoma de rata H4-1I-E-C3 se transdujeron con un vector adenoviral
control (AdV) y el que porta el gen Aldh2 antisentido (AdV-AS) a dos dosis (PVC =5y
PVC = 15) durante 24 h. Dos dias luego de la transduccion, las células se incubaron con
etanol 10 mM durante 1 h, y el acetaldehido acumulado en el medio se cuantific6 mediante
HPLC. Como control negativo se usaron células H4 sin tratar y como control positivo células
incubadas con cianamida (100 uM durante 1 h) para alcanzar la maxima inhibicion de la
ALDH2. Los resultados se expresaron como el promedio + SEM de cuatro experimentos
independientes. AdV vs. AdV-AS: ***p<0,001. Células no tratadas vs. AdV (PVC =5 6 15):
no significativo.
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7.9

INHIBICION DEL CONSUMO DE ALCOHOL POR EL GEN ANTISENTIDO ANTI-
Aldh2. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE UN VECTOR ADENOVIRAL ANTI-
Aldh2 SOBRE EL CONSUMO DE ALCOHOL DE RATAS BEBEDORAS DE LA
UNIVERSIDAD DE CHILE (LINEA UChB): ESTABLECIMIENTO DEL REGIMEN DE
ACCESO LIMITADO

Realizados los experimentos in vitro con las células H4-II-E-C3 y establecidos los
efectos del vector adenoviral de primera generacion AdV-AS es decir: i) reduccién de la
actividad de la ALDH2 y ii) aumento en los niveles de acetaldehido a las dos dosis del
vector y su comparacion con un vector adenoviral control AdV-vacio, se procedié a
determinar si efectos similares se obtenian in vivo, especificamente con el modelo

animal de la linea de ratas Universidad de Chile Bebedoras(UChB).

En el Estudio #1 se utilizaron 8 ratas de la linea UChB a los cuales se les registro el
consumo voluntario de agua y de una solucién al 10% de etanol diariamente durante 2
meses. El consumo de etanol promedio registrado durante los ultimos 30 dias,
momento en que se inicid el experimento para este grupo de animales fue de
6,9 £ 1,1 g/kg/dia. A continuacion, los animales se dividieron en 2 grupos en que al
primer grupo se les inyecté una dosis de 3 X 10" pv/kg del vector adenoviral AdV-AS y
al segundo grupo una dosis igual (3 X 10" pv/kg ) del vector AdV-vacio. Los animales
con acceso libre durante las 24 h a las dos soluciones ofrecidas, mostraron al dia4y 5
de haber recibido el vector AdV-AS, una disminucion significativa de 30% (p<0.01) en
el consumo de alcohol (Figura 7.11A), volviendo durante los dias restantes a un
consumo normal (dia 7 al dia 10), en comparacion al grupo que recibioé el vector control

(AdV-vacio). Los animales que recibieron una dosis similar del vector AdV-vacio no
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mostraron diferencias significativas en el consumo diario de la solucion de etanol 10%

durante los 10 primeros dias.

Los estudios sugirieron que una aversion al alcohol se obtendria sélo cuando el animal
tratado con AdV-AS puede aparear los efectos disforicos del etanol con su consumo, y
que por consiguiente ésta asociacién se veria aumentada si los animales tuviesen acceso
a etanol sélo por un corto periodo al dia. Ademas, estudios en la literatura (Murphy y
cols., 1986; Sinclair y cols., 1992) demuestran que ratas que se han habituado al
consumo de alcohol luego de un consumo prologado consumen grandes cantidades de
alcohol cuando son expuestas a una soluciéon de alcohol por tan sélo una hora al dia
(paradigma de acceso limitado). Por consiguiente, finalizado el dia 10 de oferta ad-libitum
de alcohol y agua, los animales se privaron de la solucién de etanol durante 16 horas
(“overnight”) para comenzar un periodo denominado de acceso limitado de 1 hora. Esta
etapa de acceso limitado consistié en ofrecer a los animales durante 1 hora determinada
del dia una solucién de etanol 10% y agua. Transcurrida la hora, se retird la botella
graduada que contenia la solucion de etanol y durante las 23 horas restantes, el animal
continud con acceso libre a la botella con agua. Los resultados obtenidos (Figura 7.11B)
con esta metodologia de acceso limitado muestran que al primer dia de acceso limitado
(dia 11 del Estudio #1) el consumo de etanol fue alto (1,2 g/kg/h) tanto para los animales
tratados con el vector AdV-AS como con el vector AdV-vacio. Durante los dias 12y 13 se
observo un 66% de reduccion en el consumo de alcohol en animales tratados con AdV-
AS versus animales controles, consumo que se mantuvo bajo durante 2 dias mas (dias 14
y 15). El experimento se finalizé el dia 15 en que el promedio de inhibiciéon del consumo
de alcohol inducido por AdV-AS en la “condicién acceso limitado de 1 h” fue de 60 — 70%

(p<0.02 y p<0.002 respectivamente).
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Figura 7.11: Efecto de la administraciéon de un vector adenoviral anti-Aldh2 sobre el
consumo de alcohol de ratas bebedoras de la Universidad de Chile.

Ratas de la linea UChB se dividieron en dos grupos en que al primer grupo se les administré
una dosis de 3 X 10"" pv /kg del vector adenoviral que porta el gen Aldh2 antisentido (AdV-AS)
y al segundo grupo una dosis equivalente de un vector control (AdV-vacio). A) Se registro el
consumo libre durante 24 h de una soluciéon de etanol 10% (vol./vol.) a ambos grupos durante
10 dias. (En el dia 1, dia en que el AdV-AS y AdV-vacio se administraron por via venosa,
problemas técnicos impidieron obtener datos confiables). Finalizado el dia 10 y luego de 16 h de
privacion a la solucién de etanol, B) se inicié un régimen de consumo de acceso limitado en que
la solucion se presenta a los animales solamente durante 1 hora al dia. Los resultados se
expresaron como promedio + SEM. AdV-AS dias 4-5 vs AdV-AS dias 2-3:8§§ p<0,01.

AdV-AS vs Adv-vacio dias 12-13: *p<0,02; y 14-15 **p<0,002.
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710

ESTUDIOS DE LARGA DURACION: EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE UN
VECTOR ADENOVIRAL ANTI-Aldh2 SOBRE EL CONSUMO DE ALCOHOL EN
RATAS DE LA LINEA UChB

Los estudios realizados con vectores adenovirales de primera generacion en murinos
(Toietta y cols., 2005; Maione y cols., 2001; llan y cols., 1997; Wadsworth y cols., 1997;
Kim y cols., 2001), han establecido una duracién aproximada del transgen de 4
semanas. Con estos antecedentes y establecido el régimen de consumo de la solucién
de etanol al 10% en la condicién de acceso limitado durante 1 hora, se determiné la

duracién del efecto del vector AdV-AS por un mes.

