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1. RESUMEN/ABSTRACT Y PALABRAS CLAVE/KEYWORDS

1.1. Resumen en castellano (200 palabras)
La deficiencia de factor V, o enfermedad de Owren, es un trastorno hemorragico
autosomico recesivo debido a mutaciones en el gen F5. Actualmente, el tratamiento

consiste en la administracion de plasma fresco congelado, terapia tan solo paliativa.

En estudios previos en este laboratorio se evalu6 una estrategia de terapia génica
en ratones deficientes en factor V mediante la administracion intraperitoneal de un
vector lentiviral portador de un transgén terapéutico (F5 activado). En dicho estudio
se analiz6é solamente la integracidén del vector viral en higado. Con este Trabajo Fin
de Grado se pretende complementar los estudios de integracion en tejidos no diana,

especialmente gdnadas, con el fin de garantizar la seguridad del tratamiento.

Se analizaron 8 tejidos, incluyendo génadas, congeladas inmediatamente después

de su recogida y 7 tejidos fijados en formaldehido e incluidos en parafina.

El analisis de la integracion del vector en gbnadas mostr6 valores proximos a 0 en
todos los animales excepto en una muestra de testiculo procedente de animales
tratados con dosis altas de vector. Con respecto a los tejidos parafinados, los datos
obtenidos no son concluyentes debido a la degradacidon del ADN en esas
condiciones de conservacion. Estos datos justificarian estudios adicionales

posteriores sobre una posible transmision a linea germinal.

1.2. Resumen eningles
Factor V deficiency, also known as Owren disease, is an autosomal recessive
bleeding disorder caused by mutations in the F5 gene. Current treatment consists of

the administration of fresh frozen plasma, a palliative but non curative treatment.

Previous studies in this laboratory evaluated a gene therapy strategy in factor V
deficient mice through the intraperitoneal administration of a lentiviral vector carrying
a therapeutic transgene coding F5 gene. In that study, viral vector integration was
analyzed only in hepatic tissue. The aim of this senior thesis is to supplement
research on integration into other non-liver tissues, particularly the gonads, in order

to ensure the safety of the treatment.

Eight tissues were analyzed, including gonads, which were frozen immediately after

collection, and seven tissues that were fixed and embedded in paraffin.



The analysis of vector integration in gonads showed values close to 0 in all animals
except one testis sample derived from animals treated with high doses of the vector.
Regarding paraffin embedded tissues, the obtained data are not conclusive due to
DNA degradation under those storage conditions. These findings would justify further

studies on transmission to the germline.

1.3. Palabras clave/Keywords

Terapia génica in vivo lentiviral, deficiencia de factor V, integracion viral

In vivo lentiviral gene therapy, factor V deficiency, viral integration

2. INTRODUCCION
2.1. CONCEPTO DE HEMOSTASIA

Cuando el organismo sufre un evento que dana sus vasos sanguineos ha de utilizar
algun tipo de mecanismo para poder evitar el sangrado mientras repara el dafo.
Este proceso es conocido como hemostasia que al mismo tiempo que repara el

dafio, es capaz de mantener el flujo sanguineo normal en todo el cuerpo (Stefan
et al., 2025).

En el interior de los vasos sanguineos y en condiciones normales, la sangre se
encuentra en estado liquido con un endotelio rejalado. En el evento de un dafio al
endotelio, componentes presentes en la sangre entran en contacto con moléculas
procoagulantes del subendotelio, lo que activa el proceso de la hemostasia. Este
proceso depende de componentes fundamentales como las plaquetas, las células

endoteliales, los factores de la coagulacion y la fibrina (Stefan et al., 2025).

2.2. HEMOSTASIA PRIMARIA'Y SECUNDARIA

2.2.1. Hemostasia primaria

La hemostasia primaria consiste en un primer momento en la vasoconstriccion,
acercando asi los bordes de la lesién, seguida de la formacion de un tapon
plaquetario. Estas plaquetas, cuyo origen se encuentra en la médula ésea y derivan
de los megacariocitos, en condiciones normales no se adhieren a las paredes de los
vasos sanguineos ni se agregan entre si debido a los componentes anticoagulantes
del endotelio, sin embargo, cuando un vaso sanguineo sufre una lesion, la matriz
subendotelial queda expuesta y con ella sus componentes procoagulantes como el
colageno y otras moléculas, como el factor de von Willebrand (vVWF), que actuan



como sefales para las plaquetas como indicadores de dafio gracias a sus
receptores de membrana, lo que cataliza su activacion y adhesion al tejido expuesto
(De Pablo Moreno, 2025; Danilatou & Zubair, 2026).

Una vez activadas las plaquetas, éstas liberaran agonistas, que actuan sobre
receptores acoplados a proteinas G de las plaquetas cercanas, activandolas a su
vez, produciendo asi un ciclo de retroalimentacion positiva, o que permite que la
activaciéon se propague rapidamente. Uno de los multiples estimulos que producen la
liberacion de estos compuestos quimicos es la trombina, enzima clave en la
hemostasia secundaria ya que, aparte de activar las plaquetas, tiene la funcién de

transformar el fibrindgeno en fibrina (Danilatou & Zubair, 2026).

2.2.2. Hemostasia secundaria

La hemostasia secundaria es un proceso que consiste en una cascada de proteasas
que finaliza en la conversion del fibrinbgeno en fibrina gracias a la accion de la
trombina. A diferencia del fibrindgeno, la fibrina es insoluble, lo que le permite formar
una red proteica que refuerza y da soporte al tapdn plaquetario en formacién (Garmo
et al., 2026).

En un vaso sanguineo intacto, esta cascada de reacciones permanece inactiva
gracias a diversos mecanismos anticoagulantes endoteliales, entre los que podemos
destacar la antitrombina, una proteina de la familia de las serpinas (SERPINAS5
protein expression summary - The Human Protein Atlas, s.f.), que inhibe la trombina
y el factor X, manteniendo asi la sangre en estado fluido (Stefan et al., 2025;
Chaudhry et al.,, 2026). Una forma mas de regular este proceso es mediante la
unién de trombomodulina con trombina, formando un complejo proteico que modula
de forma negativa la coagulacion activando la proteina C, que junto a sus cofactores
es capaz de delimitar la coagulacion unicamente a la zona dafiada (Stefan et al.,
2025; Chaudhry et al., 2026).

