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INTRODUCCION

1 Laterapia génica

La terapia génica es una estrategia terapéutica que pretende
utilizar acidos nucleicos, en cualquiera de sus formas, como
farmaco para el tratamiento temporal o permanente de patologias
hereditarias o adquiridas [1]. Las definiciones desde un punto de
vista regulatorio de estos medicamentos se encuentran en el
Reglamento (CE) N° 1394/2007 y en la Directiva 2001/83/CE del
Parlamento Europeo. Basicamente se establece que:

“Un medicamento de terapia génica es un medicamento bioldgico
con las caracteristicas siguientes: a) incluye un principio activo que
contiene un acido nucleico recombinante, o esta constituido por él,
utilizado en seres humanos, o administrado a los mismos, con
objeto de regular, reparar, sustituir, afiadir o eliminar una
secuencia geénica; b) 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”.

La terapia génica consiste en la transferencia, mediada o no por
vector, de un gen con interés clinico a un 6érgano o tejido diana de
un paciente. La intencidn es que el gen alcance las células diana
con la suficiente disponibilidad molecular con la suficiente
disponibilidad molecular para que la maquinaria de decodificacién
pueda producir la proteina que codifica [2]. La correcta produccion
de la proteina codificada por el gen transferido permitira: incorporar

una funcién nueva en la célula, recuperar una funcién perdida o
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disminuida, inhibir o modular una funcién exacerbada o editar el

genoma para corregir la produccion de una proteina defectuosa.

2 Estrategias de terapia génica

Para realizar la transferencia génica existen distintas alternativas.
Dependiendo del recurso utilizado en el procedimiento, la terapia
génica se clasifica en viral y no viral.

La terapia génica viral utiliza un vector viral para llevar el ADN de
interés al interior de la célula diana [3]. Este vector viral consiste
en la secuencia de un virus, integrativo o no, a la que se le han
eliminado las secuencias responsables de su patogenicidad
(relacionadas con la capacidad replicativa) y son sustituidas por el
gen de interés (gen terapéutico). Del vector viral, se aprovecha su
capacidad para introducirse en el interior de la célula y utilizar la
maquinaria de decodificacion de ésta para traducir su genoma, de
igual manera que lo haria el gen insertado. La terapia génica viral
presenta las siguientes ventajas:

a) Media una transferencia mas eficiente del gen,

b) La administracion puede ser sistémica puesto que la
estructura del virus protege al gen de los factores adversos
presentes en el torrente sanguineo,

c) Permite disefar terapias permanentes (utilizando virus con
capacidad de integrarse en el genoma huésped, como los
retrovirus [3]) o temporales (utilizando virus no integrativos,
como los adenovirus),

d) Es posible seleccionar el tipo celular diana puesto que

algunos virus presentan tropismos especificos.
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Sin embargo, también tiene unos inconvenientes a tener en

cuenta:

a) Algunos tipos de virus son capaces de inducir reacciones
inmunoldgicas intensas, limitando la repeticion de dosis
(especialmente en vectores adenovirales);

b) No siempre se conoce la especificidad del lugar del genoma
huésped donde los virus integrativos se insertan, pudiendo
alterar la funcién celular normal (mutagénesis insercional,
transformacién tumoral);

c) Existe la posibilidad, aunque improbable, de que las
particulas virales desprovistas de capacidad infectiva, la
recuperen por recombinacién genética, lo que supone un
riesgo potencial en su uso en la practica clinica.

La terapia génica no viral consiste en la entrega de ADN por
mediacién de un vector no viral [4, 5, 6] o la entrega de ADN
desnudo [7], utilizando procedimientos fisicos. Se han disefiado
diferentes tipos de vectores no virales con la intencién de proteger
el ADN entregado de la degradacion ejercida por las nucleasas y
otros elementos del torrente sanguineo y facilitar asi la entrada del
ADN (con carga negativa) a la célula a través de sus membranas
lipidicas, cargadas también negativamente. Entre los diferentes
modelos de vector no viral se encuentran: a) los liposomas, que se
forman por inclusién de las moléculas de ADN en el interior de
capas lipidicas concéntrica y que son capaces de proteger el gen
y facilitar la internalizaciéon por endocitosis y/o fusion con la
membrana celular para su liberacion en el interior de la célula [6,

8], y b) los poliplejos [6, 9], que utilizan polimeros biodegradables
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y consiguen proteger totalmente el ADN de la degradacion ejercida
por las ADNasas. El uso de lipidos o polimeros catidnicos permite
la formacién de complejos con el ADN (lipoplejos y poliplejos,
respectivamente) y facilita su internalizacion celular. A pesar de las
ventajas de los vectores no virales, su utilidad es limitada debido a
su baja eficiencia de transfeccion y a que presentan dificultades de
formulacién para su utilizacién clinica. La eficiencia en
experimentos in vitro ha resultado ser muy superior a la observada
in vivo. Ademas, en algunas ocasiones podrian inducir cierta
respuesta inmunitaria en el paciente. Debido a que la terapia
geénica viral ofrece buena eficiencia de transferencia pero existe el
riesgo potencial de inducir una respuesta inmunitaria intensa, o
incluso una recuperacion de la infectividad del virus, y la terapia
génica no viral mediada por vector no ofrece unas ventajas
palpables, se han desarrollado procedimientos fisicos de
transferencia de ADN desnudo que resultan eficientes y seguras.
Existen diferentes alternativas para esta estrategia, entre las que
destacan:

a) Electroporacion, que consiste en incrementar la
permeabilidad de las membranas utilizando pulsos
eléctricos [6, 10, 11]. Mejora la eficiencia de transferencia
pero tiene una aplicacion mas limitada al tejido muscular;

b) Sonoporacion, consiste en la aplicacion de ultrasonidos
sobre un tejido bioldgico, lo que consigue la formacion de
burbujas que crean una agitacion capaz de desestabilizar
transitoriamente las membranas celulares y asi facilitar la

entrada del material génico [6, 12];
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Magnetofeccién, que consiste en aplicar un campo
magnético tras la transferencia del gen con alguna particula
metalica para dirigir el producto al interior del tejido. No ha
mostrado mejoras sustanciales [13, 14];

Microproyectiles, consisten en la inyeccion de particulas a
gran velocidad. Se utilizan especificamente en territorio
muscular [15-17];

Transferencia génica hidrodinamica, en la que el vehiculo
del gen es una solucidn salina acuosa isotdnica. Los
mediadores de la transferencia génica son los cambios en
la permeabilidad celular inducidos por la inyeccion
intravascular de la solucion acuosa de ADN (hidrofeccion).
Ha resultado ser uno de los procedimientos mas
prometedores y con mayor potencial de aplicacion en

distintos 6rganos [18, 19].

La terapia génica en la clinica

Desde que se aprobara el primer ensayo clinico en pacientes
empleando la terapia génica en 1989, el numero de estos ensayos
no ha parado de crecer [20], con pequefias fluctuaciones
interanuales, hasta alcanzar un maximo de 120 ensayos en 2008
y un numero total acumulado de 2076 ensayos clinicos (figura 1)
en terapia génica en el mundo [21]. A pesar de que el numero de
ensayos aprobados realizados en Espafna no supera el 1 % (tabla
1) del total llevados a cabo, esta tendencia indica el creciente

interés de la terapia génica como estrategia terapéutica.
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2014
2013
2012
20n
2010
2009
2008
2007
2006
2005
2004
2003
2002
2000
2000
1999
1998
1997
1996
1995
1994
1993
1992
1991
1990
1989
Unknown

38
37

44

68

67

120
[1]]
87
92
81
120
90
n7
n2
10
85
98
108
96
16

82

i@

Number of Gene Therapy Clinical Trials
Approved Worldwide 1989 - 2014

139

The Journal of Gene Medicine, © 2014 John Wiley and Sons Lid

wwrw. wiley.co.uk/genmed/clinical

Figura 1. Ensayos clinicos de terapia génica aprobados en el mundo. En la figura

se muestran el numero de ensayos clinicos empleando terapia génica que se han

declarado y aprobado cada afio en el mundo desde que se aprobd el primero en 1989

hasta Junio de 2014 (la base de datos se actualiza cada afio en Junio). Fuente:

www.wiley.co.uk/genmed/clinical.
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Spain 17 0.8
Sweden 10 0.5
Switzerland 50 2.4
Taiwan 1 0

Uganda 1 0

UK 200 9.9
USA 1312 63.2
Multi-country 80 3.9

Tabla 1. Ensayos clinicos de terapia génica aprobados en Espafia. En la tabla se
indica el nUmero de ensayos clinicos de terapia génica declarados y aprobados (columna
central), que se han realizado en Espafa y otros paises cercanos alfabéticamente
(columna de la izquierda) y la incidencia de estos con respecto al total en porcentaje
(columna de la derecha) desde 1989 hasta Junio de 2014. Fuente:

www.wiley.co.uk/genmed/clinical.

Este creciente uso de la terapia génica se hizo posible debido al
amplio desarrollo de las construcciones génicas empleando genes
distintos segun la aplicacion terapéutica. De entre los mas
empleados, destaca el empleo de genes con la intenciéon de
modular la respuesta inmune bien activandola o reprimiéndola. Las
estrategias de terapia génica no viral mas empleadas en los
ensayos clinicos han sido la lipofeccién y la entrega de ADN
desnudo, ya que son los procedimientos mas seguros. Sin
embargo, cuando se cruza la busqueda de los ensayos clinicos
aprobados en los que se emplea el ADN desnudo para el
tratamiento de enfermedades hereditarias monogénicas, soélo
encontramos 6 estudios, mientras que empleando como producto
terapéutico un gen que codifica una citoquina, s6lo uno ha sido
aprobado hasta la fecha. En los ensayos clinicos, se han utilizado

principalmente los vectores virales, sumando mas del 70 % del
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total. Los mas empleados han sido el adenovirus, por su capacidad
para transportar genes de gran tamafo y expresarlos
transitoriamente, y los retrovirus, que tienen la capacidad de
insertar el gen en el genoma de la célula huésped, permitiendo asi
una expresion mantenida en el tiempo (muy util para el tratamiento

de enfermedades genéticas hereditarias).

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials

Il-— I'—/

Adenovirus 22.8% (n=488)
Retrovirus 19.1% (n=409)
Naked/Plasmid DNA 17.7% (n=379)
Vaccinia virus 7.6% (n=162)
Adeno-associated virus 5.5% (n=117)
LipoFEcriDn 5.3% (n=113)

Poxvirus 4.7% (n=100)

Lentivirus 4.2% (n=89)

@ Herpes simplex virus 2.9% (n=63)
@ Other vectors 7% (n=150)

@ Unknown 3.3% (n=71)

o000000

Figura 2. Vectores empleados en los ensayos clinicos de terapia clinica. El grafico
muestra el uso de los diferentes vectores (virales y no virales) empleados en los ensayos
clinicos que emplean terapia génica aprobados desde 1989 hasta Junio de 2014 y la
incidencia de cada uno de ellos en el total de ensayos. Fuente:

www.wiley.co.uk/genmed/clinical.

A pesar de las diferentes estrategias para vehiculizar el gen y el
tipo de tratamiento empleados, apenas el 0,1 % del total de
ensayos clinicos utilizando la terapia génica han alcanzado la fase
V.
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Gene Types Transferred in Gene Therapy Clinical Trials (W)

Antigen 21.1% (n=439)
Cytckine 17.2% (n=357)
Receptor 8.6% (n=179)
Deficiency 7.8% (n=141)

Suicide 7.7% [n=159)

Tumor suppressor 7.6% (n=158)
Growth factor 7.2% (n=150)
Replication inhibitor 4.4% (n=92)
Marker 2.6% [n=55}

Other categories 13.2% (n=275)
Unknown 2.5% (n=51)

000000 OGOO®

Phases of Gene Therapy Clinical Trials I\iﬂ

Phase | 59.2% (n=1230)
Phase I/1l 19.3% (n=400)
Phase Il 16.7% (n=3446)
Phase 11/l 1% (n=20]
Phase Il 3.6% (n=75)
Phase IV 0.1% (n=2)
Single subject 0.1% (n=3)

200000

Figura 3. Tipos de genes utilizados en los ensayos clinicos de terapia clinicay las
fases que alcanzan estos. El grafico de la izquierda muestra el uso de los diferentes
tipos de genes empleados en los ensayos clinicos que emplean terapia génica segun la
estrategia seguida aprobados desde 1989 hasta Junio de 2014. El grafico inferior indica
las fases que alcanzaron los ensayos clinicos de terapia génica aprobados desde 1989

hasta 2014. Fuente: www.wiley.co.uk/genmed/clinical.

De entre todos los procedimientos de terapia génica, el que ha
resultado tener un balance beneficio/riesgo mas positivo ha sido la
transferencia génica hidrodinamica de ADN desnudo. Dado el
elevado interés potencial de la terapia génica y el amplio campo de

su aplicacion en terapéutica, pensamos que se necesitaba un
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estudio molecular detallado del proceso de entrega génica y la
decodificacion de un gen exdgeno en tejido, con el fin de optimizar
el procedimiento. Por ello, en la presente tesis se estudia dicho
proceso en el modelo porcino in vivo y en tejido humano ex vivo
con la intencion de identificar las limitaciones del procedimiento y

determinar si es posible superarlas.

4  Transferencia hidrodinamica de ADN desnudo

La posibilidad de expresar genes heterélogos con elevada eficacia
tras la entrega de un gen desnudo fue descrita por primera vez a
mediados de los afios 90 [22, 23]. En el afio 1999, Zhang et al. [24]
y Liu et al. [25] introdujeron el procedimiento de transferencia
geénica hidrodinamica. El procedimiento consistia en la inyeccion a
gran velocidad de un volumen grande (2 ml en 5-7 segundos) de
solucion salina conteniendo un gen de interés, através de la vena
de la cola en raton (peso medio 20 g). La posibilidad de una
transferencia génica eficiente mediante la entrega de ADN
desnudo despertd un gran interés puesto que permitia expresar
una proteina heterdloga utilizando un procedimiento mas seguro
que la terapia génica viral. Distintos grupos de investigacion
dedicaron sus esfuerzos a mejorar la técnica para que fuera lo mas
segura, eficiente y reproducible posible [26].

En la siguiente figura se muestra lo que ocurre a nivel de la
circulacién sinusoidal en el hepatocito antes y después de inyectar,
en sentido retrogrado, una solucién salina conteniendo un
plasmido. La inyeccion de la solucion génica a través de la cola

alcanza el higado en sentido retrogrado y provoca un aumento en
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la presion dentro del vaso. Esto crea una distension en la pared
que permite la separacidn momentanea de las células endoteliales.
Cuando esto ocurre, el ADN tiene facilitada su salida del vaso
sanguineo a través de los poros sinusoidales y los espacios
intercelulares y alcanza el espacio de Disse. De ahi se entrega al
hepatocito, en cuyo proceso, la formacion masiva de vesiculas
endociticas debe desempenar un papel relevante. Este ADN debe
alcanzar el nucleo del hepatocito para que su informacion genética
pueda ser decodificada. Cuando este proceso ocurre de manera
eficiente, el ADN se transcribe a ARN y éste se traduce a proteina
para su liberacidn a la sangre (si se trata de una proteina de

secrecion).
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Figura 4. Representacion esquematica del procedimiento de transferencia génica

hidrodinamica hepatica en ratén. A la izquierda se muestra el sistema vascular
hepatico, indicando el sentido del flujo sanguineo. A la derecha de la imagen se puede
observar la organizacioén del sinusoide en condiciones normales (superior) y lo que ocurre
tras la inyeccion retrograda de una solucion génica (inferior). Cuando se inyecta por la
vena de la cola (sentido retrogrado) una solucién conteniendo un plasmido, aumenta la
presién en el interior del vaso, lo que crea una distensién del mismo y la separacién de
las células endoteliales. Esto permite la entrada del constructo al espacio de Disse

(dilatado) y al hepatocito mediante la formacién masiva de vesiculas endociticas.

Utilizando este procedimiento, nuestro grupo consiguié alcanzar
unos niveles de expresion plasmatica terapéuticos para la proteina
de la alfa-1-antitripsina humana en raton durante periodos de
tiempo superiores a 6 meses [27]. En la actualidad, se estan
realizando experimentos de terapia génica para el tratamiento de
distintas patologias en ratén con este mismo procedimiento [28-

30]. La posibilidad de alcanzar concentraciones terapéuticas
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mantenidas de una proteina heteréloga tras la perfusion
hidrodinamica de un gen humano en raton, impulsé a centrar los
esfuerzos en desarrollar y adaptar el procedimiento en animales
de mayor tamano con la intencion de trasladarlo a la clinica, ya que
los cambios hemodinamicos inducidos por la inyeccion
hidrodinamica son incompatibles con su uso en humanos. Las
condiciones de perfusion que conseguian alcanzar los mejores
resultados en raton representan doblar la volemia del animal en un
periodo de tiempo muy breve. El procedimiento debe ser
necesariamente adaptado puesto que las condiciones
hidrodinamicas empleadas en el ratdon no podrian ser toleradas por
animales de mayor tamafio. Las modificaciones del modelo iban
generalmente encaminadas a disminuir la presion hidrodinamica
sistémica. Esto se llevaba a cabo dirigiendo la transferencia génica
a un unico organo diana. Se realizaron estudios en modelos
animales de rata [31, 32] y conejo [33] sin conseguir obtener
resultados que fueran siquiera similares a los obtenidos en ratén.
Los esfuerzos mas recientes se han dirigido a desarrollar modelos
de perfusion hidrodinamica hepatica en cerdos por tener una
mayor proximidad anatémica con los humanos [34]. En el cerdo se
disefiaron estrategias de transferencia minimamente invasivas
mediante la realizacion de cateterismos hepaticos [35, 36] que,
aunque fueron seguras, no mostraron una eficiencia remarcable.
Algunos autores apuntaban la posibilidad de que se necesitara una
mayor presion intravascular hepatica, por lo que se estudiaron
distintas estrategias como bloquear el retorno venoso o inyectar la

solucién en condiciones hemodinamicas mas exigentes. En ningun
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caso se consiguieron niveles de expresion de una proteina
heterologa cercanos a los terapéuticos. Tras los diferentes trabajos
realizados por varios grupos en todo el mundo, no se habia
conseguido alcanzar ningun resultado alentador [37-41]. No
obstante, dado el enorme interés que presenta el procedimiento
para ser trasladado a la clinica, es necesario realizar un estudio
molecular minucioso de la eficiencia del procedimiento que
confirme o refute esta posibilidad. Este analisis permitiria identificar
la etapa del proceso de decodificacion genética que podia estar
limitando la eficacia final. Este trabajo de tesis tiene como objetivo
confirmar o refutar el interés traslacional del procedimiento de
transferencia génica hidrodinamica mediante el analisis molecular
detallado de la entrega, transcripcion y traduccidén del gen, asi
como su posterior exportaciéon al torrente sanguineo tanto en
modelos animales in vivo como en modelos de tejido humanos ex
vivo. Mediante la adaptacion eficiente y segura del procedimiento
de transferencia génica utilizado en ratén, se pretende encontrar
las mejores condiciones de eficacia y seguridad en la transferencia
génica hepatica en cerdos in vivo y en segmentos hepaticos
humanos ex vivo. Esta metodologia permitira comparar de manera
cuantitativa la eficiencia de diferentes procedimientos para
transferir un gen al higado. Para ello se evaluan algunas
alternativas que pueden mejorar la eficiencia del procedimiento,
como el cierre vascular parcial o total del érgano, y también la
eficiencia del procedimiento alcanzada cuando se transfiere el gen

a segmentos hepaticos humanos ex vivo.
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5 Dianas terapéuticas

Dado que la terapia génica es capaz de entregar a las células un
gen funcionalmente completo, que supla una disfuncion en la
expresion del gen natural, presenta un gran interés para el
tratamiento de las enfermedades hereditarias metabdlicas [43-46],
como la deficiencia en alfa-1-antitripsina [47], en la que se podria

implementar el gen funcional completo.

5.1 Patologias hereditarias: deficiencia en alfa-1-antitripsina
La alfa-1-antitripsina es una proteina inhibidora de las proteasas
séricas que se encarga principalmente de proteger a los tejidos
frente a la accion de éstas [48]. Su funcion tiene especial
relevancia en el tejido pulmonar, donde protege de la accion de las
proteasas, manteniendo asi la integridad del tejido y evitando su
degradacion y fibrosis. Los pacientes que la sufren pueden
presentar dos variantes alélicas, que van a definir la gravedad de
los sintomas. El alelo normal (PiM) se presenta en el 90 % de la
poblacion y produce la proteina normal, que se libera al torrente
sanguineo en unos niveles adecuados (0.8-1.2 mg/ml) para la
realizacion de su funcion. Los pacientes con la variante alélica PiS
son capaces de producir parcialmente la proteina correcta y
presentan unos niveles de proteina en sangre de
aproximadamente el 50-60 % de la concentracion normal. Estos
niveles son suficientes para que la proteina ejerza su funcion y los
pacientes con esta variante presentan sintomas leves. Sin
embargo, en los pacientes que presentan la variante alélica PiZ la

proteina producida es en su mayoria defectuosa, lo que impide que

29



Hidrofeccion hepatica no viral

sea liberada y los niveles sanguineos apenas superan el 10-20 %
de los niveles normales. En estos casos, la concentracion de
proteina no es suficiente para inhibir la accion de las proteasas.
Estos pacientes sufren a medio plazo alteraciones severas del
tejido pulmonar, como enfisema y dafo hepatico, por la
acumulacion de la proteina en el hepatocito, entre otros sintomas.
El defecto genético responsable de esta patologia afecta a 1 entre
3.000-5.000 personas (se estima que existen alrededor de 100.00
personas con deficiencia en alfa-1-antitripsina en Europa y 3.4
millones en todo el mundo. Ademas, 161 millones de personas en
el mundo tienen una copia del alelo S o Z), convirtiéndola en una
de las tres enfermedades genéticas letales mas frecuentes [49-51].
La deficiencia en alfa-1-antitripsina es una diana terapéutica
idonea para la terapia génica y, en este sentido, ya se habian
realizado diversos estudios [52] antes de la descripcion del
procedimiento hidrodinamico [24, 25], con resultados pobres
aunque esperanzadores utilizando tanto liposomas [53-56] como
vectores virales [57, 58]. Con el uso de la transferencia génica
hidrodinamica se consiguié alcanzar niveles terapéuticos de la
proteina en suero transitorios [59] primero, y prolongados, mas
tarde en raton [27]. Debido a esta gran incidencia y a la gravedad
de sus efectos, decidimos emplear el gen humano de la alfa-1-
antitripsina completo para estudiar la eficiencia de la transferencia
geénica en los ensayos en cerdo in vivo. Ademas, al tratarse de una
proteina de secrecion, nos permite cuantificar la presencia
plasmatica de la proteina humana, completando el estudio del

proceso de decodificacion y expresion de la proteina.
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La terapia génica también puede jugar un papel muy importante en
el tratamiento de diferentes patologias adquiridas. Nosotros
pretendemos evaluar su posible aplicacion en situaciones en las
que se requiere la inmunomodulacibn en entornos

proinflamatorios, tales como el trasplante hepatico.

5.2 Patologias adquiridas: entornos proinflamatorios
En los ensayos de transferencia génica hidrodinamica a
segmentos hepaticos humanos ex vivo, se pretende identificar de
manera rapida la expresion intracelular de la proteina eGFP (no se
secreta) por técnicas de microscopia. Una vez evaluada la
eficiencia del procedimiento, se pretende estudiar la eficiencia de
la expresion de un gen con potencial terapéutico para abarcar un
abanico mas amplio de patologias y evaluar el potencial interés de
la terapia génica en distintos escenarios. El control de la respuesta
inflamatoria es una aplicacién clinica que podria tener un gran
interés en diferentes entornos tales como el trasplante de 6rganos
o la persistencia de una respuesta inflamatoria exacerbada en
algun érgano. Por ello, decidimos usar un gen con capacidad
inmunomoduladora como la citoquina interleuquina-10. Esta
proteina tiene efectos pleyotropicos en la regulacién de la
respuesta inmune e inflamatoria [60]. Es capaz de inhibir la
proliferacion de linfocitos Th1 y de citoquinas proinflamatorias. Por
sus efectos, la IL-10 podria ser utilizada en diferentes escenarios
como modular la respuesta inmunitaria exacerbada en casos de

enfermedades autoinmunes. Los beneficios de la utilizacion de
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dicha proteina han sido demostrados en enfermedades
autoinmunes como la psoriasis [61] o el Crohn, mediante ensayos
clinicos, empleando bacterias capaces de expresar la IL-10
humana [62]; situaciones de inflamacion crénica [63]; mejorar el
proceso de recuperacion funcional del miocardio tras un infarto
agudo [64]; o para mejorar la respuesta de rechazo tras el
trasplante de 6rganos sodlidos, tanto en corazén [65] como en
higado [66]. La expresidon de concentraciones adecuadas de la
proteina IL10 podria controlar local y transitoriamente el entorno
inflamatorio creado por el higado trasplantado, actuando en
concomitancia con los medicamentos inmunosupresores clasicos.
De este modo, se favoreceria la aceptacion del dérgano
trasplantado en los primeros dias después del trasplante, momento
mas importante en la respuesta inflamatoria de rechazo, ya que ha
quedado demostrado que si no se controla la respuesta
inflamatoria al inicio de la misma, posteriormente resulta muy dificil

ejercer un efecto sobre ella [67, 68].

