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Resumen

Desde los comienzos de la humanidad, ésta ha utilizado a las distintas entidades biolégicas
de su entorno como materia prima para el desarrollo de herramientas diversas que le
permitieran subsistir y mejorar su calidad de vida, con mas o menos conocimiento del
funcionamiento de dichos organismos y de sus productos derivados. En 1796 el médico
britanico Edward Jenner desarroll6 la primera vacuna contra una enfermedad de origen viral:
la viruela. Sin embargo, para ese entonces el pequefio tamafio de los virus les impedia a los
cientificos y cientificas dilucidar cuales eran los patbégenos causantes de ciertas
enfermedades como la viruela. Se tardaria un siglo méas, con el invento del microscopio
electronico, en descubrir y comenzar a describir a las entidades que denominamos virus.
Desde esos tiempos y, en particular, con el nacimiento de la ingenieria genética en la década
de 1970, las tecnologias en las ciencias de la vida han crecido de manera exponencial. La
posibilidad de intervenir clonando y modificando el material genético de organismos y sus
movilomas asociados ha hecho posible una expansién del conocimiento general sobre la
materia viva pero, ademas, también ha facilitado la aparicion de numerosos bienes y
servicios que han mejorado la calidad de vida humana.

En este contexto el viroma del planeta es un espacio sumamente importante, cuya
abundancia y variedad han mostrado (y siguen haciéndolo) ser una fuente inagotable para
el desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas. La produccion de proteinas recombinantes, la
generacién de vectores virales adaptados para la entrega de secuencias especificas a
células y tejidos diana, o el desarrollo de vacunas, entre otras posibles aplicaciones, son
claros ejemplos de esos alcances. En este sentido, los baculovirus se destacan como un
grupo prominente de entidades virales con un papel importante en la biotecnologia.

La capacidad de los baculovirus de transducir (no infectar) células de mamiferos con un alto
grado de bioseguridad permite su utilizacion como vectores empleados en terapias génicas,

cuyas prestaciones deben ser ampliadas y mejoradas. En este trabajo, se explora el uso de
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un baculovirus de Autographa californica (Autographa californica  multiple
nucleopolyhedrovirus o AcCMNPV) para vehiculizar genes terapéuticos en mamiferos en
distintos modelos de enfermedad, y sus posibles mejoras a partir de la pseudotipificacion
con la glicoproteina del Virus de la Estomatitis Vesicular, para asi aumentar su capacidad
de traduccién de células de mamifero. También se aborda la posibilidad de incorporar un
circuito de liberacion de minicirculos mediante el uso de la tecnologia Cre/LoxP, y de
liberacion de ministrings mediante el uso de la tecnologia TelRL/iTelomerasa, ambos
conteniendo un origen de replicacién del virus de Epstein-Barr, para asi aumentar su tiempo

de permanencia y de expresion de genes de interés dentro de la célula blanco.
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Abreviaturas

AAV = Adeno Asociated Virus

ANMAT = Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
AdV = Adeno Virus

BacMam = Baculovirus gene transfer into Mammalian cells
BFP = Blue Fluorescence Proteins

BV = Budded Virus

CAR = Gen codificante para el receptor Coxsackie-adenovirus
CMV = Cito Megalo Virus

DOX = Doxiciclina

DAPI = 4 ',6-diamidino-2-fenilindol

EAP = Enfermedad Arterial Periférica

EMA = European MedicineAgency

FDA = Food and Drug Administration

GFP = Green Fluorescence Proteins

GOl = Gen of interest

GV = Granulo Virus

HSPC = Células Hematopoyéticas Madre y Progenitora

IA = Ingredientes Activos

IAM = Infarto Agudo de Miocardio

IPTG = Isopropil- 3 -D-1-tiogalactopirandsido

ITR = Secuencias terminales invertidas y repetidas

LB = Luria-Bertani

LTR = Regiones terminales repetidas

kpb = Kilo pares de bases

MCS = Sitio de clonado multiple

MOI = Multiplicidad de Infeccion

MNPV = Virus de la poliedrosis nuclear miiltiple

nm = Nano metros

NPV = Nucleo Poliedro Virus



NK = Natural killers

OB = Occlusion Bodies

ODV = Occlusion-derived virus

ORF = Open reading frame

pb = Pares de bases

PEG = Polietilenglicol

PEI = Polyethylenimine

PVDF = Membrana de Fluoruro de Polivinilideno
PCR = Polimerase Chain Reaction

PBS = Phosfate Saline Buffer

PIF = Per os Infectivity Factors

qPCR =Real Time Polimerase Chain Reaction

SFB = Suero Fetal Bovino

SNPV = Virus de la poliedrosis nuclear Simple
UFP = Unidades formadoras de placa

UV = Ultraviolet Light

VEF = Virus Enhancing Factors

VLP = Virus Like Particle

VSV-G = Glicoproteina del Virus de la Estomatitis Vesicular
VSV = Virus de la Estomatitis Vesicular

mL = Mili Litros

ML = Micro Litros

um = Micro metros

dsDNA = DNA doble cadena

cccdsDNA = DNA doble cadena circular covalentemente cerrado

lccdsDNA = DNA doble cadena lineal covalentemente cerrados
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Introduccion

Baculovirus

Caracteristicas generales:

Los baculovirus representan una familia de patégenos virales, mayoritariamente infectivos
en insectos de los érdenes Lepidoptera, Hymenoptera y Diptera. Sus efectos devastadores en los
organismos infectados los ha vuelto un objeto de estudio sumamente importante para el disefio de
agentes bioldgicos controladores de plagas en la industria agricola, principalmente debido a su
acotado rango de hospedador y a su gran perfil de bioseguridad (Rohrmann, 2019).

Los virus integrantes de esta familia presentan genomas de gran tamafio (entre 80y 180 kb,
aproximadamente), de DNA doble cadena circular covalentemente cerrado, conteniendo desde 90
a 180 genes codificantes de proteinas, de los cuales se estima que al menos 38 de ellos resultan
ortélogos, y de caracter esencial para el ciclo viral. La existencia de genes adicionales presentes en
algunos especimenes y no en otros, aportando probablemente ventajas adaptativas o factores de
virulencia, denota la existencia de eventos de transferencia horizontal determinando inserciones y
deleciones en los genomas involucrados. En diversos ensayos fue posible evidenciar la recuperacion
de numerosos genotipos provenientes de un mismo organismo infectado, a causa de las altas tasas
de recombinacién de estos virus, cercana al 50% en genotipos relacionados, mutaciones puntuales
espontdneas, o propias del sistema replicativo. EI material genético se encuentra condensado y
empaquetado dentro de una cépside proteica baciliforme, de aproximadamente 230 a 385 nm de
longitud, y 40 a 60 nm de diametro (Rohrmann, 2019; Gémez Valderrama & Villamizar, 2013).

A lo largo del ciclo viral, los baculovirus presentan dos fenotipos caracteristicos,
genéticamente idénticos, que varian tanto en su momento de ocurrencia durante la infeccion, como
en su morfologia y composicién. Los viriones brotantes o brotados (Budded Virus; BV), responsables
de la propagacion dentro de las células del organismo infectado, se presentan en los estadios mas
tempranos de la infeccidn, mientras que el fenotipo mayoritario en los estadios tardios es
denominado cuerpo de oclusidn (Occlusion Body, OB), que contiene a los Occlusion Derived Virus
(ODV), responsables de la transmisién del virus de un organismo a otro (Figura 1).
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Figura 1. Fenotipos de los baculovirus. La ilustracion describe las caracteristicas principales de los fenotipos baculovirales.
Se ofrece una representacion de las formas y dimensiones tipicas de los cuerpos de oclusidn (OB) de nucleopoliedrovirus y
granulovirus (A), asi como un corte transversal de éstos (B), exponiendo la multiplicidad o singularidad de viriones por OB.
Ademas, se ofrece una comparacién entre los fenotipos de los viriones derivados de los cuerpos de oclusién (ODV) y virién
brotante (BV). (C) Las nucleocapsides, en este caso, son las mismas, a diferencia de las envolturas, que poseen origenes
diferentes (la envoltura del ODV proviene de la membrana nuclear, mientras que la del BV proviene de la membrana
plasmatica). Estas estructuras presentan polaridad, que radica no solo en morfologia, sino también en composicion proteica.
El DNA (doble cadena y circular, covalentemente cerrado) se encuentra asociado a una proteina basica denominada p6.9. El
complejo de infeccidn, mejor conocido como per os infectivity complex (PIF), se encuentra presente solo en el ODV. Por otro
lado, la proteina fusogénica GP64 resulta Unica para los BV pertenecientes al género Alphabaculovirus, mientras que, en el
resto de las entidades de esta familia, este rol lo toma la proteina F. Adaptado de Targovnik et al., 2021.

Las poblaciones de insectos son altamente dependientes de la temperatura y la humedad
del ecosistema, por lo que existen estaciones que concuerdan con un aumento drastico de
individuos, y otras asociadas a su colapso, ya sea por la pérdida de alimento, a que resulten
eliminados por predadores, o a que las condiciones ambientales se vuelvan inhdspitas. De esta
forma, las entidades virales han desarrollado y adquirido diversos mecanismos que les permiten
perdurar en el ambiente en periodos de ausencia de hospedadores compatibles, y los baculovirus
no son una excepcion. Los OB permiten conservar la viabilidad del virus, portando una proteccion
de larga duracién contra las altas temperaturas, la radiacidon UV, los agentes quimicos, la humedad
extrema o. incluso, la deshidratacién, hasta ingresar a un individuo susceptible y proceder con el
ciclo viral. Este fenotipo es el causante de la infeccidon primaria, y a pesar de tener una estructura
rigida y sumamente resistente, resulta soluble en condiciones de pH basico, como las dadas en el
lumen intestinal de los insectos. Esto permite la liberacién de los ODV vy, asi, iniciar la infeccién de
las células del epitelio. Dependiendo del género viral, los OB pueden presentar una morfologia
similar a un poliedro irregular, o de granulo, en funcién del polipéptido mayoritario que conforma



tal estructura, pudiendo ser poliedrina o granulina, respectivamente. En |la Figura 2, se disponen
micrografias electrénicas que denotan estas diferencias morfolégicas. Los ODV se encuentran
comprendidos dentro de cépsides proteicas localizadas en el interior de estas estructuras pseudo
cristalinas, envueltas por un recubrimiento de naturaleza lipoproteica proveniente de la membrana
interna de la célula hospedadora, e integran alrededor de 13 proteinas de membrana, siendo
algunas de ellas cruciales para el desarrollo de la infeccién primaria por via oral (Rohrmann, 2019).

Figura 2. Fenotipos baculovirales. (A-B) Micrografia electrénica de transmision de un OB maduro proveniente del
baculovirus AcMNPV (Blissard & Theilmann, 2018). (C) Micrografia electrénica de transmisién de un OB maduro
proveniente del baculovirus ErelGV (Ardisson-Aratjo et al., 2014). (D) Micrografia electrénica de transmisidn de un
ODV proveniente del baculovirus ACMNPV (Blissard &Theilmann, 2018). (E) Crio microscopia electrénica de un BV
proveniente del baculovirus ACMNPV (Wang et al., 2015).

Una vez iniciada la replicaciéon del genoma viral comienza la sintesis de las proteinas de la
nucleocapside, al igual que su ensamblaje en el estroma virogénico y, posteriormente, su transporte
a la zona del anillo localizada en la periferia del nucleo. Las nucleocapsides, durante el proceso de
ensamble, pueden ser derivadas a la formacién de OB o BV, aunque los mecanismos bioldgicos
detras de la seleccion de estas no se encuentran completamente dilucidados (Blissard & Theilmann,
2018). Los BV son producidos y liberados aproximadamente a las 12 horas de comenzada la
infeccién, conteniendo una Unica nucleocapside en su interior, y una envoltura lipidica proveniente
de la membrana plasmatica de la célula infectada. La proteina mayoritaria en estas estructuras varia
dependiendo el grupo al cual el baculovirus corresponde, pudiendo ser la glicoproteina GP64, o la
proteina F, homdlogos funcionales requeridos para el mecanismo de fusién de membranas'y, por lo
tanto, para el ingreso del material genético viral a la célula y el desarrollo de la infeccién secundaria.
No obstante, existen diferencias entre ambas proteinas no solo a nivel aminoacidico, sino también
bioquimico y estructural. Estas proteinas, concentradas generalmente en uno de los extremos del
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viridn, se asocian para dar lugar a la formacién de trimeros, disponiendo sus ectodominios de forma
perpendicular a la membrana viral (Yu et al., 2020; Wang et al., 2015). La produccién y liberacidon
de OB, por otro lado, ocurre luego de las 24 horas de comenzada la infeccién debido a la expresion
de genes virales tardios, incluidos aquellos codificantes para la poliedrina o granulina, dependiendo
de la entidad particular, y la accidn de proteinas liticas que permiten el egreso hacia el espacio
extracelular (Rohrmann, 2019; Benz, 1986).

Clasificacion:

Los baculovirus reciben su nombre a partir de la morfologia caracteristica de sus cdpsides,
presentando una forma semejante a un bastén (del latin baculum). Inicialmente, la principal
clasificacion taxondmica en esta familia viral se basaba tanto en la morfologia de los OB
correspondientes a la entidad, como en su localizacién en el interior celular, dando origen a dos
géneros particulares: los virus de la poliedrosis nuclear (NPV), con una forma compatible a la de un
poliedro irregular compuesto principalmente por poliedrina, y localizados en el nucleo celular; y los
virus de la granulosis (GV), a partir de su forma granular, compuestos por granulina, y localizados en
el espacio citoplasmatico de las células infectadas.

En base al conocimiento sobre sus rangos de hospedador, se establecidé erréneamente la
limitacion de estos virus a una Unica especie hospedadora, por lo que cada entidad ha sido
nombrada a partir del individuo del cual fue aislada como, por ejemplo, el caso del baculovirus
AcMNPV, recuperado de Autographa californica. De esta forma, las primeras dos letras hacian
referencia al insecto hospedador, y las siguientes, al género viral, siendo en este caso un virus que
se manifiesta como una poliedrosis nuclear multiple (varios ODV por OB). Este evento conlleva a la
existencia de multiples identidades para genotipos virales idénticos o, al menos, con una alta
identidad de secuencia, lo cual fue comprobado a partir de estudios ulteriores que arrojaron la
informacidn bioldgica y gendmica requerida (Van Oers & Vlak, 2007). Actualmente, existe una
clasificacion mucho mas compleja, derivada de evidencia filogenética y caracteristicas bioldgicas y
morfoldgicas, que permiten la derivacion de estas entidades en cuatro géneros caracteristicos, bajo
el nombre de Alphabaculovirus, Betabaculovirus, Gammabaculovirus o Deltabaculovirus
(Nagamine, 2021; Jehle, 2006).

Los alfabaculovirus integran a todos aquellos virus de la poliedrosis nuclear especificos del
orden Ledidoptera, independientemente del contenido de nucleocdpsides en su interior, pudiendo
ser multiple (MNPV), o Unica (SNPV). En el transcurso de una infeccién, son capaces de producir
tanto BV, como ODV. Los OB presentan un tamafio comprendido entre los 0,4 y 3 um vy, por lo
general, la extensién del genoma viral se encuentra entre los 100 y 180 kpb. Existe una
diferenciacion adicional dentro de este género en dos grupos, dependiendo, entre otros factores,
de la proteina mayoritaria presente en los viriones brotantes. De esta forma, de ser la proteina
mayoritaria GP64 se trata del Grupo 1, y de serlo la proteina F, del Grupo 2.

Los betabaculovirus integran a los virus de la granulosis especificos del orden Lepidoptera.
Son, de igual forma que el primer grupo, capaces de producir BV y ODV, y sus OB disponen de un
tamafio promedio de 300-500 x 130-250 nm. La extension del genoma viral es equivalente a la de
los alfabaculovirus. Los gamabaculovirus, en tanto, integran aquellos virus de la poliedrosis nuclear
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especificos del orden Hymenoptera. No producen BV, ni presentan los genes vinculados a las
proteinas F y GP64. Sus genomas presentan una extensién inferior a la registrada en baculovirus
infectivos del orden Lepidoptera, rondando los 82 y 82 kb. Los OB generados durante el ciclo viral
tienen una morfologia poliédrica de aproximadamente 0,4 a 1,1 um, y contienen una Unica
nucleocapside. Por ultimo, los deltabaculovirus engloban a los virus de la poliedrosis nuclear
especificos del orden Diptera. Producen tanto BV, como OB, aunque estos presentan una forma
globular, de aproximadamente 400 nm de diametro, constituida mayoritariamente por una proteina
no homologa (o con homologia remota) a la poliedrina o granulina de los géneros anteriores.

En la Figura 3 se ofrece un darbol filogenético resultante del andlisis concatenado de 38
secuencias aminoacidicas correspondientes a core genes, es decir, genes conservados en todos los
miembros de la familia viral, codificando funciones bésicas estructurales, o asociadas a la
replicacion. De esta forma, se ofrece una clasificacién taxondmica adicional, dividiendo a las
entidades en 4 clados distintivos, bajo el nombre de NPV especificos del género Lepiddptera, GVs
especificos del género Lepiddptera, NPVs especificos del género Hymenoptera y NPVs especificos
del género Diptera (Targovnik et al., 2021).
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Figura 3. Arbol filogenético baculoviral. El presente arbol fue producido ad hoc, y para ello se
realizé un andlisis de filogenia mediante el método de Maximum Likelihood con las 38 core
proteins concatenadas, utilizando el IQ-TREE 2.1.2 (Minh et al., 2020) y el analisis
“ModelFinder + tree reconstruction + ultrafast Bootstrap (1000 replicates)”. La confiabilidad
de los nodos fue calculada mediante boostrapping generando 1000 réplicas. Para este analisis

se utilizaron 72 secuencias con 23693 amino-acid sites, y el mejor modelo seleccionado fue
rtREV+F+R10.



Ciclo viral:

Aligual que el resto de las entidades virales, los baculovirus enfrentan una incapacidad para
producir y almacenar energia por si mismos. Por ello, recurren a la infeccion de células
hospedadoras, disponiendo de la maquinaria celular y reorganizando la expresién génica para
asegurar el progreso del ciclo y, por lo tanto, su multiplicacidon. Particularmente, la infeccidon
mediada por baculovirus puede dividirse en tres etapas principales, siendo estas: la “infeccidn
primaria”, originada a partir de los OB, que liberan los ODV que infectan las células del epitelio
intestinal; la “infeccidn secundaria”, caracterizada por la infeccién de células en otras localizaciones
del insecto, a causa de los BV; y la muerte, permitiendo asi la liberacién de los OB producidos a partir
de la infeccidén secundaria. En la Figura 4, se expone una representacion del ciclo viral enunciado.

Los OB producidos y liberados en los estadios finales de la infeccién, presentan una gran
resistencia a eventos abrasivos que podrian comprometer al viridn, permitiendo asi su persistencia
en el ecosistema el tiempo suficiente para que logre su ingreso en un organismo hospedador de la
entidad viral. La infeccidén primaria ocurre a partir de la ingesta de este fenotipo, permitiendo su
ingreso al lumen intestinal del organismo. El ambiente alcalino del intestino (pH 10-11) permite la
disolucién del OBy, por lo tanto, la liberacién de los ODV, siendo estos determinantes del comienzo
de la infeccion luego de atravesar la barrera peritréfica. Esta puede definirse como una red o capa
de quitinas y proteina, producida alrededor del intestino, dispuesta como una superficie protectora
gue impide el contacto directo del epitelio con los componentes que ingresan por la cavidad oral.
Esta barrera se presenta como una defensa inmunolégica similar a la mucosa intestinal, conteniendo
cavidades de 21 a 36 nm que permiten el transporte de enzimas digestivas, pero no de patégenos
tales como bacterias, hongos o virus. El ODV puede asegurar su ingreso a través de lesiones
producidas en la membrana peritréfica, ya sea por dafos ajenos a la entidad viral particular, o
propios de ella (Cheng & Lynn, 2009). En el segundo caso, unas proteinas de tipo metaloproteasas,
conocidas como virus enhancing factors (VEF) interfieren con la integridad de la membrana
peritréfica, digiriendo gran parte de ella (Roelvink et al., 1995; Wang & Granados, 1997; Wang et
al., 1997). Durante el proceso de ecdisis, coincidente con la renovacién del exoesqueleto y la
membrana peritréfica del insecto, esta estructura es en gran parte degradada por quitinasas y
acetilglucosamidasas, permitiendo el contacto directo de los ODV con el epitelio subyacente y, por
lo tanto, constituyendo otra alternativa posible de infeccién (Liu et al., 2019).
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Figura 4. Representacion esquematica del ciclo viral de los baculovirus. Los cuerpos ocluidos (A) son inicialmente
consumidos por la larva. Al llegar al intestino medio (B), se da la liberacién de los cuerpos derivados de oclusion (ODV) a raiz
del alto pH y ciertas actividades enzimaticas (C), lo que permite la posterior fusion de estas entidades con las
microvellosidades de las células epiteliales del tejido (D). Las nucleocapsides arriban al nicleo, donde se libera el material
genético, para asi dar comienzo a la replicacién (E). Una vez ensambladas las nuevas nucleocapsides, estas adquieren una
envoltura lipidica proveniente de la membrana basal, rica en las proteinas GP64 o F, dependiendo de la entidad (F),
conformando los viriones brotantes (BV). Este fenotipo se propaga luego a través de la hemolinfa o el sistema traqueal, dando
origen a la infeccion secundaria, caracterizada por la dispersion de la enfermedad a las células de otros tejidos (G), que
comienza por un proceso de endocitosis, seguido de la replicacién del genoma viral. En esta etapa, las nucleocapsides son
contenidas en envolturas formando nuevamente viriones derivados de oclusion (H) que, eventualmente, constituirdn los
cuerpos de oclusion (l). Este ultimo fenotipo se acumula en el ndcleo (J), liberdndose a partir de la ruptura del tegumento de
la larva, posterior a su muerte (K). Adaptado de Williams et al, 2017.

Los BV generados en la infeccion primaria presentan una envoltura lipidica proveniente de
la membrana plasmatica de las células infectadas. Para propagar la infeccién, deben atravesar un
segundo obstaculo fisico, la ldmina basal, una matriz extracelular dispuesta por aquellas células del
epitelio que las separa de otros tipos celulares cercanos (Blissard & Theilmann, 2018; Yurchenco &
O’Rear, 1994). La infeccidn de células traqueolares presentes en la matriz permite surcar esta
barrera, y asi diseminar la infeccién hacia el hemocele, el cual brinda el transporte requerido para
dispersar los viriones hacia otros tejidos, tales como el musculo, el sistema nervioso, y el cuerpo
graso (Blissard & Theilmann, 2018). Los hemocitos juegan un rol crucial en el sistema inmunolégico
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del insecto, por lo que al resultar comprometido, permite la infeccidn de las células de los 6rganos
internos del organismo al diezmar sus defensas. El ingreso al espacio intracelular por parte del
fenotipo BV se da a partir de endocitosis, mediada por las proteinas mayoritarias de esta estructura,
pudiendo ser GP64 o la proteina F dependiendo de la entidad viral (Thiem, 2009). El cuerpo graso
resulta el blanco principal para los baculovirus infectivos en insectos del orden Ledidoptera. Esta
estructura actia como el tejido adiposo e higado del insecto, localizado a lo largo de todo el animal
y especializado en el almacenamiento de nutrientes, metabolismo energético, mecanismos
inmunoldgicos y detoxificacion (Li et al., 2019). El alto contenido energético resulta dptimo para
asegurar la replicacién viral, permitiendo asi la generacidn de una gran progenie, tanto del fenotipo
BV en el estadio temprano, como el OB en el tardio.

A lo largo de la infeccién secundaria, y conforme la temporalidad de la infeccién se acerca a
los estadios tardios, comienza la expresidon de los genes implicados en esta etapa, como los
asociados a la produccion de poliedrina o granulina, requeridos para la formacidon de OB. Este
fenotipo es liberado conforme ocurre la lisis celular, y se da la ruptura de las membranas celulares.
Los baculovirus pueden, ademas, comprometer el tejido epidérmico, permitiendo asi su liberacion
al exterior del organismo. El exoesqueleto del insecto representa una barrera para ello, por lo que
algunas entidades virales poseen genes codificantes de enzimas degradativas para este, como
quitinasas y catepsinas, permitiendo la licuefaccién tisular y la ruptura de la cuticula (Wang et al.,
2019a; Blissard, 1996). Eventualmente, la enfermedad determina la muerte del insecto, y asi la
liberacion de cuerpos de oclusidn asegura la contaminacidon de superficies, pudiendo estas ser
fuentes de alimento, que posteriormente podrian determinar la infecciéon de otro organismo.

Dependiendo del trayecto evolutivo de la entidad viral, su relacidn con el hospedador, y el
conjunto de genes dispuestos en su genoma, variardn los tejidos afectados en cada infeccién.
Algunos gammabaculovirus desencadenan Unicamente la infeccion primaria, afectando
exclusivamente las células del epitelio intestinal, sin observar signos de diseminacidon en otros
tejidos, a diferencia de lo que ocurre en la mayoria de las infecciones por parte de alfabaculovirus o
betabaculovirus. Estos se caracterizan por diseminar la infeccién, comenzando con el hemocele y
luego dirigiéndose a diversos tejidos que, dependeran de la entidad viral y el hospedador particular.
Los deltabaculovirus se asemejan a lo acontecido en las infecciones por parte de gammabaculovirus,
enfocando su tropismo a células epiteliales del intestino y la zona gastrica (Grzywacs, 2017).

Manejo de baculovirus en laboratorio:

Cada entidad viral presenta un rango de hospedador caracteristico y un tropismo particular,
que determina los organismos vulnerables a su infeccién y los tipos celulares afectados por ella. De
esta forma, resulta esencial la recopilacién de evidencia empirica para determinar los protocolos y
métodos mas eficientes para la produccién de baculovirus. El crecimiento de cualquier organismo
de forma controlada en el laboratorio se centra en proveer un ambiente compatible con el
correspondiente en su entorno bioldgico. Por esto, los modelos empleados para la replicacion del
virus deberdn ser coherentes con su rango de hospedador y tropismo, al igual que las condiciones
fisicoquimicas y nutricionales tendran que corresponderse con las imperativas en el sistema original,
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para asegurar la viabilidad de la célula, y el correcto desarrollo del ciclo viral, tales como
temperatura, pH, entre otras variables.

Los baculovirus pueden ser producidos empleando tanto larvas como lineas celulares de
insectos. Para la produccidén en larvas, se requiere de una dieta capaz de suplir las necesidades
nutricionales de las mismas, al igual que una temperatura comprendida entre los 28 y 29°C, y un
porcentaje de humedad cercano al 60%. Se debe tener en cuenta la cantidad de larvas cultivadas en
conjunto, ya que algunas especies presentan tendencias canibales que podrian comprometer al
sistema vy, por lo tanto, a la eficiencia de la produccién (Van Beek & Davis, 2016). Por otro lado, la
produccién en lineas celulares de insectos puede ser abordada por dos metodologias distintas, ya
sea empleando un cultivo en suspensidn, o en monocapa. La gran mayoria de las lineas celulares se
encuentran confinadas a un solo tipo de cultivo, aunque las provenientes de células de insecto son
parte de la excepcion, pudiendo crecer tanto en monocapa como en suspension (Tavira Montalvan
et al.,, 2009). Para su cultivo, se requiere mantener una temperatura constante de
aproximadamente 28°C y, generalmente, el uso de buffers suplementados con suero bovino, a fin
de favorecer el crecimiento y el mantenimiento de las células en cuestién.

El prototipo empleado en este trabajo es el baculovirus ACMNPV (Autographa californica
multiple nucleopolyhedrovirus), una de las entidades mas estudiadas de esta familia por su
capacidad de funcionar como plaguicida, vector de expresidn de proteinas heterdlogas, y vehiculo
de transporte viral en mamiferos, incluidos los humanos. La larva del insecto Autographa californica
es un blanco caracteristico de la entidad viral, por lo que puede emplearse para su cultivo,
respetando las condiciones mencionadas anteriormente. Las lineas celulares mas utilizadas para la
produccion de esta entidad han sido 5f9, un subclon de la linea IPLB-SF-21 aislada de tejido ovarico
pupal del insecto Spodoptera frugiperda, y High Fiveru, aislada de tejido ovarico adulto del insecto
Trichoplusia ni, capaces de crecer tanto en suspensidn como en monocapa, aunque existe evidencia
que permite concluir que el segundo método resulta en una mayor produccién. Para su cultivo,
también es requerida una temperatura cercana a 28°C, y no requiere de utilizacion de un incubador
de CO», debido a que los buffers posibles a emplear en el cultivo presentan fosfato, y no carbonato.
Su crecimiento puede darse tanto en ausencia de suplementos séricos como en presencia, y existe
una vasta cantidad de medios dispuestos para su compra en el mercado. Actualmente, diversas
modificaciones han sido realizadas sobre las lineas mencionadas para mejorar algunos aspectos
particulares, asociados principalmente al metabolismo celular, tales como la adicién de genes
codificantes para proteinas procesadoras de N-glicanos. De esta forma, se observa un progreso en
la produccién de glicoproteinas, permitiendo modificaciones coherentes con las células humanas.
Un ejemplo de estas seria la linea MIMICr, derivada de Sf9 (Kioukia et al., 1995; Schmid, 1996;
Jarvis, 2009).

Aplicaciones tecnologicas de los baculovirus:

Los baculovirus recopilan una serie de caracteristicas que los vuelven sumamente
interesantes para el desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas diversas. Al resultar infectivos en
insectos de multiples géneros, pero no en mamiferos, se destaca su alto potencial en la industria
agricola como agente de control biolégico de plagas, permitiendo diezmar la poblacion de
determinado organismo sin comprometer la seguridad de la produccién en lo que respecta a su
consumo y manipulacion por humanos u otros animales. El avance en ingenieria genética y la
facilidad que representa la edicidn del genoma de estas entidades ha permitido emplearlos también
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como vectores de expresion, ya sea para la produccidon de proteinas heterdlogas en células de
insecto, como para el disefio de terapias génicas en mamiferos, valiéndose del fenédmeno de
transduccion. Se destaca a su vez, su participacién en el disefio de vacunas, particularmente en
aquellas basadas en viral like particules (VLP) (Vega, 2016).

Para la agricultura moderna, el control de plagas resulta un foco principal, ya que su
presencia es capaz de comprometer hasta un 30% del rendimiento en poco menos de la totalidad
de los cultivos. Gran parte de los productos dispuestos para afrontar esta problematica resultan
téxicos no solo para los organismos problema, sino también para sus predadores, impidiendo la
supresién natural de la especie plaga por sus propios enemigos naturales, sin mencionar el impacto
ambiental asociado a la utilizacién de compuestos contaminantes. Alternativas a los plaguicidas
sintéticos integran a los bioplaguicidas y a los plaguicidas botanicos, derivados de animales, plantas,
microorganismos y/o minerales capaces de actuar de forma casi especifica sobre los organismos
deseados, con un riesgo minimo para el ecosistema y para el consumo humano (Liu et al., 2019;
Nava-Perez et al., 2012). Se ve destacada ademas la posibilidad de emplear manipulaciones en el
ambiente para favorecer la llegada de organismos beneficiosos o, incluso, redirigir a la plaga a otro
recurso, mediante la utilizacién de estimulos particulares (Paredes et al., 2012).