La cascada de la coagulacion, pese a que realmente este proceso es bastante mas
complejo, se podria resumir de manera sencilla en el esquema representado en la
Figura 1. Esta cascada se divide en tres vias, la via intrinseca, la extrinseca y una
ruta comun a las dos. La via extrinseca es considerada como el primer paso de la
homeostasis. Se inicia con la activacion del factor tisular del subendotelio que entra

en contacto con los componentes procoagulantes en el plasma, activando a su vez



al factor VII, que convierte el factor X a factor Xa (factor X activado), que inicia la ruta
comun. Paralelamente comienza la via intrinseca en que el factor Xll activa el factor
Xl, que a su vez activa al factor IX, que forma el complejo tenasa junto al factor VIII.
Este complejo convierte al factor X en factor Xa, entrando en la via comun (Stefan
et al., 2025; Bozic et al., 2026).

Con respecto a la via comun, el factor X, junto al factor V forma el complejo
protrombinasa que convierte protrombina en trombina, que es capaz de convertir

fibrinégeno soluble en fibrina insoluble (Bozic et al., 2026).

Complejo
tenasa

Factor tisular

Complejo Fibrinégeno.
protrombinasa

\ Fibrina /

Figura 1. Cascada de la coagulacion y su regulacién. Elaboracion propia a partir de Stefan et al., 2025

2.2.3. Fibrinolisis
Una vez se ha terminado el proceso de cicatrizacién es necesario eliminar el coagulo
de fibrina, lo que se hace mediante la fibrinolisis, proceso que es de suma

importancia para evitar procesos trombaticos.

Este sistema esta conformado por tres serin proteasas que se encuentran circulando
en sangre en su forma inactiva, el activador tisular del plasminégeno (tPA), el
activador de tipo urokinasa del plasmindgeno (uPA) y el plasminégeno. Durante este
proceso, el tPA y el plasmindgeno se unen a la trombina del coagulo; después el tPA
activa el plasminégeno, transformandolo en plasmina, que degradara la fibrina
disolviendo asi el coagulo. Por otro lado el activador uPA también participa en la



activacion del plasminégeno, pero su accidn se encuentra regulada mediante la
interaccién con receptores celulares de tipo uPAR (Whyte & Mutch, 2021; Risman
et al., 2023; Danilatou & Zubair, 2026).

2.3. ALTERACIONES DE LA COAGULACION

La coagulacion es un sistema fisiolégico que esta muy regulado, pues debe
equilibrar procesos coagulativos con fibrinoliticos. Es lo que se llama la homeostasis
de la hemostasia. Las alteraciones en este equilibrio, también Illamadas
coagulopatias, pueden ser de tipo hereditario o de tipo congénito (Stefan et al.,
2025), pero también pueden tener un origen en la alteracion funcional del higado,
pues muchos de los factores de la coagulacion se sintetizan en este tejido (Bozic
et al., 2026).

2.3.1. Deficiencia de factor V

La deficiencia de factor V (FV), también conocida como enfermedad de Owren, es
un trastorno autosémico de caracter recesivo producido por mutaciones en el gen
F5. Este trastorno estd actualmente considerado como una enfermedad ultra rara,
pues su incidencia es de 1 por cada millébn de nacidos vivos (Hernandez-Giron &
Cabrales-Arreola, 2024; Stoj et al., 2025).

En humanos, el gen F5 se localiza en la region q24.2 del brazo largo del cromosoma

1 y presenta aproximadamente unas 80 kb y contiene 25 exones y 24 intrones,
siendo el exon 13 el de mayor tamafno. EI ARNm que es generado a partir de este
gen codifica alrededor de 2224 aminoacidos y mide aproximadamente 6,8 kb. En su
forma inactiva, el FV esta compuesto por seis dominios (A1-A2-B-A3-C1-C2),
siendo los dominios A1y A2 los que conforman la cadena pesada, el dominio B, que
esta codificado unicamente por el exdn 13, es la regidn postraduccional, y por ultimo,
los dominios A3, C1y C2 forman la cadena ligera de la proteina (De Pablo Moreno,

2025; F5 coagulation factor V [Homo sapiens (human)] - Gene - NCBI, s.f.).

Esta proteina se sintetiza principalmente en el higado, un 80% en hepatocitos y el
20% restante en megacariocitos. Gran parte de esta proteina se encuentra libre en
el torrente sanguineo, mientras que el resto se encuentra almacenada en los
granulos a de las plaquetas. ElI FV es una proteina fundamental en la coagulacion,

pues participa en la via comun, activandose mediante proteasas como la trombina.



Una vez activado, el FXa forma con él el complejo protrombinasa, lo que favorece la

activacion de la protrombina (De Pablo-Moreno et al., 2023).

Paradojicamente, esta proteina también tiene un papel anticoagulante mediante la
inactivacion del complejo tenasa y en la via del factor tisular, donde se une al
complejo formado por el inhibidor de la via del factor tisular, lo que aumenta su

eficacia anticoagulante (De Pablo-Moreno et al., 2023; Pablo-Moreno et al., 2023).

2.3.2. Patogeniay etiologia

Como se ha mencionado anteriormente, el FV es de vital importancia en la
formacion del complejo protrombinasa, en la inactivacion del complejo tenasa y en la
regulacion de la via del factor tisular, lo que hace que su deficiencia o disminucion

funcional pueda ser grave, pudiendo llegar a producir hemorragias severas.

