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RESUMEN

La enzima convertidora de angiotensina | homéloga (ECA2) es un nuevo
componente del sistema renina-angiotensina-aldosterona que cataliza la hidrélisis
de Angiotensina (Ang) | a Ang-(1-9) y de Ang Il a Ang-(1-7). Se ha sugerido que
esta enzima puede ser un importante blanco terapéutico en el control de las
enfermedades cardiovasculares, ya que se ha determinado que tiene acciones
antagonicas a la Ang Il. Por otra parte, se ha comprobado la utilidad de
sobreexpresar diferentes proteinas mediante transferencia genética para estudiar
su papel en distintas patologias. El propésito de este trabajo fue construir un
adenovirus que sobreexprese ECA2 humana en los cardiomiocitos de rata

neonata y determinar si eficiencia de transduccion.

En este trabajo se caracterizé el gen que codifica para ECA2 humana por
secuenciacion y posteriormente se clond en el vector adenoviral pDC316. Para
ello el gen ECA2 contenido en un fragmento Xho | / Sal | se insertd en el sitio Sal |
del vector pDC316. Como resultado se logré obtener dos construcciones, uno en
orientacién sentido y otro en orientacién antisentido respecto al promotor de
expresion Pcyy. Ambos plasmidios se caracterizaron por mapa de restriccion y por
PCR para ECA2. Después de amplificar y purificar por gradiente de CsCl ambos
plasmidios, se procedi6 a la construccion de los adenovirus. Para ello se
cotransfectaron células HEK 293 con pBHGIoxAE1,3Cre y ambos vectores

adenovirales (pDC316 / ECA2 sentido y antisentido). Después de cultivar entre 30
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a 40 dias se logr6 generar 8 clones diferentes de adenovirus para ECA2 sentido
(Ad ECAZ2 sense) y 12 clones para el adenovirus ECA2 antisentido (Ad ECA2 anti).
Mediante Western blot para ECA2 se determiné que el Ad ECA2 sense se
sobreexpreso la proteina ECA2 en células HEK 293 y en cardiomiocitos en cultivo,
en forma dependiente de la cantidad de virus usado en la transduccion. Debido a
gue los niveles basales de proteina ECA2 en cardiomiocitos era muy bajo, solo se
pudo evaluar inhibicion de la sintesis de ECA2 del Ad ECA2 anti en cardiomiocitos
gue sobreexpresaron ECA2 mediante transduccion con el Ad ECA2 sense.
Ademas, en cardiomiocitos en cultivo a las 48 h de transduccién, Ad ECA2 sense
aumentd significativamente la actividad enzimatica ECA2 a partir de
multiplicidades de infeccion (MOI) 300. Sin embargo, Ad ECA2 anti en estas
mismas condiciones no disminuyé la actividad enzimética ECA2 en cardiomiocitos

en cultivo.

En resumen, estos datos demuestran que es posible sobreexpresar ECA2
humano mediante vectores adenovirales en cardiomiocitos de rata neonata in

Vitro.



ABSTRACT

Adenoviral Vector-Mediated Angiotensin Converting Enzyme Homologue

(ACEZ2) Overexpression in Cardiac Myocytes from rat.

The angiotensin-converting enzyme homologue (ACE2) is a new component
of the renin-angiotensin-aldosterone system, which is responsible of the hydrolysis
of Ang | to Ang-(1-9) and Ang Il to Ang-(1-7). This enzyme could be an important
therapeutic target in the control of cardiovascular diseases because its antagonic
actions to Ang Il. On the other hand, protein overexpression by genetic transfer
has been used as a tool to study different pathologies. Therefore, the goal of this
work was to construct an adenovirus to overexpress ACE2 in cardiac myocytes
and to determine its transduction efficiency.

In this work the human ACEZ2 codifing gene was sequenced and then cloned
into the adenoviral vector pDC316. The ACE2 gene contained in an Xho | / Sal |
DNA fragment was inserted in the Sal | site within the pDC316 vector. Two
constructs were obtained, one sense with respect to the promoter Pcyy and the
other in antisense orientation. Both plasmids were characterized by restriction
mapping and by PCR. After amplification and CsCI purification, both plasmids were
used to construct recombinant adenoviruses. HEK 293 cells were cotransfected
with pBHGIoxAE1,3Cre and pDC316 / ECA2 sense or antisense plasmids. After
cultivating for 30 to 40 days, 8 different adenoviral clones for adenovirus ACE2

sense (Ad ECAZ2 sense) and 12 different adenoviral clones for ACE2 antisense (Ad



ECA2 anti) were obtained. Using Western blot, ACE2 overexpression in an Ad
ECA2 sense dose dependent manner was detected in both HEK 293 cells and
cultured cardiac myocytes. Because the basal levels of ACE2 protein were very
low, the inhibition of ACE2 synthesis by As ECA2 anti was evaluated only in
cardiac myocytes overexpressing ACE2 by a previous transduction with Ad ECA2
sense. Moreover, ACE2 enzymatic activity was significatively increased in cultured
cardiac myocytes transduced for 48 h with Ad ECA2 sense at a multiplicity of
infection (MOI) of 300. However, in the same conditions Ad ECA2 anti did not

decrease ACE2 enzymatic activity in cultured cardiac myocytes.

Taking together, these results show that human ACE2 can be

overexpressed by an adenoviral vector in neonatal rat cardiac myocytes in vitro.
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1. INTRODUCCION

La hipertension arterial (HTA) se define como una condicion de aumento
persistente de la presion arterial sistdlica (PAS) > 140 mmHg y/o de la presion
arterial diastélica (PAD) > 90 mmHg. Afecta a una fraccion importante de la
poblacién adulta tanto de Chile como en el mundo y es el factor de riesgo
cardiovascular (CV) mas cominmente tratado.’

La HTA produce alteraciones tanto estructurales como funcionales del

corazon, arterias y rifion, y es un factor predisponente para insuficiencia cardiaca
y renal, infarto al miocardio, remodelado hipertréfico, aterosclerosis y
nefroesclerosis.?
Una mayor actividad del sistema renina-angiotensina (SRA), especificamente la
via clasica donde la enzima convertidora de angiotensina (Ang) | (ECA), la Ang Il
y los receptores de Ang-Il, del tipo 1y 2 (RAT: y RAT, se han identificado como
importantes determinantes implicados en la etiologia de la HTA.® Recientemente,
se ha descubierto una via paralela del SRA,** donde la ECA homoéloga (ECA2)
emerge como un novedoso blanco terapéutico para el tratamiento de la HTA y sus
complicaciones.

La ECA2 se ha encontrado mayoritariamente en testiculo, rifidén y
corazén.®’ A nivel celular, se ubica en el epitelio del tibulo renal, cardiomiocitos,
endotelio de pequefias y grandes arterias y musculatura lisa de estos vasos.® La

ECA2 presenta un 40% de homologia en su dominio catalitico con la ECA.>*° A



pesar de esta similitud, ECA2 difiere de la ECA en su especificidad de sustrato y
ausencia de inhibicién por inhibidores de la ECA (iECA).**?

En el SRA, ECA2 compite con la ECA por la hidrélisis del decapéptido
inactivo Ang | para formar Ang-(1-9)," por lo tanto, disminuye la cantidad de Ang-I
disponible para la formacién de Ang Il por la accién de la ECA. La ECA2 presenta
mayor eficiencia catalitica para hidrolizar Ang-lIl que Ang-l y formar el péptido
vasodilatador Ang-(1-7),** el cual también se forma por la hidrélisis de la Ang | por
la endopeptidasa neutra (NEP).* Por lo tanto, la ECA2 tiene un papel central en
el balance de la actividad vasoconstrictora y proliferativa de la Ang-Il via RAT, y al
aumentar los niveles de Ang- (1-7).*°

La sobreexpresion del gen de ECA2 en ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) y ratas Wistar Kyoto (WKY) mediante la administracion
intramiocardica del vector lentiviral de la ECA2 de ratdén, mostré una disminucion
de la PAS de 31 =7 mmHg (p<0,001), lo que se asocidé a una disminucion del
18% en el grosor de la pared del ventriculo izquierdo (V1) y en la fibrosis
perivascular. Ademas, hubo un aumento del 12% y 21% en el diametro de fin de
diastole del ventriculo izquierdo (DFDV) y de sistole (DFSVI), respectivamente.’

Debido al caracter multifactorial de la HTA,*® se ha sugerido que una
disminucién en la expresion de la ECA2 podria ser un factor predisponente mas
gue causal de la HTA esencial. Los resultados en modelos genéticos sugieren
que la ECA2 contrarregula los efectos vasoconstrictores de la Ang-Il, en parte, a
través de los efectos de la Ang-(1-7). Por lo tanto, la interregulacién de la ECA y

ECA2 mantendria la homeostasis del SRA al regular dos vias opuestas.



En animales, Ang-(1-7) es un importante regulador de la funcion CV
promoviendo vasodilatacién, apoptosis y un efecto antiproliferativo.’®?° La
Ang-(1-7), a través de su receptor, el producto del oncogen MAS,** estimularia la
oxido nitrico sintasa (NOS) y contrarrestaria las acciones de la Ang-Il. El efecto de
la Ang-(1-7) también podria ser via su unién al RAT,, aumentando la unién de
bradicinina a su receptor B,.?> Por lo tanto, la inhibicién de la ECA podria
aumentar los niveles de Ang-(1-7) y simultdneamente disminuir los de Ang-Il. Ya
que Ang-(1-7) es un potente vasodilatador, su accion contrarrestaria el efecto
vasopresor de Ang-Il. Por lo tanto, la ECA2 intervendria en la mantencion del tono
vascular, contrarrestando los efectos derivados de la ECA.%

En ratones deficientes del gen de la ECA2 (ECA2-/-) hubo una disminucion
severa de la contractilidad cardiaca y una disminucion significativa de las
presiones aértica y ventricular, siendo mas severa en ratones adultos machos.?*
La disfuncién ventricular observada en ratones ECA2-/- se revirti6 completamente
gracias a una segunda mutacién que causé deficiencia del gen de la ECA.? Esto
sugiere la existencia de un importante mecanismo de regulacion entre la ECA y
ECA2 en el control normal de la funcion cardiaca. Estas observaciones indican
gue una mayor expresion de ECA2 en tejido dafiado puede ser producto de la
participacion de ECA2 en mecanismos compensatorios.

