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Abreviaturas

AAV: virus adenoasociado.

rAAV: virus adenoasociado recombinante.

WtAAV: virus adenoasociado wild tipe.

ITR: secuencias de repeticidon terminal invertida.

VP: proteina viral.

RS: reticulo sarcoplasmatico.

dsADN: ADN doble cadena.

ssADN: ADN simple cadena.

LCIC: liberacién de calcio inducida por calcio.

DHPR: canales de calcio dependientes de voltaje tipo L.
RyR2: receptores de Rianodina tipo Il o cardiaco.

NCX: intercambiador de Na*/Ca?*.

SERCa: ATPasa de calcio del reticulo sarcoplasmatico.
AEC: acoplamiento excitacién-contraccion o éxcito-contractil.
PLB: fosfolamban.

PKA: proteina quinasa A.

GECiIs: indicadores codificados genéticamente.



Virus adenoasociado (AAV)

El virus adenoasociado (AAV) se descubrio por primera vez en la década de
1960 como pequefias particulas que contaminan la preparacion de adenovirus de simio
tipo 15 (SV15) (Atchison et al., 1965). Se clasifican como dependovirus, género que
pertenece a la familia de Parvoviridae (Brown, 2010). Como lo indica el nombre del
género, la replicacién del AAV y la produccion de particulas virales infectivas depende
de la coinfeccién con virus auxiliares como el virus del herpes, el adenovirus o el virus
del papiloma (Meier et al., 2020). En ausencia de estos virus auxiliares, la infeccién
permanece latente por integracién de AAV en el genoma del huésped en el locus AAVS1
en la posicion cromosémica 19913 o persisten de forma episomal como moléculas de

genoma bicatenario circular (Kotin et al., 1990; Wang et al., 2019).
Organizacion del genoma de AAV

El genoma corresponde a una molécula de ADN monocatenario (sSADN) de
aproximadamente 4,7 kb. Las hebras positivas y negativas se empaquetan en particulas
virales separadas con la misma eficacia (Wagner et al., 2021). El genoma esta
compuesto por cuatro marcos abiertos de lecturas (ORF) diferentes. El primer ORF
codifica cuatro genes necesarios para la replicacion viral (rep), los cuales reciben el
nombre segln su peso molecular: Rep 78, Rep68, Rep52 y Rep40. Estas proteinas no
estructurales se producen a partir de dos ARNm empalmados alternativamente los
cuales se encuentran bajo el control de dos promotores p5 y p19 (los numeros de los
promotores indican la ubicacién en el genoma viral en unidades de mapa). El gen cap,
que esta controlado por el promotor p40, pertenece al segundo ORF y codifica las tres
subunidades que conforman la cépside a través de corte y empalme alternativo y
traducido desde diferentes codones de inicio, estas son VP1 (proteina viral 1; 87kDa),
VP2 (72 kDa) y VP3 (62 kDa). Estas proteinas se producen en una proporciéon de 1:1:10
(VP1:VP2:VP3) y se ensamblan en una capside icosaédrica conformada por 60 VP
(Linden & Berns, 2000). El tercer y cuarto ORF se encuentran dentro de la secuencia de
codificacion de los genes Cap y corresponden a ARN subgenomicos. Uno de ellos
codifica a la proteina activadora de ensamblaje (AAP), la cual interviene en el
ensamblaje de la cdpside en el nucleolo (Sonntag et al., 2010); Y la proteina accesoria
asociada a la membrana (MAAP), cuya funcion no se encuentra definida (Ogden et al.,
n.d.).



El genoma de AAV esta franqueado por dos secuencias no codificantes, las
secuencias de repeticién terminal invertida (ITR) (Lusby, 1980). Son secuencias que
tienen la capacidad de autoemsamblarse en estructuras de doble horquilla en forma de
T y proporcionar los elementos necesarios para la replicacién viral y la sefial de
empaguetamiento (Samulski et al., 1983). Los ITR son los Unicos elementos que actian
en cis durante el empaquetamiento del genoma y, por esta razon, necesariamente

deben incluirse en los vectores de AAV recombinante (rAAV).
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Figura 1 — Estructura del genoma de AAV: Se conoce que el genoma de AAV contiene
cuatro marcos abiertos de lectura flanqueados por secuencias de repeticion terminal invertida
(ITR): Rep, Cap, MAAP y AAP. El ORF Rep codifica cuatro isoformas bajo la regulacion del
promotor p5y p19. La transcripcién impulsada por el promotor p40 del ORF Cap codifica tres

isoformas de proteinas virales (VP). Imagen: (Bulcha et al., 2021).

Se han aislado mas de diez serotipos de AAV de tejidos de primates humanos y
no humanos. Los diferentes serotipos muestran un amplio tropismo y preferencia por
diferentes células y tejidos, esta caracteristica puede aprovecharse para el desarrollo

de vectores en terapias génicas (Davidoff et al., 2005).
Ciclo de infeccién
Unién al receptor

Las diferencias en el tropismo son causadas por variaciones en la superficie de
la capside, esto hace que existan preferencias por distintos receptores celulares. En un
principio, AAV se une a receptores primarios, los cuales son glicoproteinas que se
expresan en la superficie de varios tipos celulares y receptores secundarios (Mietzsch
et al., 2014). AAV2, AAV3 y AAV6 se unen a sulfato de heparan (HSPG), AAV1, AAV3,
AAV4 y AAV6 a los 4cidos sialicos y AAV9 a la galactosa ligada a N (M Nonnenmacher
& T Weber, 2012).



Figura 2 — Via de transduccion de rAAV: Al unirse a receptores celulares, AAV ingresa a la
célula mediante endocitosis El entorno de pH bajo del compartimento endosomal produce
cambios conformacionales en la capside viral, lo que desencadena el escape al citosol. El AAV
puede sufrir protedlisis por parte de los proteosomas. El ingreso al nicleo se da a través del
complejo de poro nuclear. Una vez alli, el genoma prescinde de la capside y convierte su genoma
en dsADN. Esto se puede lograr mediante la sintesis de la segunda cadena a través de la ADN
polimerasa del huésped o mediante hibridacion de la cadena sentido y antisentido que coexisten
en el nicleo. En ausencia de virus auxiliares, el dsADN puede integrarse en el genoma de la
célula huésped, aunque esto sucede en frecuencias muy bajas. Las ITR presentes en el genoma
de rAAV pueden formar estructuras episomales circularizando el genoma o formando
concatémeros de alto peso molecular mediante la recombinacion intramolecular o intermolecular,

manteniendo una expresion transgénica a largo plazo. Imagen: (D. Wang et al., 2019).
Trafico endosémico

Una vez que AAV es reconocido por los receptores celulares se desencadena la
internalizacion del virus a través de la endocitosis mediada por clatrina (Wang et al.,
2019). Una vez internalizado, AAV se encuentra dentro de endosomas y es transportado
por los microtdbulos a la region perinuclear (Xiao et al., 2016). El pH bajo de los
compartimentos endosomales tardios provoca un cambio conformacional en la cipside
de AAV, lo que provoca que quede expuesto el dominio N-terminal de VP1 (VP1u). Esta
region contiene un dominio de fosfolipasa A2 (PLA2) y una sefial de localizacion nuclear,
lo que permite que el virus escape al citoplasma y se produzca la importacién nuclear
(Kronenberg et al., 2005; Venkatakrishnan et al., 2013). Ademas, el entorno de pH bajo
en los endosomas esta relacionado con la auto escision de la cipside (Salganik et al.,
2012).



Translocacioén al nucleo y replicacion

Luego del transporte retrégrado al aparato de Golgi y del escape al citoplasma,
los viriones de AAV ingresan al ncleo a través de los complejos de poro nuclear (CPN),
para posteriormente prescindir del revestimiento gendmico (Kelich et al., 2016;

Nonnenmacher et al., 2015).

En presencia de un virus auxiliar se induce la transcripciéon y replicacién del
genoma de AAV dentro de la célula huésped (fase litica). Como consecuencia, se
detiene la fase de sintesis de la célula evitando la entrada en la mitosis, se inhibe la

apoptosis y se reduce la expresion génica del huésped (Samulski & Muzyczka, 2014).

Dentro de p5 existe una secuencia conocida como elemento de union a REP
(RBE), la union de Rep78 y Rep68 a esta region, suprime la transcripcion durante la
latencia de AAV. Esta misma secuencia RBE esta presente en las ITR, lo que hace que
se active la transcripcion una vez que se unen a ella las proteinas Rep (D J Pereira,
1997). El AAV se replica a través de un mecanismo de desplazamiento de cadena el
cual utiliza la ITR como cebador 3’ OH libre para iniciar con la sintesis de la segunda
hebra y asi formar la estructura de dsADN, para esto se hace uso de la polimerasa &
(Wagner et al., 2021). Para los rAAV que son deficientes en la replicacion por no contar
con REP y CAP en su genoma codificante, su material genético se circulariza y forman

concatémeros por recombinacién intermolecular (Duan et al., 1999; Yang et al., 1999).