La deficiencia de FV es un trastorno de origen principalmente genético, en el que se
producen mutaciones en el gen F5 que tienen una herencia autosémica recesiva. A
dia de hoy, se han descrito mas de doscientas cincuenta mutaciones de este gen
que son capaces de producir esta enfermedad. Estas mutaciones
predominantemente son del tipo missense y nonsense, aunque también hay de tipo
splicing, pequefias y grandes inserciones, grandes deleciones y reordenamientos
complejos (Stoj et al., 2025). Este trastorno puede presentarse como la deficiencia
de tipo | y la de tipo Il. El primer caso es el mas comun y comprende la deficiencia
de la proteina FV, que se encuentra circulante en sangre en niveles muy bajos o
indetectables. Por otro lado, en el tipo Il si que se encuentra proteina circulante en

sangre, pero ésta no es funcional (De Pablo Moreno, 2025).

Existe una forma adquirida de la enfermedad por la presencia de inhibidores contra
FV, que pueden ser autoanticuerpos o aloanticuerpos que interfieren en la funcion
de la proteina. Esta deficiencia adquirida puede estar relacionada con diversas
causas como son infecciones, ciertos farmacos, procedimientos quirurgicos, la
exposicion a trombina de origen bobino o enfermedades hepaticas y autoinmunes
(De Pablo Moreno, 2025; Danilatou & Zubair, 2026).

2.3.3. Sintomatologia
Con respecto a la sintomatologia, en este trastorno se presentan hemorragias, que
pueden variar desde ser leves sangrados en mucosas, gingivales o menorragias,

hasta ser extremadamente graves por traumatismos o tras procedimientos



quirurgicos, estos sangrados suelen ocurrir en el sistema nervioso central,
gastrointestinal y del corddn umbilical, ademas, este trastorno produce abortos
recurrentes (De Pablo Moreno, 2025; Stoj et al., 2025).

Es debido a estos sintomas que el hallazgo de la enfermedad suele darse por

primera vez a edades tempranas (De Pablo Moreno, 2025).

Dependiendo de la funcionalidad coagulante de FV en sangre, se establecen tres
fenotipos de la enfermedad, el leve cuando los niveles de FV estan por encima del
10%; el moderado entre el 1y el 10% y el grave por debajo del 1%. Sin embargo, no
se ha encontrado correlaciéon entre el nivel de factor y el fenotipo (clinica) del
paciente, (Jain & Acharya, 2018; De Pablo Moreno, 2025).

2.3.4. Diagnostico

El diagnostico se basa en el estudio de antecedentes familiares, la medicion del
tiempo de protrombina (TP), tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa) y los
niveles funcionales y de antigeno de FV. También se realizan estudios moleculares
para identificar el tipo de mutacién responsable y para confirmar o descartar la
consanguinidad, algo muy comun en pacientes con esta deficiencia (Pablo-Moreno
et al., 2023; Stoj et al., 2025).

2.3.5. Tratamiento

El uso de factores derivados del plasma y recombinantes supuso un gran avance en
el tratamiento de las coagulopatias congénitas (Ozelo & Yamaguti-Hayakawa, 2022).
Asi fue para dos coagulopatias como la hemofilia A y hemofilia B. La utilizacion de
estos factores exégenos supuso un cambio de paradigma para estas enfermedades.
Pero en el caso del déficit de FV no se ha comercializado aun ningun factor exégeno
especifico, por lo que en la actualidad solo se utiliza plasma fresco congelado (FFP).
Se trata de una solucion paliativa que en casos mas graves es insuficiente. Para
solucionar el problema de dosificacion de FV se ha comercializado el Octaplas®,
qgue es un complejo de factores de la coagulacion entre los que se encuentra el FV

pero a una dosificacion muy controlada (Pablo-Moreno et al., 2023).

Es precisamente debido a la falta de un tratamiento especifico y eficaz, que se hace
imprescindible desarrollar nuevas aproximaciones al tratamiento de la deficiencia del
FV. Entre estos posibles tratamientos, las nuevas terapias pueden ser una muy

buena opciodn.



2.4. NUEVAS TERAPIAS

Tras los avances desarrollados a partir de la década de 1980, han surgido nuevas
estrategias terapéuticas a las que se les ha denominado terapias avanzadas. Segun
la EMA (European Medicines Agency), estas se clasifican en terapia génica, terapia
celular somatica e ingenieria tisular (Advanced Therapy Medicinal Products, 2010).
Este conjunto de aproximaciones ha ampliado en gran medida las opciones de
tratamiento para algunas enfermedades (Rodriguez-Merchan et al., 2021; Tiede,
2023).

También han abierto la puerta a la terapia individualizada que, a diferencia con la
farmacologia clasica, se adapta a las condiciones especificas de cada paciente
reduciendo asi los posibles efectos secundarios asociados a los tratamientos

convencionales e incrementandose la eficacia (De Pablo Moreno, 2025).

2.4.1. Terapia génica

La terapia génica es una estrategia terapéutica basada en la modificaciéon del
material genético de una célula con el fin de corregir, reemplazar, regular o
compensar la alteracién genética responsable de una enfermedad. Su objetivo es
restaurar la funcion biolégica normal, ya sea mediante la incorporacién de una copia
funcional del gen alterado, la correccion de la secuencia mutada o la inhibicion de la
actividad patolégica de un gen defectuoso. De este modo, la terapia génica busca
restablecer la expresion génica normal y en consecuencia la produccién o funcion

adecuada de la proteina implicada (Ay & Reinisch, 2025).

La terapia génica puede aplicarse mediante dos estrategias principales, ex vivo o in
vivo (Rodriguez-Merchan et al., 2021). En la estrategia ex vivo las células del
paciente son extraidas, modificadas genéticamente fuera del organismo vy
posteriormente reintroducidas en el paciente. En la estrategia in vivo, se introduce
directamente el vector que porta el gen “terapéutico” que lo llevara al tejido diana

correspondiente.

Conceptualmente y de forma mas especifica se puede buscar mediante terapia
génica tres enfoques diferentes (Ay & Reinisch, 2025), que son la adicion genética,
gue consiste en incorporar, mediante un vector de transfeccion, una copia funcional
del gen de interés sin eliminar necesariamente la copia alterada (cuando la

enfermedad se debe a la ausencia o pérdida de funcion de una proteina); el
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silenciamiento génico, cuyo objetivo es inhibir o reducir la expresion de un gen
patolégico (en enfermedades causadas por una ganancia de funcion, una
sobreexpresion o la produccion de una proteina con efecto toxico); o la edicidon
génica, que permite modificar de forma dirigida la secuencia de ADN diana para
corregir mutaciones o introducir cambios especificos en el genoma. Este ultimo,
también conocido como CRISPR/Cas, que en la actualidad esta tomando una muy

buena potencialidad clinica para el tratamiento de innumerables patologias .