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio, en un modelo experimental de
infarto agudo al miocardio (IAM) en ratas, donde hay un aumento significativo de
la ECA y Ang-ll, muestran que en la disfuncién ventricular precoz post Infarto

Agudo al Miocardio (IAM) (semana 1) hay: a) disminucion significativa de la



fraccion de acortamiento del VI (FAC), del grosor de la pared del VI (GPVI) y
aumento del DFSVI y del DFDVI, con un 27% del perimetro de la pared VI con
IAM y; b) aumento significativo de la actividad enzimatica de la ECA y ECA2 en
plasma y VI y de las razones Ang ll/Ang| y Ang-(1-9)/Ang | mientras que

disminuy6 Ang-(1-7)/Ang-1.%°

Sin embargo, a las 8 semanas post-IAM la disfuncion
en el VI se caracteriza por un aumento del DFSVI e hipertrofia VI (HVI),
disminucién significativa de la FAC y del grosor de la pared infartada como del
area miocardica de fin de sistole, donde el perimetro del VI con IAM corresponde
a un 29% del total de la pared. La activacion del SRA a las 8 semanas post-IAM,
se asocio con una disminucion significativa de la actividad enzimatica circulante y
en el VI de ECA2 y Ang-(1-7) / Ang-1 y un aumento de Ang-Il / Ang-l y Ang-(1-9) /
Ang-1.>" La actividad miocardica de la ECA2 se correlacioné con su expresion
génica.?® Estos resultados muestran que, el desarrollo de insuficiencia cardiaca
(IC) post-IAM afecta la razén entre ECA y ECA2, pues la actividad de ECA2
disminuye progresivamente, mientras la actividad de la ECA aumenta, sugiriendo
una respuesta regulada al dafio y mecanismos de estrés. Ademas se encontrd
mayores niveles de Ang Il producto de una mayor actividad de ECA y menor
actividad de ECA2.%°

Resultados recientes muestran la participacion de la ECA2 en la disfuncién

1.%° Se usaron ratones ECA2-/- con 0 sin

cardiaca por HTA con aumento de Ang |
HTA por ligacion de la aorta y ratones controles ECA2+ con y sin cirugia. Tanto
ratones ECA2-/- como ECA2+ no mostraron diferencias en la PAS, masa cardiaca

relativa, FAC, DFSVI y DFDVI. Sin embargo, la sobrecarga de presion indujo en



ratones ECA2-/- desarrollo de HVI, dilatacion del VI, congestién pulmonar y
aumento de la mortalidad post cirugia.®* Ademéas de disminuir la FAC y aumentar
la expresion del péptido natriurétrico cerebral (BNP) como los niveles de Ang I
cardiaca y la actividad de MAP kinasas como ERK y JNK. La administracion de
candesartan atenud la respuesta hipertréfica y suprimié la activacion de las
MAP kinasas. Los cardiomiocitos de ratones ECA2-/- mostraron un aumento de la
actividad MAP kinasa dosis dependiente de Ang Il vs cardiomiocitos de ratones
ECA2+.3 Estos resultados insindan que la ECA2 podria participar en la
proteccion de la respuesta hipertréfica a la sobrecarga de presion mediada por
Ang Il.

El conjunto de las observaciones anteriores llevan a proponer que un
aumento de la expresion de la ECA2 seria beneficioso para el SCV, mientras que
su deficiencia conduciria al desarrollo de diversas patologias, entre ellas la HTA.

Con el objeto de caracterizar el papel de la ECA2 en las enfermedades
CVs, y en particular en el remodelado cardiaco, es necesario desarrollar
estrategias que permitan alterar exdégenamente los niveles de ECA2 en los
tejidos. Con este propésito el objetivo de esta memoria consitié en desarrollar un
vector adenoviral que sobreexpresara ECA2, de manera de utilizar este vector
adenoviral para manipular los niveles de esta enzima en cardiomiocitos de rata
neonata.

Los adenovirus son los vectores virales mas empleados en terapia génica.
Las propiedades de los adenovirus son: 1) un tropismo muy amplio, infectando

numerosos tipos celulares; 2) infectan tanto células quiescentes como células en



division; 3) muy alta eficacia de transduccion; expresan cantidades altas del
transgén; 4) no requieren de integracion en su ciclo infectivo y el material génico
se expresa de forma episomal; 5) son muy inmunogénicos; 6) su construccion,
manipulacion y produccion son relativamente sencillas, son virus estables y se
obtienen titulos altos (10'*-10% particulas virales/ml); 7) no se han descrito
patologias graves asociadas al adenovirus salvaje; 8) su toxicidad como vector es

baja y su bioseguridad es alta.



2. HIPOTESIS

La enzima convertidora de angiotensina | homoéloga (ECA2) humana se
sobreexpresa en cultivos de cardiomiocitos de rata neonata mediante el uso de un

adenovirus recombiante.

3. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un vector adenoviral que porte el gen de ECA2 humano y

utilizarlo para sobreexpresar esta enzima en cardiomiocitos de rata de cultivo.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Subclonar el gen de la ECA2 humana en un plasmidio adenoviral de 1°
generacion.
2) Obtener un adenovirus que codifique para ECA2.

3) Sobreexpresar ECA2 en cardiomiocitos de rata neonata de cultivo.



5. MATERIALES Y METODO

5.1. Reactivos y Materiales
5.1.1. Enzimas, reactivos y materiales de biologia molecular

Las sales, acidos, bases, detergentes, solventes, agarosa y otros reactivos
comunes utilizados fueron de grado analitico o grado biologia molecular y se
adquirieron a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO., EEUU), Merck Quimica
Chilena y Winkler (Stgo., Chile). Las enzimas de restriccion Sal |, Xho |, Bgl I,
EcoR | y Hind lll y las enzimas DNA ligasa de fago T4 y fosfatasa alcalina se
obtuvieron de New England BioLabs, Inc. (Ipswich, MA, EEUU). La RNAsa A fue
de Sigma Chemical Co. El vector de transferencia pDC316 y el vector que
contiene el genoma adenoviral pBHGIoxAE1,3Cre se obtuvieron de Microbix
Biosystems Inc. (Toronto, Ontario, Canada). En Promega Corporation (Madison,
WI., EEUU) se obtuvieron los sistemas comerciales GoTaq® Green Master Mix y
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Los reactivos para el medio de
cultivo bacteriologico, extracto de levadura, agar y triptona se adquirieron de
Becton, Dickinson and Company (Franklin Lakes, NJ, EEUU). Las placas de Petri
para cultivo bacteriano se obtuvieron de Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Alemania). El bromuro de etidio se obtuvo de GIBCO BRL Life Technologies
(Carlsbad, CA, EEUU). Los estandares de escalera de DNA de 100 y 1000 pb se

obtuvieron de Winckler.



5.1.2. Reactivos y materiales para cultivo celular

En GIBCO BRL se obtuvo suero fetal bovino (FBS) y el suero de ternero
(FCS). Las placas de cultivo y los tubos con tapa rosca estériles se obtuvieron de
Falcon (Franklin Lakes, NJ, EEUU). Los medios de cultivo (Hank’s, DME y M199),
pancreatina, 5-bromo-2-deoxiuridina y azul de tripdn se obtuvieron de Sigma
Chemical Co. La colagenasa tipo Il se obtuvo de Invitrogen (Carlsbad, CA,
EEUU). Los tubos de polialbmero para ultracentrifugacion se obtuvieron de

Beckman Instruments, Inc. (Fullerton, CA, EEUU).

5.1.3. Animales

Se utilizaron ratas neonatas Sprague-Dowley (2-4 dias) provenientes del
Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad
de Chile. Todos los estudios fueron aprobados por el Comité de Bioética de la

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

5.1.4. Reactivos y materiales para la determinacion de actividad y niveles
proteicos de ECAZ2.

En GIBCO BRL se obtuvo el estdndar de masa molecular pretefiido de
proteinas. El reactivo quimioluminiscente para Western blot se adquiri6 en
PerkinElmer Life Sciences, Inc. (Waltham, MA, EEUU). Para la determinacion de
la actividad, el sustrato fluorescente 7-metoxicoumarina-Arg-Pro-Gly-Phe-Ser-Ala-

Phe-Lys se obtuvo de R&D Systems (Minneapolis, MN. EEUU). Para realizar la



curva estandar para la actividad enzimética, se utilizo el sustrato fluorescente 7-
metoxicoumarina-4-acetil-Pro-Leu, de Sigma Chemical Co. El anticuerpo primario
anti-ECA2 fue donado por el Dr. Anthony Turner, de la Universisdad de Leeds,
Reino Unido. Los anticuerpos secundarios anti-lg G de conejo conjugado con

peroxidasa se obtuvieron de Calbiochem (San Diego, CA, EEUU).

5.2. Métodos
5.2.1. Cultivo de E. coli DH5a

El crecimiento de esta cepa y sus derivadas se realiz6 en medio SOB
sélido, con la siguiente composicion: 20 g/L de triptona, 5g/L de extracto de
levadura, 1g/L de NaCl, 2 mL KCI 250 mM, agar al 1,5% (p/v). Para la seleccion
de las bacterias transformadas con un plasmidio que conferia resistencia a
ampicilina, el medio SOB se suplementd con el antibidtico ampicilina 100 pg/mL.
Las soluciones stock de antibiético se prepararon a una concentraciéon de 10
mg/mL y se conservaron a -20°C. Las bacterias se cultivaron en una estufa

mantenida a 37°C.

5.2.2. Cultivo de células HEK 293

Células embrionarias de rifion humano (HEK 293) se cultivaron en placas
de cultivo de 100 mm utilizando medio DME que contenia 5% FBS en una
atmosfera humedecida con CO, 5% y aire 95% e incubadas a 37°C hasta

alcanzar un 80% de confluencia, donde fueron traspasadas a nuevas placas. El
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traspaso se realizd eliminando el medio de cultivo por aspiracion, lavando las
células con amortiguador fosfato salino (PBS), agregando 1 mL de tripsina-EDTA
(1x) y agitando hasta que se soltaron todas las células. La tripsinizacién se detuvo
agregando 9 mL de medio DME + FBS al 5% y agitando para homogenizar. Se
repartio6 2 mL de la suspension celular a una nueva placa y se afiadié 8 mL de
DME + FBS al 5%. Después de agitar, las placas con las células se cultivaron

como se mencioné anteriormente.