6 Modelos experimentales

En la presente tesis doctoral hemos empleado tejido hepatico
procedente de 3 especies animales diferentes: ratdbn, como patrén
oro del procedimiento de transferencia génica hidrodinamica;
cerdo, como modelo experimental para intervenciones de
transferencia génica hepatica in vivo con potencial traslacional; y
humano, para ejercer de control de referencia con el que
establecer los niveles de expresidon basal de la proteina alfa-1-

antitrpsina (hAAT) en tejido y como o6rgano diana para la
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transferencia del gen interleuquina-10 (hlL10). La transferencia
génica en ratbn se lleva a cabo con el procedimiento
hidrodinamico. Se realiza la inyeccidn de la solucion génica en la
vena de la cola bajo las condiciones descritas con anterioridad por
nuestro grupo [27] y que median niveles terapéuticos de la proteina
hAAT en plasma. La finalidad ultima de este trabajo consiste en
confirmar o refutar la idea de que la hidrofeccion es un método de
transferencia génica con potencial para ser trasladada a la practica
clinica. Por este motivo, se debe utilizar un modelo animal lo mas
cercano posible al humano, como es el cerdo, y procedimientos de
transferencias que puedan ser aplicables en pacientes. Diferentes
trabajos de investigacion llevados a cabo en los ultimos afos
demostraron que, posiblemente debido a la elasticidad del higado
[38], el cierre vascular del 6rgano podia aportar beneficios en la
hidrofeccién por el aumento de presién intrahepatica [40]. Con este
fin, desarrollamos un procedimiento quirurgico porcino [69] basado
en practicar una laparotomia al animal y, mediante ligaduras,
excluir el higado de la vascularizacion. Tras el cierre vascular, se
transfiere el gen al higado estanco mediante la inyeccién en
sentido retrogrado de la solucién génica, que ha demostrado
mediar una mayor eficiencia. Ya ha sido descrito con anterioridad
que era posible excluir el higado de la circulacion sanguinea
durante un periodo de hasta 20 minutos sin dafio para el animal
[70, 71]. En nuestros experimentos, este periodo nunca es superior
a los 9 minutos. Este procedimiento, a pesar de ser invasivo, es
utilizado en la clinica como parte de la intervencién del trasplante

hepatico. Con esta estrategia se consigue cerrar por completo el
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higado y detectar cualquier posible fuga del volumen inyectado. Se
comprueba que el procedimiento es realizable y seguro y el animal
se recupera en un breve periodo de tiempo y se evalua la eficiencia
del procedimiento, que resulta ser notable en el tejido. Una vez
confirmado este hecho, se desarrollan otros 2 procedimientos
intervencionistas (mediante el procedimiento de Seldinger [72]) de
transferencia génica, que resultan menos cruentos y de mas facil
traslacion clinica. El primer procedimiento (al que llamamos
“cateterismo cerrado”) consiste en la exclusion venosa del higado
mediante el uso de catéteres e introductores con balén. Este
procedimiento es el mas cercano a la cirugia. Los catéteres cierran
la circulacién venosa hepatica pero se mantiene la arteria hepatica
abierta. El segundo modelo intervencionista de transferencia
geénica (llamado “cateterismo abierto”) es el menos invasivo de los
3 y consiste en la perfusion de la solucion génica a través de un
catéter con balén (para impedir el retorno de la solucién) en un
unico Iébulo del higado. En este modelo no se excluye la
circulacion en el higado y no se afectan las condiciones
hemodinamicas del animal.

El analisis molecular detallado de todo el proceso de
decodificacion genética en cada estrategia de transferencia y en el
raton transferido mediante el procedimiento mas exitoso, permite
comparar el comportamiento de cada modelo e identificar las
causas de la ineficiencia.

En los segmentos hepaticos humanos la circulacién ya esta
cerrada debido a la intervencidn quirurgica a la que se somete el

higado con anterioridad a la recepcion de la pieza. La transferencia
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geénica se realiza por inyeccion venosa retrograda a través de una
vena suprahepatica, tal y como se describe en un trabajo previo de
nuestro grupo [73]. Se trata de un tejido de gran valor en nuestros
experimentos porque es el material biolégico sobre el que se
pretende trabajar una vez llevado el procedimiento de hidrofeccién
a la clinica. No existen trabajos que describan el uso de tejido
humano para el estudio de la eficiencia de la hidrofeccion a
excepcion de los de nuestro grupo (empleando el gen eGFP). En
la presente tesis se emplea tejido humano para evaluar la
eficiencia del procedimiento de hidrofeccion de un gen humano con
interés terapéutico en multiples patologias en un tejido que, a
priori, cuenta con todos los elementos necesarios para su correcta
expresion.

Los resultados obtenidos muestran que, utilizando el
procedimiento de cateterismo minimamente invasivo, la
transferencia génica ocurre aunque con una eficiencia de entrega
baja. Sin embargo, el gen entregado se transcribe y traduce en el
tejido en unos niveles similares a los observados en genes con una
tasa de expresion intermedia. Se observo también que el cierre
vascular del 6rgano aporta beneficios. A medida que el cierre
vascular fue mas completo (cateterismo abierto < cateterismo
cerrado < cirugia), la tasa de traduccion de la proteina en tejido fue

mayor.
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HIPOTESIS
La hipotesis de la presente tesis consiste en que es posible

desarrollar un procedimiento seguro y eficaz de transferencia
génica hidrodinamica utilizando unas condiciones de volumen y
flujo de perfusidon compatibles con la practica clinica, abriendo asi
el camino a una nueva via terapéutica con potencial aplicacion en

multitud de patologias.

OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es confirmar el interés clinico
traslacional de la transferencia génica hidrodinamica en higado,
basado en el analisis molecular del proceso de decodificacion de

la informacién genética del gen transferido.

Los objetivos concretos son:

1) Establecer una metodologia sistematica para el analisis
molecular de la eficacia de la transferencia génica que permita la
cuantificacion del ADN entregado, de la transcripcion del gen a
ARN vy de la traduccién de la proteina (en numero de copias por

célula normalizada)

2) Evaluar la eficacia de un procedimiento de transferencia génica
hidrodinamica hepatica minimamente invasivo, mediante el
cateterismo in vivo en cerdo (cateterismo abierto) de una solucion

conteniendo el gen de la alfa-1-antitripsina (hAAT)

3) Evaluar los beneficios del cierre vascular del higado durante la

transferencia en la eficiencia final del proceso, mediante el empleo
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de dos modelos de transferencia génica (utilizando el gen hAAT)
hepatica en cerdo in vivo:

a) cateterismo cerrado (cierre parcial), con el cierre simultaneo de
la vena cava supra e infrahepatica mediante catéteres con baldn
implantados a través de las venas yugular y femoral, y el cierre de
la vena porta intrahepatica mediante un cateterismo transhepatico

b) cirugia (cierre completo), con un aislamiento vascular total del

higado con el cierre de la arteria hepatica y de las venas cava
(supra e infrahepatica) y porta, llevado a cabo tras practicar una

laparotomia al animal

4) Comparar el comportamiento en la decodificacion del gen entre
los diferentes modelos y con los controles siguientes:

a) transferencia génica hidrodinamica en raton, en el que se
consiguio alcanzar una concentracion plasmatica terapéutica de la
proteina hAAT, codificada por el gen transfectado, durante
periodos de tiempo superiores a 6 meses

b) muestras de tejido hepatico humano, puesto que contiene todos
los elementos necesarios para decodificar el gen humano de la

manera mas eficiente

5) Estudiar la eficiencia de la transferencia génica en segmentos
hepaticos humanos ex vivo utilizando un gen marcador (proteina
fluorescente verde potenciada, eGFP) y un gen humano con
interés terapéutico para el trasplante de 6érganos (interleuquina-10,
IL-10)

38



Introduccion

6) Determinar las barreras fisicas que ofrece el tejido hepatico, en
las diferentes especies, al acceso de particulas de oro coloidal de
diametro conocido (4 y 15 nm) al interior de los hepatocitos
mediante la inyeccion hidrodinamica y posterior observacion por
microscopia electrénica de la distribucion de éstas en el tejido

hepatico.
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Material y Métodos

1  Produccién del plasmido
1.1 Bacterias para la amplificaciéon del plasmido

Se utilizan bacterias E. coli quimicamente competentes de alta

eficiencia (Life technologies, Madrid, Espana)

1.2 Transformacién bacteriana por choque térmico

Para la transformacion de bacterias se sigue el procedimiento del
choque térmico. Basicamente, las bacterias competentes (50 pl)
se incuban en presencia del plasmido (100-400 ng) y la solucion
se somete a varios pasos de frio-calor (30’ hielo, 3’ a 42°C y 30’
hielo) para hacer mas permeable la membrana a la entrada del
plasmido. A continuacion, estas bacterias se crecen en placa
durante 24h con un medio selectivo (LB- agar 1,5%+ antibiético de
seleccidn). A partir del cultivo en placa se selecciona un clon, para
asegurarnos de que todas ellas provienen de la misma célula
trasformada inicial. Este clon lo cultivamos en medio liquido LB
broth (Lennox) (Laboratorios Conda, Madrid, Espafa) durante 24h.
Estas bacterias transformadas se conservan a -20°C en solucion

de criopreservacion.

1.3 Crecimiento bacteriano

Para la amplificacion del plasmido, se crecen las bacterias en
medio liquido LB broth (Lennox) (Laboratorios Conda, Madrid,
Espafa), durante un tiempo aproximado de 24h. Para comprobar
el nivel de crecimiento bacteriano se mide la absorbancia del
cultivo, que debera estar entre 1.4-1.8 unidades de densidad

oOptica.
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1.4 Extraccion de plasmido

Para la extraccion y purificacion del plasmido se usa
EndoFree®Plasmid Purification (Qiagen®, Barcelona, Espafia)
segun las instrucciones del fabricante. La cantidad de plasmido

obtenido se cuantifica por espectrofotometria.

2 Plasmidos

2.1 eGFP

El plasmido p3C-eGFP (6.45 kb), conteniendo el ADN
complementario de la proteina fluorescente verde potenciada
(eGFP) y controlado por el promotor del cytomegalovirus (CMV),
se construyo6 a partir del clonaje de eGFP en el lugar de restriccion
Hindlll del pCDNAS (Invitrogen, Barcelona, Espana), previamente
escindido del vector plasmidico peGFP (4.7 kb) (Clontech

Laboratories, Saint-Germain-en-Laye, Francia).

2.2 Alfa-1-antitripsina
El plasmido pTG7101 (18.6 kb) contiene un fragmento de 16.5 kb

conteniendo el DNA gendmico de la alfa-1-antitripsina humana,

clonado en el sitio Sall del plasmido Polylll-l. Contiene ademas 1.8
kb en la regién 5por delante del gen y 3.2 kb en la region 3°,

posterior al mismo.

2.3 Interleuquina-10

El plasmido p2F-hIL10 se obtiene a partir del plasmido base

pVITROZ2 (Invivogen, France), conteniendo el gen humano de la
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interleuquina 10 (IL10). Los plasmidos basados en pVITRO2
permiten la cotransfeccion de dos genes simultaneamente. Para
ello contienen 2 promotores humanos, el de la cadena pesada de
la ferritina (FerH) y el de la cadena ligera de la misma (FerL),
combinados  respectivamente con los intensificadores
(“enhancers”) de los virus SV40 (simian virus 40) y CMV
(citomegalovirus) y con el gen de resitencia a higromicina, que
permite tanto la seleccién de bacterias transformadas como de
células eucariotas transfectadas. Para eliminar la regulacién por
hierro de los promotores, sus regiones 5UTRs han sido

reemplazadas por las de los genes EF1a de raton y chimpancé.

3 Animales
3.1 Cerdos

e Procedimiento quirurgico

Los cerdos hembra (n=20), de entre 18 y 23 kg, se obtienen de una
granja que abastece al Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe y
se estabulan en espacios individuales. Los experimentos llevados
a cabo fueron previamente aprobados por el Comité de Etica y

Bienestar Animal del Hospital La Fe.

e Procedimiento de cateterismo endovascular

Los cerdos hembra (n=8), de 18 a 23 kilogramos, se obtienen de
una granja que abastece al Servei Central de Suport a la
Investigacio Experimental (SCSIE) de la Universitat de Valéncia y
se estabulan individualmente. Todos los experimentos llevados a

cabo fueron previamente aprobados por el Comité de Etica de
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Bienestar Animal de la Facultad de Medicina de la Universitat de

Valéncia.

3.2 Ratones

Para los experimentos de transferencia génica hidrodinamica el
higado de ratén in vivo, se utilizan 7 ratones C57BL/6 machos
(B&K Universal Ltd). Los animales se mantienen en condiciones
estandar de laboratorio y se estabulan en un numero de 4 ratones
por jaula. La anestesia se induce y mantiene con isofluorano
(Isoflo®, laboratorios Abbott, Madrid, Espana; 5% y 2%
respectivamente, a través de la via inhalatoria). Todos los
experimentos llevados a cabo fueron previamente aprobados por
el Comité de Etica de Bienestar Animal de la Facultad de Medicina

de la Universitat de Valéncia.

4 Procedimiento quirargico de hidrofeccion

4.1 Equipamiento quirurgico

Equipamiento quirurgico para realizar una laparotomia: lazos para
referenciar las estructuras vasculares (DEVON TM, COVIDIEN,
Barcelona, Espafia) y clamps para cerrar los vasos. Se utilizan tres
tipos de sutura: BiosynTM 5/0 (COVIDIEN, Barcelona, Espana)
para la vena cava, ProleneTM 6/0 (ETHICON, NJ, USA) para la
vena porta y DexonTM 2/0 (COVIDIEN, Barcelona, Espana) para
cerrar la pared abdominal. La piel del abdomen se cierra con

grapas.
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4.2 Técnica quirurgica

Los cerdos son anestesiados. La anestesia se induce con
ketamina (Imalgene 100, Merial Francia; 5-10 mg/kg, im),
midazolam (Hospira 1 mg/ml, Madrid, Espafia; 0.3 mg/kg, im) y
propofol (Lipuro 2%, Braun, Melsungen, Alemania; 4-6 mg/kg, iv),
y se mantiene con sevoflurano (Sevorane, laboratorios Abbott,
Madrid, Espafia; 2.5%, a través de la ruta inhalatoria). Se induce la
relajacion muscular del animal con bromuro de vecuronio
(Norcuron 10 mg; 0.08 mg/kg, iv). Para la analgesia intraoperatoria
se utiliza morfina (0.4 mg/kg, iv) y para la postoperatoria, se emplea
buprenorfina (Buprex, Schering-Plough, Madrid, Espafa; 0.02
mg/kg, iv). A continuacion, se situa una via en la vena yugular para
la toma de muestras de sangre venosa periférica y un catéter en la
arteria femoral para la monitorizacion de la presion sanguinea del
animal. Se realiza una laparotomia completa, con la exposicion de
todos los o6rganos abdominales. Se expone la vena porta
extrapancreatica y se rodea por uno o dos lazos vasculares
dependiendo del modelo de canulacion llevado a cabo. La arteria
hepatica se referencia con una ligadura de seda. Se disecciona la
vena cava inferior por encima de las venas renales y se referencia
con uno o dos lazos vasculares, dependiendo del modelo de
canulacion empleado. La vena cava suprahepatica también se
rodea con un lazo vascular.

Esta técnica quirurgica nos permite establecer dos modelos de
perfusion con una exclusion vascular hepatica total. En el modelo

1, la perfusion de la solucién génica se lleva a cabo a través de la
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vena cava unicamente (retrograda) mientras que en el modelo 2,
la perfusion se realiza a través de la vena porta (anterégrada).

La secuencia del clampaje o cierre vascular es la siguiente:
primero, la arteria hepatica, después la vena porta vy
posteriormente la vena cava infrahepatica, para interrumpir la
entrada de sangre en el higado. Por ultimo, se cierra la vena cava
suprahepatica para asegurar una exclusién vascular total en el
higado. En el modelo 1, la vena porta se clampa y se realiza una
pequefa incision longitudinal en la superficie anterior de la vena
cava para insertar la canula de perfusion. En el modelo 2, el
proceso es similar al realizado en el modelo 1 pero clampando la
vena cava y perfundiendo a través de la vena porta.

Tras la perfusion de la solucién génica, el higado se mantiene en
condiciones de exclusion vascular completa durante un periodo
nunca superior a 5 minutos para facilitar la entrada del plasmido a
los hepatocitos. Durante este periodo, las incisiones vasculares se
suturan. Transcurrido este periodo, se restituye la vascularizacién
hepatica quitando los clampajes siguiendo la secuencia inversa a
la empleada para el bloqueo, liberando primero la salida de sangre
del higado.

Las funciones vitales del animal son monitorizadas continuamente
durante la operacion. Los cerdos se sacrifican 24 horas tras la
inyeccion del gen eGFP (n=14) y 14 dias después de la inyeccion
del gen hAAT (n=4), con cloruro de potasio (Braun 2 mEq, 20 mEq,
iv), después de la sedacion. Se toman muestras sanguineas de la
vena de la oreja a las 0 horas (antes de la inyeccion del plasmido),

1 hora tras la inyeccion y 24 horas después, antes del sacrificio,
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para la transferencia de eGFP. Para la transferencia del plasmido
hAAT también se toman muestras en los dias 2, 4, 7 y 14. En
ambos casos, tras el sacrificio se extrae el higado y se toman
muestras representativas de cada uno de los I6bulos principales (8

en total) para los posteriores analisis.

4.3 Transferencia génica a higado de cerdo in vivo

Se situa un catéter de 11 Fr en la vena cava o la vena porta
dependiendo del modelo de perfusion elegido. Tras la fijacion del
catéter, se inyecta la solucion salina conteniendo el plasmido en
una concentracion de 20 yg/ml. Se realizaron experimentos bajo
diferentes condiciones exploratorias de flujo y volumen para definir
las 6ptimas: 400 ml a 40 ml/s a través de las venas porta y cava
simultdneamente con una conexion en Y (n=1); y 600 ml a 60 ml/s
por porta y cava, simultdneamente (n=1). Sin embargo, los
resultados indicaron que era recomendable bajar la exigencia
hidrodinamica del procedimiento y se decidid utilizar un volumen
fijo de 200 ml (lo que supone aproximadamente 1/3 del peso total
del 6rgano en gramos de acuerdo con el peso corporal del cerdo)
y unas velocidades de 10 ml/s (n=6, para eGFP) y 20 ml/s (n=6
para eGFP; n=4 para hAAT; n=2 para nanoparticulas de oro).

Se toman muestras tisulares representativas (8 por higado) de los
I6bulos principales del higado de aproximadamente 1 mm de
grosor bajo condiciones estériles y se estabilizan en solucion
RNAlater® (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa). Las muestras se

procesan un dia después para el analisis molecular y evaluar asi
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la eficacia de entrega, transcripcion y traduccion del gen

transcurridas 24 horas o 14 dias de la transfeccion.

5. Procedimiento de cateterismo para la hidrofeccién

5.1 Cerdos
5.1.1 Material empleado para la cateterizacion

- Agujas para puncion de 18G
- Guias hidrofilicas y de Teflon de 0.035 pulgadas
- Introductor de 18Fr para el acceso venoso yugular y femoral
(Gore®)
- Introductores de 5Fr y 11Fr (Cook® Birmingham, UK) para el
acceso venoso portal percutaneo
- Catéteres multipropdsito para angiografia de 5Fr
- Balones de angioplastia de 10Fr para la oclusion de la vena cava
(4/40) y la vena porta (4/32) (Coda®, Cook® Birmingham, UK)
- Introductores de 8Fr especialmente adaptados para incorporar un
balén para la inyeccion de la solucion génica. Estos se preparan
con un introductor de 8Fr (Cook®) modificado adecuadamente
para llevar un balén y su valvula de inflado correspondiente
procedente de un catéter urinario Foley de 12Fr

- Sonda de ultrasonidos para el acceso portal percutaneo
5.1.2 Procedimiento endovascular

La anestesia se induce con ketamina (Imalgene® 100, Merial

Francia; 5-10 mg/kg, im), midazolam (Hospira® 1 mg/ml, Madrid,
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Espafia; 0.3 mg/kg, im) y propofol (Lipuro® 2%, Braun, Melsungen,
Alemania; 4-6 mg/kg, iv) y se mantiene con isofluorano (Isoflo®,
laboratorios Abbott, Madrid, Espana; 2.5% a través de la via
inhalatoria). Se induce la relajacion muscular con bromuro de
vecuronio (Norcuron® 10 mg; 0.08 mg/kg, iv). Para la analgesia
intraoperatoria, se administra morfina (0.4 mg/kg, iv). Para la
analgesia postoperatoria, se utiliza buprenorfina (Buprex®,
Schering-Plough, Madrid, Espaia; 0.02 mg/kg, iv).

El acceso vascular se consigue mediante agujas de puncion de 18
G. Para el acceso venoso yugular y femoral se emplean guias
hidrofilicas y de Teflén de 0.035 pulgadas e introductores de 18 Fr
(Gore®). Para el acceso percutaneo a la vena porta se utilizan
introductores de 5y 11 Fr. Para conseguir la oclusion venosa, se
emplean catéteres multipropdsito de 5 Fry balones de angioplastia
de 10 Fr para venas cava (4/40) y porta (4/32) de Cook®
(Birmingham, UK). Para la perfusién del gen, se utiliza el catéter
con balén fabricado por nosotros, descrito en el apartado anterior,
para poder inyectar el gen bajo las condiciones de flujo adecuadas
sin retroceso de la solucion. El acceso portal percutaneo se realiza
con la ayuda de una sonda ecogréfica.

En el modelo de cateterismo abierto (n=5, 4 para el gen hAAT y 1
para nanoparticulas de oro), se utilizan las referencias anatomicas
para acceder a la vena yugular empleando agujas de puncién de
18 G. Siguiendo el método de Seldinger [72], y con el uso de una
guia de Teflon, un introductor de 18 Fry 25 cm de longitud se situa
en la vena yugular interna. A través de este introductor, y usando

un catéter multipropdsito de angioplastia de 5 Fr, se accede a una
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vena suprahepatica medial. Entonces, se realiza el cambio del
catéter por el introductor con baléon de 8 Fr personalizado. La
correcta posicion del catéter y la adecuada oclusion venosa del
baldén, se confirma mediante inyeccion de solucién de contraste y
observacion radioscopica. Después, la solucion salina conteniendo
el gen se perfunde a través de este introductor.

En el procedimiento cerrado (n=3), se accede a la vena cava
inferior a través de una ruta dual: la vena yugular interna y la vena
femoral. Para la primera ruta, el procedimiento empleado es similar
al indicado para el procedimiento abierto pero el balén del
introductor personalizado se situa en la cava, cerca de la entrada
al higado pero sin bloquear la vena suprahepatica. Para la
segunda ruta, se emplea la misma técnica Seldinger para implantar
otro introductor de 18 Fr y 25 cm de longitud en la vena femoral
externa. Un catéter de angioplastia de 10 Fr con un balén de 4 cm
se situa en la vena cava infrahepatica a través del introductor de
18 Fr de la femoral.

Con el emplazamiento de estos dos catéteres con baldn, el acceso
de la cava al higado queda cerrado. Entonces, se accede a larama
derecha de la vena porta mediante una aguja de puncion utilizando
una guia de ecografia. Cuando se alcanza un retorno se sangre
apropiado, una guia de Teflon se introduce en el sistema portal con
un introductor de 5 Fr (Accustic®). Empleando una guia de
intercambio, se implanta un introductor de 11 Fr en la vena porta.
Este introductor permite situar un catéter de angioplastia de 10 Fr
con un balén de 4 cm en la rama principal de la vena porta. Cuando

los catéteres estan situados adecuadamente, se hinchan
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temporalmente los balones para confirmar (mediante la inyeccion
distal a través de todos los catéteres de solucién yodada de
contraste) la creacién de un compartimento estanco en el higado.
La tolerancia clinica de los animales se comprueba. Las funciones
vitales del animal son monitorizadas continuamente durante toda
la intervencion. El hinchado de los balones aisla el higado para la
perfusién retrograda de la solucion génica a todo el 6rgano a través
del introductor de 8 Fr de la vena yugular. Tras la inyeccion
retrograda de la solucidon de ADN, los balones se mantienen
hinchados durante 5 minutos para facilitar la entrada del gen a los
hepatocitos. Tras este periodo, se desinflan los balones para
restablecer la vascularizacion del 6rgano. La hemostasia del tracto
de la puncién portal se consigue empleando Spongostan®
(Nycomed pharma, Madrid, Espafna) mezclado con solucion
yodada de contraste y una guia fluoroscépica. Finalmente, se
quitan los introductores y catéteres de las venas yugular y femoral,
asegurando la hemostasia por compresion manual. Los cerdos se
sacrifican 14 dias tras la operacion empleando cloruro de potasio
(Braun 2 mEq, 20 mEq, iv), después de ser sedados. Se toman
muestras de sangre (2 ml) de una vena de la oreja antes de la
inyeccion del plasmido (0 h) y los dias 1, 2, 4, 7, 10 y 14 después
de la inyeccion, antes del sacrificio. Tras el sacrificio, se extrae el
higado y se toman muestras tisulares representativas del érgano

de cada Iébulo para posteriores analisis.
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5.1.3 Transferencia génica a higado de cerdo in vivo
Tanto en procedimiento abierto como cerrado, tras asegurarse del
area de perfusion con solucion de contraste, se perfunden 200 ml
de una solucion salina conteniendo el gen hAAT (20 ug/ml) a través
del introductor de 8 Fr con baldn, situado en la vena yugular, a 20
ml/s. Tras la intervencion, el animal se recupera y se mantiene en
estabulacion durante un periodo de 14 dias, durante los cuales se
toman muestras sanguineas periddicamente (dia de la
intervencion o dO y los dias 1, 2, 4, 7 10 y 14 tras la intervencion).
El dia 14 tras la intervencion, los animales se sacrifican y se toman
muestras tisulares representativas de todas las zonas del higado
de aproximadamente 1 mm de grosor bajo condiciones estériles y
se estabilizan en solucion RNAlater® (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafa). Las muestras se procesan un dia después para el
analisis molecular y evaluar asi la eficacia de entrega, transcripcion

y traduccion del gen transfectado.

5.2 Segmentos hepaticos humanos

5.2.1 Material empleado para la cateterizacion
-Introductor corto de 9 Fr (Cook®)
-Catéter corto de 9 Fr (Cook®)
-Jeringa de 50 ml

5.2.2 Segmentos hepéaticos
Los segmentos hepaticos humanos se obtienen de resecciones
quirurgicas de pacientes portadores de tumor. Los segmentos se

sellan del mismo modo que el fragmento de 6rgano que queda en
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el paciente, de la misma manera que hacen los cirujanos en la
practica clinica diaria. El parénquima hepatico se sella con sutura
de seda de 3/0 o con grapas cuando el vaso es mayor de 2-3 mm
y por electrocauterizacion cuando es mas pequefo. Se utilizaron
19 segmentos para el estudio molecular con el gen marcador
eGFP y 14 para el estudio con el gen hIL10. De 10 de los
segmentos transfectados con el gen eGFP, se utilizaron 14
muestras para fluorescencia o inmunohistoquimia. Para el estudio
ultraestructural, se emplean 6 segmentos hepaticos adicionales
(n=3 sin nanoparticulas de oro; n=3 con nanoparticulas de oro). Se
siguieron los protocolos de la Declaracion de Helsinki y todos los
pacientes dieron por escrito su consentimiento informado. Este
estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica

del Hospital Clinico de Valencia.