Una vez sintetizado el genoma del AAV se empaqueta en capsides
preensambladas a través de un poro de 8,5 A de diametro con la ayuda de proteinas
Rep (Rep 40 y Rep 52) que, con su actividad helicasa, cargan el genoma ssADN en la
capside (Bleker et al., 2005).

Uso de vectores virales en el contexto de terapias génicas

Como se mencioné anteriormente, AAV tiene la capacidad de infectar diferentes
células y tejidos segun el serotipo, caracteristica que se aprovecha al momento de
disefiar las terapias génicas hacia un objetivo en particular. Hasta la fecha se han
aislado mas de 10 serotipos naturales en humanos y en primates no humanos. AAV
posee una seroepidemiologia muy extendida, encontrandose en el 50-80% de la
poblacién humana, dependiendo de la regién geogréfica (Calcedo et al., 2009; Gao et
al., 2004). Existen diferentes estrategias para crear serotipos que contengan
modificaciones en secuencias proteicas de la capside y asi lograr un tropismo
diferencial. El disefio racional es un medio (til para el desarrollo de nuevas capsides con

propiedades especificas. Este método requiere que se conozca cudles son las



secuencias de péptidos que interactuan especificamente con residuos del tipo celular
objetivo. A su vez, el injerto de un péptido sintético puede afectar el empaquetamiento
del virus o el trafico celular. En cambio, la evolucién dirigida, es una estrategia que
supera los inconvenientes mencionados anteriormente. Este enfoque busca simular la
evolucién natural, exponiendo las capsides de AAV bajo una presion de seleccion para
descubrir variantes de interés, las cuales pueden presentar caracteristicas deseadas:
evasion de la respuesta inmune, especificidad celular, expresién transgénica sostenida

y produccion de altos titulos virales (Wang et al., 2019).

La cépside de rAAV esta compuesta por la misma secuencia y estructura que la
del virus de tipo salvaje (WtAAV), la diferencia estd en que el genoma encapsulado en
rAAV carece de todas las secuencias codificantes del virus wt. En su lugar, se coloca el
cassette de expresion que se disefia para un objetivo en particular. Las Unicas
secuencias de origen viral son las ITR, las cuales se conservan por su papel relevante
en la replicacion y el empaquetamiento viral. Un método muy utilizado en la produccion
de rAAV consta de cotransfectar tres plasmidos diferentes en células HEK293, las
cuales expresan constitutivamente genes de Adenovirus (Ela y Elb). El plasmido cis
lleva la secuencia ITR franqueando el gen de interés, el plasmido trans que expresa los
genes Rep y Cap y el plasmido Helper que contiene los elementos auxiliares como los
genes E2A, E4 y VA (Clément & Grieger, 2016).

Se han aprobado tres productos para la terapia de enfermedades metabdlicas,
oftalmoldgicas y neuroldgicas las cuales hacen uso de AAV como vector para la entrega
de genes terapéuticos. Unas de las caracteristicas mas relevantes, que apoyan el uso
de este virus en diferentes ensayos clinicos y preclinicos, es que AAV no se considera
un virus patégeno, no genera una respuesta inmune exacerbada y, por lo general,

presenta una expresion génica duradera (Zhao et al., 2022).

En el 2012, la EMA aprobd la primera terapia génica para tratar una enfermedad
monogénica (Glybera). Esta se enfoca en tratar la deficiencia de lipoproteina lipasa
(LPL), un trastorno genético metabdlico en el que la persona tiene una copia defectuosa
del gen de LPL. La terapia utiliza AAV1 como vector génico para la entrega de la copia
intacta del gen humano a células musculares mediante inyeccion intramuscular (Scott,
2015; Yla-Herttuala, 2012). LUXTURNA es la primera terapia génica aprobada por la
FDA de los EE. UU en el afio 2017 para tratar enfermedades monogénicas. Se basa en
un vector AAV2 y se utiliza para la distrofia retiniana asociada a una mutacién bialélica
RPEG65 (Russell et al., 2017). En el afio 2020 también fue aprobada en Canada y

Australia. En el afio 2019, la FDA de los EE. UU aprob6 la primera terapia génica viral
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para trastornos neuroldgicos (ZOLGENSMA), se aplica a pacientes pediatricos menores
de 2 afios para el tratamiento de la atrofia muscular espinal con mutaciones bialélicas
en el gen humano de supervivencia de la motoneurona. A diferencia de los otros dos
productos aprobados, ZOLGENSMA se inyecta por via intravenosa. Esto se basa
principalmente en el tropismo intrinseco del vector AAV9 hacia 6rganos del sistema
nervioso central (SNC) (Hoy, 2019).

Dindmica de Ca?" en miocitos cardiacos y acoplamiento excitacion —

contraccioén

Las patologias cardiovasculares son las principales causas de muerte en el
mundo (Mensah et al., 2019) y en Argentina (Bardach et al., 2018). Entre estas, tanto la
insuficiencia cardiaca como las arritmias pueden encontrar su origen o0 su progresion en
alteraciones en el manejo del calcio (Ca?*) a nivel de los cardiomiocitos (Denniss et al.,
2020; Hamilton & Terentyev, 2019; Njegic et al., 2020).
En las células cardiacas, la liberacion y posterior recaptaciéon de Ca?* por el reticulo
sarcoplasmatico lleva al ciclado de las concentraciones citosélicas de Ca?" y es
responsable del ciclo de acortamiento-relajacion que permite el bombeo de sangre. La
liberacién sistélica de Ca?* ocurre como resultado de la conversion de un estimulo
eléctrico (potencial de accion) en contraccion mecéanica. En este proceso llamado
“acoplamiento excitacién-contracciéon”, el potencial de accidon despolariza la membrana
plasmatica del cardiomiocito, permitiendo la entrada de una cantidad relativamente baja
de Ca?* desde el espacio extracelular, lo que provoca que el Ca?* presente en el reticulo
sarcoplasmatico (RS) se libera al citosol, en un proceso conocido como “liberacién de
Ca?" inducida por Ca?” (LCIC) (Donald M. Bers, 2002). La liberacion de Ca?* del RS
ocurre en microdominios subcelulares llamados “diadas”. En esta region, los canales de
Ca?* de tipo L (conocidos como receptores de dihidropiridina, DHPR) en la membrana
de los tubulos T entran en contacto directo y cercano con un grupo de aproximadamente
20-100 receptores de rianodina (RyR) presentes en la membrana del RS (Zima et al.,
2014)(Figura 3).
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Figura 3: Esquema que incluye a las principales proteinas involucradas en el flujo intracelular de

Ca?* durante el acoplamiento excitacién-contraccién, y aguellas necesarias para la posterior
reduccién en la concentracion citosélica de Ca?* que permite la relajacion mecanica.

Flujo de Ca?* durante la contraccion sistélica

Como se mencion6 anteriormente, el flujo de Ca?* hacia el citosol comienza con
la entrada de una cantidad pequefia de Ca?* extracelular. Estos eventos desencadenan
la liberacién local de Ca?* desde el RS conocida como “chispa de calcio”, la cual refleja
la activacion de un grupo de aproximadamente 6 a 20 canales de Ca?* presentes en el
RS (Gambardella et al., 2018). Durante el potencial de accion se produce la suma
espacio-temporal de miles de chiscas de Ca? produciendo el transitorio global de Ca?*

gue inicia la contraccion (Louch et al., 2013).

Los canales de Ca?" dependientes de voltaje tipo L (DHPR) se activan por
despolarizacion, permitiendo asi la entrada del Ca?* al citosol capaz de activar a los
RyR2 (LCIC). Estos canales pueden ser inhibidos por el propio Ca?*, lo que demuestra
un mecanismo de autorregulacion (Shiferaw et al., 2003).
Los RyR son canales de liberacion intracelular, encargados de liberar el calcio presente
en RS, la isoforma RyR2 es la mas abundante en los cardiomiocitos (Tunwell et al.,
1996). Estos canales tienen una estructura tetramérica, en la cual se pueden identificar
por los menos dos dominios funcionales. El extremo C terminal que representa el poro
por el cual son transportados los iones a través de la membrana plasmética, y el extremo

N terminal en el cual se encuentran diferentes sitios moduladores (Gao et al., 1997).