El primer evento de incorporacion de un baculovirus tuvo lugar en 1930, al ser dispuesto
accidentalmente en conjunto con un parasito con el objetivo de controlar una poblaciéon del insecto
Diprion hercyniae. Este baculovirus resultd ser un NPV especifico del insecto, dando evidencia de su
potencial como biopesticida. Actualmente, en América Latina, existen varios programas de control
mediados por baculovirus, y si bien algunos de ellos han resultado sumamente exitosos, se destaca
la dependencia de la técnica de variables vinculadas al compromiso de los gobiernos, las agencias
encargadas, los grupos de investigacion, el personal en contacto directo con los cultivos, y la
informacidn publica disponible. En Argentina, el baculovirus Cydia pomonella GV ha sido empleado
para el control de Cydia pomonella y Grapholita molesta, plagas caracteristicas de los cultivos de
manzana, pera, durazno y nuez (Haase et al., 2015). La especificidad de estas entidades, al igual que
la facilidad asociada a su produccién industrial, las vuelven candidatas sumamente prometedoras
para su uso como pesticidas bioldgicos, aunque se destaca la inconveniencia en su tiempo de accidn,
lo que las hace poco competentes contra pesticidas de naturaleza sintética. Por ello, la manipulacién
genética de sus genomas ha sido una alternativa abordada, con el objetivo de acelerar la muerte del
organismo y aumentar su eficiencia mediante la incorporacién de genes de toxinas, tales como la
proteina bacteriana Cry (De Lima et al., 2007; Inceoglu et al., 2006; Jinn et al., 2006).

Antes de la década de 1970, la recuperacién y purificacién de proteinas era abordada
Unicamente desde sus fuentes naturales, encontrando como principal limitante a la produccion
propia de los organismos empleados. El avance referido a técnicas de expresion heterdloga en
modelos de produccién ha sido un hito biotecnoldgico, permitiendo suplir la demanda y dar
comienzo a la era de produccién de proteinas recombinantes, modificadas genéticamente a fin de
suprimir, mejorar o incluso adicionar propiedades en funcién de un objetivo particular. Diversos
modelos bacterianos, tales como Escherichia coli, continlan siendo ejemplares para esta aplicacion,
permitiendo alcanzar niveles de produccidn de escala industrial, aunque no representan la Unica
posibilidad (Gonzalez & Fillat, 2018; Graselli, 2015). Los baculovirus, a raiz de una serie de mejoras
tecnoldgicas vinculadas a eliminar pasos tediosos asociados a la identificacion y aislamiento de estas
entidades, los métodos de cuantificacidn, vectores de transferencia mas diversos, y el aumento en
el conocimiento del cultivo celular y la comercializacion de los reactivos pertinentes, han cobrado
gran protagonismo en el area de produccidn heterdloga de proteinas. Las larvas de insectos o lineas
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celulares son empleadas para ello, albergando al virus y permitiendo la realizacién de su ciclo viral
y, por lo tanto, la expresion de aquellos genes adicionados mediante ingenieria genética.
Generalmente, los genes dispuestos para su expresién han sido clonados bajo el control de los
promotores génicos que producen las proteinas poliedrina y/o p10, con una alta tasa de expresion
durante el desarrollo del ciclo viral, y de cardcter no esencial para la realizacidén de este. Al trabajar
con células eucariotas, se permite obtener proteinas mucho mds cercanas a las producidas en
humanos que al emplear modelos bacterianos, en funciéon de aquellas modificaciones post-
transcripcionales aportadas por la maquinaria propia de los insectos empleados. La modificacién
genética de las lineas celulares ha permitido la expresién de genes particulares para aumentar la
humanizacién de las proteinas producidas, por ejemplo, mediante la adicidn de proteinas con
actividad glicosilasa, obteniéndose patrones de glicosilacion mucho mds semejantes a las
observadas en proteinas humanas (Kost, 2005; Vega, 2016). Las proteinas producidas, tanto
recombinantes como naturales, han sido empleadas en diversas areas, incluyendo investigacion,
diagndstico, terapia, e incluso vacunas (Rychlowska et al., 2011; Cox, 2012; Lu et al., 2012).

Las terapias génicas comprenden un conjunto de tratamientos terapéuticos que emplean
secuencias nucleotidicas como principio activo, que al ingresar a las células blanco, seran expresadas
para dar lugar a la produccidn de proteinas o RNA particulares, dispuestas estratégicamente para
aliviar sintomatologias relacionadas con determinadas patologias o, incluso, para curar
definitivamente al organismo afectado, ya sea por la reversion del fenotipo o la muerte de aquellas
células comprometidas (FDA, 2008). Las secuencias nucleotidicas deben disponerse de tal forma
gue su ingreso a la célula sea posible, por lo que el desarrollo de vehiculos de transporte de diferente
naturaleza bioquimica tiene una gran importancia para el campo terapéutico. Si bien es posible la
inoculacion del material genético desnudo, también han sido utilizados nanoparticulas de
naturaleza lipidica y vectores virales, incluyendo a los baculovirus (Dalal et al., 2018). Los
baculovirus aportan no solo una envoltura protectora y un modelo de produccion, sino también una
serie de proteinas y factores que median el ingreso del material genético al nucleo celular,
permitiendo asi la expresidn de genes dispuestos en el genoma, pero no su replicacion, por lo que
se trata de transduccion y no de una infeccién viral (Felberbaum, 2015). En este caso, los genes
adicionales se encuentran bajo el control de promotores correspondientes a genes de mamiferos,
permitiendo asi su expresién y regulacion en las células tratadas, existiendo un gran nimero de
vectores actualmente aprobados para su comercializacion (Coligan et al., 2001). Se destaca la
capacidad del baculovirus AcMNPV de ingresar a varios tipos celulares, particularmente, a
endosomas de alto pH, mediante endocitosis de los viriones (Hu et al., 2019). Las manipulaciones
genéticas adosadas a estos vectores han permitido no solo adicionar genes para su expresion
heterdloga, sino ademas afectar la especificidad de la transduccién, limitandose a tipos celulares
particulares y determinando asi su seguridad y potencial terapéutico, obteniéndose grandes
resultados en experimentos in vitro, particularmente, en células hepaticas. Esto es logrado a partir
de la modificacion de las proteinas de la envoltura, afectando directamente al tropismo de la
entidad, habiéndose obtenido resultados exitosos en la incorporacion de la glicoproteina
transmembrana del virus de la estomatitis vesicular G (VSV-G), y otros compuestos como biotina y
avidina (Tani et al., 2003). Particularmente, la barrera principal en sistemas in vivo se corresponde
con el sistema del complemento, mecanismo inmunolégico dispuesto por la inmunidad innata para
el reconocimiento de microorganismos adventicios o derivados de estos, su opsonizacién,
eliminacion, y expansion del estado antiinflamatorio (Ghosh, 2002). Los receptores de tipo Toll,
ademads, contribuyen en gran parte al reconocimiento del baculovirus, disponiendo mecanismos
inmunoldgicos adicionales (Ono et al., 2018).
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La eficiencia de transduccién puede ser modificada de acuerdo a las modificaciones
realizadas sobre el vector viral, aunque existe evidencia que indicaria que los medios de cultivo
empleados para su produccidn también influirian en ella (Mdhonen et al., 2007; Lesch et al., 2008;
Hsu et al., 2004). Varios elementos de regulacion, tanto transcripcional como post-transcripcional,
han sido empleados para la obtencion de fenotipos super transductores, compatibles con una alta
eficiencia de expresién (Takata et al., 2011).

Las mismas cualidades que vuelven al baculovirus un vehiculo util para el diseio de terapias
génicas en mamiferos son las que determinan su potencial para el disefio de vacunas. Mediante la
expresidon de genes heterélogos derivados de agentes adventicios particulares, es posible inducir
una buena respuesta inmunoldgica, tanto celular como humoral. Ademas, la propia inoculacidn del
baculovirus presenta actividad adyuvante, estimulando la secrecién de citoquinas inflamatorias e
interferones que contribuyen a la propagacidon del estado antiviral, requerido para la activacion de
las células de la inmunidad innata y, por lo tanto, para la generacién de una memoria inmunoldgica
dispuesta por la inmunidad adaptativa (Premanand et al., 2018; Madhan et al., 2010).

Terapia génica

Definiciones vy tipos:

La terapia génica se presenta como una de las contribuciones mas revolucionarias provistas
por la biotecnologia moderna. La U.S. Food and Drug Administration (FDA) la describe como aquella
gue pretende modificar o manipular la expresién genética, con la intencién de alterar funciones
bioldgicas de células vivas, ya sea mediante el reemplazo alélico, la inactivacion, o el agregado de
genes (FDA, 2008). Paralelamente, de acuerdo a la European Medicine Agency (EMA), esta puede
ser empleada tanto con una finalidad terapéutica, como profilactica o diagndstica, aunque
usualmente es destinada al tratamiento de enfermedades, incluyendo desdrdenes genéticos,
cancer, y enfermedades a largo plazo (EMA, 2007). Organismos nacionales como la Administracién
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) reconocen de igual forma el
caracter emergente de esta propuesta terapéutica, y concluye una definicion propia de todo
medicamento de terapia génica, comprendiendo que: “el principio activo contiene un acido nucleico
recombinante, o estd constituido por él, administrado con la finalidad de regular, reparar, sustituir,
afiadir o eliminar una secuencia génica; su efecto terapéutico, profilactico o diagndstico depende
directamente de la secuencia del acido nucleico recombinante que contenga, o del producto de la
expresion genética de dicha secuencia” (ANMAT, 2019). Se observa que, a modo de consenso, se
define a la terapia génica como la transferencia horizontal de secuencias nucleotidicas
recombinantes, empleando transportes de naturaleza diversa, con la finalidad de interferir en la
expresion génica de las células afectadas por motivos terapéuticos, profilacticos, o de diagndstico.

La manipulacidon genética ejercida sobre las células tratadas puede diferir en diversas
cuestiones, describiendo una serie de variantes posibles para la terapia génica. De forma general,
esta puede ser abordada de forma in vivo o ex vivo, ser de caracter transitorio o estable, y darse
sobre células somaticas o germinales. En sus inicios, esta clase de terapias fue principalmente
considerada para el abordaje de enfermedades monogénicas o multigénicas, aunque a la brevedad,
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fue reconocido su potencial en el tratamiento de multiples grupos de enfermedades, de origen
infeccioso, metabdlico, cardiovascular, e inclusive para el cancer (Blomberg & Smith, 2003)

La metodologia ex vivo implica la extraccidn de las células del paciente, su transformacion,
y luego su reingreso, por lo que requiere de la secuencia nucleotidica correspondiente al
tratamiento, vehiculos de transporte dispuestos para su delivery, conocidos como vectores, y las
facilidades respectivas para el procesamiento y mantenimiento celular. Al contrario, la metodologia
in vivo resulta similar a tratamientos farmacéuticos tipicos, resultando afectadas células especificas
ya dispuestas dentro del propio individuo, y requiere tanto de la secuencia nucleotidica empleada
como principio activo, como del vehiculo de transporte. Dependiendo de la estrategia y el
transporte utilizado, es posible identificar una serie de riesgos tedricos tales como el montaje de
respuestas inmunoldgicas dirigidas a los vectores utilizados o, incluso, de mutagénesis insercional
por parte de vectores integrativos en el propio genoma celular (High & Roncarolo, 2019; Hu & Yu-
Chen, 2006). En la Figura 5 y 6 se disponen esquemas correspondientes a ambos abordajes para
enfermedades particulares, siendo un tratamiento para la B-talasemia en el caso de la terapia ex
vivo, y otro para la pérdida de visidon asociada a variantes defectuosas del gen rpe65, basado en
terapia in vivo.

El efecto dado a partir de la terapia empleada puede persistir en el tiempo, teniendo
caracter permanente o transitorio. De esta forma, en el primer caso, la modificacidn genética queda
asentada en las células transformadas. Como fue mencionado anteriormente, esta puede darse
sobre células germinales o somdticas, de acuerdo con la finalidad pautada del tratamiento. La
terapia génica somatica es empleada para la modificacidn de células de este tipo, con el objetivo de
mejorar la salud de los individuos afectados, mientras que la germinal sélo ha sido llevada a cabo
en animales no humanos, utilizando el cigoto o el embridon para evitar el desarrollo de
enfermedades. Cada una de las variables, dependiendo de su naturaleza, presenta asociadas una
serie de consideraciones éticas y legales, mayoritariamente asignadas a la posibilidad de producir
dafios irreversibles, tanto sobre células somaticas como germinales. La variante germinal resulta
aun mas controversial, debido a que las modificaciones efectuadas perduraran en la descendencia,
resultando ademas imposible el acceso al consentimiento informado por parte del individuo
(Rehmann-Sutter, 2018; Yunta, 2003).
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Figura 5. Terapia génica del tipo ex vivo como tratamiento para la 3 -talasemia. Partiendo de una extraccién de sangre
periférica y médula d6sea, se efectla la seleccidon de células hematopoyéticas madre y progenitoras (HSPC), las cuales
seran afrontadas al vector lentiviral integrativo que porta el gen de la Hemoglobina Subunidad Beta (HBB). A su vez, el
paciente recibe un régimen de acondicionamiento para depletar las HSPC enddgenas. Posteriormente, las células
modificadas ex vivo son reinsertadas al paciente por via intravenosa que, eventualmente, se diferenciaran en los linajes
hematopoyéticos, aunque la expresidén de S -globulina solo estara restringida al linaje de eritrocitos. Recuperado de
High & Roncarolo, 2019.
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Figura 6. Terapia génica del tipo in vivo para el tratamiento de tumores vitreos. Tratamiento empleado para la
pérdida de visién causada por variantes de la proteina RPE65 con funcién defectuosa. El transgén rpe65, contenido en
un vector viral adeno-asociado (AAV), es administrado por inyeccidén debajo de la retina neural (A). El acido nucleico
se mantiene de forma episomal (B), y la expresién de una variante funcional de la proteina RPE65 en células epiteliales
del pigmento retinal (RPE) permite una recuperacién parcial de la vista (C). Traducido de High & Roncarolo, 2019.
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Vehiculos utilizados para la formulacion de IA (ingredientes
activos) en enfoques in vivo:

La accidn terapéutica caracteristica de cada terapia génica depende directamente de la
secuencia nucleotidica empleada, por lo que se define al DNA como al principio activo de la técnica.
El éxito del tratamiento recaera en gran medida en el correcto ingreso del material genético a las
células, por lo que resulta ineludible el estudio de diversos vehiculos de transporte que aseguren la
movilizacién del principio activo, su proteccidn, y llegada al interior celular.

En la actualidad, existen diferentes tecnologias vinculadas al transporte de secuencias
nucleotidicas, variando tanto en su formulacidon y produccidon, como en diversos aspectos
adicionales, que determinan ventajas y desventajas para cada una de ellas. De las alternativas
posibles, pueden mencionarse: utilizacién del DNA desnudo, es decir, Unicamente el pldasmido o DNA
gue contiene la secuencia nucleotidica; vectores virales; y estructuras nanoparticuladas (Figura 7).

DNA desnudo

-~

Secuencia IA insertada en
plasmidos. Baja
inmunogenicidad, alta
seguridad, alta capacidad,
poca efectividad (debido a la
baja eficiencia de transfeccion
y penetracion al interior
celular) (Dalal, 2018)

Vectores virales

Secuencia IA insertada en
vectores virales, pudiendo ser
infectivos en eucariotas o
procariotas. Cada tipo de
vector viral tiene asociado una
serie de ventajas y
desventajas (Dalal 2018).

Ejemplos: bacteriéfagos, adenovirus,
AAV, herpes, retravirus y baculovirus,

Estructuras
nanoparticuladas

Secuencia IA transportada en
nanoparticulas de diferente
naturaleza bioquimica. Su
composicién determina su
tropismo, ademas de
asegurar la proteccion del
principio activo y su ingreso
al espacio intracelular
(Marin-Garcia et al, 2019;
Zylberberg et al., 2017).

Ejemplos: liposomas.

Figura 7. Alternativas posibles como metodologias de transporte de secuencias. Se describen las distintas metodologias
de delivery de DNA desnudo, vectores virales, y estructuras nanoparticuladas.

Los acidos nucleicos presentan una muy baja inmunogenicidad, por lo que la probabilidad

de que el sistema inmune de los individuos expuestos monte una respuesta inmunoldgica frente a
ellos, es minima. A raiz de este hecho, la utilizacion de DNA desnudo resulta conveniente, debido a
su seguridad, y a la baja citotoxicidad del principio activo. Adicionalmente, la produccion de
pldsmidos es sumamente sencilla, pudiendo llevarse a cabo mediante bioprocesos simples,
empleando modelos procariotas, con bajos costos asociados, y la capacidad de portar informacion
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genética en ellos es muy alta, por lo que es posible realizar un delivery de multiples genes, disefiando
terapias mas complejas. Como desventaja, este tipo de vectores presenta una baja eficiencia de
transfeccion y penetracion al interior celular, por lo que se requiere de un trabajo exhaustivo de
manipulaciéon genética para poder obtener resultados comparables a los registrados al utilizar
vehiculos virales (Dalal et al., 2018). En ocasiones, se emplean mecanismos fisicos como la
electroporacién o el shotgun génico para asegurar el ingreso del acido nucleico terapéutico al tejido
diana. Cabe sefalar que los plasmidos obtenidos de bacterias son capaces de estimular respuestas
debido al reconocimiento de sitios CpG no metilados, lo que ha llevado al desarrollo de variantes
del tipo “CpG free”.

Respecto a los vectores virales, se destaca la existencia de una gran diversidad. Mediante
técnicas de ingenieria genética ha sido posible la modificacién de estos vehiculos, con la finalidad
de mejorar su seguridad y eficiencia, permitiendo la permanencia de ciertas actividades que resultan
utiles para el transporte, codificadas en el genoma viral, y la supresién de otras que determinen
efectos nocivos para el paciente tratado. Cada tipo particular presenta una serie de ventajas y
desventajas asociadas, en funcidn de su potencial integrativo, permanencia en el individuo, facilidad
de produccién, eficiencia de transduccién, células blanco, cantidad de informacién posible de
portar, entre otras. Los vectores basados en bacteridfagos, y otros virus no infectivos en mamiferos,
también se encuentran dentro de esta categoria (Dalal et al., 2018).

Por otro lado, las estructuras nanoparticuladas han sido empleadas para el delivery de
drogas de diversa naturaleza quimica, incluyendo dacidos nucleicos para el disefio de terapias
génicas. Actualmente, ya existen productos clinicos aprobados basados en estos transportes,
particularmente para RNA, como es el caso de las vacunas contra el SARS-CoV-2 propuestas por
Pfizer y Moderna (Pilkington et al., 2021). Esta tecnologia resulta sumamente prometedora, debido
a su posibilidad de direccionamiento y eficiencia. El agregado de ligandos particulares en las
superficies de estas estructuras permite dirigir su accidon a células especificas, manipulando su
tropismo, mientras que su compaosicion bioquimica asegura la proteccidn del principio activo, y su
ingreso al interior celular. La tendencia de estas estructuras a formar agregados resulta un
inconveniente, al igual que su rdpida dilucidon, luego de ser administradas. Asegurar la interaccion
especifica entre ligando y receptor resulta de suma importancia, al igual que reducir aquellas
interacciones inespecificas que comprometeria otros tipos celulares, y reducirian la eficiencia del
tratamiento. La complejidad en la preparacion de estos vehiculos se hace evidente incluso en el
fendbmeno de transfeccién, ya que se requiere de un balance particular de interacciones
hidrofdbicas e hidrofilicas para efectuar la transferencia, ademds de que pueden darse ciertos
problemas de toxicidad vinculados a la naturaleza bioquimica de estas estructuras (Zylberberg et
al., 2017)

Vectores virales en Terapia génica:

Un virus es una entidad biolégica submicroscdpica, comprendida por una estructura
proteica o lipoproteica que encapsula su material genético, pudiendo ser DNA o RNA, simple o doble
cadena, y circular o lineal. Debido a su incapacidad de generar y almacenar energia por su cuenta,
los virus recurren a la infeccion de células blanco, pudiendo de esta forma reorganizar la expresion
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génica de estas, y asegurar su replicacion, empleando la maquinaria disponible en el contexto
intracelular (National Human Genome Research Institute, 2021). A lo largo del tiempo, estas
entidades han adquirido particularidades especificas, codificadas en su genoma, que determinan los
mecanismos de virulencia dispuestos en cada infeccién, y su rango de hospedador, indicando este
ultimo la especie vulnerable al virus, y el o los tipos celulares afectados. La diversidad de estas
entidades se estima hasta 10 veces superior a la de las bacterias, por lo que es natural contar con
una gran variedad de vectores virales modificados genéticamente para el transporte de material
genético en tratamientos de terapia génica. Gran parte de los vectores empleados hoy en dia
provienen de virus infectivos en humanos u otros mamiferos, como es el caso de los adenovirus
(AdV), adeno-asociados (AAV), lentivirus y retrovirus, aunque también se cuenta con otros basados
en virus no infectivos en los organismos mencionados, como los bacteriéfagos, y los baculovirus. En
la Figura 8, se presentan representaciones esquematicas de cada una de las variantes mencionadas,
haciendo énfasis en su morfologia y naturaleza nucleotidica.

Los vectores virales AAV son parvovirus no patogénicos, compuestos por DNA simple cadena
de aproximadamente 4,7 kb, encapsulado en una estructura proteica icosaédrica. Para llevar a cabo
su ciclo de replicacién en la naturaleza, requieren de la presencia de un virus helper, como podria
ser un adenovirus, o un herpes simple. Su genoma viral posee tres genes principales, siendo estos
Rep, Cap y AAP, y secuencias terminales invertidas y repetidas (ITR), que marcan el origen de
replicaciény la sefial de empaquetamiento. Los genes Rep codifican para proteinas no estructurales,
requeridas para la replicacién, la regulacién transcripcional y el empaque, mientras que los genes
Cap, codifican para tres proteinas estructurales. Los genes AAP codifican para proteinas que facilitan
la importacidn de las proteinas de la capside al nucleo celular, promoviendo ademas la maduracion,
y el ensamble de la capside. Estos vectores son capaces de infectar tanto células que no han entrado
en ciclo celular, como aquellas que ya lo han hecho, aunque al no ser integrativos, se pierden
facilmente en el segundo caso. Al no ser patogénicos o citotdxicos, y en virtud de que resultan
menos inmunogénicos que otros vehiculos virales, resultan una alternativa muy segura, perdurando
por afios en células quiescentes, y con bajo riesgo de mutagénesis insercional debido a su baja
probabilidad de integrarse en el genoma celular. En tanto, su baja capacidad de cargo, permitiendo
incorporar secuencias nucleotidicas de hasta 5 kb, representa una limitante significativa, aunque
este obstdculo puede ser abordado mediante la utilizacion de vectores adicionales, fragmentando
la secuencia en dos o mas partes, que luego podrian ser reconstituidas a partir de eventos de trans-
splicing en el nucleo celular (Chen, 2018). De todos modos, algunas variantes silvestres de estos
vectores son capaces de integrarse en sitios precisos del genoma humano, presentando altas
frecuencias de recombinacién, causando deleciones, como ha sido observado tanto in vivo como ex
vivo en células hepaticas (Dalwadi et al., 2021).
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Figura 8. Representaciones esquematicas de vectores virales empleados en terapia génica. Se muestra informacion
sobre su naturaleza nucleotidica y morfoldgica, asi como de su rango de infeccidn y posibilidad de integracién
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Los vectores basados en retrovirus cuentan con dos moléculas de RNA simple cadena
positivas, encapsuladas en una capside cubierta por una envoltura. El genoma de este grupo viral
presenta los genes gag, pol, y env, que se flanquean por regiones terminales repetidas (LTR), que
funcionan como enhancers y promotores. Los genes gag codifican para proteinas estructurales, los
pol para la retrotranscriptasa necesaria para su replicacidn, y una integrasa, requerida para su
insercion en el genoma celular, mientras que los env originan proteinas correspondientes a la
envoltura de la particula viral. Los lentivirus representan una subcategoria dentro de este grupo
conteniendo genes adicionales, codificantes para una serie de proteinas accesorias requeridas para
la infeccidn, replicacién, y liberacién de viriones. Estas entidades presentan una mayor capacidad
de cargo respecto de los AAV (hasta alrededor de 9 kb), lo que los vuelve una propuesta ventajosa.
Generalmente, presentan tropismos amplios, pudiendo infectar varios tipos celulares y perdurar en
el tiempo, logrando una expresidn estable a partir de su integracion en el genoma. Sin embargo,
esta caracteristica resulta en una problematica considerable, debido al riesgo de mutagénesis
insercional inherente del proceso que puedan dar como resultado alteraciones en la expresion
génica indeseadas a partir de la disrupcién o activacion de genes del hospedador (Chen, 2018). Por
otra parte, los retrovirus, resultan poco inmunogénicos, por lo que el riesgo de que el individuo
monte una respuesta inmune frente al vehiculo es relativamente bajo. La eficiencia de estos
vectores recae en el titulo de virus empleado en la terapia, pudiéndose conseguir valores mucho
mas altos para el caso de los lentivirus que de los retrovirus. La utilizacién de lentivirus solo puede
ser empleada para el tratamiento de células quiescentes, mientras que los retrovirus se emplean
para células con un ciclo celular activo (Dalal et al., 2018).

Los adenovirus presentan una cdpside icosaédrica proteica, conteniendo en su interior al
genoma viral, siendo este una molécula de DNA doble cadena de entre 26 y 45 kpb, segun la entidad,
flanqueado por secuencias ITR. Estos virus pueden ser producidos de forma de obtener altos valores
de titulos, y presentan una alta eficiencia de transferencia, tanto para células quiescentes como en
division celular, siempre que cuenten con receptores target especificos. Los vectores derivados de
AV son altamente inmunogénicos, y presentan una expresion génica a corto plazo a causa de la
respuesta inflamatoria puesta en marcha en el organismo (Dalal et al., 2018). Se destaca la sintesis
de vacunas que hacen uso de estos vectores virales como plataforma de transporte,
particularmente, de genes emparentados con microorganismos adventicios, como es el caso de la
proteina Spike portada por el virus SARS-Cov-2, y responsable del reconocimiento del receptor ACE2
(Zhao et al., 2020; Zhu et al., 2020; Barry, 2019).

Por otra parte, los vectores basados en bacteridfagos consisten esencialmente del genoma
completo del bacteridfago en cuestion, pudiendo ser tanto DNA como RNA, en el cual luego es
insertada la secuencia nucleotidica que se desea transportar. El genoma restante permanece
intacto, debido a que es requerido para la eficiencia de la etapa de produccién, portando los genes
necesarios para la infeccidn y replicacién en las bacterias blanco de cada entidad. Una alternativa
resulta en la produccidn de fagémidos, plasmidos convencionales que cuentan con el origen de
replicacion tipico del bacteriéfago en cuestion, mas los genes de empaquetamiento (Lam &
Steinmetz, 2018; Lowman, 2013). Debido a que no resultan infecciosos en células eucariotas, estos
vectores resultan una alternativa segura, debido a su baja probabilidad de inducir efectos adversos
en las células tratadas. Ademas, presentan una alta estabilidad frente a una variedad de condiciones
indeseadas, una alta capacidad de cargo, y un bajo costo asociado a su produccidn y purificacion en
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cultivos bacterianos. Actualmente, a pesar de sus ventajas, son considerados vectores poco
eficientes para la transferencia de genes, particularmente debido a su falta de capacidad
transductora, comprometiendo el ingreso del material genético en las células blanco animales (Dalal
etal., 2018).

Finalmente, los baculovirus, como antes se describid, representan una gran familia de virus
con genomas de DNA circulares, doble cadena, naturalmente infectivos en insectos. Presentan
rangos de hospedador estrechos, por lo que cada entidad generalmente es infectiva en una Unica
especie. Un vector basado en estas entidades es, esencialmente, un baculovirus recombinante que
contiene en su genoma la secuencia nucleotidica deseada para su transporte, bajo el control de un
promotor de mamifero. El promotor empleado depende del contexto biolégico en el que se
expresarad, por lo que no pueden emplearse los promotores virales ya dispuestos en el baculovirus
para esta aplicacién. Si se desea emplear a estas entidades para la produccién de proteinas
recombinantes en larvas o lineas celulares de insecto, el ORF (Open reading frame) suele disponerse
bajo el control del promotor viral del gen de la poliedrina, siendo esta ultima una proteina no
esencial expresada en grandes cantidades (Chambers et al., 2018; Jarvis, 2009). Si bien no tienen
un impacto citotéxico en las células a las que transducen, los baculovirus son capaces de estimular
respuestas antivirales, probablemente debido al reconocimiento de sitios CpG no metilados (Ang et
al., 2016). La respuesta inmune desarrollada frente al vehiculo representa una problematica
considerable, ya que contribuye a la eliminacién del principio activo y, por lo tanto, compromete
significativamente la duracion temporal del tratamiento (Tsai et al, 2020).

Terapias génicas en el mercado farmacologqico:

El disefio de terapias génicas se presenta como una alternativa altamente eficiente para el
tratamiento de multiples enfermedades, de diversa etiologia. Naturalmente, hasta el afio 2017, mas
de 2600 ensayos clinicos fueron realizados alrededor del mundo con relacion a terapias génicas
destinadas al tratamiento de enfermedades de origen tumoral y monogénicas, entre otras, como
puede observarse en la Figura 9, en la cual se describe la relacidon porcentual de terapias orientadas
al tratamiento de varias enfermedades, o grupos de ellas. De esta forma, existe una gran demanda
que requiere el desarrollo de nuevos tratamientos destinados al abordaje de los tipos de patologias
mencionadas, que impulsa la apertura de lineas de investigacion y desarrollo orientadas a este
objetivo particular.
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Enfermedades relacionadas al cancer 65% (n=1688)
Enfermedades monogénicas 11,1% (n=287)

@ Enfermedades infecciosas 7% (n=182)

@ Enfermedades cardiovasculares 6,9% (n=180)
Enfermedades neuroldgicas 1,8% (n=47)

@ Enfermedades oculares 1,3% (n=34)
Enfermedades inflamatorias 0,6% (n=15)

@ Otras enfermedades 2,2% (n=58)

@ Marcadores genéticos 1,9% (n=50)
Voluntarios sanos 2,2% (n=56)

Figura 9: Principales enfermedades y utilidades abordadas en tratamientos experimentales de terapia génica.
Traducido de Ginn et al, 2018

Actualmente, se destaca el desarrollo de principios activos orientados a la tecnologia de
células CAR T, siendo estas linfocitos T provenientes del paciente modificados mediante terapia
génica ex vivo para la incorporacidon de un receptor CAR (Chimeric Antigen Receptor), capaz de
mediar un reconocimiento especifico que da lugar a la activacion de la célula y, por lo tanto, de sus
mecanismos efectores. Se destaca su utilizacion en el tratamiento de enfermedades tumorales,
empleando como targets marcadores caracteristicos de las células que hayan adquirido dicho
fenotipo. Por otro lado, es notorio el aumento de ensayos clinicos asociados a tratamientos dirigidos
a enfermedades monogénicas, probablemente debido al aumento del marco tedrico involucrado en
estas patologias, la naturaleza de estas técnicas, y el desarrollo y mejora de vehiculos de transporte.
Paraello, son evaluadas una serie de alternativas, como la edicién genética mediante recombinacion
dirigida, la sintesis de oligonucleétidos capaces de inducir la omision de exones, y técnicas de RNAI
(Ginn et al, 2018).