5.2.3 Transferencia génica a segmento hepatico humano

ex vivo
Tras la extirpacion, los segmentos hepaticos (418.0 £ 227.2 g) se
trasladan inmediatamente al laboratorio en condiciones de
esterilidad y todo el procedimiento de transferencia génica y
recogida de muestras se realiza en menos de 90 minutos. Se situa
un introductor flexible de 9 Fr lleno de solucion salina en una vena
hepatica marcada por el cirujano. Después de la fijacion del
introductor, se inyecta solucion yodada de contraste (maximo el 1
% del peso del segmento) a baja velocidad para confirmar la
correcta posicion del catéter, que no haya pérdida del volumen

inyectado y determinar el area de perfusion.
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Para el estudio de la transferencia génica, se inyecta la solucién
portadora del gen en un volumen equivalente a 1/5 6 1/10 del peso
del segmento. La concentracion del plasmido es de 20 pg/ml y la
inyeccion se realiza a 10 6 20 ml/s. Ademas, se incluye otro grupo
de inyeccion de solucién génica (volumen 1/5) a baja velocidad (1
ml/s), como control. Después de la inyeccidn, se dejan pasar al
menos 5 minutos con el catéter en su posicién para facilitar la
entrada del plasmido a las células. Tras este periodo, se obtienen
muestras de tejido de diferentes areas del segmento de 1 mm de
grosor, aproximadamente. Estas muestras se cultivan en
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) a 37° C en
condiciones estériles, en una atmosfera con el 5 % de CO2, para
que las células que incorporaron el plasmido tengan el tiempo
suficiente para poder decodificar el gen y expresar la proteina. Las
muestras se sacan de cultivo a las 24 y 48 horas tras la
transfeccion, para eGFP, y a las 24 y 72 horas para el gen hIL10,
se procesan y se realizan ensayos moleculares e histologicos.
Para el estudio ultraestructural, se realiza el mismo experimento
pero inyectando nanoparticulas de oro de 4 y 15 nm (10*2
nanoparticulas/ml) en solucién de glutaraldehido al 2,5% en PBS,
para una posterior observacion bajo el microscopio electronico de

transmision.

6 Ratones

6.1 Material empleado para la inyeccién

- Jeringas de 3 ml libres de latex (Beckton Dickinson, Madrid,

Espaia)
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- Agujas de 25G

6.2 Transferencia génica a higado de ratén in vivo

Para la trasferencia génica en el higado se inoculan los ratones
C57BL/6 por la vena de la cola usando jeringas sin latex de 3 ml
(Beckton Dickinson, Madrid, Espana) y agujas de 25G con un
volumen de suero salino equivalente al 10% de su peso (2mL) a
una velocidad de 0.3 ml/s. Los volumenes de suero salino
contienen diferentes concentraciones de plasmido (5 pg/ml (n=5);
20 pg/ml (n=7); 80 pg/ml (n=6) y 320 ug/ml (n=4)).

El dia 7 después de la inyeccion, se induce la anestesia y se
recoge una muestra de sangre a través de la vena cava (1ml) en
viales heparinizados. Con esta muestra se sigue el mismo
procedimiento de centrifugado y conservacion de las muestras
mencionado anteriormente. A continuacién, una vez sacrificado el
animal por dislocacion cervical, se toman muestras de tejido
hepatico. Una porcion del tejido se conserva en formaldehido 4%
para el analisis histologico, mientras que otra porcion se estabiliza
en RNAlater® solution (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa).
Transcurridas 24h de incubacion en RNAlater, se realiza el analisis

molecular de DNA, RNA y proteina en el tejido hepatico.

7 Analisis cuantitativo del ADNy ARN por PCRy RT-PCR
7.1 eGFP

Las muestras hepaticas de cerdos y segmentos hepaticos
humanos se cortan y homogenizan en tampon de homogenizacion

(Promega®, Barcelona, Espafia) con un Ultra-Turrax (Hielscher
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Ultrasonics GmbH, Teltow, Alemania). La extraccién y purificacion
del ADN y el ARN del tejido se llevd a cabo mediante los kits
especificos del sistema automatizado Maxwell (Promega®,
Barcelona, Espafia). Después de la purificacion, ARN y ADN se
cuantifican por espectrofotometria (Nanodrop®, Fischer Scientific,
Madrid, Espana).

El ARN se retrotranscribe a ADNc con 1 ug de ARN total (libre de
ADN), hexameros aleatorios y High Capacity cDNA Archive Kit
(Life technologies, Madrid, Espana). Para la PCR cuantitativa a
tiempo real, se emplea Power SYBR Green PCR Master Mix (Life
technologies, Madrid, Espafa) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

Los oligonucleodtidos se disefiaron mediante el software Primer
Express (Life technologies, Madrid, Espafa). Los cebadores

especificos para el gen eGFP son:

Fw: 5-GTAAACGGCCACAAGTTCAGC-3’, Tm: 53.9 °C
Rv: 5-TGGTGCAGATGAACTTCAGGG-3’, Tm: 54.9 °C

Los datos cuantitativos se calculan como el niumero de copias de
gen presente en la solucion del ADN extraido y purificado y el
numero de copias de ARNm del gen eGFP en la de ARN purificado
procedente del homogenizado tisular. El calculo es posible al
interpolar el dato de la PCR utilizando una curva estandar
preparada con el mismo plasmido utilizado para la transfeccion. La
curva se prepara realizando diluciones seriadas (1/10) del

plasmido desde 1 a 1.000.000 de copias. La curva presenta un
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relacion lineal desde 100 a 1.000.000 copias y todas las muestras
se encontraron en este rango. La cantidad total de ADN cargado
es de 1 yg por muestra, mientras que la de ARN (ADNCc) es de 100
ng. La sensibilidad tedrica del procedimiento para la deteccidn del
gen eGFP en el ADN es superior a 10"-3 copias por célula. Para

el ARN es de 0.02 copias por célula.

7.2 hAAT

A partir de las muestras hepaticas de cerdos, ratones (gold
standard) y segmentos hepaticos humanos (control), se obtienen
ADN y ADNc del mismo modo que se ha explicado en el apartado
anterior. Para la PCR cuantitativa a tiempo real, se emplea Power
SYBR Green PCR Master Mix (Life technologies, Madrid, Espafia)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los oligonucledtidos especificos para hAAT se disefiaron mediante
el software Primer Express (Life technologies, Madrid, Espafia):
Fw: 5-GAAGACAGATACATCCCACCATGA-3’, Tm: 53.9 °C

Rv: 5-GGTATAGGCTGAAGGCGAACTC-3’, Tm: 54.4 °C

Los datos obtenidos de la PCR se valoran sobre una curva
estandar especialmente preparada para este proposito. Esta curva
estandar se prepara con ADN humano cuantificado, diluido de
manera seriada 1/10. El rango lineal de la curva va desde 10 a
10,000,000 copias del gen o ARN, con un coeficiente de
correlacion > 0.97. En nuestra PCR cuantitativa, se carga 1 ug de
ADN total de cada muestra (correspondiente a la cantidad de ADN
de 185,000 células) y 100 ng de ADNCc total (correspondiente a la

cantidad de ARN de 5,000 células), aproximadamente. De este
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modo, la sensibilidad de la curva nos permite cuantificar hasta
5x107-5 copias de ADN hAAT por célula y 2x10*-3 copias de ARN
hAAT por célula.

7.3 hIL10

Las muestras hepaticas de segmentos hepaticos humanos se
procesan del mismo modo que en los apartados anteriores para
obtener el ADN y el ADNc.

Para la PCR cuantitativa a tiempo real, se emplea TagMan®
Universal PCR Master Mix (Life technologies, Madrid, Espafa) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Como oligonucledétidos se emplea una premezcla comercial que
incluye los cebadores y la sonda TagMan especifica para el gen
(codificante) de la interleuquina-10 humana (referencia
Hs00961622_m1; Life technologies, Madrid, Espafa). Las
condiciones de la PCR son las estandar (60° C Tm).

Los datos obtenidos de la PCR se valoran sobre una curva
estandar especialmente preparada para este propdsito. Esta curva
estandar se prepara con el plasmido hIL10 cuantificado, diluido de
manera seriada 1/10. El rango lineal de la curva va desde 1,000 a
1,000,000 copias del gen o ARN, con un coeficiente de correlacion
> 0.99. En nuestra PCR cuantitativa, se carga 1 ug de ADN total
(correspondiente a la cantidad de ADN de 185,000 células) y 100
ng de ADNc total (correspondiente a la cantidad de ARN de 5,000
células), aproximadamente. De este modo, la sensibilidad de la
curva nos permite cuantificar hasta 5x10”-3 copias de ADN hIL10

por célula y 2x10%*-1 copias de ARN hIL10 por célula.
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8 Determinacion de proteina
8.1 eGFP

8.1.1 Microscopia de fluorescencia
Para el estudio de fluorescencia, se utilizan criosecciones de
segmentos hepaticos humanos (n=7) cultivados durante 24 horas
tras la inyeccidn del gen eGFP. Las criosecciones se examinan y
fotografian con un microscopio invertido Zeiss Axiovert 135 (Carl

Zeiss, Madrid, Espana).

8.1.2 Inmunohistoquimia
Para el estudio inmunohistoquimico, se fijan en paraformaldehido
al 4 % las muestras de segmentos hepaticos humanos (n=7)
cultivados durante 24 horas tras la inyeccion del gen eGFP y se
embeben en parafina. Las secciones tisulares se desparafinan y
se incuban en albumina sérica bovina al 4 % en salino tamponado
con fosfato (1 hora a 37° C). A continuacion, se incuban las
secciones en solucion con el anticuerpo (anti-eGFP de conejo
diluido 1:300) a 37° C durante una hora mas. Se incluyen, como
controles, muestras incubadas en ausencia del anticuerpo
especifico. La deteccion se lleva a cabo con el kit de peroxidasa
LSAB-2 de DAKO (Barcelona, Espafia). Antes de Ila

deshidratacion, el tejido se contrasta con hematoxilina.

8.1.3 ELISA
Las muestras de tejido hepatico (8 por higado, correspondientes a
distintas areas del 6rgano) son homogenizadas con un Ultra-

Turrax y se purifica la proteina por centrifugacion secuencial
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empleando acetona al 80 % fria y etanol al 70 %. El extracto
proteico se resuspende en buffer RIPA con inhibidores de proteasa
(HEPES 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, NaF 10 mM,
Nonidet P-40 al 0.5%, sodio ortovanadato 1 mM, leupeptina10
pg/ml, aprotinina 10 pg/ml, PMSF 100 uM).

Se cuantifica el contenido de proteina total en cada muestra
mediante el kit de cuantificacion de proteina NanoOrange protein
quantitation kit (Life technologies, Madrid, Espafa). Se determina
la proteina eGFP presente en cada muestra mediante western blot
(WB), que se realiza como anteriormente descrito [74]. El
anticuerpo de deteccion se obtuvo de Abcam (Ab290, Cambridge,
MA, USA). El anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa
se obtuvo de Sigma-Aldrich (Madrid, Espana).

La cuantificacién de la proteina eGFP en las muestras se lleva a
cabo mediante un kit de ELISA de alta sensibilidad ya que el WB
mostré muy baja cantidad de la proteina. El kit de ELISA se obtuvo
de Cell Biolabs (akr-121, San Diego, CA, USA) y se realiza
siguiendo las instrucciones del fabricante. Tanto los anticuerpos
como la proteina eGFP recombinante para la preparacion de la
curva estan incluidos.

Brevemente, se incuban las muestras en la placa pre-cargada con
anticuerpo de deteccion anti-GFP y después se anade el
anticuerpo secundario biotinilado en una dilucion 1:1000 para una
segunda incubacion. Tras los lavados correspondientes, se afiade
una solucién de estreptavidina (1:2000) conjugada con la enzima

encargada de la reaccion colorimétrica. Tras la incubacion y los
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lavados, se anade la solucion con el sustrato y se lee la
absorbancia de las muestras en la placa a 450 nm.

La curva estandar es lineal desde 0 hasta 250 pg/ml de la proteina
eGFP, con un coeficiente de correlacién superior a 0.99. Los
resultados de las muestras estuvieron dentro de ese rango en
todos los casos. Los resultados, obtenidos como concentracion
(pg/ml), se transforman a numero de moléculas por célula
considerando el peso molecular de la proteina (27 kDa, [75]) y la
cantidad de proteina total presente por célula normalizada en cada

muestra individual.

8.2 hAAT

Las muestras tisulares del higado de cerdos, ratones y humanos
se homogenizan mediante un homogenizador Ultra-Turrax y las
impurezas se descartan por precipitacion con centrifuga. El
contenido total de proteina en la muestra se determina mediante el
NanoOrange protein quantitation kit (Life technologies, Madrid,

Espaia).

8.2.1 Western blot
El western blot se lleva a cabo como ya se describioé anteriormente
(Masia et al. [74]). Brevemente, se utilizan anticuerpo anti-hAAT de
cabra (1/2500) como anticuerpo de captura, combinado con un
anticuerpo de deteccién de conejo conjugado con peroxidasa
(1/1000).
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8.2.2 ELISA
El ensayo ELISA para la determinacion de la proteina hAAT tanto
en muestras tisulares como sanguineas se lleva a cabo en placas
de valoracién de 96 pocillos (CoStar), como ya ha sido descrito
anteriormente [27, 76]. Brevemente, se utilizan anticuerpo anti-
hAAT de cabra (0.2 mg/pocillo) como anticuerpo de captura y
anticuerpo anti-hAAT de cabra conjugado con peroxidasa (1.5
mg/pocillo) como anticuerpo de deteccion. El anticuerpo de
deteccion (2 mg/ml) se diluye en tampoén de adsorcion (carbonato
0.05 M; pH 9.6), se distribuye en la microplaca (100 ml/pocillo) y
se incuba a 4 °C durante toda la noche. Tras tres lavados con PBS-
Tween 20 al 0.05 % (200 ml/pocillo), la placa se incuba durante
otras dos horas a 37 °C con albumina sérica bovina al 1 % (PBS-
albumina; 200 ml/pocillo) para bloquear los sitios de union no-
especifica. Tras el lavado cinco veces de la placa con PBS-Tween,
se afaden en el pocillo correspondiente 100 ml de proteina hAAT
pura (de 0 a 30 ng/ml) para la curva o muestras de tejido
homogenizado o plasma problema. Tras otra incubacién de la
placa a 37° C durante dos horas, los pocillos se lavan de nuevo
cinco veces con el PBS-Tween y se afiade el anticuerpo de
deteccion conjugado con la peroxidasa (15 mg/ml; 100 mi/pocillo)
en PBS-albumina. Se vuelve a incubar la placa durante otras dos
horas a 37° C. Transcurrido este tiempo, se induce la reaccion
enzimatica de la peroxidasa con o-fenilendiamina (0.4 ng/ml, en
buffer citrato-fosfato; pH 5) con H202 al 30 % (1.5 ml/ml). La
reaccion se detiene dos minutos y medio después afadiendo

H2SO4 2M. Los anticuerpos frente a hAAT se obtuvieron de Sigma-
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Aldrich (Madrid, Espafa). El anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano se obtuvo de ICN (Aurora, OH, USA).

La curva estandar es lineal desde 1.25 hasta 80 ng/ml de la
proteina hAAT, con un coeficiente de correlacion superior a 0.99.
Los resultados de las muestras estuvieron dentro de ese rango en
todos los casos. Los resultados, obtenidos como concentracion
(pg/ml), se transforman a numero de moléculas por célula
considerando el peso molecular de la proteina (50 kDa, [77]) y la
cantidad de proteina total presente por célula normalizada en cada

muestra individual.

8.2.3 Inmunohistoquimia
Para el estudio inmunohistoquimico, se fijan las muestras de tejido
hepatico en paraformaldehido al 4 % y se embeben en parafina.
Una vez desparafinadas las secciones tisulares, se incuban con
albumina sérica bovina al 4 % en solucion salina tamponada con
fosfato durante una hora a 37° C. Entonces, las secciones se
incuban en solucion de anticuerpo (diluida 1:300 en anti-hAAT de
conejo) durante una hora a 37° C. La deteccion se realiza
empleando el kit de peroxidasa LSAB-2 de DAKO (Barcelona,
Espana). El tejido se contrasta con hematoxilina antes de la

deshidratacion.
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8.3 hIL10
8.3.1 ELISA

El ELISA para la deteccion de la proteina interleukina-10 humana
se realiza mediante el kit comercial especifico para esta proteina
BD OptEIA® Human IL-10 ELISA Set (Beckton and Dickinson
Biosciences, Madrid, Espafa) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se anade el anticuerpo de captura a los
pocillos de la placay, tras incubacién de 24 horas y los lavados, se
bloquea la placa. A continuacion, tras los lavados pertinentes, se
anade la solucion problema y la curva estandar y se incuba.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizan los lavados y se
afiade la solucion de trabajo, que incluye el anticuerpo de
deteccion conjugado con peroxidasa. Tras la incubacion con el 2°
anticuerpo, se lava y se le afiade la solucidn de deteccidn, que se
deja actuar durante 30 minutos en oscuridad. A continuacion, se
detiene la reaccién y se lee la placa a 450 nm. La curva estandar
fue lineal desde 0 hasta 500 pg/ml de la proteina hIL10, con un
coeficiente de correlacidon superior a 0.99. Los resultados de las
muestras estuvieron dentro de ese rango en todos los casos. Los
resultados, obtenidos como concentracion (pg/ml), se transforman
a numero de moléculas por célula considerando el peso molecular
de la proteina (20 kDa, [78]) y la cantidad de proteina total por

célula normalizada presente en cada muestra individual.
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9 Expresién de los resultados moleculares

La representacion grafica de los datos y el analisis estadistico se
lleva a cabo con el software GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

Los datos se expresan como el numero de copias del gen, el ARN
y la proteina por célula normalizada. Para calcular los parametros
relacionados con la entrega del gen y su proceso de decodificacion
genética, se tiene en consideracion la siguiente informacion: a)
para la entrega del gen por célula, consideramos el peso del
genoma diploide de la especie transfectada (5.6 pg para el raton,
5.4 pg para el cerdo y 6.6 pg para el humano; [79]); b) para evaluar
la transcripcion, consideramos 20 pg la cantidad total promedio de
ARN en un hepatocito de mamifero [80-82]; ¢) para la traduccion
de la proteina por célula, consideramos 500 pg la cantidad total
promedio de proteina presente en una célula mamifera [80-82]. De
acuerdo con estas consideraciones, se evaluan los siguientes

parametros:

9.1 indices

Los indices indican el numero de copias de ADN, ARN y proteina
por célula normalizada. Estos parametros se determinan por
cuantificacion directa y se transformaron a copias por célula de
acuerdo con los criterios mencionados anteriormente. Estos
indices tienen un valor cuantitativo pero no muestran la calidad del

procedimiento.
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Calculo de los indices por célula:

- Indice de entrega génica (transfeccion) en cerdo: (n° copias
ADN gen transferido /pg de ADN total) * 5.4

- Indice de entrega génica (transfeccion) en ratén: (n° copias
ADN gen transferido /pg de ADN total) * 5.8

- indice de entrega génica (transfeccion) en humano: (n°

copias ADN gen transferido /pg de ADN total) * 6.6

- indice de transcripcion del gen en mamiferos: (n° copias de
ARNmM gen transferido /pg de ARN total) * 20

- Indice de traduccién del gen en mamiferos: (n° moléculas de
proteina codificada por el gen transferido /pg de proteinatotal)

*500

9.2 Actividad intrinseca de transcripcion

La actividad intrinseca es un parametro que establece relaciones
entre los diferentes indices para asi poder evaluar la disponibilidad
molecular aparente del ADN entregado. Se refieren principalmente
a la calidad aparente del procedimiento. En cada caso, la actividad
intrinseca de transcripcion se describe como: ARNmM/ADN

(copias/célula).

El calculo de la actividad intrinseca se realiza del siguiente modo:
- Actividad intrinseca de transcripcion del gen en higado de
cerdo: [(n° copias de ARNm gen transferido/pg de ARN total) *
20]/[(n° copias de ADN gen transferido /pg de ADN total) * 5.4],
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- Actividad intrinseca de transcripciéon del gen en higado de
ratéon: [(n° copias de ARNm gen transferido/pg de ARN total) *
20]/[(n° copias de ADN gen transferido /pg de ADN total) * 5.8],
- Actividad intrinseca de transcripcién del gen en higado
humano: [(n°® copias de ARNm gen transferido /pg de ARN
total) * 20]/[(n° copias de ADN gen transferido /pg de ADN total)
* 6.6];

Aunque se han llevado a cabo algunos estudios previos para
calcular estos parametros, los valores exactos de las actividades
intrinsecas para genes de referencia habituales no estan
disponibles en las bases de datos. Sin embargo, se pueden
calcular algunos de ellos puesto que se han establecido algunos
de ellos como bajos, medios o altos productores de ARN (5-15,
200-400 y > 10”4 copias de ARN por célula, respectivamente) y
proteina (1072-1073, 10*3-1075 y >10”5 copias de proteina por
célula, respectivamente, en base al tipo celular y el gen concreto
[80].

10 Andlisis estadistico de los datos

Los datos se representaron graficamente y se analizaron
estadisticamente con el software GraphPad Prism 5 y el programa
informatico R. Se utiliza Two-way ANOVA para comparar los
efectos de la velocidad de flujo y el sentido de la inyeccién en la
eficiencia de entrega, transcripcion y traduccion entre los
diferentes grupos. Aunque las muestras biolégicas no siempre

presentan una distribucidn Gaussiana, empleamos este test
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paramétrico porque comparamos un gran numero (24) de
muestras por grupo. En estos casos la distribucion se asemeja a la
Gaussiana y el test ANOVA se utiliza rutinariamente. Por el
contrario, cuando comparamos los promedios de los distintos
grupos (velocidad de flujo y sentido de la inyeccion)
independientemente, utilizamos el test no paramétrico de Mann-
Whitney, que es el mas adecuado para un numero bajo de
muestras biolégicas con una distribucion no Gaussiana. Para la
comparacion global de los indices de entrega, transcripcion,
traduccion y secrecion de la proteina de los diferentes modelos
animales y los diferentes procedimientos aplicados en cerdo,
utilizamos un modelo mixto de analisis de varianza, que tiene en
consideracion las medidas repetidas (varias muestras en un mismo

animal, por ejemplo).

11 Determinacion de transaminasas en cerdos

Se toman muestras de sangre periférica a distintos tiempos: 0
horas (antes de la inyeccion), 1 hora tras la inyeccidon y 24 horas
después, antes del sacrificio para los ensayos a corto plazo de
eGFP y también los dias 2 y 5 en ensayos a medio plazo de 14
dias. Con estas muestras, ademas de la traduccion del gen de
inteés, determinamos las principales enzimas hepaticas (aspartato
aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT)) por
reacciones enzimaticas y espectrofotometria y permite evaluar asi

el posible dafo hepatico inducido por el procedimiento.
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12 Sintesis de las nanoparticulas de oro

Todos los reactivos quimicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich y se
utilizaron tal y como fueron recibidos, sin purificacién adicional. Las
nanoparticulas de oro se sintetizan siguiendo una modificacion del
meétodo Turkevich [83]. Brevemente, se disuelven 0.4 gramos de
HAuUCI4-3H20 en 90 ml de agua en un frasco redondo de dos
cuellos (1.3 mM HAuCls). La solucion resultante se calienta a
ebullicién y se somete a reflujo. En ese momento, se precalientan
9 ml de una solucion de citrato de sodio 47.2 mM (0.125 gramos
de citrato de sodio en 9 ml de agua) y se afiaden rapidamente a la
solucion anterior. La solucion paso6 del amarillo al negro, y de éste
al rojo oscuro. Tras el cambio de color, la solucién se deja
atemperar hasta temperatura ambiente. La solucion resultante se
diluye con agua hasta un volumen final de 500 ml. Las
nanoparticulas de oro se caracterizan mediante microscopia
electronica de transmision (TEM) con el microscopio Jeol 1010
(Tokyo, Japon). El diametro promedio y la distribucion del tamafio
de las nanoparticulas se determina mediante imagenes de TEM
contando al menos 300 particulas y empleando el software Image
Pro Plus de Media Cybernetics (Bethesda, MD, USA).

13 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Se inyectan 200 ml de una solucion de citrato conteniendo 102
particulas/ml de oro, de 4 y 15 nm de diametro, a higado de cerdo,
siguiendo los procedimientos de cateterismo abierto y cirugia, para
estudiar la distribucion de las mismas dependiendo de su diametro.

Se toman pequefias muestras de tejido de diferentes areas del
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higado y se embeben en una solucién Segrensen tamponada con
fosfato (pH 7.4) conteniendo glutaraldehido al 2.5 %. Varias
muestras del higados, de 2-3 mm?3 de volumen, fueron procesadas
del modo habitual e incluidas en resina Epoxy. Secciones ultra-
finas de las muestras se tifien con acetato de uranilo y se observan
bajo el microscopio electrénico de transmisién Jeol JEM-1010.
Estas secciones no se tifien con citrato de plomo, como
habitualmente se hace, para facilitar la visualizacién de las

nanoparticulas de oro sin interferencias.
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1. Transferencia génica a higado de cerdo vascularmente
estanco mediante cirugia in vivo empleando el gen
marcador eGFP

1.1 Procedimiento de transferencia

La reproduccién exitosa del procedimiento de transferencia génica
hidrodinamica en animales con mayor similitud anatémica con el
humano, como el cerdo, serviria de base para la traslacion de la
técnica a la clinica [84]. Los efectos hemodinamicos aconsejaban
disefiar procedimientos de hidrofeccion que permitieran mimetizar
el proceso ocurrido en ratdon pero con minima repercusion a nivel
sistémico.

En el modelo murino, la eficacia del procedimiento se verifica
porque la solucion génica inyectada a través de la vena de la cola
llega al lecho capilar venoso del higado hasta alcanzar los
hepatocitos. Este volumen es capaz de invertir el sentido de
circulacién normal de la sangre. Transcurridos unos segundos, la
sangre procedente del corazén es capaz de vencer esa resistencia
y, de manera pulsatil, empuja la solucion inyectada restableciendo
la circulacion venosa de retorno. Con el propdsito de imitar estas
condiciones, se desarrolla junto con los cirujanos hepaticos un
procedimiento reversible que permita aislar por completo el higado
de la circulacién in vivo en cerdo. El procedimiento de cierre
vascular hepatico se describe en material y métodos. Una vez
confirmado el cierre completo del higado, se perfunde la solucion
geénica.