12




Flujo de Ca2+ durante la relajacién diastélica

La concentracion de Ca?* libre en el lumen del RS es de aproximadamente 1mM.
En cambio, es posible que la [Ca?'] dentro del RS sea de 20 mM, esto se debe a que
los iones dentro del limen del reticulo se unen a la proteina Calcecuestrina (Beard et
al., 2004).
El flujo de Ca?* por mecanismos de recaptacion asegura que se produzca la relajacion
muscular durante la fase diastdlica. Este proceso es llevado a cabo por el intercambiador
de Na*/ Ca?* (NCX) y la ATPasa de Ca?" del reticulo sarcoplasmatico (SERCa) (Figura
3). El primero es un transportador de membrana que se encuentra preferentemente en
los tubulos T (Yang et al., 2002) y al ser electrogénico, media el cotransporte de Na*y
Ca?". NCX puede transportar tres iones de Na* por cada ion de Ca?" que se libera al
espacio extracelular (modo directo). Por otro lado, en el modo reverso se liberan tres
iones de Na* por cada ion de Ca?* que ingresa a la célula. Generalmente el modo directo
participa en la salida de Ca?* hacia el espacio extracelular durante la relajacion diastélica
(Goldhaber & Philipson, 2013), mientras que el modo indirecto se produce en la fase

temprana del potencial de accion generando el ingreso de Ca?* a la célula (Bers, 2006).

SERCa ATPasa es una bomba de Ca?* presente en la membrana del RS que se
encarga de la recaptacién de Ca?* hacia el limen del RS durante la fase diastdlica.
Como resultado, finaliza el ciclo de acoplamiento EC y se restauran los niveles de Ca?*
en el RS, que son necesario para el proximo ciclo de contraccion (Frank et al., 2003).
La actividad de SERCa ATPasa esta regulada por una proteina llamada Fosfolamban
(PLB), este es un inhibidor de SERCa que reduce la afinidad de la bomba al Ca?". La
fosforilacion en el residuo Serl6 de PLB, por parte de la proteina quinasa A (PKA),
inhibe a PLB activando nuevamente a SERCa. CaMKIl es capaz de fosforilar a PLB en
residuo Thrl7, lo que provoca que se reactive el ingreso de Ca?* al RS (Simmerman et
al., 1986).

Alteraciones en el manejo del calcio intracelular

Durante el periodo diastolico, los RyR2 no estdn completamente inactivos, sino
que permiten una cierta liberacién de Ca?* del RS hacia el citosol. Esta liberacion
espontanea denominada “pérdida diastélica de Ca?"”, se manifiesta como liberaciones
delimitadas espacialmente denominadas “chispas de Ca?"” o como liberaciones que se
propagan espacialmente, denominadas “ondas de Ca?”. El Ca?" liberado al citosol
durante una onda de Ca?* es extruido por el NCX que, siendo electrogénico, genera una
corriente despolarizante. En situaciones de sobrecarga de Ca?" intracelular y alteracion

funcional de los RyR2, las ondas de Ca?" se multiplican y activan esta corriente,

13



generando posdespolarizaciones tardias que si alcanzan el umbral gatillan potenciales

de accion ectopicos y arritmias (Eisner et al., 2009).

La liberacién diastélica espontanea de Ca?* induce arritmias que pueden llevar
a la muerte subita (Van Oort et al., 2010; Wehrens et al., 2009) en el marco de sindromes
genéticos como la taquicardia ventricular polimorfa inducida por catecolaminas
(Baltogiannis et al., 2019) y en formas adquiridas de enfermedad cardiaca que abarcan
desde la fibrilacién auricular (Liu et al., 2020) hasta la insuficiencia cardiaca (Dridi et al.,
2020). En situaciones en las que predominan las chispas de Ca?* ocurre una descarga
parcial del contenido de Ca?" del RS, derivando en una caida de la contractilidad
cardiaca. Este mecanismo fisiopatoldgico explica, al menos parcialmente, la disfuncion
contractil observada en la insuficiencia cardiaca y en la sepsis (Sepulveda et al., 2017;
Zima et al., 2010).

Disfuncién de los receptores de rianodina tipo 1l (RyR2)

Existen fendmenos arritmogénicos que pueden ser mediados por alteraciones
en la funcién de los RyR2 y que se describen como alternancias de Ca?'. En las
alternancias ocurre sucesivamente una liberacién sistélica de Ca?*, seguida de una de
menor magnitud. Esto se traduce no sélo en alternancia contractil, sino que afecta
corrientes de membrana, generando alternancias en la duracion del potencial de accion
(Edwards & Blatter, 2014; Eisner et al., 2006), de modo que surgen gradientes de
repolarizacion que provocan arritmias tanto ventriculares como auriculares (Liu et al.,
2020; Weiss et al.,, 2011). En afios recientes, ha sido demostrado que tanto una
mutacién asociada con pérdida de funcién de los RyR2 como la inhibicién con carvedilol
generan alternancias de Ca?* (Leif et al., 2016; Sun et al., 2018). Mas recientemente, se
ha descripto en humanos un “sindrome de liberacién deficiente de Ca?* por los
receptores de rianodina” el cual es provocado por mutaciones que reducen su
probabilidad de apertura y conlleva a una propensién al desarrollo de alternancias (Sun
et al., 2021).

No solo la alteracién funcional de los RyR2 ha sido involucrada en el desarrollo
de alternancias, sino que estas son favorecidas por todos aquellos factores que
aumenten la refractariedad en la liberacién de Ca?* (tiempo que transcurre hasta que se
normaliza la amplitud de un transitorio de Ca?* que ocurra temporalmente cercano a un
primer transitorio de referencia). Entre los factores que afectan la refractariedad de la
liberacion de Ca?* se encuentran: la refractariedad intrinseca de los RyR2, el contenido
de Ca?* dentro del RS y la velocidad de recaptura del Ca?* citosolico hacia el RS (Cely-

Ortiz et al., 2020). Al respecto, diferentes trabajos proponen una preponderancia de los
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RyR2 como determinantes de alternancias y otros sugieren que la funciéon de SERCa
es el principal factor (Diaz et al., 2002; Millet et al., 2021; Rosenbaum et al., 2009; Sun
et al., 2018). En cuanto al contenido de Ca?* del RS se considera que debe ser alto para
gue las alternancias ocurran, pero existe controversia acerca de la oscilacién de los
niveles de Ca?* de fin de diastole dentro del RS cuando ocurren alternancias (Diaz et
al., 2004; L. Wang et al., 2014).

Junto a otras proteinas implicadas en el manejo de Ca?" intracelular, los
receptores de rianodina cardiacos (RyR2) juegan un papel clave en la funcién cardiaca,
ya gque como se mencioné anteriormente, su apertura permite la liberacién de Ca?*
desde el reticulo sarcoplasmatico (RS) hacia el citosol provocando la contraccion
sistolica. A su vez, la disfuncion de los RyR2 produce tanto disfuncion contractil como
arritmias (Belevych et al., 2013; Blayney & Lai, 2009). Los RyR2 son modulados
fisiologicamente  por proteinas regulatorias 'y mediante  modificaciones
postraduccionales como la nitrosilacion, oxidacién o fosforilacion de residuos
aminoacidicos especificos. Dicha modulacién puede afectar tanto su probabilidad de
apertura como su disposicion espacial en el reticulo sarcoplasmético (Gonano & Jones,
2017; Jones et al., 2018).

La posibilidad de monitorear experimentalmente la dinamica de Ca?* dentro del
reticulo sarcoplasmaético permitira evaluar diversos procesos que cursan con alteracion
del ciclado de Ca?* de forma mucho mas completa que la aportada por la sola medicién
de Ca?* citos6lico. En particular, permitird comprender lo que ocurre durante las
alternancias de Ca?*, ya que al monitorear simultdneamente Ca?* citosoélico y Ca?* intra-

RS se puede concluir respecto del factor limitante para la liberacién de Ca?*.

Generacion del CEPIA (Calcium-measuring organelle-entrapped protein

indicators)

El uso de sensores de calcio intracelular brinda informacion relevante sobre la
dindmica de la sefializacion del Ca?* en las células. Dentro de estas herramientas se
encuentran los indicadores codificados genéticamente (GECIs) como GCaMP2. Dicho
sensor esta conformado por una proteina central EGFP permutada circularmente, la
cual esta franqueada por un péptido de unién a miosina (M13) en el extremo N terminal
y calmodulina (CaM) en el extremo C terminal que determina la afinidad de GCaMP2 al

Ca?". Es posible dirigir la expresién de GECIs a diferentes compartimentos subcelulares
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con la adicién de etiquetas adecuadas como SEKDEL (secuencia sefial de retencién en
RS) (Suzuki et al., 2014; Q. Wang et al., 2008)

Estudios de sustitucion de aminodcidos por mutagénesis dirigida en CaM y GFP
encontraron diferentes variantes de GCaMP2 con variabilidad en el rango dindmico y
afinidad por Ca?*. De 58 diferentes variantes generadas a través de ingenieria genética
los autores  eligieron aguella  que poseia las  sustituciones en
E31D/F92W/E104D/D133E, la cual se le adicion6 una sefial de direccionamiento y
retencién en reticulo. Este nuevo sensor se lo bautiz6 como rCEPIAer, el cual posee
propiedades ideales para medir la dindmica de calcio en el reticulo ya que se describid
que posee una intensidad de fluorescencia dentro del rango de concentracion de calcio
en el RSy, ademas, un Kd aproximado de 600 uyM (Suzuki et al., 2014).
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Objetivos

Objetivo general

Generar una plataforma experimental que permita registrar los niveles de Ca?* dentro

del reticulo sarcoplasmatico en cardiomiocitos a través de la transferencia génica

mediante vectores virales adenoasociados.