En el Estudio #2 se utilizaron ocho ratas hembras de la linea UChB que promediaron
un consumo voluntario de alcohol de 24 horas de 6,8 + 0,86 g/kg/dia durante los
ultimos 30 dias. Estos animales se dividieron en 2 grupos, el primer grupo recibié una
dosis por via intravenosa de 1 x 10'? pv/kg del vector adenoviral AdV-AS y al segundo
grupo una dosis igual del AdV-vacio. Inmediatamente después de la inyeccidén con los
vectores adenovirales, se retiraron las soluciones de etanol para iniciar 3 dias de
abstinencia. Al dia 4 de haber aplicado el vector adenoviral (dia 1 de la Figura 7.12A)
se inicié la condicion de acceso limitado de 1 hora proceso que se repitié hasta el dia
34 (Fig. 7.12A). Los resultados (Figura 7.12) muestran -como fuese esperado- que
durante el primer dia los dos grupos de animales consumieron cantidades similares e
intoxicantes de etanol del orden de 1-1,2 g/kg/hora. Los animales que recibieron el
vector control AdV-vacio aumentaron progresivamente su consumo hasta 1,35
g/kg/hora al dia 3 mientras que a partir del dia 2, el consumo de etanol en el grupo
AdV-AS comenzé a disminuir gradualmente. A partir del dia 5 el consumo de etanol

(0,5-0,6 g/kg/hora) en los animales tratados con AdV-AS comenzé a aumentar
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gradualmente volviendo a niveles similares a los iniciales al dia 6 (1,07 + 0,26 g/kg/h).
Este comportamiento ciclico de consumo, disminucién y aumento, se repitié una vez
mas, siendo cada ciclo de 6 dias. A partir del dia 12 los niveles de consumo de etanol
de los animales que recibieron el vector AdV-AS se estabilizé a un consumo promedio
de 0,6 g etanol por kilogramo de peso corporal. Durante los 34 dias de acceso limitado
de 1 hora, los animales controles tratados con el vector AdV-vacio promediaron un
consumo de 1,2 g de etanol por kilogramo de peso corporal indicando que la presencia
del vector adenoviral que porta el gen Aldh2 antisentido disminuyé en 50% el consumo
de etanol (ANOVA p<0.001). En los mismos animales se registré el consumo de agua
durante la condicién de acceso limitado y durante las 23 horas de acceso libre a agua.
Los resultados (total de 24 horas) en la Figura 7.12B muestran que la cantidad de
fluidos totales consumidos por el grupo de animales tratados con el vector AdV-AS es
igual a la consumida por los animales AdV-vacio, no mostrandose diferencias
significativas. En el periodo acceso limitado, el consumo de agua en una hora es

virtualmente cero.
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Figura 7.12: Duraciéon (34 dias) del efecto del vector AdV-AS anti-Aldh2 sobre el
consumo voluntario de una solucion de etanol.

Ratas de la linea UChB recibieron una dosis de 1 X 10" pv /kg del vector AdV-AS o una
dosis equivalente del vector control (AdV-vacio). A) Determinacion del consumo
voluntario de alcohol en el régimen de acceso limitado de 1 hora. Luego de un
consumo de alcohol ad-libitum durante 60 dias, se administraron los vectores virales y se
implementé una abstinencia de 3 dias. Comenzando al dia 4 (dia 1 en la Figura) se ofrecio
una solucion de etanol (10% v/v) por una hora al dia, midiéndose el consumo de cada
animal en tal periodo. AdV-AS versus AdV-control: ANOVA = p< 0.001. Diferencias en el
consumo de alcohol durante los dias 3 y 4 en las ratas con antisentido respecto al
consumo que ellas exhibieron el dia 1 (*p < 0.05). Diferencia significativa entre ratas con
virus AdV-vacio y AdV-AS **p<0,001. B) Consumo de agua total en los animales
tratados con los distintos vectores adenovirales. El consumo total de agua (24 horas)
no mostré diferencias entre los dos grupos (AdV-AS vs. AdV-vacio).
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7.10.1 Duracion del efecto de la administracion del vector AdV-AS anti-Aldh2 sobre la
actividad de las ALDHs
Finalizada la determinacion del consumo voluntario de alcohol en el régimen de acceso
limitado, a los 34 dias se sacrificaron los animales. Se determiné la actividad ALDH
total y la ALDH2 mitocondrial (Figura 7.13) a partir de las proteinas totales
provenientes del homogenizado hepatico. Para discriminar entre la ALDH2 y las
ALDHs totales se utilizaron, basados en las K, para estas enzimas, dos
concentraciones saturantes del sustrato propionaldehido (21 uyM y 1 mM,
respectivamente). Los resultados (Figura 7.13A) muestran una inhibicion de la ALDH2
de 90% en animales tratados con el vector AdV-AS en comparacion con la actividad de
las ALDHs que recibieron el vector AdV-vacio. Sin embargo no se observo un efecto en

la actividad total de las ALDHSs (Figura 7.13B); [Figuras 7.13 en pagina 70].

7.10.2 Evaluacion de una posible activacion del sistema del interferon por duplex RNA-
RNA. Evaluaciéon de 2°-5°A oligonucleétido sintetasa en el higado de animales
tratados con AdV-AS
En los experimentos in vitro descritos previamente (Figura 7.6), se demostré que la
expresion del gen antisentido anti-Aldh2 no redujo el nivel de mRNA de la ALDH2
endogeno, sugiriendo la formacion de un duplex RNA sentido-RNA antisentido que

bloquearia la traduccion del mRNA de Aldh2 (Figura 7.8).

En base a estudios en 1975 con reticulocitos (Hunter y cols., 1975) se ha descrito que
la presencia de RNAs de doble cadena de una longitud mayor de 30 pb en el interior de
las células, puede activar mecanismos de toxicidad reminiscentes a los de defensa

antiviral contra retrovirus de RNA de doble hebra (sistema de interferén) que conducen
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a un bloqueo masivo de la sintesis de proteinas y a la degradacion inespecifica del
RNA (Stark y cols., 1998; Al-khatib y cols., 2004). En los estudios en esta tesis se
determind si el sistema del interferén es gatillado por la formaciéon de un duplex RNA-
RNA (RNAs de Aldh2 sentido hibridando con Aldh2 antisentido). Para ello, se extrajo el
RNA total de higado de rata obtenido de animales infectados con el vector anti-Aldh2
(AdV-AS) y el vector AdV-vacio (control). La expresion del gen 2°-5°A oligonucledtido
sintetasa (2°-5°A) se evalué mediante la técnica de RT-PCR semicuantitativa. Los
resultados de la Figura 7.14 muestran la cuantificacion de la expresion del gen 2°-5°A
oligonucledtido sintetasa. En estos estudios, a partir del producto de una reaccion de
transcripcion inversa (RT) se prepararon diluciones seriadas (1/5, 1/10, 1/20, 1/50,
1/100, 1/200) para luego efectuar las reacciones de PCR independientes. La Figura
7.14A muestra los productos de RT-PCR de la 2-5°A proveniente de ratas UChB
infectadas con el vector AdV-vacio y la Figura 7.14B el producto proveniente de ratas
UChB tratadas con el vector AdV-AS. Los resultados obtenidos muestran claramente
que los animales infectados con el vector adenoviral de primera generacién que porta
el gen antisentido de la ALDH2 no muestran un incremento significativo en la expresion
del gen marcador de activacién de la via de interferon respecto de los animales
controles. La cantidad de molde utilizada se ajustoé en todas las muestras en base a la

amplificacion del cDNA de B-actina de rata utilizada como control interno.
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Figura 7.13: Efecto de la administracion de una dosis de un vector AdV que porta el gen
Aldh2 antisentido sobre la actividad ALDH después de 34 dias de “condicion acceso
limitado”.

Ratas de la linea UChB recibieron una dosis de 1 X 10'? pv/kg del vector adenoviral anti-Aldh2
(AdV-AS) o de un vector control vacio (AdV-vacio). Los animales se sacrificaron a los 38 dias
de la administracion del los distintos vectores (y acceso limitado de alcohol durante 34 dias) y
se determiné la actividad de la ALDH hepatica. Para discriminar entre la ALDH2 y las ALDHs
totales se utilizaron dos concentraciones distintas del sustrato propionaldehido: 21 uM y 1 mM,
respectivamente. A) Actividad de la ALDH2 en ratas UChB tratadas con una sola dosis de los
vectores AdV-AS o AdV-vacio. B) Actividad de las ALDHs totales en ratas UChB tratadas con
los distintos vectores adenovirales: AdV-AS o AdV-vacio. Los resultados se expresaron como el
promedio + SEM de tres experimentos independientes. En A) T-test AdV vs AdV-AS: **p<0,002.
En B) T-test: no significativo (NS).
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Figura 7.14: Cuantificacion de la expresion del gen 2°-5°A oligonucledtido sintetasa
mediante la técnica RT-PCR semicuantitativa después de 38 dias de infeccién.