5.2.3. Obtencion de cultivo primario de cardiomiocitos neonatos.

Se procedi6 de acuerdo a lo descrito por Foncea y cols.** Brevemente, los
corazones se removieron y se lavaron en medio Hank’s estéril temperado a 37°C,
para luego picarlos finamente y homogeneizarlos e iniciear el proceso de
digestion con colagenasa tipo Il y pancreatina en el mismo medio de cultivo. Los
cardiomiocitos recolectados se centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente y se resuspendieron en medio base DME/M199 (4:1),
conteniendo FBS al 10% y se incubaron durante 2 horas en placas de cultivo para
eliminar los fibroblastos y otros tipos celulares y asi obtener una
fraccionenriquecida en cardiomiocitos. Al cabo se ese tiempo, el sobrenadante se
centrifugé a 1.000 rpm durante 5 min, la pella se resuspendié en DME/M199 (4:1)
suplementado con FBS al 5% y FCS al 10%. A partir de esta preparacion se
tomaron alicuotas para determinar la concentracion y la viabilidad de los
cardiomiocitos a través de la tincién de azul de tripan. Para evitar la proliferacion

de otros tipos celulares, el medio se suplementé con 100 uM de 5-bromo-2-
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desoxiuridina. Los cultivos se mantuvieron en un incubador termorregulado a 37°C
en atmésfera humedecida con CO, 5% y aire 95%. Se sembraron 1x10°
células/pocillo, manteniendo los cultivos en placas que fueron previamente

recubiertas con gelatina al 2%.

5.2.4. Clonamiento del gen que codifica para ECA2 humano en el vector

adenoviral pDC316

5.2.4.1. Obtencién del gen de ECA2 humano.

El gen que codifica para ECA2 humano fue gentilmente donado por el Dr.
Anthony Turner, Universidad de Leeds, Reino Unido. Este gen est& clonado en los
sitios Xho | (5) y Sal | (3") del vector pCl-neo (Promega Corporation).
Inicialmente, La identidad del cDNA para ECA2 se verificd por secuenciacion. La
extraccion de este gen se realizé mediante cortes con enzimas de restricciéon Xho

I/Sal I.

5.2.4.2. Linearizacion del vector pDC316 y su tratamiento con fosfatasa
alcalina

La apertura y linearizacién del vector de clonamiento pDC316 se realiz6 por
digestion con la enzima de restriccion Sal |. Posteriormente, el vector linearizado
se incub6 con 5 Ul de fosfatasa alcalina a 37°C durante 15 min, y luego se incubé
a 65°C durante 5 min para inactivar a la fosfatasa alcalina, de acuerdo al protocolo

indicado por el proveedor (New England BioLabs).
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5.2.4.3. Purificacién de fragmentos a partir de geles de agarosa
Para recuperar tanto el fragmento linearizado de pDC316 como el gen de
ECA2 humano, se siguié el protocolo del sistema comercial Wizard® Purification

System, Cat. A9281, de Promega Corporation.

5.2.4.4. Ligacion del inserto de ECA2 humano en pDC316

Las ligaciones de insertos de DNA con vectores de clonamiento pDC316 se
realizaron en un volumen final de 60 pL que contenia 50 uL (40-50 ng) de insero
de ECA2 humano purificado, 1 pL de solucion de plasmidio pDC316 (0,48 pg/uL),
3 L de DNA ligasa de fago T4 (3 U/uL) y 6 yL de amortiguador de ligacion 10x,
ambos de New England BioLabs. La mezcla de reaccidn se incubd a 4°C durante

16 h.

5.2.4.5. Transformacioén de E. coli DH5a

Para transformar las bacterias de E. coli DH5a se utiliz6 el método de
incubacion con CaCl, a 4°C. Brevemente, a alicuotas de 200 pL de E. coli DH5a
competentes suspendidas en CaCl, 0,1M, glicerol al 15% se agregdé la mezcla de
ligacion obtenida en el punto 5.2.4.4. Luego, se incubd a 4°C durante 1 h y se
sometié a un pulso térmico de 42°C durante 90 s para luego incubarlas a 4°C
durante 2 min. Posteriormente, se transfiri6 esta mezcla a un tubo de vidrio estéril
gue contenia 2 mL de medio SOB liquido sin ampicilina, y se incub6 a 37°C con

agitacion orbital durante 1 h. Finalmente, se tomaron alicuotas de 200 yL y se
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sembraron con rastrillo en placas de cultivo con medio SOB so6lido con ampicilina.
Las placas se incubaron a 37°C hasta la formacion de colonias individuales

(usualmente 24 h).

5.2.4.6. Aislamiento de clones y extraccion del DNA plasmidial

Las colonias de E. coli DH5a transformantes se picaron una a una y se
pasaron con un asa estéril a placas frescas de SOB con ampicilina. Las bacterias
se cultivaron en ese medio durante toda la noche a 37°C. Posteriormente, con
ayuda de un asa estéril se recuped un poco de bacterias de cada clon desde las
placas, se resuspendieron separadamente en tubos Eppendorfs conteniendo 100
ML de solucién de lisis (Tris-HCI 25 mM a pH 8,0, EDTA 10 mM, glucosa 50 mM,
RNAsa A 0,1 mg/mL) y se incubaron 5 min a 4°C. las bacterias se lisaron
agregando 200 yL de SDS alcalino (NaOH 0,2 M, SDS al 1%), agitacion fuerte e
incubacion durante 5 min a 4°C. EI DNA plasmidial se separd precipitando las
proteinas y el DNA cromosomal con 150 pL de solucién de alta salinidad (Acido
acético glacial 1,8 M, acetato de potasio 3 M), agitacion fuerte hasta formar el
precipitado, incubaciéon durante 10 min a 4°C y centrifugacién a 12.000 rpm
durante 5 min a 4°C. el plasmidio se precipité mezclando 450 uL del sobrenadante
con 900 uL de etanol puro preenfriado a -20°C, incubandolo a -20°C durante 30
min, centrifugando a 12.000 rpm durante 5 min y lavando las pellas con 500 pL de
etanol al 70% preenfriado a -20°C. Los DNA plasmidiales de los distintos clones

se secaron y se resuspendieron en 50 yL de TE (Tris-HCI 10 mM a pH 8,0, EDTA
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1 mM). Para ver si las bacterias se transformaron y contenian los plasmidios
recombinantes, se procedié a realizar una electroforesis en geles de agarosa al

1% en TBE 0,5x de acuerdo al protocolo descrito en 5.2.4.9.

5.2.4.7. Partidores y condiciones para PCR de ECA2 humano

Para detectar la presencia del gen que codifica para ECA2 humano en los
plasmidios recombinantes, se utilizé la reaccion de polimerizacion en cadena
(PCR) con partidores especificos para ECA2 humano. Las condiciones del PCR
fueron las siguientes: DNA templado, 4 ng; GoTaq® Green Master Mix 2X, 12,5
pL; partidores directos y reversos para ECA2 humano, 1 uM de cada uno; agua
nanopuro, 10,5 pL. Luego de la desnaturalizacion a 94°C durante 5 min, la
amplificacion se llevd a cabo por 40 ciclos de desnaturalizacion a durante 1 min,
de apareamiento de los partidores a 60°C durante 1 min y extension a 72°C
durante 1 min. La PCR se termin6 con una incubacion final a 72°C durante 10 min
gue permitié una extension completa de los fragmentos amplificados.

Los partidores de ECA2 humano utilizados fueron los siguientes: partidor
sentido: 5-GCTAACGGACCCAGGAAA-3 Y, partidor antisentido:
5"-GGCAGAGTCCCAACAATC-3". Ambos oligonucledtidos se sintetizaron en

Invitrogen Life Technologies.
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5.2.4.8. Determinacion del mapa de restriccion para pDC316/ECA2 y
determinacién de la orientacion del gen clonado.

Para la determinacion del mapa de restriccion se realizo la digestion de los
plasmidios recombinantes pDC316/ECA2 en un volumen final de 20 pL que
contenia una de las siguientes enzimas de restriccién: EcoR |, Hind IIl, o Bgl II, 1
pL (10.000 U/uL), amortiguador 10X, 2 pL; DNA, 10 pL; agua destilada, 7 pL. La
mezcla de reaccion se incub6 a 37°C durante 16 h. La verificacion de la digestion
y resolucion de los fragmentos se realiz6 mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% en TBE 0,5% de acuerdo al protocolo descrito en el punto 5.2.4.9.

5.2.4.9. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Los DNA plasmidiales se resolvieron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% preparado en TBE 0,5X y bromuro de etidio al 0,001%. Los
amplificados de las reacciones de PCR se resolvieron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2% preparado en TBE al 0,5% y bromuro de etidio al 0,001%.
Las muestras de DNA se mezclaron con la solucibn de carga. Se utilizé la
escalera de peso molecular de 1.000 pb para resolver los geles de las digestiones
con enzimas de restriccion y de 100 pb para resolver los geles utilizados para
PCR. Los geles se sometieron a 100 V constante utilizando TBE 0,5X como
amortiguador de corrida. Las bandas se visualizaron bajo luz UV (320 nm) en un

transiluminador Vilbert Lourmat.
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5.2.5. Purificacién de los plasmidios por ultracentrifugacion en gradiente de
CsCl

Los clones que contenian los plasmidios recombinantes pDC316/ECA2
sentido y antisentido, respectivamente, se cultivaron en 250 mL de Terrific Broth
(triptona 12 g/L, extracto de levadura 24 g/L, glicerol 4 mL/L, KH,PO4 17 mM vy
K:HPO, 72mM) a 37°C con agitacion orbital durante 18 h. Las bacterias se
colectaron por centrifugacion y se procedio a purificar los plasmidios siguiendo un
protocolo similar al descrito en el punto 5.2.4.6., pero utilizando 15 mL de solucion
de lisis, 30 mL de SDS alcalino, 22,5 mL de solucién de alta salinidad y
precipitando los plasmidios con 135 mL de etanol puro. Una vez lavados los
plasmidios con 50 mL de etanol al 70%, se procedié a secarlos. La pella de
plasmidios se resuspendieron en 3,7 mL de TE 1X y se agreg6 300 pL de
bromuro de etidio 10 mg/mL, se mezclé y centrifugd a 3.500 g durante 2 min. Los
sobrenadantes se transfirieron a tubos de polialdmero de 13 x 51 mm conteniendo
4 g de CsCl. Se completo el volumen de cada tubo con TE 1X y se contrapesaron
exactamente. Los tubos se colocaron en capachos del rotor “swinging bucket”
(SW55Ti Beckman) preequilibrados a 20°C y se ultracentrifugaron a 35.000 rpm
durante 24 h. Posteriormente, la banda plasmidial se recolecté pinchando los
tubos de polialémero con una jeringa de 5 mL y aguja de 18G x 17, se deposit6 en
3 tubos Eppendorf de 1,5 mL estériles y se diluyeron con un volumen de TE 1X
estéril. El bromuro de etidio de las soluciones se extrajo agregando un volumen
de isopropanol saturado de CsCl y agitando en vortex para luego centrifugar a