2.4.2. Vectores virales

Los vectores virales derivan de virus modificados, de tal forma que no sean
patogénicos. Son capaces de transferir material genético en una célula con una alta
eficacia aprovechando el propio ciclo biolégico del virus. La eleccién de un vector
viral como herramienta terapéutica, depende de distintos criterios como la capacidad
de carga del transgén, el tropismo tisular, la duracién y el nivel de la expresion, el
riesgo de integracién en el genoma y la inmunogenicidad (Chen et al., 2018; Butt
et al., 2022).

De manera general, los vectores virales empleados en terapia génica se pueden
clasificar en dos tipos: integrativos y no integrativos. Entre los integrativos se
encuentran los gamma-retrovirus y los lentivirus, ambos pertenecientes a la familia
de los retrovirus, que son capaces de integrar el transgén de forma estable en el
genoma celular, de tal forma que cuando la célula transfectada se divida lo
transmitira a las células hijas. En el caso de los lentivirus, se presenta la ventaja de
transfectar tanto células en divisidn como quiescentes. En el caso de los vectores no
integrativos, como es el caso de los adenovirus, virus adenoasociados (AAV) y
vectores derivados de HSV-1, el transgén se estabiliza como episoma. Su
persistencia en el tejido dependera del tipo celular y de la tasa de recambio celular.
En células quiescentes, el transgén podra mantenerse y expresarse durante
periodos prolongados, incluso por toda la vida de la célula. Sin embargo, en el caso
de células en division, el ADN episomal tiende a diluirse progresivamente, pues al no
integrarse en el genoma no se transmitira a ambas células hijas, por lo que
eventualmente el episoma se perdera y dejara de expresarse. Entre los vectores no
integrativos, los AAV destacan por su amplio uso en terapia génica, aunque
presentan una capacidad de empaquetado limitada, de aproximadamente 4,7-5 kb.
(Chen et al., 2018; Ay & Reinisch, 2025).
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En la tabla 1, se muestran los distintos tipos de vectores virales, sus ventajas,

limitaciones y sus aplicaciones.

Tabla 1. Comparacion de los principales vectores virales utilizados en terapia génica (elaboracién

propia a partir de (Rodriguez-Merchan et al., 2021; Butt et al., 2022; Lundstrom, 2023; Pablo-Moreno
et al., 2023; Jagadisan & Dhawan, 2023; Ay & Reinisch, 2025)

Material Capacidad de Capacidad de Ventaja o
Vector . ) . ) o Limitacion principal
genético integracion empaquetamiento principal
Riesgo de
mutagénesis
ARN Expresion
Retrovirus Si ~8 kb insercional; no
monocatenario estable )
infecta células
quiescentes
Infecta células Riesgo de
ARN
Lentivirus ) Sl ~8 kb en division y mutagénesis
monocatenario
quiescentes insercional
ADN
Adenovirus ) ) No ~36 kb Alta capacidad Inmunigenicidad
bicatenario
Baja capacidad de
ADN . )
AAV ) No ~4 kb Alta seguridad | empaquetamiento;
monocatenario
inmunogenicidad
ADN . -
HSV-1 ) ) No ~150 kb Alta capacidad Citotoxicidad
bicatenario

La integracién estable del genoma viral junto con el transgén, permite una expresion

prolongada del transgén lo que los convierte en una opcion de gran interés para la

terapia génica (Butt et al., 2022; Ay & Reinisch, 2025). Sin embargo, su uso también

presenta limitaciones relevantes, entre ellas la capacidad de carga restringida de

algunos vectores, la complejidad de su produccion y la posibilidad de inducir

respuestas inmunitarias o inflamatorias (Lundstrom, 2023; Ay & Reinisch, 2025).

Desde el punto de vista de la seguridad, uno de los principales riesgos asociados a

determinados vectores virales es la mutagénesis insercional, especialmente en los

vectores integrativos, ya que la insercion del material genético puede alterar la

regulacion de genes celulares o activar oncogenes, fendmeno al cual se le conoce

con el nombre de genotoxicidad. De la misma manera, la posible insercion del vector
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viral en tejidos no diana puede producir diversas consecuencias en funcion del tejido

afectado, del vector viral y del promotor empleado (David & Doherty, 2016).

2.5. VECTORES LENTIVIRALES: CARACTERISTICAS GENERALES

Los lentivirus pertenecen a la familia Retroviridae y son virus de ARN monocatenario
caracterizados por su capacidad de retrotranscribir su genoma a ADN bicatenario e
integrarlo de forma estable en el genoma de la célula huésped. Ademas, a diferencia
de otros retrovirus, pueden transducir tanto células en division como células no
proliferativas, propiedad que ha favorecido su desarrollo como vectores lentivirales
(LV) para aplicaciones clinicas de terapia génica, especialmente en tejidos con baja
tasa proliferativa, como el higado (Naldini, Blomer, Gallay, et al., 1996; Naldini,
Blémer, Gage, et al., 1996; Sakuma et al., 2012; Naldini et al., 2016; Olbrich et al.,
2017).

Los LV utilizados en terapia génica derivan del VIH-1, por lo que, han sido
modificados para aumentar su seguridad y minimizar el riesgo de generar particulas
competentes para la replicacion. En los sistemas de tercera generacion, los genes
virales implicados en el empaquetamiento y la produccion de las particulas virales se
separan en distintos plasmidos, reduciendo asi el riesgo de generar lentivirus
capaces de replicarse en las células. Ademas, la incorporacidon de configuraciones
auto-inactivantes (self-inactivating, SIN) en las regiones LTR y otras modificaciones
en el disefo del plasmido de transferencia, han contribuido a mejorar el perfil de
seguridad estos vectores (Escors & Breckpot, 2010; Sakuma et al., 2012; Olbrich
et al., 2017; Berkhout, 2017; Milone & O’Doherty, 2018; Maestro et al., 2021; Merten

etal., s. f).