Aproximadamente, un tercio de los ensayos clinicos realizados hasta la fecha se encuentran
en fase clinica 1, 2 o en una combinada resultante de estas, teniendo como foco de estudio la
seguridad de la terapia y su eficiencia. El nimero de terapias en fase 3, si bien representa tan solo
el 5%, se encuentra en un constante aumento, siendo prueba fehaciente del potencial practico
portado en este tipo de metodologias terapéuticas, al obtenerse resultados prometedores en las
fases anteriores (Ginn et al, 2018). En la Tabla 1 se enlistan una serie de medicamentos de terapia
génica aprobados para su comercializacion, ya sea a nivel internacional, o nacional, dependiendo de
la regulacién de los organismos de la salud pertinentes de cada pais.
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Enfoque (in Efecto
Producto Empresa Enfermedad | Secuencia IA Vector vivo o ex (transitorio o
vivo) estable)
Shenzhen SiBiono Carcinoma de
Gendicine cuello y cabeza, Gen p53 Adenovirus In vivo Estable
GeneTech , ,
cancer de higado
Sarcoma de tejido
. Epeius suave, Gen codificante . . .
Rexin-G . P . . Retrovirus In vivo Transitorio
Biotechnologies osteosarcoma, y para Ciclina G1
cancer de higado
Enfermedad
Neovasculgen Human Stem arterial periférica, | Gen codificante Plasmido In vivo Transitorio
g Cells Institute isquemia de para VEGF
extremidades
' . Deflcne?ua.de . Gen ] Adeno . o
Glybera UniQure lipoproteina lipasa Lipoproteina iad In vivo Transitorio
(DLPL) lipasa 4s0CIato
. Gen codificante Herpes . o
Imlygic Amgen Inc Melanoma para GM-CSF virus In vivo Transitorio
Trasplante de
células madre
q s A LNGFR . .
Zalmoxis MolMed S.p.A hematopoyéticas Genes G Retrovirus Ex vivo Estable
. . y HSV-TK Mut2
(Cancer asociado
a la sangre)
. Gen codificante
Deficiencia de .
. ) Orchard . para Adenosina . .
Strimvelis h i adenosina desaminasa Retrovirus Ex vivo Estable
erapeutics desaminasa
humana
. Leucemia
., Novartis . - Receptor CART . .
Kymriah ) Linfobldstica M Lentivirus Ex vivo Estable
Pharmaceuticals anti CD19
aguda
Kite Pharma, Linfoma de células | Receptor CART . .
Yescarta P Retrovirus Ex vivo Estable
Incorporated B anti CD19
Spark ; 2 retini Adeno .
Luxturna park. Distrofia retiniana Gen RPE65 ) In vivo Estable
Therapeutics hereditaria asociado
Kolon . Gen codificante . . .
Invossa . Osteoartritis Retrovirus Ex vivo Transitorio
TissueGene para TGF-B1
Isquemia de Gen codificante Plasmido . o
Collategene Anges Inc. extremidades para HGF desnudo In vivo Transitorio
Novartis Atrofia muscular Adeno .
Zolgensma . rofia muscuia Gen SMN1 . In vivo Estable
Pharmaceuticals espinal asociado
Gen codificante
Zynteglo BlueBird Bio Beta Talasemia para f A- Lentivirus Ex vivo Estable
T87Q-globina

Tabla 1. Productos terapéuticos basados en terapia génica. Se mencionan una serie de medicamentos de
terapia génica aprobados por diversos organismos reguladores, en conjunto con las secuencias nucleotidicas

correspondientes y enfermedades a tratar, el tipo de vector y terapia, y la temporalidad de su efecto
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Tecnologias BacMam

Al descubrirse la capacidad de los BV de baculovirus de transducir células de mamiferos, sin
gue estos fueran capaces de replicarse e iniciar un ciclo viral, se abrié inmediatamente la puerta a
la generacién de tecnologias BacMam (Baculovirus gene transfer into Mammalian cells). Estos
vectores presentan un casete donde quedara dispuesto el gen a expresar en las células blanco bajo
promotores funcionales en células de mamifero. La aplicacion BacMam se destaca por la sencillez
del procedimiento de clonado molecular para generar variantes recombinantes, gracias a la
conversion del genoma viral en un vector bacmidico (acido nucleico baculoviral transformado en un
mega plasmido capaz de replicar en bacterias), a su posibilidad de produccién en escala de los
viriones a costos aceptables, al rango de tipos celulares susceptibles en mamiferos, a la baja o nula
citotoxicidad en mamiferos, y a su perfil de bioseguridad bajo, entre otras ventajas (Chambers et
al., 2018; Vega, 2016). En la Figura 10 se esquematiza el proceso de generacion de baculovirus
recombinantes conteniendo secuencias de DNA heterélogo. Adicionalmente, en el Anexo Il se
describe y se esquematiza el sistema Bac to Bac (Thermo Fisher) utilizado en este trabajo.

Ademads, diversas modificaciones adicionales al genoma baculoviral pueden resultar en
mejoras para la produccion de los BV. Por ejemplo, la remocién de los genes codificantes para la
quitinasa y la catepsina (ambos responsables de la licuefaccidn del insecto y la degradacion del
exoesqueleto en los estadios mas tardios de la infeccién), o la de otros genes innecesarios para la
generacion del BV (como el gen de la poliedrina) pueden mejorar los sistemas productivos (Kost &
Kemp, 2016).
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)

Clonado
molecular
Por lo general, la expresion

de proteinas recombinantes
para abordar el
pseudotipado de estas
entidades se encuentra bajo
el control de promotores
tardios, con una gran
actividad, pero en una etapa
en la cual la producion de
viriones brotantes
disminuye drasticamente.

Transfeccion

=z B L«“: ::

' Vet
Infeccién y recoleccion de
BVs recombinantes
pseudotipados

Figura 10. Produccion de baculovirus recombinantes. El procedimiento consta de una etapa de clonado molecular,
disponiendo de un amplio abanico de metodologias, hasta obtener los genomas baculovirales recombinantes, los
cuales seran empleados para transfectar células de insecto. Finalmente, se recuperara el sobrenadante que contiene
a los viriones brotantes (dado que el DNA baculoviral es infectivo per se), los cuales seran empleados para posteriores
rondas de infeccion (para incrementar el titulo de viriones). La ilustracion muestra que los BV recombinantes portan
genes codificantes de factores utiles en mamiferos, ademas de la posibilidad de portar proteinas de envoltura
diferentes a GP64 (proteina fusogénica del BV) para favorecer la transduccién o tropismo en el tejido diana de la
terapia. Adaptado de Targovnik et al., 2021.

Baculovirus y terapia génica:

Los baculovirus, actualmente, presentan un papel protagénico en el disefio y evaluacion
conceptual de terapias génicas para mamiferos, incluidos los humanos. Aun habiéndose reconocido
su potencial para esta aplicacién, multiples lineas de investigacion contintian abordando los limites
que presentan estas entidades bioldgicas para esta tarea, alterando su tropismo, su eficiencia de
transduccion, el limite de informacidn genética adicional capaz de portar, el tiempo de expresion
del gen terapéutico, entre otras variables que, en definitiva, dispondran los limites para el propio
disefio de las terapias mencionadas.

Como antes se menciond, y como también puede ocurrir con los plasmidos bacterianos, la
cantidad de motivos CpG no metilados en el DNA baculoviral vuelve al baculovirus en una particula
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inmunogénica, pudiendo activar células de la inmunidad innata tales como dendriticas y Natural
killers (NK), por lo que se destaca su potencial como adyuvante, ya sea cuando el propio baculovirus
porta el gen terapéutico, como cuando no (Ang et al., 2016). El reconocimiento es mediado a partir
de multiples receptores, como aquellos de tipo Toll pathways (Abe et al., 2005; Boulaire et al.,
2009), RIG-1 (Balasundaram et al., 2017), otros asociados al reconocimiento de citoquinas (Shin et
al., 2020), vinculadas al estado antiviral, y a la ruta de sintesis y reconocimiento de acidos nucleicos
cGAS, por medio de la proteina STING (Amalfi et al., 2020).

Si bien el efecto de terapias génicas in vivo utilizando estos vectores es de baja temporalidad
por lo antes expuesto (7 a 14 dias), han sido observados buenos resultados al implantar células
transducidas de forma ex vivo, aunque multiples estudios se disponen para la optimizacion de estos
vehiculos en ambos enfoques (Chuang et al, 2009). Algunos de los avances realizados hasta el
momento, incluyen: la pseudotipificacion de baculovirus, capaces de expresar la glicoproteina del
virus de la estomatitis vesicular (Barsoum et al, 1997; Kolangath et al, 2014), u otros factores de
virulencia asociados a patégenos infectivos en eucariotas (Tamura et al, 2016; Hu et al, 2019), con
la finalidad de aumentar la eficiencia de transduccién en células de mamifero; el empleo de un
vehiculo adicional no viral, como podria ser una nanoparticula o un polimero de quitosano,
pudiendo determinar este el tropismo celular y el mecanismo de ingreso del baculovirus, mientras
que este ultimo dispondrad las actividades bioldgicas requeridas para la transferencia génica vy, por
lo tanto, la transduccién de la secuencia nucleotidica dispuesta como principio activo (Paul et al.,
2011; You-Kyoung et al., 2009); la inclusién de secuencias terminales repetidas e invertidas y genes
Rep pertenecientes a AAV (Wang, 2008), o las mismas secuencias, acompafiadas del gen de la
transposasa correspondiente al transposon Sleeping Beauty (Turunen et al, 2014); y algunas
modificaciones gendmicas para afectar alguna de las variables asociadas al procedimiento,
determinando el rendimiento de la transferencia (Graves et al, 2018), entre otras optimizaciones.

Al momento, ninguna terapia basada en baculovirus como vector ha alcanzado el estadio
de pruebas clinicas en seres humanos, aunque existe un gran numero de estudios que han ofrecido
evidencia contundente sobre la eficiencia de su empleo, utilizando modelos animales y variantes
recombinantes del prototipo AcMNPV realizados en los ultimos 10 afios, expuestos en la Tabla 2.
En su mayoria, los disefios terapéuticos evaluados se encuentran dispuestos al tratamiento de
enfermedades de cardcter oncoldgico, cardiovascular, e ingenieria de tejidos, tanto empleando un
enfoque in vivo como ex vivo en diversos modelos animales, y empleando algunas variantes
asociadas al vehiculo de transporte de la secuencia nucleotidica.
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Gen codificante
para Apoptina,

Bac to Bac

coveniente del (Thermo Fisher) Ratén In vivo Pan et
p . Pseudotipado con (intra—tumor) al., 2010
virus de la
. . VSV-G
anemia de gallina
Gen codificante
Cimidi
bara '1m1 na Ex vivo (Células
quinasa, Bac to Bac Raton humanas de tipo MSC Bak et
proveniente del (Thermo Fisher) . P al., 2011
. trasducidas)
virus herpes
simple
Gen codificante Bac to ﬁac
) (Thermo Fisher) .
para una proteina . . , In vivo Luo et
., Sistema hibrido Raton .
de fusién , (intra—tumor) al., 2012
antiangiogénica con trasposon
Sleeping Beauty
Sistema hibrido
con transposon
Sleeping Beauty
Gen codificante (Dos BY, .
expresando uno , In vivo Chen et
para LncRNA Ratén .
la transposasa (intra—tumor) al., 2015
PTENP1
para SB, y otro
secuencias de
insercion y la
secuencia Al)
G dificant
pe: Colliicazde BacPAK Ratén In vivo Ang et
ara e gando a .
Clont tra—t ., 2016
D40 o TL-15 (Clontech) (intra—tumor) al., 201
o . Gottardo
Gen codificante BacPAK Ratén In vivo ¢ al
a e al.,
para shRNA (Clontech) (intra—tumor) 2018
Ex vivo (células
madre
Gen codificante Bac to Bac mesenquimatosas de Wang et
para simportador (Thermo Fisher) Ratén la médula Osea al., 2019
de yoduro de Sistema hibrido humana transducidas Wang et
sodio (NIS) con AAV con BMSC) al., 2020
combinadas con
terapia con 131 I
. BaculoGold (BD . .
Gen codificante ?cu ? © ( In vivo (regiones
Biosciences) y e Paul et
para . Rata periféricas al
angiopoyetina-1 nanoparticulas infarto) al., 2011
de Tat/DNA
Bac to B
Gen codificante ac to 'ac
(Thermo Fisher)
para el factor de ., . , .
L. Evaluacién de . In vivo (masculo Heikura et
crecimiento . Cone jo .
K variantes esquelético) al., 2012
endotelia pseudotipadas
vascular (VEGF) con VSV-G
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Gen codificante

BaculoGold (BD

Ex vivo ( tejido
adiposo humano

ara Biosciences) y Rata modificado, Paul et
i P tina-l nanoparticulas de derivado de al., 2012
angtopoyetina Tat/DNA células madre -
hASCstransducidas)
BaculoGold (BD
Gen codificante BIOSCIG?CGS) con .
particulas In vivo (Stent
para el factor de oL .
.. sintéticas de liberador de genes Paul et
crecimiento , Perro
. dendrimeros basado en al., 2013
endotelial . .
catiénicos de baculovirus)
vascular (VEGF) o .
poliamidoamina
(PANAM)
Bac to Bac
Gen codificante (Thermo Fisher). Ex vivo (células
para el factor de Uso de Bac— madre derivadas de Sune et
crecimiento GOI/ORI P (EBV) Cone jo tejido adiposo de 8
. . al., 2014
endotelial + Bac— conejo
vascular (VEGF) recombinase ASCtransducidas)
(FLP)
Bac to Bac
Gen codificante (Thermo Fisher). Ex vivo (células
para el factor de Uso de Bac— estromales Makarevich
crecimiento GOI/ORI P (EBV) Ratén derivadas de tejido et al.
endotelial + Bac— adiposo de ratén — 2015
vascular (VEGF) recombinase ADSCtransducidas)
(FLP)
cU m
Gen codificante [lashBAC ULTRA Ex vivo (Células .
. DNA (Oxford el s Hitchman
para dismutasa . Rifién de rifién humano 2
K Expression . et al.
superoxidasa de . porcino —-HK-2-
Technologies . 2017
manganeso (SOD-2) transducidas)
Ltd)
Gen codificante
para un factor 1-
alfa mutante Bac to Bac Cone o In vivo (mUsculo Giménez el
oxigeno resistente | (Thermo Fisher). J esquelético) tal., 2020
e hipoxia
inducible
Gen codificante
ara la proteina—2 Bac to Bac
p P L. (Thermo Fisher). Ex vivo (células
morfogenética . Lin et
6sea (BMP2) y ol Uso de Bac— madre derivadas de al. . 2011
GOI/ORI P (EBV) Cone jo tejido adiposo de 2
factor de . Lin et
crecimiento + Bac- coneJo = al., 2014
. recombinase ASCtransducidas) v
endotelial (FLP)
vascular (VEGF)
Gen codificante Bac to Bac Ex vivo (células
para la proteina—2 | (Thermo Fisher). madre derivadas de
s .. .. . Lin et
morfogenética Uso de Bac— Minicerdo tejido adiposo de al.. 2015
6sea (BMP2) y el GOI/ORI P (EBV) conejo — v
factor de + Bac— ASCtransducidas)
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crecimiento
endotelial
vascular (VEGF)

recombinase (FLP
optimized)

Bac to Bac
(Thermo Fisher).

Ex vivo (células

Li et al.,

Gen codificante Uso de Bac— madre derivadas de 9016
para una esponja GOI/ORI P (EBV) Rata tejido adiposo de .
. . Li et al.,
de miR-214 + Bac— conejo — 9017
recombinase ASCtransducidas)
(Cre)
Ex vivo (células
Gen codificante madre mesenquimales
para la proteina—7 Bac to Bac derivadas de .
morfogenética (Thermo Fisher). Rata médula Osea de Liao, 2016
6sea (BMP-T7) rata -
BMDMSCtransducidas)
Ex vivo (células
Gen codificante madre mesenquimales
para la proteina—7 Bac to Bac Cone jo derivadas de Liao. 2016
morfogenética (Thermo Fisher). médula Osea de ’
6sea (BMP-7) rata —
BMDMSCtransducidas)
Gen codificante
para el receptor
Coxsackie—
adenovirus (CAR)
adenoi?riz gumano Bac-N-Blue Rata In vivo (intra— Hon et
. (Thermo Fisher). articular) al., 2017
de tipo 5
(HAV5) -PUMA  (p53
modulador
regulado de la
apoptosis)
Gen codificante
para CRISPRa,
sistema de
activaciodn
multiple del
factor Bac to Bac
neurotréfico (Thermo Fisher). Ex vivo (células
derivado de Uso de Bac— madre derivadas de Hsu ot
cerebro (BDNF), GOI/ORI P (EBV) Rata tejido adiposo de
. al., 2019
factor + Bac— raton —
neurotréfico recombinase ASCtransducidas)
derivado de linea (Cre)
celular de
células gliales
(GDNF) y genes de
crecimiento de
nervios (NGF)
Gen codificante . Torres—
. Bac to Bac In vivo
para la glutamina . Rata . Vega et
. (Thermo Fisher). (intramuscular)
sintetasa al., 2015
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Espiritu-
Ramirez et

al., 2018

Tabla 2. Desarrollos en terapia génica empleando baculovirus. Se enuncia, en cada caso, el vector utilizado,
la enfermedad tratada, el enfoque de la terapia, el modelo animal utilizado, y la secuencia terapéutica
estudiada (Secuencia Al).

Baculovirus vy la glicoproteina de VSV:

Si bien el uso de entidades virales como vehiculos de transporte de secuencias nucleotidicas
ha mostrado resultados sumamente prometedores para el disefio de vacunas, procedimientos
terapéuticos, y metodologias de diagnéstico y prevencion, existen alternativas para optimizar o
alterar algunas de sus caracteristicas bioldgicas, dependiendo del objetivo de la practica. Una
posibilidad recae en la pseudotipificacion, implicando ésta la modificacion genética del virus con la
finalidad de permitir que exprese de forma heterdloga una proteina de superficie derivada de otra
entidad (Joglekar & Sandoval, 2017; Bentley et al., 2015). Una pseudotipificacién recurrente es
aquella que emplea a la glicoproteina VSV-G, del virus de |la estomatitis vesicular. De esta forma, el
virus modificado expresaria en su envoltura a la proteina VSV-G.

El virus de la estomatitis vesicular (VSV) presenta un genoma lineal simple cadena, no
segmentado, basado en RNA de sentido negativo de aproximadamente 11 kb, cominmente
transmitido por diversos artrépodos a un gran rango de especies animales. Se encuentra asignado
al orden Mononegavirales, y particularmente, a la familia Rhabdoviridae (Whelan, 2008; Banerjee
etal., 1977). Las infecciones dadas en mamiferos superiores como bovinos, equinos y suinos pueden
determinar el desarrollo de la patologia, presentando una sintomatologia que incluye lesiones
vesiculares en la boca, patas y ubres del animal, ademas de fiebre, siendo el diagndstico temprano
la clave para la sobrevida (Whelan 2008; Mason, 1978). El genoma de VSV codifica 5 proteinas
esenciales, siendo estas la proteina de la nucleocapside (N), una fosfoproteina (P), una proteina de
matriz (M), una glicoproteina (G), y RdRp (L), todas empacadas en el viridn, sugiriendo su rol vital en
el ensamblado de la particula. Esta entidad viral tiene el potencial de infectar un gran rango de tipos
celulares, por lo que se propone que el receptor requerido para la infeccién es comun entre ellas, o
que el virus VSV es capaz de mediar reconocimientos con diferentes moléculas dispuestas en su
envoltura. El reconocimiento permite la endocitosis de la particula por parte de la célula contactada,
y la acidificacion de la misma produce un cambio conformacional drdstico en la proteina VSV-G,
induciendo la fusién de la membrana viral con la membrana celular de la vesicula. Esto determina
la liberacién de la nucleocapside, dando comienzo a la transcripcién de los genes virales (Luo, 2012;
Coil & Miller, 2004).

Los vectores virales correspondientes a los tipos adenovirus, retrovirus, lentivirus, o incluso
baculovirus, presentan la desventaja de encontrarse limitados por el reconocimiento especifico
dado entre receptores y moléculas de superficie del virién. Al recurrir a la pseudotipificacion con
VSV-G, la eficiencia del ingreso suele aumentar drdsticamente, debido a su interaccidn con
componentes de membrana tipicos en un amplio grupo de tipos celulares. De esta forma, no solo
aumenta la eficiencia del ingreso, sino también la amplitud del tropismo del vector (Joglekar &
Sandoval, 2017; Cronin et al., 2005; Burns et al., 1993).

El baculovirus ACMNPV ha sido pseudotipado con VSV-G, demostrandose un aumento en la
eficiencia de transferencia de genes en una gran variedad de lineas celulares. Resultados similares
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han sido notificados al sobre expresar la proteina Gp64, localizada en la superficie del viridn
baculoviral, y requerida para la propagacién del virus en la infeccién secundaria. Ha sido
demostrada, incluso, la infectividad del viridon pseudotipado con VSV-G al eliminar la proteina Gp64,
indicando su alto potencial como recurso, aunque esta resulta menor que la del fenotipo original
(Kitawaga et al., 2005; Tani et al., 2003; Mangor et al., 2001; Tani et al., 2001; Barsoum et al.,
1997). A su vez, fue evaluada la posibilidad de incorporar una versién truncada de la glicoproteina,
conteniendo el dominio GED, obteniéndose una menor eficiencia respecto de la proteina completa,
probablemente debido a la ausencia del dominio de fusién. Por otro lado, al trabajar con una
multiplicidad de infeccién alta, ambas versiones muestran resultados equivalentes (Kolangath et
al., 2014). Una explicacidn adicional que podria justificar el aumento de transduccidn en el caso de
baculovirus pseudotipados con esta glicoproteina recae en el escape de las vesiculas destinadas para
su degradacién, ya que por medio de su acidificacion, permiten la induccidn de la fusion de
membranas y, por lo tanto, el ingreso al interior celular.

Baculovirus vy la duracion de la expresion génica en mamiferos:

Entre las desventajas del uso de los baculovirus como vehiculos de terapia génica se ha visto
que la expresién de genes terapéuticos contenidos en genomas baculovirales dentro de células de
mamifero se prolonga hasta 8-35 dias (Pan et al., 2013; Yeh et al., 2014) pudiendo ser esto escaso
para determinadas patologias que requeririan de una mayor temporalidad en la expresion del gen
terapéutico, requiriendo asi de nuevas dosis del vector viral, lo que podria conllevar varios
problemas. En este sentido, la estrategia de generar minicirculos de dsDNA (cccdsDNA; fragmentos
pequefios de DNA doble cadena circular covalentemente cerrado sélo conteniendo los genes
terapéuticos) ha resultado en mayores niveles de sobrevida y funcionalidad (Gaspar et al., 2015),
ya que su pequefio tamafio les proporciona mayor estabilidad en comparacion con el genoma viral,
el cual ademas contiene secuencias que son reconocidas como exégenas por parte de la célula
transducida. Para esto, la tecnologia mas utilizada ha sido la de Cre/LoxP (Vitor et al., 2014). Por
otra parte, en los Ultimos afios se ha visto que los ministrings (moléculas de DNA doble cadena lineal
covalentemente cerrados, lccdsDNA) también poseen una gran estabilidad y podrian ser usados
para aumentar la duracién de la expresion génica. Asi, la tecnologia mas utilizada es la de
protelomerasa/telRL, aunque las ministrings siempre han sido producidas in vivo en bacterias o in
vitro, y posteriormente transfectadas en las células de mamifero (Schakowski et al., 2007; Nafissi
et al., 2014; Wong et al., 2016) (Figura 11).

A su vez, se ha reportado que la introduccidn de un replicén basado en el OriP y el gen ebna-
1 del virus Esptein Barr (Ren et al., 2006) aumenta todavia mas la temporalidad de la permanencia
del virus/minicirculo dentro de la célula y, por tanto, su temporalidad de expresién de un gen
terapéutico, ya que convierten a los minicirculos en vectores episomales de mamiferos (Suzuki et
al., 2009).
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Figura 11. Mecanismos de generacién de minicirculos/ministrings. (Panel lzquierdo) Se esquematiza el
funcionamiento del sistema Cre/LoxP para la generacidn de minicirculos. (Panel Derecho) se esquematiza el
funcionamiento del sistema Telomerasa/telRL para la generacidn de ministrings. GOl (Gene of interest).
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Hipotesis de trabajo

Viriones Brotados (BV) derivados del nucleopoliedrovirus de Autographa californica

(AcMNPV) recombinantes, portadores de genes funcionales en células de mamifero, producidos en
cultivos in vitro de células Sf9 y ultraconcentrados, transducen eficientemente de manera transitoria
células de mamiferos creciendo en condiciones in vitro (lineas celulares y cultivos primarios), y
transducen eficientemente tejidos de animales in vivo, en modo comparable a otros vectores virales
usados para tales propédsitos. Modificaciones en las proteinas de membrana de los BV, como la
incorporacién de la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), incrementan la
capacidad de transduccion del vector baculoviral sin afectar su produccién en células de insecto.
También, modificaciones en el DNA funcional en mamiferos presente en los baculovirus
recombinantes, las cuales sean responsables de la liberacidn de minicirculos replicativos (cccdsDNA)
o moléculas lineales (IccdsDNA), incrementan la duracién de la expresion génica cuando transducen
células de mamifero.

Objetivo General

Disponer de vectores baculovirales optimizados en su capacidad de transducir y expresar

factores de interés en células de mamiferos, tanto in vitro como in vivo, Utiles para propdsitos de
terapia génica en seres humanos.

d)

Objetivos Especificos

Generar y evaluar viriones brotados recombinantes derivados de AcMNPV, los cuales porten
genes reporteros que sean funcionales en cultivos celulares y tejidos de mamiferos.

Generar y evaluar viriones brotados recombinantes derivados de AcMNPV, los cuales porten
genes terapéuticos que sean funcionales en cultivos celulares y tejidos de mamiferos, y que sean
utiles para la resolucion de problemdticas de salud vinculadas con enfermedades
cardiovasculares.

Generar y evaluar viriones brotados recombinantes derivados de AcMNPV, los cuales se
encuentren pseudotipados con la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G).
Generar y evaluar viriones brotados recombinantes derivados de AcMNPV, los cuales porten
secuencias que posibiliten liberar moléculas de dsDNA circular pequefio con capacidad
replicativa (cccdsDNA; minicirculos), o moléculas de dsDNA lineal con extremos cerrados
(lccdsDNA; miniStrings) conteniendo a los genes de interés.
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Materiales y Metodos

Metodologias generales

Electroforesis de acidos nucleicos:

Las visualizaciones de tamano, cantidad y calidad de acidos nucleicos se realizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa en buffer TAE 1x (Tris base 0,04 M, Acido acético glacial 1,14 mL/L,
EDTA pH 8 1mM), tincién con Bromuro de etidio (Sigma, stock 20.000 X, 10 mg/mL) y revelado por
exposicién a luz UV. Teniendo en cuenta los tamafios de los fragmentos de DNA a separar, se
selecciond el porcentaje de agarosa deseado de los geles (0,6 — 1,5 % p/v) y los patrones de tamafio
y masa molecular (Productos Bio-logicos) mas adecuados para cada situacion.

Purificacion de acidos nucleicos a partir de geles de agarosa:

En los casos de recuperacién de fragmentos de DNA, provenientes de digestiones
enzimaticas o productos de PCR a partir de geles de agarosa, se utilizaron Kits comerciales
(Productos Bio-légicos) basados en el método de adsorcion a matriz de silica.

Extracciones plasmidicas y de DNA viral:

Las extracciones de DNA plasmidico se realizaron por el método de mini preparacién por
lisis alcalina (Green y Sambrook, 2012). En el caso de las extracciones del bacmido de AcMNPV
(bMON14272) se utilizé el método adaptado en el manual Bac-To-Bac® Baculovirus expression
system (Thermo Fisher Scientific). Para la extraccion de DNA viral a partir de los BV del bacmido
AcMNPV recombinante, 1,5 mL de sobrenadante de cultivo celular infectado y clarificado se
centrifugo a 16.000g a 4°C durante 20 minutos. Se descartd el sobrenadante y se resuspendié el
pellet en 100 pL de buffer de lisis (Tris 10mM, EDTA 10 mM, SDS 0,25% p/v, Proteinasa K 500 pg/mL)
y se incubd 15 minutos a 55°C. Luego, se le agregaron 400 ulL de cloroformo y se centrifugd 5
minutos a 16.000g a 4°C. La fase acuosa se transvasd a otro tubo y se realizé una precipitacién de
acidos nucleicos con etanol en presencia de sales.

Precipitacion de acidos nucleicos:

Para la precipitacidn de acidos nucleicos se utilizé el protocolo de precipitacién con etanol
en presencia de sales (Green y Sambrook, 2012). A partir de un volumen determinado de acidos
nucleicos, se agregaron 0,1 volimenes de acetato de sodio 3 M pH 5,3 y 2,5 volimenes de etanol
96% v/v. Se incubd a -20°C durante 20 minutos y se centrifugd a 4°C a 16.000g durante 20 minutos.
Luego se realizé un lavado con etanol 70 % v/v y se disolvid el pellet en el volumen de agua estéril
deseado.
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Transformacion de DNA en bacterias:

Se utilizd el equipo Gene Pulser Il (BioRad) para la electroporacion de células de Escherichia
coli electrocompetentes. Luego de ser transformadas, las bacterias fueron incubadas a 37°C, 220
rom durante 40 min en medio de cultivo Luria Bertani (LB) liquido (extracto de levadura 0,5 % p/v,
peptona de carne 1 % p/v, NaCl 1 % p/v) sin antibidtico. Posteriormente, se sembraron en placas de
Petri con LB sdlido (+ 1.5% p/v agar bacterioldgico) conteniendo el antibidtico correspondiente e
incubadas Over Nigth (ON) a 37°C.

La transformacién de bacterias DH10Bac con los plasmidos derivados del vector pFastBac-
dual se realizé por el método de shock térmico. Para esto, la mezcla de DNA plasmidico y bacterias
guimicamente competentes se incubd en hielo durante 30 minutos, tras los cuales se sumergié en
agua a 42°C durante 90 segundos, para volver a incubarlas 2 minutos en hielo. Luego de ser
transformadas, las bacterias fueron incubadas a 37°C, 220 rpm durante 4 horas en medio de cultivo
LB liquido sin antibidtico para dar tiempo a que suceda la reaccidn de transposicién. Posteriormente,
se sembraron en placas de Petri con LB sdlido conteniendo los antibiéticos kanamicina vy
gentamicina y los reactivos isopropil-B-Dtiogalactopiranésido (IPTG) y X-gal e incubadas ON a 37°C.

Reacciones de secuenciacion de DNA:

Todas las reacciones de secuenciacion fueron realizadas por el método automatico de
Sanger (Macrogen, Korea) a partir de mini preparaciones precipitadas con polietinelglicol (PEG)
8000 (Green y Sambrook, 2012) utilizando distintos primers universales proporcionados por la
empresa segun correspondiera.

Digestiones y ligaciones enzimaticas de DNA:

Todas las digestiones se realizaron con enzimas de restriccion (Thermo Fisher Scientific,
Fermentas, Productos Bio-ldgicos, New England biolabs) en un volumen final de 10 a 20 puL, e
incubadas a 37 °C ON en las condiciones dptimas especificadas por los fabricantes e inactivadas
térmicamente.

Las ligaciones de los diferentes fragmentos de DNA realizadas en los distintos clonados
moleculares fueron realizadas utilizando 2 U de DNA ligasa del bacteriéfago T4 (Fermentas y
Productos Bio-Logicos) en un volumen final de 20 pL, e incubando ON a 21 °C. Todas las
construcciones genéticas utilizadas y generadas en este trabajo se mencionan en la Tabla 4.