Ratas de la linea UChB recibieron una dosis de 1 x 10" pv/kg de un vector adenoviral anti-
Aldh2 (AdV-AS) o del vector control vacio (AdV-vacio). Los animales se sacrificaron a los 38
dias de la administracién de los distintos vectores y se les cuantificd la expresion del gen 2°-5°A
oligonucledtido sintetasa a partir de RNA total hepatica. Se realizaron diluciones seriadas de la
reaccion de transcripcion inversa. La cantidad de molde se ajustdé en todas las muestras en
base a la amplificacion del cDNA de B-actina de rata como control interno. Se muestran dos
experimentos representativos. A) Expresion del gen 2°-5°A oligonucledtido sintetasa en ratas
UChB tratadas con el vector AdV-vacio. B) Expresion del gen 2°-5°A oligonucledtido sintetasa
en ratas UChB tratadas con el vector AdV-AS. Como puede observase, la sefial de 2°-5'A
oligonucleétido no es aumentada por AdV-AS.

71



711

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DEL VECTOR ADENOVIRAL ANTI-Aldh2
SOBRE LOS NIVELES SANGUINEOS DE ACETALDEHIDO

Los resultados indicados anteriormente (Estudio #2) demostraron que la administracion
del vector AdV-AS lleva a una marcada reduccion en el consumo de alcohol, la que es
constante 10-12 dias después de la administracion de AdV-AS y a una marcada
disminucion en la actividad ALDH2 a los 38 dias. Los estudios siguientes (Estudio #3)
determinaron si la reducciéon en el consumo de etanol en los dias iniciales estaba
asociada a un aumento en los niveles de acetaldehido y a una inhibicién de la actividad
de la ALDH2 hepatica. Para ello, dos grupos de ratas hembras de la linea UChB con
previo acceso ad-libitum a agua y a etanol 10% (vol./vol.) durante 60 dias, recibieron
una dosis de 1 X 10"? pv/kg del vector adenoviral AdV-AS o un volumen equivalente
del tampon de almacenamiento de los vectores adenovirales. Tras las inyecciones, los
animales en jaulas individuales se sometieron a tres dias de privacion de la solucion de
etanol manteniendo el acceso libre al agua. Al cuarto dia se inicié la condicién de
acceso limitado de 10% etanol durante 1 hora al dia, proceso que se repitié durante 10
dias. Durante los 10 dias de acceso limitado el consumo promedio de etanol en el
grupo control (tampén) fue 0,98 + 0,09 g/kg/h mientras que el grupo de animales
tratados con el vector AdV-AS promediaron un consumo de 0,62 + 0,1 g/kg/h
equivalente a una inhibicién del consumo de alcohol de 37% (p<0,05). Transcurridos
los 10 dias de acceso limitado, se procedié a determinar la concentracion sanguinea
de acetaldehido a distintos tiempos luego de administrar una dosis de etanol constante
a ambos grupos (1 g/kg i.p. de etanol al 20% vol./vol.). Tales ratas, habiendo recibido el
vector AdV-AS con anterioridad de 13 dias (3 dias de abstinencia mas 10 dias acceso
limitado), se anestesiaron para administrarles la solucién de etanol y extraerles sangre

arterial para la determinacion de acetaldehido a distintos tiempos después de la
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administracion de etanol. Los animales que recibieron el vector AdV-AS mostraron
marcados aumentos en los niveles de acetaldehido sanguineo a los 5 minutos de ser
administrado el etanol, con valores cercanos a los 60 uM, niveles que se mantuvieron
elevados durante 10 a 15 minutos, llegando a 40 uM a los 30 minutos. Los animales
controles mostraron niveles de acetaldehido del orden de 6-14 uM y no mostraron
diferencias significativas (Figura 7.15), a los diferentes tiempos medidos. Estos
experimentos sugieren que un aumento en los niveles de acetaldehido plasmatico es
responsable de la reduccién en el consumo de alcohol en animales tratados con AdV-

AS.

7.11.1 Medicién de la alcoholemia en animales tratados con el vector anti-Aldh2
El dia anterior a la determinaciéon de los niveles plasmaticos de acetaldehido en las
ratas UChB, se midi6 la concentracion sanguinea de etanol que presentan los animales
al beber alcohol. Este procedimiento se realizd inmediatamente después de
transcurrida la hora de la “condicion acceso limitado” en 1 mL de sangre obtenida de la
cola del animal. ElI promedio del consumo de etanol en los animales el dia de la
medicion de la alcoholemia (dia 9) fue de 1,09 £ 0,38 g/kg/hora y 0,62 + 0,27 g/kg/h
para los animales controles y tratados con el vector AdV-AS, respectivamente. Los
niveles de alcohol sanguineo (Tabla 7.1) obtenidos para el grupo control fueron de
39,0 + 3,0 (mg/100mL) mientras que para los animales tratados con el vector AdV-AS,
la alcoholemia fue de 21,7 + 8 (mg/100mL) lo que concuerda con los datos de ingesta
de alcohol. La diferencia entre las alcoholemias obtenidas entre el grupo control y el

grupo AdV-AS es de 44% (p<0,05).
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Figura 7.15: Niveles de acetaldehido generados por la administracion de etanol en ratas
de la linea UChB tratadas con una sola dosis del vector AdV-AS durante 13 dias.

A ratas de la linea UChB tratadas con una dosis de 1 X 10" pv/kg de un vector adenoviral anti-
Aldh2 (AdV-AS) o con un volumen equivalente de tampén, se les administré 1 g/kg i.p. (etanol
20% vol./vol.). Los niveles de acetaldehido arterial se determinaron a los 5, 10, 15 y 30 minutos.
Los niveles de acetaldehido en los animales AdV-AS, aumentaron 8 veces por sobre los niveles
de animales controles a los 5 minutos, los que se mantuvieron elevados hasta los 15 minutos.
Los resultados se expresaron como el promedio + SEM (*p<0,025; **p<0,01; ns = no
significativo).
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Tabla 7.1.
Niveles de etanol sanguineo en ratas UChB tratadas con el vector que porta el

gen Aldh2-antisentido al finalizar el acceso de 1 hora

Concentracién Sanguinea de Etanol (mg/100 mL)

Grupo control Grupo AdV-AS
33,34 35,5
39.44 21,8
43,88 8,0

(3)39,0£3,0 (3)21,7+£7,6

La concentracion sanguinea de etanol se determiné al finalizar el periodo de 1 hora de acceso
al etanol en 0,1 mL de sangre obtenida de la cola del animal. El etanol se cuantific6 mediante
cromatografia de gases. Los grupos analizados corresponden a animales tratados con el vector
que porta el gen antisentido anti-Aldh2 (grupo AdV-AS) o animales que recibieron un volumen
equivalente de tampdén de almacenamiento del vector (grupo control). Los resultados se
expresaron como promedio + SEM (n=3) p<0,05. La diferencia entre las alcoholemias
corresponde a un 44%.
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7.11.2 Efecto de la administracion del vector AdV-AS anti-Aldh2 sobre la actividad de
las ALDHs de las ratas UChB
Transcurridos los 10 dias de acceso limitado en el Estudio #3, los animales se
sacrificaron y sus higados fueron homogeneizados para determinar la actividad de las
ALDHs y de la ALDH2. Los resultados obtenidos demuestran que la actividad ALDH2
proveniente de los animales tratados con AdV-AS (Figura 7.16A) es 37,5% menor que
la actividad ALDH2 en los animales que recibieron el tampén (10,4 + 3,1 g/kg/h
disminuy6 a un 6,5 + 0,25 g/kg/h; p<0.05). La actividad de las ALDHs totales no mostré
un cambio significativo (Figura 7.16B). Estos datos fuertemente apoyan la hipotesis
que la disminucién en el consumo de la solucion de etanol en ratas bebedoras tratadas
con el vector adenoviral que porta el gen Aldh2 antisentido se debe a una reduccion en
la actividad de la ALDH2 hepatica y que esta reduccién en la actividad enzimatica seria
la causante de los niveles plasmaticos de acetaldehido circulante elevados (Figura

7.15).
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Figura 7.16: Efecto del vector anti-Aldh2 en ratas de la linea UChB sobre la actividad
ALDH.