Objetivos especificos

1- Desarrollar y producir un vector adenoasociado con tropismo cardiaco (AAV9)
para la expresion de un sensor de Ca?" genéticamente codificado dirigido a
reticulo sarcoplasmico (rCEPIAer).

2- Realizar los controles de calidad del vector viral producido a través de geles de
agarosa, geles de poliacrilamida y qPCR.

3- Transfectar células HEK293T con el plasmido que codifica para el rCEPIAer y
registrar la dinamica de calcio con fluorémetro.

4- Transduccion in vivo en ratones c57bl/6.

5- Evaluacion de los niveles de Ca?* del reticulo en miocitos aislados mediante
microscopia confocal.

Hipotesis

La expresion transgénica del sensor de calcio dirigido a reticulo (r-CEPIA-er)

permite el registro y el estudio de las fluctuaciones de Ca2+ intrasarcoplasmatico en

cardiomiocitos.
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Materiales y Métodos

Obtencién de pCMV-rCEPIAer y pDG9

Los plasmidos necesarios para la produccion de los vectores virales fueron
amplificados con anterioridad en cepa DHb5alfa (para pDG9) y la cepa ultra estable
SURE (Agilent) para pCMV-rCEPIAer. Una vez obtenidas colonias positivas en un medio
sélido en presencia de seleccion Amp (ampicilina) se seleccionaron colonias para
obtener cultivos liquidos en un medio LB (en presencia de ampicilina). Se utilizé el kit
comercial PureLink™ HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit para la recuperacion de los

plasmidos.
Composicion y preparacion de medio LB

Para el crecimiento de las bacterias transformadas se prepar6 medio LB (caldo
de lisogenia, por sus siglas en inglés), este es un medio rico en nutrientes y utilizado

principalmente para el cultivo de bacterias.

Para la preparacion del medio se pesaron: 10 g de triptona, 5 g de extracto de
levaduray 10 g de NacCl, y se agreg6 un litro de agua bidestilada. Se agreg6 un agitador
magnético de teflon y se mezclé hasta homogeneizar completamente la solucién. El
medio de cultivo se distribuy6 equitativamente en dos Erlenmeyer, cada uno con 250 ml
y se los esterilizé en autoclave a 121 °C y 1 atm por 25 min. Luego se los dej6 enfriar y

se los inoculé con las bacterias transformadas con los plasmidos necesarios.

Para proceder con el lisado celular se tomaron aproximadamente 200 ml del
medio LB con las bacterias transformadas y se centrifugé a 4000 rpm durante 10
minutos. Una vez que las células precipitaron, se elimind el medio y se afiadié 10 ml del
buffer de resuspension R3 (50 mM Tris-HCI, pH 8.0,10 mM EDTA) el cual contiene
RNasa A para eliminar cualquier contaminante de RNA presente en la muestra.
Posteriormente, se utilizd 10 ml del buffer de lisis L7 (0.2 M NaOH, 1% (w/v) SDS) y se
invirtié el tubo hasta homogeneizar el lisado celular, asegurandose de no agitar. Luego
de 5 minutos a temperatura ambiente se afiadié 10 ml del buffer de precipitacion N3 (3.1
M Acetato de potasio, pH 5.5) y se procedi6 a centrifugar por 10 minutos a 12000 rpm.
El lisado celular se recolect6 en otro tubo para separar el pellet que contiene los restos
celulares que no son de interés. El sobrenadante obtenido se cargd en una columna
para lavar el DNA, dejando que la solucion drene por gravedad (se utilizé el buffer de
lavado W8: 0.1 M acetato de sodio, pH 5.0, 825 mM NacCl).
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Para eluir y precipitar el DNA que esta retenido en la columna se coloc6 un tubo
de centrifuga (tubo de elucién) de 30 ml debajo de la mismay se agregd 15 ml del buffer
de elucién E4 (100 mM Tris-HCI, pH 8.5, 1.25 M NaCl). EI DNA purificado esta presente
en el tubo de elucién, aqui se afadié 10,5 ml de isopropanol para centrifugar a 12000
rpm durante 30 minutos y precipitar el DNA. Luego, se resuspendio el pellet con etanol
al 70% y se centrifugd por 5 minutos, nuevamente a 12000 rpm. Finalmente, se
resuspendié el precipitado en 500 ul de buffer TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.1 mM
EDTA).

Electroforesis

Para determinar la presencia y calidad de los plasmidos se preparé un gel de
agarosa 0,8%. Para esto, se pes6 0,4 gramos de agarosa y se agrego 50 ml de buffer
TAE (Tris, &cido acético y EDTA). Luego, se calentd la solucidon hasta homogeneizar
completamente y se dej6 solidificar. Por ultimo, se prepararon las muestras a sembrar.
En la primera calle se sembr6 5 ul del marcador de peso molecular (1 Kb) méas 1 ul de
gel red. En la segunda calle se sembro 1,5 ul de pAAV-CMV-rCEPIAer (750 ng/ wl), 7 pl
de agua bidestilada, 1 ul de gel red y 1 ul de loading buffer. En la calle 3 se sembré 1,5
ul de pDG9 (1,6 pg/ul), 7 ul de agua bidestilada, 1 ul de gel red y 1 ul de loading buffer.

Produccion de vectores virales adenoasociados con tropismo cardiaco para

inducir la expresion de rCEPIAer:

Células HEK293T se cultivaron en placas de 15cm (cinco placas en total) y
fueron cotransfectadas cuando se encontraban con un 80-90% de confluencia con los
plasmidos pDG9 (1,9 ug/ul) y con el cis-plasmidos pAAV-CMV-rCEPIAer (375 ng/ul).

Mix de transfeccion

DMEM s/SFB 1-2ml

pDG9 45 pg
Relacion 3:1

cis-plasmido 15 pg

Mezclar por pipeteo

Relacién 1,5:1

PEI 90 pl con DNA

Vortex

Incubar 15" a TA

Tabla 1. Volimenes para Mix de transfeccion en placa de 15 cm.

19



Se agrego la Mix de transfeccién en las placas (un volumen de 1,5 ml por placa)
y se movio para distribuir uniformemente por toda la superficie. Se mantuvieron en

cultivo por 72 horas a 37°C.

Al sexto dia se recolectaron las células junto con el medio DMEM 2% SFB. Se
centrifugd a 4000 rpm para bajar las células (pellet) y en otra mamadera se aparté el

sobrenadante, para que posteriormente se le de otro tratamiento.
Pellet

Se agregd 3 ml de AAV lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 2
mM MgCl,) y, para liberar el contenido celular, se procedi6 a congelar a -80°C y
descongelar a 37°C. Este paso se hizo un total de tres veces seguidas, vortexeando la

muestra en medio de cada paso.
Sobrenadante

Se afiadio 31,3 gr de NH4(S0Oa4). (un agente caotrépico) por cada 100 ml de medio
de cultivo, asegurandose de que se disuelva bien la sal. Es necesario dejar la muestra

en hielo por una hora como minimo.

Posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante 30’ y se descarté el
sobrenadante. El pellet se resuspendié en 3 ml de AAV lysis buffer. A partir de ahi se

mezclé todo en un mismo tubo (6 ml) para continuar con el proceso.

Se agreg6 0,5 ul de nucleasa para eliminar el ADN que esté contaminando la
muestra del virus, incubando unos 45’ y vortexeando cada 10’. Luego, se centrifugd 30’
a 3000 rpm conservando ahora el sobrenadante que es donde se encuentran las

particulas virales.

Para el proceso de purificacion y filtrado del virus, se utilizé un gradiente de
lodixanol en tubos de 11,5 ml (ULTRACRIMP, PKG 50 03987, ThermoFischer). Para
preparar el gradiente se trabajé en flujo laminar, y se coloc6 primero la soluciéon de
menor porcentaje siguiendo en orden ascendente. Se utilizé una jeringa con aguja para
agregar directamente al fondo del tubo las diferentes soluciones, asegurandose de

agregar despacio y de forma continua para no romper el gradiente.
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Preparacion de cada solucion
Optiprep NacCl 5M ODB 5X H.0 Vol final
15% 16,1 ml 128 12,8 225 64,2 mi
25% 18,0 ml 8.6 16,5 43,1 mi
40% 235ml 7.0 4.7 35.2ml
60% 352 ml 352 ml

Gradiente en tubo de 11,5 ml

15%

3ml

25%

2ml

40%

1.5ml

60%

1.5ml

Tabla 2. Composicién de las soluciones utilizadas en el gradiente de lodixanol y volimenes

utilizados en cada tubo.