Sintesis y amplificacion de DNA mediante PCR:

Todas las amplificaciones de DNA se realizaron en un volumen de 10 ul, utilizando las
siguientes concentraciones finales de los reactivos: MgCl; 1,5 mM; dNTPs 0,2 mM de cada uno; 1
UM de cada primer (Tabla 5) y 1 U de la DNA polimerasa de Thermus aquaticus (DNA Taq polimerasa,
Productos Bio-LAgicos). En los distintos casos se modificaron las temperaturas y los tiempos de los
pasos del ciclado segun las caracteristicas de los primers, el DNA molde y del producto deseado.
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Mantenimiento de lineas celulares de insecto:

Se utilizd la linea celular de insecto Sf9 (Tabla 3) para la generacién y multiplicacion de virus
recombinantes de AcMNPV derivados del sistema Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System
(Invitogen). En todos los casos, las células se mantuvieron a 25°C (estufa MIR 5531, SANYO) en
monocapa, en frascos de poliestireno de 25, 75y 175 cm?, utilizando medio GRACEs (Thermo Fisher
Scientific), 10 % v/v de suero fetal bovino (SFB) mas antibidticos y antimicéticos (Thermo Fisher
Scientific).

Generacion de virus recombinantes:

Los genomas baculovirales recombinantes obtenidos a partir de bacterias DH10Bac
transpuestas, fueron transfectados en monocapas de células sf9 creciendo en medio GRACE's
(Thermo Fisher Scientific) suplementado con suero fetal bovino al 10 % v/v (Natocor), haciendo uso
del reactivo PEI (polietilenimina) y procedimientos reportados (Longo et al., 2013). La progenie viral
obtenida fue recuperada de los medios condicionados a los 7 dias, y empleada como indculo para
propagar los viriones brotados mediante ensayos de infeccion a bajas multiplicidades de infeccion
para evitar generacidn de viriones defectivos (O'Reilly et al, 1992). Los lotes virales asi protegidos
fueron correctamente identificados y almacenados a 4°C, con proteccién a la luz. En el Anexo Il se
describe y se esquematiza el sistema Bac to Bac (Thermo Fisher) utilizado en este trabajo.

Multiplicacion de stocks de viriones brotantes:

La multiplicacién de BV de AcMNPYV derivados del sistema Bac-to-Bac se realizé mediante
infecciones de cultivos de células Sf9 crecidas en monocapa en frascos de 175 cm? a una confluencia
del 70%, utilizdndose multiplicidades de infeccion (MOI) menores a 1. Para ello, células en
monocapa, lavadas previamente con buffer salino de fosfato (PBS), se incubaron durante 1 hora a
25°C con una pelicula de BV en medio GRACE’s sin SFB, con periodos cortos de agitacion suave cada
20 minutos, luego de los cuales se les agregé medio GRACE’s completo (con SFB 10% v/v) y se las
incubd durante 4 dias a 25°C.

Concentracion de virus brotantes por centrifugacion a alta
velocidad:

Los sobrenadantes clarificados de células Sf9 infectadas se centrifugaron en colchdn de
sacarosa 30% p/v a 22000 rpm durante 2 horas y 30 minutos a 4°C (ultracentrifuga Beckman XL-70,
rotor SW28) y se resuspendieron en buffer PBS pH 7.4. Los virus concentrados se utilizaron para los
ensayos de transduccidn in vitro e in vivo, asi como también para la realizacién de los Western Blot.

Titulacion de stocks virales

Los stocks virales fueron titulados en términos de su capacidad de formacién de focos
infectivos (ufp/mL). Para lo primero, diluciones seriadas de cada lote fueron empleadas para infectar
monocapas de células Sf9 creciendo en medio completo sobre placas de 6 o 12 wells (BIOFIL), las
cuales fueron incubadas durante 4 dias a 25°C (un una capa de agarosa low melting temperature 1.5
p/v y asi evitar la diseminacidn del virus en la placa), para luego contar de forma visual mediante
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microscopia de fluorescencia (Cytation 5, Biotek) la cantidad de focos infectivos expresando GFP.
Luego, la cantidad de focos contados se multiplicé por el factor de dilucidn correspondiente para
calcular la concentracidon de particulas virales infectivas finales por mL de stock.

Mantenimiento de lineas celulares de mamifero

En cuanto a los ensayos de transduccién de células de mamiferos con virus recombinantes,
se utilizaron las lineas enumeradas en la Tabla 3. En todos los casos, las células se mantuvieron a
37°C en monocapa en frascos de poliestireno de 25y 75 cm?, utilizando medio Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM, Gibco), 10 % v/v SFB inactivado mas antibiéticos y antimicoticos (Invitrogen)
en atmdsfera humeda 5% v/v CO;

Transducciodn de lineas celulares de mamiferos con BVs:

Las células fueron sembradas en placas multi well mantenidas a 37°C utilizando medio
DMEM 10 % v/v SFB inactivado mas antibidticos y antimicéticos en atmdsfera humeda 5% v/v CO,,
hasta alcanzar una confluencia del 70-80%. Para realizar la transduccién con los virus recombinantes
las células se lavaron con PBS 2 veces y se les agregd una mezcla de virus concentrado/PBS segun la
MOI (multiplicidad de infeccidn) a utilizar, de manera que las células quedaran cubiertas con el
minimo volumen de liquido posible. Luego, las células con el virus fueron incubadas a 37°C durante
1 hora, tiempo tras el cual se retird el PBS con el virus para agregarle medio DMEM completo. Las
eficiencias de transduccion se analizaron por microscopia de fluorescencia (Cytation 5, Biotek) y
citometria de flujo (BD FACSCalibur, Biosciences) a las 24 post-transduccion.

Todos los antibidticos e inductores utilizados se indican en la Tabla 6.

Materiales

Cepas bacterianas y lineas celulares:

Nombre ] Caracteristicas
Escherichia coli
Top 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80lacZAM15

AlacX74 nupG recAl araD139
A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endAl
A-(Invitrogen)

DH10Bac DH10B [F-endAl deoR+ recAl galE15 galK16
nupG rpsL A(lac)X74
$80lacZAM15 araD139 A(ara,leu)7697 mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) StrR
A-] (Invitrogen) conteniendo el bacmido de
AcMNPV.

Stbi3 F- glnV44 recA13 mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-)
ara-14 galkK2 lacY1 proA2 rpsL20 xyl-5 leu mtl-
1 (Invitrogen)
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Células de insecto y mamifero

Sf9 ATCC® CRL-1711™, linea celular derivada de

ovarios de pupas de
Spodoptera frugiperda
HEK 293T Linea celular derivada de tejido embrionario
de rifidn humano
CMFR: Cardiomiositos de rata neonatal

H9C2 Mioblastos de rata

MUSE Conejo Multi-lineage differentiating stress enduring

cell de conejo

MUSE Humano

Multi-lineage differentiating stress enduring
cell de Humano

AC16 Cardiomiocitos ventriculares humanos
SkMm Skeletal muscle cells de conejo
Vero linea epitelial de rifion de mono
MIA PaCa-2 linea celular de cdncer de pdncreas humano
BHK21 linea de células de rifion de hamster bebé

Tabla 3. Cepas bacterianas y lineas celulares utilizadas y sus caracteristicas generales

Plasmidos y virus recombinantes:

mediante el sistema Bac to Bac.

Nombre ‘ Caracteristicas Origen
Plasmidos
Plasmido utilizado para generar
pFastBac-Dual bacmidos recombinantes Invitrogen

pFastBac-CMV-GFP

Expresa el gen gfp en células de
insecto bajo el promotor de
poliedrina, y en células de
mamifero bajo el promotor de
CMV. Precursor del virus
AcCMV-GFP

Este trabajo

pFastBac-CMV-BFP

Expresa el gen bfp en células de
insecto bajo el promotor de
poliedrina, y en células de
mamifero bajo el promotor de
CMV. Precursor del virus
AcCMV-BFP

Este trabajo

pFastBac-CMV-mCherry

Expresa el gen mCherry en
células de insecto bajo el
promotor de poliedrina, y en
células de mamifero bajo el
promotor de CMV. Precursor
del virus AcCMV-mCherry

Este trabajo

pGMT-IE1 p/qPCR

Contiene clonado el gen de ie-1
de AcCMNPV. Plasmido
calibrador para qPCR

Este trabajo




pFastBacProm.le1l/GFP

Expresa el gen gfp en células de
insecto bajo el promotor ie-1.
Precursor del virus AcProm.le-

1/GFP

Este trabajo

pFastBacProm.Gp64/GFP

Expresa el gen gfp en células de
insecto bajo el promotor gp64.
Precursor del virus
AcProm.Gp64/GFP

Este trabajo

pFastBacProm.lel/VSVG

Expresa el gen vsv-g en células
de insecto bajo el promotor iel
y gfp en células de mamifero
bajo el promotor CMV.
Precursor del virus AcProm.le-
1/VSVG

Este trabajo

pFastBacProm.Gp64/VSVG

Expresa el gen vsv-g en células
de insecto bajo el promotor
gp64 vy gfp en células de
mamifero bajo el promotor
CMV. Precursor del virus
AcProm.gp64/VSVG

Este trabajo

pFastBacP10/VSVG

Expresa el gen vsv-g en células
de insecto bajo el promotor
p10y gfp en células de
mamifero bajo el promotor de
poliedrina. Precursor del virus
AcProm.p10/VSVG

Este trabajo

pFastBac-ThX20

Expresa el gen Tbx20 en células
de mamifero bajo el promotor
de CMV. Precursor del virus
Precursor del virus BV.TbX20

GenUniversal

pFastBac-mHifl-alpha

Expresa el gen mHifl-a en
células de mamifero bajo el
promotor de CMV. Precursor
del virus BV.mHif1-a

GenUniversal

pFastBac-Meis

Expresa el gen meisl en células
de mamifero bajo el promotor
de CMV. Precursor del virus
BV.Meis

GenUniversal

pFastBac-shRNA-A

Expresa un shRNA anti meisl
en células de mamifero bajo el
promotor de pu6. Precursor del

virus BV.shRNA-A

GenUniversal

pFastBac-shRNA-B

Expresa un shRNA anti meisl
en células de mamifero bajo el
promotor de pu6. Precursor del

virus BV.shRNA-B

GenUniversal

Contiene un sitio telRL junto a

pUC57-1A un sitio LoxP66 GenUniversal
Contiene un sitio telRL junto a
pUC57-1B un sitio LoxP71 Y el ORF de GenUniversal

iTelomerasa
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Contiene el gen de BFP y de
iCre bajo un promotor dual de

pUC57-2 CMV regulado por la secuencia GenUniversal
Tet(O)
Contiene el ORF del represor
pUC57-3 tet (TetR) unido a una GenUniversal

secuencia IRES

pPCRISPER-S12

Contiene el origen de
replicacidn del virus Epstein-
barr (Ebnal +OriP)

Addgene

pFastBac-iCre-Inducible

Expresa Cre y BFP en células de
mamifero bajo el promotor de

CMV de manera inducible por

deoxiciclina. Precursor del virus

Este trabajo

pUC57-MCMS

Contiene un MCS flanqueado
por las regiones telRL
generadoras de ministrings y
por las regiones LoxP66/loxP71
generadoras de minicirculo

Este trabajo

pFastBac-MCMS-GFP

Contiene el gen de gfp bajo el
promotor de CMV flanqueado
por las regiones telRL
generadoras de ministrings y
por las regiones LoxP66/loxP71
generadoras de minicirculo

Este trabajo

pFastBac-MCMS-GFP-ORI

Contiene el gen de gfp bajo el
promotor de CMV y el origen
de replicacion del virus Epstein-
barr flanqueado por las
regiones telRL generadoras de
ministrings y por las regiones
LoxP66/loxP71 generadoras de
minicirculo

Este trabajo

pFastBac-CMV-iCre

Contiene el gen de iCre bajo el
promotor de CMV

Este trabajo

pFastBac-CMV-iTelomerasa

Contiene el gen de iTelomerasa
bajo el promotor de CMV

Este trabajo

Vi

rus recombinantes

AcNull

Virus derivado del bacmido
AcMNPV

Pre-existente

AcCMV-GFP

Expresa el gen gfp en células de
insecto bajo el promotor de
poliedrina, y en células de
mamifero bajo el promotor de
cmMV

Este trabajo

AcCMV-BFP

Expresa el gen bfp en células de
insecto bajo el promotor de
poliedrina, y en células de
mamifero bajo el promotor de
cMmv

Este trabajo

AcCMV-mCherry

Expresa el gen mCherry en
células de insecto bajo el

Este trabajo
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promotor de poliedrina, y en
células de mamifero bajo el
promotor de CMV

AcProm.lel/GFP

Expresa el gen gfp en células de
insecto bajo el promotor ie-1

Pre-existente

AcProm.Gp64/GFP

Expresa el gen gfp en células de
insecto bajo el promotor gp64

Este trabajo

AcProm.P10/GFP

Expresa el gen gfp en células de
insecto bajo el promotor p10

Este trabajo

AcProm.le1/VSVG

Expresa el gen vsv-g en células
de insecto bajo el promotor iel
y gfp en células de mamifero
bajo el promotor CMV

Este trabajo

AcProm.Gp64/VSVG

Expresa el gen vsv-g en células
de insecto bajo el promotor
gp64 vy gfp en células de
mamifero bajo el promotor
cmv

Este trabajo

AcProm.P10/VSVG

Expresa el gen vsv-g en células
de insecto bajo el promotor
p10vy gfp en células de
mamifero bajo el promotor de
poliedrina

Este trabajo

BV.Tbx20

Expresa el gen Tbx20 en células
de mamifero bajo el promotor
de CMV

Este trabajo

BV.mHifl-a

Expresa el gen mHifl-a en
células de mamifero bajo el
promotor de CMV

Este trabajo

BV.Meis

Expresa el gen meisl en células
de mamifero bajo el promotor
de CMV

Este trabajo

BV.shRNA-A

Expresa un shRNA anti meisl
en células de mamifero bajo el
promotor de pu6

Este trabajo

BV.shRNA-B

Expresa un shRNA anti meisl
en células de mamifero bajo el
promotor de pub

Este trabajo

BV.iCre-Inducible

Expresa Cre y BFP en células de

mamifero bajo el promotor de

CMV de manera inducible por
doxiciclina

Este trabajo

AcMCMS-GFP

Contiene el gen de gfp bajo el
promotor de CMV flanqueado
por las regiones telRL
generadoras de ministrings y
por las regiones LoxP66/loxP71
generadoras de minicirculo

Este trabajo

AcMCMS-GFP-ORI

Contiene el gen de gfp bajo el
promotor de CMV y el origen
de replicacion del virus Epstein-
barr flanqueado por las

Este trabajo
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regiones telRL generadoras de
ministrings y por las regiones
LoxP66/loxP71 generadoras de
minicirculo

AcCMV-iCre

Expresa el gen iCre en células
de mamifero bajo el promotor
de CMV

Este trabajo

AcCMV-iTelomerasa

Expresa el gen iTelomerasa en
células de mamifero bajo el
promotor de CMV

Este trabajo

Tabla 4. Plasmidos y virus recombinantes generados y sus caracteristicas generales

Primers utilizados en las reacciones de PCR y secuenciacion:

Nombre Secuencia 5’- 3’ Sitio de
restriccion
FWACMNPV.IE1 CAACCAAGTGACTATGACGC -
RvACMNPV.IE1 CAACGTCGCCAACTCCCATTG -
Fw.qPCR-IE1 ACCATCGCCCAGTTCTGCTTATC -
Rv.qPCR-IE1 GCTTCCGTTTAGTTCCAGTTGCC -
RvVSVG GATATC-TGATTTGAGTTACTTTCC EcoRV
FwVSVG GGATCC-GACACTATGAAGTGCC BamHI
Fw.plE1 CTCGAG-TTGCACAACACTATTAT Xhol
Rv.plE1 GGATCC-AGTCACTTGGTTGTTCAC BamHI
Fw.pGP64 GGATCC-CTTGCTTGTGTGTTCCTTATTG BamHI
Rv. pGP64 CTCGAG-GATGACCACCTCCAG Xhol
FwCMV CCTATTGGCGTTACTATGGG -
FwBSTXI- BstxI
mCHERRY CCACAA-CCATGGTGAGCAAGGG
RvSpel-mCHERRY ACTAGT-CTACTTGTACAGCTCG Spel
FwCMV-Xhol CTCGAG-CCTAGTTATTAATAGTAATC Xhol
RvCMV-BamHI GGATCC-GATCTGACGGTTCAC BamHI
Rv.Ebnal-BamHI GGATCC-CTGTCTGACAGCGACC BamHI
Fw.ORI Epst-Bar- GGATCC-TCAAGAGGGCATTAGC BamHI
BamHI
RvHSV.PolyA TCCTTCCGTGTTTCAGTTAGC -
FwPU6 GAGGGCCTATTTCCCATGATTC -
CMV-F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG Macrogen
M13F-pUC GTTTTCCCAGTCACGAC Macrogen

Tabla 5. Primers utilizados y sus secuencias.

Antibidticos e inductores:

Nombre [Uso]
Ampicilina 100 ug/mL
Kanamicina 50 pg/mL
Gentamicina 50 pg/mL

44




Deoxiciclina 100 p g/mL
X-gal 20 pg/mL
IPTG 1 mM
Tabla 6. Reactivos generales de microbiologia utilizados y sus concentraciones

Metodologias especificas
Inmunodeteccion de VSV-G (Western Blot):

Para la realizaciéon de Western blots las muestras a analizar se separaron por SDS-PAGE y se
transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, GE Healthcare) utilizando el
equipo Trans-Blot® SD semi-dry transfer cell (BioRad). Luego de transferidas, las membranas fueron
bloqueadas por incubacién ON a 4°C en buffer PBS con 5% p/v de leche descremada en polvo. Para
la incubacién de los anticuerpos primarios (Mouse anti-VSV-G Antibody y Mouse anti-GP39
Antibody, Santa Cruz Biotechnology) se utilizaron diluciones entre 1/500 y 1/1.000 en buffer PBS,
1% p/v leche descremada, 0,1 % v/v Tween-20 a 37°C durante 1 hora. Luego, para la incubacién del
anticuerpo secundario (Goat anti-mouse IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology) se utilizaron
diluciones 1/10.000 en buffer PBS 0,1 % Tween-20 a 37°C durante 1 hora. Después de cada
incubacidn con anticuerpo, la membrana fue lavada tres veces con buffer PBS 0,1 % Tween durante
5 minutos a temperatura ambiente (TA). El revelado de las placas se realizé en cuarto oscuro
utilizando placas radiogréficas y el reactivo Bio Lumina (BioRad).

Cinética de generacion de virus brotantes pseudotipados:

Células Sf9 crecidas en placas de 6 multi wells a una confluencia del 70% se infectaron a MOI
5 con los virus AcProm.le1/VSVG, AcProm.Gp64/VSVG, AcProm.P10/VSVG vy el virus AcCMV-GFP
como control negativo (por triplicado), realizando 4 lavados con 1 mL de PBS luego de terminado el
proceso de infeccidn, previo al agregado del medio GRACE's completo (1 mL). Post infeccién se tomd
el sobrenadante de las células cada 6 horas, durante 48 horas. Cada vez que se tomd el
sobrenadante, se realizaron 2 lavados con PBS para retirar los virus que pudieran haber quedado, y
se les agregd 1 mL de medio GRACE’s completo. Los sobrenadantes recuperados se titularon por el
método tradicional midiendo su capacidad de formacién de focos infectivos ufp/mL.

Cinética temporalidad de los promotores ie-1, gp64 vy p10:

Células Sf9 crecidas en placas de 6 multi wells a una confluencia del 70% se infectaron a MOI
5 con los virus AcProm.le1/GFP, AcProm.Gp64/GFP, AcProm.P10/GFP y el virus AcCMV-GFP como
control negativo. Post infeccién las células infectadas se analizaron por microscopia de fluorescencia
cada 3 horas, durante 48 horas.

Ensayo de fusogénesis en células Sf9 infectadas con virus
pseudotipados:
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Células Sf9 crecidas en placas de 6 multi wells a una confluencia del 100% se infectaron a
MOI 5 con los virus AcProm.le1/VSVG, AcProm.Gp64/VSVG, AcProm.P10/VSVG y el virus AcCMV-
GFP como control negativo (por triplicado). A las 72hs post infeccidn, las células se fijaron con
formaldehido 4% v/v en PBS y se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). La formacién de
sincicios se analizé por microscopia de fluorescencia (Cytation 5, Biotek).

Ensayo de progresion del diametro de focos virales:

Células Sf9 crecidas en placas de 24 multi wells a una confluencia del 70% se infectaron con
diluciones de los stocks virales de manera que quedara cerca de 1 foco de infeccidn por well. Luego
de ésto, se retird todo el medio y se agregd 500 pL de Agarosa low melting 3 % p/v liquida mezclada
al 50 % con medio GRACE’s completo. Una vez gelificada la agarosa, se agregé medio de cultivo
completo y se incubaron las células a 25°C. La progresién del tamafio de los focos de infeccion se
siguid por microscopia de fluorescencia cada 24 horas gracias a la expresién de GFP, midiéndose a
cada foco de infeccidn el didmetro horizontal y vertical.

Transduccion de células de mamifero HEK293T con el virus
BV.iCre-Inducible:

Las células fueron sembradas en placas multi well mantenidas a 37°C utilizando medio
DMEM 10 % v/v SFB inactivado sin antibidticos y antimicéticos en atmdsfera hiumeda 5% v/v CO,,
hasta alcanzar una confluencia del 70-80%. Para realizar la transduccion con el virus recombinante,
las células se lavaron 2 veces con PBS y se les agregd una mezcla de virus concentrado/PBS a una
MOI de 100, de manera que quedaran cubiertas con el minimo volumen de liquido posible. Luego,
las células con el virus fueron incubadas a 37°C durante 1 hora, tiempo tras el cual se retirdé el PBS
con el virus y se les agregd medio DMEM completo con el agregado de doxiciclina 200 ng/mL
(concentracién final) al grupo de wells donde se deseaba inducir la expresion de BFP e iCre. La
eficiencia de la transduccién y de la induccidn se analizé por microscopia de fluorescencia (Cytation
5, Biotek) a las 24 post-transduccidn utilizando los filtros Texas Red (Expresion de mCherry) y DAPI
(Expresion de BFP).

dPCR de BV de AcMNPV:

La cuantificacidn de moléculas de DNA viral se determind a partir de alicuotas de 5 plL de los
lotes concentrados de virus que se utilizaron para la extracciéon de DNA, descrito previamente. A
partir del DNA, los virus fueron titulados mediante PCR en tiempo real (qPCR) utilizando primers
especificos para la secuencia constitutiva del gen le-1. Para la titulacién, se elaboré una curva
estandar de 7 puntos (dilucién 1/10) con un plasmido conteniendo la secuencia le-1, siendo su punto
maximo de concentracion 10° copias. Los primers utilizados fueron: Fw.qPCR-lel y Rv.qPCR-lel
(Tabla 5). La amplificacién de DNA se realizé utilizando el siguiente ciclado térmico: 95 °C durante
30 segundos para un ciclo inicial de desnaturalizacion, seguido de un ciclo de desnaturalizacion a 95
°C durante 30 segundos, 5 segundos de annealing de primers a 63 °Cy 10 segundos de extensién a
72 °C; la senal de fluorescencia se monitored durante 45 ciclos. Se utilizé el Kit master Mix para
gPCR (Sybr/ROX) (Productos Bio-Légicos) basado en la deteccidn de fluorescencia emitida por SYBR
Green |
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Ensayos in vivo:

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Guia para Cuidado y uso de
animales de laboratorio (NIH Publicacion No. 85 23, revisado en 1996,
https://.doi.org/10.17226/5140) y aprobado por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de la Universidad Favaloro (aprobaciéon #DCT0216-18).

> En conejos

Conejos new zeland de cualquier sexo con un peso aproximado de 4 kg se anestesiaron y se
operaron para ser usados como modelo de enfermedad arterial periférica (PAD) (Olea et al., 2009).
Brevemente, se realizd una incisién longitudinal en la extremidad trasera izquierda, la arteria
femoral profunda fue ligada, y la arteria femoral superficial fue extirpada del origen hasta la
bifurcacion safeno-poplitea. Finalmente, la herida quirdrgica fue reparada y se administré una sola
dosis profilactica de cefalexina 50 mg/kg por via intravenosa. Los conejos fueron devueltos al
bioterio bajo tratamiento analgésico. Dichos conejos se emplearon en los dos protocolos descrito a
continuacién:

Después de 7 dias, 6 conejos fueron inyectados en sus extremidades isquémicas con 1x10°
copias totales de AcCMV-GFP distribuidas en 10 inyecciones de 100 mL o Solucion salina con PBS (1
mL total). Los conejos luego fueron sacrificadosalos3 (n=2),7 (n=2)y 15 (n = 2) dias. Dos animales
adicionales fueron inyectados con PBS y sacrificados a los 3 y 14 dias. Muestras de la zona inyectada,
retina, cerebro, génadas y pulmones se recolectaron y congelaron para estudios histoldgicos y
analisis de expresién génica.

Siete dias después de la cirugia, 12 animales con PAD fueron separados aleatoriamente en
dos grupos: un grupo control y otro tratado. El grupo control (n = 6) recibié 1 mL de PBS que contenia
1x10° copias del vector baculoviral desprovisto de gen terapéutico, mientras que el grupo tratado
(n = 6) recibid 1 mL de PBS que contenia 1x10° copias del vector de baculovirus con el gen
terapéutico (mHIF-1a) siguiendo el procedimiento de inyeccidn descrito anteriormente. A los 14 dias
después del tratamiento, los conejos se sometieron a una angiografia arterial iliaca interna bajo
anestesia general, y se contaron los vasos colaterales por cm?. Finalmente, los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de propofol, y las muestras del musculo inyectado fueron
recolectadas y congeladas para analisis histoldgicos y de expresidn génica.

> En ovejas

Se utilizaron ovejas macho raza corriedale, de 3313 kg y de 24 a 36 meses de vida. Los
animales ingresaron al Bioterio de la Universidad Favaloro y fueron puestos en cuarentena durante
7 dias para su observacién clinica y adaptacidn, desparasitadas con ivermectina y vacunadas contra
clostridiosis por el equipo de veterinarios de la instituciéon

Para la preparacidén quirdrgica y generacién del infarto agudo de miocardio (IAM) los
animales fueron previamente medicados con maleato de acepromacina intramuscular (0,3 mg/kg).
La anestesia fue inducida con propofol intravenoso 3mg/kg, y el mantenimiento con isoflurano al
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2% en oxigeno con ventilacidn mecanica. Se practicé asépticamente una toracotomia izquierda en
el 5% espacio intercostal bajo monitoreo electrocardiografico y oximétrico (515 A Pulse Oximeter,
Novametrix Medical Systems). Una vez expuesto el corazén, se inspecciond visualmente la
anatomia coronaria, y se ligaron ramas diagonales de la arteria descendente anterior para producir
un infarto anterolateral de aproximadamente el 10-15% de la masa ventricular izquierda. Para
reducir la incidencia de arritmias ventriculares, se administro lidocaina (tres inyecciones en bolo de
2 mg cada unay una infusién de 2 mg/Kg/h) y amiodarona (infusién de 150 mg en 2 hs).

Treinta minutos después de la ligadura, las ovejas se aleatorizaron para recibir 10
inyecciones intramiocardicas de 0,2 mL utilizando una aguja de 25 G en la zona del borde del infarto.
La dosis total fue de 1 x 10'° copias del vector baculoviral conteniendo el gen terapéutico Tbx20
(grupo Tbx20, n=12) o el virus control sin gen terapéutico (grupo Null, n=12). Después de cada
inyeccion, se efectud una compresion local suave para asegurar la hemostasia del sitio de puncién.
Después del tratamiento, se cerrd la toracotomia por planos y se retird el tubo endotraqueal. Se
administré cefalotina 1 g por via intravenosa y las ovejas volvieron al bioterio bajo tratamiento
analgésico (0,3 mg/kg de nalbufina, por via subcutinea). Es importante destacar que, en cada
procedimiento, los/as investigadores/as involucrados/as estuvieron cegados en cuanto a la
pertenencia de grupo experimental de cada animal hasta el final del andlisis de datos. Estos animales
fueron analizados siguiendo dos protocolos distintos: un protocolo de efecto a 7 dias del
tratamiento (n=12) para deteccidn del transgén, evaluacidn de la expresidén génica y de la densidad
microvascular; y un protocolo de efectos a 30 dias (n=12), donde ademds de los estudios anteriores,
se evalud el tamafio de infarto y la funcidn ventricular.

A siete (n=6 por grupo) o treinta (n=6 por grupo) dias después del IAM, las ovejas se
sacrificaron mediante inyeccidn intravenosa de sobredosis de propofol seguida de cloruro de
potasio para detener el corazén en diastole. Se extrajo el corazdn, se removieron las auriculas y la
pared libre del ventriculo derecho y se abrié el ventriculo izquierdo (VI) a lo largo del surco septal
posterior. Se fotografié el aspecto endocardico y se cuantificd el tamafio del infarto por
morfometria, y se expresé como porcentaje respecto al area total del VI (Image-Pro Plus 4.1, Media
Cybernetics, EE.UU.). Ademas, se extrajeron muestras de tejido de la zona peri infarto inyectada,
de la zona distal al infarto, y también muestras de érganos remotos (pulmoén, retina, higado, bazo,
rifidn y gonadas) para poder realizar el correspondiente estudio de bioseguridad. Las muestras
fueron fijadas en formaldehido al 10% y se incluyeron en parafina (para estudios histolégicos por
inmunohistoquimica) y otras fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C (para
estudios de biologia molecular).

En los animales del protocolo de seguimiento de 30 dias, se realizaron ecocardiografias
(Sonos 5500, Hewlett-Packard, EE.UU.) para evaluar la funcién ventricular, antes de la cirugia y a
los 3, 15 y 30 dias posteriores al tratamiento. Los estudios se realizaron bajo una ligera sedacion
(diazepam 10 mg via intravenosa) con el animal acostado en decubito lateral derecho.
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Resultados A: Herramientas utiles

Con el fin de comenzar a evaluar el uso de BV del baculovirus ACMNPV en aplicaciones de
terapia génica, se generaron una serie de viriones recombinantes con genes reporteros y pruebas
conceptuales para demostrar su capacidad de vehiculizar genes al nucleo de células de mamiferos,
parainiciar alli la expresién de los factores de interés. En esta primera instancia, era necesario contar
con procedimientos de produccidn y concentracidn de viriones recombinantes, como asi también
de metodologias para la titulacidén viral, la transduccion de células de mamiferos y para la
confirmacién de las tasas de éxito.