Ratas de la linea UChB recibieron una dosis de 1 X 10" pv/kg de un vector adenoviral anti-
Aldh2 (AdV-AS) o de tampén de almacenamiento (control). Los animales se sacrificaron a los
13 dias de la administracion del los distintos vectores y se les determiné la actividad de la
ALDH hepatica. Para discriminar entre la ALDH2 y las ALDHs totales se utilizaron dos
concentraciones distintas del sustrato propionaldehido que esta basado en la K, para cada
una: 21 uM y 1 mM, respectivamente. A) Actividad de la ALDH2 en ratas UChB tratadas con
una sola dosis del vector AdV-AS o tampén. B) Actividad de las ALDHs totales en ratas UChB
tratadas con el vector AdV-AS o con un volumen equivalente de tampon. Los resultados se
expresaron como el promedio + SEM. T-test, AdV-AS vs control *p<0,05; NS = no significativo.
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DISCUSION

La deshidrogenasa aldehidica mitocondrial (ALDHZ2), una de las enzimas que participa
en la metabolizacién del acetaldehido generado en la oxidaciéon del etanol, constituye
un buen blanco farmacolégico en el tratamiento del alcoholismo. Los individuos
normales que presentan una actividad disminuida de esta enzima padecen efectos
como nauseas, vomitos y malestar generalizado al consumir bebidas alcohdlicas, lo
que los lleva a desarrollar una aversion a la ingesta de alcohol. Tal condicion es la que

se trata de producir por el uso de farmacos que reducen la actividad de la ALDH2.

La proteccion contra el abuso del alcohol y el alcoholismo generada por el polimorfismo
Glu487Lys de la ALDH2 (ALDH2*2), que resulta en una enzima virtualmente inactiva,
es de 66-75% en los individuos heterocigotos, y cercana al 100% en los individuos que
portan la mutaciéon en ambos alelos (Chen y cols., 1999; Goedde y cols., 1983; Harada
y cols.,1982; Li, 2000; Thomasson y cols., 1991; Tu e Israel, 1995). Consistente con tal
proteccion contra el alcoholismo, se ha descrito que la cirrosis alcohdlica disminuye en
70% en la poblaciéon que porta el alelo ALDH2*2 (Chao y cols., 1994; Nagata y cols.,
2002). Un estudio reciente realizado en 640 nifios y adultos mayores en China mostré
que la prevalencia del alelo ALDH2*2 es constante a las distintas edades, indicando
que la ALDH2*2 no tiene un efecto adverso sobre la sobrevida del individuo en la

poblacién general (Luo y cols., 2005).

Hasta muy recientemente, el tratamiento farmacolégico del alcoholismo se ha basado
principalmente en el uso del disulfiram, un farmaco poco especifico que inhibe a la
deshidrogenasa aldehidica mitocondrial y otras deshidrogenasas, que produce un

marcado aumento en los niveles de acetaldehido cuando el alcohol es consumido. Sin
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embargo, existe poco compromiso por parte del paciente alcohdlico con la ingesta
diaria del farmaco. Ademas una marcada toxicidad y efectos secundarios llevan a

discontinuar su uso.

Una marcada elevacion en los niveles de acetaldehido sanguineo al consumir alcohol,
debido a la presencia de un medicamento como el disulfiram o a una mutacion
inactivante en el gen ALDH2, da como resultado efectos disféricos indicados
anteriormente que incluyen mareo, nauseas, hipotension, neuropatias y palpitaciones
cardiacas (Mizoi y cols., 1983), los que generan una aversion al alcohol. Aunque el 50
al 60 % de la susceptibilidad a desarrollar alcoholismo es genética, ésta es multigénica
no pudiendo atribuirse a un solo gen. Por otra parte, imitar la marcada proteccion
contra el alcoholismo que se observa en individuos asiaticos por la mutacion
inactivante de un solo gen, es una estrategia factible para desarrollar una terapia en

contra del alcoholismo.

Debe, sin embargo, indicarse que una terapia de este tipo comenzaria sélo en
individuos que ya son bebedores problema o incluso en individuos dependientes al
alcohol, a diferencia de la proteccion contra el alcoholismo en asiaticos que presentan
el alelo ALDH2*2. Como se discute mas adelante, los estudios en que Garver y cols.
(2001) demostraron que oligonucledtidos de antisentido anti-Aldh2 inhiben el consumo
de alcohol en ratas fueron hechos en animales “naive”, es decir analogando la

proteccién contra el alcoholismo en asiaticos y no una proteccion terapéutica.
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8.1

LA CELULA DE HEPATOMA DE RATA COMO UN MODELO DE ESTUDIO DE LA
EXPRESION DEL GEN Aldh2

La presencia de la deshidrogenasa aldehidica mitocondrial (ALDH2) en las células de
hepatoma de rata H4-1I-E-C3 fue descrita por Huang y Lindahl en 1990. En 2001,
Garver y colaboradores utilizaron las células H4-II-E-C3 como modelo para estudiar la
inhibicion génica de la ALDH2. Los estudios demostraron que la transfeccion a tales
células de un oligonucleétido fosforotioato de antisentido de 21 nucledtidos (nt) dirigido
contra el mMRNA de la ALDH2, redujo su actividad en 80%. La medicion de la actividad
de la ALDH2 en estos estudios necesitd del aislamiento de las mitocondrias de los
cultivos celulares los que: i) tienen una recuperacion y pureza variables y ii) requiere de

un numero considerable de células de hepatoma de rata (Garver y cols., 2001).

En el afio 2003, Moncada y colaboradores determinaron la actividad de la ALDH2 en
cultivos de células H4-1I-E-C3 con distinto grado de confluencia. La actividad de la
deshidrogenasa aldehidica mitocondrial ALDH2 fue menor en células que se dividian
activamente y aumenté en un 150% después de 48 horas postconfluencia, condicién
en que se detiene la division celular, lo que concuerda con lo observado en una
condicion in vivo en posthepatectomia parcial (Watanabe y cols., 1985). Con estos
antecedentes, se optd por medir la actividad de la deshidrogenasa aldehidica
mitocondrial en células de hepatoma de rata H4-lI-E-C3 a las 48 horas de
postconfluencia (Figura 7.1A) utilizando un método espectrofotométrico (Tank y cols.,
1981; Cao y cols., 1989). Este método consiste en determinar la actividad de la ALDH2
desde un lisado total de células mediante la incubacion con el sustrato y medir la

formacion de NADH que se registra a 340 nm.

80



Una de las desventajas de la utilizacion de esta metodologia segun lo descrito por
Moncada y cols., (2003) consistiria en la baja absorbancia espectrofotométrica para el
NADH al utilizar una concentracion de sustrato en el rango de 15 a 25 uM. Por lo
mostrado en la Figura 7.1A y utilizando una concentracién de sustrato de 21 uM final,
las diferencias obtenidas en las lecturas de densidad optica son lo suficientemente
nitidas para los propodsitos requeridos. Se puede claramente discriminar entre una
muestra que contiene un lisado de células H4 control sin tratar y una muestra cuyas
células se incubaron previamente a la lisis con cianamida, un inhibidor quimico de las

deshidrogenasas aldehidicas (Prufionosa y cols., 1991).