Esta estrategia permite emplear diferentes vias de perfusion

venosa al higado: a) anterégrada; b) retrograda. La imagen
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superior muestra esquematicamente el procedimiento de
transferencia génica venosa anterégrada, realizando la perfusion
a través de la vena porta con el resto de vasos cerrados. En la
imagen inferior se observa el esquema del higado cuando la
transferencia se realiza a través de la vena cava infrahepatica
(venosa retrograda). Tras realizar la inyeccion de la solucion
génica y el periodo de incubacion del gen, se restablece la
circulacién en el higado siguiendo una secuencia de abertura de

los vasos contraria a la empleada para el cierre.
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Modelo de Perfusion Anterégrada

Vena
cava
inferior

Arteria
hepatica
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cava
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Modelo de Perfusion Retrograda

Vena
cava
inferior
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hepatica

porta
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Figura 5. Figura esquematica de la transferencia génica hepética empleando el

modelo cerrado mediante cirugia. En la imagen superior (modelo de perfusién

anterégrada) se muestra esquematicamente el cierre vascular completo del higado a

excepcion de la vena porta, por la cual se realiza la perfusiéon de la solucién génica. En

la imagen inferior (modelo de perfusién retrograda) se muestra el cierre vascular total

hepatico excepto la vena cava infrahepatica, por la cual se inyectara el gen.
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Llevar a cabo una transferencia génica dirigida sobre un érgano
permite utilizar volumenes mas reducidos que el animal sea capaz
de tolerar sin efectos adversos. Distintos estudios realizados con
anterioridad apuntaban la necesidad de utilizar condiciones
exigentes por lo que para seleccionar las condiciones adecuadas
de perfusidon se realizan unos experimentos exploratorios
preliminares utilizando diferentes volumenes (200, 400 y 600 ml) y
velocidades de flujo (10, 20, 40 y 60 ml/s). En nuestras manos, las
condiciones mas suaves median una mayor eficiencia. Decidimos
iniciar los  experimentos utiizando un volumen de
aproximadamente 1/3 el peso del higado de un cerdo basado en el
peso del rgano en un cerdo de 20 kg, que es aproximadamente
de 500-600 gr.

1.2 Confirmacién de la sequridad del procedimiento de cierre

vascular completo del higado in vivo mediante la monitorizacién de

las constantes vitales del animal

Algunos estudios previos indicaban que era posible aislar
vascularmente el higado en cerdos durante periodos de hasta 20
minutos sin causar dafos en el organismo del animal [70, 71]. En
nuestros experimentos el tiempo total de exclusion vascular
completa promedio es inferior a los 9 minutos. A pesar de eso, los
animales son permanentemente monitorizados durante la
intervencidn para comprobar las constantes vitales y evaluar las
posibles diferencias en base al sentido de la inyeccion. En la tabla

2 se muestran los datos hemodinamicos de los animales durante
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la intervencion. Estan representadas las presiones sistolica y
diastdlica, la presion parcial de oxigeno, la frecuencia cardiaca en
las distintas fases del procedimiento y los cambios en el
electrocardiograma. Como se puede observar, no existen
diferencias de comportamiento entre las inyecciones anterégrada
y retrograda indicando que los cambios hemodinamicos se deben
unicamente a la exclusién vascular. La presion arterial basal
sistélica/diastolica de los animales fue de 87/61 mmHg para el
grupo de cerdos inyectados por via retrograda y de 98/66 mmHg
para el grupo de la inyeccidén anterégrada. La exclusion vascular
conduce en ambos grupo a una bajada marcada de la presion
arterial, alrededor del 40 % (50/40 mmHg para el grupo de
inyeccion retrograda y 45/35 mmHg para el grupo de inyeccién
anterégrada), que revierte parcialmente con la inyeccion de la
solucion génica. La presién arterial del animal sigue descendiendo
mientras la circulacién esta cerrada, hasta alcanzar unos niveles
de aproximadamente 40/30 mmHg para ambos grupos. La
revascularizacion media una recuperaciéon casi instantanea de la
presion arterial de tal manera que en menos de un minuto ya no
existe diferencia con respecto a los valores basales (76/54 mmHg
en el grupo de la perfusién retrégrada y 82/53 mmHg en el grupo
de perfusién anterograda). No se revela ningun cambio ni en la
presion parcial de oxigeno, que se mantiene por encima del 98 %
durante toda la intervencion, ni tampoco cambios morfologicos en

el electrocardiograma.
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Tabla 2. Parametros hemodinamicos del cerdo durante el procedimiento de
transferencia génica mediada por cierre vascular quirargico. En la tabla se presentan
diferentes parametro hemodinamicos de los animales durante la intervencién como la
presion arterial sistélica y diastolica (separados segun el modelo de transferencia,
anterégrado o retrégrado), la frecuencia cardiaca, la presion parcial de oxigeno (SOz2) y
la presencia de cambios en el patron electrocardiografico. Se expresan como promedio
+ desviacion estandar. Estas medidas se tomaron a diferentes tiempos: basal (antes de
la intervencion), pre-inyeccion (tras la exclusion vascular antes de la inyeccion del gen),
fin de la inyeccion (justo al acabar de inyectar el gen), pre-reperfusion (justo antes de la
revascularizacion del higado) y reperfusion (tras abrir todas las ligaduras y permitir la
circulacion normal del 6rgano). Se encontraron las siguientes diferencias significativas
cando se realiza el test estadistico t-test: *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001 vs basal y
1=p<0.05; $1=p<0.01; $11=p<0.001 vs pre-reperfusion.

1.3 Confirmacidon de la sequridad del procedimiento de

hidrofeccion mediante la determinacion de transaminasas

hepaticas
Para determinar si el proceso de hidrofeccién causa algun dafio en

la funcion hepatica se toman muestras de sangre periférica antes
de la inyeccion, una hora después y a las 24 horas y se determinan
las concentraciones de la alanina aminotransferasa (ALT) y la
aspartato aminotransferasa (AST) en unidades internacionales
(U/). Los resultados (tabla 3) muestran que el procedimiento causa
un aumento en los niveles de AST (125 % en la inyeccion
anterograda, alcanzando 91.7 £ 16.6 U/l; 80 % en la perfusion por
vena cava, hasta 72.4 + 29.9 U/l) una hora tras la intervencion,
pero éste se ve parcialmente revertido (10 %) con la inyeccion
portal y completamente recuperado con la inyeccion por vena cava
24 horas después de la intervencion (82.3 + 60.7 U/ly 32.4 + 11.5
U/I, respectivamente), aunque no hay diferencia significativa entre

los dos sentidos de inyeccidn. Los niveles plasmaticos de ALT se
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mantienen inalterados durante las 24 horas posteriores a la

hidrofeccion. El nivel maximo alcanzado no supera las 150 U/I, por

lo que no es clinicamente relevante.

Vaso de inyeccion

Tiempo Valores
Enzima  Muestreo (h) Porta Cava Normales
0 40.7 £13.2 39.2+10.6
GOT/AST
1 91.7 £16.6 72.4£29.9 15-55 Ul
(un) 24 82.3 £ 60.7 37.4+115
0 29.7+4.0 30.4+4.5
GPT/ALT
1 35.3+2.3 32.8+3.4 21-46 Ul
(un) 24 41.0 £ 14.0 36.8+7.8

Tabla 3. Dafio hepético. En la tabla se muestran los niveles medios de las principales

enzimas hepaticas (aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa), con su

desviacion estandar, a diferentes tiempos (0 horas=basal; 1 y 24 horas tras la

intervencion. Se comparan los niveles alcanzados en los dos modelos de perfusion,

anterogrado (porta) y retrogrado (cava).
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1.4 Establecimiento de las condiciones 6ptimas de perfusion (flujo
y sentido de inyeccion) para la transfeccion del gen marcador
eGFP

En el momento de empezar los experimentos no existen unos

parametros cuantitativos que permitan evaluar objetivamente la
eficiencia del procedimiento. Los estudios se centran en evaluar la
entrada del gen transferido y la posterior expresion plasmatica de
la proteina codificada por dicho gen.
En experimentos  utilizando el gen eGFP con diferentes
condiciones de perfusion, se establecen los siguientes parametros:

indice de entrega aparente del gen

indice de transcripcién del gen

indice de traduccion de la proteina

Actividad intrinseca de transcripciéon

Otros experimentos exploratorios se llevan a cabo bajo
condiciones mas extremas, inyectando simultaneamente por las
venas cava y porta a través de una conexion Y: a) 400 ml a 40 ml/s
y b) 600 ml a 60 mli/s. El uso de estas condiciones exploratorias no
mejoran los resultados alcanzados con condiciones mas suaves.
Los indices de entrega y transcripcion del gen empleando estas
condiciones exploratorias transcurridas 24 horas desde la

transfeccion se muestran en el grafico siguiente:
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indice Aparente indice de Transcripcién
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Figura 6. Indices moleculares de entrega y transcripcion bajo condiciones
exploratorias de transferencia. Se muestran los indices de entrega (en copias del gen
por célula normalizada) y de ftranscripcién (en del ARNm de eGFP por célula
normalizada) en tejido hepatico procedente de diferentes areas del 6rgano tras la
transferencia génica con cierre vascular mediado por cirugia. Se emplean condiciones
exploratorias: 400 ml de solucién génica a 40 ml/s y 600 ml de solucién génica a 60 ml/s
por via anterégrada y retrégrada simultaneamente en ambos casos. Areas del higado en
las que se toman muestras: D=I6bulo derecho, |=l6bulo izquierdo; L=lateral, M=medial;

1=superior, 2=inferior.

Los resultados mostrados a continuacién corresponden a cerdos
inyectados con 200 ml de solucion salina conteniendo el gen eGFP
en una concentraciéon de 20 pg/ml a 10 y 20 ml/s por via
anterégrada y retrograda. Transcurridas 24 horas desde la
intervencion, los cerdos se sacrifican y se toman muestras de tejido
hepatico correspondientes a las zonas superior € inferior de los 4
I6bulos principales. Se extrae el ADN, ARN vy proteina y se
cuantifica el numero de copias mediante PCR cuantitativa en
tiempo real y ELISA, respectivamente. La expresion de los datos
como numero de copias por célula se ha realizado en base al

concepto de célula normalizada. Segun las bases de datos, un
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hepatocito de cerdo contiene 5.4 pg de ADN total, 20 pg de ARN

total y aproximadamente 500 pg de proteina total.

1.4.1 Entrega aparente del gen
En la figura 7 se muestra el indice de entrega aparente del gen en
las distintas muestras tomadas del higado. Se habla de entrega
aparente porque no se puede saber con total seguridad si todas
las copias del gen han alcanzado el interior celular, ni si lo han
hecho con la suficiente disponibilidad para ser transcritas. Se
compara la entrega alcanzada dependiendo de la velocidad de
perfusion y el sentido de la inyeccion. En la figura de la izquierda
se muestra la entrega cuando la transferencia se realizé a 10 mi/s
y en la figura derecha cuando se hizo a 20 ml/s. Los indices de
entrega se expresan como numero de copias de ADN del gen
eGFP por célula. Se puede observar como la entrega resulta mas
eficiente cuando la inyeccion se lleva a cabo a menor velocidad,
siendo significativamente superior (p<0.05) en IM-1 por via
retrograda cuando se compara consigo misma a 20 ml/s. No se
observan grandes diferencias entre la via anterégrada y retrograda
a 10 ml/s y ademas la entrega resulta muy homogénea a lo largo
de todo el 6rgano. A 20 ml/s el indice de entrega aparente del gen
resulta superior en todos los I6bulos cuando se inyecta por via
anterograda a excepcion del DL-2. La tasa de entrega del gen esta

entre 1 copia cada 10 células y 1 copia por célula.

85



Hidrofeccidn hepatica no viral
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Figura 7. indice de entrega aparente del gen. Se muestran las medias de los indices
de entrega aparente del gen (en copias del gen por célula normalizada promedio, con su
desviacion estandar) en tejido hepatico procedente de diferentes areas del érgano tras
la transferencia génica con cierre vascular mediado por cirugia. Se emplean las
condiciones: 200 ml de solucién génica a 10 ml/s (izquierda) y 20 ml/s (derecha) por vena
porta (via anterégrada) o por vena cava (via retrégrada). Areas del higado en las que se
toman muestras: D=lébulo derecho, I=lébulo izquierdo; L=lateral, M=medial; 1=superior,
2=inferior. Se encontr6 diferencia significativa (#: p<0.05) en IM-1 al comparar las dos
velocidades de perfusion tras aplicar el test estadistico Two-way ANOVA y el post-test

de Bonferroni.

1.4.2 Transcripcion del gen en tejido hepatico
De estas mismas muestras se extrae el ARN, se cuantifica y se
retrotranscribe a ADNc. El numero de copias se cuantifica
mediante PCR cuantitativa en tiempo real sobre una curva
preparada para este propdsito con el mismo plasmido transferido.
En la figura 8 se muestra el indice de transcripcion de cada zona
del higado tras la perfusion de eGFP a 10 ml/s (izquierda) y 20 ml/s
(derecha). Los indices de transcripcidn se expresan como numero
de copias de ARN del gen eGFP por célula normalizada. Para cada
velocidad se compara la tasa de transcripcion mediada por via

anterograda versus retrograda. A 10 ml/s el indice de transcripcion
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del gen resulta superior por via retrograda a excepcion de la
muestra IM-2, aunque no aparece ninguna diferencia significativa.
A 20 ml/s esta diferencia aumenta hasta alcanzar en IM-2 un indice
de transcripcion casi 100 veces superior (p<0.001) a su homdlogo
transferido por via anterégrada. El indice de transcripcion en la
muestra IM-2 con perfusion retrograda a 20 ml/s resulta
significativamente superior (p<0.001) a cuando se perfunde a 10
ml/s. Del mismo modo que ocurre con el indice de entrega génica,
la transcripcion también resulta homogénea a lo largo del higado

para cada condicion.

indice de Transcripcion del Gen indice de Transcripcion del Gen
(10 mlis) (20 ml/s)
10% 3 Porta mm Cava 10% 1 Porta Hl Cava

if
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Figura 8. Indice de transcripcion del gen. Se muestran las medias de los indices de
transcripcion del gen (en promedio de copias de ARNm del gen por célula normalizada,
con su desviacion estandar) en tejido hepatico procedente de diferentes areas del érgano
tras la transferencia génica con cierre vascular mediado por cirugia. Se emplean las
condiciones: 200 ml de solucién génica a 10 ml/s (izquierda) y 20 ml/s (derecha) por vena
porta (via anterégrada) o por vena cava (via retrégrada). Areas del higado en las que se
toman muestras: D=lébulo derecho, I=lébulo izquierdo; L=lateral, M=medial; 1=superior,
2=inferior. ***: p<0.001 cuando se compara el sentido de la perfusién con la misma
velocidad; ###: p<0.001 cuando se compara la velocidad de perfusion utilizando el mismo
sentido de inyeccion. Se utilizo el test estadistico Two-way ANOVA y el post-test de

Bonferroni.
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1.4.3 Presencia de la proteina eGFP en tejido hepatico
También se evalua la traduccion de la proteina en el tejido. En esta
ocasion, y para obtener la mayor cantidad de proteina pura posible,
se mezclan los extractos de las zonas proximal (superior) y distal
(inferior) de cada I6bulo en cantidades equivalentes.

Se realiza una deteccion semicuantitativa de la proteina por
mediacion de un western blot. La sensibilidad del procedimiento no
es suficiente para mostrar la baja cantidad de proteina eGFP
presente en las muestras. Los diferentes western blots llevados a
cabo (no mostrados) sirven para indicar que la cuantificacion se
debe hacer con algun procedimiento de muy alta sensibilidad.
Encontramos un kit de ELISA especial de alta sensibilidad para la
proteina eGFP que nos permite obtener el indice de traduccién
como resultado cuantitativo. Estos resultados se muestran en la
figura 9 y se expresan como numero de moléculas de la proteina
eGFP por célula. La figura izquierda muestra el indice de
traduccioén de la proteina eGFP cuando la perfusion se lleva a cabo
a 10 ml/s y la figura derecha muestra el indice de traduccion
cuando esta perfusion se realizé a 20 ml/s. Se puede observar que
no existen unas diferencias muy marcadas en la expresion de la
proteina entre las diferentes condiciones empleadas a excepcién
de la muestra IM de la perfusion anterégrada a 10 ml/s que resulta
significativamente superior (p<0.05) tanto respecto a |la

anterograda a 20 ml/s como a la retrograda a 10 ml/s.
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Figura 9. indice de traduccién del gen. Se muestran las medias de los indices de
traduccion del gen (en promedio de copias de la proteina por célula normalizada, con su
desviacion estandar) en tejido hepatico procedente de diferentes areas del érgano tras
la transferencia génica con cierre vascular mediado por cirugia. Se emplean las
condiciones: 200 ml de solucién génica a 10 ml/s (izquierda) y 20 ml/s (derecha) por vena
porta (via anterégrada) o por vena cava (via retrégrada). Areas del higado en las que se
toman muestras: D=l6bulo derecho, I=l6bulo izquierdo; L=lateral, M=medial. En esta
ocasion se unieron los extractos proteicos de las muestras procedentes de las zonas
superior e inferior de cada Iébulo hepatico en cantidades de proteina equivalentes. *:
p<0.05 cuando se compara el sentido de la perfusion con la misma velocidad; #: p<0.05
cuando se compara la velocidad de perfusion utilizando el mismo sentido de inyeccion.
Se utilizo el test estadistico Two-way ANOVA y el post-test de Bonferroni.

1.4.4 Actividad intrinseca de transcripcion del gen'y

eleccién de condiciones 6ptimas de eficiencia
El empleo del gen eGFP pretende servir como base para confirmar
el interés del procedimiento y ayudar a establecer las mejores
condiciones de entrega del gen. Para definir la eficiencia final del
procedimiento se podia haber observado las condiciones que
mediaban una eficiencia final del proceso de decodificacién mayor,
es decir el indice de proteina alcanzado. Sin embargo, en nuestro
caso no existen diferencias marcadas. Ademas pensamos que la

etapa de traduccién debe de depender principalmente de la
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capacidad de la célula de traducir el ARN exdgeno y que nosotros
s6lo podemos interferir en que el gen sea entregado a las células
diana con la mayor biodisponibilidad para ser transcrito.

A partir de ese punto la maquinaria celular se encarga de traducir
el ARN disponible. En este sentido, para identificar las mejores
condiciones de transferencia génica se debe encontrar aquel
modelo que alcance el maximo aprovechamiento del ADN
entregado. Para ello establecemos el parametro de actividad
intrinseca de transcripcion, que define la disponibilidad molecular
que presenta el ADN que se ha entregado. La actividad intrinseca
de transcripcién del gen es la relacidén existente entre los indices
de transcripcion y de entrega del gen. Se muestran en la figura 10
(figura izquierda para la velocidad de perfusion de 10 ml/s; figura
derecha para la velocidad de perfusién de 20 ml/s). A 10 ml/s se
observa que en la mayoria de los Iébulos la perfusidon retrograda
media una mayor respuesta. A 20 ml/s este hecho se generaliza y
se ve incrementado, llegando a ser mas de 10 veces superior al
alcanzado por via anterograda a la misma velocidad. La actividad
intrinseca de transcripcion de la muestra IM-2 con perfusion
retrograda a 20 ml/s resulta significativamente superior (p<0.05) a
la de su homoénima con perfusion retrégrada también pero a 10
ml/s. Este parametro sirve para interpretar que las condiciones de
transferencia que entregan con mayor biodisponibilidad el gen
corresponden a la perfusién retrégrada de 200 ml de solucion
salina conteniendo el gen a una concentracion de 20 ug/mly a una

velocidad de 20 ml/s.

90



Resultados
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Figura 10. Actividad intrinseca de transcripcion del gen. Se muestran las medias de
las actividades intrinsecas de transcripcién del gen (en promedio de copias del ARNm
del gen eGFP por cada copia del gen eGFP y por célula normalizada, con su desviacion
estandar) en tejido hepatico procedente de diferentes areas del drgano tras la
transferencia génica con cierre vascular mediado por cirugia. Se emplean las
condiciones: 200 ml de solucion génica a 10 ml/s (izquierda) y 20 ml/s (derecha) por vena
porta (via anterégrada) o por vena cava (via retrégrada). Areas del higado en las que se
toman muestras: D=Iébulo derecho, I=lébulo izquierdo; L=lateral, M=medial; 1=superior,
2=inferior. #: p<0.05 cuando se compara la velocidad de perfusién utilizando el mismo
sentido de inyeccion. Se utilizo el test estadistico Two-way ANOVA y el post-test de
Bonferroni.

2. Estudio de la eficiencia de transfeccion del procedimiento
quirargico utilizando el gen humano hAAT, con interés
terapéutico

Conocidas las condiciones éptimas de transferencia génica para

alcanzar la mayor disponibilidad molecular del gen entregado,

procedemos a aplicarlas de nuevo pero empleando un gen de
interés terapéutico. Se realizan las intervenciones del modo

descrito en el procedimiento quirurgico. La perfusion se lleva a

cabo a través de la vena cava a 20 ml/s y a 40 ml/s pero, dado que

la velocidad de perfusion de 40 ml/s no aporta ninguna mejora en
la eficiencia del procedimiento (datos no mostrados) y supone un
riesgo mayor para el animal, decidimos decantarnos

definitivamente por la velocidad de 20 ml/s.
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En este caso, los animales se eutanizan a los 14 dias de la
intervencion puesto que se conoce que esta construccion génica
tarda mas tiempo en expresar el gen. Durante estos 14 dias se
obtienen muestras periddicas de sangre periférica para evaluar la
presencia de poteina en plasma. Tras la eutanizacion, se extrae el
higado y se toman muestras de tejido representativas (superior e

inferior) de los I6bulos principales.

2.1 Entrega génica en tejido hepatico

En la figura 10 se muestra el indice de entrega del gen hAAT en el
tejido hepatico. Se muestran las diferentes zonas del 6rgano
(areas superior e inferior de los I6bulos derecho e izquierdo,
mediales y laterales) y la entrega se expresa como numero de
copias del gen por célula normalizada. El indice de entrega
alcanzado resulta muy similar en los diferentes Iébulos y es
cercano a una copia cada 100 células. Este indice resulta entre 10
y 100 veces inferior al obtenido con el gen eGFP. Hay que
considerar en este caso que la toma de las muestras para la
determinacién de la entrega se realiza 14 dias después de la
intervencioén, por lo que la circulacién sanguinea habra retirado
parte del plasmido que no haya entrado en el tejido y el ADN
transferido que no haya alcanzado el nucleo habra sido destruido

por las nucleasas.
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Figura 11. indice de entrega aparente del gen hAAT. Se muestran los indices de
entrega aparente del gen (en promedio de copias del gen por célula normalizada, con su
desviacion estandar) en tejido hepatico procedente de diferentes areas del érgano tras
la transferencia génica con cierre vascular mediado por cirugia. Se emplean las
condiciones: 200 ml de solucién génica a 20 ml/s por vena cava (via retrégrada). Areas
del higado en las que se toman muestras: D=I6bulo derecho, I=lébulo izquierdo; L=lateral,
M=medial; 1=superior, 2=inferior.

2.2 Concentracion de la proteina hAAT en plasma

Una vez confirmado que la entrada del gen ocurre, se debe
comprobar que la proteina se esta produciendo eficientemente y
que ademas ésta se libera al torrente sanguineo como ocurre de
forma habitual. Para esta determinacidén, se toman muestras
periddicas de sangre en los dias 1, 2, 5, 7, 10 y 14 tras la
transfeccion y se cuantifica la proteina hAAT mediante un ELISA
especifico. En la figura 11 se muestra la presencia de proteina en
sangre a lo largo de los 14 dias transcurridos entre la transferencia
del geny el sacrificio de los animales. Los datos se expresan como
concentracion en ng/ml. Hay que tener en cuenta que la

concentracion plasmatica normal en humanos sanos es del orden
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de 0,8-1,2 mg/ml. Se observa como la proteina, a pesar de la gran
dispersion encontrada, se encuentra durante los 14 dias alrededor
de los 20 ng/ml. Aparece un pequeio pico de expresion en el dia
10 pero el dia 14 la proteina practicamente se hace indetectable.
A pesar de que la proteina se expresa y es posible cuantificarla,
ésta se encuentra en unos niveles plasmaticos mas de 10.000

veces inferiores al considerado terapéutico.

hAAT en Plasma

hAAT (ng/ml)

0- T T T T T T
6\' bq/ g’) 8\ 6\9 é'\'b‘
Tiempo (dias)
Figura 12.Niveles de hAAT en plasma. Se muestran las concentraciones plasmaticas
promedio (con su desviacion estandar) de la proteina hAAT (en ng/ml) a diferentes

tiempos tras la transferencia génica con cierre vascular mediado por cirugia. Se emplean
las condiciones: 200 ml de solucién génica a 20 ml/s por vena cava (via retrégrada).
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2.3 Transcripcion del gen en tejido hepatico
La baja presencia de la proteina hAAT en sangre hace pensar que

alguna etapa del proceso de decodificacion genética esta limitando
seriamente la eficiencia final del procedimiento. Como no se
conoce con exactitud donde esta el cuello de botella, se sigue la
misma estrategia de analisis molecular que se siguié con eGFP
para conocer lo que ocurre en cada fase del proceso. Siguiendo el
orden del proceso de decodificacion, el siguiente paso es
cuantificar el ARN de hAAT transcrito. La figura 13 muestra el
indice de transcripcion alcanzado, habiendo tomado las muestras
de tejido 14 dias tras la transferencia en las diferentes areas del
higado (proximal y distal de los I6bulos principales). Los datos se
expresan como numero de copias de ARN del gen hAAT por célula
normalizada. El indice de transcripcion alcanzado se situa entre 1
copia cada 10 células y 1 copia por célula. Estos datos resultan
casi 100 veces inferiores al alcanzado con eGFP con las mismas

condiciones de transferencia.