Desde el punto de vista terapéutico, los LV presentan varias ventajas, entre ellas la
expresion prolongada del transgén, una capacidad de carga relativamente amplia y
la posibilidad de modificar su tropismo mediante pseudotipado con VSV-G, que
confiere a las particulas un tropismo amplio y favorece su estabilidad durante la
produccion. Asimismo, al estar disefiados para no expresar proteinas virales tras la
transduccion, presentan un menor riesgo de inducir respuestas inmunitarias
celulares frente al vector. No obstante, el riesgo de genotoxicidad insercional sigue

siendo una consideracion relevante, aunque su perfil de integracion se considera
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mas seguro que el de otros sistemas retrovirales previos (Brown et al., 2007;
Sakuma et al., 2012; Joglekar & Sandoval, 2017).

Por este motivo, en estrategias de terapia génica basadas en vectores lentivirales
resulta especialmente relevante analizar no solo la eficacia terapéutica, sino también
la presencia del vector en tejidos no diana, incluyendo las gonadas, por su posible

riesgo de transmision germinal.

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

En trabajos previos del grupo de investigacion, se evalud una estrategia de terapia
génica en un modelo en raton deficiente en factor V mediante administracion
intraperitoneal, a distintas dosis, de un vector lentiviral terapéutico portador de un
transgén que codificaba FV activado. Inicialmente en ese estudio se analizd la
integracion del vector en higado, érgano diana del tratamiento, pero quedd
pendiente el estudio en otros tejidos no diana. Por ello el objetivo general de este
trabajo es evaluar la integracibn genomica de secuencias virales en diferentes
tejidos de los ratones tratados. En particular, el analisis de gbnadas resulta relevante
para completar la evaluacion preclinica de seguridad y valorar el posible riesgo de

transmision germinal.

La importancia de este Trabajo Fin de Grado radica precisamente en culminar estos
estudios de integracion, aspecto que es imprescindible comprobar para cualquier
terapia génica con el objetivo de lograr la maxima seguridad de los pacientes con

estas nuevas terapias.
Como obijetivos especificos se plantearon los siguientes:

1. La extraccion de ADN genomico a partir de tejidos animales en fresco y
parafinados.

2. Cuantificacion y control de calidad del ADN genémico mediante NanoDrop.

3. Analisis de la integracién del vector LV en las génadas de los ratones tratados
(testiculos y ovarios congelados) mediante qPCR.

4. Analisis de la integracion del vector LV en otros tejidos no hepaticos
procedentes de estos mismos ratones tratados (bazo, pancreas, intestino
delgado, grasa, cerebro, pulmén y riidn, todos ellos conservados en
parafina).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Disefio del estudio

El presente trabajo se encuentra enmarcado en un estudio de prueba de principio de
terapia génica in vivo para la deficiencia de factor V. Dicha prueba se realizdé en un
modelo de raton deficiente en FV. Las muestras analizadas proceden de dicho
estudio, en el que se administr6 un vector lentiviral portador del transgén F5
pseudotipado con VSV-G. Dicha administracion se realizé de manera intraperitoneal
a dos dosis diferentes: 2x102 particulas virales/kg (dosis “alta”) y 1x102 particulas

virales/kg (dosis “baja”).

El estudio de prueba de principio se llevo a cabo bajo la aprobacién de los comités
de ética de la Universidad Complutense de Madrid, el INIA y la Comunidad de
Madrid (PROEX 258.1/21; PROEX 040/17). Posteriormente, la prueba de principio
de terapia lentiviral de la que proceden las muestras analizadas en este trabajo fue
aprobada por el Comité de Etica del Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo (en
cuyo animalario de tipo 2 se encuentran los animales), el Organo Habilitador del
Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo y la Comunidad de Castilla La Mancha

(Proyecto de experimentacién 10-2023).

Durante dicha prueba de principio, fueron recogidos multiples 6rganos para su
posterior analisis, siendo en su mayoria fijados en formaldehido durante al menos 48
horas y posteriormente incluidos en parafina. En el caso de las gonadas, unas
fueron congeladas a -80°C, mientras que otras fueron parafinadas y utilizadas para
analisis de anatomia patoldgica. En ese trabajo se analizaron muestras congeladas
de gdénadas y parafinadas de bazo, pancreas, intestino delgado, grasa, cerebro,

pulmén y rifoén.

En una fase previa a este estudio, se analizo la integracion del vector lentiviral en el
higado, 6rgano diana del tratamiento lentiviral, por lo que este trabajo completa
dicho analisis mediante la investigacion de la presencia de las secuencias
lentivirales en tejidos no diana, especialmente en gonadas, debido a la relevancia de

este tejido en la valoracion de la seguridad de los tratamientos de terapia génica.

4.2. Extraccion de ADN gendmico a partir de tejido animal en fresco
La extraccidon de ADN genomico se realizd a partir de muestras de tejido animal

empleando un método basado en columnas de silice, siguiendo las

15



recomendaciones del kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel). Este procedimiento
permite obtener ADN gendmico purificado mediante una combinacion de lisis
enzimatica, unién selectiva del ADN a una membrana de silice en presencia de sales
caotrdpicas y etanol, lavados sucesivos para eliminar contaminantes y elucion final

en condiciones de baja fuerza ionica.

Las muestras empleadas, fueron fragmentos de tejidos previamente troceados en
pequenas porciones que no superaban los 25 mg, favoreciendo asi una lisis
homogénea. Dichas muestras se incubaron con 180 pL de tampdn T1 y 25 uL de
proteinasa K a 56°C durante 1-3 h, o hasta observar una lisis completa. Esta etapa
permite la digestion de proteinas estructurales y nucleasas, facilitando la liberaciéon

del ADN gendmico al medio de lisis.