PRODUCCION DE UN VECTOR ADENOVIRAL DE PRIMERA GENERACION QUE
CODIFICA EL GEN Al/dh2-ANTISENTIDO

En estudios in vivo se ha demostrado que luego de la administracién de un vector
adenoviral por via intravenosa, éstos son principalmente captados por el higado, donde
su DNA permanece de manera episomal (Le Gal La Salle y cols., 1993; Kuzmin y cols.,
1997; Schiedner y cols., 2003), por lo que no hay riesgos de insercion al genoma
celular. En esta tesis se us6 un vector adenoviral AdV que porta un gen que codifica un
RNA de antisentido de 1800 pares de bases dirigido contra el mRNA de la

deshidrogenasa aldehidica mitocondrial ALDH2 (Karahanian y cols., 2005).

La produccion de los vectores adenovirales en el laboratorio (Figura 7.2) consta de 3
grandes etapas: i) transfeccién de células (HEK) 293 con dos plasmidios (40 kb y 8.8
kb) que por recombinacion homoéloga resultan en una molécula de DNA de 36 kb
siendo éste el tamano requerido para su empaquetamiento éptimo en la capside viral,

ii) lisis celular vy, iii) purificacion de los virus por gradiente de cloruro de cesio. Se ha
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descrito que para utilizar esta técnica de purificacion (Mittereder y cols., 1996), se
necesita como minimo una produccion de 3 X 10® particulas virales por mL para
obtener una banda viral nitida y visible a simple vista. Estos niveles de produccion de
particulas virales infectivas son suficientes para realizar experimentos con cultivos
celulares sin embargo, son insuficientes para realizar experimentos in vivo. Los
experimentos in vivo descritos en la literatura en que se han utilizado vectores
adenovirales de primera o tercera generacion, infectan con una dosis correspondiente
a 10" pfu/kg de peso corporal (O'Neal y cols., 2000; Toietta y cols., 2005). La técnica
utilizada actualmente en el laboratorio para alcanzar este nivel de produccion de
vectores viables implica el uso de aproximadamente 100 placas de células (HEK) 293
de 100 mm de diametro solamente para inyectar tres animales de una peso
aproximado de 200 gramos. Debe hacerse notar que ésta es la técnica preferida por
investigadores con extensa trayectoria en la preparacion de vectores adenovirales (Ng

y Graham, 2002).

Como se indicara, la eficiencia de la produccion de un vector adenoviral se relaciona
directamente con el tamafio del DNA viral, esto implica que si el DNA viral es de 36 kb
(tamano del DNA viral de un vector silvestre) la produccion es eficiente, si el vector
adenoviral presenta un tamafo menor o mayor a los 36 kb, la encapsidacion y por
consiguiente la produccion de ese vector es menos eficiente (Fallaux y cols., 1998; Ng
y cols., 1999). Esto se observd claramente al propagar a gran escala los vectores
adenovirales AdV-AS y el vector AdV-vacio en que al infectar, lisar y purificar los
vectores desde un mismo numero de placas con células (HEK) 293, la cantidad de

capsides vacias generadas eran considerablemente mayores en las células 293
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8.3

8.4

infectadas con el vector AdV-vacio en comparacién con las células infectadas con el

vector que porta el gen Aldh2-antisentido (datos no mostrados).

EFECTO DEL VECTOR ADENOVIRAL ANTI-Aldh2 SOBRE LA ACTIVIDAD ALDH2
PROVENIENTE DE CELULAS DE HEPATOMA DE RATA

Los estudios de Garver y colaboradores del afio 2001, indican que la vida media de la
deshidrogenasa aldehidica mitocondrial en células de hepatoma de rata es de 22
horas. Con estos antecedentes se probaron a diferentes tiempos dos dosis infectivas
de los vectores adenovirales que portan el gen Aldh2-antisentido (AdV-AS),
equivalentes a una cantidad relativa de adenovirus (PVC) de 5 y 15. Los datos
mostrados en la Figura 7.3 indican que las diferencias en la reduccion de la actividad
de la ALDH2 al utilizar ambas dosis infectivas muestran una correlacién entre el tiempo

y la dosis estudiada.

EFECTO DE LA TRANSDUCCION DE CELULAS DE HEPATOMA DE RATA CON EL
VECTOR ADENOVIRAL QUE PORTA EL GEN A/dh2-ANTISENTIDO

En este estudio, se demostré que células de hepatoma de rata H4-1I-E-C3 presentan
una produccion de acetaldehido (Figura 7.9) en niveles significativos (10 uM) cuando
son incubadas con etanol 10 mM. Los niveles de acetaldehido generados por las
células H4-1lI-E-C3 (Figura 7.10), aumentaron 8 veces (80-90 uM) luego de transducir
las células con el vector adenoviral que codifica la deshidrogenasa aldehidica
antisentido a dos dosis infectivas equivalentes a una cantidad relativa de adenovirus
de 5y 15 (PVC = 5 y PVC = 15). Estos niveles similares de acumulacion de
acetaldehido a ambas PVCs fue inesperado, porque la actividad de la ALDH2 mostro

diferencias cuando las células se expusieron a estas dosis infectivas (Figura 7.3A y
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Figura 7.4). Una posible explicacion a la acumulacion de niveles similares de
acetaldehido a pesar de una mayor reduccion en la actividad de la ALDH2 a la dosis
infectiva mas alta, es que las células de hepatoma de rata presentan también otras
deshidrogenasas con valores de K., altos, como por ejemplo la ALDH microsomal
(Huang y Lindahl, 1990). Una de las formas en que actuaria este ALDH microsomal es
remover el acetaldehido a concentraciones mayores, y por lo tanto el acetaldehido no
se acumularia mas. A partir de estos estudios, queda claro que una inhibicién de un
50-65% de la actividad de la ALDH2 conduce a un aumento marcado (8 veces) en los
niveles de acetaldehido. Tales estudios concuerdan con lo reportado por Garver y cols.
(2001) in vivo en que una inhibicion de 40% de la actividad ALDH2 resulté en un

aumento de 3 a 4 veces en los niveles de acetaldehido.

En los estudios en esta tesis, la determinacion de la ALDH2 en las células de
hepatoma de rata, se hizo a una baja concentracién del aldehido (21 uM) para
asegurar la medicién de la deshidrogenasa mitocondrial de K, baja y no de otras
deshidrogenasas. Cianamida un inhibidor no especifico, dio como resultado un
incremento aun mayor en los niveles de acetaldehido, debido probablemente a la
inhibicion de la ALDH microsomal de K., alta (mM) (Prufionosa y cols., 1991).

Debe notarse que en estos estudios, el mMRNA sentido (Figura 7.6) mostré valores
aumentados en las células infectadas, sugiriendo una proteccion de su degradacién
mediante ocupacion con el mMRNA antisentido, al mismo tiempo que una inhibicién en la
traduccion de la enzima. Sin embargo, los niveles de mMRNA sentido no cambiaron a
una PVC mayor a pesar de una inhibicion mayor de la actividad enzimatica, sugiriendo
que la correlacion entre los niveles de mRNA y la sintesis proteica no es 1:1. Los

estudios también muestran que a una PVC de 5, la célula alcanza su maxima
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capacidad de sintetizar el RNA antisentido, indicando que una mayor dosis infectiva no

lleva a una mayor inhibicion.