El sobrenadante con el virus se agreg6 en la parte de arriba del tubo de 11,5 ml
que tenia la solucién de 15%. El liquido se agreg6 de a poco inclinando el tubo para que
la presién no rompa el gradiente con una jeringa apoyada en la interfase solucién 15%-
aire. En los tubos donde no se completd el volumen final se agregé AAV lysis buffer.
Una vez sellados, se ultracentrifugo a 70000 rpm durante 1,30 hs (rotor 70Ti, 18 °C). Al
finalizar, el virus se encontraba en la interfase entre la solucion de lodixanol 40% y la
solucion 60%. Para recolectar las particulas virales se pinch6 con una aguja el tubo en
la parte superior de manera que se libere las presiones y en la parte inferior para que
comience a gotear. Se recolecté en un tubo eppendorf 1 ml del medio (fraccién de
descarte) y en otro tubo, 1,5 ml de la fraccion 40-60% que contenia el virus (fraccion de

interés).

Finalmente, se utiliz6 una columna de microfiltrado vivaspin20 (GE Healthcare)
para concentrar las particulas virales. Se fue centrifugando en intervalos de tiempo
diferentes para ir eliminando los restos de lodixanol, agregando buffer lactato para ir

completando el volumen.
Titulaciéon del genoma viral por PCR cuantitativa (QPCR)

El ndmero de copias del genoma viral se determin6 por PCR cuantitativa
utiizando cebadores complementarios a la regiéon ITR del virus (fwd: 5'-
GGAACCCCTAGTGATGGAGTT,; rev: 5-CGGCCTCAGTGAGCGA), dichos primers
fueron disefiados en trabajos previos (Aurnhammer et al., 2012). La curva de calibracién
se construyé a través de diluciones seriadas del cis-plasmido (1x10® copias/ul a 1x10*
copias/pl). La muestra AAV (5ul) se diluyo (1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000) en agua
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ultrapura libre de nucleasas. La gPCR se llevo a cabo utilizando iTaq Universal SYBR
Green Supermix (Bio-Rad Laboratories) en un termociclador para PCR en tiempo real
(Bio-Rad CFX opus Dx) con los siguientes parametros de ciclado: El genoma viral se
liber6 de la cipside en 1 ciclo de 95°C por 5 min seguido por 40 ciclos de 95°C por 10
s, 58°C por 10 s,y 72°C por 45 s.

Titulacion del genoma viral por gel de agarosa alcalino

Para el andlisis del genoma viral (cantidad y calidad del genoma) se realizé un
gel de agarosa al 0,8% en buffer 0,05M de NaOH y 1 mM de EDTA. Para preparar el
gel se afadio 1 g de agarosa en 98 ml de agua bidestilada y se calent6 en el microondas
hasta disolver. Se dejo enfriar la solucion hasta que fue posible manipular el Erlenmeyer
sin guantes, evitando que se enfrie por completo para que no gelifique. Luego se agreg6
1 ml del buffer alcalino de electroforesis 50 X y se agreg6 a la cama (con el peine
incluido) para que se gelifique. Una vez que se agrego el gel en la cuba, se cubrié por
completo con buffer alcalino 1X. Las muestras virales se sembraron en presencia del
buffer de siembra (1,2% SDS, 20% Glicerol, 0,01% Xylene Cyanol, 0,1M NaOH y 4 mM
de EDTA) y la muestra se calent6 a 95°C por 2 min para provocar la ruptura de la
envoltura viral. Se separ6 electroforéticamente a 18 V toda la noche. Al dia siguiente el
gel se lavo por 1 hora en 100 ml de buffer Tris 0,1 M; pH=8. Para la tinciéon se agregé
100 ml de NaCl 0,1 M (2 ml stock 5 M; 50X) y SYBR Safe (10 pl stock 10000X) agitando

por 2 horas en ausencia de luz. Finalmente, se revel6 mediante un transiluminador UV.
Cuantificacion y calidad de las particulas virales obtenidas por SDS-PAGE

Las muestras de AAV fueron resueltas en un gel de poliacrilamida al 10% en
presencia de SDS. Se utiliz6 como patrones de siembra 4 diferentes concentraciones
de albumina sérica bovina, BSA (2000 ng, 1000 ng, 500 ng y 250 ng), se tomé 10 pl de
cada solucion de BSA 'y se lo mezcl6 con 20 ul de agua bidestilada y 6 ul de tampoén de
carga 6X SDS-PAGE. Para la muestra de AAV, se agreg6 30 ul del virus y 6 ul del
tampon de carga 6X SDS-PAGE. Luego, se calentd por 5 minutos a 95°C la muestra
viral para favorecer la ruptura de la cdpside y los estandares de BSA se calentaron por
3 minutos a la misma temperatura. Luego de la separacion electroforética a 125 V, el
gel se desmonté e incub6 durante toda la noche en agitaciébn con una solucién de
Coomasie Blue (50% metanol, 10% acido acético glacial y 0,3 p/v de Coomassie Blue
R-250). Al dia siguiente se destifid con una solucion (40% de metanol y 8% de acético).
Se cuantifico la intensidad relativa de las bandas mediante el programa ImageJ. A través

de la curva de calibracion (Densitometria de BSA vs ng de BSA) se calculé los ng de la
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proteina viral VP3 y el nimero de particulas virales. El titulo total de particulas virales (vp)
puede calcularse con la siguiente formula: pv/ul = ng VP3/4,987 x 10°/ul de muestra de

AAV cargada por carril.

Cepa de ratones y via de inoculacion.

Ocho ratones C57BL/6 de 90 dias fueron inoculados con 3x10* pv / ratén. La
inyeccion de AAV-CMV-rCEPIAer se realiz6 mediante administracion intravascular en el
seno retro-orbital.

Obtencion de miocitos aislados.

Los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal para realizar la
toracotomia. Los corazones fueron removidos y colgados en un sistema de Langendorff
para comenzar la perfusion retrégrada con una solucibon HEPES 1mM CaCl,. Se
prosiguié por 5 minutos con otra solucién nominalmente libre de calcio con 0.1 mM de
EGTA. Luego se recirculd por 14 minutos una solucion que contiene 0.5 mM CaCl,, 0.18
mg/ml de colagenasa tipo Il (300U/ml), 0.01mg/ml de proteasa y albumina bovina 0.5

mg/ml. Se restituy6 progresivamente el calcio hasta 1mM.
Microscopia confocal

Los miocitos aislados fueron colocados en una camara de perfusion adaptada
para la platina de un microscopio confocal invertido Zeiss 410 equipado con un objetivo
de inmersion en aceite 63X, 1.4 NA. Los experimentos se realizaron a temperatura
ambiente (24°C). Los cardiomiocitos fueron estimulados a través de dos electrodos de
platino con pulsos cuadrados de 10 ms. La fluorescencia fue registrada a 600 nm luego
de la excitacion con un laser 543 nm. Para obtener una resolucién temporal de la
fluorescencia, se utilizé el modo escaneo lineal, en el cual una linea de 512 pixeles fue
registrada a lo largo de la célula cada 4.3 ms, obteniendo registros de fluorescencia en

el espacio vs tiempo.
Fluorometria

Células HEK293T fueron cultivadas en placas de cultivo de 100 mm en un medio
DMEM + 10% SFB + Estreptomicina/penicilina. Una vez alcanzado una confluencia de
aproximadamente 80% se transfecté con 10ug del plasmido que codifica para el
rCEPIAer utilizando PEImax. Al dia siguiente se corrobor¢ la eficiencia de transfeccion
a través de la presencia de células fluorescentes mediante la utilizacion de un
microscopio de fluorescencia. Las células fueron despegadas de las placas a través del

tratamiento con tripsina y resuspendidas en una solucién cero Ca?* (en mM): 133 Nacl,
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5 KCI, 1.2 MgS0O4, 0.8 MgClI2, 10 glucosa, y 10 HEPES, pH 7.35. Se utiliz6 un
fluorémetro (Photon Technologies International RCR fluorometer) con el objetivo de
registrar la fluorescencia emitida a 600 nm luego de la excitaciéon con un haz de luz de
543 nm. La sensibilidad del rCEPIAer por el calcio fue evidenciado con los consecutivos

agregados de 10 ul de CaCl. 1 mM al medio extracelular.
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Resultados

Obtencion de plasmidos y evaluacion de calidad
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Figura 4. A - Gel de agarosa donde se evidencia la presencia y calidad de los plasmidos. B -
Mapas del vector plasmidico pAAV-CMV-rCEPIAer y pDG9 utilizado para pseudotipar AAV9.