BacMam con genes reporteros

Como primera manipulacién, se generaron tres lotes de baculovirus recombinantes
diferentes conteniendo cada uno de ellos un gen reportero distinto (para permitir la expresion de
las proteinas fluorescentes GFP, BFP, mCherry). En todos los casos, los ORF de estos factores
indicadores se los dispuso bajo un doble sistema de promotores: el promotor viral temprano CMV
(funcional de manera constitutiva en células de mamifero); y el promotor baculoviral del gen de la
poliedrina, para permitir la expresién en el sistema productivo (células Sf9). Para cumplir este
objetivo, se utilizé el sistema comercial Bac to Bac (Thermo Fisher). En el Anexo | se describe el
proceso de clonado molecular para la generacién de los plasmidos derivados de pFastBac-Dual
(pFastBac-CMV-GFP, pFastBac-CMV-BFP, pFastBac-CMV-mCherry), a partir de los cuales se
generaron los bacmidos recombinantes y, posteriormente, los baculovirus recombinantes (AcCMV-
GFP, AcCMV-BFP, AcCMV-mCherry). En la Figura 11 se muestran células de insecto Sf9 infectadas
con dichos virus y células de mamifero HEK293T transducidas con tales lotes virales, previamente
concentrados por ultracentrifugacion en colchén de sacarosa, a una MOI (multiplicidades de
infeccion) de 100

Los analisis mediante microscopia de fluorescencia permitieron observar la capacidad de los
BV recombinantes generados en expresar correctamente cada gen reportero en las células de
insecto (lo cual asistié en el seguimiento de los procesos productivos y en la determinacion del titulo
viral), asi como en la capacidad de transducir células humanas y expresar alli los genes conceptuales
elegidos. Con estos lotes, se realizaron las optimizaciones de los procesos de transduccion.
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Figura 11. Baculovirus reporteros para analisis conceptuales. (A) Se muestra un esquema general de las tres
construcciones genéticas utilizadas para generar los baculovirus recombinantes AcCMV-GFP, AcCMV-BFP, AcCMV-
mCherry esquematizados en (B). (C) Se muestran microscopias de fluorescencia de células de insecto Sf9 infectadas
con los baculovirus recombinantes. (D) Se muestran microscopias de fluorescencia de células de mamifero HEK
293T transducidas (MOI 100) con los baculovirus recombinantes previamente concentrados por ultracentrifugacion
en colchon de sacarosa. Todas las micrografias fueron tomadas con el Cytation 5 (Microscopio de fluorescencia) a
100X.
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Determinacién de titulos virales por gPCR

Con el objetivo de facilitar la titulacién de baculovirus que no portan genes reporteros, como
aquellos destinados a la evaluacidn terapéutica de condiciones patoldgicas en modelos animales, se
adquirieron primers para gqPCR seglin Huei-Ru Lo & Yu-Chan Chao, 2004 (Fw.qPCR-IE1 y Rv.qPCR-
IE1; Tabla 5). Cabe sefialar que estos oligonucleédtidos hibridan sobre el gen iel del virus ACMNPV,
el cual se encuentra tanto en las variantes silvestres como en las recombinantes. Ademas, para
construir un DNA calibrador, el gen iel (anidando el fragmento que seria amplificado por el par de
primers para la gPCR) se amplificé mediante PCR end point utilizando los primers FWACMNPV.IE1y
RvACMNPV.IE1 (Tabla 5) y se clond en un vector comercial, generandose la construccion pGMT-IE1
p/qPCR (Tabla 4; Anexo 1). En |a Figura 12 se muestra una reaccion de PCR end point utilizando los
primers para qPCR sobre una curva de calibracién empleando concentraciones diferenciales del
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plasmido pGMT-IE1 p/qPCR como molde. En tanto, en la Figura 13 se observa la curva de calibracion
en funcion del ciclo umbral (Ct) realizada con el mismo plasmido, pero por gPCR.

o
pGT-IE1 1,41x10** &

x2 3456 7 89

H20
Control
negativo
L50pb
Control
positivo

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 2% p/v de una reaccion de PCR end point realizada con los primers
Fw.qPCR-IE1 y Rv.qPCR-IE1. (Izquierda) Se muestra una curva de calibracién generada a partir de diluciones
seriadas del plasmido pGMT-IE1 p/qPCR; se observa una banda de amplificacién de unos 89 pb acorde al
fragmento esperado. (Derecha) Se muestran los controles de dicha reaccién, habiéndose utilizado como
molde negativo un plasmido control carente de la secuencia blanco, y como control positivo, genoma del
bacmido de AcCMV-GFP.

La PCR end point arrojo resultados adecuados en un rango de concentraciones de molde
amplio, sin mostrar oligdmeros de primers ni productos inespecificos, ambas condiciones
importantes para ensayos de qPCR basados en SybrGreen.
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Figura 13. Curva de calibracién para qPCR realizada con el plasmido pGMT-IE1 p/qPCR. Se muestran
los valores de Ct obtenidos en funcién de la concentracidn del pldsmido calibrador empleado como molde
de reaccion en una PCR en tiempo real con SyBrGreen. Ademds, se muestra la ecuacion de la recta
obtenida.

Considerando lo anterior, lotes del virus AcCMV-GFP (concentrados por ultracentrifugaciéon
en colchdn de sacarosa) fueron titulados tanto por el método tradicional de conteo de focos virales
en placa de cultivo celular (ufp, por unidades formadoras de placa), como por el método de qPCR
antes descripto, y se compararon los resultados obtenidos. Luego, se calculé una relacién entre
ambos [R = Titulo gPCR/Titulo placa (ufp)] dado que los procedimientos empleados miden particulas
bajo conceptos diferentes (Tabla 7). Dicho factor R se utilizd para la transformacidn (de moléculas
de DNA/mL a ufp/mL) de los titulos de aquellos virus utilizados en ensayos de transduccion in vitro
e in vivo con variantes recombinantes que no expresan genes reporteros.

Stock Viral Titulo placa Titulo gPCR Titulo qPCR/Titulo placa
(ufp/mL) (moléculas/mL) (moléculas DNA/ufp)
1 2,4x10° 1,2x10™" 50,00
2 2,4x108 6,0x10° 25,00
3 2,4x107 7,7x108 32,00
4 2,4x10° 1,9x107 7,90
5 2,4x108 4,1x10° 17,00
6 1,5x10° 3,9x1010 26,00
7 3,4x10° 4,4x1010 13,00
8 1,0x108 3,6x10° 36,00
9 1,0x108 5,4x10° 54,00
10 5,6x108 2,3x108 41,07
11 5,6x10° 3,6x107 64,29
12 5,6x104 2,8x10°¢ 50,00
13 5,6x103 1,1x105 19,64
14 7,0x107 3,3x10° 47,14
15 6,4x107 2,6x10° 40,94
16 3,6x107 8,6x108 24,00

52



| | R Promedio | 34,25 |
| | Desviacion estandar | 16,28 |

Tabla 7. Titulacion de lotes virales por qPCR vy titulacidn en placa. Se muestran los valores de titulacion de

lotes virales obtenidos por el método tradicional de conteo de focos en placa vs los obtenidos por qPCR sobre
el gen baculoviral je-1. Se muestra el calculo del valor de R para cada stock viral el promedio de los R obtenidos
y la desviacidn estandar del R promedio.

Gracias a disponer del método de cuantificacion de BV por gPCR, se puso a punto un
procedimiento de produccion de lotes baculovirales en monocapas de células Sf9, para estandarizar
la adquisicidon de los IA que se emplearan en pruebas in vitro e in vivo. Asi, se optimizé un proceso
de produccién basado en la infeccidn de células Sf9 en flasks de cultivo de 175 cm? a MOI 0,1 a una
densidad celular del 80-90 %. Recolectandose los sobrenadantes del cultivo a los 4 dias post
infeccidn y clarificdndolos por centrifugacion a 500g durante 10 min. 150 mL de sobrenadante
clarificado se concentré por ultracentrifugacion en colchén de sacarosa y el pellet obtenido
conteniendo los BV se resuspendié en 1 mL de PBS pH 7,4, obteniéndose de esta manera titulos de
entre 1x10%-1x10% pfu/ml.

Transduccion de células de mamiferos In vitro

Una vez ajustados los procedimientos productivos y de cuantificacion de los baculovirus, se
transdujeron distintas lineas celulares de mamiferos y cultivos primarios utilizando distintas MOl de
lotes de BV recombinantes que expresan genes reporteros (trabajos realizados en colaboracion con
el Instituto de Medicina Traslacional, Trasplante y Bioingenieria -IMETTYB-, Universidad Favaloro-
CONICET).

En las Figuras 14 y 15 se resumen los resultados obtenidos por microscopia de fluorescencia
y citometria de flujo, para su interpretacién cualitativa y cuantitativa. En el Anexo lll se muestran
los datos de citometria de flujo con las imagenes de microscopia de fluorescencia correspondiente
a las células transducidas en cada medicion. Estos ensayos mostraron que a partir de una MOI de
200 ya no se podian observar mejoras significativas en la poblacién de células transducidas vy, sin
importar la estirpe celular ensayada (incluyendo a los cultivos primarios considerados), se lograron
exitosamente fracciones celulares positivas para el transgén de entre un 50% y un 80% de la
poblacién total de células impactadas.
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Figura 14. Transduccion de distintas células con baculovirus reporteros. Diferentes lineas celulares y cultivos
primarios de mamiferos fueron expuestas con baculovirus recombinantes que expresan GFP o mCherry.
CMFR: Cardiomiocitos de rata neonatal; H9C2: Mioblastos de rata; HEK293T: Linea celular de rifién humano;
MUSE Conejo (cultivo primario): Multi-lineage differentiating stress enduring cell; MUSE Humano (cultivo
primario): Multi-lineage differentiating stress enduring cell; AC16: Cardiomiocitos ventriculares humanos; MIA
PaCa-2: linea celular de cancer de pancreas humano; Vero: linea epitelial de rifion de mono; SkM: Skeletal
muscle cells de conejo; BHK21 (Transducidas con AcCMV-mCherry): linea de células de rifndn de hamster bebé.
Las fotografias fueron tomadas con Cytation 5 a 100X (HEK293T y H9C2, 25X). Todas las transducciones fueron
realizadas a MOI 100.
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Figura 15. Eficiencias de transduccion en funcién de la MOI. Diferentes lineas celulares y cultivos primarios
de mamiferos fueron expuestas con baculovirus recombinantes que expresan GFP (AcCMV-GFP) a
diferentes MOI (multiplicidades de infeccion) y analizadas luego mediante citometria de flujo. CMFR:
Cardiomiocitos de rata neonatal; H9C2: Mioblastos de rata; HEK293T: Linea celular de rifién humano; MUSE
Conejo (cultivo primario): Multi-lineage differentiating stress enduring cell; MUSE Humano (cultivo
primario): Multi-lineage differentiating stress enduring cell; AC16: Cardiomiocitos ventriculares humanos;
MsK (cultivo primario): Skeletal muscle cells de conejo.

Estos resultados fueron considerados exitosos y compatibles con los reportes bibliograficos
previos, permitiendo sentar las bases para la produccién y evaluacién de IA especificos para
diferentes condiciones patoldgicas empleando modelos animales.
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Resultados B (BacMam con genes
terapéuticos)

Una vez que se lograron optimizar procedimientos in house para la generacién, produccion,
titulacién y evaluacidn in vitro de lotes de BV baculovirales recombinantes, se procedidé a ensayar
diferentes IA en modelos animales vertebrados. En particular, se avanzdé con enfermedades
cardiovasculares (enfermedad arterial periférica e infarto agudo de miocardio) en modelos de
ovejas y conejos dada nuestra colaboracién con el IMETTYB.

Generacién de virus recombinantes portadores de
genes terapéuticos

Los cardiomiocitos adultos suelen estar en un estado de quiescencia, por lo que cualquier
dafio isquémico puede derivar en muerte celular y, en consecuencia, en una cicatrizacién que
compromete la funcidn cardiaca posterior. El control del ciclo celular de los cardiomiocitos puede
constituirse entonces en una clave para un posible tratamiento, por ejemplo, de infartos agudos de
miocardio (IAM). En tal sentido, la inhibicion de factores que bloquean el ciclo celular, o la sobre
expresion de factores promitdticos podrian colaborar en la regeneracion del tejido cardiaco. Bajo
tales conceptos, nuestro grupo de investigacién y el IMETTYB detectaron genes candidatos como
blancos terapéuticos para el desarrollo de terapias génicas para el IAM, a través de un analisis de
transcriptomica diferencial por RNAseq en corazones ovinos de diferentes niveles de desarrollo fetal
y adultos (Locatelli et al, 2020). Este estudio, mas una exhaustiva revision bibliografica (Locatelli et
al, 2019), posibilitaron seleccionar blancos para abordarlos con viriones recombinantes portadores
de genes terapéuticos adecuados.

Asi, se disefiaron una serie de vectores conteniendo distintos genes terapéuticos bajo el
promotor CMV (ya evaluado exitosamente con las proteinas reporteras GFP, BFP y mCherry), y otros
conteniendo sets de expresion de shRNA (Short hairpin RNA) bajo promotores de RNA polimerasa
I, para hacer silenciamiento génico (Tabla 8). Dichas secuencias fueron sintetizadas y clonadas en
el plasmido pFastBac-Dual por la empresa Gene Universal (China), dando lugar a los plasmidos
pFastBac-TbX20, pFastBac-mHifl-a, pFastBac-Meis, pFastBac-shRNA-A, pFastBac-shRNA-B. A partir
de estas construcciones se generaron virus recombinantes mediante el sistema Bac to Bac (Thermo
Fisher). En el Anexo | se adjuntan las secuencias disefiadas y el proceso de generacidon de los virus
recombinantes.
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Virus Gen terapéutico Accién del gen terapéutico
interactua con Nkx2.5 y Gata4,
asi como con genes reguladores
iti I cicl lul
Tbx20 (T-Box 20 Transcription pOSt |vos‘de ciclo ce'wary, a su
BV.Tbx20 . vez, reprime los inhibidores del
Factor) bajo promotor CMV .
ciclo celular, lo que lleva a la
proliferacién y diferenciacién
celular
mHifl-Alpha (Variante .
! pha (Vari . Factor de transcripcion capaz de
mutante de la subunidad inducir la expresion de mas de
BV.mHifl-a alpha del factor inducible por .p .
L . 60 genes implicados en la
hipoxia 1 resistente a angiogénesis y arteriogénesis
oxigeno) bajo promotor CMV glog y g
MEIS1 es un factor de
transcripcién que juega un papel
. Gen humano Meisl bajo importante en el desarrollo de
BV.Meis L, . .
promotor CMV varios drganos, incluidos los
sistemas nerviosos central y
periférico.
BV.shRNA-A shRNA anti Meis1 Silenciamiento de Meis1
BV.shRNA-B shRNA anti Meis1 Silenciamiento de Meis1
BV Null 3 Control negatlvo .par.a ensayos in
vitro e in vivo

Tabla 8. Resumen de los baculovirus recombinantes generados para ser usados en ensayos de terapia génica
para el tratamiento del infarto agudo de miocardio.

Los virus mencionados se genotipificaron mediante PCR (Figura 16), y se produjeron en las
cantidades necesarias siguiendo los procedimientos optimizados con los baculovrius reporteros
antes generados, para realizar ensayos in vitro e in vivo, los cuales contindan en la actualidad. Cada
lote viral se concentrd por ultracentrifugacidén en colchdn de sacarosa y se titulé mediante la gPCR

que detecta el gen ie-1.
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Figura 16. Genotipificacion de los virus recombinantes portadores de genes terapéuticos. (A) PCR
sobre el virus BV.mHif1-a con los primers FwWCMV y RvHSV.PolyA. Amplificacidén esperada: 2620 pb.
(B) PCR sobre el virus BV.Meis con los primers FWCMV y RvHSV.PolyA. Amplificacion esperada:
1312 pb. (C) PCR sobre los virus BV.pU6-shRNA-A y BV.pU6-shRNA-B con los primers FWPU6 y
RVHSV.PolyA. Amplificacidon esperada: 345 pb. (D) PCR sobre el virus BV.Tbx20 con los primers
FWCMV y RvHSV.PolyA. Amplificacién esperada: 1506 pb. En todos los casos, se muestran
electroforesis en gel de agarosa 1 % p/v tefiidas con Bromuro de Etidio y exposicion a luz UV.
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Terapia génica para regeneracion cardiaca en
modelo ovino

Se realizaron ensayos in vitro en cardiomiocitos de rata neonatal e in vivo en un modelo de
IAM en ovejas, utilizando el virus AcCMV-GFP y el virus BV.Tbx20 (un IA de los antes generados). Los
resultados se encuentran en proceso de publicacion: “Effect of intramyocardial administration of
baculovirus encoding the transcription factor Tbx20 in sheep with experimental acute myocardial
infarction”, Bauza et al 2023 (En revision), y algunos de ellos se resumen en la Figura 17.

En particular, se midié la proliferacién celular y la angiogénesis in vitro en cardiomiocitos
transducidos con BV.Tbx20 o BV.Null a los 2 y 5 dias pos-tratamiento. Posteriormente, en ovejas con
IAM, se inyectaron 10%° copias de BV.Tbx20 o BV.Null por via intramiocérdica en el borde del infarto.
Se midieron la proliferacidn celular, la angioarteriogénesis, la funcidn del ventriculo izquierdo y el
tamanio del infarto a los 7 y 30 dias después del tratamiento. Estos ensayos mostraron que BV.Tbx20
aumentd la proliferacion celular, la expresion de genes angiogénicos y reguladores del ciclo celular
y la tubulogénesis en comparacién con BvNull. A los 7 dias posteriores al tratamiento, las ovejas
tratadas con BV.Tbx20 mostraron: a) un aumento en la expresién del transgén Tbx20, genes
promitéticos y angiogénicos; b) una disminucién en los niveles de P21 (inhibidor de ciclo celular); c)
un aumento en Ki67 y fosfo-histona H3 (PHH3)/mm? (biomarcadores de células mitdticas); d) un
aumento de la densidad capilar y arteriolar.

A los 30 dias posteriores al tratamiento, el grupo con BV.Tbx20 disminuyd el tamafio del
infarto y mejord la funcidén del ventriculo izquierdo. Ademds, no se observaron secuelas ni
respuestas inmunes evidentes del tratamiento con los BV recombinantes en las ovejas. Por otra
parte, no se detectd DNA baculoviral en los tejidos no intervenidos de los animales que participaron
del ensayo. Cabe sefialar que actualmente se estan llevando a cabo procedimientos similares a los
empleados con el IA BV.Tbx20, pero con los IA BV.Meis, BV.shRNA-A y BV.shRNA-B.
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Figura 17. Ovejas con IAM tratadas con terapia génica baculoviral. (A) Expresidn relativa del transgén Tbx20
en cardiomiositos transducidos con BV.Tbx20 y BV.Null a 2 y 5 dias post transduccion. (B) Deteccién del
transgén Tbx20 humano en tejido ovino inyectado a los 7 dias post tratamiento. (C) Ensayo de induccién de
angiogénesis in vitro. (D) Izquierda: fotografias representativas de la induccion del infarto agudo de miocardio
experimental, donde los puntos de color amarillo representan los lugares de inyeccion del vector baculoviral,
y procedimiento de la inyeccidn intramiocardica en las zonas peri-IAM. Derecha: porcentaje de tejido
necrotico a 30 dias post-IAM; imagenes representativas de ventriculos izquierdos infartados desde la cara
endocardica de cada grupo. Los * representan diferencias significativas. Imagenes tomadas de Bauza et al,
2023.
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Terapia génica para enfermedad arterial periférica
en conejos

Por otra parte, se analizd otra terapia génica con vector baculoviral basada en el BV. mHif1-
a. Esta vez, se eligié la enfermedad arterial periférica y a los conejos como modelo animal. Esta
patologia es una afeccidn circulatoria prevalente en los seres humanos, en la que el estrechamiento
o bloqueo de los vasos sanguineos reduce la irrigacién sanguinea en los miembros, pudiendo derivar
en amputaciones. Su desarrollo suele ser a causa de la acumulacidn de depdsitos de grasa y calcio
en las paredes de las arterias (aterosclerosis), y los factores de riesgo son la edad, la diabetes y el
tabaquismo. Las intervenciones terapéuticas buscan, por ejemplo, revascularizar el miembro
afectado para corregir los problemas de irrigacidon deficiente. Por ello, la proteina Hifl-Alpha
(subunidad alfa del factor inducible por hipoxia) es una candidata adecuada para procedimientos
experimentales de terapia génica, debido a que es un factor de transcripcién capaz de inducir la
expresion de mds de 60 genes implicados en la angiogénesis y arteriogénesis ante un proceso
isquémico. En particular, el IMETTYB en colaboracién con la Universidad de Stanford (EE. UU.) han
desarrollado una variante mutante (mHif1-Alpha), la cual es resistente al oxigenoy, por ende, posee
una vida media superior a la wild type (Hnatiuk et al, 2016).

En base a lo anterior, se realizaron ensayos in vitro en cultivos primarios de células de
mioblastos esqueléticos (SkM) de conejo, e in vivo en un modelo de enfermedad arterial periférica
(EAP) en conejos, utilizando el virus AcCMV-GFP y el virus BV.mHif1-a como IA de una terapia génica.
Los resultados han dando lugar a una publicacion (Effect of intramuscular baculovirus encoding
mutant hypoxia-inducible factor 1-alpha on neovasculogenesis and ischemic muscle protection in
rabbits with peripheral arterial disease ,Gimenez et al, 2020) donde se mostré que la aplicacion del
virus BV.mHIF-1a indujo neovascularizacién y dafio isquémico reducido en conejos con EAP, como
se resume en la Figura 18.

Ademas, utilizando el virus AcCMV-GFP se realizé un perfil de bioseguridad en los conejos a
los 14 dias posteriores al tratamiento (Figura 18). Estos estudios permitieron mostrar que la
duracidn de la expresidn de los genes transducidos decae a los 14 dias post-inyeccion, y que el vector
viral en los 6rganos periféricos no es detectable.

En sintesis, los procedimientos de terapia génica con vector baculoviral que han sido
ensayados en modelos animales con enfermedades cardiovasculares (ovejas con IAM y conejos con
EAP), nos han permitido verificar que los BV de AcMNPV (producidos y formulados en acuerdo con
los procedimientos optimizados por este trabajo de tesis), demostraron ser vehiculos seguros y
eficaces para los fines deseados. Como desventaja observada, la cual estd en acuerdo con la
bibliografia, se determiné que la ventana temporal de expresion de los transgenes no supera las dos
semanas luego de la inoculacién. Esto podria ser un limitante y, por ende, es interesante disefiar
alternativas que permitan extender la duracién del tratamiento sin la necesidad de una
redosificacion. En tanto, mejorar la capacidad de transduccién de los BV en células de mamifero
mediante estrategias de pseudotipificacion, podria derivar en el uso de cantidades menores de
viriones a ser administrados, aliviando en consecuencia cuestiones productivas y potenciales
aspectos inmunoldgicos en el organismo destino.
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Figura 18. Deteccidn y expresion de baculovirus en conejos modelo para enfermedad arterial periférica. (A) Diseccidn
de la arteria femoral. La flecha negra superior indica el origen de la arteria femoral superficial. La flecha negra inferior
indica la arteria femoral inmediatamente proximal a su bifurcacion en las arterias safena y poplitea. (B) Sitios de
inyeccién. (C) Gen viral ie-1 y deteccién por gPCR en aductor izquierdo (inyectado) y tejidos remotos (pulmén, cerebro,
retina y génadas) a los 3, 7 y 14 dias post-inyeccidn. La linea punteada indica el limite inferior del rango de deteccion del
equipo utilizado. (D) Niveles relativos de mRNA de GFP con respecto a animales inyectados con PBS (linea de puntos).
(E) Imagenes representativas del aductor isquémico en Microscopia dptica (fila superior) y de fluorescencia (fila inferior).
Se observo fluorescencia verde de la proteina GFP en las fibras musculares. (F) Imagenes angiograficas representativas
de arteriolas y capilares de los grupos control (BV.Null, Izquierda) y tratados (BV.mHif-1a, Derecha). Las flechas rojas en
los angiogramas indican los sitios proximal y distal de la arteria femoral extirpada quirdrgicamente. Imagenes tomadas
de Giménez et al., 2020.
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Resultados C (BacMam con mayor
poder de transduccion)

En las secciones previas se describieron los resultados vinculados con las optimizaciones
llevadas a cabo para la generacién, produccién en células de insecto, y validacién conceptual de
baculovirus recombinantes (formulaciones ultraconcentradas de BV que expresan proteinas
reporteras), asi como el desarrollo y pruebas de eficacia preclinicas en modelo animal (ovejas y
conejos) de dos IA de terapia génica para las patologias IAM (gen que expresa Tbx20 humano) y EAP
(gen que expresa una versién mutada de HIF-1alpha humano) basadas en tecnologia BacMam.

Dado que el nimero de vectores virales a ser administrados en un paciente puede implicar
riesgo inmunoldgico, las mejoras en el poder de transduccion de viriones ingenierizados es un
objetivo de mejora perseguido. En tal sentido, en este apartado se detallan los ensayos y resultados
destinados a la pseudotipificacién de las particulas BV con VSV-G, dado que si ya lograron ser
eficaces en su versidn silvestre (empleando la proteina baculoviral GP64 para el ingreso en las
células de mamiferos), podrian superar su performance con la nueva proteina fusogénica en
evaluacién.

Generacion de baculovirus recombinantes

La generacion de viriones de baculovirus con una proteina estructural heteréloga requiere
de su expresion en el contexto de una infeccién en células susceptibles de insectos. En el caso
particular de los baculovirus, los cuales poseen dos morfotipos de virién (BV y ODV; estos ultimos
dentro de OB), resulta clave evaluar en qué momento de la cascada regulatoria viral resulta
conveniente la produccién de la proteina en cuestion. Como se introdujo oportunamente, existen
genes baculovirales inmediatamente tempranos, tardios, y muy tardios, cuya expresidon esta
asociada a la produccidn de cada morfotipo viral, siendo primero producidos los BV, y luego los OB.
En consecuencia, la eleccion del promotor viral que direccione la generacidn de una nueva proteina
estructural de membrana (en este caso, la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular, o VSV-
G) resulta en un desafio clave para favorecer que la mayoria del lote de viriones producido exponga
el pseudotipo deseado.

Bajo el marco anterior, y con el fin de conocer en primer término la temporalidad de
expresion diferencial de tres promotores del baculovirus AcMNPV, se produjeron lotes de BV
recombinantes que expresan GFP bajo los promotores de los genes virales ie-1 (inmediatamente
temprano), gp64 (temprano/tardio) y p10 (muy tardio), activos en células de insecto en condiciones
de infeccién con baculovirus, confrontandose también la expresidn diferencial con la produccién de
BV. Bajo estas secuencias, por otra parte, se produjeron luego BV recombinantes que expresan a
VSV-G (versidon completa) bajo los tres promotores en evaluacion, ademas de la proteina GFP bajo
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el promotor viral temprano de Citomegalovirus, o pCMV, para su evaluacion conceptual en células
de mamifero (Figura 19). En el Anexo | se describen todos los clonados moleculares realizados para
generar dichas construcciones y virus.

pIE1 ORF gfp SV40 PolyA HSV PolyA ORF vsv-g plE1  pCMV ORF gfp SV40 PolyA
pGPB4 ORF gfp SV40 PolyA HSV PolyA ORF vsv-g GP64 pCMV ORF gfp SV40 PolyA
pP10 ORF gfp SV40 PolyA HSV PolyA ORF vsv-g pP10  pCMV ORF gfp SV40 PolyA

Figura 19. Esquemas de las secuencias génicas presentes en los virus pseudotipados. (A) Corresponde a los
virus que expresan la proteina GFP bajo los promotores virales iel (inmediatamente temprano), gp64
(temprano/tardio) y p10 (muy tardio). (B) Corresponde a los virus que expresan la proteina VSV-G bajo los
promotores virales ie1, gp64 y p10vy a la proteina GFP bajo el promotor CMV.

Los baculovirus AcMNPV recombinantes que expresan GFP bajo el control de los
promotores virales de jel y gp64 fueron construidos en este trabajo, mientras que el
correspondiente al promotor pl10 habia sido elaborado previamente en el laboratorio. Las
construcciones “donoras” utilizadas para generar estos virus recombinantes se denominaron
pFastBac-Prom.le1/GFP, pFastBac-Prom.Gp64/GFP (Tabla 4), mientras que los virus resultantes se
nombraron AcProm.lel/GFP, AcProm.Gp64/GFP y AcProm.P10/GFP (Tabla 4), en funcién del
promotor correspondiente. En la Figura 20, se muestran microscopias de fluorescencia
correspondientes a la linea celular Sf9, a las 24 horas de ser infectadas con los BV recombinantes. El
tiempo elegido, coincidente con momentos muy tardios de un ciclo infectivo, posibilita la
acumulacidon de proteinas heterélogas (en este caso, GFP) sin importar su temporalidad de
expresion. Esto permitid evidenciar la integridad y funcionamiento de los promotores virales
seleccionados.

64



Figura 20. Células Sf9 infectadas con BV recombinantes productores de GFP con temporalidad diferencial.
Monocapas de células Sf9 fueron infectadas a MOI 5 con los BV recombinantes. Las imagenes superiores
exponen la emision de fluorescencia verde a las 24 hs, correspondiente a la proteina reportera GFP, expresada
por los promotores baculovirales en estudio. Todas las micrografias fueron tomadas con el Cytation 5 (10X):
(A) corresponde al virus AcProm.le1/GFP; (B) corresponde al virus AcProm.GP64/GFP; (C) corresponde al virus
AcProm.P10/GFP.

Confirmado entonces que los promotores baculovirales elegidos fueron funcionales durante
un ciclo de infeccién en células de insecto (quedando pendiente su evaluacién temporal, lo que es
descripto mas adelante en esta misma seccion), se construyeron los BV recombinantes que expresan
la proteina VSV-G bajo el control de los promotores virales de iel, gp64 y p10, ademas de portar un
gen reportero para células de mamiferos (expresién de GFP dirigida por el promotor CMV) segun lo
descrito en Anexo I. Las construcciones “donoras” que posteriormente dieron origen a los bacmidos
se denominaron pFastBac-Prom.le1/VSVG, pFastBac-Prom.Gp64/VSVG y pFastBac-P10/VSVG
(Tabla 4), mientras que los virus resultantes se nombraron como AcProm.lel/VSVG,
AcProm.Gp64/VSVG y AcProm.P10/VSVG (Tabla 4), en funcién del promotor correspondiente.

En la Figura 21, se muestran las microscopias de fluorescencia correspondientes a la linea
celular Sf9, a las 48 horas de ser infectadas con los BV recombinantes potencialmente
pseudotipados. Como puede observarse, las células infectadas presentaron fluorescencia verde, lo
que no era esperado ya que el promotor CMV es muy poco funcional en células Sf9, con picos
posibles de expresidn en tiempos muy tardios de infeccidn, cercanos a las 72 horas (Li et al., 2014).
Sin embargo, al contener las células muchas copias del gen debido a la MOI empleada y a la
generacion de nuevos genomas virales dentro de ella por los eventos de replicacidn, es factible
suponer que los niveles de expresion de GFP serian suficientes para ser observados bajo el
microscopio de fluorescencia. En tal sentido, estos ensayos permitieron confirmar la funcionalidad
del gen reportero para su evaluacion posterior en mamiferos, quedando aun pendiente ensayar la
correcta expresion de VSV-G.
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Figura 21. Células Sf9 infectadas con BV recombinantes productores de VSV-G con temporalidad diferencial.
Monocapas de células Sf9 fueron infectadas a MOI 5 con los BV recombinantes. Las imagenes superiores
exponen la emision de fluorescencia verde a las 48 hs, correspondiente a la proteina reportera GFP, expresada
bajo el promotor temprano de CMV. Todas las micrografias fueron tomadas con el Cytation 5 (10X): (A)
corresponde al virus AcProm.le1/VSVG; (B) corresponde al virus AcProm.Gp64/VSVG; (C) corresponde al virus
AcProm.P10/VSVG.

En la Figura 22 se muestra la genotipificacién mediante PCR de los virus generados con VSV-
G, utilizando para ello los primers Fw.plE1, Fw.pGP6, y RvWSVG y FWVSVG (Tabla 5). En todos los
casos, se confirmé que los BV recombinantes contienen el transgén de vsv-g, sin existir
contaminacidon cruzada entre los distintos lotes virales. Estas pruebas se realizaron con BV
ultraconcentrados y listos para su posterior evaluacién funcional.
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Figura 22. Genotipificacién de los virus AcProm.le1/VSVG, AcProm.Gp64/VSVG y AcPromP10/VSVG. (A) PCR
para amplificar el ORF del gen de vsv-g utilizando los primers RvWSVG y FWVSVG observandose que todos los
virus recombinantes amplificaron el fragmento esperado de 1587pb. (B) PCR para amplificar el promotor de
lel + el ORF vsv-g utilizando los primers Fw.plEl y RvVSVG, observandose que solo el virus 1
(AcProm.le1/VSVG) amplificé el fragmento esperado de 2223pb. (C) PCR para amplificar el promotor gp64 +
el ORF vsv-g utilizando los primers Fw.pGP64 y RvVSVG, observandose que solo el virus 2 (AcProm.
Gp64/VSVG) amplificé el fragmento esperado de 1883pb. En todos los casos, se muestran electroforesis en
geles de agarosa 0,8% p/v. L1K: Ladder 1kpb plus (Anexo I); C+: plasmido pFactBac-P10/VSVG; 1: virus
AcProm.le1/VSVG; 2: Virus AcProm.Gp64/VSVG, 3: Virus AcPromP10/VSVG.