95



Hidrofeccion hepatica no viral

indice de Transcripcion del Gen
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Figura 13. indice de transcripcion del gen hAAT. Se muestran los indices de
transcripcion del gen (en promedio de copias del gen por célula normalizada, con su
desviacion estandar) en tejido hepatico procedente de diferentes areas del 6rgano tras
la transferencia génica con cierre vascular mediado por cirugia. Se emplean las
condiciones: 200 ml de solucién génica a 20 ml/s por vena cava (via retrograda). Areas
del higado en las que se toman muestras: D=I6bulo derecho, I=lébulo izquierdo; L=lateral,
M=medial; 1=superior, 2=inferior. No se encontré ninguna diferencia significativa tras
aplicar el test estadistico no paramétrico de Mann-Whitney.

2.4 Presencia de la proteina hAAT en tejido hepatico

El seguimiento del proceso de decodificacion nos lleva a la
traduccion de la proteina humana AAT. Ya se ha visto que ésta
alcanza el torrente sanguineo en unas concentraciones 10,000
veces inferiores a las terapéuticas. La deteccion y cuantificacion
de la proteina en el tejido permitiria conocer si la traduccién tiene
lugar y por alguna razén su liberacion al torrente circulatorio se ve
limitada. Para ello, tras el sacrificio de los cerdos 14 dias después
de la intervencion se extrae el higado y se obtiene la proteina de
las mismas muestras tisulares representativas (superior e inferior
de los lobulos medial y lateral derechos e izquierdos) utilizadas

para el apartado anterior. Los extractos proteicos de las dos
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muestras de cada Iébulo se unen en cantidades equivalentes de

proteina para que tengan la misma incidencia sobre el total.

2.4.1 Medida semicuantitativa: western blot
Se realiza el western blot de las muestras empleando 50 ug de
proteina total. Se emplea como control negativo la muestra de
proteina de otro cerdo transfectado con otro gen. Para hacer el
estudio semi-cuantitativo de la presencia de proteina se establecen
diferentes controles positivos conteniendo cantidades conocidas (1
y 5 ng) de la proteina hAAT pura. Ademas se afiladen como control
de la técnica, muestras proteicas de higados de ratén (25 ug de
proteina total) transfectados con el gen hAAT en condiciones
Optimas (con niveles terapéuticos de la proteina en sangre) y
muestras proteicas de higado humano (5 ug de proteina total) con
expresion normal de AAT, ambos considerados “gold standards”,
referencias, donde el proceso de decodificacién se verifica de
forma satisfactoria. Se muestran los resultados de los controles
negativos, positivos y las muestras problema en la figura 14.
Ademas de la deteccion especifica de la proteina hAAT, se realiza
un control (GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) para
confirmar que en cada calle electroforética se esta anadiendo una
cantidad equivalente de proteina total. Las muestras problemas
presentan unas marcas de identificacion de la proteina

equivalentes a 5 ng de proteina pura.
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Figura 14. Determinacién de hAAT en el tejido hepatico por western blot. Se muestra
la expresion de la proteina en el tejido de cada Iébulo de higado cuando la perfusion se
lleva a cabo por cierre quirurgico inyectando 200 ml de solucién génica a 20 ml/s por via
retrégrada. Los controles positivos empleadas son: 1y 5 ng de la proteina de hAAT pura;
homogeneizado de tejido hepatico humano (cantidad de proteina total 5 mg);
homogeneizado de tejido hepatico de ratones transfectadas (cantidad de proteina total
25 mg), produciendo niveles plasmaticos terapéuticos de hAAT. Control negativo:
homogenizado de tejido hepatico procedente de cerdos transfectados con eGFP.
También se representa la expresién de (GAPDH) como control interno. Areas del higado
en las que se toman muestras: D=Iébulo derecho, I=Iébulo izquierdo; L=lateral,

M=medial.

2.4.2 Medida cuantitativa: ELISA
Para cuantificar con mayor exactitud la expresion de la proteina
hAAT en el tejido se realiza un ELISA especifico sobre el extracto
proteico de cada muestra individualizada (superior e inferior por
separado). La figura 15 muestra el indice de traduccion de la
proteina. Los resultados se expresan como numero de moléculas
de la proteina por célula normalizada. Para ello, la cantidad de

proteina hAAT en cada muestra se relacioné con su contenido de
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proteina total. La cantidad de proteina observada resulta ser muy
homogénea por todo el higado. Ademas el indice alcanzado fue de
hasta 10”6 de copias por célula.

indice de Traduccion del Gen
(20 ml/s)
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Figura 15. indice de traduccién del gen hAAT. Se muestran los indices de traduccion
del gen (en promedio de copias de la proteina por célula normalizada, con su desviacion
estandar) en tejido hepatico procedente de diferentes areas del 6rgano tras la
transferencia génica con cierre vascular mediado por cirugia. Se emplean las
condiciones: 200 ml de solucién génica a 20 ml/s por vena cava (via retrégrada). Areas
del higado en las que se toman muestras: D=I6bulo derecho, I=lébulo izquierdo; L=lateral,
M=medial; 1=superior, 2=inferior.
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3. Transferencia génica hepatica del gen hAAT, mediada por
cateterismo en cerdo
3.1 Procedimiento de cateterismo abierto

Con el procedimiento de transferencia génica hepatica en cerdos
mediada por cirugia se alcanza una produccion eficiente de la
proteina en tejido. El indice de traduccion en el tejido es similar al
obtenido en los ratones transfectados que si logran una expresion
plasmatica terapéutica de la proteina. Sin embargo, estos niveles
de proteina no son comparables en el plasma de los cerdos. En
ese punto, la idea es desarrollar un procedimiento minimamente
invasivo que pueda imitar al anterior, siendo Io mas inocuo posible.
Por ello, se establece una estrategia de cateterismo, con la ayuda
de los radidlogos intervencionistas, para dirigir la perfusion del gen
al higado a través de una rama suprahepatica de la vena cava.

El procedimiento consiste en emplazar un catéter de 8 Fr con balon
en una rama suprahepatica de la vena cava y perfundir la solucion
génica localmente. El catéter se introduce a través de la vena
yugular y, guiado por unas guias especiales y Rx, alcanza un
I6bulo del higado. Una vez situado en la rama suprahepatica, se
hincha el balon y se inyecta en sentido retrégrado una solucion de
contraste yodada, con el fin de confirmar el area de perfusién y el
cierre vascular por parte del balon.

En la figura 16 se muestran un esquema del higado con la posicién
del catéter con baldn (figura 16A) y unas imagenes radiologicas
representativas del procedimiento (figura 16B). En el esquema se
puede observar la localizacion del catéter con balon. En la imagen
se muestra el catéter con el balén hinchado de aire (flecha negra)

y la solucién de contraste yodada marcando el area de perfusion
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en dos ramas suprahepaticas de la vena cava (HV). Se confirma
que el baldn es capaz de cerrar completamente el retorno vascular.
Cuando todo esta dispuesto y la zona de perfusion confirmada, se
inyectan 200 ml de solucion génica conteniendo el gen hAAT a una

concentracion de 20 ug/ml a 20 mi/s.

Modelo abierto

Vena
|, cava
|| inferior

Vena
Véiia ' cava
porta inferior

Figura 16. Modelo de transferencia génica hepatica mediada por cateterismo
abierto. En la figura izquierda se muestra esquematicamente la vascularizacion venosa
hepatica principal. Se puede observar la posicion del catéter en la vena cava para realizar
la perfusién por via retrograda, la flecha indica el sentido de la inyeccion. En la figura
derecha se muestran dos imagenes de Rx. En la imagen superior se observa la posicién
del catéter (1) antes de la inyeccion. En la imagen inferior se muestra el area de perfusion
tras hinchar el baldn (flecha negra) del catéter e inyectar solucidon de contraste yodado.
HV= vena hepatica (cava).
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3.2 Procedimiento de cateterismo cerrado

Paralelamente, también desarrollamos otro procedimiento de
transferencia génica hepatica que se encuentra entre el
cateterismo abierto y la cirugia respecto a lo invasivo que resulta
el procedimiento para el animal. Consiste en un cateterismo por
medio del cual conseguimos un cierre casi completo del érgano
(todos los vasos a excepcion de la arteria), con el que se puede
transferir el gen a todo el higado sin la necesidad de practicar una
laparotomia. Aunque menos invasivo, el procedimiento no resulta
inocuo puesto que necesita de un cateterismo transhepatico para
conseguir cerrar la vena porta. El procedimiento consiste en
emplazar dos catéteres con baldn en la vena cava a la altura de la
entrada del higado para limitar la transferencia al higado sin
posibilidad de retorno a través de la vena cava. El catéter para la
perfusién (introductor de 8 Fr con baldn, preparado para este
propésito) se introduce por la vena yugular. El catéter con balén
(10 Fr) para el bloqueo de la vena cava infrahepatica se introduce
por la vena femoral. Paralelamente, se introduce otro catéter de 10
Fr con balén a través del higado hasta alcanzar la rama principal
de la vena porta. Para situar los catéteres en su emplazamiento
correcto nos servimos de guias radioldgicas, Rx y un ecografo.
Cuando todos los catéteres estan en su lugar, se hinchan todos los
balones y se inyecta un pequefio volumen de solucion de contraste
yodada que permite verificar que todos los balones cierran la
circulacién en su vaso y confirmar el area de perfusién. Cuando
todo esta dispuesto y confirmado, se inyectan 200 ml de solucion

geénica conteniendo el gen hAAT en una concentracion de 20 ug/ml
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a 20 ml/s. En la figura 17 se muestra esquematicamente el higado
con la disposicion de los catéteres (imagen superior) e imagenes
de Rx representativas del procedimiento. En la imagen izquierda
de la fila superior de la figura imagen inferior se observa como,
mediante una guia, se localiza la rama principal de la vena porta
en el higado. La imagen central de la misma fila muestra la
confirmacion del vaso mediante la inyeccion de solucién de
contraste. En la imagen de la derecha se observa como la guia ha
sido sustituida por el catéter con balén y se confirma mediante
solucion de contraste que éste es capaz de cerrar el flujo venoso
en la vena porta. En las imagenes de Rx de la fila inferior se
muestra la posicion de los catéteres en la entrada de la vana cava
en el higado (izquierda) y la confirmacién del area de perfusion con
todos los balones hinchados. Se puede observar mediante la
inyeccion de solucion de contraste que la solucion perfundida
alcanza ambos lados del érgano. Cuando todo esta dispuesto y la
zona de perfusién confirmada, se inyectan 200 ml de solucion
conteniendo el gen hAAT en una concentracion de 20 pg/ml a 20

mil/s.
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Modelo cerrado
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Figura 17. Modelo de transferencia génica hepatica mediada por cateterismo
cerrado. En laimagen superior se muestra esquematicamente la vascularizacién venosa
principal del higado. Se puede observar la posicién de los diferentes catéteres con balon.
Se disponen 2 catéteres en la vena cava (supra e infrahepaticamente) para limitar la
entrada de la solucién génica. Paralelamente se dispone otro catéter en la vena porta. El
sentido de la inyeccion (flecha negra) es también retrégrado a través del catéter dispuesto
en la vena cava suprahepatica. En la imagen inferior se muestran seis imagenes de Rx.
En la fila superior se observa la colocacion del catéter portal y la confirmacion del cierre
completo de la vena mediante la inyeccion de solucion de contraste. En la fila inferior se
muestra la disposicion de los catéteres en la vena cava y la confirmacion del area de
perfusion tras hinchar todos los balones e inyectar solucion de contraste yodado.
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3.3 Determinacion de AST y ALT en sangre
Para confirmar la seguridad de ambos procedimientos y descartar

un dafo severo en el higado, se toman muestras a tiempo 0
(basal), 1 hora, 1 dia, 2 dias y 5 dias tras la intervencién y se
cuantifican las principales transaminasas hepaticas. En la figura 18
se muestran y comparan los niveles de las enzimas AST (figura
izquierda) y ALT (figura derecha). La concentracion de ambas
enzimas se expresa como unidades internacionales (U/I).

Se observa que ambos procedimientos aumentan los niveles de
AST. En el procedimiento abierto este aumento es ligero y tiene
tendencia a normalizarse el quinto dia tras la intervencién. El
cateterismo cerrado media una respuesta mas marcada y
mantenida en el tiempo pero nunca alcanza unos niveles que
pudieran suponer un riesgo para el animal. En el caso de la ALT,
el cateterismo abierto apenas modifica los niveles basales. Sin
embargo, el procedimiento cerrado induce un incremento en los
niveles de la enzima pero sin alcanzar nunca niveles que pudieran

comprometer la seguridad del animal.
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Figura 18. Dafo hepético tras transferencia génica hepatica mediada por
cateterismo. En la figura se muestran los niveles de las principales enzimas hepaticas
(aspartato aminotransferasa, figura izquierda; y alanina aminotransferasa, figura
derecha), con su desviacion estandar, a diferentes tiempos (0 horas=basal; 1, 2 y 5 dias
tras la intervencion. Se comparan los niveles alcanzados en los dos modelos de
perfusion, abierto y cerrado, tras la inyeccion de 200 ml de solucién génica a 20 ml/s por
via retrograda.

3.4 Analisis molecular
En ambos procedimientos, los cerdos son despertados y

mantenidos en estabulacion durante un periodo de 14 dias durante
los cuales se toman muestras periddicas de sangre (dias 1, 2, 5,
7, 10 y 14) para la cuantificacion de la proteina hAAT plasmatica.
Transcurrido este periodo, los cerdos son eutanizados y el higado
extraido. Se toman dos muestras de tejido representativas
(superior e inferior) de cada uno de los Iébulos principales (derecho
e izquierdo, mediales y laterales) para la determinacién de la
entrega geénica, la transcripcion del gen y la traduccion de la
proteina. Los resultados obtenidos con cada procedimiento son

comparados.
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3.4.1 Entrega génica en tejido hepatico
En la figura 19 se muestra el indice de entrega aparente del gen
hAAT en las muestras tomadas de las diferentes areas del higado
después de la transferencia génica mediada por los cateterismos
abierto y cerrado. Los datos se expresan como numero de copias
del gen hAAT por célula normalizada. Se puede observar que el
indice de entrega génica mediado por el procedimiento de
cateterismo cerrado resulta muy superior en todos los I6bulos al
alcanzado con el cateterismo abierto. Cuando se compara el global
del organo, la tasa de entrega génica es significativamente
superior (hasta 1000 veces; p<0.01). El cateterismo cerrado
permite la entrada de hasta una copia del gen por célula, valor que
se acerca al esperado para un gen endogeno. Resulta reseiable
que en el cateterismo abierto la entrega del gen llega a todo el

organo a pesar de que la transferencia es localizada en un Iébulo.
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Figura 19. Indice de entrega aparente del gen hAAT tras la transferencia génica
hepética mediada por cateterismo. Se muestran los indices de entrega aparente del
gen (en promedio de copias del gen por célula normalizada, con su desviacion estandar)
en tejido hepatico procedente de diferentes areas del érgano tras la transferencia génica
con y sin cierre vascular mediado por cateterismo. Se emplean las condiciones: 200 ml
de solucién génica a 20 ml/s por vena cava (via retrégrada). Areas del higado en las que
se toman muestras: D=l6bulo derecho, I=lébulo izquierdo; L=lateral, M=medial;
1=superior, 2=inferior. Se encuentra diferencia significativa (p<0.01) entre los dos grupos
tras aplicar el test estadistico no paramétrico de Mann-Whitney.

3.4.2 Concentracién de la proteina hAAT en plasma

Del mismo modo que se ha hecho en el modelo quirurgico, tras
confirmar que la entrega del gen sucede, se determina la expresion
plasmatica de la proteina hAAT. En la figura 20 se muestra la
concentracion de la proteina a lo largo de los 14 dias transcurridos
entre la transferencia génica y el sacrificio de los animales. Se
comparan los valores alcanzados tras la perfusion por cateterismo
abierto y por cateterismo cerrado. Los datos se expresan como
concentracion en ng/ml.

La concentracion plasmatica de proteina presente a lo largo de

este periodo de 14 dias resulta, a pesar de la dispersion
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encontrada, siempre superior tras la transferencia génica mediada
por cateterismo cerrado. El cateterismo cerrado llega a alcanzar un
pico en el dia 5 cercano a los 60 ng/ml mientras que con el
cateterismo abierto no se pueden superar los 20 ng/ml en su
maximo. En el modelo de cateterismo abierto resulta imposible
siquiera detectar la presencia de la proteina en las muestras de
algunos dias. Las concentraciones de hAAT plasmatica de ambos
procedimientos estan muy alejadas (10.000 veces inferiores) de

los niveles considerados terapéuticos (0.8-1.2 mg/mil).
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Figura 20.Niveles de hAAT en suero tras la transferencia génica hepatica mediada
por cateterismo. Se muestran las concentraciones plasmaticas promedio (con su
desviacion estandar) de la proteina hAAT (en ng/ml) a diferentes tiempos tras la
transferencia génica con y sin cierre vascular mediado por cateterismo. Se emplean las
condiciones: 200 ml de solucién génica a 20 ml/s por vena cava (via retrograda). Se
encuentra diferencia significativa (p<0.05) entre los dos grupos tras aplicar el test
estadistico no paramétrico de Mann-Whitney. nd= no detectable.
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3.4.3 Transcripcién del gen en tejido hepatico
Transcurridos 14 dias desde la intervencion, se eutanizan los
animales, se extraen los higados y se obtienen muestras de tejido
significativas de todo el 6rgano. Se determina el indice de
transcripcion del gen hAAT. En la figura 21 se comparan los indices
de transcripcion alcanzados tras la transferencia génica por los
procedimientos abierto y cerrado. Los valores se muestran cdmo
numero de copias de ARNm del gen hAAT por célula normalizada.
Se puede observar como la distribucién de la transcripcién es muy
uniforme a lo largo del higado tanto en el procedimiento abierto
como en el cerrado. El cateterismo cerrado alcanza indices
significativamente superiores (p<0.001) a los del cateterismo
abierto en todo el 6rgano, llegando a ser hasta 1.000 veces

superior.
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Figura 21. indice de transcripcion del gen hAAT tras la transferencia génica
hepatica mediada por cateterismo. Se muestran los indices de transcripcion del gen
(en promedio de copias de ARNm del gen por célula normalizada, con su desviacién
estandar) en tejido hepatico procedente de diferentes areas del dérgano tras la
transferencia génica con y sin cierre vascular mediado por cateterismo. Se emplean las
condiciones: 200 ml de solucién génica a 20 ml/s por vena cava (via retrégrada). Areas
del higado en las que se toman muestras: D=I6bulo derecho, |I=l6bulo izquierdo; L=lateral,
M=medial; 1=superior, 2=inferior. Se encontrd diferencia significativa (p<0.001) entre los
dos grupos tras aplicar el test estadistico t-test no paramétrico de Mann-Whitney.

3.4.4 Presencia de la proteina hAAT en tejido hepatico
La presencia de la proteina hAAT también se determina en el
higado en las mismas muestras de tejido. Se confirma la presencia
de la misma por 3 métodos diferentes: western blot (semi-
cuantitativo), ELISA (cuantitativo) e inmunohistoquimia (cualitativo
y espacial).
3.4.4.1 Medida semicuantitativa: western blot

Se realiza un western blot utilizando muestras de tejido
homogenizadas y se realiza la deteccion de la proteina por medio
de unos anticuerpos especificos (figura 22). Se utilizan como

controles positivos: proteina hAAT purificada (1 y 5 ng), tejido
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hepatico homogenizado procedente de segmentos hepaticos
humanos (5 pg) y tejido hepatico homogenizado procedente de
ratones transfectados bajo las condiciones éptimas (25 ug), que
conduce a niveles plasmaticos terapéuticos de la proteina en
plasma. Como control negativo, se carga un homogenizado de
tejido hepatico de cerdo (50 ug) transfectado con otro gen. Se
cargan 4 muestras del higado de cada cerdo transfectado. Cada
muestra corresponde a cada uno de los I6bulos principales del
higado (derechos lateral y medial e izquierdos lateral y medial) y
para ello se unen las muestras procedentes de las partes superior
e inferior de cada lébulo en cantidades equivalentes de proteina
total.

De este modo se puede evaluar la proteina presente en todo el
organo. Se realiza un control de carga con la deteccion de la
proteina GAPDH. Se puede observar la deteccion especifica de la
proteina en los controles positivos y la falta de reactividad cruzada
en los negativos. Las muestras resultan positivas en practicamente
todos los casos llegando a alcanzar sefales similares a las
obtenidas por la proteina pura y en el control humano. Se puede
apreciar que el cateterismo cerrado alcanza unos niveles de
proteina hAAT en tejido mayores que los alcanzados con el

procedimiento abierto.
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Figura 22. Determinacion de hAAT en el tejido hepatico por Western blot tras
transferencia génica hepética mediada por cateterismo. Se muestra la expresion de
la proteina en el tejido de cada I6bulo de higado cuando la perfusion se lleva a cabo con
y sin cierre vascular mediado por cateterismo, inyectando 200 ml de solucién génica a
20 ml/s por via retrograda. Los controles positivos empleadas son: 1y 5 ng de la proteina
de hAAT pura; homogeneizado de tejido hepatico humano (cantidad de proteina total 5
mg); homogeneizado de tejido hepatico de ratones transfectados (cantidad de proteina
total 25 mg), produciendo niveles plasmaticos terapéuticos de hAAT. Control negativo:
homogenizado de tejido hepatico procedente de cerdos transfectados con eGFP.
También se representa la expresion de (GAPDH) como control interno. Areas del higado
en las que se toman muestras: D=Iébulo derecho, I=Iébulo izquierdo; L=lateral,

M=medial.

3.4.4.2 Medida cuantitativa: ELISA
Como modo de confirmacion de la presencia de la proteina en
tejido y la determinacion cuantitativa de la misma, se lleva a cabo
el ELISA con anticuerpos especificos para hAAT. Para ello, se
toman muestras de tejido homogenizadas procedentes de las
mismas areas representativas del higado (8 por 6rgano). En la

figura 23 se comparan los indices de traduccion del gen
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alcanzados tras la transferencia génica mediada por los
procedimientos abierto y cerrado. Los datos se expresan como
numero de moléculas de la proteina hAAT por célula normalizada.
Se puede observar que la distribucion de la presencia de la
proteina es homogénea a lo largo del higado. El indice de
traduccion del gen es significativamente superior (p<0.01) tras la
transferencia génica por el procedimiento cerrado con unos niveles

de hasta 10° moléculas de la proteina por célula normalizada.
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Figura 23. Indice de traduccién del gen hAAT tras la transferencia génica hepatica
mediada por cateterismo. Se muestran los indices de traduccién del gen (en promedio
de copias de la proteina por célula normalizada, con su desviacion estandar) en tejido
hepatico procedente de diferentes areas del érgano tras la transferencia génica con y sin
cierre vascular mediado por cateterismo. Se emplean las condiciones: 200 ml de solucion
génica a 20 ml/s por vena cava (via retrégrada). Areas del higado en las que se toman
muestras: D=lébulo derecho, I=lébulo izquierdo; L=lateral, M=medial; 1=superior,
2=inferior. Se encuentra diferencia significativa (p<0.01) entre los dos grupos tras aplicar
el test estadistico no paramétrico de Mann-Whitney.
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3.4.4.3 Presencia y distribucion de la proteina en

tejido por inmunohistoquimia
Se toman muestras de tejido de los cerdos transferidos por el
procedimiento de cateterismo cerrado, que ha mediado el mayor
indice de traduccion de la proteina en tejido, y se determina la
presencia de hAAT con unos anticuerpos especificos.
La figura 24 muestra la inmunohistoquimia para hAAT en tejido
hepatico de cerdo control (transfectado con otro gen; a), muestras
problema (procedentes de 3 cerdos diferentes transfectados por
cateterismo cerrado; b-d), tejido hepatico de ratdn transfectado con
hAAT (10x, e; 20x, f) y tejido hepatico humano de un paciente con
expresion normal de hAAT (10x, g; 20x, h).
En las muestras de los controles positivos se observa un marcaje
fuerte de la proteina hAAT. En el tejido humano, la distribucion de
la proteina es homogénea a lo largo del tejido con alguna area mas
marcada. Sin embargo, en las muestras de ratén esta distribucién
es mas irregular, mostrandose grupos de células con una fuerte
tincion (5-10 %) frente a otras células sin apenas presencia de
proteina. Esto ocurre también en las muestras problema de cerdo
aunqgue con menor intensidad.
Se observan diferentes marcas positivas de la proteina hAAT
(flechas negras) en aproximadamente el 3-5 % de las células.
Mientras que la distribucion de la proteina hAAT constitutiva en
tejido hepatico humano es principalmente periportal, en los cerdos
y ratones transfectados ésta se encuentra principalmente en areas
perivenosas (vena central), lo que corresponde con la via de

entrada del gen.
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Figura 24. Inmunohistoquimia de hAAT. Tincion de tejido hepatico procedente de
cerdos no transfectados con hAAT (a, 40x) frente a cortes tisulares hepaticos
procedentes de cerdos transfectados empleando cateterismo cerrado (b, ¢ y d; 40x). Se
muestra también la tincién de la proteina hAAT en secciones de higado de ratones
transfectadas (e, 20x; f, 40x); Se muestra también la inmunotinciéon de hAAT en secciones
tisulares procedentes de higado humano (g, 20x; h, 40x). Las flechas negras indican
reaccion inmunohistoquimica especifica contra la proteina hAAT en muestras de cerdos.
El tejido se contrasta con hematoxilina.
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3.5 Eficacia comparativa de la transferencia génica mediada por

catéter y cirugia en cerdo con respecto a los modelos de

referencia: ratdn transfectado y segmento hepatico Humano

3.5.1 Proceso de decodificacion del gen hAAT y
exportacion de la proteina

Se determinan los indices promedio de entrega (o presencia
cuando se trata de tejido humano), transcripcion y traduccién del
gen hAAT en las muestras de tejido considerado patrén. Se toman
muestras de segmentos hepaticos humanos de pacientes con
expresion normal de hAAT y muestras de higado de ratones a los
que se les ha transferido el plasmido con el gen hAAT bajo las
condiciones optimas de perfusion hidrodinamica. Estos valores de
ADN, ARN vy proteina (en tejido y sangre) se comparan con los
alcanzados en el cerdo tras la transferencia del gen hAAT
siguiendo el procedimiento quirurgico y los cateterismos abierto y
cerrado.