El gen del rCEPIAer fue obtenido a través del repositorio de plasmidos Addgene.
El mismo fue clonado previamente en un vector adenoasociado para ser empaquetado
en el vector viral resultando en un plasmido de aproximadamente 5 Kb (cis-plasmido,
plasmido de transferencia o simplemente plasmido adenoasociado). Los genes de la
replicacion (REP) y de la capisde (CAP) se encuentran en un plasmido separado
denominado pDG9 (el 9 hace referencia a CAP del serotipo 9, sin embargo, REP
siempre es del serotipo 2). Ademas, en este plasmido se encuentran los genes
necesarios del Adenovirus tipo 5 para la eficiente replicacion viral. Este plasmido fue

obtenido de la empresa Plasmid Factory®.

Ambos plasmidos fueron transformados en bacterias quimicamente
competentes, en el caso del plasmido pAAV-CMV-rCEPIAer fue transformado en la cepa
ultra estable SURE (Agilent) ya que debido a las secuencias de los ITRs generan
rearreglos que pueden provocar una disminucion significativa en los titulos virales

obtenidos. En el caso del plasmido pDG9 se transformé la cepa DH5alfa.

Una vez obtenidas colonias positivas en un medio sélido en presencia de la
presion de seleccion Amp (Ampicilina) se seleccionaron colonias para obtener cultivos

liquidos en un medio LB siempre en presencia de Amp. De este cultivo liquido se realiz6
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un stock de glicerol para futuros usos, el resto del cultivo se utilizé para la purificacion

del plasmido a través de kits comerciales de maxiprep (Thermo Fisher).

Los mapas de vectores plasmidicos presentes en la figura 4 muestran los
elementos necesarios para la produccion viral. Los plasmidos usados para pseudotipar
el AAV9 fueron pAAV-CMV-rCEPIAer y pDG9. El primero contiene los elementos cis
necesarios para la obtencion viral, dentro de ellos se destacan las ITR las cuales
franquean al sensor de Ca?* rCEPIAer; y los elementos regulatorios como el promotor
de expresion eucariota CMV (citomegalovirus). Ademas, pDG9 aporta los elementos en

trans para la expresion de las proteinas estructurales y de replicacién (Cap9 y Rep2).

La presenciay la calidad de los plasmidos se detecté mediante un gel de agarosa
0.8% en buffer TAE (Tris, Acético y EDTA). Se sembré el patron de peso molecular en
la calle nimero 1. El plasmido pAAV-CMV-rCEPIAer sembrado en la calle 2 muestra
una banda de aproximadamente 4000 pb, esto es esperado ya que el material genético
se corrié sin ser tratado con enzimas de restriccién que linealicen el plasmido. pDG9 se
sembré en la calle 3, la banda de mayor intensidad se ubica por encima de los 10000
pb, lo que indica que el material genético recorrié una distancia menor en el gel, debido

a gue es un plasmido de mayor tamafio.

Como se puede ver en la figura 4, las bandas estan bien marcadas por lo que
el material genético no se encuentre contaminado con otro tipo de acido nucleico,
destacando la ausencia de ARN el cual es un contaminante muy comudn en las
maxipreps. Estos resultados nos permitieron obtener plasmidos de una calidad 6ptima

para la transfeccion de células.

Transfeccion de células HEK293T con rCEPIAer
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Figura 5. Esquema de transfeccion de células HEK293T con imagenes de microscopia de

fluorescencia. Las barras blancas corresponden a 100 ym.
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Células HEK293T fueron transfectadas con el plasmido rCEPIAer obtenido
anteriormente con el objetivo de evidenciar el correcto funcionamiento del mismo. En la
figura 5 se muestra el esquema de transfeccion en el cual se partié de una placa de 10
cm con células HEK293T a un 90% de confluencia. Para la transfeccion se utilizo el
reactivo de transfeccion PEI max (Polysciences, Inc.) el cual nos permite obtener un alto
porcentaje de células positivas. En las imagenes del microscopio de fluorescencia
muestran la expresion del sensor de Ca?" rCEPIAer en células HEK293T, las cuales
fueron excitadas con una luz de una longitud de onda 543+-20 nm (verde) para obtener
registro de la emisién en rojo (600 nm). Como podemos observar en las imagenes de
microscopia fluorescencia las células fueron transfectadas exitosamente, ademas el
patron de fluorescencia obtenido sugiere que la ubicacion del sensor fluorescente se
encuentra en el reticulo de las células ya que no se evidencia una fluorescencia
homogénea en toda la célula como se espera habitualmente para una proteina

citosdlica.
Registros de dindmica de calcio en células HEK293T con fluorémetro:

La capacidad de sensar el calcio por el indicador rCEPIAer fue probado en un
sistema heter6logo (HEK293T). Para ello las células fueron transfectadas con el
plasmido que codifica para el rCEPIAer y su fluorescencia fue detectada con un
fluorébmetro. Las células partieron de una concentracion de Ca?* extracelular nula y se
fue aumentando la concentracién con el agregado de Ca?*, simultdneamente se registré
la fluorescencia emitida con respecto al tiempo del experimento. En la figura 6 podemos
observar un registro tipico de fluorescencia, en cada agregado de Ca?* extracelular
podemos evidenciar un aumento de la intensidad de la emisién en funcién del agregado
de Ca?" extracelular. Estos resultados demuestran que somos capaces de reproducir
los experimentos descriptos en bibliografia y nos permite continuar con la produccion

del virus para la expresion de rCEPIAer in vivo.
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Figura 6. Registro de fluorescencia en células HEK293T transfectadas con el plasmido

rCEPIAer. Las flechas rojas indican el agregado secuencial de 10 pl de una solucion 1 mM de
CacCl2.
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Produccion de AAV-CMV-rCEPIAer
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Figura 7. Esquema simplificado del flujo de trabajo para la generacién de vector viral

adenoasociado.

Una vez demostrado que los plasmidos obtenidos poseen una calidad éptima y
su funcionamiento es correcto en un sistema heterdlogo se avanz6 con la produccion
de un vector viral adenoasociado. Para esto se utilizaron 6 placas de 15 cm con una
confluencia del 80-90% las cuales fueron cotransfectadas con los plasmidos pDG9 y
pAAV-CMV-rCEPIAer. Luego de 72 horas de transfeccion las células y el medio
extracelular son recolectados y separados por centrifugacion. Dependiendo del serotipo
los AAV pueden encontrarse en el interior celular o en el medio. En el caso del serotipo
9 se estima que el virus se encuentra dividido en partes iguales entre el interior celular

y en el medio de cultivo, es por eso que se utiliza ambos para proceder a su purificacion.

Una vez lisadas las células por repetidas congeladas a -80°C y descongeladas
a 37°C se le agrega una nucleasa para eliminar ARN, ADN gendmico, ADN plasmidico
y cualquier otro tipo de ADN no empaquetado. En el caso del medio de cultivo se
procede a la precipitacion del virus a través del agregado de SO4(NH4)2. Tanto el lisado
celular como el precipitado son combinados para ser sometidos a una

ultracentrifugacion en un gradiente discontinuo de lodixanol.

Las particulas virales puras son retenidas en la interface de 40% y 60% del

gradiente de lodixanol. Esta fraccion es obtenida a través de la puncion con una aguja

29



y jeringa, la solucién obtenida es microfiltrada y el buffer intercambiado para poder ser

utilizado in vivo.
Andlisis del genoma viral con gel de agarosa alcalino

Una vez formado el virus en su interior se encuentra un genoma de ADN simple
hebra, este genoma empaquetado proviene de la amplificacion del cis-plasmidos
utilizado para su replicacion en HEK293T. Las cépsides de AAV empaquetan todo el
ADN simple hebra que se encuentra flanqueado por las secuencias de ITRs, en nuestro
caso el tamafio de ADN calculado es de 3119 pb.

Para evaluar la presencia e integridad del genoma viral se realizO una
electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante. Como material de partida se tomé
una alicuota de la fraccion viral ultrapurificada y se la desnaturalizo al calentarla a 95°C
por 5 min. Este material fue el que se sembr6 en el gel de agarosa. En la figura 8
podemos observar una fotografia de un gel representativo en el cual el genoma viral
corresponde al tamafio de lo esperado (~3000pb). Ademas, concluimos que la muestra
no posee contaminacion con otros acidos nucleicos. Lo interesante de esta técnica es
que no solo brinda informacién sobre la integridad y la pureza de la muestra, sino que
es posible determinar cantidad y de esta manera obtener un titulo viral aproximado.
Sabiendo el tamafio y composicion del genoma se establece el peso molecular del
mismo. Por otro lado, se conoce la cantidad (en nanogramos) que se corresponde a la
intensidad de la banda de 3kb del marcador. Midiendo por densitometria (ImageJ) la
intensidad de las bandas se puede obtener los nanogramos de ADN viral y conociendo
su peso molecular se establece el nimero de moles del genoma viral que sera el mismo

gue el numero de particulas virales.
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Figura 8. Gel de agarosa desnaturalizante para evidenciar calidad y cantidad aproximada del
genoma de AAV9-rCEPIAer.