Cinética de expresion de Ilos promotores
baculovirales

Los baculovirus que portaban al ORF de GFP bajo el control de los promotores baculovirales
en estudio (ie-1, gp64 y pl10), denominados AcProm.lel/VSVG, AcProm.Gp64/VSVG vy
AcProm.P10/VSVG (Tabla 4), fueron propagados en monocapas de células Sf9, titulados los lotes
producidos, y evaluados en la temporalidad de la expresion de la proteina fluorescente verde en
células Sf9 a distintos tiempos (3, 6, 12, 24, 36 y 48 horas) para cubrir un ciclo baculoviral completo.
Esta informacion resultaba relevante para cotejar en qué momento las células de insecto infectadas
comenzarian a expresar la proteina VSV-G, y cdmo esto podria afectar la produccién de BV y su
potencial pseudotipificacion. En la Figura 22, se exponen microscopias de fluorescencia derivadas
del ensayo mencionado.
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Figura 22. Temporalidad en la expresidon de GFP bajo promotores diferenciales en células de insecto.
Microscopias de fluorescencia (25X) de células Sf9 a las 3, 6, 12, 24, 36 y 48 horas post-infeccién. Se
emplearon los baculovirus AcProm.le1/GFP (A), Ac.Prom.Gp64/GFP (B) y Ac.PromP10/GFP (C). A modo
de control, se utilizaron células sometidas al protocolo de infeccidn pero, en vez de ser enfrentadas a
virus, fueron incubadas en medio GRACE’s.
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Para el caso del virus AcProm.le1/GFP, ya resulta posible observar la aparicion de focos de
fluorescencia a las 6 horas de infeccion. La intensidad, asi como la cantidad de ésta, aumenta
sostenidamente hasta las 36 horas, y decrece hacia las 48 horas. Si bien, como se mencioné
anteriormente, el promotor de iel es de temporalidad inmediatamente temprana, la longevidad del
transcripto es mucho menor que la de GFP (dado que esta sometido a otros controles regulatorios),
lo que explicaria la alta intensidad de focos en un estadio tardio de infeccion. Por otro lado, en lo
que respecta al virus AcProm.Gp64/GFP, la apariciéon de focos se observa a las 12 horas, lo que
indicaria una expresion mas tardia que la de jel1, y mds temprana que la de p10. La intensidad de la
fluorescencia de los focos resultantes de este lote, en comparacion con los del AcProm.lel/GFP,
resulta menor, lo que también permite el andlisis cualitativo de la actividad de cada promotor. Por
ello, podria inferirse que el promotor de jiel presenta una mayor actividad respecto del de gp64. Por
ultimo, en lo que refiere al virus AcProm.P10/GFP, los focos de fluorescencia comienzan a aparecer
recién a las 24 horas, lo cual coincide con la temporalidad del promotor en cuestién, cuya actividad
estd vinculada principalmente con la infeccidon secundaria, entre las 19 y las 48 horas post
exposicién. El numero de focos aumenta hacia las 36 y 48 horas, al igual que la intensidad, y también
es posible observar que esta ultima, en particular, es mayor a la observada para los casos de los
otros dos virus. La actividad de los promotores, asi como su temporalidad, coinciden con lo
evidenciado en experiencias previas, como lo expuesto en Chen et al., 2014.

A la par de los ensayos anteriores, se midié en los medios condicionados la produccién de
BV. Estos andlisis arrojaron que a partir de las 12 horas comienzan a emerger las particulas virales
de nueva generacion al medio de cultivo. En tal sentido, cualquiera de los tres promotores elegidos
para dirigir la expresién de VSV-G deberian ser adecuados para pseudotipar a los BV, pero su
acumulacidn diferencial en las membranas celulares podria no ser similar, lo que podria impactar
en la capacidad de transduccién de estos viriones en células de mamiferos. También, la presencia
de VSV-G podria comprometer la disposicion de GP64 (proteina fusogénica baculoviral) y, en
consecuencia, afectar la produccién de viriones pseudotipados. Por ello, se prosiguié con ensayos
especificos sobre los lotes virales de AcProm.le1/VSVG, AcProm.Gp64/VSVG y AcProm.P10/VSVG
(Tabla 4).

Determinacién de la incorporacion de la proteina
VSV-G en los BVs pseudotipados

Con el objetivo de determinar si los BV recombinantes AcProm.lel/VSVG,
AcProm.Gp64/VSVG y AcProm.P10/VSVG contenian la proteina VSV-G, se realizaron ensayos de
western blot con anticuerpos anti VSV-G (58kDa) y anti VP39 (39KDa) (proteina mayoritaria de la
capside viral) sobre extractos proteicos derivados de los virus previamente purificados por
ultracentrifugacion en colchdn de sacarosa (Figura 23).
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Figura 23. Western Blot con anticuerpos anti VSV-G y anti VP39 de baculovirus
recombinantes. Se emplearon los BV AcPromP10/VSVG (calle 2), Ac.Prom.Gp64/VSVG (calle
3) y AcProm.le-1/VSVG (calle 4). A modo de control negativo, se utilizé el virus recombinante
AcCMV-GFP (calle 5).

Se observa que todos los BV en estudio expresan VSV-G y, como dato mds importante, la
portan en la estructura del virién, a pesar de haberse empleado la variante silvestre sin modificacion
alguna. En particular, AcProm.P10/VSVG resulté ser la variante con la mayor cantidad de la proteina
en cuestion, seguido por AcProm.gp64/VSVG vy, luego, por AcProm.lel-1/VSVG. Estos ultimos
parecen contener a VSV-G en cantidades similares, pero considerablemente menores al resultado
de AcProm.P10/VSVG. En consonancia con los estudios realizados con los virus AcProm.le1/GFP,
AcProm.Gp64/GFP y AcProm.P10/GFP, es posible pensar que la potencia del promotor p10, a pesar
de comenzar a funcionar en momentos posteriores al inicio de la brotacion de viriones, permite
producir lotes de BV con mayor carga de pseudotipo que cuando se emplearon los promotores ie-1
y gp64, cuyo comienzo funcional ocurre antes de la liberacidn de viriones. Sin embargo, resta saber
si la presencia de VSV-G compromete la infectividad de los BV en células de insecto, lo cual podria
limitar la posible mejora tecnolégica en la transduccién.
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Ensayo de fusogénesis de células infectadas con
BVs pseudotipados con VSV-G

Durante el proceso de generacion y produccidn de BV pseudotipados con VSV-G se visualizdé
la fusién de las células Sf9 infectadas con dichos virus, por lo que se realizé un ensayo para
corroborar la formacién de sincicios. En la figura 24 se muestran microscopias de fluorescencia de
las células a las 72 horas post infeccion.

AcProm. AcProm. AcProm.
0 GNSVG PNSG

Figura 24. Formacion de sincicios en células S$f9 infectadas con BV portadores de VSV-G. Se muestran
microscopias de fluorescencia (100X) de células Sf9 a las 72 horas post-infeccidn con los virus recombinantes
que expresan la proteina VSV-G. Se emplearon los BV AcPromP10/VSVG, Ac.Prom.Gp64/VSVG vy
AcProm.le1/VSVG. A modo de control negativo, se utilizé el virus recombinante AcCMV-GFP. (Arriba) Imagen
campo claro; (Medio) Imagen con el filtro para GFP; (Abajo) Imagen con el filtro DAPI.

Este estudio permitid confirmar que las células infectadas con los virus que expresan la
proteina VSV-G tienden a fusionarse entre si formando sincicios, siendo las células infectadas con
AcProm.P10/VSVG las que presentaron mayor formacion de estas estructuras, seguidas por las
expuestas a AcProm.gp64/VSVG vy, en tercer lugar, las infectadas con AcProm.le1/VSVG. En tanto,
las células infectadas con un virus control (AcCMV-GFP) no generaron fusiones celulares. Este
ensayo mostré que la presencia de VSV-G en las membranas (que luego formardn parte de las
envolturas de los BV) se encuentra activa en su rol fusogénico, al evidenciarse la formacién de
células multinucleadas. Por otra parte, este estudio correlaciond con el western blot, mostrando
qgue AcProm.P10/VSVG es la variante que expresa en mayor medida a VSV-G.
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Ensayo de produccion de BV de los virus
pseudotipados con VSV-G

Con el objetivo de determinar si la capacidad de producir BV se veia afectada por la
expresion de VSV-G durante el ciclo infectivo en AcProm.lel/VSVG, AcProm.Gp64/VSVG y
AcProm.P10/VSVG (antes corroborada por western blot y presencia de sincicios), se realizaron
ensayos para estudiar la cinética de generacidn de viriones en funcién del tiempo, compardndolo
con AcCMV-GFP, un baculovirus que sdlo expresa GP64. En la Figura 25 se grafican los resultados
obtenidos durante las primeras 48 horas post-infeccion.

Cinética de generacion de BVs
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Figura 25. Produccion de BV en funcion del tiempo en baculovirus pseudotipados con VSV-G. El gréfico de
lineas muestra la produccidon acumulada de BV a cada tiempo ensayado (promedio de tres réplicas y desvio
estandar). No se observan diferencias significativas. UFP = unidades formadoras de placas totales.

De este modo, pudo observarse que la expresién de la proteina VSV-G no compromete la
produccién de BV, sin importar el momento del ciclo dénde ésta se expresa y la formacién de los
sincicios. Por otra parte, este estudio reveld que la mayor productividad de BV ocurre luego de las
24 horas de iniciada la infeccidn, lo cual ayuda a explicar por qué AcProm.P10/VSVG es la variante
gue porta mayor cantidad de VSV-G en sus viriones producidos, dado que el promotor p10 es el que
presenta mayor actividad en esa parte del ciclo infectivo.

También, a modo de sumar mas evidencias sobre el impacto de la presencia de VSV-G en la
productividad de BV, se realizaron ensayos de medicién del crecimiento de fécos de infeccién en
monocapas de células Sf9 infecadas (Figura 26).

72



Esta nueva evidencia reveld que la infectividad y capacidad de produccién de BV no se ve
alterada a pesar de estar presente el pseudotipo de VSV-G. En tal sentido, esta ingenieria del vector
baculoviral no afecta los procesos productivos y, si logra una mejora en la capacidad de
transduccion, resultara entonces en una incorporacién deseada dentro de las tecnologias BacMam.

Ensayo de capacidad de transduccion de los BVs
pseudotipados con VSV-G

Finalmente, para determinar si los BV pseudotipados con VSV-G (AcProm.lel/VSVG,
AcProm.Gp64/VSVG y AcProm.P10/VSVG) poseian una capacidad diferencial de transducir células
de mamiferos en comparacién con los BV que sélo portan GP64 (que fueron los utilizados en los
ensayos preclinicos en modelos animales para IAM y PAD y, que en este caso, se representan con
AcCMV-GFP), se realizaron estudios en células HEK 293T, Vero y Mia PaCa-2, los cuales se analizaron
por microscopia de fluorescencia y citometria de flujo (Figura 27).

Cinética de crecimiento de focos de infeccion
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Figura 26. Evolucion de focos de infeccion de BV pseudotipados con VSV-G en monocapa de células. Grafico
de barras mostrando la progresion del aumento en el didmetro de los focos de infeccién a lo largo del tiempo.
Las imagenes de microscopia de fluorescencia muestran la progresion de uno de los focos medidos a manera
de ejemplo (Tiempos 72, 96 y 120 horas). Las mediciones (promedios de 5 focos y desvios estandar) se
realizaron considerando el didmetro vertical y el didmetro horizontal de los focos.
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Figura 27. Ensayos de transduccion con BV pseudotipados con VSV-G. Microscopias de fluorescencia (100X)
de células MIA PaCa-2, Vero y HEK293T a las 24hs post-transduccion (MOI 100) con los virus recombinantes
pseudotipados con VSV-G (AcProm.le1/VSVG, AcProm.Gp64/VSVG y AcProm.P10/VSVG) vs BV silvestre
(AcCMV-GFP). En la esquina superior derecha de cada foto se detallan los porcentajes de células que expresan
GFP determinado por citometria de flujo.

Los resultados evidenciaron que los virus pseudotipados con VSV-G fueron todos mas
eficaces en ingresar a las células de mamifero ensayadas que la variante que sélo portaba GP64. En
particular, el virus AcProm.P10/VSVG resultd el mdas exitoso, seguido por las variantes
AcProm.gp64/VSVG y AcProm.le1/VSVG. Esto podria estar mostrando un aumento en la cantidad
de virus que ingresan por célula, como también una posible mejora en la llegada del virus
transducido al nucleo celular por una mejor liberacién del endosoma. En el Anexo Il se muestran
los resultados de las citometrias de flujo.

En sintesis, la totalidad de los estudios descriptos en esta seccion demostraron que es
posible pseudotipar a los viriones brotados de ACMNPV con VSV-G, sin comprometer su infectividad
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en células de insecto (dato clave para no afectar los bioprocesos productivos), y mejorando a su vez
el poder transductor en células de mamifero. De manera clara, los viriones que expresan VSV-G en
momentos muy tardios del ciclo baculoviral resultaron ser los mas apropiados, por lo que en una
futura ingenieria definitiva del vector BacMam deberia emplearse esta opcién, la cual
aproximadamente duplica la eficacia respecto a la versidn silvestre. Esto permitira reducir el nimero
de viriones administrados en el paciente con una consecuente mejora en el perfil inmunoldgico.
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Resultados D (BacMam con efecto
terapéutico mas duradero)

En acuerdo con los resultados vertidos en este trabajo de tesis, los BV de AcMNPV resultaron
exitosos como vectores de terapias génicas en mamiferos, tanto en condiciones in vitro como in
vivo, mostrando una alta capacidad de transduccidn de un amplio espectro de tipos de célulasy una
produccién sencilla y facilmente escalable. Por otra parte, se pudo demostrar que los viriones
pueden ser pseudotipados con la proteina VSV-G para incrementar su aptitud en el delivery de genes
de interés. Sin embargo, aun queda la necesidad de buscar estrategias para lograr un incremento
en la temporalidad de expresidon de los genes vehiculizados, para asi lograr un mayor efecto
terapéutico para ciertas condiciones patoldgicas.

En esta seccién, se muestran alternativas conducentes a mejorar la duracién de la expresion
en mamiferos de las secuencias vehiculizadas, con el propdsito de ampliar las opciones del uso de
las tecnologias BacMam a un mayor porfolio de enfermedades humanas, en las cuales una expresion
transitoria de tan corta duracién resulta insuficiente para la generacién de una mejora sustancial en
el paciente.

Diseno de secuencias y clonados moleculares

Se disefiaron varias construcciones genéticas con el objetivo de generar un circuito génico
inducible capaz de liberar un minicirculo (cccDNA) o un ministring (cccIDNA) dentro de las células
de mamifero. Estas moléculas de dsDNA serian mas pequenas que el esqueleto baculoviral integro,
y podrian contar incluso con secuencias que ayuden a su replicacidon. De este modo, una vez en el
nucleo de las células de mamiferos, podrian estabilizarse en un plazo de tiempo mayor, para asi
soportar una expresion génica potencialmente mas duradera que ayude con la accidon terapéutica
deseada.

Para la generacidn del minicirculo se decidié utilizar la tecnologia Cre/LoxP, utilizando para
ello las variantes LoxP66 y LoxP71, las cuales contienen una mutacién que torna al proceso de
liberacion en irreversible (Zhang & Lutz, 2002). En tanto, para la produccién de ministring se decidid
utilizar la tecnologia protelomerasa/telRL (Deneke et al., 2000; Heinrich et al., 2002; Schakowski et
al., 2007). Por otra parte, se decidid agregar al minicirculo el origen de replicacion del virus Epstein-
Barr (gen ebnal + OriP) (Suzuki et al., 2009), para que tenga la capacidad de permanecer como un
episoma en la célula intervenida. En tanto, como regulador de la induccidn génica para la liberacién
de estas moléculas de dsDNA se decidid utilizar la tecnologia TetON/TetOFF, la cual se basa en el
uso de tetraciclina/doxiciclina (Tet-On® 3G Inducible Expression Systems User Manual, Clontech®
Laboratories Inc., USA).
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Dichas secuencias se disefiaron in silico y se sintetizaron por la empresa GeneUniversal la
cual las cloné en el vector plasmidico pUC57, dando lugar a los pldasmidos pUC57-1A, pUC57-1B,
pUC57-2, pUC57-3 (Tabla 4). Por otra parte, el origen de replicacion de Epstein-Barr se obtuvo
mediante amplificacion por PCR a partir del plasmido pCRISPER-S12, el cual fue adquirido en
Addgene (Anexo ). Para las evaluaciones iniciales, se emplearon genes reporteros.

Circuito regulador de la induccion génica

A partir del plasmido pFB-iCre-inducible (Tabla 4 y Anexo ) se generd un virus recombinante
denominado BV.iCre-inducible con la capacidad de expresar la proteina improved-Cre (iCre) de
manera inducible en células de mamifero. Dicho circuito expresa la proteina transactivadora TetON
3G y mCherry en una misma unidad transcripcional de manera constitutiva bajo el promotor de
CMV. También, expresa las proteinas BFP e iCre de manera inducible, ambas bajo un mismo
promotor de CMV bidireccional conteniendo la secuencia operadora Otet3X. En ausencia de
tetraciclina (o su derivado doxiciclina) la proteina TetON 3G no se une a la secuencia operadora
Otet3X; mientras que en la presencia del compuesto, Tet-ON 3G se une al operador induciendo el
proceso de transcripcion del promotor regulado (Figura 28)
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Figura 28. Funcionamiento del virus BV.iCre-inducible. (A) Sistema TetOn 3G. Las células diana en donde se
expresa la proteina transactivadora Tet-On 3G contienen un gen de interés (GOI) bajo el control de un
promotor con la regién operadora Otet3X. Asi, expresaran altos niveles del GOI, pero solo cuando se cultivan
en presencia de doxiciclina. (B) Esquema de la secuencia exdgena llevada por el virus BV.iCre-inducible capaz
de inducir la expresion de BFP e iCRE en presencia de doxiciclina. pCMVbi = promotor bidireccional de
Citomegalovirus; IRES = internal ribosome entry site del encephalomyocarditis virus; BFP = Blue Fluorescence
Protein; iCre = Codon-improved Cre recombinase; Otet3X = Secuencia operadora reguladora de la
transcripcion, TetON = Proteina quimérica transactivadora TetON-3G , mCherry = Proteina fluorescente roja
derivada de dsRED.
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El funcionamiento de dicho sistema se evalué mediante la transduccion de células HEK293T
a MOI 100 y su induccidn con doxiciclina (200 ng/mL) seguin lo expuesto en la seccidon de materiales
y métodos (Figura 29).

Siguiendo tales procedimientos, se observé por microscopia de fluorescencia que las células
transducidas (pero no inducidas con doxiciclina) expresan la proteina mCherry, evidenciando un
correcto funcionamiento de Ila secuencia IRES (Internal ribosome entry site) del
encephalomyocarditis virus (EMCV) y, como dato mas importante, que se estaria produciendo la
proteina TetON-3G. Al faltar la induccion con doxiciclina, la proteina TetON no se une a las
secuencias reguladora Otet3X del promotor bidireccional CMVbi, manteniendo en consecuencia
reprimida la expresion de iCre y de BFP. En tanto, las células transducidas e incubadas con doxiciclina
expresaron tanto la proteina mCherry como la proteina BFP, evidenciando un correcto
funcionamiento del sistema TetON/TetOF.

+Doxiciclina -Doxiciclina

Figura 29: Ensayo de induccion de la expresion del virus BV.iCre-Inducible. Microscopias de
fluorescencia (100X) de células HEK293T transducidas A MOI 100 con el virus BV.iCre-Inducible e
incubadas durante 24 horas en medio con (lzquierda) y sin (Derecha) doxiciclina (DOX, 200
ng/mL).

78



Circuito generador de minicirculo/ministring

Ya evidenciado que era posible expresar de modo inducible a la proteina iCre, se avanzé con
las construcciones genéticas liberadoras de los casetes de expresion. Asi, a partir de los plasmidos
pUC57-1A, pUC57-1B se generd el plasmido pUC57-MCMS (el cual contiene el promotor de CMV y
un sitio de clonado multiple -MCS- flanqueado tanto por las secuencias LoxP —generadoras del
minicirculo- como telRL -generadoras del ministring-). A partir de este ultimo, se generd el plasmido
pUC57-MCMS-GFP mediante el clonado en el MCS del ORF del gen gfp y un terminador de la
transcripcién, y el plasmido pUC57-MCMS-GFP-ORI, el cual contiene, ademas, el origen de
replicacion del virus Epstein-Barr (Tabla 4 y Anexo |). Estas construcciones debieron ser generadas
utilizando la cepa de Escherichia coli stbi3 (Invitrogen), especial para sostener secuencias inestables
por la presencia de repeticiones. Esto se decidié luego de infructuosos intentos en la cepa TOP10,
dado que se observaba que las secuencias telRL eran inestables y recombinaban produciendo la
liberacion del DNA (Figura 30). La cepa stb/3 posee el genotipo endA+, conteniendo endonucleasas
gue deben ser removidas durante el proceso de extraccidon por minipreparacién de plasmidos.

Figura 30. Esquema del Clonado molecular de los

telRL MCS telRL plasmidos pUC57-MCMS-GFP y pUC57-MCMS-GFP-ORI.
- .— —-— - Esquema de la secuencia de clonado para conseguir los
LoxP66 LoxP71 pldsmidos conteniendo la secuencia generadora de
telRL minicirculos/ministrings. TelRL = Secuencias blanco de la
TOP10 proteina TELOMERASA generadoras del ministring;
LoxP66/71 = Secuencias blanco de la proteina CRE
Stbl3 telRL MCS telRL generadoras del minicirculo; MCS = Sitio de clonado
- .— _. o multiple; GFP = Gen de la proteina fluorecente verde;
LoxP66 LoxP71 ORI.EB = origen de replicacién del virus Epstein-Barr (gen
| ebnal + OriP).
telRL GFP telRL
= = - -
LoxP66 LoxP71
telRL GFP ORI.EB telRL
- - —-- -
LoxP66 LoxP71

A partir de pUC57-MCMS-GFP y pUC57-MCMS-GFP-ORI se generaron los plasmidos
pFastBac-MCMS-GFP y pFastBac-MCMS-GFP-ORI y, a partir de estos, se produjeron los virus
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recombinantes ACMCMS-GFP y AcMCMS-GFP-ORI (Tabla 4 y Anexo 1). La expresion del gen gfp en
células de mamifero en ambos virus se corroboré por transduccidn en células HEK293T (Figura 31).

Figura 31. Transduccion de células HEK293T con AcMCMS-GFP y AcMCMS-
GFP-ORI a MOI 100. (Arriba) Células transducidas con AcMCMS-GFP. (Abajo)
Células trasnducidas con AcMCMS-GFP-ORI. Microscopias de fluorescencia
100X con filtro GFP y campo claro.

También se generaron virus recombinantes de expresion constitutiva, los cuales contienen
los ORF de iCre y de iTelomerasa bajo el promotor viral CMV (AcCMV-iCre y AcCMV-iTelomerasa)
(Anexo 1). Estos lotes virales serviran para provocar la generacién de minicirculos/ministrings por
parte de los virus AcMCMS-GFP y AcMCMS-GFP-ORI mediante la co-transduccidn de cualquiera de
estos con los virus AcCMV-iCre o AcCMV-iTelomerasa.

Hasta el momento, solo se pudieron generar los virus recombinantes conteniendo las
secuencias generadoras de minicirculos/ministrings, las cuales contienen el gen reportero gfp bajo
el promotor CMV (AcMCMS-GFP) y al gen de gfp mds un origen de replicacion del virus Epstein-Barr
(AcMCMS-GFP-ORI), mas los virus recombinantes capaces de expresar las proteinas iCre e
iTelomerasa (AcCMV-iCre y AcCMV-iTelomerasa) necesarios para la liberacion del
minicirculos/ministrings en su forma constitutiva e inducible. Restan realizarse los experimentos
necesarios para determinar el correcto funcionamiento de los circuitos planteados, y su capacidad
de aumentar la temporalidad en la expresién génica de células de mamiferos transducidas. Estos
ensayos se estan llevando a cabo en la actualidad, tanto en modelo in vitro como en modelo animal
(ratas), pero alin no se cuenta con resultados para su andlisis. Asi como se lograron mejoras en la
transduccion con la pseudotipificacion con VSV-G, se esperan extender los tiempos de expresion
con alguna de las estrategias en evaluacion, lo que permitira realizar una reingenieria del vector
baculoviral para evaluarlo en algin modelo experimental de una enfermedad humana.

80



Discusion

El desarrollo de este trabajo de Tesis doctoral ha permitido evaluar y poner en practica el
uso de vectores baculovirales en mamiferos (células en cultivo in vitro y organismos), con el objetivo
de expresar factores que brinden un servicio terapéutico, preventivo, o de diagnéstico, en acuerdo
con las definiciones regulatorias que poseen los ingredientes activos de terapia génica ya
disponibles en la praxis clinica (ANMAT, 2019; EMA, 2007; FDA, 2008). En particular, el morfotipo
brotante (BV) del baculovirus AcCMNPV posee una potencialidad natural de ingresar a células de
mamiferos mediado por la proteina viral GP64, |la cual sélo estd presente en los miembros del Grupo
1 de los alfabaculovirus (Jiang et al, 2009). El empleo de variantes recombinantes de lotes de BV
gue porten transgenes de interés permiten, en consecuencia, la expresiéon transitoria de tales
factores en los mamiferos administrados, de manera similar a lo que ocurre con otros vectores
virales empleados para tales fines, como los adenovirus (Watanabe et al., 2021; Li et al., 2023)A
continuacién, se discuten y concluyen los principales resultados hallados sobre el uso de BV de
AcMNPV en tecnologias BacMam, los que implicaron una puesta a punto de su uso en nuestro
laboratorio, su evaluacion preclinica en modelos celulares y animales, y otros vinculados con la
ingenieria del vector para ampliar sus aplicaciones y limitar sus posibles debilidades.

Resultados A - Herramientas utiles

En primer lugar, era necesario generar un conjunto de herramientas, procedimientos y
pruebas conceptuales para iniciar una linea de I+D en el uso de baculovirus como vectores virales
para terapia génica en mamiferos. En tal sentido, mediante la utilizacidn del sistema Bac to Bac
(Thermo Fisher) fue posible la generacién de tres BV recombinantes (AcCMV-GFP, AcCMV-BFP,
AcCMV-mCherry) basados en el baicmido de AcMNPV, los cuales se construyeron para ser capaces
de expresar cada uno una proteina reportera distinta (GFP, BFP y mCherry) tanto en células de
insecto (gracias al promotor baculoviral de poliedrina), como en células de mamifero (gracias al
promotor viral de CMV). La capacidad de expresar un gen reportero en células de insecto demostro
ser de gran utilidad a la hora de la titulaciéon de dichos virus por el método de conteo de focos
infectivos en placa, permitiendo la determinacion de los titulos virales de manera mas simple,
precisa y rapida por microscopia de fluorescencia. Ademads, la capacidad de expresar genes
reporteros en células de mamiferos permitié realizar ensayos de eficiencia de transduccidn in vitro,
demostrando la gran capacidad que tienen los BV baculovirales de ingresar material genético con
buena eficiencia y mediante protocolos sencillos a un gran nimero de lineas celulares, de diversas
estirpes y origenes (cultivos primarios y lineas celulares). Los resultados hallados mostraron que las
relaciones de viriones a células se comportaron similares a las de otros vectores virales que ya se
emplean en clinica, como los adenovirus (Orlicky et al., 2001).

Del mismo modo, el disefio y puesta a punto de una reaccién de qPCR para la titulacion de
los virus recombinantes derivados del bacmido de AcMNPV (sin importar el gen de interés a ser
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expresado en mamiferos) demostré facilitar en gran medida la titulacion de aquellos virus que no
portan genes reporteros (como los utilizados en la secciéon Resultados B). En general, las terapias
génicas con vectores virales se dosifican por el nimero de copias del gen terapéutico y no por el
numero de viriones. Dado que los baculovirus no son virus infectivos en mamiferos, es posible que
el lote de BV producido cuente con variantes defectivas que no pueden generar una ronda de
infeccion en células de insectos, pero que si pueden transducir células de mamifero y expresar un
transgén (si éste esta presente). Por ello, es de esperar que los valores de titulacidn por capacidad
infectiva de un lote viral sean inferiores a aquellos estimados por el nimero de copias de moléculas
gendmicas. Pero, para estandarizar un procedimiento, se decidié continuar con los ensayos de qPCR.
Por otra parte, nuestros resultados de gPCR, expresados en N° de copias de DNA viral / mL, pudieron
ser extrapolados con los valores obtenidos por titulacidn en placas, expresados en ufp/mL, mediante
una correccion utilizando una constante R experimentalmente determinada (R= Titulo qPCR/Titulo
Placa; Rpromedio = 34,25 +/- 16.2). La imprecisidn de este valor probablemente pueda ser reducida en
el corto plazo remplazando el método de extraccién del DNA viral por mini preparaciones que se
basen en sistemas comerciales, como PrepMan (Thermo Fisher).

Esta etapa del trabajo de tesis doctoral nos permitid contar con procedimientos de
produccion de BV en pequefia escala (Utilizando 5 flasks de cultivo celular de 175 cm? al 80 % de
confluencia y un periodo de incubacidn post infeccion de 4 dias), mas un procedimiento de
ultraconcentracién en PBS para generar lotes de entre 5-10x10° pfu/mL determinados por qPCR,
mas un protocolo optimizado de transduccién de células de mamifero y relaciones de vectores
virales a células adecuadas para tener eficacia.

Resultados B - BacMam con genes terapéuticos

Una vez obtenidas las estandarizaciones y conceptualizaciones anteriores, y en cooperacion
con el laboratorio de Medicina Regenerativa Cardiovascular, Instituto de Medicina Traslacional,
Trasplante y Bioingenieria (IMETTYB) -Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y técnicas
(CONICET) - Universidad Favaloro (Buenos Aires, Argentina), se disefiaron y produjeron varios BV
con fines terapéuticos para su evaluacion en modelos animales. Para ello, se eligieron dos
enfermedades prevalentes en seres humanos, como lo son el infarto agudo de miocardio y la
enfermedad arterial periférica, y se seleccionaron genes terapéuticos derivado de estudios propios
(Locatelli et al., 2020; Locatelli et al., 2019) Mediante el uso de los procedimientos optimizados, se
produjeron lotes de cada ingrediente activo (BV formulados en PBS), los cuales se titularon,
controlaron microbiolégicamente y se genotipificaron antes de ser administrados. El uso de estos
IA, en conjunto al virus AcCMV-GFP o Ac.Null como placebos, se emplearon en varios ensayos in
vitro e in vivo para evaluar eficacia y seguridad. A partir de estos resultados, se lograron dos
publicaciones en revistas cientificas: “Effect of intramuscular baculovirus encoding mutant hypoxia-
inducible factor 1-alpha on neovasculogenesis and ischemic muscle protection in rabbits with
peripheral arterial disease” (Giménez et al., 2020); y “Effect of intramyocardial administration of
baculovirus encoding the transcription factor Tbx20 in sheep with experimental acute myocardial
infarction” (Bauza et al., 2023; en estado de revision).
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En el primer trabajo se demostré que la aplicacion del IA BV.mHIF-1a indujo
neovascularizaciéon y dafio isquémico reducido en conejos con PAD. Ademds, utilizando el virus
AcCMV-GFP se realizé un perfil de bioseguridad observandose una duracidn de la expresién del gen
terapéutico por 14 dias post-inyeccidn y una ausencia del vector viral en los érganos periféricos. En
tanto, en el segundo trabajo se demostré que el tratamiento de ovejas con IAM con el IA BV.Tbx20
disminuyd el tamafio del infarto y mejord la funciéon del ventriculo izquierdo. Se obtuvo, ademas, un
perfil de bioseguridad y de expresion acorde con el obtenido en el trabajo anterior.