En la figura 25 se muestra los valores de los parametros del
proceso de decodificacion del gen hAAT en los modelos patron (A)
y en las muestras problema del cerdo (B). Los indices de entrega
(o presencia, en tejido humano) de ADN, transcripcién y traduccién
del gen se expresan en numero de copias por célula normalizada
cuando se trata del tejido y en concentracion (ug/ml) cuando se
evalua la presencia de la proteina en sangre periférica. Los
resultados muestran como el proceso de decodificacion del gen
hAAT en los modelos de referencia (A) sigue una relacion lineal en
tejido (r>0.99 tanto en ratén como en humano) del numero de

copias de ADN, ARN y proteina. Se observa un comportamiento
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muy similar en ambos modelos, a pesar de que el ratén esta
decodificando un gen heter6logo. En el caso del modelo porcino
(B), esta relacion lineal en el proceso de decodificacion génica en
el tejido no ocurre en ningun caso (r=0.85 para el modelo de
cateterismo cerrado, r=0.87 para el modelo de cateterismo abierto
y r=0.92 para el modelo quirurgico), sea cual sea el procedimiento
de transferencia génica, lo que sugiere la existencia de una
limitacion que reduce la eficiencia del proceso de decodificacion.
Esta limitacion se observa principalmente en la etapa de
transcripcion del gen.

En el modelo murino se muestra que, con una entrega del gen
inferior a 1 copia cada 100 células normalizadas de promedio, se
alcanzan niveles supraterapéuticos de la proteina hAAT en sangre
(3962.2 £ 1778.9 pyg/ml). En el modelo porcino, mientras que el
procedimiento de cateterismo abierto y el quirdrgico ofrecen un
indice de entrega génica inferior a los controles, el procedimiento
de cateterismo cerrado media un indice de entrega del gen 100
veces superior al del raton. A pesar de esta eficiente entrega, los
indices de traduccion de la proteina hAAT en tejido (94762. 6 +
17585.4 copias/célula) son inferiores a los alcanzados en el raton
(398618.3 * 199218.8 copias/célula) y a los presentes
constitutivamente en el higado humano (5099000 * 217419
copias/célula). Por el contrario, la entrega génica mediada por el
procedimiento quirdrgico media una traduccion proteica en el tejido
(408082.5 + 385938.1 copias/célula) superior a la presente en el
higado de los ratones transfectados e incluso muy cercana a la del

tejido humano control (10 veces inferior). Sin embargo, mientras

118



Resultados

que en el modelo murino y en los pacientes sanos la concentracion
de la proteina hAAT en sangre periférica es superior a 1 mg/ml, en
el cerdo solo se alcanzan concentraciones de hasta 60 ng/ml, en
el mejor de los casos, 14 dias después de la transferencia. Los
procedimientos de entrega génica mediada por cateterismo abierto
y cerrado alcanzan unos indices de entrega 10 y 1.000 veces
superiores a los observados tras el procedimiento quirurgico,
respectivamente. Sin embargo, la concentracidon plasmatica final
de la proteina hAAT es practicamente idéntica en los 3
procedimientos.

Ademas, mientras que la diferencia en la presencia de la proteina
hAAT en tejido hepatico de cerdo fue 5-10 6 50 veces inferior a las
observadas en los controles de raton transfectado y humano
respectivamente, la concentracién plasmatica en cerdo fue 10000
veces inferior. Este dato sugiere la existencia de una limitacién en
el proceso de exportacion de la proteina al exterior de la célula,
llegandose a observar significacion estadistica (p<0.001) al
comparar las diferencias existentes entre los niveles de proteina
en tejido y en sangre del patrén de referencia (ratén) con respecto
a la observada en cerdo, utilizando cualquier procedimiento de

transferencia.
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Figura 25. Comparativa del proceso de decodificacion del hAAT en tejido hepético
de raton, cerdo y humano. Se muestran los indices de traduccion, transcripcion y
traduccion del gen (en promedio de copias del gen, el ARNm vy la proteina por célula
normalizada, con su desviacién estandar) en tejido hepatico procedente de ratén
transfectado bajo condiciones 6ptimas y procedentes de humanos, como control (figura
25A). En la figura 25B se muestran estos mismos indices obtenidos en cerdo tras la
transferencia génica sin y con cierre vascular mediado por cateterismo y cirugia de 200
ml de solucion génica a 20 ml/s por vena cava (via retrograda). También se muestra la
concentracion plasmatica de la proteina hAAT en los diferentes modelos (en pg/ml).Test
estadistico: modelo mixto de analisis de la varianza. Se observa significacion estadistica
(p<0.001) al comparar las diferencia existentes entre proteina en tejido y en sangre del
patrén de referencia (ratdén) con respecto a la observada en cualquier procedimiento en
cerdo.
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3.5.2 Estudio dosis-respuesta del proceso de
decodificacion en el modelo gold standard (raton)

Se observa en el modelo porcino que cuanto mayor es la entrega
de ADN, menor es el incremento relativo del indice de
transcripcion. Ademas, el mayor indice de traduccion de la proteina
hAAT en tejido que se obtiene corresponde con el procedimiento
de transferencia con menor indice de entrega. Estos datos
sugieren que debe existir una actividad compensatoria en el
proceso de decodificacion.
Para determinar la existencia y en su caso el margen de
compensacion interna del sistema, se realiza un estudio dosis-
respuesta empleando el gen hAAT en el modelo hidrodinamico
murino (gold standard) y se analizan la entrega, la transcripcion y
la traduccion del gen en tejido hepatico. Para ello se inyectan
diferentes concentraciones de plasmido con el gen hAAT (5, 20, 80
y 320 ug/ml), siguiendo el procedimiento habitual de transferencia
hidrodinamica en ratdn. Los indices de entrega, transcripcion y
traduccion tisular obtenidos tras la transferencia de las distintas
concentraciones del plasmido se muestran en la figura 26.
La dosis de 5 ug/ml (Fig. 26 A) resulta en un indice de entrega de
1 copia cada 1.000 células aproximadamente y el proceso de
decodificacion genética tiene una respuesta lineal (R=0.9993)
alcanzando un indice de traduccion de cerca de 1.000.000 de
moléculas de la proteina por célula normalizada.
La dosis de 20 pg/ml, considerada Optima en base a los
experimentos previos del grupo, se confirmé como tal (Fig. 26 B):

alcanza una mayor entrega (1 copia cada 100 células) y traduccion
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del gen (aproximadamente 500.000 copias por célula). También
obtiene una respuesta lineal (R=0.9997) en el proceso de
decodificacion, indicando que la maquinaria celular esta operando
en condiciones proporcionadas.

Sin embargo, cuando la dosis de plasmido empleada es de 80
pg/ml (Fig. 26 C) observamos que, a pesar de que la entrega del
gen y su traduccién son mayores que las obtenidas con dosis
menores, el proceso pierde en parte su linealidad (0.9733), aun
alcanzando un indice de traduccion elevado.

Esta pérdida de linealidad ocurre de una manera mas marcada
cuando empleamos la dosis de 320 ug/ml (Fig. 26 D), que alcanza
una entrega génica de mas de 100 copias por célula. En este caso,
incluso se observa como la traduccion de la proteina es menor a la
alcanzada con 80 ug/ml a pesar de tener un indice de transcripcion
mas de 10 veces superior. Estos resultados ponen de manifiesto,
en el modelo gold standard, la existencia de un proceso de
contrarregulaciéon de la expresion del gen ya sea por bloqueo, por
saturacion o por otro motivo que limita la eficacia final del

procedimiento.
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Figura 26. Estudio dosis-respuesta del proceso de decodificacién del hAAT en
tejido hepético de raton. Se muestran los indices de traduccion, transcripcion y
traduccién del gen (en promedio de copias del gen, el ARNm vy la proteina por célula
normalizada, con su desviacion estandar) en tejido hepatico procedente de ratén
transfectado bajo condiciones éptimas de transferencia a diferentes dosis del plasmido.
A: 5 pg/ml; B: 20 pg/ml; C: 80 pg/ml; D: 320 pyg/ml. En la esquina superior derecha de
cada grafico se muestra la ecuacién que describe la relacién existente entre las 3
especies (ADN, ARNm y proteina) para cada dosis.

4 Distribucién de nanoparticulas de oro (4y 15 nm) en el
tejido hepético de cerdo tras inyecciéon hidrodinamica
Con la intencion de determinar como se distribuye una particula en
el tejido hepatico tras ser inyectado hidrodinamicamente y
observar las barreras biolégicas que puedan o no franquearse,
inyectamos nanoparticulas de oro de 4 nm (por ser un tamafo
proximo al de un plasmido) y 15 nm de diametro. Hay que tener en
cuenta que en la sintesis de nanoparticulas, el diametro exacto de
éstas sigue una distribucion gaussiana. En este sentido podemos

tener Nps abarcando un rango de entre 2 y 20 nm. Esto es muy
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importante a la hora de definir con precision la distribucion
diferencial de éstas en un tejido bioldgico.

Se inyectan 200 ml de solucion a 20 ml/s por la vena cava
siguiendo dos de los procedimientos descritos para la hidrofeccion.
Transcurridos 5 minutos de la inyeccion permitiendo que el érgano
se lave ligeramente, se inyecta solucidn de glutaraldehido para fijar
el érgano.

Utilizamos el procedimiento quirdrgico y el cateterismo abierto por
estar en los dos extremos en cuanto a exigencia hidrodinamica de
la inyeccion, menos y mas brusca, respectivamente. Esto permite
comparar como se afecta el tejido y si se da una distribucion
diferencial de las particulas. En la figura 27 se observan unas
imagenes del tejido hepatico tras la inyeccion hidrodinamica de las

Nps vistas bajo el microscopio electronico de transmision.
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Figura 27. Distribucién de las nanoparticulas de oro en los hepatocitos. Se inyectan

200 ml de una solucion tamponada con acido citrico que contiene nanoparticulas (Nps)
de oro con un diametro de 4 nm y 15 nm (10'2 Nps de cada tamario por ml) en el higado
a 20 ml/s. El panel superior de la figura muestra tres imagenes del tejido hepatico tras la
inyeccion génica hepatica con cierre vascular mediado por cirugia. La imagen central
muestra un hepatocito con su nucleo en la parte superior izquierda y un vaso en la parte
inferior derecha. Se amplian los recuadros A, By C de laimagen central correspondientes
al area cercana al compartimento nuclear. Sélo particulas de 4 nm de diametro estan
presentes en esta zona y son referenciadas por las flechas negras. El recuadro D también
es ampliado y corresponde a una zona de transicion entre el hepatocito y el vaso. En
esta zona se observan Nps de 15 nm que no entran en el hepatocito y siempre estan
dentro de vesiculas. Barra completa para la imagen central: 2.000 nm. Barra completa
para las imagenes detalle A, By C: 200 nm. El panel inferior de la figura muestra el tejido
hepatico tras la inyeccion hidrodinamica de las particulas mediada por cateterismo
abierto sin cierre vascular. En la imagen izquierda del panel inferior se observa el
citoplasma de un hepatocito y parte del nucleo (parte superior). El recuadro A
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correspondiente a la envoltura nuclear se amplia y se muestra a la derecha. En el detalle
se puede observar la presencia de Nps de 4 nm de diametro (flechas blancas) en el
interior del nucleo. El recuadro B correspondiente al citoplasma también se agranda
(imagen derecha inferior). En esta zona se observan tanto Nps de entre 4 y 10 nm (nunca
de 15 nm) de diametro (flechas negras dobles) como las Nps de 4 nm (flechas negras
individuales). Las particulas de 4 nm estan ampliamente distribuidas en el citoplasma,
mientras que las Nps mas grandes parecen ser menos abundantes. Barra completa para
la imagen de la izquierda: 2.000 nm. Barra completa para las imagenes detalle Ay B: 500

nm.

En el panel superior se muestra un campo general de tejido
hepatico tras la inyeccidon hidrodinamica de Nps por el
procedimiento quirdrgico. En la imagen del centro del panel
superior se ve un hepatocito en la parte izquierda. Se puede
distinguir la envoltura nuclear y parte del interior del nucleo en la
esquina superior izquierda. En la parte derecha de esta imagen
central del panel superior se puede observar una célula de origen
macrofagico. Se observan Nps de 4 nm en el interior del citoplasma
del hepatocito, distribuidas uniformemente. Sin embargo, no se
encuentra ninguna de las particulas de 15 nm dentro de los
hepatocitos. Las imagenes A, B y C (a la izquierda del panel
superior) son ampliaciones de las areas encuadradas en el
citoplasma del hepatocito, cerca de la envoltura nuclear. En estas
imagenes A, B y C se pueden observar las Nps de 4 nm, indicadas
por una flecha negra. Encontramos varias Nps en esta zona pero
ninguna de ellas llegaba a atravesar la envoltura nuclear. La figura
D (en la parte derecha del panel superior) es la ampliacion de la
zona enmarcada en la parte derecha de la imagen central y se
corresponde con una zona de transicion entre el hepatocito y el

vaso. Se puede observar una célula macrofagica y, en su interior,
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varias Nps de 15 nm atrapadas en vesiculas citoplasmaticas.
Todas las Nps grandes que se ven se localizaban en entornos
similares.

En el panel inferior se muestra el interior de un hepatocito tras la
inyeccion de Nps de oro coloidal de 4 y 15 nm empleando el
procedimiento de transferencia por cateterismo abierto. Este panel
estd compuesto de 3 imagenes. A la izquierda del panel hay una
imagen que muestra un campo general del citoplasma de un
hepatocito. Se puede observar en la parte superior de dicha figura
el contorno del nucleo (envoltura nuclear) y parte del nucleosol.
Las areas encuadradas y nombradas como A y B en la imagen
panoramica fueron ampliadas en las imagenes presentes a la
derecha del panel. El area A corresponde con la zona de transicidn
entre el citoplasma y el nucleo, separados por la envoltura nuclear.
Aqui se puede observar como las Nps pequefias de diametro < 4
nm (flechas blancas) son capaces de cruzar la envoltura y alcanzar
el nucleo de la célula. ElI area B corresponde con una zona
puramente citoplasmatica donde es posible observar Nps tanto de
4 nm (flecha negra) como otras de mayor tamafio (siempre
menores de 15 nm; doble flecha negra). Esto indica que la mayor
presion mediada por la hidrofeccion en un I6bulo del higado facilita
la entrada de las particulas en solucion al interior de la célula y su
nucleo. Sin embargo, el acceso de las nanoparticulas de 15 nm o

mayores a la célula parece estar dramaticamente limitado.
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5 Transferencia génica (eGFP) a segmento hepatico humano
vascularmente estanco procedente de reseccion quirdrgica

5.1 Procedimiento de transferencia

Tras observar que el procedimiento de hidrofecciéon en cerdo es
eficiente para la entrega de un gen exdgeno y observar que éste
se traduce de forma eficaz en tejido, aunque se exporta con
dificultad al torrente sanguineo, consideramos la posibilidad de
trasladar el procedimiento de transfeccion directamente a tejido
hepatico humano. Para ello se establece un modelo de segmento
hepatico humano estanco con el fin de realizar la hidrofeccion ex
vivo del mismo.

Este modelo consiste en aprovechar la exéresis quirurgica de un
segmento hepatico de un paciente afectado por un proceso
tumoral. Tanto el segmento extraido como la seccion de higado
que se conserva en el paciente han de ser minuciosamente
aisladas vascularmente mediante grapas, ligaciones vy
cauterizacion. El cirujano marca la entrada de una vena
suprahepatica para ser utilizada en la transferencia génica. De este
modo tenemos un segmento de higado completamente estanco y
con una unica entrada para la transferencia, consiguiendo emular
el modelo porcino de higado cerrado quirurgicamente.

Tras la recepcion del segmento hepatico, se ubica un introductor
corto de 9 Fr en la vena suprahepatica marcada (Fig. 28) y se
confirma el area de perfusion mediante la inyeccion de solucion de
contraste y Rx (Fig. 29). La imagen de escopia permitira identificar
3 zonas del segmento (Fig. 30) para la toma de muestras: A) zona

de perfusién directa; B) zona de perfusion secundaria o intermedia;
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C) zona con perfusion muy residual o sin perfusion, cuando sea
posible, de lo contrario es similar a la zona B. Una vez confirmada
la perfusidn e identificadas las areas, el introductor es fijado
mediante sutura para evitar la pérdida de volumen inyectado y se
realiza la transferencia génica bajo unas condiciones de volumen
y flujo.

Al tratarse de un segmento hepatico ex vivo, las muestras de tejido
obtenidas han de permanecer viables durante un periodo de
tiempo para permitir que el gen inyectado se exprese y por ello

deberan ser mantenidas en medio de cultivo.

) 4

Figura 28. Posicionamiento del catéter en el segmento hepatico humano. En la
imagen se muestra un segmento hepatico humano procedente de reseccién quirurgica y
totalmente estanco. Se inserta un introductor corto de 9 Fr en una vena suprahepatica
referenciada por el cirujano.
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Figura 29. Area de perfusion en el segmento hepatico humano mediante imagenes
de Rx. En laimagen se muestran dos imagenes de Rx de un segmento hepatico humano.
En la primera se observa el posicionamiento del introductor de 9 Fr en la esquina superior
derecha y 3 grapas en la parte central superior. En la segunda imagen se confirma el
area de perfusion tras la inyeccion de solucion yodada de contraste.

B

Figura 30. Toma de muestras tisulares en el segmento hepatico humano. En la
imagen se muestra un segmento hepatico humano procedente de reseccion quirdrgica
tras la toma de muestras representativas del tejido. Se toman piezas de
aproximadamente 2x1 cm y 1 mm de grosor. La escopia permite identificar 3 areas en el
segmento segun la incidencia de la inyeccion, en los segmentos cuyo tamafio permite
diferenciar 3 zonas.
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5.2 Condiciones 6ptimas de perfusion (flujo y sentido de inyeccion)
para la transferencia del gen marcador eGFP
Como primer paso para la aplicacion del procedimiento de

hidrofecciéon en tejido humano, se han de establecer las
condiciones oOptimas de transferencia. Para ello se utiliza el gen
marcador que codifica eGFP. Se realizan perfusiones bajo
diferentes condiciones de volumen (1/5 y 1/10 del peso del
segmento) y flujo (1, 10 y 20 ml/s) y se analizan los indices de
entrega y transcripcion del gen y la relacion entre ambos indices
en 2 zonas del segmento en este caso (A: perfusion directa; B:

perfusidon secundaria o residual) para establecer las idoneas.

5.2.1 Entrega génica en tejido hepatico
En la figura 31 se muestra el indice aparente de entrega del gen,
expresado como numero de copias del gen eGFP por célula
normalizada. Se observa que el indice de entrega es directamente
proporcional a la velocidad empleada en la perfusion. En las
mismas condiciones de volumen, la velocidad de perfusion de 20
ml/s alcanza una entrega significativamente (p<0.01) superior
(mas de 10 veces) a la alcanzada a 10 ml/s y a 1 ml/s. Ademas,
cuando a 20 ml/s comparamos el efecto del volumen en la
eficiencia de entrega del gen se observa como el empleo de un
mayor volumen (1/5) media una entrega del gen significativamente
superior (p<0.01) a la alcanzada con un volumen equivalente a

1/10 del peso del segmento.
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Figura 31. indice de entrega aparente del gen. Los segmentos hepaticos humanos son
transfectados con solucion salina conteniendo el gen eGFP (20 yg/ml). Se establecen
diferentes grupos segun las condiciones de flujo (1, 10 y 20 ml/s) y del volumen total
inyectado (1/5 o 1/10 del peso del segmento, en gramos). Las muestras se incuban 1y
2 dias y posteriormente se determina el indice de entrega del gen (en niumero de copias
por célula) en las diferentes areas del segmento (las muestras B y C se unen). Los
diferentes grupos se comparan con el de mayor eficiencia de entrega (20 ml/s de
velocidad de flujo y 1/5 del peso) y muestran significacion estadistica los grupos de 1
ml/s, 10 ml/s y 20 ml/s empleando el volumen de 1/10. *: p<0.01 tras el andlisis estadistico
de Two-way ANOVA con la post-correccion de Bonferroni.

5.2.2 Transcripcion del gen en tejido hepatico
El indice de transcripcidén del gen eGFP también se determina y se
representa en la figura 32, expresado como el numero de copias
de ARNm de eGFP por célula normalizada. La grafica muestra
cdmo apenas existen diferencias entre las condiciones empleadas
para la transferencia a excepcion del grupo de 1 ml/s. Cuando la
perfusidn se realiza a 10 y 20 ml/s se llegan a alcanzar unos
indices de transcripcion de hasta 1000 copias por célula a las 48

horas de la transferencia. Solamente cuando la perfusion se realiza
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a 1 ml/s el indice de transcripcién alcanzado es significativamente
menor (p<0.01) al obtenido con 20 ml/s de flujo y un volumen de

1/5 del peso del segmento.
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Figura 32. indice de transcripcién del gen. Los segmentos hepaticos humanos son
transfectados con solucion salina conteniendo el gen eGFP (20 ug/ml). Se establecen
diferentes grupos segun las condiciones de flujo (1, 10 y 20 ml/s) y del volumen total
inyectado (1/5 o 1/10 del peso del segmento, en gramos). Las muestras se incuban 1y
2 dias y posteriormente se determina el indice de transcripcion del gen (en numero de
copias de ARNm de eGFP por célula) en las diferentes areas del segmento (las muestras
B y C se unieron). Los diferentes grupos se comparan con el de mayor eficiencia de
entrega (20 ml/s de velocidad de flujo y 1/5 del peso) y s6lo muestra significacion
estadistica el grupo de 1 ml/s. *: p<0.05 tras el analisis estadistico de Two-way ANOVA
con la post-correccion de Bonferroni.
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5.2.3 Presencia de la proteina eGFP en tejido hepético

Para completar el proceso de decodificacion genética, se
determind la presencia de la proteina eGFP en el tejido hepatico
mediante microscopia de fluorescencia e inmunohistoquimia.

Tras la transferencia génica se obtienen las muestras de tejido y
se cultivan en condiciones optimas durante 24 horas para permitir
la expresion del gen. Una vez transcurrido este periodo de tiempo,
las muestras se procesan para la visualizacion de la proteina. Para
la microscopia de fluorescencia, las muestras se congelan y se
realizan criosecciones para su visualizacién directa en el
microscopio de fluorescencia. En el caso de la inmunohistoquimia,
las muestras se embeben en parafina, se cortan y se procesan
como se explica en material y métodos para identificar la presencia
de la proteina utilizando unos anticuerpos especificos para eGFP.
En la figura 33 se muestran unas imagenes representativas de las
dos técnicas.

Las imagenes a-c (20x) muestran la microscopia de fluorescencia
de secciones de higados a los que se les habia inyectado el gen
eGFP a 20 ml/s en un volumen final equivalente a 1/10 del peso
del segmento. Se puede observar la expresion de la proteina
fluorescente con elevada intensidad en abundantes células. La
imagen e corresponde a una inmunohistoquimia control en la que
no se emplea anticuerpo primario. Las imagenes f-g muestran la
inmunohistoquimia (40x) en secciones de higados a los que se les
ha transferido el gen a una velocidad de 10 ml/s y en un volumen
final equivalente a 1/5 del peso del segmento. Se puede observar

el marcaje positivo de la proteina en distintas areas del tejido en
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un tono marron. Las imagenes d y h corresponden
respectivamente a la microscopia de fluorescencia y a la
inmunohistoquimia realizada en secciones de higados a los que se
les transfiere el gen a 1 ml/s. En estas ultimas se puede observar
como la proteina eGFP es apenas detectable empleando

cualquiera de las dos técnicas.
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Figura 33. Fluorescencia e inmunohistoquimia de eGFP. Se muestran imagenes de
fluorescencia e inmunohistoquimia de la proteina eGFP presentes en las secciones
tisulares hepaticas. En las 3 primeras imagenes (a-c) el segmento hepatico es
transfectado con la solucién génica a 20 ml/s y con un volumen final de 1/10 del peso del
segmento. Las muestras del tejido se mantienen en cultivo durante 24 horas y se
congelan. Las criosecciones se emplean para la microscopia de fluorescencia. Las
imagenes muestran areas representativas a una magnificacion de 20x. Las imagenes e-
g muestran secciones hepaticas procedentes de segmentos transfectados a 10 ml/s con
un volumen fina de 1/5 del peso del segmento. Tras 24 horas de cultivo se lleva a cabo
el procesado de las muestras para la inmunohistoquimia frente a eGFP en secciones de
parafina procedentes de tejido fijado en formalina. La imagen e corresponde a un control
de inmunohistoquimia llevado a cabo en ausencia del primer anticuerpo. Las imagenes f
y g muestran la reaccion especifica frente a la proteina eGFP a 40 aumentos. El tejido
se contrasta con hematoxilina. Las imagenes d y h muestran, respectivamente, la
microscopia de fluorescencia y la inmunohistoquimia en secciones hepaticas del grupo

de 1 ml/s.
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5.2.4 Actividad intrinseca de transcripcion del gen'y

eleccién de condiciones 6ptimas de eficiencia
Dada la existencia de algun factor limitante en el proceso de
decodificacion genética, observada en el modelo porcino causante
de que la entrega de una mayor dosis de plasmido frenara o
regulara la transcripcion del gen, calculamos la relacion existente
entre el indice de transcripcion y el de entrega también en tejido
humano. Asi se determina la actividad intrinseca de transcripcion,
que se representa en la figura 34 y se expresa como el numero de
copias de ARNm de eGFP por cada copia del gen eGFP en cada
célula. Los resultados muestran que el grupo con el flujo de 10 mi/s
y el volumen de 1/5 del peso del segmento alcanzaron una
actividad significativamente superior (p<0.01) a la de los otros
grupos empleados, llegando a obtenerse una actividad de
transcripcion de hasta 10 copias por cada copia de plasmido

entregada.
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Actividad Intrinseca de
Transcripcion del Gen
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Figura 34. Actividad intrinseca de transcripcion del gen. Los segmentos hepaticos
se transfectan bajo diferentes condiciones de flujo (1, 10 y 20 ml/s) y volumen total de
solucion génica (1/5y 1/10 del peso del segmento, en gramos). Las muestras se analizan
tras 1 y 2 dias de cultivo y se determinan los indices de entrega y transcripcion. Estos
indices se relacionan y se calcula la actividad de transcripcion del gen como el nimero
de copias de ARNm de eGFP presente por cada copia del gen y por célula. Todos los
grupos se comparan con el que medié una mayor actividad de transcripcion (10 mi/s y
volumen en ml de 1/5 del peso del segmento). Se observa significacion estadistica (*:
p<0.01) en los grupos de 20 ml/s (volumen total 1/5y 1/10) y en el de 1 ml/s. También se
observa significacion estadistica (#: p<0.01) al comparar las zonas Ay B del grupo de 10
ml/s y volumen 1/5. El test estadistico empleado es el Two-way ANOVA con la post-

correccion de Bonferroni.
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6 Transferencia del gen humano hIL10, utilizando las
condiciones Optimas establecidas en el experimento con el
gen marcador eGFP

Una vez establecido el procedimiento de transferencia génica y
confirmado el interés del modelo obteniendo expresiones
marcadas de la proteina codificada por el gen transferido, se debe
dar el salto y realizar este estudio con un gen de interés
terapéutico. Para ello se utiliza el gen que codifica la hIL10, que es
capaz de modular la respuesta inflamatoria, por su potencial

interés en el trasplante y multiples patologias de tipo inflamatorio.