Estos resultados demuestran que nuestra preparacion fue exitosa con un titulo
viral aproximado 5,2x10* gv (genomas del vector) y un genoma viral intacto,
correspondiente a un peso molecular esperado y no se encuentra contaminado con

otros acidos nucleicos.

Cuantificacion y evaluacion de calidad de las particulas virales obtenidas por
SDS-PAGE

Uno de los mayores inconvenientes a la hora de purificar vectores AAV es la
contaminacion con proteinas provenientes del sistema de purificacion (restos celulares,
medio de cultivo, suero, etc). Si bien en los resultados anteriores demostramos que la
preparacion se encuentra sin contaminantes, esto solo se refiere a la contaminacion de
otros acidos nucleicos ya que se utilizé un intercalante especifico, dejando de lado las

posibles contaminaciones con proteinas.

Con el objetivo de estudiar la pureza de nuestra muestra se realizd un gel de
poliacrilamida con SDS seguido por una tincién con azul de Coomasie. Como podemos
observar en el gel representativo mostrado en la figura 9.A se sembré diferentes
concentraciones de albumina y en la Ultima calle se sembr6 nuestra preparacion viral.
Claramente, en nuestra preparacion se observa tres bandas correspondientes a las
proteinas de la capside del AAV: VP1, VP2 y VP3.
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Las diferentes concentraciones de albumina sérica bovina (250, 500, 1000 y
2000 ng) se ubicaron en las calles 2, 3 ,4 y 5 respectivamente. En la calle 6 se sembré
el genoma de AAV9-rCEPIAer.
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Figura 9. A- Gel de poliacrilamida con SDS para determinar la calidad y cuantificar el nimero de
particulas virales. Las diferentes concentraciones de albimina sérica bovina (250, 500, 1000 y
2000 ng) se ubicaron en las calles 2, 3 ,4 y 5 respectivamente. En la calle 6 se sembré el genoma
de AAV9-rCEPIAer. B- Curva de calibracion (Densitometria de BSA vs ng de BSA).

Al igual que en el caso del gel de agarosa, un SDS-PAGE nos aporta mas
informacion que solo la correspondiente a la pureza de la muestra. Con este tipo de
geles es posible cuantificar la intensidad relativa de las bandas mediante el programa
ImageJ para obtener la curva de calibracion (Densitometria de BSA vs ng de BSA) que
se utilizé para calcular los ng de la proteina viral VP3 y el nUmero de particulas virales
(Figura 9.B). La DO de la banda incégnita es de 20037,368 (U.A), este valor se utilizd
para interpolar en la curva de calibracién y asi obtener los ng de VP3 que se sembré en
el gel. El calculo del numero de particulas virales se basé en el peso molecular de VP3
(60063 Da). Se sabe que por cada capside de AAV hay un total de 50 VP3, por lo que
el peso molecular de una sola capside es de 3 MDa (50 x 60063 = 3003150 = 3 MDa) y
cada capside contiene 4,9868 x 10'® g de VP3. El nimero de particulas virales
sembradas en el gel de poliacrilamida se calcula dividiendo la cantidad de VP3 en ng
por 4,9868 x 1018 g 0 4,9868 x 10° ng, lo que da un valor de 4,82083 x 10! pv/20 ul
(volumen final que se sembré en cada calle). El titulo viral es de 2,41 x 10° pv/ul 0 2,41

x 10 pv/ml.
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PCR cuantitativa (QPCR)

La técnica mas comunmente utilizada para la obtencion de titulos virales es la
PCR cuantitativa en la que se utilizan cebadores especificos para la regién ITR del
genoma viral. Como curva de calibracién se utilizan diluciones seriadas del plasmido
utilizado para la produccion viral. Si bien esta cuantificacion es relativa, nos permite

obtener resultados rapidos del titulo viral.

En la figura 10 se muestra una curva de calibracion tipica que se genero con la
dilucién seriada del plasmido de concentracion conocida. Podemos observar que los
puntos obtenidos se ajustan a la regresion lineal con un R? de 0,99. A partir de esta
curva se interpola el valor Ct del AAV incégnita (15,13) y se calcula el nUmero de copias
por mililitro teniendo en cuenta el factor de dilucién de la muestra y el volumen total

cargado, arrojando un valor de 1.25x10*? copias/ml.
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Figura 10. A- se observa los ciclos de amplificacién correspondiente a la curva de calibracion
(rojo) y las diferentes concentraciones de AAV9-rCEPIAer (azul). La linea discontinua negra
indica el umbral de amplificacién utilizado para el célculo del Ct. B- regresion lineal de la curva

de calibracion utilizada para el célculo del titulo viral.

33



AAV9-rCEPIAer
=
(0]
3
©
(@)

B
e
o
N
oo

v

Inyeccion AAVs Aislamiento de miocitos

C57BL/6

Figura 11. Esquema de inoculacion del virus en ratones C57BL/6. Ratones de 3 meses de edad
fueron inyectados con AAV9-rCEPIAer. Luego de 28 dias los miocitos fueron aislados para su

utilizacion en el microscopio confocal. La barra negra corresponde a 50 ym.

Microscopia confocal

Un total de 8 ratones de 3 meses de edad fueron inyectados retro orbitalmente
con 3x10*! pv ratén. Luego de 28 dias post inyeccion, los ratones fueron sacrificados, el
corazon se removi0 y se aislaron células cardiacas a través del sistema langendorff. A
través de esta técnica obtenemos cardiomiocitos aislados de otro tipo celular presentes
en el corazon. En la figura 11 se muestra el esquema experimental utilizado y una
micrografia de las células cardiacas. Estas células aisladas son la minima unidad
contractil del corazén, es decir poseen todos los mecanismos de ciclado de calcio y

acortamiento celular.

En la figura 12 se muestra un esquema que representa los resultados
esperados. Cuando los miocitos son transducidos expresan el sensor de Ca?" en el
lumen del reticulo mostrando una intensidad de fluorescencia maxima en diastole
(reticulo sarcoplasmico lleno). Esperamos que la liberaciéon del Ca?* durante la sistole
provoque que la intensidad de fluorescencia disminuya, proporcional a la disminucion
de la concentracion de Ca?'. Se evidencié la transduccion viral a través de la
fluorescencia de los cardiomiocitos utilizando un microscopio confocal. La fluorescencia
emitida corresponde a la fluorescencia basal de la proteina rCEPIAer. En la figura 13.A
podemos observar en la imagen de microscopia confocal un patrén de fluorescencia
reticular correspondiente a la ubicacién subcelular de la proteina. Este patrén coincide

con el reportado en la bibliografia.

34



AAVI-R-CEPIAVER

v Miocitos aislados

28 dias
A== GjE
e —

-
-

Diastole Sistole

() RYR

= CanallL

g Serca

© R-CEPIAJER

(ca")

Figura 12. Esquema representativo de los resultados esperados. Los miocitos transducidos
gue expresan el sensor de Ca?* intraluminal poseen una intensidad de fluorescencia maxima
en diastole. Esperamos que, al liberar el Ca?* durante la sistole, esta intensidad de

fluorescencia disminuya proporcional a la disminucién de la concentracion de Ca?*.

Los cardiomiocitos fueron perfundidos con una solucion HEPES (En mM: NaCl
146.2, KCI 4.7, CaCl, 1, HEPES 10, NaH,PO4-H20 0.35, MgS04-7H,0 1.05 y Glucosa
10 (pH 7.4 con NaOH).) y estimulados eléctricamente a través de dos electrodos de
platino a 0.5 hz. De esta manera se despolariza la membrana del cardiomiocito dando
lugar a la liberacion de calcio inducida por calcio y el subsecuente acortamiento celular.
La liberacién del calcio del reticulo sarcoplasmatico antecede a la contraccion
generando una disminucién de los niveles de este ion en el lumen del reticulo en cada
evento contractil. Con el objetivo de registrar esta disminucién de Ca?* en el reticulo se
utilizé el escaneo laser lineal de un microscopio confocal. Se realiza un escaneo lineal
a lo largo del cardiomiocito (figura 13.A. linea blanca) con respecto al tiempo. La
resolucion temporal de esta técnica nos permite registrar eventos rapidos que
corresponden a la liberaciéon de Ca?*. En la figura 13.B. podemos observar un registro
tipico donde se observa una disminucion de la fluorescencia en cada estimulo eléctrico.
Esta disminucién de la fluorescencia corresponde a una disminuciéon del Ca?* del
reticulo. En la figura 13.C. tenemos la integral de la sefial mostrando nuevamente la

caida de la fluorescencia.
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Figura 13. Resultados representativos del sensor rCEPIAer en cardiomiocitos. Se pueden
observar una imagen representativa de un cardiomiocito transducido con el sensor de calcio.
Ademas, el escaneo lineal de una porcién del cardiomiocito al ser estimulado eléctricamente
evidencia en la imagen o el registro una disminucion de la fluorescencia correspondiente a una
baja en la concentracién de calcio intraluminal en cada sistole. La barra blanca corresponde a
20 pm.