Tras la pre-lisis, se anadieron 200 pL de tampdon B3 y las muestras se incubaron a
70°C durante 10 min. Este paso completa la lisis celular y favorece Ila
desnaturalizacion de proteinas y otros componentes celulares. En caso de observar
particulas insolubles tras la incubacién, el lisado se centrifuga y se transfiere el

sobrenadante a un tubo limpio para evitar la obstruccion de la columna.

A continuacion, se anadieron 210 pL de etanol absoluto para crear las condiciones
necesarias para la unién del ADN a la membrana de silice. La mezcla completa se
cargd en una columna NucleoSpin® Tissue y se centrifugd a 11.000xg durante 1
min, permitiendo asi la union del ADN a la matriz. Los contaminantes presentes en el
lisado se eliminaron mediante dos lavados sucesivos, primero con 500 pL de tampoén
BW y posteriormente con 600 pL de tampdn B5, centrifugando en ambos casos a

11.000xg durante 1 min.

Finalmente, la membrana se centrifugd durante 1 min adicional para eliminar restos
de etanol, ya que su presencia puede interferir con aplicaciones posteriores como la
PCR, digestiones enzimaticas o cuantificacion fluorimétrica. EI ADN se eluy6 en 100
puL de tampdn BE, incubando la columna durante 1 min a temperatura ambiente y
centrifugando posteriormente a 11.000xg durante 1 min. EI ADN purificado se

conservo a —20°C hasta su uso.

4.3. Extraccion de ADN gendmico a partir de tejido animal parafinado

La extraccion de ADN de muestras fijadas e incluidas en parafina se realizod
empleando un método basado en columnas de silice, siguiendo las
recomendaciones del kit QlAamp DNA FFPE Advanced Kit (Qiagen). Este
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procedimiento permite obtener ADN genomico purificado mediante una combinacion
de desparafinacion, lisis enzimatica, unidn selectiva del ADN a una membrana de
silice en presencia de sales caotropicas y etanol, lavados sucesivos para eliminar

contaminantes y elucion final en condiciones de baja fuerza idnica.

Una vez obtenidos los cortes finos de tejido parafinado, las muestras se incubaron
con 300 pL de solucién de desparafinacion a 56°C durante 3 min y se dejaron enfriar
a temperatura ambiente. Esta etapa permite eliminar la parafina de la muestra, de tal

forma que esta sea procesable.

Tras la desparafinacién, se anadieron 25 pL de tampéon FTB, 55 pL de agua libre de
ARNasas y 20 pL de proteinasa K y se incubd durante 1 h a 56°C con agitacién a
1.000 rpm. Esta etapa permite la digestion inicial de proteinas y facilita la liberacion
del ADN desde el tejido fijado. A continuacion, se realizdé una segunda incubacion
durante 1 h a 90°C, sin agitacién, con el objetivo de favorecer la reversion de los

entrecruzamientos generados en el ADN durante la fijacién con formaldehido.

Una vez finalizadas las incubaciones, se retird cuidadosamente la fase azulada
superior, compuesta por la solucidn de desparafinacion y la parafina disuelta,
conservando unicamente la fase acuosa que contenia el material genético. A esta
fase incolora se le anadieron 150 pL de agua libre de ARNasas y 2 uL de ARNasa A.
La mezcla se incubd durante 2 min a temperatura ambiente y se centrifugd
brevemente. Este paso permite la degradacion del ARN presente en la muestra,

reduciendo posibles interferencias en la cuantificacién posterior del ADN.

A continuacion, se afiadieron 20 puL de proteinasa K y se incubo durante 15 min a
65°C con agitaciéon a 450 rpm. Esta segunda digestion enzimatica favorece la
eliminaciéon de restos proteicos y mejora la recuperacion del ADN. Tras la
incubacion, las muestras se centrifugaron brevemente y se anadieron 250 pL de
tampdon AL y 250 pL de etanol absoluto. La mezcla se homogeneizo por inversion y

se centrifugd antes de ser transferida a la columna para la extraccién del ADN.

Posteriormente, se cargdé la muestra en la columna QlAamp y se centrifugd a
15.000%g durante 1 min, permitiendo la union del ADN a la membrana de silice. Los
contaminantes presentes en el lisado se eliminaron mediante tres lavados sucesivos,

siendo el primero con 500 pyL de tampéon AW1, el segundo con 500 pL de tampon
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AW?2 y el tercero con 250 pL de etanol absoluto, centrifugando en los tres casos a
15.000xg durante 30 seg.

Finalmente, la membrana se centrifugd durante 3 min adicionales para eliminar
restos de etanol, pues su presencia puede interferir con aplicaciones posteriores
como la PCR, digestiones enzimaticas o cuantificacion fluorimétrica. EI ADN se
eluyo en 30 pL de tampon ATE, incubando la columna durante 1 min a temperatura
ambiente y centrifugando posteriormente a 15.000xg durante 1 min. EI ADN

purificado se conservo a —20°C hasta su uso.

4.4. Cuantificacion y control de calidad del ADN genémico mediante
NanoDrop

La concentracion y pureza del ADN genoémico extraido de las muestras de tejido fue

evaluada mediante espectrofotometria, utilizando un equipo NanoDrop®. Este

sistema permite estimar la concentracion de acidos nucleicos a partir de la

absorbancia a 260 nm, longitud de onda a la que el ADN presenta su maximo de

absorcion. Para cada muestra se cargdé un volumen de ADN de 1 pL, directamente

sobre el pedestal del equipo, utilizando como blanco agua libre de ARNasas.

Ademas de la concentracion, expresada en ng/uL, se registraron las relaciones de
absorbancia 260/280 que permiten estimar la calidad en la muestra. En el caso del
ADN genomico, una relacion 260/280 de entre 1,8 y 2 es considerado como un
indicativo de pureza adecuada, aunque valores cercanos a 1,8 y no menores que 1,6
también son considerados como una calidad aceptable. Valores inferiores a los
intervalos mencionados pueden sugerir contaminacién por proteinas, fenoles u otros

compuestos que absorben a 280 nm.

La evaluacion mediante NanoDrop se utiliz6 como control inicial para determinar si el
ADN presentaba una concentracidén suficiente y una pureza compatible con su uso

posterior en gPCR.