MODELO ANIMAL EN RATAS DEPENDIENTES PARA EL ESTUDIO DE UNA
NUEVA MODALIDAD TERAPEUTICA CONTRA EL ALCOHOLISMO

El modelo animal para nuestro estudio del alcoholismo debe cumplir con la
caracteristica de consumir cantidades intoxicantes de etanol (Le e Israel, 1994) en un
periodo corto de tiempo, e idealmente en animales dependientes al alcohol. Estos, al
ser tratados con los vectores virales, deben evitar el consumo de alcohol después de
haber experimentado el efecto de altos niveles de acetaldehido. A partir de estos
antecedentes, se utilizoé a la rata como modelo porque en este animal el acetaldehido
generado de la oxidacion del etanol es metabolizado por la deshidrogenasa aldehidica
mitocondrial de alta afinidad, tal como en el hombre. Se ha demostrado que la rata
presenta una delecidon en su promotor de la Aldh1 citosdlica por lo que esta enzima
virtualmente no se expresa en los tejidos o en el hepatoma de esta especie (Chen y
cols., 1996; Huang y Lindahl, 1990) asemejandose a una baja participacién de la
deshidrogenasa aldehidica citosélica en la metabolizacion del acetaldehido en

humanos (Klyosov y cols., 1996).

En cinco laboratorios en el mundo se han desarrollado, por cruzamiento selectivo,
lineas de ratas que presentan un fenotipo de alto consumo de alcohol (en libre acceso
de etanol al 10% vol./vol.), igual o mayor a 5 g de etanol por kilogramo de peso
corporal en 24 horas (Lumeng y cols., 1995; Le y cols., 2001). Entre estas lineas estan
las ratas UChB desarrolladas en la Facultad de Medicina Norte (Mardones y Segovia-

Riquelme, 1983). La ventaja que presenta tal tipo de ratas es que no es necesario
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8.5.1

entrenar al animal para consumir cantidades intoxicantes de una soluciéon de etanol.
Luego de ofrecer por varias semanas etanol (10%) y agua durante 24 horas al dia, las
ratas son sometidas a un sindrome de privacién durante 1 a 3 dias. Luego, por tan sdlo
una hora diaria se ofrece a los animales el re-acceso a la solucion de etanol, lo que
lleva a un alto consumo de alcohol en este tiempo (aprox. 1,2 g/kg; equivalente a 84
g/70 kg). A diferencia de las ratas comercialmente disponibles que deben entrenarse
para consumir cantidades moderadas de etanol en soluciones conteniendo sacarosa o
sacarina durante 20-30 dias (Samson y cols., 1996; Sinclair y cols., 1992), ratas UChB
consumen altos niveles de alcohol sin un endulzante. En los estudios presentes se
demostré por primera vez que ratas UChB muestran altos consumos de etanol en la
hora de re-acceso al alcohol (postsindrome de privacion), que son 6 veces mayores al

promedio horario observado cuando el etanol esta disponible durante 24 horas.

Asociacion del efecto disférico del acetaldehido con la ingesta de una solucion
de etanol

El mecanismo de la aversion al alcohol de un medicamento como el disulfiram depende
del reconocimiento, por animales o humanos tratados con tal medicamento, que el
etanol es el causante de la disforia al ser consumido, lo que reduce su posterior
ingesta. Para producir el efecto terapéutico deseado (abstinencia o reduccién del
consumo) debe primeramente ingerirse alcohol y generarse un aumento en los niveles
circulantes de acetaldehido, la causa primaria del efecto disférico. Los alcohdlicos que
son tratados con disulfiram son informados de la disforia experimentada al ocurrir la
reaccion disulfiram-etanol y del malestar desencadenado. Es decir, la informacion
misma precede (y posiblemente potencia) al efecto disférico propiamente tal. Es poco

probable que animales entrenados a consumir etanol por periodos prolongados, y
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luego tratados con disulfiram o el vector AdV-AS, asocien rapidamente la disforia
generada al continuar el consumo de etanol, un fluido que anteriormente han bebido
sin experimentar efectos negativos. Una aversion inducida por la reaccién etanol-
disulfiram en un modelo animal se obtuvo por Garver y cols. (2000) quien utilizé ratas
comerciales de la cepa Lewis previamente pretratadas con disulfiram y sin experiencia
de consumo de alcohol. Estas ratas se privaron de agua durante 16 horas por lo que al
re-hidratarse consumieron grandes volumenes de agua que contenia etanol al 6%
(primera bebida presentada en el dia). El gran consumo de la solucion de etanol 6%,
generd niveles de acetaldehido plasmatico elevados. Los animales pretratados con
disulfiram sélo consumieron la solucion conteniendo alcohol durante una hora.
Animales controles siguieron consumiéndolo avidamente hasta por 5 horas (Garver y

cols., 2000).

Establecimiento de una condicién de acceso limitado de 1 hora

Las ratas de la linea UChB presentan en promedio un consumo de 7 g de etanol por
kilogramo de peso corporal por dia luego de una exposicién a la solucién de alcohol
durante 30 a 60 dias. A tales animales se les administré6 AdV-AS y AdV-vacio (dia 1)
por via intravenosa. En animales que continuaron en un régimen de libre acceso a dos
botellas durante 24 h (una de agua y otra de una solucién de etanol 10% vol./vol.) la
administracion del vector AdV-AS (Figura 7.11A) llevd a una disminucion significativa
del consumo de alcohol en los dias 4 y 5, para luego volver a los niveles normales de
consumo. Ello puede deberse al tiempo necesario para la expresion del gen antisentido
y a la vida media de la ALDH2. Estos datos sugieren que durante los tres primeros
dias, las ratas aun no relacionan (o no desarrollan) un malestar fisico con el consumo

de alcohol, relacién que se manifiesta a los dias 4 y 5. Sin embargo, los niveles de
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consumo aumentan nuevamente alcanzando los mismos valores obtenidos en los
animales controles tratados con el vector AdV-vacio. Estudios recientes (Quintanilla y
cols., 2005) han indicado que en ratas virtualmente abstemias (UChA), que poseen una
ALDH?2 lenta, los niveles de acetaldehido se elevan principalmente en los primeros 15
minutos de la ingesta alcohdlica y que tal efecto es que resulta en gran parte en una
marcada aversion al etanol. Por consiguiente, es posible esperar que una asociacion
entre la disforia causada por el alcohol en animales a los que se ha administrado AdV-
AS sea aprendida con mayor éxito en animales que aparean el efecto del alcohol sélo
en momentos en que se genera la mayor disforia y no en 24 horas de consumo. Este

razonamiento llevé al uso del paradigma de “acceso limitado”.

El modelo de “acceso limitado” es preferido en el campo del alcoholismo (Murphy y
cols., 1986; Sinclair y cols., 1992) por presentar caracteristicas similares al consumo y
la intoxicacion en humanos dependientes al alcohol. Las ratas UChB en condiciones de
libre acceso a una solucién de etanol consumen un promedio de 0,3 g etanol por hora,
evitando intoxicaciones masivas. Para obtener un consumo elevado de una solucién de
etanol en un tiempo corto, que el animal pudiese aparear conductualmente con una
reaccion putativamente disférica de etanol-AdV-AS, los animales asi tratados se
sometieron a un periodo de privacion de etanol durante 3 dias y luego se les restringié
el acceso a la solucion de etanol a sélo 1 h diaria (dia 1 en la condicion de “acceso
limitado”, o dia 11 experimental). Al readministrar la solucion de etanol (Figura 7.11B)
el consumo de etanol en ambos grupos fue de 1-1,2 g de etanol a diferencia de los
0,3 g de etanol en una condicion de acceso libre. Sélo a partir del segundo dia de
acceso limitado (dia 12) el consumo de la solucién de etanol disminuyé marcadamente

(82%) en animales tratados con AdV-AS, que es interpretado como un apareamiento
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entre el efecto disférico de la reaccion AdV-AS y el consumo de etanol después de la
primera experiencia; un comportamiento similar a los estudios durante una hora

descritos por Garver y cols. (2000).

Al restringir el acceso a la solucion de etanol a 1 hora diaria, la generacion de
acetaldehido es mayor, dado a que existe un bajo nivel de NADH hepatico (Wahid y
cols.,1981), metabolito generado en la oxidacién del etanol que inhibe la produccién de
acetaldehido por la deshidrogenasa alcohdlica (Crabb y cols., 1983). Adicionalmente,
una reduccion terapéutica de la actividad de la ALDH2 por el AdV-AS favorece la
acumulacion de acetaldehido en la circulacion, generando efectos disforicos vy
aversivos, efectos que no se obtienen si el animal consume solamente 0,3 gramos de

etanol por hora en forma continuada.