Los resultados obtenidos en ambos trabajos refuerzan la evidencia de que los vectores
baculovirales son herramientas utiles para el disefio de tratamientos de terapia génica en
mamiferos, particularmente en terapias de regeneracién de tejidos, como las aqui evaluadas. Cabe
sefialar que por su eficacia, podrian ser una alternativa al uso de los vectores adenovirales,
destacando que es posible generarlos en escala a costos razonables (Drugmand et al., 2012).
También destacan sus perfiles de seguridad a la hora de manipular estos virus en el laboratorio,
como sus perfiles bioseguridad en los pacientes, y su capacidad para transducir de manera eficiente
un gran numero diverso de tipos celulares. Por otro lado, estos trabajos, también pusieron en
evidencia las carencias que tienen este tipo de vectores, en particular la baja temporalidad en la
expresion génica de estos. Reforzando la necesidad de evaluar mejoras en este tipo de vectores
para incrementar sus prestaciones y hacerlo aun mas competitivo. Asi, se evalud incrementar la
capacidad de transduccidn y su permanencia como 4cido nucleico de expresién activa en el tejido
de interés.

Resultados C - BacMam con mayor poder de
transduccion

Con el propésito de mejorar la capacidad de transduccidn de los vectores baculovirales, se
decidid agregar la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) en la envoltura del viridn
brotado, para luego evaluar el impacto que esto pudiera tener en la produccién de los lotes de BV
recombinantes y en el ingreso a células de mamifero.

En acuerdo con lo anterior, se seleccionaron tres promotores baculovirales de AcCMNPV con
diferente temporalidad de expresidén segun la literatura [de los genes iel (activacién antes de las 10
horas de exposicidn al virus), gp64 (antes de las 15 horas) y p10 (después de las 20 horas)], para asi
dirigir la produccidn de VSV-G (versién completa y sin modificar de la proteina transmembrana con
rol fusogénico del virus de la estomatitis vesicular) en momentos diferentes de un ciclo de infeccion
en células Sf9. Cabe sefialar que la produccion de BV comienza alrededor de las 12 horas de iniciada
la infeccidn, y continda a lo largo del ciclo (no mas de 48 horas), acrecentandose luego de las 30
horas la produccidon de ODV (Rohrmann et al., 2019). En nuestra hipoétesis directriz, los tres lotes de
BV recombinantes con VSV-G presentarian cantidades diferenciales de la proteina en su envoltura,
lo cual deberia tener impactos positivos en la transduccion de células de mamifero, pero
potencialmente negativos en la infectividad en células de insecto (por afectar la disposicion de la
proteina baculoviral GP64, necesaria para el ingreso a las células de insecto).
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En primer lugar, se validd la temporalidad en la expresion de los tres promotores
seleccionados mediante la produccion de tres lotes virales recombinantes que expresan GFP bajo
tales secuencias (AcProm.le1l/GFP, AcProm.Gp64/GFP y AcProm.P10/GFP), y su posterior uso en
infecciones sincronizadas en células Sf9 y analisis de imdagenes mediante microscopia de
fluorescencia. A su vez, este estudio se confrontd con una cinética de producciéon de BV en células
de insecto Sf9 infectadas, recuperando los medios condicionados a diferentes tiempos en una
ventana de 48 horas, y cuantificandolos posteriormente mediante ensayos de infeccién en
monocapas de células Sf9 por dilucién terminal. El conjunto de estas evidencias mostré que el
promotor jel iniciaria su actividad a las 6 horas, mientras que el de gp64 lo haria a las 12 horas y el
de p10 a las 24 horas post infeccion. También, que la produccién de BV se iniciaba entre las 12 y 18
horas, con incremento sostenido hacia el final del ciclo, lo cual mostraria que la produccién de VSV-
G con promotores tardios podria ser la mejor opcidn para los fines deseados, si esto no comprometia
la infectividad en células de insecto.

En funcidn de lo anterior se generaron tres tipos de BV pseudotipados con VSV-G, donde en
cada uno de ellos la expresién de esta proteina se da bajo la direcciéon de uno de los promotores
baculovirales estudiados (AcProm.le1/VSVG, AcProm.Gp64/VSVG y AcProm.P10/VSVG), ademas de
contener un gen comun que produce la proteina reportera GFP bajo la accidon de un promotor de
mamiferos (promotor de Citomegalovirus, pCMV) para su analisis en tal contexto (prueba de
concepto para simular un ingrediente activo de terapia génica). Estos lotes se caracterizaron
genotipicamente y fenotipicamente mediante ensayos de western blot con anticuerpos anti-VSVG
y anti-VP39 (proteina de nucleocapside), mostrando que VSV-G se asentaba adecuadamente en los
BV en el siguiente orden cuantitativo: AcProm.P10/VSVG> AcProm.Gp64/VSVG > AcProm.le1/VSVG.
Paralelamente, se generaron lotes de BV recombinantes que expresan fusiones de VSV-G-GFP y
GP64-mCherry para la evaluacidon de la localizacidon subcelular de estas proteinas mediante
microscopia confocal (ensayos ain no completados).

Luego se evalud si la disposicién de VSV-G en la envoltura de los BV comprometia su
infectividad en células susceptibles y permisivas (células de insecto Sf9), lo que podria atentar con
la produccién industrial de estos vectores baculovirales. Un primer andlisis cualitativo mostré que
los baculovirus portadores de VSV-G producian sincicios (en mayor grado el AcProm.P10/VSVG),
probablemente por la actividad fusogénica de esta proteina localizada en la membrana
citoplasmatica. En tanto, una cinética realizada a lo largo de 48 horas con los AcProm.P10/VSVG,
AcProm.Gp64/VSVG, AcProm.le1/VSVG y un control (AcCMV-GFP) no mostré diferencias
significativas en la productividad de viriones, demostrando que la presencia de VSV-G no estaria
comprometiendo la disposicidon de GP64, y/o que VSV-G suple sus funciones en células de insecto.
Los ensayos de las fusiones con proteinas reporteras y un western blot para la proteina GP64
(ensayos en ejecucidn) permitirdn sumar claridad en este aspecto.

Ya evaluado lo anterior, los ensayos de eficacia de transduccidn sobre células de mamiferos
mostraron un incremento significativo en torno al 100 %, duplicando la cantidad de células
transducidas con respecto al virus control a misma MOI. Estudios similares realizados sobre
AcMNPV, donde se expresd a VSV-G bajo el promotor muy tardio de poliedrina, arrojaron mejoras
equivalentes (Pan et al., 2010; Heikura et al., 2012). Por otra parte, es importante destacar que la
version silvestre de VSV-G ha sido funcional para disponerse en las envolturas de los BV.

Asi, el conjunto de resultados generados demuestra que VSV-G es apropiada para la
pseudotipificacidn de virus con el propdsito de aumentar su capacidad de transduccidn de células
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de mamifero, mostrando que el promotor muy tardio p10 es el mas adecuado de entre los evaluados
para regular la expresion de dicha proteina, y que la presencia del pseudotipo no compromete las
etapas productivas de viriones.

Resultados D - BacMam con efecto terapéutico mas
duradero

Finalmente, con el propédsito de extender la temporalidad de la expresion de genes
exdgenos en células de mamifero por parte de los baculovirus recombinantes, se decidié evaluar la
generacién de minicirculos y de ministrings mediante el uso de las tecnologias Cre/LoxP vy
Telomerasa/TelRL, ademas del agregado de un origen de replicacién perteneciente al virus de
Epstein-Barr. Esto puede significar una mejora para ciertas condiciones patoldgicas que requieren
de una expresidon génica que acompane al individuo durante meses a afios, como ocurre con las
enfermedades monogénicas. De esta manera, los vectores baculovirales no sélo se presentaran
como una alternativa a los adenovirus, sino que también lo serdn para otro tipo de vectores
episomales de larga duracién, como los virus adeno-asociados (Naso et al., 2017). En particular,
existen reportes previos donde se evalud el origen de Epstein-Barr y la produccién de minicirculos
en baculovirus. Sin embargo, en nuestro conocimiento nunca se ha evaluado la produccidn in vivo
de ministring.

En acuerdo con lo anterior, se avanzé con la generacidon de construcciones genéticas
requeridas para generar virus recombinantes que asistieran a generar pruebas de concepto Uutiles.
Entre los inconvenientes observados se detectd las secuencias telRL poseen una gran inestabilidad
genética en bacterias, generando la recombinacion de ellas durante el proceso de clonado
molecular, lo que requirié de la utilizacidon de una cepa especial de E.coli (stbl3) para alcanzar con
éxito el genotipo deseado. Esta dificultad en generar el circuito génico generador de
minicirculos/ministrings demoré la generacidon de los virus recombinantes, por lo que aln no se
cuenta con informacidn cuantitativa de extensidon en la duracion de los transgenes. Sin embargo, ya
se dispone de todos los virus recombinantes para avanzar con esa etapa.
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ANEXO I: Clonados Moleculares
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Figura 32. Imagenes de geles de agarosa (0,8-2 %p/v) tefiidos con Bromuro de Etidio 0,5 pg/mL y expuestos a
luz UV de los distintos Ladders de tamafio molecular (Productos Bio-légicos, PB-L) utilizados en este trabajo.
Se muestran los patrones de banda de cada uno de ellos y los tamafios de cada banda.

Resultados A: Herramientas utiles

Plasmido pFastBac-CMV-GFP

El plasmido pBSK-sintetico-cintia se digirié con las enzimas BamHI/Notl con el fin de liberar
el fragmento conteniendo el promotor viral CMV unido al ORF del gen eGFP (1325pb), el cual fue
ligado al plasmido pFastBac-Dual entre los sitios BamHI/Notl. EIl ORF de eGFP quedd asi bajo el
promotor baculoviral del gen de la poliedrina, funcional en células de insecto, y bajo el promotor de
CMV, funcional en células de mamifero. Dicha ligacidn se transformé por electroporacién en
bacterias electrocompetentes de E. coli TOP10 (Figura 33. Ay B). La identidad el plasmido obtenido,
pFastBac-CMV-GFP, se verificd mediante digestién con la enzima Bglll (3951pb, 2084pb, 470pb)
(Figura 33. C)
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El plasmido, pFastBac-CMV-GFP se transformé por shock térmico en E. coli DH10Bac y se
seleccionaron las colonias blancas, conteniendo el bacmido recombinante AcCMV-GFP. Se
realizaron mini-preparaciones del bacmido recombinante (Figura 33. D) y se transfectaron con el
reactivo PEIl en células de insecto Sf9 en placas de 6 wells para generar particulas virales.
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Figura 33. Clonado molecular para la generacion del bacmido recombinante AcCMV-GFP. A. Digestiones de
los plasmidos pBSK-Sintetico-Cintia y pFastBac-Dual con las enzimas Notl/BamHI. En verde se remarcan los
cortes en el gel de agarosa pertenecientes a los fragmentos CMV-eGFP (Notl/BamHI) y al plasmido pFastBac-
Dual lineal (Notl/BamHI) y las purificaciones de DNA realizadas a partir de dichos fragmentos de agarosa. B.
Mini-preparaciones obtenidas a partir de bacterias transformadas con la ligacién de los fragmentos obtenidos
en A. C. Digestion de los plasmidos pFastBac-CMV-GFP #2 con la enzima Bglll. Tamaiio de los fragmentos
esperados: 3951pb, 2084pb, 470pb. D. Mini-preparaciones del bacmido recombinante AcCMV-GFP. En verde
se marca la banda correspondiente al DNA bacmidico, el cual corre como la banda mas alta del Ladder Lambda
Hindlll. E. Esquemas de los plasmidos utilizados en el clonado, mostrando los sitios de corte de las enzimas
de restriccién empleadas. Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa 0,8 — 0,6 p/v con BrEt 0,5 pg/mL
y exposicion a luz UV. SD: Sin Digerir.
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Plasmido pFastBac-CMV-BFP

El plasmido pUC57-3 se digirié con las enzimas BamHI/EcoRI para liberar un fragmento
conteniendo el ORF de la proteina BFP (725pb), el cual se clond entre los mismos sitios del plasmido
pUC57-1A, generando asi pUC57-BFP. La identidad de dicha construccion se verificd mediante
digestidn con las enzimas Stul (2942pb y 454pb) y BspHI (2364pb y 1032pb) (Figura 34).
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Figura 14. Clonado molecular para la generacion plasmido pUC57-BFP. A. Digestiones de los plasmidos
pUC57-1A y pUC57-3 con las enzimas EcoRl/BamHI. En azul se remarcan los cortes en el gel de agarosa
pertenecientes a los fragmentos BFP y al plasmido pUC57-3 lineal, y a las purificaciones de DNA realizadas a
partir de dichos fragmentos de agarosa. B. Mini-preparaciones obtenidas a partir de bacterias transformadas
con la ligaciéon de los fragmentos obtenidos en A. C. Digestion del plasmido pUC57-BFP #3 con la enzima Stul
(tamafio de los fragmentos esperados: 2492pb y 454pb) y BspHI (tamafio de los fragmentos esperados:
2364pb y1032pb). D. Esquemas de los plasmidos utilizados en el clonado, mostrando los sitios de corte de las
enzimas de restriccion empleadas. Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa 0,8 — 0,6 p/v con BrEt
0,5 pug/mL y exposicion a luz UV. SD: Sin Digerir.

El plasmido pUC57-BFP se digirid con la enzima BamHI y se le clond un fragmento de DNA
conteniendo el promotor viral de CMV obtenido mediante la digestién del plasmido pFastBac-CMV-
GFP con las enzimas BamHI/Bglll (595pb), generando asi a pUC57-CMV-BFP. La identidad de dicho
plasmido se verific6 mediante digestidon con las enzimas Ndel (2695pb y 1295pb) y Ndel/EcoRI
(2695pb, 1083pb y 212pb) (Figura 35).
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Figura 35. Clonado molecular para la generacion plasmido pUC57-CMV-BFP. A. Digestiones de los plasmidos
pUC57-BFP con la enzima BamHI y pFastBac-CMV-GFP con las enzimas Bglll/BamHI. En azul se remarcan los
cortes en el gel de agarosa pertenecientes a los fragmentos CMV (595pb), al plasmido pUC57-BFP lineal, y a
las purificaciones de DNA realizadas a partir de dichos fragmentos de agarosa. B. Mini-preparaciones
obtenidas a partir de bacterias transformadas con la ligacidn de los fragmentos obtenidos en A. C. Digestién
del plasmido pUC57-CMV-BFP #32 y #36 con la enzima Ndel (tamafio de los fragmentos esperados: 2695pb y
1295pb) y Ndel/EcoRlI (tamafio de los fragmentos esperados: 2695pb, 1083pb y 212pb). Se observa que el
clon 36 presenta las bandas esperadas mientras que el clon 32 parece haber incorporado 2 secuencias del
promotor de CMV. D. Esquemas de los plasmidos utilizados en el clonado, mostrando los sitios de corte de las
enzimas de restriccidn utilizadas. Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa 0,8 — 0,6 p/v con BrEt 0,5
pg/mL y exposicion a luz UV. SD: Sin Digerir.

El pldsmido pUC57-CMV-BFP se digirid con las enzimas BamHI/EcoRl liberando un
fragmento conteniendo el promotor CMV y el ORF de la proteina BFP (1320pb), el cual se cloné
entre los sitios BamHI/EcoRI del plasmido pFastBac-Dual dando origen al plasmido pFastBac-CMV-
BFP. Quedd asi el ORF de BFP bajo el promotor baculoviral del gen de la poliedrina, funcional en
células de insecto, y bajo el promotor de CMV, funcional en células de mamifero (Figura 36).
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Figura 36. Clonado molecular para la generacion plasmido pFastBac-CMV-BFP. A. Digestiones de los
pldsmidos pUC57-CMV-BFP con las enzimas BamHI/EcoRl, y pFastBac-Dual con las mismas enzimas. En azul se
remarcan los cortes en el gel de agarosa pertenecientes a los fragmentos CMV-BFP (1320pb), al plasmido
pFastBac-Dual lineal, y a las purificaciones de DNA realizadas a partir de dichos fragmentos de agarosa. B.
Mini-preparaciones obtenidas a partir de bacterias transformadas con la ligacion de los fragmentos obtenidos
en A. C. Mini-preparaciones del bacmido recombinante AcCMV-BFP. En azul se marca la banda
correspondiente al DNA bacmidico, el cual corre como la banda mas alta del Ladder Lambda Hindlll. D.
Esquemas de los plasmidos utilizados en el clonado, mostrando los sitios de corte de las enzimas de restriccion
utilizadas. Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa 0,8 — 0,6 p/v con BrEt 0,5 pug/mL y exposicion a
luz UV. SD: Sin Digerir.

pUC57-CMV-BFP
3991 pbs

BamHI

El plasmido obtenido, pFastBac-CMV-BFP, se transformé por shock térmico en E. coli
DH10Bac y se seleccionaron las colonias blancas, conteniendo el bacmido recombinante. Se
realizaron mini-preparaciones del bacmido recombinante AcCMV-BFP (Figura 36C) y se
transfectaron con el reactivo PEIl en células Sf9 en placas de 6 wells para generar particulas virales.
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Plasmido pFastBac-CMV-mCherry

El plasmido pUC57-CIN se digirié con las enzimas Pstl/Bglll con el fin de eliminar un
fragmento de DNA y dejar el ORF de la proteina mCherry bajo el promotor de CMV. El plasmido
digerido se religd, previa reaccién de polishing para compatibilizar extremos, dando lugar al
plasmido pUC57-CMV-mCherry. La identidad de dicho plasmido se verificé mediante digestién con
las enzimas Ndel (2822pb y 1733pb) y Ncol (3886pb y 669pb) (Figura 37).
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Figura 37. Clonado molecular para la generacion plasmido pUC57-CMV-mCherry. A. Digestion del plasmido
pUC57-CIN con la enzima Pstl/Bglll para eliminar el fragmento de 1321pb conteniendo el ORF de GFP y la
secuencia IRES. En rojo se remarca el corte en el gel de agarosa perteneciente al fragmento deseado y a la
purificacion de DNA realizada a partir de dicho fragmento de agarosa. B. Mini-preparaciones obtenidas a partir
de bacterias transformadas con la ligacidon del fragmento obtenido en A, previa reaccion de polishing para
compatibilizar extremos. C. Digestién del plasmido pUC57-CMV-mCherry #7 y #8 con las enzimas Ndel
(tamafio de los fragmentos esperados: 2822pb y 1733pb) y Ncol (tamafio de los fragmentos esperados:
3886pb y 669pb). D. Esquemas de los plasmidos utilizados en el clonado, mostrando los sitios de corte de las
enzimas de restriccidn utilizadas. Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa 0,8 — 0,6 p/v con BrEt 0,5
pg/mL y exposicion a luz UV. SD: Sin Digerir.
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El plasmido pUC57-CMV-mCherry se digirié con las enzimas BamHI/Xbal para liberar el
fragmento de DNA conteniendo el promotor CMV y el ORF de la proteina mCherry (1328pb), el cual
se clond entre los sitios BamHI/Xbal del plasmido pFastBac-Dual dando origen a pFastBac-CMV-
mCherry (Figura 38). La identidad de dicha construccién se verific6 mediante digestion con las
enzimas Pvull (5004pb y 1490pb) y Ncol (5159pb y 660pb) (Figura 39A).

A. B. pUC57-CIN-CMV-mCherry #8
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pFastBac-Dual )

BamHI/Xbal
BamHI/Xbal

I
£
[

m

Xbal

[=]
(2]

sD
L1K

X
-
ol

#8  #7

i

Tn7L
Sv40 polyA "

HSV polyA
pFastBac-Dual

5238 pbs
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Figura 38. Clonado molecular para la generacion plasmido pFastBac-CMV-mCherry. A. Mini-preparaciones
de DNA plasmidico de pUC57-CMV-mCherry generados con la cepa no metiladora de E. coli IM110 necesaria
para cortar dicho plasmido con la enzima Xbal. B. Digestion de los plasmidos pFastBac-Dual y pUC57-CMV-
mCherry con las enzimas BamHI/Xbal. En rojo se remarcan los cortes en el gel de agarosa pertenecientes a los
fragmentos CMV-mCherry (1328pb) y a pFastBac-Dual lineal, y a la purificacion de DNA realizada a partir de
dicho fragmento de agarosa. C. Mini-preparaciones obtenidas a partir de bacterias transformadas con la
ligacion de los fragmentos obtenidos en B. D. Esquemas de los plasmidos utilizados en el clonado, mostrando
los sitios de corte de las enzimas de restriccidn utilizadas. Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa
0,8 —0,6 p/v con BrEt 0,5 pg/mL y exposicidn a luz UV. SD: Sin Digerir.

El plasmido obtenido, pFastBac-CMV-mCherry se transformd por shock térmico en E. coli
DH10Bac y se seleccionaron las colonias blancas, conteniendo el bacmido recombinante. Se
realizaron minipreparaciones del bacmido recombinante AcCMV-mCherry (Figura 39B), y se
transfectaron con el reactivo PEI en células Sf9 en placas de 6 wells para generar particulas virales.
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Figura 39. Digestion plasmido pFastBac-CMV-mCherry y bacmido AcCMV-
mCherry. A. Digestion del plasmido pFastBac-CMV-mCherry con las enzimas Ncol
(tamafio de los fragmentos esperados: 5159pb y 660pb) y Pvull (tamafio de los
fragmentos esperados: 5004pb y 1490pb) B. Mini-preparaciones del bacmido
recombinante AcCMV-mCherry. En rojo se marca la banda correspondiente al DNA
bacmidico el cual corre como la banda mas alta del Ladder Lambda Hindlll. Las
electroforesis se realizaron en geles de agarosa 0,8 — 0,6 p/v con BrEt 0,5 ug/mLy
exposicién a luz UV. SD: Sin Digerir. L1K: Ladder 1kpb Plus, LLHindlll: Ladder lambda
HinDIII.

Plasmido pGMT-IE1 p/qPCR

El gen jel de AcMNPV se amplificd a partir del genoma viral mediante PCR utilizando los
primers FWACMNPV.IE1 y RVACMNPV.IE1 y la enzima Taq DNA polimerasa. El fragmento de 1888pb
obtenido se purificd a partir de un taco de gel de agarosa utilizando un kit de extraccién comercial
(PB-1). Dicho fragmento se ligé en un vector de clonado rapido pGEM-T (Promega) dando lugar al
plasmido pGMT-IE1 p/gPCR. (Figura 40). Minipreparaciones de este plasmido se cuantificaron
utilizando el equipo Qubit 2.0 (Thermo Fisher) y se utilizaron para la generacién de una curva de
calibracion de qPCR para virus derivados de AcMNPV.

93



PCR le1
FwACMNPVIE1 pEMT-E] plgBER
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Molde: Genoma bacmido AcCMNPV
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Figura 40. Clonado del gen jel en el vector pGEM-T. A. Reaccidn de PCR para amplificar el gen iel a partir del
genoma del virus AcMNPV vy la purificaciéon del fragmento obtenido a partir del taco de agarosa. B. Mini
preparaciones de los plasmidos obtenidos a partir de la transformacion de la ligacién del fragmento de DNA
generado por PCR en el vector pGMT. C Esquemas del fragmento esperado por la reaccion de PCR y el
plasmido pGMT-IE1 p/qPCR obtenido. Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa 0,8 p/v con BrEt 0,5

pg/mL y exposicion a luz UV.
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Resultados B: BacMam con genes terapéuticos

Las secuencias correspondientes a los genes terapéuticos bajo el control del promotor CMV
y de los shRNA bajo el promotor humano pU6 se disefiaron in silico y se adquirieron en la empresa
GeneUniversal (Newark, DE, USA), que se encargd de la sintesis y del clonado entre los sitios Xbal y
Kpnl del vector pFastBac-Dual para los genes terapéuticos bajo el promotor de CMV (pFastBac-
TbX20, pFastBac-mHifl-alpha y pFastBac-Meis), y entre los sitios Xhol y Kpnl para los shRNA bajo el
promotor pU6 (pFastBac-shRNA-A y pFastBac-shRNA-B) (Figura 41).

Estos plasmidos se transformaron en bacterias electrocompetentes de E. coli TOP10 vy se les
realizaron mini preparaciones de DNA plasmidico, a las cuales se les realizaron digestiones para
corroborar su identidad. El pldsmido pFastBac-mHifl-alpha se digirié con la enzima HindlIl (6800pb,
1126pb), el pladsmido pFastBac-TbX20 con las enzimas Accl (5012pb y 1802pb) y Kpnl (5172pb y
894pb), y el plasmido pFastBac-Meis con la enzima Ndel (5521pb y 1458pb) (Figura 42). En tanto,
que los plasmidos pFastBac-shRNA-A y pFastBac-shRNA-B se digirieron con la enzima Accl (4444pb,
894pb y 188pb) (Figura 43).
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Figura 41. Esquema de las secuencias sintetizadas por la empresa GeneUniversal. Se muestra el clonado de
los genes terapéuticos bajo el promotor de CMV entre los sitios Xbal y Kpnl del pldsmido pFastBac-Dual y de
los shRNAs anti Meis bajo el promotor pU6 entre los sitios Xhol y Kpnl del plasmido pFastBac-Dual.
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Figura 42. Digestiones enzimaticas de los plasmidos conteniendo genes terapéuticos basados en el vector
pFastBac-Dual. De izquierda a derecha: Esquema de los plasmidos mostrando los sitios de corte de las enzimas
usadas en cada caso; pFastBac-mHifl-alpha digerido con la enzima Hindlll (fragmentos esperados: 6800pb,
1126pb); pFastBac-TbX20 digerido con las enzimas Accl (fragmentos esperados 5012pb y 1802pb) y Kpnl
(fragmentos esperados: 5172pb y 894pb) y pFastBac-Meis digerido con la enzima Ndel (fragmentos
esperados: 5521pb y 1458pb). Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa 0,8 p/v con BrEt 0,5 ug/mL
y exposicion a luz UV. SD: Sin digerir. L1K: Ladder 1kpb plus.
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Figura 43. Digestiones enzimaticas de los plasmidos conteniendo shRNA basados en el vector pFastBac-
Dual. De izquierda a derecha: Esquema de los plasmidos mostrando los sitios de corte de la enzima utilizada
Accl; pFastBac-shRNA-A y pFastBac-shRNA-B digeridos con Accl (fragmentos esperados: 4444pb y 894pb y

188). Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa 0,8 p/v con BrEt 0,5 pg/mL y exposicién a luz UV. SD:
Sin digerir. L1K: Ladder 1kpb plus.
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Los plasmidos obtenidos, se transformaron por shock térmico en E. coli DH10Bac y se
seleccionaron las colonias blancas, conteniendo los bacmidos recombinantes. Se realizaron mini-
preparaciones de dichos bacmidos recombinantes (Figura 44) y se transfectaron luego con el
reactivo PEIl en células Sf9 en placas de 6 wells para generar particulas virales.
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Figura 44. Mini-preparaciones de los bacmidos recombinantes (BV.shRNA-A, BV.shRNA-B, BV.Tbx20, BV.meis,
BV.mHif-1a) generados con los plasmidos pFastBac-TbX20, pFastBac-mHifl-alpha, pFastBac-Meis, pFastBac-
shRNA-A y pFastBac-shRNA-B. La flecha marca la banda correspondiente al DNA bacmidico, el cual corre como
la banda mas alta del Ladder Lambda Hindlll. Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa 0,6 p/v con
BrEt 0,5 ug/mL y exposicién a luz UV.

Secuencia disenada para pFastBac-Tbx20

>Xhol + Promotor CMV (Human CMV early enhancer + early promoter) + Sall + Secuencia Kozak +
+ Pvull + EcoRV

TCTAGACTCGAGCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCG
CGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTG
CCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCC
CGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATC
GCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTC
CAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCG
TAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGT

TTAGTGAACCGTCAGATCGTCOACACC HIGEAG T ICACaOG OO CCARGOCCOARCTCTCCTCTOGEG0CH
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CAGCTGGATATC

Secuencia disefnada para pFastBac-mHif1-alpha

>Nsil + Promotor CMV (Human CMV early enhancer + early promoter) + BamHI + Secuencia Kozak
OREmHif-1"alpha + Kpnl

TCTAGAATGCATCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCG
CGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTG
CCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCC
CGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATC
GCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTC
CAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCG
TAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGT

TTAGTGAACCGTCAGATCGGATCCACCHIGGAGEECECCEECEECECEARCCACAACARRARCATARGTTCTG

+
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GGTACC

Secuencia disefnada para pFastBac-Meis

> Xhol + Promotor CMV (Human CMV early enhancer + early promoter) + Sall + Secuencia Kozak +
+ Kpnl

CTCGAGCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTAC
ATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTAT
GTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACT
TGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTG
GCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATT
ACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTC
TCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAA
CTCCGCCCCATTGACGCTAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTG

GGAGGTCTATACGTCGACAC C HESCARGOTACCAC AT TACC e AT TACCEEEECATOCATECAGTAT

GGTACC

9
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Secuencia disenada para pFastBac-shRNA-A y pFastBac-shRNA-B

> Xhol + Promotor U6 + SARNASATARtIMeis1 + terminador + Kpnl

CTCGAGAAGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTG
TTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTA
ATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGA
AAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGCGGGATCC

EATCCARTTCTCTATCETOTATOAGE 1 TGCTACC

> Xhol + Promotor U6 + SARNASB'Antimeisd + terminador + Kpnl

CTCGAGAAGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTG
TTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTA
ATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGA
AAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGCGGGATCCEECATCIACTCOTTCACCATS

RAGAGHECTCARCGRBEAGRIGES "1 77T CGTACC
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Resultados C: BacMam con mayor poder de

transduccion

Obtencion de promotores de ie1y gp64, y del ORF del gen vsv-g

Los promotores de los genes iel (662 pb) y gp64 (272 pb) de AcMNPV se amplificaron
mediante PCR utilizando los primers Fw.plE1, Rv.plE1 y Fw.pGP64, Rv.pGP64, respectivamente, y el
genoma viral de AcCMNPV como molde (Figura 45). Los amplicones obtenidos se ligaron al plasmido
tipo TOPO pEasy-T1 (TransGen Biotech), y se transformaron por shock térmico en competentes
quimicas de bacterias E. coli TOP10. Las colonias de interés fueron identificadas en funcién de su
color al crecer en un medio suplementado con X-Gal e IPTG. La direccién del clonado e identidad de
los clones obtenidos se verificé mediante la realizacién de mapas fisicos, empleando la enzima Asel
para el caso de iel (registrandose fragmentos de 2706, 1235 y 591 pb para la primera orientacion,
y 2854, 1235 y 591 pb para la segunda), y BstHI para el de gp64 (registrandose fragmentos de 2876
y 1325 pb en la primera orientacién, y 2982 y 1219 pb para la segunda). De esta forma, fueron
generadas las siguientes construcciones: pEasy-1E1 y pEasy-GP64.