4.5. Cuantificacion del numero de copias del vector lentiviral integradas
mediante gqPCR

Para estimar el numero de copias del vector lentiviral presentes en los tejidos

analizados se emple6 una reaccién de PCR cuantitativa en tiempo real o qPCR. Esta

técnica permite cuantificar secuencias especificas de ADN mediante la deteccion de

fluorescencia generada durante los ciclos de amplificacion. Cuanto menor es el
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numero de ciclos necesario para que la fluorescencia supere el umbral de deteccidn,

mayor es la cantidad inicial de la secuencia diana presente en la muestra.

El andlisis se realiz6 sobre ADN gendmico extraido de dos tipos de muestras, por un
lado, génadas congeladas inmediatamente tras su extraccion, y por otro, tejidos
fijados e incluidos en parafina tras su extraccion. En ambos casos, el ADN extraido
se cuantifico previamente mediante NanoDrop y se ajustd la cantidad de ADN
cargada en cada reaccion. De forma general, se utilizaron entre 100 y 150 ng de
ADN gendmico por pocillo, siempre que la concentracion y calidad de la muestra lo
permitieran. En algunas muestras se evaluaron cantidades superiores de ADN con el
fin de comprobar si el aumento de material de partida modificaba la sensibilidad o

reproducibilidad de la deteccidn.

La qPCR se disend para detectar simultaneamente una secuencia especifica del
vector lentiviral y una secuencia gendmica enddgena de referencia. Para la
cuantificacion del vector se amplificé la region W/PSI del genoma lentiviral, mientras
que la secuencia de titina (Ttn) se utilizé como control genémico para estimar el
numero de genomas celulares presentes en cada reaccion. Al tratarse de un gen de
copia unica por genoma haploide, la sefal de Ttn permite normalizar la cantidad de
ADN celular analizada y calcular el numero de copias virales por célula. Las

secuencias de los cebadores y sondas empleados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Cebadores empleados para la realizacion del analisis de integracién viral, adaptado de (De
Pablo Moreno, 2025)

Diana | Oligo/sonda Secuencia — 3 Fluorocromo | Quencher
Y Psi-F CAGGACTCGGCTTGCTGAAG - -
Y Psi-R TCCCCCGCTTAATACTGACG - -
Y Psi-Probe | CGCACGGCAAGAGGCGAGG 6FAM BHQ1
Ttn Titin-F AAAACGAGCAGTGACGTGAGC - -
Ttn Titin-R TTCAGTCATGCTGCTAGCGC - -
Ttn Titin-Probe | TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC VIC BHQ2

Las reacciones se prepararon en placas de qPCR utilizando una mezcla que
contenia cebadores especificos para las secuencias diana recogidas en la tabla 2,
sondas fluorescentes, ADN molde y Master Mix Absolute qPCR Low ROX Mix

(Thermo Scientific AB-1318/B). En este ensayo se emplearon sondas marcadas con
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fluordéforos diferentes: FAM para la deteccion de la secuencia lentiviral y VIC para la
deteccion de la secuencia gendmica de referencia. Cada muestra se analizé por

duplicado para comprobar la reproducibilidad de la amplificacion.

Una reaccion gPCR se divide en cuatro fases (Figura 2). Fase inicial o baseline,
seguida de una fase exponencial en la que se determina el valor de Ct, una fase

lineal y, una fase final o de meseta, en la que la reaccion se estabiliza.

Fases de la qPCR

1. Fase inicial 2. Fase exponencial Fase linea 4. Fase de Meseta
(Baseline) (logaritmica) La amplificacion La reaccion se satura.
Seial de fondo. Amplificacion eficiente. emf’f"‘_-’za a perder La fluores§gncia
Aun no hay La fluorescencia aumenta eficiencia. Los se estabiliza.
fluorescencia exponencialmente. rea:tlvos :\e
4 detectable. Aqui se determina el Ct. gonsumen. -
g Positivo
@
Q
v
@
-
(=]
-
L.
Umbral (Threshold)

Ciclos

Figura 2. Fases de la gqPCR. Ct, numero de ciclos que tarda la muestra en alcanzar el umbral de
deteccion.

En paralelo, se realizd una curva patron con diluciones seriadas de muestras de
integracion conocida, que contenia tanto la secuencia W como la secuencia de
referencia Ttn. Esta curva permitio transformar los valores de ciclo umbral (Ct)
obtenidos en la gqPCR en un numero absoluto de copias de cada secuencia diana.
Para cada punto de la curva patrén se llevaron réplicas técnicas, de manera que el
software utilizado posteriormente pudiera calcular la eficiencia de amplificacion, la
linealidad de la curva y la fiabilidad de la cuantificacion. Ademas de esto, también se

utilizaron al menos dos blancos por placa.

En las muestras procedentes de tejidos incluidos en parafina, la interpretacion de los
resultados se realiz6 teniendo en cuenta que este tipo de procesamiento puede

producir fragmentacion y modificaciones quimicas del ADN. Por ello, la amplificacion
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de la secuencia gendmica de referencia fue especialmente relevante para confirmar
que el ADN extraido era amplificable y que la muestra podia incluirse en el analisis

cuantitativo.

4.6. Andlisis de datos de qPCR y célculo del niumero de copias del vector
Una vez finalizada la gqPCR, los datos se analizaron utilizando el programa
QuantStudio™ Design & Analysis Software. En primer lugar, se revisaron las curvas
de amplificacion de cada pocillo para comprobar que presentaban una forma
adecuada, con una fase exponencial definida y ausencia de sefiales inespecificas en
los controles negativos. También se verifico la concordancia entre réplicas técnicas,
excluyendo del analisis aquellos pocillos con amplificacion anémala o con

diferencias excesivas respecto a sus réplicas.

El software permitié generar una curva estandar a partir de los patrones de valores
conocidos. Esta curva relaciona el valor de Ct con el logaritmo de la cantidad inicial
de ADN diana, dato que el programa utiliza para calcular el niumero de copias de la
secuencia lentiviral W/PSI y de la secuencia gendmica de referencia Ttn presentes

en cada muestra.