12.000 rpm durante 1 min a 4°C. Las fases superiores que contenian bromuro de
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etidio se eliminaron. Esta extraccion se repitid6 hasta eliminar totalmente el
bromuro de etidio de la muestra plasmidial (usualmente se requiri6 5 a 6
extracciones). Para eliminar el CsCl, se afiadié 2 voliumenes de etanol puro y se
incubo6 15 min a 25°C. Se centrifugd a 10.000 g durante 10 min a 25°C. se eliminé
el sobrenadante y las pellas se lavaron con 500 pyL de etanol al 70% frio. Se
centrifug6a 12.000 g durante 10 min a 25°C y las pellas se secaron. Finalmente,
los plasmidios se resuspendieron en 100 pL de agua nanopura y se cuantifico la
concentracion y pureza de cada plasmidio mediante el cuociente A260/A280. La
concentracion de plasmidio se determinéa con A260, suponiendo que 50 pg/mL

de DNA tiene una absorbancia de 1 a 260 nm.

5.2.6. Obtencién de un adenovirus que sobreexpresa ECA2 y de un

adenovirus antisentido para ECA2

5.2.6.1. Generacién de los adenovirus recombiantes

Los adenovirus recombinantes se generaron cotransfectando los vectores
pDC316 recombinantes con el plasmidio pBHGIoxAE1,3Cre en células HEK 293.
La cotransfeccion se realiz6 a traves del método del fostato de calcio.
Normalmente, una placa de 10 cm de diametro con células HEK 293 80%
confluentes, se dividié en dos placas de 6 pocillos y se incubé durante 18 h en
medio DME + FBS al 5%. El medio de cultivo se reemplazé por 3 mL de medio
DME + FBS al 5% fresco 2 h previas a la transfeccion. En tubos de 15 mL se

mezclaron 24 pg de vector pDC316 silvestre (control para generar adenovirus
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vacio), pDC316 recombinante para ECA2 sentido o ECA2 antisentido, mas 8 ug
de pBHGIoxAE1,3Cre hasta un volumen final de 810 uL en TE 0,1X estéril. Bajo
continua agitacion con un vortex se afiadido 90 uL de CaCl, 2,5 M estéril y se
incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, bajo agitacion en
vortex, se afladio gota a gota 900 pL de HBS 2X (NaCl 280 mM, HEPES 100 mM,
Na,HPO, 1,5 mM, pH 7,1). Una vez terminada la adicion de HBS se agité durante
30 s adicionales y rapidamente (en menos de 1 min) se afiadié gota a gota 300 uL
de la mezcla por pocillo. Cada 48 h se removi6 la mitad del medio de cultivo y se
agregé medio de cultivo fresco (DME + FBS al 5%), hasta completar 40 dias o
hasta verificar la lisis de la HEK 293 debido a la aparicién de los adenovirus
recombinantes.

Para verificar que la lisis celular se debia a la presencia de adenovirus, se
aplicé 1 mL del sobrenadante del medio de cultivo sobre una placa de HEK 293
60% confluente que contenia 9 mL de medio DME + FBS al 5%. La presencia de

adenovirus produce lisis de las células en 2 a 3 dias post-inoculacion.

5.2.6.2. Amplificacion de los adenovirus recombinantes

La amplificacion de los adenovirus se realizé en células HEK 293 cultivadas
en placas de 100 mm. Los adenovirus recombinantes se preamplificaron
inoculando 1 a 2 placas de HEK 293 80% confluentes con 1 mL de sobrenadante
de medio con adenovirus. Las placas se incubaron a 37°C en céamara

humidificada con CO, 5% y aire 95% por 2 a 3 dias hasta que se despegaron mas
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del 80% de las células. Se recolectaron las células junto con el medio de cultivo
en un tubo Falcon con tapa rosca de 50 mL, se lisaron mediante 3 ciclos de
congelacion y descongelacién, y se centrifugd la mezcla a 3.000 g durante 8 min.
El sobrenadante se utilizo para inocular 15 placas de HEK 293 80% confluentes.
Estas placas se trataron usando el mismo protocolo anterior. El sobrenadante de
estas 15 placas se utilizé para inocular 150 placas HEK 293 80% confluentes. En
este caso, al lograrse el 80% de las células despegadas, las células de las 150
placas se recolectaron por centrifugacién a 5.000 g durante 8 min en 4 tubos
Falcon de 50 mL eliminando el sobrenadante. Después de la ultima
centrifugacion, se dejaron en cada tubo 8 mL de medio de cultivo. Las células se
lisaron con 3 ciclos de congelacion y descongelacion, se centrifugaron a 5.000 g

durante 8 min y se recolectaron los sobrenadantes.

5.2.6.3. Purificacién de los adenovirus recombinantes por doble gradiente de
CsCl

Los sobrenadantes con los adenovirus del punto 5.2.6.2. se colocaron
encima de los tubos de polialomero de 25 x 89 mm conteniendo una gradiente
discontinua de CsCl formada por 8 mL de CsCl 1,4 g/mL y 6 mL de CsCl de 1,2
g/mL. Las células se lavaron con 5 mL de medio de cultivo y se colocaron encima
de los tubos de polialomero hasta llenarlos. Los tubos se colocaron en capachos
del rotor “swinging bucket” (SW 28 Beckman) preequilibrados a 4°C y se

ultracentrifugaron a 100.000 g (23.000 rpm) durante 90 min a 4°C ajustado sin
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freno. La banda de adenovirus se recolecté pinchando los tubos de polialdmero
con una jeringa de 5 mL y aguja de 18G x 1", se deposité en un tubo de
polipropileno de 15 mL estéril y se diluy6 en TE 1X estéril hasta completar 12 mL.
En un nuevo tubo de polialdmero de 25 x 89 mm se generd una gradiente
continua de CsCl, utilizando un generador de gradiente mezclando 12 mL de CsCl
1,4 g/mL con 14 mL de CsCl 1,2 g/mL. Sobre esta gradiente se depositd los 12
mL de adenovirus obtenidos de la gradiente discontinua. El tubo se colocé en un
capacho del rotor “swinging bucket” (SW 28 Beckman) preequilibrado a 4°C y se
contrapeso con un tubo preparado en forma equivalente pero sin virus. Los tubos
se ultracentrifugaron a 100.000 g durante 20 h a 4°C ajustado sin freno. La banda
de adenovirus se recolecté nuevamente pinchando el tubo de polialomero con una
jeringa de 5 mL y aguja de 18G x 17, y se deposité en una bolsa de didlisis que
fue previamente hervida en agua destilada y enfriada. Después de sellar la bolsa
de didlisis, los virus se dializaron a 4°C tres veces durante 1 h cada vez contra
330 mL de solucién de virus (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, MgCl, 2mM, sacarosa al

5% p/v). Al término de la dialisis los virus se alicuotaron y se guardaron a -80°C.

5.2.6.4. Cuantificacién de los adenovirus purificados

La cuantificacion de los adenovirus se realizd6 espectrofotométricamente.
Una alicuota de virus se diluy6 al doble o 5 veces con amortiguador de lisis de
virus (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, SDS al 1% p/v, EDTA 1 mM) y las diluciones se

incubaron a 56°C durante 20 min. Como blanco se prepararon las mismas
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diluciones pero con el sobrenadante de la dialisis. Las mezclas se diluyeron
posteriormente 1:5y 1:10 y se midi6é su absorbancia a 260 nm. El numero de las
particulas virales se calcul6 usando la siguiente férmula:

NGmero de particulas virales/mL = A260 x dilucién x 1,1 x 10*

5.2.7. Caracterizacién de los adenovirus recombinantes

Los adenovirus recombinantes se caracterizando transduciendo
cardiomiocitos y determiando en extractos proteicos de estas células los niveles
de ECA2 por Western blot y la actividad enziméatica en extractos proteicos de

estas células.

5.2.7.1. Transduccion de cardiomiocitos de rata neonata

1 x 10° cardiomiocitos en placas de 35 mm se transdujeron con distintas
multiplicidades de infeccion (MOI) de los adenovirus ECA2 sentido y antisentido
(Ad ECA2 sense y Ad ECA2 anti, respectivamente). Como control se utilizé un
adenovirus vacio (Ad vacio). Las células se incubaron durante 48 h a 37°C en

camara humidificada CO, 5%, aire 95%.

5.2.7.2. Western blot de ECA2
Los cardiomiocitos transducidos con los adenovirus se lavaron 3 veces con

PBS frio y luego se lisaron con 50 pL de amortiguador RIPA (Tris-HCI 10 mM,
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pH 7.2, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, Tritbn X-100 al 1% p/v, SDS al 1% plv,
deoxicolato de sodio al 1% p/v, leupeptina 2 pg/mL, benzamidina 10 mM, PMSF
1mM, NaszVO, 100 mM). El homogeneizado se centrifugd a 12.000 g durante 10
min a 4°C. el sobrenadante se recupeé en un tubo nuevo, se determind la
concentracion de proteinas mediante el método de Lowry, se desnaturd en

solucion SDS-PAGE 4X y luego se almacend a -20°C.

La separacion de las proteinas se realizé en geles SDS-PAGE al 10%, de
acuerdo al protocolo descrio por Laemmli y cols.** Se cargé 30 pg de etracto
proteico por cada muestra y un estandar de peso molecular pretefiido. La
electroforesis se realiz6 a un voltaje constante de 90 V hasta que el azul de

bromofenol alcanzé la base del gel.

Finalizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (BioRad) de 0,2 um a 0,45 A durante 90 min. Las
membranas se bloquearon con PBS 1X, Tween-20 al 1%, leche sin grasa al 3%
p/v durante 30 min a temperatura ambiente y posteriormente se incubaron con el
anticuerpo primario para ECA2 humano diluido 1:5.000 en PBS 1X, Tween-20 al
0,1%, leche sin grasa al 3% p/v durante toda una noche a 4°C con agitacion
suave. Las membranas se lavaron 3 veces durante 10 min en PBS 1X, Tween-20
al 0,1% y se incubaron durante 4 h a temperatura ambiente con el segundo
anticuerpo anti-lg G de conejo conjugado con peroxidasa diluido 1:5.000 en PBS

1X, Tween-20 al 0,1%, leche sin grasa al 3% p/v.
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Para detectar las proteinas, las membranas, previamente lavadas, se
incubaron con los sustratos Luminol y H,O, (Biological Industries, Israel. Cat. 20-
500-BKA) durante 1 min en la reaccion “Western Lightning” y se expusieron a la
pelicula de fotografia Kodak. Las peliculas se digitalizaron y las imagenes fueron
sometidas a una densitometria con ayuda del programa computacional UN-
SCAN-IT. Se esperan dos bandas, cuya intensidad dependera del tiempo de

exposiciéon de la pelicula, alrededor de 84 y 120 kDa.

5.2.7.3. Determinacion de la actividad enzimatica de ECA2

La actividad de ECA2 en cardiomiocitos neonatos se determiné segun
Ocaranza y cols.!” con modificaciones. Esta técnica se basa en el uso del sustrato
fluorogénico 7-(metoxicoumarin-R-P-G-F-S-A-F-K-(Dnp)-OH), donde (Dnp) es un
grupo 2,4dinitrofenilo. Brevemente, 1 x 10° cardiomiocitos contenidos en placas
de 35 mm se transdujeron con distintos MOI de los Ad ECA2 sense y Ad ECA2
anti. Como control se utilizé un Ad vacio. Las células se incubaron durante 48 h a
37°C en camara humidificada CO;, 5%, aire 95%. Luego, se lisaron con 50 pL de
amortiguador para ECA2 (TrisHCI 75 mM a pH 7,5, NaCl 1 M) y se recolect6 en
un tubo Eppendorf de 1,5 mL. Posteriormente, 10 uL de muestra se incubaron con
70 pL de amortiguador para ECA2, 10 yL captopril 10 mM (inhibidor de ECA) y 10
ML de sustrato fluorogénico. Para los controles se utilizé la misma mezcla,
adicionandole 10 yL EDTA 100 mM del cual se le restdé del amortiguador. La

mezcla de reaccion se incubd a 37°C durante 45 min y, para detener la reaccion,
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a 100°C durante 5 min. Las muestras se centrifugaron a 13.000 g a 4°C durante
10 min y el sobrenadante se traspasé a una placa de 96 pocillos negra especiales
para fluorimetro. En el ensayo, ECA2 remueve la porcion dinitrofenilo C-terminal y
permite que el grupo 7-metoxicoumarina emita fluorescencia. De esta manera la
actividad de ECA2 se determind como el aumento de la fluorescencia en un
espectrofluorometro BioTeK calibrado a emisiéon 405 nm y excitacion 320 nm, y
utilizando el programa computacional Gen5®. La actividad ECA2 especifica se
expresd en fmol de sustrato convertido a producto por unidad de tiempo y
normalizado por la concentracidon de proteinas de cada muestra. La curva
estandar se generd usando desde 0 hasta 245 pmoles de 7-metoxicoumarin-4-

acetil-Pro-Leu (Sigma, M-0546).

5.2.8. Andlisis estadistico

Los resultados mostrados corresponden al promedio £+ SEM de al menos 3
experimentos independientes. Los datos se analizaron por ANOVA usando
analisis de Tuckey’s. se considerd a un p<0,05 como diferencia estadisticamente

significativa.
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6. RESULTADOS

6.1. Verificaciéon de la identidad del gen de ECA2 humano

La identidad del gen que codifica para ECA2 humano clonado en los sitios
Xho | (57) y Xba | (3") del vector pCl-neo, y que fue gentilmente donado por el Dr.
Anthony Turner,?* se verific6 por secuenciacion utilizando los partidores
universales T7 y T3 anclados en el vector pCl-neo y los partidores ECA2 sentido
5"-GCTAACGGACCCAGGAAA-3" y antisentido 5"-GGCAGAGTCCCAACAATC-3’

generados para su amplificacion por PCR.

Ejemplos de los resultados de la secuenciacion utilizando los partidores T7
y T3 se muestran en el Anexo | y de los resultados utilizando los partidores sentido
y antisentido de ECA2 para PCR se muestran en el Anexo Il. EI Anexo Il muestra
el alineamiento entre el gen de ECA2 secuenciado y el descrito en el EMBL cdodigo
de acceso AF241254. Se determind que la secuencia ECA2 clonada en el vector
pCl-neo correspondié exactamente al descrito para el gen ECA2 humano soélo
desde el codon de inicio hasta el codon de término del gen estructural. En este
vector no se encuentran clonados las secuencias flanqueantes 3" rio arriba 'y 5” rio
abajo del gen estructural descritos en el cDNA completo que codifica para ECA2

humano.
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6.2. Clonamiento del gen ECA2 humano en un vector adenoviral

La Figura 1 muestra un esquema del clonamiento del gen ECA2 humano en
el vector adenoviral pDC316. La estrategia experimental involucra la linearizacién
del vector adenoviral pDC316 con Sal |, el aislamiento del gen ECA2 del vector
pCl-neo por digestion doble con Xho | y Sal |, ligacion de los fragmentos
purificados e identificacién y caracterizacion de los plasmidios recombinantes. Se
espera obtener dos plasmidios, uno con el gen ECA2 clonado en la misma
orientacion del promotor Pcyy del plasmidio pDC316 (sentido) y otro en orientacidn
opuesta (antisentido). La caracterizacion de los plasmidios recombinantes

mediante digestiones con enzimas de restriccion permitio distinguir ambos clones.

El vector adenoviral pDC316, un adenovirus de primera generacion, fue
utilizado debido a que presenta todas las caracteristicas necesarias para poder
realizar un transduccion exitosa. Su sitio de clonamiento se encuentra: rio abajo
del promotor Pcmy, €l cual permite la expresidon del gen en casi todos los tipos
celulares y tejidos, y; rio arriba del sitio loxP, esencial en el proceso de co-
transfeccion del vector adenoviral recombiante con el resto de su genoma

adenoviral (ver punto 6.4).
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Figura 1. Esquema de clonamiento del gen ECA2 en el vector adenoviral PDC316.
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6.2.1 Obtencion de pDC316 linearizado

La digestion de pDC316 se realizé con Sal |, debido a que este corte es
compatible con los sitios Xho | y Sal | utilizados para aislar el gen de ECA2
humano del vector pCl-neo-ECA2. La digestion de pDC316 con Sal | permitié su
linearizacién generando un fragmento de 3913 pb (dato no mostrado). Este vector
se tratd con fosfatasa alcalina para remover el fosfato en ambos extremos 5° del
DNA. La eliminacién de ambos grupos fosfatos impide que este vector linearizado
se religue al tratar con DNA ligasa. La Unica posibilidad para su recirculacion es
mediante la insercion de un trozo de DNA durante la ligacion. Esta estrategia se
utilizé para aumentar la probabilidad de obtener clones recombinantes.
Posteriormente, el plasmidio linearizado y sin grupos fosfato se purifico utilizando

el sistema comercial Wizard®.

6.2.2. Obtencion del gen aislado que codifica para ECA2 humano

La digestiéon de pCl-neo-ECA2 con las enzimas de restriccion Xho |y Sal |
gener6 2 fragmentos, uno correspondiente al vector pCl-neo y el otro
correspondiente al cDNA que codifica para ECA2 (Figura 1). El fragmento de
cDNA que codifica el gen de ECA2 humano, tiene un tamafo de 2431 pb (dato no
mostrado. Este fragmento se separ6 del vector pCl-neo por electroforesis en gel
de agarosa al 1%, se aislo la banda correspondiente del gel y posterior purificacién

utilizando el sistema comercial Wizard®.
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6.2.3. Reaccién de ligacién del inserto de ECA2 humano con pDC316
linealizado

La union entre el vector pDC316 (linealizado con Sal 1) y el inserto ECA2
(obtenido por doble digestion Sal | Xho |) es posible debido a que los extremos
protuberantes obtenidos con el corte con las enzimas Sal | y Xho | son cohesivos
entre si y por lo tanto son capaces de ligarse. Al producirse esta ligacién se

pierden los sitios Sal y Xho | originales (Figura 2).

La union del vector pDC316 con el cDNA para ECA2 humano deberia
generar un nuevo plasmidio con un tamafo de 6.344 pb. Sin embargo, como
principal contaminante de la mezcla de ligacion se obtuvo el plasmidio pdc316

vacio de 3.913 pb.