Promotor

—_
8w
89-
o
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L100

de gp64

ORF de vsvg

L1K

500 pbs
000 pbs
Pie1 ng64 ORF vsvg
Desnaturalizacion inicial | 95°C 5 | 95°C 5" | 95°C 57 1x
Desnaturalizacion 92°C 15" |92°C 15" | 92°C 15~
Annealing 54°C 15" | 53°C 15| 56°C 15" 35x
Extensién 72°C 50" |72°C 30| 72°C 2’
Extension final 72°CT | 7% |rFer| X

Figura 45. Amplificacion por PCR de los promotores de los
genes ie-1 y gp64 de AcCMNPV y del ORF del gen vsv-g.
(lzquierda): PCR sobre el virus AcMNPV con los primers
Fw.plE1l, Rv.plEl para amplificar el promotor Ile-1.
(Amplificacién esperada: 662 pb).y con los primers Fw.pGP64,
Rv.pGP64 para amplificar el promotor gp64. (Amplificacion
esperada: 272 pb). (Derecha) PCR sobre el plasmido pCAG-
VSVG con los primers Fw.plE1, Rv.plE1 para amplificar el ORF
vsv-g (Amplificacién esperada: 1567 pb). En la tabla se
muestran los perfiles de ciclado utilizados para cada PCR. En
todas las imagenes, se muestran electroforesis en gel de
agarosa 1 % p/v tefiidas con Bromuro de Etidio y exposicion
a luz UV. L1K: Ladder 1kpb Plus, L100: Ladder 100pb.
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El ORF del gen vsv-g fue recuperado mediante PCR (1567 pb), utilizando los primers FwVSVG
y RVWSVG vy el plasmido pCAG-VSVG (Addgene) como molde (Figura 45). El amplicén obtenido se
ligd al plasmido pFastBac-CMV-GFP, previamente linealizado con la enzima Pvull. Dicha ligacién se
transforma por electroporacién en E. coli TOP10. Los clones de interés se determinaron por retardo
electroforético. La direccidon de clonado e identidad de los clones obtenidos se verificd mediante la
realizacion de un mapa fisico por digestién enzimatica con la enzima EcoRV, obteniéndose un
fragmento de 1373 pb y otro de 6699 pb, en el caso de la direcciéon correcta. De esta forma, se
obtuvo al plasmido pFB PromP10/VSVG.

Clonado de GFP bajo los promotores de ie1y gp64 en pFastBac-
Dual

Los vectores pEasy-lIE1 y pEasy-GP64 contando con los promotores virales iel y gp64
respectivamente, se digirieron con las enzimas Hindlll y BamH]I, a fin de abrir el vector y permitir el
posterior clonado del ORF de GFP. Para recuperar dicho ORF, se efectud una digestion del pldsmido
pFastBac-CMV-GFP con las enzimas Hindlll y Bglll, y se recuperd el fragmento de 765 pb. Este fue
ligado a los plasmidos pEasy-IE1 (Hindlll/BamHI) y pEasy-GP64 (HindIll/BamH]I) y, posteriormente,
se transformd por electroporacion a E. coli TOP10. Las construcciones resultantes fueron luego
digeridas con las enzimas Hindlll y Xhol, recuperando un fragmento correspondiente a plE1-GFP y
otro correspondiente a pGP64-GFP (siendo de 1421 pb para el caso de iel, y 1031 pb para el caso
de gp64), los cuales fueron ligados al plasmido pFastBac-Dual (Invitrogen), previamente linealizado
con las mismas enzimas (Figura 46) y transformados por electroporacion en E. coli TOP10. Asi, se
obtuvieron las construcciones finales (pFastBacProm.le-1/GFP y pFastBacProm.Gp64/GFP), las
cuales fueron identificadas por retardo electroforético, y la realizacién de mapas fisicos empleando
la enzima Asel, esperando fragmentos de 3413, 1601y 1257 pb para el primer caso, y de 3157, 1466
y 1257 pb para el segundo caso (Figura 47). Para el promotor de p10 no fue requerido un clonado
molecular, ya que se contaba previamente con un baculovirus compatible con los objetivos del
trabajo.

Los plasmidos pFastBacProm.le-1/GFP y pFastBacProm.Gp64/GFP se transformaron por
shock térmico en E. coli DH10Bac y se seleccionaron las colonias blancas, conteniendo los bacmidos
recombinantes AcProm.lel/GFP y AcProm.GP64/GFP. Se realizaron mini-preparaciones de los
bacmidos recombinantes, y se transfectaron con el reactivo PEl en células de insecto Sf9 en placas
de 6 wells para generar particulas virales.
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Figura 46. Clonado molecular de los plasmidos pFastBacProm.le-1/GFP vy
pFastBacProm.Gp64/GFP (A) Se muestran electroforesis en gel de agarosa 1 % p/v
tefidas con Bromuro de Etidio y exposicidn a luz UV de la etapa final del clonado para
obtener dichos plasmidos. En amarillos se remarcan los fragmentos pertenecientes a
ple-1-gfp (Xhol/HinDlll), pGp64-gfp (Xhol/HinDIIl) y pFastBac-Dual (Xhol/HinDIlIl)
mostrando con flechas las purificaciones por kit de cada uno de esos fragmentos. (B)
Esquemas de los plasmidos digeridos mostrando los sitios de corte para las enzimas
Xhol y HinDIII. L1K: Ladder 1kpb Plus.
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Figura 47. Clonado molecular de los plasmidos pFastBacProm.le-1/GFP y pFastBacProm.Gp64/GFP. Se
muestran electroforesis en gel de agarosa 1 % p/v tefiidas con Bromuro de Etidio y exposicidn a luz UV de
minipreparaciones de los plasmidos pFastBacProm.le-1/GFP y pFastBacProm.Gp64/GFP, y digestiones de los
mismos con la enzima Asel. Las flechas negras indican los fragmentos obtenidos por dicha digestion, indicando
sus tamafos. El esquema de la derecha muestra a ambos plasmidos indicando los sitios de corte de la enzima

Asel. L1K: Ladder 1kpb Plus.
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Clonado del gen vsv-g bajo los promotores p10, ie1y gp64

El plasmido pFastBac.Prom.P10/VSVG, conteniendo el ORF de la proteina viral VSV-G bajo
el promotor p10, generado anteriormente, fue digerido con la enzima BamHI (Thermo Fisher
Scientific), a fin de eliminar el promotor y linealizar el vector (registrando un tamafo de 7756 pb).
Paralelamente, también fueron digeridas con la misma enzima las construcciones correspondientes
al plasmido pEasy-IE1 y pEasy-GP64, con el fin de liberar los fragmentos correspondientes a los
promotores iel y gp64 (registrando tamafos de interés de 698 y 308 pb, respectivamente). Estos
fueron ligados al vector linealizado, y luego fueron transformados por electroporacién en E. coli
TOP10. Asi, se obtuvieron las construcciones finales pFastBac.Prom.le-1/VSVG vy
pFastBac.Prom.Gp64/VSVG. Para determinar la direccionalidad del clonado molecular, en ambos
casos se procedio a la realizacién de un mapa fisico con la enzima Aval (Fermentas), dando como
resultado fragmentos de 5173, 3017 y 264 pb para la construccion deseada correspondiente a iel,
y de 5173, 2627 y 264 pb para gp64-. También se realizaron ensayos de PCR empleando un primer
especifico del promotor, y otro del ORF de VSV-G. La regién de los plasmidos pFastBac.Prom.le-
1/VSVG, pFastBac.Prom.Gp64/VSVG y pFastBac.Prom.P10/VSVG correspondiente a los promotores,
y al ORF de vsv-g, se secuenciaron por el método automatico de Sanger (Macrogen) utilizando los
primers RvCMV y FWVSVG (Figura 48).

Los plasmidos pFastBac.Prom.le-1/VSVG, pFastBac.Prom.Gp64/VSVG y
pFastBac.Prom.P10/VSVG se transformaron por shock térmico en E. coli DH10Bacy se seleccionaron
las colonias blancas, conteniendo los bacmidos recombinantes AcProm.le1l/VSVG,
AcProm.GP64/VSVG y AcProm.P10/VSVG. Se realizaron mini-preparaciones de los bacmidos
recombinantes, y se transfectaron luego con el reactivo PEl en células de insecto Sf9 en placas de 6
wells para generar particulas virales.
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Figura 48. Clonado molecular de los plasmidos pFastBacProm.lel/VSVG vy
pFastBacProm.Gp64/VSVG. (A) Se muestra una electroforesis en gel de agarosa 1 %
p/v tefiida con Bromuro de Etidio y exposicidn a luz UV de las PCR realizadas para
genotipificar los plasmidos pFastBacProm.le1/VSVG y pFastBacProm.Gp64/VSVG,
mas un esquema en el que se muestran los sitios de hibridacion de los primers
utilizados. (B) Se muestra una electroforesis en gel de agarosa 1 % p/v tefiida con
Bromuro de Etidio y exposicion a luz UV de las digestiones realizadas a los plasmidos
pFastBacProm.le1/VSVG, pFastBacProm.Gp64/VSVG y pFastBacPromP10/VSVG con
la enzima Aval. (C) Esquema mostrando los primers utilizados para la secuenciacién
por el método de Sanger de los plasmidos pFastBacProm.lel/VSVG,
pFastBacProm.Gp64/VSVG y pFastBacPromP10/VSVG. TT = terminador de

transcripcion.
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Resultados D: BacMam con efecto terapéutico mas
duradero

Diseno de secuencias necesarias a sintetizar

Las secuencias necesarias para la generacidon de los circuitos génicos productores de
minicirculos usando la tecnologia Cre/LoxP y ministrings usando la tecnologia Telomerasa/TelLR, y
un circuito de induccién por tetraciclina de la expresidn basado en la tecnologia TetON/TetOFF se
disefaron in silico y se compraron a la empresa GeneUniversal (Newark, DE, USA) encargada de la
sintesis de dichas secuencias y de clonarlas en el vector pUC57 dando lugar a los plasmidos pUC57-
1A, pUC57-1B, pUC57-2, pUC57-3 (Figura 49).

TelRL LoxP66

—— - pUC57-1A

LoxP71 TelRL iTelomerasa

pUCS57-1B

TetON IRES

pUC57-2

TetON OTetX3 BFP SV40 PolyA

pUC57-3

CMV Bisentido

Figura 49: llustracién mostrando las secuencias de DNA compradas a la empresa GeneUniversal las cuales se
clonaron en el vector pUC57

>pUC57-1A Contiene las secuencias TelRL y LoxP66 colonda entre los sitios Sacl y BamHI del vector
de clonado pUC57

GAGCTCGAAGACCCCGGGTATCAGCACACAATTGCCCATTATACGCGCGTATAATGGACTATTGTGTGCTGAT
AATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAACGGTAGGATCC

>pUC57-1B Contiene las secuencias LoxP71 y TelRL mas el ORF de iTelomerasa (Con los codones
cambiados para su expresion en células de mamiferos + una secuencia de localizacion nuclear)
clonada entre los sitios ECORV y HinDlll del vector de clonado pUC57
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GGATCCTCATGATGATCAGATATCAGCGC THACCEITICCTATACCATACATIATACCARGITATTATCAGCAC

ACAATTGCCCATTATACGCGCGTATAATGGACTATTGTGTGCTGATAGAATTCAGGCCTGGTACC

ACTAGTAAGCTT

>pUC57-2 Contiene las secuencias TetON3G-IRES (de virus EMCV) clonada entre los sitios EcoRI-

Sphl del vector pUC57
GAATTCGAGCTCGTCGACGGATCCACCATGICTAGACTGCACAAGAGCAAAGTCATAAACTCTGCTCTGGAAT

GCGGCCGC
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>pUC57-3 Contiene las secuencias del ORF de iCre y BFP bajo el
promotor bidireccional de clonada entre los
sitios EcoRl y HinDIIl del vector pUC57

GAATTCGCATGCTCATGCATCTAATTAAGCTTGTGCCCCAGTTTGCTAGGGAGGTCGCAGTATCTGGCCACTG
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CAGGCCTTCTCTGAACACACCTGGAAGATGCTCCTGTCTGTGTGCAGATCCTGGGCTGCCTGGTGCAAGCTGA
ACAACAGGAAATGGTTCCCTGCTGAACCTGAGGATGTGAGGGACTACCTCCTGTACCTGCAAGCCAGAGGCCT
GGCTGTGAAGACCATCCAACAGCACCTGGGCCAGCTCAACATGCTGCACAGGAGATCTGGCCTGCCTCGCCCT

GTCGACCTGCAGAAGCTT
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Clonado de p-iCre-Inducible

El gen de mCherry se amplifico por PCR utilizando los primers FwBSTXI-mCHERRY y RvSpel-
mMCHERRY vy se clono en el vector pGMT dando lugar al plasmido pGMT-mCherry. Mientras que el
promotor de CMV se amplifico por PCR utilizando los primers FwCMV-Xhol y RvCMV-BamHI dando
lugar al plasmido pGMT-CMV. (Figura 50) El plasmido pGMT-mCherry digirié con las enzimas BstxI
y Spel y se clono entre los mismos sitios del vector pUC57-2, dando lugar al plasmido pUC57-2-
mCherry (Figura 51). A continuacion se le clono entre los sitios BamHI/Sall el promotor de CMV el
cual fue liberado del vector pGMT-CMV con las enzimas BamHI/Xhol dando lugar al plasmido
pUC57-CMV-TetON-IRES-mCherry. (Figura 52).
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Figura 50: Clonado molecular para la generacion de los plasmidos pGMT-CMV y pGMT-mCherry .A. Reaccion
de PCR utilizando los primers FwBSTXI-mCHERRY y RvSpel-mCHERRY y el plasmido pFastBac-CMV-mCherry
como molde para amplificar el ORF de la proteina reportera de mCherry y su clonado en el vector pGMT. B.
Reaccion de PCR utilizando los primers FwWCMV-Xhol y RvCMV-BamH]I y el plasmido pFastBac-CMV-mCherry
como molde para amplificar el promotor de CMV y su clonado en el vector pGMT. Geles de agarosa 0.8 p/v con
BrEt 0.5 pg/mL. y exposicién a luz UV. L1K = Ladder 1kbp plus.
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Figura 51: Clonado molecular para la generacion del plasmido pUC57-2-mCherry. A la izquierda se muestran
las digestiones de los plasmidos pUC57-2 y pGMT-mCherry con las enzimas Bstxl y Spel y las purificaciones de
los fragmentos cortados a partir del primer gel. A la derecha se muestran las minipreparaciones obtenidas de
la transformacion en E. coli TOP10 de la ligacidn de esos fragmentos, remarcandose el clon 3 el cual se digirid
con las enzimas Acll y HinDIlIl para verificar su identidad. Geles de agarosa 0.8 p/v con BrEt 0.5 pg/mL y
exposicion a luz UV. L1K = Ladder 1kbp plus.
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Figura 52: Clonado molecular para la generacion del plasmido pUC57-CMV-TetON-IRES-mCherry. Se
muestra el clonado del promotor de CMV obtenido por digestion del plasmido pGMT-CMV con las enzimas
Xhol y BamHI entre los sitios Sall y BamHI del plasmido pUC57-2-mCherry. Los clones con retardo
electroforético obtenidos (pUC57-CMV-TetON-IRES-mCherry) y la digestién de uno de estos con las enzimas
EcoRI/HindlIl (2631pb, 1597pb y 1091pb), Ndel (3914pb, 944pb y 465pb) y Ncol (3310pb, 1578pb y 435pb)
para corroborar su identidad. Geles de agarosa 0.8 p/v con BrEt 0.5 pg/mL y exposicion a luz UV. L1K = Ladder
1kbp plus. L100 = Ladder 100pb. SD = Sin digerir.

111



El plasmido pUC57-CMV-TetON-IRES-mCherry se digirié con las enzimas EcoRIl y Spel
liberando el fragmento -CMV-TetON-IRES-mCherry- el cual se clono entre los sitios EcoRl y Xbal del
vector pFastBac-Dual dando lugar al plasmido pFastBac-CMV-TetON-IRES-mCherry (Figura 53).
Dicho plasmido se linealizo mediante digestidn con las enzimas Nsil y Sall y se le clono el fragmento
liberado producto de la digestién pUC57 3 con las enzimas Nsil y Sall dando lugar al plasmido pFB-
iCre-Inducible (Figura 54).
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Figura 53: Clonado molecular para la generacion del plasmido pFastBac-CMV-TetON-IRES-
mCherry. Se muestra el clonado del fragmento conteniendo CMV-TetON-IRES-mCherry
obtenido por digestién del plasmido pUC57 CMV-TetON-IRES-mCherry con las enzimas
EcoRl y Spel entre los sitiosEcoRI yXbal del plasmido pFastBac-Dual. Los clones con retardo
electroforético obtenidos (pFasatBac-CMV-TetON-IRES-mCherry) y la digestién de uno de
estos con las enzimas Hindlll y Ndel para corroborar su identidad. Geles de agarosa 0.8 p/v
con BrEt 0.5 pg/mL y exposicion a luz UV. L1K = Ladder 1kbp plus.
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Figura 54: Clonado molecular para la generacién del plasmido pFB-iCre-Inducible. (A) Se muestra el clonado
del fragmento conteniendo BFP-CMVbi-iCre obtenido por digestion del plasmido pUC57 3-con las enzimas
Nsill y Sall entre los mismos sitios del plasmido pFasatBac-CMV-TetON-IRES-mCherry. Los clones con retardo
electroforético obtenidos (pFB-iCre-Inducible) y la digestién de estos con las enzimas Pvull y Sacl para
corroborar su identidad. (B) Se muestra una minipreparacion del bacmido recombinante Ac-iCre-Inducible y
un esquema del circuito génico clonado en este. Geles de agarosa 0.8 p/v con BrEt 0.5 pg/mL y exposicion a
luz UV. SD = Sin digerir, L1K = Ladder 1kbp plus, LLHindelll = Ladder lambda HindlII.
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Clonado de pFastBac-CMV-iCre y FastBac-CMV-iTelomerasa

Los fragmentos pertenecientes a los ORF de iCre y iTelomerasa se obtuvieron por digestion
de los pldsmidos pFastBac-iCre con las enzimas BamHI| y pFastBac-iTelomerasa con las enzimas
BamHI y Spel y se clonaron en el vector pFastBac-CMV entre los sitios BamHI y Xbal dando lugar a
los plasmidos pFastBac-CMV-iCre Y pFastBac-CMV-iTelomerasa. (Figura 55)
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Figura 55: Clonado molecular para la generacion de los plasmidos pFastBac-CMV-iCre y pFastBac-CMV-
iTelomerasa. A. Digestiones de los plasmidos pFastBac-CMV, pFastBac-iCre y pFastBac-iTelomerasa vy
purificaciones de os fragmentos cortados. B. Minipreparaciones de los plasmidos pFastBac-CMV-iCre y
pFastBac-CMV-iTelomerasa y los patrones de digestion con las enzimas Xhol y Pvull de dichos plasmidos para
corroborar su identidad. Geles de agarosa 0.8 p/v con BrEt 0.5 pg/mL. y exposicion a luz UV. L1K: Ladder 1kbp
plus.
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Clonado de pFastBac conteniendo el miniciruclo/ministring
(MCMS)

Un fragmento perteneciente al promotor de CMV y las secuencias TelRL y LoxP66 se obtuvo
por digestién del plasmido pUC57-1A-CMV con las enzimas EcoRl y Hindlll se clonaron en el vector
pUC571B entre los sitios EcoRI y HinDIll, utilizando la cepa de E. coli Stbi3 (Invitrogen), para
secuencias inestables, dando lugar al plasmido pUC57-MCMS. La identidad del plasmido se
corroboro mediante digestion del mismo con las enzimas EcoRI y Ncol (Figura 56). La integridad de
las secuencias LoxP e TelRL se verifico mediante secuenciacién por el método de Sanger (Macrogen)
utilizando los primers CMV-F y M13F-pUC (Figura 57)
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Figura 56: Clonado molecular para la generacién del plasmido pUC57-MCMS (A). Digestiones de los
plasmidos pUC57-1A-CMV y pUC57-1B con las enzimas EcoRV y HinDlIll, purificaciones de los fragmentos
cortados y minipreparaciones de los clones obtenidos mediante la ligacién de dichos fragmentos y su
transformacidn en E. coli Stbi3.(B). Pasaje de los clones plasmidicos obtenidos en la cepa Stbl3 a la cepa TOP10
y digestion de estos con las enzimas EcoRl y Ncol para corroborar la identidad del plasmido pUC57-MCMS..
Geles de agarosa 0.8 p/v con BrEt 0.5 pg/mL. y exposicién a luz UV. L1K = Ladder 1kbp plus.
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Figura 57: Secuenciacién por el método de Sanger del plasmido pUC57-MCMS. Se muestran los resultados
de la secuenciacion utilizando los primers CMV-F y M13F-pUC. Recuadradas se muestran las secuencias
correspondientes a los sitios TelRL y loxP, mostrando la integridad de secuencia de estos.

El plasmido pUC57-MCMS-GFP se obtuvo mediante el clonado del fragmento GFP-SV40
PolyA, obtenido por digestion del pldsmido pFastBac-CMV-GFP con las enzimas Bcll y BamH]I, entre
el sitio BamHI del pldsmido pUC57-MCMS. La identidad del plasmido obtenido se corroboro
mediante digestion del mismo con las enzimas Sacl y Sfol (Figura 58). La secuencia correspondiente
al origen de replicacidn de Epstein-Barr se obtuvo mediante amplificaciéon por PCR con los primers
Fw.ORI Epst-Bar-BamHIl y Rv.Ebnal-BamHIl a partir del pldasmido pCRISPER-S12 (Addgene)
utilizando una High fidelity DNA taq polimerasa (New English Biolabs). Dicha secuencia se clono
ente el sitio BamHI del plasmido pUC57-MCMS-GFP para generar el pldsmido pUC57-MCMS-GFP-
ORI. La identidad del plasmido obtenido se corroboro mediante digestién del mismo con las enzimas
Sacl y Sfol. (Figura 59)
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Figura 58: Clonado molecular para la generacién del plasmido pUC57-MCMS-GFP (A). Digestiones de los
plasmidos pUC57-MCMS con BamHI y pFastBac-CMV-GFP con las enzimas Bcll y BamHI, purificaciones de
los fragmentos cortados (B) Minipreparaciones de los clones obtenidos mediante la ligacion de dichos
fragmentos y su transformacion en E. coli Stbi3. Pasaje de los clones plasmidicos obtenidos en la cepa Stbl3
a la cepa TOP10 y digestion de uno estos con las enzimas Sfol y Sacl para corroborar la identidad del
plasmido pUC57-MCMS-GFP. Geles de agarosa 0.8 p/v con BrEt 0.5 pg/mL. y exposicién a luz UV. L1K =
Ladder 1kbp plus, C = Plasmido control de retardo electroforético.
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Figura 59: Clonado molecular para la generacion del plasmido pUC57-MCMS-GFP-ORI. Reaccién de
PCR correspondiente a la amplificacion del origen de replicacion de Epstein-Barr, Minipreparaciones
de los clones obtenidos mediante el clonado de dicho fragmento en el sitio BamHI del plasmido pUC57-
MCMS-GFP, digestion de uno estos con las enzimas Sfol y Sacl para corroborar la identidad del
plasmido pUC57-MCMS-GFP-ORI. Geles de agarosa 0.8 p/v con BrEt 0.5 pug/mL. y exposicidn a luz UV.
L1K = Ladder 1kbp plus, CR = Plasmido control de retardo electroforético.

El plasmido pFastBac-MCMS-GFP se obtuvo mediante el clonado del fragmento
conteniendo la secuencia generadora de minicirculos/ministrings conteniendo el gen reportero de
gfp entre los sitios Kpnl y Sacl del plasmido pFastBac-Dual, la cual se obtuvo mediante digestion del
plasmido pUC57-MCMS-GFP con las mismas enzimas. La identidad del plasmido obtenido se
corroboro mediante digestién del mismo con las enzimas EcoRV y Xbal. El plasmido pFastBac-
MCMS-GFP-ORI se obtuvo mediante el clonado del fragmento conteniendo la secuencia generadora
de minicirculos/ministrings conteniendo el gen reportero de gfp y el origen de replicacion viral entre
los sitios Kpnl y Pvull, la cual se obtuvo mediante digestién del plasmido pUC57-MCMS-GFP-ORI con
las mismas enzimas. La identidad del plasmido obtenido se corroboro mediante digestion del mismo
con la enzima Sacl. (Figura 60)
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Figura 60: Clonado molecular para la generacién de los plasmidos pFB-MCMS-GFP y pFB-MCMS-GFP-ORI.
(A) Digestién del plasmido pFastBac-Dula con las enzimas Kpnl y Sacl y con las enzimas Kpnl y Pvull, del
plasmido pUC57-MCMS-GFP con las enzimas Kpnl y Sacl y del plasmido pUC57-MCMS-GFP-ORI Kpnl y Pvull.
Purificacion de los fragmentos cortados del gel. (B) Minipreparaciones de los clones obtenidos mediante la
transformacion en E coli de la ligacién de los fragmentos pFastBac (Kpnl/Sacl) y MCMS-GFP (Kpnl/Sacl).
Digestidon de uno estos con las enzimas EcoRV y Xbal para corroborar la identidad del pldasmido pFastBac-
MCMS-GFP. (C) Minipreparaciones de los clones obtenidos mediante la transformacion en E coli de la ligacion
de los fragmentos pFastBac (Kpnl/Pvull) y MCMS-GFP-ORI (Kpnl/Pvull). Digestién de uno estos con las enzimas
EcoRV y Xbal para corroborar la identidad del plasmido pFastBac-MCMS-GFP-ORI Geles de agarosa 0.8 p/v
con BrEt 0.5 pg/mL. y exposicién a luz UV. L1K = Ladder 1kbp plus, SD = Sin Digerir.
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Todos los plasmidos obtenidos en esta seccién provenientes del pldsmido pFastBac, se
transformaron por shock térmico en E. coli DH10Bac y se seleccionaron las colonias blancas,
conteniendo los bacmidos recombinantes correspondientes en cada caso (Tabla 4). Se realizaron

mini-preparaciones de bacmidos recombinantes y se transfectaron con el reactivo PEIl en células Sf9
en placas de 6 wells para generar particulas virales.
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ANEXO II: Generacion de bacmidos
mediante el sistema BAC-TO-BAC
(Thermo Fisher Scientific)

El vector baculoviral (bdcmido) contiene el origen de replicacién mini-F de bajo nimero de
copias, un marcador de resistencia al antibidtico Kanamicina, y un gen procariota que codifica para
el péptido LacZa. Insertado en el extremo N-terminal del marco de lectura de LacZa, existe un
segmento corto que contiene el sitio de insercidn para el transposdn bacteriano Tn7 (mini-attTn7)
gue no introduce mutaciones a nivel proteico. El bacmido se propaga en la cepa de E. coli DH10 BAC
como un megapldsmido que le confiere resistencia a kanamicina, y puede complementar la delecion
de LacZ presente en el cromosoma bacteriano para formar colonias azules (lac+) en presencia del
sustrato cromogénico X-gal y el inductor IPTG.

Los bacmidos recombinantes se generan mediante transposicién del elemento mini-Tn7,
desde el pldsmido donante pFastBac al sitio de insercion mini-attTn7 localizado en el bacmido,
cuando la enzima transposasa, que cataliza la transposicion, se provee en trans por medio de un
pldsmido helper. El casete que se va a transponer desde el vector donante contiene un promotor
baculoviral especifico (poliedrina, p10, o ambos en el caso de un vector dual que permite la
coexpresion de 2 proteinas), un gen de resistencia a gentamicina, un sitio de clonado multiple, y una
sefial de poliadenilacidn insertada entre los brazos derecho e izquierdo del Tn7. La transposicién
interrumpe el marco de lectura del péptido LacZa, permitiendo identificar aquellas bacterias que
llevan bacmidos recombinantes mediante el desarrollo de colonias blancas. Luego, el DNA
recombinante es extraido de la bacteria y utilizado para transfectar células de insecto. Dado que el
DNA baculoviral desnudo es infectivo per se, se inicia el ciclo replicativo en las células
desencadenando la produccion de viriones brotantes (BV) que portan el transgén bajo el control del
promotor tardio fuerte de poliedrina o p10 (o el que se desee insertar).
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Figura 61: Diagrama de los pasos seguidos para la generacion de los virus recombinantes. Se
observan las construcciones utilizadas y un esquema de la cepa DH10 Bac conteniendo el plasmido
helper que codifica para la transposasa (ademds presenta resistencia a Tetraciclina), y el genoma de
AcMNPV con origen mini F, el cual se replica como megaplasmido y recibe la transposicidn sitio
especifica del casete de expresion en el locus de LacZa.
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ANEXO IlI: Citometria de flujo

Resultados A: Transduccion de células de
mamiferos In vitro.

Figura 62. Transduccion de células H9c2 (mioblastos de rata) con el virus AcCMV-GFP. Las mediciones se
realizaron a las 24 horas post transduccion. Panel superior: Dot plot representativo de citometria de flujo
mostrando eficiencias de transduccion de H9c2 a MOI 0, 100, 300 y 900. Panel inferior: microscopia de
fluorescencia, 25 X, barras: 1000 pum.
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Figura 63. Transduccion de células CMFR (Cardiomiocitos de rata neonatal) con el virus AcCMV-GFP. Las
mediciones se realizaron a las 24 horas post transduccion. Panel superior: Dot plot representativo de
citometria de flujo mostrando eficiencias de transduccién de CMFR a MOI 0, 100, 200 y 400. Panel inferior:
microscopia de fluorescencia, 100 X, barras: 200 um.
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Figura 64. Transduccidon de células AC16 (Cardiomiocitos ventriculares humanos) con el virus AcCMV-GFP. Las
mediciones se realizaron a las 24 horas post transduccion. Panel superior: Dot plot representativo de citometria de
flujo mostrando eficiencias de transduccidon de AC16 a MOI 0, 50, 100, 200, 400 y 800. Panel inferior: Microscopia de
fluorescencia de AC16 MOI 50, 100, 200, 400 y 800. 100 X, barras: 200 pum.
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Figura 65. Transduccion de células HEK293T (Linea celular de rifidn humano) con el virus AcCMV-GFP. Las mediciones
se realizaron a las 24 horas post transduccidn. Panel superior: Dot plot representativo de citometria de flujo mostrando
eficiencias de transduccion de HEK293T a MOI 0, 50, 100, 200 y 400. Panel inferior: Microscopia de fluorescencia de

HEK293T a MOI 50, 100, 200 y 400, 100 X, barras: 200 um.
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Figura 66. Transduccion de células SkM (Skeletal muscle cells de conejo) con el virus AcCMV-GFP. Las mediciones se realizaron
a las 24 horas post transduccidn. Panel superior: Dot plot representativo de citometria de flujo mostrando eficiencias de
transduccion de SkM a MOI 0, 25, 50, 100, 200 y 500. Panel inferior: Microscopia de fluorescencia de SkM MOI 0, 25, 50, 100,
200 v 500. 100 X. barras: 200 um.
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Resultados C: Ensayo de capacidad de
transduccién de los BV pseudotipados con VSV-G

AcCMV AcProm. AcProm. AcProm.
ST -GFP le1/VSVG | GP64/VSVG | P10/VSVG
MIA 7
PaCa-2 ~| '
Vero 17
HEK ;- : :
293T -~

Figura 67. Transduccion de células MIA PaCa-2, Vero y HEK293T con los virus pseudotipados con VSV-G y con AcCMV-GFP. Las
transducciones se realizaron a MOI 100 y las mediciones se realizaron a las 24 horas post transduccién. Dot plots representativos
de citometria de flujo mostrando las eficiencias de transduccion obtenidas para cada tipo celular. ST: Sin transducir.
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