DURACION DE LA INHIBICION DEL CONSUMO DE ALCOHOL INDUCIDA POR LA
ADMINISTRACION DEL VECTOR ANTI-Aldh2

En los estudios iniciales, se demostré que la relacién malestar-rechazo al consumo de
alcohol se podia establecer en una linea de ratas seleccionadas por su consumo de
alcohol y que este rechazo se veia magnificado al existir un periodo de abstinencia
previo a un acceso limitado a la solucion de etanol. Durante 34 dias de acceso limitado
(Figura 7.12A), la administracién unica del vector AdV-AS (1 X 10'? pv/kg) disminuyo
en 50% el consumo de alcohol de ratas UChB, en comparacioén con el grupo control
AdV-vacio, que no alter6 el consumo de alcohol en el tiempo. Pudo ademas
observarse que en los primeros 12 dias de acceso limitado los animales muestran un
consumo ciclico en el cual cada 6 dias vuelven a un alto consumo. Después del tal

periodo los animales tratados con AdV-AS parecen haber “aprendido” que el beber
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grandes cantidades de alcohol genera un efecto disférico. Transcurrido los 34 dias de
“acceso limitado” al etanol, se determiné que la reduccion de un 50% del consumo de
etanol se acompafiaba con una inhibicion de la actividad de ALDH2 de 90% (Figura
7.13B). Debe notarse sin embargo que los animales comenzaron a sostener un
consumo reducido y constante de etanol a partir de una inhibicion de 30% de la ALDH2

(vide infra).

En un estudio de 10 dias de “acceso limitado” al etanol en el cual los animales
recibieron una dosis del vector AdV-AS (1 X 10'? pv/kg) en el dia -3, los niveles de
acetaldehido sanguineo (Figura 7.15), luego de la administracion de etanol,
aumentaron en 80% versus los niveles en animales control, la actividad ALDH2
disminuy6 en 37,5% (Figura 7.16) y el consumo voluntario de alcohol se redujo en
37%. Tales valores son consistentes con un 90% de reduccién en la actividad ALDH2
con la misma dosis viral al dia 34 y una disminucién en el consumo de etanol en el

periodo total de 50%.

Estos estudios son también consistentes con los descritos por Garver y cols. (2001)
indicando que una marcada inhibicion (62%) en el consumo de alcohol en animales
“naive” se obtiene con un 39% de inhibicién de la ALDH2 hepatica. Debe notarse que
los animales usados en el estudio de Garver y cols. no eran dependientes al alcohol.
Ratas UChB del genotipo Aldh2%/Aldh2® que presentan una actividad ALDH2 hepatica
30% menor a la de ratas UChB Aldh2'/Aldh2" muestran también una reduccion del
consumo de alcohol de 33% (Quintanilla y cols., 2006). Las ratas UChB usadas en los
estudios en esta tesis fueron siempre Aldh2'/Aldh2?. En general, estos estudios

demuestran que no es necesario inhibir en un 100% la actividad de la enzima ALDH2
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para generar el efecto malestar-rechazo que lleva a una aversién al consumo de

alcohol.

TERAPIA GENICA MEDIADA POR EL VECTOR ADENOVIRAL QUE PORTA EL
GEN Al/dh2-ANTISENTIDO

La terapia génica utilizada en este estudio, esta basada en la entrega del cDNA de la
ALDH2 en orientacién invertida mediante un vector adenoviral de primera generacion
(AdV-AS), que genera una molécula de antisentido de mas de 1500 pares de bases
(Figura 7.5). Mediante la técnica de RT-PCR (Figura 7.6 y 7.7) se demostré que el
mecanismo de accion mas probable del AdV-AS es la formacion de un duplex RNA-
sentido/RNA-antisentido entre la ALDH2 enddgena proveniente de las células H4 y la

expresada por el vector adenoviral (Figura 7.8).

En mamiferos (Sen, 2001), se ha descrito que la presencia de un RNA de doble
cadena de tamafio elevado, como el formado por la union del RNA sentido con el RNA
antisentido, induce al sistema de defensa del interferén contra infecciones virales (que
contienen o generan RNAs de doble cadena). Si este duplex RNA-RNA es de mas de
30 pares de bases (pb) (Hunter y cols., 1975) gatillaria la respuesta del sistema de
interferén que involucra la activacion de dos enzimas: i) la proteina kinasa activada por
el duplex RNA-RNA (PKR) vy ii) 2°-5°A oligonucleotido sintetasa/RNAsa L. La accion de
PKR produce una inhibicion general de la sintesis proteica que finalmente bloquea la
replicacion viral (Langland y cols., 2006) mientras que la molécula RNAsa L degrada
los mMRNA de una manera inespecifica (Silverman y cols., 1999), conduciendo
finalmente a la muerte de la célula por apoptosis (Hunter y cols., 1975; Tran y cols.,

2004). Debe indicarse, sin embargo, que los hibridos RNA-RNA no son exclusivamente
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productos de los virus, encontrandose mas de 20% de transcritos humanos formando
un duplex con su homodlogo antisentido (Chen y cols., 2004; Yelin y cols., 2003), por lo
que las células de mamifero deben poseer un mecanismo para discriminar entre los
hibridos de RNA sentido-RNA antisentido endégenos de los exdgenos (vide infra). Por
otra parte, los adenovirus de primera generacion, como el usado en estos estudios
eluden la activacion de la PKR, aunque su efecto sobre la 2°-5°A oligonucledtido

sintetasa /RNAsaL no ha sido reportado.

Proteina kinasa R dependiente de RNA de doble cadena

Se ha reportado que los vectores adenovirales silvestres (Langland y cols., 2006)
presentan su propio mecanismo de defensa que evade el sistema antiviral del
interferén. Este mecanismo de defensa antiviral radica en la codificacion de los RNAs
virales que se transcriben luego de ocurrir la infeccion viral (Kitajewski y cols., 1986;
Evans y Hearing, 2002) por la RNA polimerasa Il del hospedero (Langland y cols.,
2006). Al ocurrir la infeccion con un vector silvestre, la proteina PKR se activa debido a
la presencia de RNAs de doble cadena que son productos naturales del proceso de
transcripcion simétrica del genoma adenoviral (Mathews y Shenk, 1991). Al activarse
PKR, éste fosforila -y con ello inactiva- al factor de iniciacién de la transcripcion
eucaridtico 2-alfa (elF-2a), inhibiendo la sintesis proteica de manera general. El
mecanismo por el cual se mantiene una transcripcion eficiente de las células
infectadas, se debe al secuestro de la proteina PKR por la produccion de grandes
cantidades de RNA adenoviral por lo que la activacién de PKR no es una limitante para
futuros experimentos in vivo. Es importante destacar que los vectores adenovirales de
ultima generacion denominados vectores dependientes de ayudantes o “gutless” no

presentan esta ventaja defensiva como los vectores de primera generacion, de modo
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que en etapas siguientes a los estudios presentados en esta tesis el RNA antisentido
generado debe solo tener multiples segmentos de homologia que son menores de 30

bases.