Como se describié en la Figura 1, la ligacion del vector pDC316 linearizado
con el gen ECA2 humano aislado puede generar dos plasmidios recombinantes. El
primero llamado “sentido”, siguiendo el esquema Sal I / Xho | — Sal I/ Sal |y, el
segundo denominado “antisentido”, siguiendo el esquema Sal | / Sal | — Xho | / Sal
| (Figuras 1 y 2). Debido a que ambos plasmidios tienen el mismo tamafio, es
imposible diferenciarlos mediante electroforesis en agarosa. Para su
diferenciacion, se disefié un procedimiento basado en la generacion de un mapa

de restriccion (ver punto 6.2.6.).
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6.2.4. Obtencion del plasmidio recombinante pDC316 / ECA2

La mezcla de ligacion pDC316 / ECA2 se us6 para transformar E. coli
DH5a. Se seleccionaron los clones transformantes por resistencia a ampicilina. De
todos los clones obtenidos se purificaron plasmidios y se resolvieron por
electroforesis en geles de agarosa al 1%. En la Figura 3 se muestra un gel
representativo de este analisis. Se puede apreciar que se obtuvieron plasmidios
pDC316 recircularizados, y por lo tanto vacios, en los carriles 6, 7, 10 y 11, cuyo

tamafio fue idéntico al plasmidio pDC316 estandar (carril 2). Los carriles 3, 4, 5, 8,

a)Sall > 5...-G-T-C-G-A-C-...3" > 5..-G- + -T-C-G-A-C-...3
3...-C-A-G-C-T-G-...5 3...-C-A-G-C-T- -G-...5
b) Xho I > 5...-C-T-C-G-A-G-...3 > 5...-C- + -T-C-G-A-G-...3
3...-G-A-G-C-T-C-...5 3...-G-A-G-C-T- -C-...5

c)Sall+Sall > 5...-G-T-C-G-A-C-...3" &> Se reconstituye la secuencia Sal |

3...-C-A-G-C-T-G-...5

d) Sal I+ Xho | > 5...G-T-C-G-A-G-...3" - Se pierden las secuencias Xho |y Sal |

3...C-A-G-C-T-C-...5

Figura 2. Compatibilidad de ligacion entre los sitios de restriccion Xho |y Sal I.

a) y b) Secuencias que son reconocidas por Sal | y Xho I, respectivamente. Ambas
enzimas generan extremos cohesivos salientes que son idénticos, indicando que son
compatibles entre si. c) Al ligarse extremos Sal | con Sal | se reconstituye la secuencia
Sal I. d) Al ligarse los extremos Sal | con Xho | se pierden las secuencias de
reconocimiento para Sal 1y Xho I.
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9, 12 y 13 corresponderian, de acuerdo al criterio del tamafio, a plasmidios
recombinantes pDC316 / ECA2 con un tamafo que se aproxima a los 6.344 pb

esperados.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

< 6.344 pb
< 3.913 pb

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de plasmidios purificados a partir
de los clones transformantes obtenidos a partir de la mezcla de ligacién pDC316 /
ECA2.

Carril 1: Estandar de tamafio molecular; carril 2: plasmidio control pDC316; carriles 6, 7,

10 y 11 son clones portadores de plasmidio pDC316 vacio; carriles 3, 4, 5, 8,9, 12y 13
son clones sospechosos de portar plasmidios recombinantes.

6.2.5. Caracterizacién de los clones recombinantes

Para identificar cuales de los plasmidios recombinantes portan el gen ECA2
y ademas saber cuales el sentido de insercion del gen, se procedi6 a realizar una
digestion de cada uno de los plasmidios con la enzima de restricciéon EcoR |. Esta

enzima corta el vector pDC316 en su sitio de multiple clonamiento y también hace

32




un corte dentro del cDNA para ECA2. Si el clon corresponde a un pDC316 / ECA2
clonado en sentido, entonces la digestiéon deberia generar dos fragmentos: uno de
4,513 bp y otro de 1.831 pb. En cambio, si el clon corresponde a un pDC316 /
ECA2 clonado en antisentido, entonces la digestion deberia generar dos
fragmentos de 5.684 pb y otro de 660 pb. En la Figura 4 se puede apreciar que los
clones 5, 6, 8, 9, 11, 12 y 13 corresponden a clones pDC316 / ECA2 en el cual el
cDNA para ECA2 humano esta orientado en sentido, mientras que los clones 3, 4,

7,10y 14 son clones pDC316 / ECA2 en el cual el cDNA es antisentido.

Como una manera de confirmar que los clones pDC316 / ECA2 portan el
cDNA que codifica para ECA2 se procedié a realizar una reaccion de PCR para
ECA2 de un clon vacio, un clon sentido y un clon antisentido. En la figura 5 se
aprecia que los clones pDC316 / ECA2 sentido y antisentido (carriles 5 y 6,
respectivamente) dieron amplificacién positiva (indicada con la flecha), cuyo
tamafio molecular de 425 bp es idéntico al control positivo generado por
amplificacion por PCR del plasmidio pCl-neo-ECA2. Por otro lado, a partir del

vector vacio pDC 316 no se observa un amplificado para ECA2 (carril 4).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

<+— 1831 bp

<«—660 bp

Figura 4. Digestiéon con EcoRI de los clones sospechosos de ser recombinantes

pDC316 / ECAZ2.
Carril 1: Estdndar de tamafio molecular; carril 2: plasmidio control pDC316 / ECA2 sin

digerir; carriles 5, 6, 8, 9, 11, 12 y 13 son clones pDC316 / ECA2 sentido; carriles 3, 4, 7,
10 y 14 son clones pDC316 / ECA2 antisentido.

<+«—— 425 bp

Figura 5. Reaccion de PCR para ECA2 de clones recombinantes pDC316 / ECA2.
Carril 1: Estdndar de tamafio molecular; carril 2: reacciéon de PCR de control positivo

usando pCl-neo-ECAZ2; carril 3: blanco de reaccion de PCR; carril 4: reaccion de PCR con
plasmidio pDC316 vacio; carril 5: reaccion de PCR con plasmidio pDC316 / ECA2 sentido;
y carril 6: reaccién de PCR con plasmidio pDC316 / ECA2 antisentido.

34



6.2.6. Determinacion del mapa de restriccion de los clones pDC316 / ECA2
sentido y antisentido

La confirmacién de la identidad final de los clones pDC316 / ECA2 sentido y
antisentido se realiz6 mediante la confeccion de un mapa de restriccién. Para esto,
se utilizd un juego de tres enzimas de restriccion: EcoR |, Hind 1l y Bgl Il. Estas
enzimas presentan sitios de corte tanto en pDC316 como en el gen de ECA2
humano. Por esto, se espera que una vez realizada la digestion aparezcan dos
fragmentos por cada enzima. Los pesos moleculares y los mapas de restriccion

esperados estan descritos en la Tabla 1 y en la Figura 6.

Se puede apreciar en la Figura 7 que los tamafios de los fragmentos de
restriccidn generados por las digestiones con las enzimas EcoR |, Hind Il y Bgl I,
tanto para los clones pDC / ECA2 sentido como antisentido, corresponden al

tamafio tedrico predicho por el mapa de restriccion de la Tabla | y Figura 6.
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Tabla |. Tamafios de los fragmentos (bp) generados por la digestiéon de

pDC316 / ECA2 sentido y antisentido con Eco RI, Hind Il 'y Bgl Il.

pDCI16 / ECAZ
[ | antsentido
6344 bp | 6344 bp

pDC316 / ECAZ
sentido

Figura 6. Mapas de restriccion de los pldsmidos pDC316 / ECA2 sentido y

antisentido.
En verde, EcoR |y sus fragmentos; en morado, Hind Il y sus fragmentos; en rojo, Bgl Il y

sus fragmentos. Tamafio de las figuras no son proporcionales.
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Lonvd pDC216 pDC216/ECA2 sense pDC216/ECA2 antlisense
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Figura 7. Electroforesis de los fragmentos de restriccion de los plasmidios
pDC316 / ECA2 sentido y antisentido.
0: Marcador de DNA 1 Kb y pesos moleculares de referencia; CTL: pCIl-Neo-ECA2 vacio;

1: DNA sin digestion; 2: DNA digerido con EcoR I; 3: DNA digerido con Hind Ill; 4: DNA
digerido con Bgl Il. Cada reaccion de digestion se realiz6 con 10 uL de DNA y 5 pL de
cada enzima de restriccion durante 8 h.

6.3. Amplificacion y purificacién de los plasmidios pDC316 / ECA2 sentido y
antisentido
Una vez corroborada la identidad de los plasmidios pDC316 / ECA2 sentido

y antisentido, se procedié amplificarlos y purificarlos por una gradiente de CsClI.

Finalmente, se pudo obtener purificados de pDC316 / ECA2, los cuales
fueron cuantificados mediante el cuociente de absorbancia a 260 y 280 nm

(A260/A280). Se logré obtener 1 mL de solucién de cada uno de los plasmidios,
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cuyas concentraciones fueron: 0,85 pug/mL de pDC316 / ECA2 sentido, y 4,13

pg/mL de pDC316 / ECA2 antisentido.

6.4. Obtencién de adenovirus recombinantes

En la Figura 8 se visualiza un esquema para la produccion de adenovirus
recombiantes para ECA2, tanto sentido como antisentido. La estrategia
experimental involucra la reaccion de recombiancion entre el plasmidio pDC316 /
ECA2 sentido y antisentido con el plasmidio pBHGIoxPAE1,3Cre en células HEK,
a través de la recombinacion Cre-loxP. Por lo tanto, se espera obtener 2
adenovirus recombiantes diferentes, uno sentido y otro antisentido. Esta reaccién
es posible gracias a la recombinasa Cre, la cual cataliza la recombiancién de los
sitios loxP de pBHGIoxPAE1,3Cre y el sitio loxP del plasmidio pDC316,
transfiriendo asi el gen que codifica para ECA2 hacia pBHGIoxPAE1,3Cre. El

adenovirus recombinante asi obtenido tiene ahora un solo sitio loxP.

Se realizaron series de 3 experimentos (1 por semana) de 6 placas de
cultivo cada uno, 18 placas en total, cotransfectando el plasmidio pDC316 ECA2
sentido con el plasmidio pBHGIoxPAE1,3Cre, y 18 placas mas, pero
cotransfectando el plasmidio pDC316 / ECA2 antisentido con el plasmidio
pBHGIoxPAE1,3Cre. En forma paralela, como control de la generacién de
adenovirus, se realizé la cotransfeccion de 18 placas con el plasmidio pDC316 con
pBHGIoxPAE1,3Cre, que permitié la obtencion de adenovirus vacio (Ad vacio). A
partir de los 30 dias post-cotransfeccion comenzaron a aparecer placas que

mostraban lisis celular. Con el objeto de determinar que la lisis era debida a la
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presencia de particulas adenovirales, 1 mL del sobrenadante de las placas
sospechosas se agregaron a placas de 100 mm sembradas con HEK 293 80%
confluentes. Los clones positivos produjeron lisis celular al cabo de 2 a 3 dias
post-transduccion. Usando este procedimiento se logré obtener 10clones de Ad
vacio, 8 clones de adenovirus ECA2 sentido (Ad ECA2 sense) y 12 clones de

adenovirus ECA2 antisentido (Ad ECAZ2 anti).

Ad TR

ITR ..