6.1 Entrega génica en tejido hepatico

El procedimiento de transferencia génica se realiza tal y como se
ha explicado anteriormente. El volumen de solucidn génica
empleado siempre es equivalente a 1/5 del peso del segmento y
se utilizan las velocidades de flujo de 10 y 20 ml/s. Los indices de
entrega alcanzados tras 24 y 72 horas de cultivo post-transfeccion
se muestran en la figura 35, expresados como numero de copias
del gen por célula normalizada.

Se observa que la entrega en la zona de perfusion directa (A) es
muy similar en las dos condiciones de velocidad pero sin embargo
cuanto mas nos alejamos del foco de la transferencia mayor es la
eficiencia de entrega con 20 ml/s, quiza porque esta velocidad de
perfusién permite la distension de los vasos para llegar mas lejos.
Los valores alcanzados se acercan a las 1000 copias del gen por

célula normalizada aunque hay que puntualizar que es una entrega
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aparente puesto que no es posible discernir si todo el plasmido ha

accedido al citoplasma del hepatocito.

indice Aparente
de Entrega del Gen

1 Control 10mbL/s Ml 20 mL/s

Gen hIL10
(copias/cél)

Figura 35. indice de entrega aparente del gen hIL10. Los segmentos hepaticos
humanos se transfectan con solucién salina conteniendo el gen hiL10 (20 pg/ml). Se
establecen diferentes grupos segun las condiciones de flujo (10 y 20 ml/s). Como control
se utilizan muestras de tejido procedentes de segmentos hepaticos transfectados con el
gen eGFP. Las muestras se incuban 1y 3 dias y posteriormente se determina el indice
de entrega del gen (en numero de copias por célula) en las diferentes areas del segmento
(A, B y C). Los diferentes grupos se comparan con el control y muestran significacion
estadistica los grupos de 10 ml/s y 20 ml/s a 24 horas. *: p<0.05 tras el analisis estadistico
de Mann-Whitney.

6.2 Transcripcidon del gen en tejido hepatico

Se determina el indice de transcripcion tras 24 y 72 de cultivo post-
transfeccion. El resultado se muestra en la figura 36 y se expresa
como numero de copias de ARNm de hIL-10 por célula
normalizada. El indice de transcripcion resulta mucho mas
heterogéneo que el de entrega. Se observa cémo la velocidad de
perfusion de 20 ml/s alcanza una mayor eficiencia de transcripcion
del gen. Esta mejora con respecto a 10 ml/s es mas marcada

cuando la muestra se aleja del foco directo de perfusion. El indice
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de transcripcién se encuentra alrededor de 100 copias por célula,
muy similar al obtenido con el gen eGFP, y se mantiene durante al
menos 3 dias tras la transferencia. Es importante remarcar el bajo
nivel basal de transcripcion de este gen en el control y eso se debe
a que IL-10 es una proteina que no se expresa constitutivamente

en los hepatocitos.
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Figura 36. Indice de transcripcion del gen hlL10. Los segmentos hepaticos humanos
se transfectan con solucion salina conteniendo el gen hiL10 (20 ug/ml). Se establecen
diferentes grupos segun las condiciones de flujo (10 y 20 ml/s). Como control se utilizan
muestras de tejido procedentes de segmentos hepaticos transfectados con el gen eGFP.
Las muestras se incuban 1 y 3 dias y posteriormente se determina el indice de
transcripcion del gen (en numero de copias de ARNm de hIL10 por célula) en las
diferentes areas del segmento (A, By C). Los diferentes grupos se comparan a 24 horas
con el control y muestra significacion estadistica solamente el grupo de 20 ml/s. *: p<0.05
tras el andlisis estadistico de Mann-Whitney.
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6.3 Presencia de la proteina hIL10 en tejido hepatico

Con el fin de determinar el indice de traduccién de la proteina hiIL10
en el tejido, realizamos un ELISA especifico para la cuantificacion
de dicha proteina a partir de un homogenizado de tejido. Los
resultados se muestran en la figura 37. El indice de traduccion en
las diferentes areas del segmento hepatico y en los tiempos de 0,
24 y 72 horas se expresa como numero de copias de la proteina
por célula normalizada. Para la determinacién de la proteina
empleamos un kit de ELISA especifico que ofrece una alta
fiabilidad (coeficiente de correlacion de la curva patron >0.99) y
una sensibilidad muy elevada (curva patron de 0 a 125 pg/ml). En
la grafica se puede observar que en los segmentos hepaticos
control la expresion de la proteina IL10 en tejido hepatico es
indetectable. Sin embargo, trascurridas 24 y 72 horas de la
hidrofeccidn, la proteina IL10 se traduce hasta unos niveles de
entre 100 y 1,000 copias por célula. Ademas, los resultados
muestran que la velocidad de 10 ml/s media una traduccién
ligeramente inferior a la que ofrece la velocidad de 20 ml/s en todas

las zonas del segmento hepatico.
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Figura 37. indice de traduccién del gen hIL10. Los segmentos hepaticos humanos se
transfectan con solucién salina conteniendo el gen hIL10 (20 ug/ml). Se establecen
diferentes grupos segun las condiciones de flujo (10 y 20 ml/s). Como control se utilizan
muestras de tejido procedentes de segmentos hepaticos transfectados con el gen eGFP.
Las muestras se incuban 1y 3 dias y posteriormente se determina el indice de traduccion
del gen (en nimero de copias de la proteina hIL10 por célula) en las diferentes areas del
segmento (A, B y C). Los diferentes grupos se comparan con el control y muestran
significacion estadistica los grupos de 10 ml/s y 20 ml/s a 24 horas. *: p<0.05 tras el
analisis estadistico de Mann-Whitney.
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La presente tesis doctoral tiene como objetivo estudiar en detalle
el proceso de transferencia génica hidrodinamica (o hidrofeccion)
hepatica para determinar el potencial interés de esta estrategia
terapéutica para su uso en la clinica. Ademas, pretende desarrollar
diferentes procedimientos de hidrofeccidn hepatica que resulten
seguros y eficaces para expresar el gen exdégeno transferido. Para
ello, la eficiencia de transferencia génica y las diferentes fases del
proceso de decodificacion del gen entregado han sido evaluadas
detalladamente en diferentes modelos preclinicos. El estudio del
proceso de decodificacion génica se ha llevado a cabo a partir de
la cuantificacién del ADN entregado, el ARN transcrito y la proteina
traducida y ha sido expresado utilizando parametros intuitivos y/o
facilmente compresibles como es el numero de copias de estas
especies moleculares por célula. Este tipo de determinacién
cuantitativa tras la transferencia de un gen no habia sido realizado
con anterioridad por ningun otro grupo investigador, al menos de
forma sistematica. La expresion cuantitativa de los datos nos
permitié entender mejor cdmo un gen exdgeno es expresado por
el tejido diana tras la transferencia génica y comparar de una
manera mas fiable los diferentes procedimientos para la entrega
del gen entre si y respecto a los controles. Estudios anteriores
habian documentado que la expresion en sangre de proteinas
plasmaticas tras la transferencia de los genes que las codifican era
ineficiente en modelos de animales grandes pero no se habia
elucidado la causa de tal ineficiencia [41]. Dado el potencial interés
clinico de la terapia génica no viral como estrategia terapéutica de

futuro, con un amplio margen de uso, decidimos realizar el estudio

147



Hidrofeccion hepatica no viral

molecular sistematico para evaluar su eficiencia y encontrar las
barreras o pasos limitantes existentes. Con este fin, utilizamos dos
modelos de hidrofeccion preclinicos: modelo in vivo en cerdos (con
diferentes estrategias y condiciones de entrega del gen) y modelo
ex vivo de segmento hepatico humano, como pasos previos que
pudieran justificar la traslacién del procedimiento de hidrofeccion a
la clinica.

La terapia génica ha demostrado ser una estrategia terapéutica
con un gran interés traslacional, ya que una vez alcanzada una
estrategia con un grado de seguridad elevado y con capacidad
para expresar con eficacia el gen de interés, su aplicacién en la
clinica no tendria limites. Una vez conocida la etiopatogenia
molecular de una enfermedad, se podria disefiar un tratamiento
para casi cualquier enfermedad.

La transferencia génica hidrodinamica ya ha demostrado, en
modelo murino, que es un método eficiente para la transferencia y
expresion de un gen heter6logo. De hecho, nuestro grupo
consiguio por primera vez (2003) la expresion plasmatica de la
proteina humana de la alfa-1-antitrpsina en niveles terapéuticos y
durante periodos superiores a los 6 meses en ratones [27], tras la
transferencia hidrodinamica del gen hAAT controlado por su
promotor natural. La entrega del gen se verificaba por la inversion
en el flujo sanguineo intrahepatico tras la inyeccion de la solucion
salina conteniendo el gen. La solucion génica inyectada es capaz
de superar el lecho vascular, favorecido por una presion pulsatil en

sentido anterégrado que contribuye a la entrada del gen al interior
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del hepatocito hasta que se recuperaba el sentido de la circulacidn
sistémica.

Tras haberse confirmado que la hidrofeccién era capaz de mediar
la expresion en niveles terapéuticos de una proteina heteréloga, el
siguiente reto fue trasladar la técnica a modelos animales con
mayor similitud anatomica y fisiologica con el ser humano. Se
debian modificar los parametros de la perfusion para que el
procedimiento fuera viable, puesto que las condiciones impuestas
por el modelo hidrodinamico murino (doblar la volemia del animal
en escasos segundos) serian inviables en animales de mayor
tamafo. La manera de conseguir un aumento de la presion
intrahepatica sin perjuicios hemodinamicos sistémicos consistia en
realizar la perfusion regional, directamente sobre el higado [35, 36,
38, 41], de modo que ademas se podia reducir el volumen de
solucion génica requerido. Para alcanzar una presurizacion
elevada en el higado, ademas de utilizar volumenes de solucion
génica y velocidades de flujo mas exigentes, se propusieron y
desarrollaron diferentes estrategias con las que dirigir la perfusion
a un area concreta del organo y limitar parcialmente la
vascularizacion hepatica [37, 39, 40]. Sin embargo, a pesar de
todos los intentos realizados por diferentes grupos en todo el
mundo, variando las condiciones de perfusion y el procedimiento,
en ningun caso se han alcanzado niveles plasmaticos de una
proteina que se acercara siquiera a su valor terapéutico tras
realizar una hidrofeccién hepatica en animales grandes.

Dado que no se sabia el motivo por el cual un procedimiento tan

eficaz en modelo murino resultaba ineficiente en modelos de
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mayor tamafo, nos planteamos evaluar el potencial interés
traslacional del procedimiento mediante un estudio molecular
detallado del proceso de decodificacion génica, algo que no se
habia realizado. Nos enfrentamos a un nuevo reto al realizar unas
determinaciones cuantitativas que no habian sido utilizadas con
anterioridad. Esta manera de expresar los resultados implicaba
obtener datos exactos de numero de copias de nuestro gen, el
transcrito y la proteina en la muestra. Para ello debiamos preparar
curvas patrén para el gen concreto utilizando el propio plasmido y
establecer las condiciones de PCR y ELISA o6ptimas para alcanzar
la linealidad y que los datos interpolados fueran fiables. Después,
transformar los datos en parametros facilmente comprensibles
como son los indices de entrega, transcripcion y traduccion por
célula, en base a los pesos moleculares de los genes y la proteina
y los valores de contenido en ADN, ARN vy proteina total por célula

normalizada.

Modelos de hidrofeccidon hepatica in vivo en cerdo

Los modelos propuestos con anterioridad sugerian que el cierre
vascular hepatico potenciaba la eficiencia del procedimiento, pero
en ningun caso el cierre habia sido completo. Asi pues, basados
en trabajos de cirugia que apuntaban que la circulacién hepatica
en cerdo podia estar interrumpida durante cierto periodo de tiempo
sin perjuicios para el animal [70, 71], desarrollamos un
procedimiento quirdrgico en el que la transferencia génica se
llevaba a cabo in vivo con el érgano vascularmente excluido por

completo [69]. Este procedimiento era el unico que permitia

150



Discusion

asegurar un cierre vascular total del higado. Ademas ofrecia la
posibilidad de controlar el punto exacto de la inyeccion y observar
la reaccion del 6rgano al incremento de volumen y presién ejercido

por la solucion génica inyectada.

e Procedimiento quirurgico

Este procedimiento consistia en la realizacion de una laparotomia
en el animal, el cierre secuencial de los vasos de éste, primero los
que aportan sangre al 6rgano y por ultimo la vena cava inferior
suprahepatica que lleva la sangre del higado hacia el corazén,
evitando asi la sobrecarga del higado. En cada caso se dejaba libre
acceso a la perfusién retrograda o anterégrada correspondiente
(vena cava infrahepatica y/o vena porta). Como este modelo
permitia controlar todos los parametros de la perfusidon, se
realizaron unos experimentos exploratorios empleando el gen de
la eGFP (que permitiria una rapida y sencilla visualizacion de la
expresion de la proteina por microscopia de fluorescencia) con la
intencion de elucidar las mejores condiciones de perfusion. Asi
pues, se evaluaron la eficiencia y los efectos adversos de la
transferencia sobre el animal bajo diferentes condiciones de
volumen de solucion génica (200, 400 y 600 ml), velocidad de
perfusién (10, 20, 40 y 60 ml/s) y sentido de la inyeccion
(anterograda y/o retrograda).

Los trabajos realizados por otros grupos sugerian que para mejorar
la eficiencia del procedimiento se requerian unas condiciones de
perfusidn muy exigentes (en volumen y flujo de inyeccion) para

vencer la elasticidad del higado y asi ejercer la suficiente presion
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como para facilitar la entrada del gen en los hepatocitos [35, 84].
Sin embargo, los experimentos que nosotros realizamos en este
sentido con volumenes de 400 y 600 ml (lo que equivale a una
relacion en mililitro/gramo igual o mayor a 1:1 con respecto al peso
del higado de los cerdos empleados), velocidades de 40 y 60 mi/s
e inyeccion simultanea por venas cava y porta arrojaron unos
resultados que no so6lo no mejoraban los de condiciones mas
suaves, sino que las empeoraba. Ademas, durante las inyecciones
se podia observar como el higado se hinchaba hasta un nivel de
extension al limite de la rotura, resultando un riesgo para la salud
del animal. Esto se confirmé tras el analisis de la presencia de
transaminasas en sangre periférica, que resultaba mucho mayor al
alcanzado tras el empleo de condiciones mas suaves. En nuestras
manos, el procedimiento de transferencia empleando las
condiciones mas suaves de perfusion resultd seguro y no se
observaron dafios en el tejido, como otros grupos habian
documentado [85, 86]. Ademas, contrariamente a lo descrito con
anterioridad [87], los parametros hemodinamicos se recuperaban
inmediatamente tras la revascularizacion sin causar ninguna
alteracioén en la funcioén cardiaca.

Tras desestimar estas condiciones, nos centramos en utilizar las
condiciones de hidrofeccion mas suaves. Asi, establecimos el
volumen fijo de 200 ml de solucién génica y valoramos el efecto de
la velocidad de perfusion y el sentido de la inyeccion. Cuando se
realiza la intervencién bajo las condiciones suaves de perfusion,
los niveles de transaminasas crecen ligeramente pero rapidamente

vuelven a la normalidad. Evaluamos las distintas fases del proceso
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de decodificacion genética del gen transferido mediante PCR
cuantitativa y ELISA.

Los resultados de hidrofeccion utilizando el gen marcador eGFP
mostraron que la velocidad de 10 ml/s mediaba una mayor entrega
del gen tanto en la inyeccion retrograda como la anterdgrada,
siendo ligeramente mayor por via retrograda a 10 ml/s y al reves
con 20 ml/s. En el mejor de los casos, se consiguié entregar cerca
de una copia del gen por célula normalizada. Suponiendo que este
valor fuera homogéneo para todas las células, debia ser suficiente
para expresar la proteina, ya que cada célula normal cuenta con 2
copias de un gen, para producir los niveles normales de cada
proteina. La distribucion de la entrega génica es dificil de
determinar y podria también ser interpretada como la entrega de
varios cientos de copias del gen en un reducido numero de células.
Cuando analizamos la transcripcion del ARN en el tejido hepatico,
observamos la inversion de la tendencia observada en la entrega.
Por via retrograda a 20 ml/s se obtiene el mayor indice de
transcripcion del gen mientras que por via anterégrada los indices
alcanzados son menores y son muy similares a 10 y 20 ml/s. Esto
sugiere que el gen entregado por via retrégrada presenta una
mayor biodisponibilidad para ser transcrito.

La expresion de la proteina en tejido se evalué mediante
microscopia de fluorescencia aunque no fue posible encontrar
ninguna sefial positiva de fluorescencia de la proteina eGFP.
Cuando se intentd determinar la proteina por western blot nos
encontramos con el mismo resultado, fue imposible encontrar

sefal positiva de expresion de la proteina. Por ello, y para
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asegurarnos la cuantificaciéon de la proteina, utilizamos un kit
ELISA de alta sensibilidad que permitia determinar niveles de
eGFP de pg/ml. De este modo si pudimos cuantificar el numero de
copias de la proteina por célula normalizada en el tejido. El indice
de traduccion fue ligeramente superior con la perfusion del gen a
10 ml/s hasta alcanzar un maximo de poco mas de 100 moléculas
de eGFP por célula. Este es un valor muy bajo de produccion
proteica. La misma construccion génica, empleada en un modelo
de transferencia génica cardiaca por nuestro laboratorio [88],
demostré que puede ser expresada en tejido de cerdo en menos
de 24 horas a niveles detectables por técnicas como la
inmunohistoquimia. Esto sugiere que, de algun modo, una
situacion de estrés celular mediado por el procedimiento de
hidrofeccion en higado de cerdo puede estar bloqueando la
expresion del gen durante un tiempo, como ha sido sugerido en
diferentes trabajos [89-92].

Para determinar cuales eran las condiciones que mejor
rendimiento alcanzaban, calculamos la actividad intrinseca de
transcripcion del gen, que mediria la biodisponibilidad del gen
entregado. Consideramos que, una vez salvado el bloqueo de la
traduccioén de la proteina, el procedimiento 6ptimo de transferencia
debe ser aquel que media el mayor ratio al relacionar el indice de
transcripcion con el de la entrega. En este caso, los resultados
indicaron que el sentido retrogrado de la perfusion mediaba una
mayor actividad intrinseca de transcripcion, especialmente cuando
se utilizaba una velocidad de 20 ml/s, resultando entre 10 y 100

veces superior a la alcanzada por via anterograda.
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Posteriormente, se evalud el potencial interés del procedimiento
utiizando el gen terapéutico hAAT bajo las condiciones que
mediaron la mayor actividad intrinseca de transcripcion. Se
pretendid dilucidar también, si el bloqueo en la traduccion de un
gen exdgeno se supera con el paso del tiempo, analizando
muestras periddicas (durante 14 dias) de sangre y las muestras de
tejido 14 dias tras la intervencion.

Se calcularon los indices de entrega, transcripcion y traduccién por
célula normalizada al igual que se habia hecho con el gen eGFP.
Hay que destacar que en la construccion génica que contiene el
gen hAAT, la expresion de éste esta controlada por su promotor
natural. Las condiciones 6ptimas de perfusion alcanzadas con el
gen eGFP incluian la velocidad de perfusion a 20 ml/s. Sin
embargo, dado que el plasmido hAAT contiene el gen completo
con intrones y exones y su tamafo es casi 3 veces el del gen
eGFP, empleamos ademas la velocidad de 40 mi/s (datos no
mostrados) y comparamos los indices de entrega y transcripcion
por si se favorecia con ello la entrada de este constructo. La
respuesta a esta pregunta es que no. El indice de entrega fue
practicamente idéntico con las dos velocidades de inyeccion y se
encontré en ambos casos entre 1 y 0,1 copias del gen por cada
100 células. Este valor supone una disminucion de entre 10 y 100
veces el alcanzado con el gen eGFP, pero hay que tener en
consideracidon que esta determinacion se realiza 14 dias tras la
intervencion con lo que el proceso de hidrdlisis ha podido ser
completado y por tanto eliminado cualquier ADN presente en el

espacio intersticial. Este lapso de tiempo permite a las enzimas
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eliminar cualquier secuencia genética heteréloga que no haya sido
realmente incorporada a la célula.

En el indice de transcripcion del gen hAAT la velocidad de
perfusién de 40 ml/s (datos no mostrados) no mejord el nivel
alcanzado con la velocidad de 20 ml/s y ademas provocé que la
transcripcion fuera menos homogénea a lo largo del 6rgano,
indicando que el ADN entregado presenta una menor
disponibilidad para ser transcrito. El valor promedio alcanzado con
20 ml/s es mayor y se acerca a la cifra de 1 copia por célula
normalizada. Este indice qued6 aproximadamente 10 veces por
debajo del obtenido con el gen eGFP y esto creemos que puede
ser debido bien al tiempo transcurrido desde la intervencién o bien
a que el funcionamiento del promotor natural es menos intenso que
el de CMV, que dirige la expresion del gen eGFP. Del CMV se
conoce su potente y rapida respuesta de activacion para transcribir
los genes que controla.

Dado que la velocidad de 40 ml/s no aportaba ninguna mejora en
el rendimiento del procedimiento, el resto de experimentos se
llevaron a cabo sélo con la velocidad que ofrecia el mejor balance
beneficio/riesgo. Se cuantificd la presencia de la proteina humana
de la alfa-1-antitripsina en sangre periférica en muestras obtenidas
periédicamente durante el tiempo entre la intervencion y el
sacrificio del animal. Los resultados obtenidos demostraron que la
proteina, o bien se traducia muy ineficientemente o bien tenia
serias limitaciones para alcanzar el torrente sanguineo por algun
motivo. Asi, se observd un ligero incremento de su presencia

durante los dias 1y 2 (20 ng/ml) que bajo en el dia 5, hasta los 10
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ng/ml. A partir de este momento, la presencia de la proteina
aumenta paulatinamente hasta el dia 10 (40 ng/ml) y sufre una
caida en el dia 14. En el momento de maxima expresion (dia 10)
los niveles de proteina quedaron mas de 4 érdenes de magnitud
por debajo de los considerados terapéuticos.

Para determinar si la proteina realmente era traducida pero no se
secretaba al exterior de la célula, se llevd a cabo la determinacion
cuantitativa de la proteina en tejido mediante ELISA. Los
resultados obtenidos mostraron una elevada eficiencia de
traduccion, llegandose a alcanzar hasta casi 10° copias por célula
de la proteina hAAT. Este valor supone un incremento de 4
ordenes de magnitud con respecto al indice de traduccién obtenido
con el gen eGFP.

Una vez conocidos los valores absolutos de las diferentes especies
moleculares involucradas en el proceso de decodificacion
genética, debiamos conocer su significado comparandolo con los
estandares disponibles. Como patrones de referencia, empleamos
muestras de higado de raton transfectado bajo las condiciones
optimas, que median concentraciones terapéuticas de la proteina
hAAT en plasma, y muestras de higados humanos con produccién
normal de hAAT. Comparamos el numero de copias promedios de
ADN, ARN y proteina en tejido y sangre para observar la dinamica
del proceso de decodificacion de cada especie y asi tratar de
definir el paso limitante en el cerdo. Esta comparacion nos permitié
observar que el comportamiento en ratén y en humano para la
decodificacion del gen hAAT es practicamente idéntico. Ademas,

se pudo ver que en el cerdo la decodificacion del gen en el tejido
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sigue un comportamiento similar, llegando a alcanzar un indice de
traduccion ligeramente superior al obtenido en raton. Este valor de
traduccién proteica en tejido haria pensar que la concentracion de
la misma proteina en sangre debia ser también similar. Sin
embargo, los niveles de la proteina en sangre mostraron un
dramatico descenso (aproximadamente 4 ordenes de magnitud) en
cerdo con respecto a los dos modelos de referencia.

Estos resultados sugieren que la principal limitacion en la eficiencia
del procedimiento aparece en la fase de exportacion de la proteina.
Dicha limitacion puede deberse bien a un defecto en el proceso de
maduracién, que en el caso de la hAAT requiere una glicosilacion;
a alguna diferencia en la secuencia de sefalizacion de la proteina
humana [93] y la del raton [94] con respecto a la del cerdo [95] que,
aunque minima, ha sido observada y que puede impedir que ésta
sea reconocida para su exportacion.