Proteina inducida por interferon: 2°-5°A oligonucleétido sintetasa

La respuesta 2°-5°A inducido por interferébn conduce a la degradacién de RNA de
manera inespecifica (Silverman y cols., 1999). Este sistema depende de la presencia
de dos enzimas: la 2°-5°A oligonucledtido sintetasa y la RNAsa L. La 2°-5A
oligonucledtido sintetasa, cataliza la sintesis de oligoadenilatos (2°-5°A) de distintos
largos que activa la endoribonucleasa RNAsa L (Sen y Lengyel, 1992; Silverman y
cols., 1999; Sen, 2001). En diversos estudios en los que se generan hibridos de RNA-
RNA, la expresién del gen 2°-5°A oligonucleétido sintetasa aumenta de 50 a 500 veces
al producirse la activacion de esta via (Bridge y cols.,2003; Sledz y cols., 2003). En
este trabajo, se evalud la expresién del gen 2°-5°A oligonucledtido sintetasa en los
animales UChB (Figura 7.14) tratados durante 38 dias con el vector adenoviral de
primera generacion que porta el gen anti-Aldh2. En nuestros estudios, no aumenté la
expresion de este gen, indicando que no existen posibles efectos toxicos producidos
por la activacién de esta via o, alternativamente, que los virus de primera generacién
son también capaces de evitar este mecanismo. Segun los estudios de Marques y
colaboradores (2006), la presencia de un extremo cohesivo (“overhang”) con una
protuberancia en el extremo 3 en un hibrido RNA-RNA permite discriminar entre un
producto enddégeno de uno exdgeno, por lo que la ausencia de esta estructura es un
factor determinante en activar la respuesta al interferon. Este antecedente podria
explicar la ausencia de la respuesta 2°-5A oligonucleétido sintetasa con el vector viral

AdV-AS, puesto que el RNA antisentido generado tendria 2337 nucledtidos (nt) de las
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cuales solamente 1862 nt corresponden al mMRNA de la ALDH2 precursora (nt 30 al
1891 del archivo GenBank X14977). De los nucledtidos restantes, 71 nt se encuentran
entre el promotor de citomegalovirus (CMV) y el cDNA de la ALDH2 invertida y 404
nucledtidos entre el cDNA del inserto hasta la sefial de poliadenilacion del SV40. Es
decir en la union RNA-RNA generada por la expresion del gen antisentido para ALDHZ2,
en estos estudios existen extremos protuberantes ambos en 3’ como 5’, lo que segun
los estudios de Marques y cols. (2006) este hibrido seria reconocido como una unidad

normal en la célula.

TRATAMIENTO CONTRA EL ALCOHOLISMO A LARGO PLAZO MEDIADO POR
UN VECTOR ADENOVIRAL QUE PORTA EL GEN A/dh2-ANTISENTIDO

Los datos presentados en esta tesis han mostrado una reduccién en el consumo de
alcohol en un 50% en un modelo animal en comparacién con un grupo control. Tal

efecto se obtuvo con una sola dosis del vector AdV-AS, efecto que perduré 1 mes. El

efecto generado por este vector AdV-AS es similar al farmaco disulfiram, que también
eleva el acetaldehido sanguineo pero que reduce el consumo del alcohol sélo en 34%
en comparacion al grupo control (Fuller y cols., 1986). Tal valor es en parte debido a
una baja adherencia con la ingesta del disulfiram, un medicamento con marcados
efectos téxicos que puede producir neuropatias y que genera hipotension postural.
Siendo un profarmaco, también requiere dosis elevadas para generar en forma
consistente una aversion al consumo de etanol (Balakirev y Zimmer, 2001; Vaccari y
cols., 1998). Se ha descrito (Mizoi y cols., 1983) que la aversién luego de un consumo
moderado en la poblacion asiatica que porta el alelo ALDH2*2, ocurre a tiempos cortos

(30 minutos). Estos datos indican que solamente es necesario un aumento inicial de los
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niveles de acetaldehido circulante para generar el rechazo al consumo de alcohol y no

un aumento sostenido en los niveles de acetaldehido circulante.

En algunos estudios, se ha relacionado un aumento sostenido de acetaldehido con el
desarrollo de cancer en el tracto respiratorio (Yokoyama y cols., 1999), posiblemente
potenciando al efecto del cigarrillo. El sélo hecho de presentar una ALDHZ2 inactiva por
una mutacion o mediante una terapia, los individuos consumen menos alcohol por lo

que el aumento en los niveles de acetaldehido también estan reducidos.

La eficacia de los tratamientos farmacolégicos descritos para abordar el problema del
alcoholismo a nivel mundial, son bajas. Esta baja eficiencia se debe a que la mayoria
de los pacientes en un periodo de 1 afo, vuelven a un alto consumo de bebidas
alcoholicas. Los tres medicamentos descritos como los mas eficaces son: el disulfiram,
el acamprosato y la naltrexona. Sin embargo el paciente debe auto-administrase el
medicamento una o varias veces al dia, lo que favorece una discontinuacion del
tratamiento. Con estos antecedentes, la idea de un tratamiento eficaz de larga duracion
es un objetivo primordial. Recientemente en Abril del 2006, la FDA de los EE.UU.
aprobo la formulacién inyectable de liberacion prolongada de naltrexona (Vivitron®). La
formulacién Vivitron® de 1 mes de durabilidad, redujo el consumo de alcohol en 25%
en comparacién con un grupo control (Garbutt y cols., 2005). La terapia propuesta con
el vector adenoviral, al igual que el Vivitron®, es inyectable por lo que la falta de
compromiso al tratamiento es inexistente y que favoreceria el aumento de los dias de

sobriedad del paciente alcohdlico.
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Un vector adenoviral de tercera generacion, con un mecanismo similar al vector AdV-
AS de primera generacion utilizados en estos estudios, podria expresarse en
hepatocitos por periodos de hasta 2 afios luego de una sola administracion del vector
(Morral y cols., 1999). Al aumentar la duracion del efecto del antisentido dirigido en
contra de la ALDH2 mitocondrial, favoreceria ain mas el aumento de los dias de
sobriedad del paciente alcohdlico. La utilizacién de un vector de estas caracteristicas
en combinacion con un promotor hepatico especifico, limitaria la expresién de la anti-
Aldh2 al higado disminuyendo los riesgos y toxicidad en otros tejidos. Un meta-analisis
reciente (Zintzaras y cols., 2006) indica que una baja actividad de la ALDH2 hepatica
no lleva a la generacién de neoplasias en este érgano, aun en individuos que siguen

consumiendo alcohol.

A partir de los estudios presentados en esta tesis, el uso de una terapia génica con
vectores adenovirales seguros que portan genes que codifican RNAs de antisentido
anti-Aldh2, precedidos de promotores hepaticos que aumentan su especificidad y son
ademas de larga duracion (uno a dos anos), tendria un efecto significativo en un

problema nacional como el alcoholismo.
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CONCLUSIONES

Estudios “in vitro”

e La transduccion a células de hepatoma de rata con un vector adenoviral de primera
generacién que expresa el gen antisentido contra el mMRNA de ALDH2":

) redujo la actividad de la deshidrogenasa aldehidica mitocondrial (ALDH2")

II) aumentod los niveles de acetaldehido en células de hepatoma de rata incubadas
con alcohol y,

lIl) es acompafiado por niveles constantes de mRNA de la ALDH2', lo cual concuerda

con un mecanismo de antisentido.

Estudios “in vivo”

e La administracién de una sola dosis de un vector adenoviral de primera generacién
que expresa el gen antisentido de la ALDH2" a ratas de la linea UChB:

I) redujo durante un mes el consumo voluntario de etanol de los animales y la
actividad de la ALDH2" hepatica y,

II) resulta en un aumento en los niveles de acetaldehido plasmatico luego de la
administracion de alcohol.

e Los animales que recibieron el vector que expresa el gen Aldh2-antisentido, no
desarrollaron una tolerancia frente a la aversién inducida por la presencia del gen
antisentido.

e Los efectos inhibitorios sobre el consumo voluntario de etanol, se observaron a la

semana de haber administrado el vector adenoviral.
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e Una reduccion superior a un 40% de la actividad de la ALDH2 produce una
disminucion significativa en el consumo de etanol indicando que no es necesario

inhibir completamente a la enzima para obtener éste efecto.
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