Xba 1(456)
-~ [ [ |
L 5o =4 | —

PDC316/ ECA2
sentido

pBHGIoxAE1,3Cre
34707 bp

v’

Cotransfeccion

en células HEK

Adenovirus
recombinante TR ECA-2 ITR

AE1 loxP AE3

Figura 8. Esquema para produccion de adenovirus recombinantes que contienen el
gen ECA2 sentido y antisentido.
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Con el objeto de determinar los niveles proteicos de ECA2 en los clones
adenovirales producidos, se procedio a translucir HEK 293 con estos adenovirus
por 24 h y se determind los niveles de ECA2 en extractos proteicos totales de
estas células mediante Western blot. En la Figura 9 se muestra un ejemplo de
estos resultados. En los clones de Ad ECA2 anti (carriles 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13y
14) los perfiles de revelados por el Western blot fueron muy similares al observado
en células controles sin translucir (carril 1) o transducidos con clones de Ad vacio
(carril 2). Sin embargo, en los clones de Ad ECA2 sense (carriles3, 4, 5y 8) se
detectdé una gran sobreexpresion de una proteina inmunoreactiva al anticuerpo

ECA2 humano usado para el Western blot (Figura 9).

A partir de los resultados de los Western blot se eligié un clon Ad ECA2
sense y un clon Ad ECA2 anti para ser amplificado y purificado. Ambos adenovirus
se amplificaron a gran escala en células HEK 293 de acuerdo al procedimiento
descrito en el punto 5.2.5.2. y se purificaron con doble gradiente de CsCl de
acuerdo a lo descrito en el punto 5.2.5.3. se logré obtener 4,5 mL totales de Ad
ECA2 sense 3,59 x 10* particulas virales/mL y 4 mL totales de Ad ECA2 anti 3,14
x 10'? particulas virales/mL. La caracterizaciéon de ambos adenovirus se realizé

utilizando Ad ECA2 sense y Ad ECAZ2 anti, purificados.
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120 kDa
84 kDa

Figura 9. Determinacion de los niveles proteicos de ECA2 producidos por los
distintos clones adenovirales en células HEK293.
Células HEK293 se transdujeron con los distintos clones adenovirales por 24 h, se

cosecharon las células, se extrajo proteinas totales y los niveles proteicos de ECA2 se
determinaron por Western blot. Se cargaron 18 ug de proteinas totales y se resolvieron en
un gel de poliacrilamida al 12%. Carril 1: células HEK293 sin transducir; carril 2: células
HEK293 transducidas con Ad vacio; carriles 3, 4, 5y 8: células HEK293 transducidas con
Ad ECA2 sense; carriles 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13 y 14: células HEK293 transducidas con Ad
ECA2 anti.

6.5 Caracterizaciéon de los adenovirus recombinantes

Con el objeto de caracterizar si los adenovirus ECA2 producidos son
funcionales, se determind si los Ad ECA sense y anti eran capaces de
sobreexpresar e inhibir la expresion de ECA2, respectivamente. Por otra parte, la
cantidad de ECA2 presente en las células transducidas con los adenovirus con los
adenovirus debiera correlacionar con su actividad enzimatica. Esta caracterizacion

se realiz6 en cultivos de cardiomiocitos de ratas neonatas.
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6.5.1. Sobreexpresion de la proteina ECA2 humana en cardiomiocitos
transducidos con Ad ECA2 sense

Se obtuvo cardiomiocitos de ratas neonatas de acuerdo al procedimiento
descrito en el punto 5.2.3. y se sembraron 1 x 10° cardiomiocitos en placas de 35
mm. Los cardiomiocitos se transdujeron de acuerdo al procedimiento descrito en el
punto 5.2.6.1. con Ad ECA2 sense usando MOI de 1.000, 2.000, 3.000, 4.000 y
5.000. En la Figura 10 se aprecia que la cantidad de proteina ECA2 aumenta
proporcionalmente al MOl empleado. Ademas, se determind que el nivel basal de
ECAZ2 en cardiomiocitos en cultivo era muy bajo e indetectable por Western blot en

las condiciones ensayadas (ver Figura 10, carril 1).

_-'”. «—— 120 kDa

<+—— 84 kDa

Figura 10. Sobreexpresién de ECA2 en cardiomiocitos transducidos con Ad ECA2
sense.
Cardiomiocitos de rata neonata se transdujeron por 24 h usando MOI=1.000 (carril 2);

MOI 2.000 (carril 3); MOI 3.000 (carril 4); MOI 4.000 (carril 5) y MOI 5.000 (carril 6). Como
control se ocuparon cardiomiocitos no transducidos (carril 1). Se obtuvieron extractos
proteicos totales, 20 pg totales de proteina de cada extracto se resolvieron por
electroforesis en poliacrilamida al 12% y la proteina ECA2 se detectd por Western blot y
posterior ECL segun lo descrito en Materiales y Métodos.
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6.5.2. Sobreexpresiéon de un antisentido ECA2 en cardiomiocitos por
transduccién con Ad ECA2 anti

Para determinar si el Ad ECA2 anti tenia efecto disminuyendo la expresion
del gen ECA2, se transdujeron los cardiomiocitos en cultivo primero con Ad ECA2
sense usando MOI 1.000, con el objeto de incrementar los niveles basales de
ECA2 a niveles susceptibles de ser determinados. Luego, 30 min después, se
transfectaron con Ad ECA2 anti usando MOI de 1.000, 2.000, 3.000, 4.000 y
5.000. la Figura 11 muestra que el Ad ECA2 anti silencid la expresion de ECA2 en

forma dependiente del MOI.

R -
<+—— 84 kDa

Figura 11. Sobreexpresion de un antisentido ECA2 en cardiomiocitos usando el
Ad ECA2 anti.
Cardiomiocitos de rata neonata se transdujeron con Ad ECA2 sense MOI=1000 (carril 1)

por 30 min y luego con Ad ECA2 anti usando MOI=1.000 (carril 2); MOI 2.000 (carril 3);
MOI 3.000 (carril 4); MOI 4.000 (carril 5) y MOI 5.000 (carril 6). Después de incubar 24 h,
se obtuvieron extractos proteicos totales, 20 (/g totales de proteina de cada extracto se
resolvieron por electroforesis en poliacrilamida al 12% y la proteina ECA2 se detect6 por
Western blot y posterior ECL segln lo descrito en Materiales y Métodos.
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6.5.3. Actividad enzimatica de ECA2

La Figura 12 muestra la actividad enzimatica de ECA2 en lisados de
cardiomiocitos transducidos a distintos MOI de Ad ECA2 sense y Ad ECA2 anti.
Como control se utiliz6 Ad vacio. Después de 48 h de transduccion se determiné
la actividad enzimatica de ECA2 usando un sustrato que al ser proteolizado por
ECA2 genera un producto fluorescente, de acuerdo al procedimiento descrito en
5.2.6.3. En cardiomiocitos transducidos con Ad ECA2 sense se detectd un
aumento significativo de la actividad enzimética de ECA2 al usar MOI de 300 (3,2
+ 0,6 veces, p<0,05 vs control) a 10.000 (3,9 = 0,9 veces, p<0,01 vs control)
(Figura 12%). Sin embargo, Ad ECA2 anti no disminuy0 la actividad basal de ECA2
a ninguno de los MOI ensayados (Figura 12B). transduciendo los cardiomiocitos
con Ad vacio tampoco se observé cambio en la actividad enzimatica de ECA2

(Figura 12C).
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Figura 12. Actividad enziméatica de ECA2 en cardiomiocitos transducidos con Ad
ECA2 sense, Ad ECA2 anti y Ad vacio.

Cardiomiocitos en cultivo (1 x 10°% se transdujeron con MOI crecientes de (A) Ad ECA2
sense, (B) Ad ECA2 anti y (C) Ad vacio segun el protocolo indicado en Materiales y
Métodos. Después de incubar 48 h, las células se lisaron con 50 uL de amortiguador para
ECA2 y 10 uL de muestra fue utilizado para medir actividad ECA2 segun lo indicado en
Materiales y Métodos. En los ensayos se inhibié la actividad ECA usando captopril
100 uM. La actividad ECA2 se expres6 como veces de aumento respecto al control
(MOI=0). Los valores corresponden al promedio de 3 experimentos independientes *
SEM. *p<0,05 y **p<0,001 vs MOI=0.
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7. DISCUSION

En este trabajo se logrd: a) clonar el gen que codifica para ECA2 en un
vector adenoviral generando dos construcciones, sentido y antisentido; b) producir
ECAZ2 a partir de ambos vectores adenovirales; c¢) demostrar que Ad ECA2 sense

sobreexpresa ECA2, determinado por el nivel proteico y por actividad enziméatica.

ECA2 es el componente mas nuevo del SRA, y se ha demostrado que es
responsable de la formacién de los péptidos Ang (1-9) y Ang II, respectivamente.®
Sin embargo, existen pocos antecedentes en la literatura que describan su papel
en la homesostasis del sistema cardiovascular y en la génesis y desarrollo de las

enfermedades cardiovasculares.

Uno de los primeros indicios sobre la funcidn fisiologica de ECA2 se origind
cuando se logré determinar que el gen que codifica para ECA2 mapeaba en el loci
cuantitativo (quantitative trait loci [QTL]) que afecta la susceptibilidad a la

hipertension??®

en el cromosoma X en ratas hipertensas. Esta region
cromosdémica se sobrepone con el SS-X QTL en ratas Sabra sensibles a sal, con
el BP3 QTL en ratas espontaneamente hipertensas susceptibles a infartos y el
BB.Xs QTL en ratas espontdneamente hipertensas.'® En todas estas cepas de
rata, los niveles de mRNA y proteina de ECA2 se encuentran muy reducidos y

correlacionan inversamente con la presion arterial.*®

Una de las primeras aproximacionespara determinar la funcion de ECA2 en

el organismo fue la obtencién de ratones deficientes para esta enzima.'® A pesar
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de la asociacion genética de ECA2 con la hipertension arterial, estos ratones se
desarrollaron normalmente y poseian presion arterial e histologia renal normal. Sin
embargo, los niveles plasmaticos de Ang Il estaban moderadamente elevados.*®
La presion normal en los ratones deficientes para ECA2 podria explicarse por
efectos compensatorios. Dado que ECAZ2 tiene un amplio rango de especificidades
de sustrato, no se puede excluir la posibilidad que en los ratones deficientes en
ECA2 los efectos hipertensivos que provoca los niveles elevados de Ang i
soncontrarrestados por cambios compensatorios en otros péptidos regulatorios,

1224 10s metabolitos de kininas® o el recientemente

tales como Ang-(1-7),
descubierto sistema de Apelina.?° Debido a que la susceptibilidad a la hipertension
arterial es multifactorial, parece ser que la deficiencia de ECA2 predispone, mas

que causa, hipertension.??’