En su conjunto, estos resultados demuestran que fuimos capaces de transducir
in vivo cardiomiocitos ventriculares de raton con el AAV9-rCEPIAer. Ademas, a través
de experimentos con microscopia confocal demostramos la capacidad de estudiar los

eventos de liberacion de Ca?* en células aisladas.
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Discusién y conclusiones

En este trabajo final de grado nos propusimos obtener un vector AAV serotipo 9
con tropismo cardiaco para la expresion de un sensor de calcio genéticamente
codificado dirigido al reticulo sarcopldsmico con el objetivo de poder obtener registros

de la dindmica del calcio intraluminal.

Algunas patologias cardiovasculares como la insuficiencia cardiaca o las
arritmias pueden encontrar su origen o0 su progresion en alteraciones en el manejo del
Ca?" en las células cardiacas (Denniss et al., 2020; Hamilton & Terentyev, 2019; Njegic
et al., 2020). Por esta razon, es importante contar con herramientas moleculares que
permitan registrar los niveles de Ca?" dentro del reticulo sarcoplasmatico en
cardiomiocitos. Se utilizan enfoques experimentales basados en colorantes de baja
afinidad para medir directamente la [Ca?*]. Dentro de ellos se encuentra Fluo-5N que se
conoce que se acumula dentro del RS en cardiomiocitos. Este colorante presenta
limitaciones ya que no es posible usarlo en roedores pequerios, los cuales son modelo
de estudio en muchas patologias cardiovasculares. A su vez, puede acumularse en
otros compartimentos subcelulares, lo que llevaria a que la seiial del Ca?* del RS se
contamine; y muchas veces la sefial fluorescente producida por este colorante
disminuye a lo largo de los experimentos, por extrusion del tinte y fotoblanqueo (Bovo
et al., 2016).
Por lo mencionado anteriormente, es importante contar con indicadores de Ca?* que
superen estas desventajas. En nuestro caso, el uso de rCEPIAer como indicador de
Ca?" RS demostrd que es posible obtener sefial fluorescente proveniente del RS, al ser
administrado in vivo con AAV9 en ratones C57BL/6 (Figura 13). A su vez, mediante el
registro de la actividad de rCEPIAer en un sistema heterdlogo (HEK293T) pudimos
demostrar que el sensor responde al aumento de la concentracion de Ca?* (figura 6).
La ventaja de trabajar con células recién aisladas del tejido cardiaco radica en que se
conserva su estructura y fisiologia, manteniendo las mismas propiedades de

homeostasis de Ca?* que poseian en el tejido cardiaco.

Existe una amplia diversidad de serotipos de AAV con diferentes tropismaos, los
cuales son aprovechados para dirigir la expresion de determinados genes a 6rganos de
interés (Davidoff et al., 2005). En nuestro caso, se utiliz6 AAV9 para conducir la
expresion de un sensor sensible a Ca?* (rCEPIAer) al RS de miocitos cardiacos. En el

tejido cardiaco este serotipo de AAV es ampliamente utilizado ya que se considera
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cardiotrépico, aunque existe evidencia de que no se dirige exclusivamente al corazon
cuando se administra de manera sistémica, encontrando niveles similares de expresion

en higado y musculo esquelético.

En este trabajo logramos obtener AAV9-rCEPIAer para expresar el rCEPIAer
con una calidad éptima para su utilizacion in vivo como podemos observar en los

resultados del gel alcalino y el SDS- PAGE (figura 8 y 9).

Los resultados de la cuantificacion de las particulas virales, demuestra que los

valores obtenidos a lo largo de los tres métodos no son similares.

En el caso del SDS-PAGE es un método que nos permite determinar si la
preparacion viral se encuentra contaminada con proteinas, es un método barato, rapido
y de fécil reproduccién. Permite cuantificar las particulas virales a través de la
densitometria de VP3 junto con una curva de calibracion de albumina. Si bien, este
método tiene muchas ventajas, la principal y mayor desventaja de la cuantificacion del
titulo viral por SDS-PAGE es que se basa solo en las proteinas de las capsides, es decir,
estamos sobreestimando la titulacion debido a que en la mayoria de las veces tenemos
capsides que no empaquetaron el genoma, esto genera una distorsién muy grande (en

ocasiones de un orden de magnitud).

El uso de geles de agarosa alcalino para evaluar la presencia e integridad del
genoma es un método Util que nos permitié determinar que la muestra de AAV no estaba
contaminada con ningun otro material genético. A su vez, nos permitié6 observar si el
tamafio del genoma empaquetado corresponde con el esperado teéricamente. El
analisis cuantitativo a través de esta técnica es aproximado ya que se relativiza el valor
del titulo viral a la cantidad de ng que se sembré del marcador de peso molecular,
pudiendo ser sobreestimando nuevamente el resultado al suponer que el tamafio del
genoma viral es similar al de las moléculas del marcador. Este método no permite ver si
la muestra se encuentra contaminada con restos de proteinas (contaminacion mas

tipica).

A diferencia de los dos métodos anteriores, la cuantificacion por gPCR detecta y
cuantifica la cantidad de genoma viral presente en la muestra al medir la fluorescencia
generada durante la fase de crecimiento exponencial de la reaccion. Es el método mas
ampliamente utilizado por los laboratorios para la obtencién del titulo viral debido a que
es técnicamente sencillo, rapido y estandarizado. A diferencia de los dos métodos
anteriores que solo era necesario un equipamiento menor, la cuantificacion por gPCR

utiliza equipos de mediano porte, por lo que se encarece el costo. Se utilizé una curva
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patron generada con un virus de concentracion conocida para calcular el nidmero de
particulas virales presentes en la muestra (figura 10). En este caso se utilizaron primers
complementarios a las regiones ITR, detectando cualquier material genético que esté
franqueado por estas secuencias. De esta manera, no podemos asegurar que lo que se
esta amplificando es la secuencia completa del sensor de calcio rCEPIAer. Actualmente,
se esta utilizando la ddPCR (digital droplet PCR) para obtener una cuantificacion
absoluta, sin necesidad de referenciar a patrones o controles endégenos (Kojabad et
al., 2021).

Una vez superado los controles de calidad y habiendo obtenido un titulo viral
aceptable el AAV-rCEPIAer fue inyectado sistémicamente en ratones C57BL/6 de 3
meses de edad y los miocitos cardiacos fueron aislados luego de 28 dias de la inyeccion.
Si bien se obtuvo transduccion de los cardiomiocitos esta no fue con una eficiencia
esperada (estimamos que menos del 10% de los cardiomiocitos fueron transducidos),
creemos que esto ocurre principalmente porque el sensor utilizado no posee una
intensidad de emision de fluorescencia muy alta y es probable que haya un mayor
namero de miocitos transducidos que los que realmente se logran observar. Esta
limitacion se podria mejorar con varias estrategias: 1- aumentar el titulo viral con el que
fueron inyectados los miocitos. 2- Transducir ratones neonatos (p4) y utilizarlos luego
de 3 meses. 3- Cambiar por otro sensor de calcio genéticamente codificado que posea

mayor intensidad de fluorescencia de emisién.

Una vez seleccionado un miocito que posee una intensidad de fluorescencia
aceptable se estimula a través de dos electrodos de platino de manera de lograr la
despolarizacion celular y disparar el ciclado de calcio. Logramos registrar el decaimiento
de la sefal de fluorescencia debido a la disminucién de la concentracion de calcio del
reticulo (figura 13). Si bien estos resultados parecen ser muy alentadores en el uso de
este sensor ciertos inconvenientes a la hora de registrar la fluorescencia generan alguna
inquietud. En primer lugar, como se dijo anteriormente la intensidad de fluorescencia no
resulté de una intensidad reproducible lo que dificulta la adquisicién de los registros de
calcio ya que depende en gran medida del miocito seleccionado. Segundo, la
autofluorescencia propia de los cardiomiocitos que se encuentran dentro de los
espectros de emision del rCEPIAer provoca un solapamiento de la sefial quitando

precision en las medidas.

Si bien, en este trabajo hemos logrado cumplir con los objetivos propuestos,
concluimos que para el estudio del ciclado del calcio en el reticulo sarcoplasmico de

cardiomiocitos el sensor rCEPIAer no brind6 resultados 6ptimos. Proponemos utilizar el
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sensor denominado GCamp6f que posee caracteristicas espectroscopicas que se ajusta

tedricamente a las propiedades necesarias para la deteccion del calcio en el reticulo.
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