Pensamos que este problema debe desaparecer, cuando la
transfeccion se lleve a cabo en tejido hepatico humano. Si el
procedimiento es capaz de entregar el gen con biodisponibilidad
para que éste se transcriba y traduzca no habra problemas en su
exportacion puesto que las células del huésped reconoceran la
proteina como propia por disponer de todos los elementos para la

expresion normal de la proteina natural.
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e Procedimiento de hidrofeccion mediado por cateterismo
endovascular

Una vez establecido el procedimiento y considerando el potencial
interés terapéutico de la hidrofeccion hepatica, pretendimos
establecer unas estrategias de entrega génica que resultaran igual
de eficientes que la cirugia pero menos cruentas para el paciente.
En este sentido, se plantearon dos procedimientos minimamente
invasivos, utilizando cateterismo endovascular.
El modelo abierto es un procedimiento que consiste en la
implantacién de un catéter con balén en una rama de la vena cava
inferior suprahepatica para realizar la perfusion de la solucion
génica en sentido retrogrado, sin bloquear ningun otro vaso
hepatico. Es el procedimiento mas sencillo, rapido e inocuo para el
animal. No se observa ninguna alteracién en los parametros
hemodinamicos durante la intervencion ni después de ella.
El modelo cerrado trata de emular el modelo quirdrgico al bloquear
parte de la vascularizacion del higado. Consiste en la implantacion
de dos catéteres con baldn en la vena cava supra e infrahepatica
respectivamente, limitando la entrada al higado. Paralelamente, se
introduce por via transhepatica otro catéter con balén en la vena
porta. Cuando los balones de los tres catéteres se llenan con aire,
el higado queda vascularmente estanco, a excepcion de la arteria
hepatica. En ese momento se realiza la perfusion de la solucion
génica también en sentido retrovenoso. Las condiciones de
hidrofeccion en los dos casos fueron las seleccionadas como

optimas en el modelo de cirugia.
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Para evaluar la seguridad de ambos procedimientos y determinar
algun posible dafo hepatico se determinaron los niveles de
transaminasas en sangre durante los dias posteriores a la
intervencion. Los resultados mostraron que el modelo abierto
apenas modifica los niveles de transaminasas mientras que el
modelo cerrado si induce un incremento de estas enzimas pero sin
llegar a ser significativamente superiores a las del modelo abierto
ni clinicamente relevantes. Si a esto se anade que se ha
demostrado que el procedimiento de transferencia génica
hidrodinamica (hidrofeccion) no causa alteraciones significativas
en la expresidon de otros genes en ratdén [96, 97], ni en modelos
animales mas grandes como el perro [98], se presenta una
estrategia terapéutica de aplicacion muy segura.

Del mismo modo que en el modelo de cirugia, se determinaron los
indices de entrega, transcripcidn y traduccidon del gen hAAT vy la
concentracion de la proteina en sangre. Los resultados de ambos
modelos fueron comparados.

El indice de entrega génica alcanzado con el procedimiento de
cateterismo cerrado fue significativamente superior (3 6rdenes de
magnitud) al obtenido con el procedimiento abierto, sugiriendo que
el cierre vascular del 6rgano es indispensable para entregar
eficientemente el gen. La entrega del ADN en el modelo cerrado
fue aproximadamente 100 veces superior a la obtenida por cirugia,
mientras que el abierto medié la menor entrega de todos. Esto se
tradujo en unos niveles de proteina en tejido ligeramente
superiores con el modelo cerrado. Sin embargo, los niveles de

proteina plasmatica de ambos procedimientos fueron
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dramaticamente bajos, confirmando lo observado en el modelo
quirurgico y lo apuntado por otros autores que indicaban que
apenas eran capaces de detectar la proteina. Los valores maximos
obtenidos con el cateterismo cerrado fueron mas de 10.000 veces
inferiores a los terapéuticos mientras que los del cateterismo
abierto fueron inferiores al nivel de deteccion del ELISA en la
mayor parte de las muestras tomadas.

El ARN también fue cuantificado para evaluar si la entrega del gen
bajo estas condiciones resultaba biodisponible al igual que en la
cirugia. Del mismo modo que en la entrega, el indice de
transcripcion del procedimiento cerrado (10 copias por célula)
resulté significativamente superior al del modelo abierto, también
cerca de 3 6rdenes de magnitud y entre 10 y 100 veces superior al
del modelo quirdrgico. En ambos casos se observa una
biodisponibilidad similar (10 copias de ARN por copia de ADN),
aunque resulta ligeramente superior en el modelo abierto.

La proteina fue determinada por tres técnicas diferentes. La
inmunohistoquimia (cualitativa) permiti6 observar la proteina en
tejido y su distribucion. En nuestras manos la presencia de la
proteina en el tejido procedente de cerdo sdlo se pudo encontrar
en muestras del modelo cerrado y en aproximadamente el 1-3 %
de los hepatocitos, mientras que el resto de células aparecian no
marcadas. Otros autores han observado una distribucion similar
aunque ligeramente superior [41]. En las muestras de ratén, el
numero de células marcadas no es muy superior pero su tincion si
es mas intensa. Esta observacion sugiere que es posible que la

entrega no sea homogénea y que quiza un gran numero de copias
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del gen entran en unas pocas células. En el tejido humano se
observa un marcaje positivo suave en la mayoria de las células con
un pequefo porcentaje con una tincion muy marcada. Estos
resultados indican que la expresion nativa de la proteina en
humanos esta centrada en una poblacion celular generalmente
localizada en el area periportal. Sin embargo, en raton y cerdo
observamos que la expresion de la proteina ocurre también en
células especificas pero preferentemente localizadas en el area
perivenosa, vecinas a la via de entrada del gen.

El resultado del western blot (semicuantitativo) mostré que la
expresion de la proteina ocurre tanto con el modelo abierto como
con el cerrado, resultando superior en este ultimo en todos los
casos testados. Pensamos que los niveles de proteina presentes
en las muestras tras la hidrofeccion por el modelo abierto debieron
quedar justo por debajo del limite de sensibilidad de la
inmunohistoquimia.

Para confirmar estas observaciones semicuantitativas, se llevo a
cabo un ELISA, que permitié expresar el valor como numero de
moléculas de proteina por célula. Los resultados confirmaron lo
observado con las otras técnicas: que el procedimiento cerrado
media una mayor eficiencia en la traduccién de la proteina. Sin
embargo, la diferencia entre los dos modelos en esta fase fue
menor a la observada con la entrega y la transcripcion, menos de
1 orden de magnitud. En comparacion con la traduccion mediada
por el procedimiento quirurgico, éste alcanza un indice 10 veces
superior al del cateterismo cerrado. El hecho de que una mayor

entrega y transcripcion medie un menor indice de traduccion
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sugiere que o bien la etapa de traduccion esta actuando de
compensacion en el proceso para conseguir una expresion
adecuada de la misma o bien que una entrega excesiva de gen,
especialmente si ocurre sobre un reducido numero de células
como se observa en la inmunohistoquimia, esté bloqueando o

saturando el proceso de decodificacién.

e Comparacion del proceso de decodificacion del gen hAAT
en el modelo porcino con respecto a los “patrones oro" de
referencia

Los promedios de todos estos indices se compararon con el
modelo de cirugia y con los gold standard o patrones de referencia.
Los resultados mostraron que sea cual sea el modelo de
hidrofeccion empleado en el cerdo la proteina no alcanza la
circulaciéon sistémica, indicando un problema interespecie de
maduracién y/o exportacion puesto que la proteina si esta presente
en el tejido. Se pudo observar también que el comportamiento del
cateterismo abierto es muy similar al presente en el modelo
quirurgico, y ambos se asemejan bastante al proceso lineal de los
patrones oro, en cuanto a los estudios en tejido. Ademas, se
determind que el indice de entrega no ha de ser tan elevado como
se pensaba para conseguir una traduccion eficiente, como se
puede observar en ratdn, que era capaz de alcanzar niveles
terapéuticos de la proteina con 1 copia del gen por cada 100
células normalizadas. El modelo quirdrgico alcanza un nivel de la

proteina en tejido igual o superior al del raton, sugiriendo que, si
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se desbloqueara su fallo en la exportacion, podriamos estar muy
cerca de conseguir niveles terapéuticos en sangre.

Nos llamé la atencion el comportamiento en el proceso de
decodificacion del cateterismo cerrado. Esperabamos que con una
entrega tan eficiente conseguiriamos unos niveles de proteina
mayores al resto de los modelos. Sin embargo, cada paso del
proceso se veia mas ineficiente. Esto nos hizo pensar que, de
algun modo, el indice de entrega se ha de mover en unos niveles
adecuados para que el sistema funcione con eficiencia y que un
exceso de entrega puede reducir su eficiencia. Con el fin de
comprobar esta hipédtesis, llevamos a cabo un estudio dosis-
respuesta del plasmido hAAT en el modelo de raton que sabiamos
que se comportaba de manera lineal, similar al estudio
farmacodinamico llevado cabo en nuestro laboratorio tiempo atras
[99].

Los resultados de dicho estudio mostraron que la linealidad en el
numero de copias (ADN, ARN, Proteina) durante el proceso de
decodificacion se mantiene solamente cuando las condiciones de
entrega son Optimas. Asi pues, observamos que, como era
previsible, el aumento en la concentracion del plasmido durante la
inyeccion hidrodinamica se traduce en un indice de entrega mucho
mas elevado, aumentando en casi 6 Ordenes de magnitud al
aumentar la concentracién desde 5 a 320 ug/ml. Sin embargo, este
aumento en el indice de entrega del gen no siempre supone una
mayor tasa de transcripcion y/o de traduccion del mismo. Ocurre
mas bien al contrario y asi, cuando la entrega supera un cierto

umbral (cercano a 1 copia cada 100 células) la eficiencia en el
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proceso de decodificacion del gen disminuye. Se ha demostrado
que la concentracion que media una mayor eficiencia en el proceso
es la de 20 pg/ml, ya que consigue que el proceso sea
completamente lineal con una produccion de la proteina en niveles
terapéuticos o supraterapéuticos. A partir de esa concentracion, el
incremento de la concentracién consigue una mayor entrega del
gen, que media un incremento (proporcionalmente menor) de la
transcripcion, pero un indice de traduccion similar o incluso
ligeramente inferior. En el modelo porcino hemos observado ese
mismo comportamiento y asi, cuando empleamos el modelo de
cateterismo cerrado se obtiene un indice de entrega muy elevado
(superior al raton) pero, sin embargo, la eficiencia de la
transcripcion desciende. Aunque la traduccion es superior al
modelo abierto, esto lo consigue a expensas de entregar casi una
copia por célula, lo que podria resultar toxico si tenemos en cuenta
que este es un valor promedio por célula normalizada. Podria
darse la circunstancia de que una misma ceélula tuviera varias
decenas del gen entregado, mientras que muchas otras no
tuvieran ninguna copia. Se observé también que el procedimiento
que medié menor tasa de entrega del gen, fue precisamente el de
mayor indice de traduccion. Todo esto sugiere que no se necesita
una entrega muy elevada del gen sino una cantidad éptima (en
torno a 1 copia cada 100 células) que presente una elevada
biodisponibilidad. Eso debe depender de las condiciones de la
transferencia, que interferira en la localizacion intracelular final del

gen entregado y en la integridad funcional del tejido diana.
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e Estudio ultraestructural de la distribucion de nanoparticulas
de oro

Los procedimientos de cateterismo abierto y cirugia alcanzaron un
indice de entrega muy similar, siendo el cateterismo ligeramente
inferior. Sin embargo, el modelo quirdrgico medi6é una traduccion
de la proteina en tejido casi 100 veces superior.
La hidrofeccién es un procedimiento fisico de transferencia génica
y por esta razon inyectamos particulas de diferente tamano para
evaluar, mediante un estudio de microscopia electronica de
transmision, las condiciones limitantes de las barreras bioldgicas.
Las particulas de gran tamafo se encontraron en las células con
actividad fagocitica principalmente y muy dificilmente pudieron ser
encontradas en el interior de los hepatocitos. Sin embargo, los
hepatocitos presentan abundantes particulas pequefias en el
citoplasma, lo que hace pensar que cualquier particula con un
diametro de 4 nm o inferior podria cruzar las membranas de los
hepatocitos sin dificultad. Las escasas particulas grandes
encontradas en muy contadas ocasiones en los hepatocitos estan
siempre limitadas por membranas, lo que podria impedir su transito
hacia el nucleo celular. Las particulas pequeiias en cambio si
pudieron ser observadas en el nucleo de la célula. Algunos autores
han descrito que el proceso de entrega génica mediante
transferencia hidrodindmica ocurre como consecuencia de la
formacion de poros (hidroporacién) [100] o la rotura de membrana
[101] por el violento flujo de la solucién génica. Sin embargo,
basados en nuestras observaciones, nosotros consideramos que

el proceso ocurre sin causar disrupcion de la membrana
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plasmatica en ningun caso [102], mediante la permeabilizacion
mas permisiva de la membrana para particulas de menor tamainio.
Las particulas grandes entran formando parte de vesiculas
endociticas.

La suma de estas observaciones sugiere que la membrana celular
y la envoltura nuclear en los hepatocitos limitan al acceso a
particulas con un diametro superior a los 15 nm. Este es un dato a
tener en cuenta en el disefio de los plasmido y de cualquier
particula que haya de ser transfectada con el propdsito de alcanzar

el nucleo del hepatocito de forma pasiva.

Modelos de hidrofeccion hepatica “ex vivo” en segmentos

hepaticos humanos

Los resultados confirmaron en cerdo que el procedimiento de la
hidrofeccion hepatica, en cualquiera de los tres modelos testados,
es una técnica segura y media una traduccién eficiente de la
proteina en tejido. Por algun defecto en la exportacion debido a
diferencias interespecie, la proteina no es liberada al torrente
sanguineo. La resolucion de este problema en el modelo de cerdo
requeriria mas estudios que sobrepasan los objetivos de esta tesis.
Nuestro principal objetivo era evaluar el potencial de Ila
hidrofeccion y desarrollar procedimientos que sienten las bases
para trasladar esta estrategia terapéutica e la clinica. En este
sentido, avanzamos un paso en el proceso traslacional y decidimos
estudiar la eficiencia de la hidrofeccién en tejido hepatico humano,

algo que no se habia hecho con anterioridad.
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Para realizar este estudio, se utilizaron segmentos hepaticos
humanos procedentes de resecciones quirurgicas debidas a la
presencia de un tumor. Estos segmentos presentan una vena
suprahepatica donde se emplaza y fija el catéter antes de llevar a
cabo la perfusion de la solucion génica. El uso de solucién de
contraste y escopia de Rx nos permitié confirmar el vaso utilizado
y el area de perfusion. En primera instancia, debiamos establecer
las condiciones 6ptimas de perfusion, como en el caso del modelo
porcino. Para estos primeros ensayos decidimos utilizar también el
gen de la proteina fluorescente verde porque nos iba a permitir de
una manera rapida y sencilla determinar la expresién de la proteina
en tejido por medio de microscopia de fluorescencia. Se utilizaron
las velocidades 1, 10 y 20 ml/s. Cada segmento hepatico es
diferente y existen grandes variaciones en el peso total del mismo,
por eso el volumen utilizado para la inyeccion del gen siempre
estaba relacionado con el peso del segmento. Para 1y 10 mi/s
empleamos siempre la relacién volumen/peso (ml/g) de 1/5
mientras que para la velocidad de 20 ml/s se utilizaron las
relaciones 1/5y 1/10, para evaluar si el uso de la maxima velocidad
y el maximo volumen podian interferir en la eficiencia de la
hidrofeccidén. Del mismo modo que en el modelo de cerdo, se
evaluaron la entrega del gen, su transcripcion y la expresion de la
proteina en el tejido. Hay que considerar que las condiciones ex
vivo de este experimento hacen que el indice de entrega sea
aparente. Es aparente porque no existe proceso de aclarado
circulatorio y cuando se analizan las muestras no es posible

discernir si el gen se encuentra en el interior celular, en el espacio
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intersticial o en los vasos. Sin embargo, debemos considerar que
todos los segmentos se realizaron del mismo modo, lo cual nos
ayuda a establecer las mejores condiciones de transferencia y que
las muestras son analizadas después de 1y 2 dias de cultivo del
tejido post-transfeccién, lo cual permite que el ADN no

internalizado pueda ser hidrolizado en su mayor parte.

e Analisis molecular con el gen marcador eGFP

Los resultados mostraron que el mayor indice de entrega génica
se alcanzé cuando la perfusidon se llevé a cabo a 20 ml/s. La
entrega observada con 1 y 10 ml/s era muy similar. Ademas a
igualdad de condiciones de velocidad de flujo, un mayor volumen
favorecia la entrega del gen. No podemos comparar este resultado
con los modelos in vivo debido al proceso de lavado existente en
estos. El hecho de que en el segundo dia tras la transfeccion
aparezca mas cantidad de plasmido puede deberse a que el ADN
genomico celular pudiera sufrir una mayor degradacion relativa.

En cuanto a la transcripcidén, se observé que los dos grupos
perfundidos a 20 ml/s y el de 10 ml/s alcanzaron unos indices de
transcripcion del gen muy similares. Sin embargo, el grupo
transfectado a 1 ml/s medi6 una transcripcion muy inferior, lo que
sugiere que la entrega calculada correspondia mayoritariamente a
plasmido extracelular. El aumento del indice de transcripcion el dia
2 puede deberse bien a la mayor degradacién relativa del ARN
propio de la célula o mas probablemente al proceso continuado de
transcripcion del gen. Los indices de transcripcion obtenidos tras

hidrofeccion de eGFP en humanos fueron mas de 10 veces
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superiores a los alcanzados en cerdo con el mismo gen y con el
mismo periodo de expresion.

Para concretar las condiciones que mediaban la mejor relacion
ARN transcrito/ADN entregado calculamos la actividad intrinseca
de transcripcion del gen. Los resultados de este calculo mostraron
que la velocidad de 10 ml/s media la mejor relacion, lo que quiere
decir que el ADN entregado bajo esas condiciones presenta una
mayor biodisponibilidad para ser utilizado por la maquinaria de
decodificacion de la célula huésped. Esto no quiere decir que la
biodisponibilidad fuera baja en las otras condiciones y en este
sentido la presencia de la proteina eGFP pudo ser determinada
tanto en las muestras de segmentos transfectados a 10 ml/s
(fluorescencia) como en las que fueron transfectadas a 20 ml/s y
con un volumen 1/10 (inmunohistoquimia).

La expresion de la proteina intracelular pudo ser determinada por
microscopia de fluorescencia a las 24 horas de la transfeccion
contrastando con lo que ocurria en el modelo porcino, en el que la
presencia de la proteina era dificiimente detectable incluso con un
ELISA de alta sensibilidad, utilizando la misma construccion
génica. Esto sugiere que durante las primeras horas tras la
transferencia génica en higado, la expresion de la proteina podria
estar bloqueada en los hepatocitos del cerdo. Anteriormente se ha
descrito que el promotor de citomegalovirus puede sufrir un
proceso de apantallamiento de su expresion en el higado pero eso
sucede a medio o largo plazo y no debiera ser la causa por la cual

no se detecta la proteina.
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Con estos experimentos confirmamos que el procedimiento de la
hidrofeccion es capaz de transferir un gen exdgeno al tejido
hepatico humano y que ademas éste alcanza el hepatocito con
capacidad para ser transcrito y traducido eficientemente. Ademas
permitieron determinar las condiciones bajo las cuales el
procedimiento resulta mas eficaz. Esta informacion nos permitid
seguir avanzando y evaluar la eficiencia de la hidrofeccion en tejido
hepatico humano empleando un gen terapéutico.

Las caracteristicas de esta intervencion suponen un trabajo
quirurgico en banco que se asemeja al que se realiza en las
intervenciones de trasplante hepatico. Teniendo en cuenta esta
circunstancia y con la intencion de abrir el abanico de posibilidades
terapéuticas para la hidrofeccién, decidimos utilizar un gen que
pudiera tener un interés en patologias o situaciones clinicas
adquiridas como el trasplante de o6rganos, especialmente de
higado.

El principal problema que presentan los pacientes que reciben el
organo de un donante consiste en la activacion de una respuesta
inmune que conlleva el rechazo del érgano a corto o medio plazo.
En la actualidad este problema se trata con farmacos
inmunosupresores. Estos medicamentos tienen un estrecho
margen terapéutico y pueden provocar severos efectos adversos.
La reaccion inmune se desencadena durante las primeras horas
post trasplante y si en esos primeros momentos no se frena o
modula ya es muy dificil actuar sobre ella a posteriori. Pensamos
que si se fuera posible expresar de manera local y transitoria una

proteina inmunomoduladora en el higado, como la IL-10, se podria,
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en concomitancia o no con los farmacos inmunosupresores, crear
un entorno de tolerancia que mejoraria la aceptacion del érgano
trasplantado. Con esa idea en mente se diseid un plasmido que
contiene la secuencia codificante del gen hIL10 con un promotor

que permite una expresidon moderada y temporal del mismo.

e Analisis molecular con el gen terapéutico hiL10

Del mismo modo que con el gen eGFP, los segmentos hepaticos
humanos procedentes de reseccion quirdrgica fueron
transfectados con el gen hIL10 a través de un catéter implantado
en la vena hepatica y se cuantificaron los indices de entrega
geénica, transcripcion y traduccion. Para este ensayo decidimos
medir la influencia de la hidrofeccién en areas mas alejadas del
punto de la inyeccion y por eso, a pesar de que los mejores
resultados habian sido obtenidos a 10 ml/s, utilizamos las
velocidades de 10 y 20 ml/s con un volumen equivalente a 1/5 del
peso del segmento.

Los resultados mostraron que en la zona de maxima influencia de
la transfeccién, el indice de entrega fue ligeramente superior con
la velocidad de 10 ml/s y éste iba menguando conforme nos
alejabamos de esta zona. Con 20 ml/s, la distribucion de la entrega
del gen fue mas homogénea, sugiriendo que la solucion llegé a la
zona mas alejada con posibilidad de acceder al interior celular.

En cuanto a la transcripcion, los resultados muestran un aumento
general entre el dia 1 y el dia 3, lo que puede ser debido a que la
maquinaria celular es capaz de continuar expresando el gen

durante mas de 72 horas en cultivo. La distribucidn no resultd tan
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homogénea como la entrega. Se puede observar que en general,
la velocidad de 20 ml/s medié una transcripcion ligeramente
superior. Cuando lo comparamos con el indice de transcripcion del
gen eGFP, se observa que éste se transcribe aproximadamente 10
veces mas y esto se puede deber a la utilizacién del promotor
CMV.

Para acabar de verificar la eficiencia del procedimiento en la
expresion de la proteina, en unos valores con significado clinico,
se realizé un ELISA. Los resultados mostraron unos indices de
traducciéon de la proteina en tejido relativamente elevados,
llegando a alcanzar entre 100 y 1,000 copias por célula, siendo su
expresion ligeramente superior cuando la perfusion se llevo a cabo
a 20 ml/s. Tratandose de una proteina que de manera constitutiva
no se expresa en los hepatocitos, los resultados son muy positivos.
Se consigue un incremento de expresion de la proteina con
respecto tanto a los controles como a los dias 0 de los higados

transfectados.
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Futuro de nuestra investigacion

El presente trabajo de tesis se planteaba como principal objetivo
evaluar el potencial interés clinico de la hidrofeccion y el desarrollo
de procedimientos seguros y eficaces que pudieran alcanzar el uso
humano tras pasar el proceso traslacional. En este sentido, el
futuro de nuestra investigacion consiste en demostrar la idoneidad
de plantear el uso clinico de este procedimiento a través de la
obtencién de resultados positivos en ensayos preclinicos
realizados sobre modelos humanos cercanos a la practica clinica.
Siguiendo esta premisa, en nuestro laboratorio hemos conseguido
autorizacion para utilizar segmento humanos de colon también con
el fin de evaluar la eficiencia de la terapia génica en general y de
la hidrofeccidn en particular para el tratamiento de patologias como
la enfermedad de Crohn o el cancer (con plasmidos codificando
adenovirus oncoliticos [103, 104]). Ademas se trabaja en la
implementacion de estrategias de construccion de plasmidos
minicirculares [105], que han mostrado ser muy seguros. Como
meta idonea final, se esta trabajando ya en el disefio de una
estrategia de edicion génica mediante el sistema CRISPR/Cas9
[106] para reparar el gen de la hAAT, lo que podria suponer un
tratamiento curativo permanente de la enfermedad.

Ademas, estamos trabajando en el desarrollo de un modelo
preclinico de higado humano entero ex vivo. Consiste en el
mantenimiento del 6rgano entero ex vivo con perfusion continua de
nutrientes que simulen la circulacién normal del higado. Este
modelo permitiria evaluar la exportacion de proteinas plasmaticas

al fluido circulante simulando su salida al torrente sanguineo y
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determinar si un 6rgano humano es capaz de secretar la proteina
codificada por un gen humano transferido, como si de una proteina
constitutiva se tratara. Estableceria un modelo muy préximo a la
clinica que, de obtener resultados positivos, acercaria la

posibilidad de desarrollar ensayos clinicos.
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Conclusiones

Una vez analizados todos los datos mostrados en la
presente tesis utilizando tanto genes marcadores como
genes de interés terapéutico concluimos que la hidrofeccion
hepatica es un procedimiento de transferencia génica
seguro y eficiente con gran potencial de interés clinico
traslacional. Esta conclusion general se desprende de las

siguientes conclusiones parciales:

La transferencia génica mediada por hidrofeccion hepatica
de ADN desnudo es un procedimiento seguro para el animal
y no causa reacciones adversas ni alteraciones en las
funciones vitales del mismo. La eficiencia de esta estrategia
esta directamente relacionada con el grado de cierre
vascular del érgano, de manera que cuanto mas estanco
estad el higado, mayor es la eficacia de traduccion de la
proteina codificada por el gen transferido.

Las condiciones de perfusion mas violentas conducen a
resultados mas pobres y mas riesgos para el paciente.
Utilizando el gen terapéutico hAAT en el higado
vascularmente aislado y una hidrofeccion bajo condiciones
suaves (200 ml y 10 6 20 ml/s) se puede alcanzar una
traduccion tisular del mismo orden que la obtenida en el
modelo gold standard de raton, que alcanza una

concentracion plasmatica terapéutica de la proteina.
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No se requiere una entrega génica muy elevada para una
traduccion eficiente de la proteina. Por el contrario, se ha
visto que un exceso de ADN exodgeno puede reducir la
eficacia del procedimiento.

En el modelo porcino, la principal limitacion de la
hidrofeccion empleando el gen humano de la alfa-1-
antitrpsina, consiste en la dificultad de exportar la proteina
traducida al torrente sanguineo. Esta limitacion debe de ser
causada por diferencias interespecies en la maduracién y/o
exportacion de la proteina, lo cual podria ser resuelto
utilizando tejido humano.

Nuestros resultados muestran que las membranas en el
tejido suponen unas barreras al paso de particulas a través
de ellas, estando el diametro maximo permitido para
alcanzar el nucleo de los hepatocitos cercano a los 4 nm.
Estos datos sugieren que la entrega génica a los
hepatocitos se verifica por un proceso de difusién a través
de la membrana sin solucion de continuidad de la misma.
Los resultados obtenidos en segmentos hepaticos humanos
confirman la eficiencia de traduccién de la proteina de
interés terapéutico y el potencial interés traslacional del

procedimiento.
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