Como una manera de dilucidar el rol de ECA2 en el sistema cardiovascular,
Diez-Freire y cols® desarrollaron experimentos mediante la sobreexpresién de
ECA2. Para ello utilizaron un lentivirus recombinante que sobreexpresa ECA2
(lenti-ECAZ2). Este lentivirus, al igual que el Ad ECA2 sense generado en este
trabajo, aumenta significativamente la actividad de ECA2 en cardiomiocitos
transducidos in vitro. Ratas transducidas intracardiacamente con lenti-ECA2
incrementaron 3 veces los niveles de mMRNA para ECA2 en relacion con ratas
transducidas con lentiGFP.° La infusiéon de Ang Il (200 ng-kg*-min™) durante 4
semanas aumentd la presion arterial sistolica en 80 mmHg, el peso relativo del

corazon respecto al peso total y la fibrosis cardiaca. La transduccion con el
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lentivirus ECA2 atenu6 el aumento del peso relativo del corazon respecto al peso
total y la fibrosis inducida por ECA2.?® Estos resultados sugieren que la
sobreexpresion de ECA2 intracardiaco usando el lentivirus ECA2 protege al
corazon frente a un infarto al miocardio, ya que las ratas que sobreexpresaban
ECA2 preservaron la funcion cardiaca, el movimiento y contractibilidad de la pared
del ventriculo izquierdo, y atenud el adelgazamiento de la pared del ventriculo

izquierdo.”

En este trabajo no se logro detectar la proteina ECA2 en extractos proteicos
de cardiomiocitos en cultivo usando Western blot (ver carril de la Figura 10). En la
literatura tampoco existen trabajos que describan la deteccion de la proteina ECA2
en cardiomiocitos en cultivo por Western blot. Esto sugiere que probablemente los
niveles de proteina ECA2 en los cardiomiocitos son muy bajos y por lo tanto dificil
de detectar. Sin embargo, se ha descrito que ECA2 se expresa en cardiomiocitos
ya que se ha detectado en estas células el mMRNA que codifica para esta enzima,*°
aunque no siempre esta regla se cumple, pues deben existir condiciones que
generen la transduccién del mRNA. Debido a este problema, no se pudo evaluar
directamente el efecto de Ad ECA2 anti sobre los niveles de proteina ECA2 en
cardiomiocitos en cultivo. Como una manera de solucionareste inconveniente, se
sobreexpreso la proteina ECA2 usando el Ad ECA2 sense, y en estas células se
evalud el efecto de la sobreexpresion del ECA2 antisentido usando el Ad ECA2
anti. Usado esta estrategia se demostré que el Ad ECA2 anti inhibe la expresiéon

de la proteina ECAZ2.
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Por otro lado, en este trabajo se logrd detectar la actividad enzimatica de
ECA2 en cardiomiocitos en cultivo. Esta actividad no cambié debido a la
transduccion adenoviral, ya que la transduccién con un adenovirus control vacio
no alter6 la actividad enzimatica basal de la ECA2. Sin embargo, la transduccion
usando diferentes MOl de Ad ECA2 anti por 48 h no logré reducir la actividad
enzimatica de ECA2 en los cardiomiocitos. Este resultado negativo podria
explicarse por el balance entre la sintesis y la degradacién de la proteina ECA2. Si
la vida media de la proteina ECA2 es muy larga, no se podria detectar una
disminucion de la actividad enzimatica ECA2, a pesar de que el Ad ECA2 anti
inhiba su sintesis. Lamentablemente no existen datos en la literatura sobre la vida

media de la proteina ECA2 que puedan apoyar esta explicacion.

ECA2 es una proteina transmembrana que se libera a través de una ruptura
proteolitica por diversas proteasas, generando formas secretadas in vivo y en
cultivo celular.?® Donoghue y cols.* determinaron que en cultivos de células CHO
transfectadas con plasmidios de expresion que contenian cDNA para ECA2 o sin
inserto (control), la ECA2 recombiante se secreta tanto en células lisadas como en
medio condicionado. Ademas, en ensayos de actividad enziméatica para ECA2
usando el medio condicionado se detectdé una alta capacidad catalitica de ECA2
para hidrolizar Ang | a Ang-(1-9). Nuestros experimentos, aunque si comprobaron
la capacidad catalitica de ECA2 hidrolizando el sustrato fluorogénico 7-

(metoxicoumarin-Arg-Pro-Gly-Phe-Ser-Ala-Phe-Lys-(Dnp)-OH) enlisados de
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cardiomiocitos transducidos con Ad ECA2 sense, no se comprobé si el medio de

mantencion de estas células transducidas presentaba la proteina de ECA2.

Recientemente, Hernandez Prada y cols.? identificaron 2 compuestos que
incrementan selectivamente la actividad enzimatica de ECA2, y no de ECA, de
manera dosis dependiente, en ensayos in vitro. Esto fue posible gracias a una
nueva estrategia de descubrimiento de drogas basada en conformaciones
racionales.? También, Zhong y cols.?* realizaron un estudio in vivo en ratas SHR 'y
WKY a las cuales se administr6 acido retinoico para evaluar su papel en el SRA 'y
en la patofisiologia de la HTA esencial. Estos investigadores lograron determinar
el papel antihipertensvo y cardioprotector de este &cido graso, al aumentar en
forma significativa la expresion tanto de mRNA como de proteina de ECA2
encorazon y rifion en ratas SHR, en comparacion a su control que solo recibi6
vehiculo. No se detectd6 ningin cambio significativo en ratas WKY.*
lamentablemente, no hubo una medicién de la actividad catalitica de ECA2. Estos
argumentos abren la posibilidad de evaluar en el futuro si una sobreexpresion de
ECA2 mediante el uso de adenovirus recombinante, junto a la combinacion de
drogas que aumentan la actividad enzimatica de ECA2, pudiesen lograr disminuir
tanto el MOI efectivo de transduccién como de dosis de drogas para obtener
aumentos significativos de actividad catalitica. Por otra parte, se podria evaluar si
la sobreexpresion de un sentido de ECA2 revierte la baja actividad observada en
ratas post-infartadas. De igual modo, existen polimorfismos de ECA2 que generan

en la poblacién tanto una baja produccidon de esta proteina como su capacidad de
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hidrolizar Ang Il para formar Ang-(1-7).” Por lo tanto, se podra buscar una terapia
combinada efectiva que logre disminuir la presidén arterial como el remodelado

cardiovascular.

Finalmente, como perspectiva a futuro, la construccion de lentivirus
recombinantes tanto para ECA2 sentido como antisentido, resultaria beneficioso
para estudios in vivo como in vitro. Su capacidad de integrarse en el cromosoma
de lascélulas huésped, su larga duracion de expresiéon en modelos in vivo, debido
a una baja respuesta inmunitaria, la hacen una herramienta eficiente para

proseguir en estudios de la influencia de ECA2 tato en el SRA como en SCV.
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8. CONCLUSIONES

Se determiné que la secuencia ECA2 humana clonada en el vector pCl-neo
corresponde exactamente a la descrita para el gen ECA2, EMBL cddigo de
acceso GenBank AF241254.

Se cIné el gen ECA2 en el vector adenoviral pDC316, generando dos
plasmidios: uno que porta el gen ECA2 en sentido y otro en antisentido
respecto al promotor de expresion Pcyy.

Usando los vectores adenovirales pDC316 / ECA2 sentido y antisentido, se
obtuvieron los adenovirus ECA2 sentido y antisentido, respectivamente.
Ambos adenovirus se amplificaron y purificaron, obteniéndose 3,6x10%?
particulas virales/mL de Ad ECA2 sense, y 3,1x10* particulas virales/mL.
La proteina y actividad enzimatica de ECA2 se sobreexpresd en
cardiomiocitos transducidos con el Ad ECA2 sense en forma MOI
dependiente.

El Ad ECA2 anti atenud la sobreexpresion de ECA2 mediada por Ad ECA2
sense. Sin embargo, Ad ECA2 anti no disminuy¢ la actividad enzimatica de

ECAZ2 en cardiomiocitos en cultivo.
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10. ANEXOS
Anexo I. Secuenciancién del gen de ECA2 humano clonado en el

vector pCI-Neo usando los partidores universals T3y T7.

Model 3100 File: Gen ECAZ =n pCI-NEO Signal G287 T:584 A939 C:1320 Page 10r2
s Basecaller-31005R Secuenciado usando partidor T7 DT3100FP OPG{ET}S0Cm .mob 3/24,2007
BIO BC1.50.0 7 no WMTHF field Spacing: 11,38000011

TRACE Points 351 to 10106

BioEdit v ersion 7.0, 1 (2/13/05)
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Anexo Il. Secuenciacion del gen ECA2 clonado en el vector pCl-neo

usando los partidores ECA2 internos

Model 3100 File: Gen ECA2 en pCI-Neo Signal G350 TB72 AG22 C15381 Page 107 2
Q Basecalle~-31005R Secuenciado usando partidor ECA2 DT3100P OPE{ETIS0Cm maob 8/22/2007
BIO BC1.500 antisentido 27 no MTHF field Spacing: 12,6399993F

TRACE Points 531 to 10106

BioEdit wersion 7.0.4.1 (2/13/05)

CANE ACCCGEGHNC ACG € TTECACE ACE CC AA CCATCTC TCGTCT TEA TE TCCCACCACTTT TTCAT CCAC TGE TCTTTE GGAA TTTECEC TTTAAAGACCATCCACE TCCAC T
10 20 30 a0 50 L1 70 &0 90 100 110
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r 350

\ I AL o Yy 0
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TEGE TCCGETTAGCATGEAA TTITCCC AG A A TCC TTE AG TCATATTACGAAGACCAACAG A TACAAA CAACTTCTCEEGC CT CNTTEAAATA TTCTETENTE CATCCCAGGEC TG G
480 490 ET 510

TTEC ATCAG TAACATCT ATG TTNGG TTTCTGTCCAA AGEGAACTE TCAA AGAG TACAG A TTNETCCAAAATC TACC CCACATATCAC CANNAAATEAGCNG GEA GEGNATCCANT
610 710
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Anexo lll. Alineamiento entre el gen ECA2 clonado en el vector pCI-Neo y el cDNA
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