Para que la cuantificacion fuera considerada valida, se tuvo en cuenta la calidad de
la curva patrén, incluyendo su linealidad y eficiencia de amplificacién. Una curva
patron adecuada debe presentar una relacion lineal entre la cantidad de ADN molde
y el valor de Ct, asi como una eficiencia compatible con una amplificaciéon robusta.
La pendiente de la curva, el coeficiente de correlacion y la separacion regular entre

diluciones sucesivas se utilizaron como criterios de control de calidad del ensayo.

El numero de copias del vector lentiviral por célula se calculd normalizando las
copias de la secuencia viral frente a las copias del gen endogeno de referencia.
Dado que cada célula diploide contiene dos copias del gen de referencia, el numero
de copias por célula puede estimarse mediante la siguiente relacion:

copias de ¥

Copias de vector por ce’lula =m X2

Los resultados obtenidos se trasladaron posteriormente a Microsoft Excel para su

organizacion y representacion grafica.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En estudios previos se ha descrito que los vectores lentivirales pseudotipados con
VSV-G no presentan un tropismo restringido cuando se administra por via sistémica,
aunque los estudios de integraciones administrados por esta via indican que el virus
se integra fundamentalmente en higado, bazo y pulmén (Sakuma, Barry & lkeda,
2012). En el estudio de la prueba de concepto de terapia génica lentiviral, se eligié la
via intraperitoneal (por exigencias del volumen de vector), de la cual se conoce
menos en cuanto a la biodistribucidn, pudiendo ser que este vector viral se integrase
tan solo en los 6rganos abdominales. Es por este motivo, que nuestro analisis se
centré en valorar la posible presencia de secuencias del vector lentiviral en tejidos

no diana tras su administracion intraperitoneal.

Pese a este posible tropismo inespecifico, la expresion del transgén que portan
estos vectores puede ser controlada mediante promotores especificos. En este caso,
el esqueleto lentiviral presenta una serie de mejoras con la finalidad de proporcionar
una expresion del transgén estable y restringida a hepatocitos mediante un control
transcripcional (promotor especifico hepatico) y un control post-trasncripcional (4
dianas para el micro-ARN 142, especifico de linaje hematopoyético) (Cantore et al.,
2015). Sin embargo, pese a que este promotor sea especifico, es necesario analizar
la posible presencia de este vector en otros tejidos debido a su capacidad integrativa
y a que recientemente se ha descrito una expresion asociada a este promotor en
otros tejidos como cerebro, pancreas y rinon (Tissue expression of TTR - Summary -

The Human Protein Atlas, s.f.).

5.1. Andlisis del numero de copias integradas del vector lentiviral en
gbnadas

Segun la experiencia previa del laboratorio en este tipo de analisis, unicamente
fueron consideradas como validas para el calculo del numero de copias vectoriales
por célula (VCN) aquellas muestras que presentaron un valor de Ct para el gen
endogeno de referencia Ttn inferior a 26. Este criterio se establecié porque valores
de Ct superiores indican una menor cantidad de ADN gendmico amplificable o una
peor calidad de la muestra, lo que puede afectar al calculo del VCN. En estas
condiciones, se ve reducido de manera artificial el numero estimado de copias
gendmicas celulares, lo que puede conducir a una sobreestimacion relativa de las

copias del vector lentiviral en la muestra.
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En el presente analisis, las unicas muestras que cumplieron este criterio fueron las
gonadas, que presentaron un valor medio de Ct para Ttn de 22,305. Este resultado
es coherente con el tipo de conservacion de estas muestras, ya que procedian de
tejido fresco mantenido a —80°C, lo que favorece la preservacion de la integridad del
ADN. Por el contrario, los tejidos fijados e incluidos en parafina mostraron valores de
Ct de Ttn superiores al umbral establecido, compatibles con una menor calidad o
fragmentacion del ADN. Por este motivo, dichos tejidos no se consideraron
adecuados para una estimacion fiable del VCN. Estas diferencias se muestran en la
Figura 3, donde las génadas presentan valores medios de Ct mas préoximos al rango

considerado valido en comparacion con los tejidos conservados en parafina.

Antes de interpretar estos resultados, es conveniente explicar como funcionan los
valores de Ct de los que se va a discutir. Ttn actia a modo de marcador genémico
de referencia, lo que nos permitira valorar si una muestra es o no analizable, de tal
forma que cuando los valores de Ct de Ttn son elevados o quedan fuera del rango
de deteccidn de la recta patron, la muestra no se podra cuantificar adecuadamente,
puesto que el numero de células sera muy bajo, lo que sobreestimara el valor de y.
Por otro lado, si Ttn se encuentra dentro de la recta patréon, la muestra se
considerara analizable. En este caso pueden ocurrir dos cosas; si y presenta valores
elevados o queda fuera de la recta, se debe interpretar el resultado como ausencia
de integracion. El segundo caso es que gy se encuentre dentro de la recta patron,
caso en que se debe aplicar la férmula antes descrita para calcular la cantidad de
copias por célula. Este criterio puede ser observado en la figura 4, donde se ven

representados ejemplos de curvas de amplificacion para Ttny y.
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Figura 3. Curvas de amplificacion obtenidas mediante qPCR para los marcadores Ttn y W. En la
grafica superior se representa una amplificacion de Ttn, marcador que es utilizado para estimar la
cantidad de células presentes en una muestra. En la grafica inferior se ve representada una
amplificacion del marcador W, que es empleado para detectar la presencia del vector lentiviral. Las
curvas grises corresponden a cantidades decrecientes conocidas de moléculas de la recta patron,
que permiten establecer el rango de cuantificacion de la técnica y gracias al cual se puede calcular
también el umbral de deteccidn, representado con la linea roja horizontal. Las muestras de génadas,
representadas en las lineas roja y azul y sefaladas con una flecha de color negro, corresponden a
tejido fresco conservado a -80°C, mientras que las muestras de pancreas, linea azul marcada con
una flecha verde, pulmén, lineas naranja y morada marcada con una flecha morada e intestino
delgado, lineas amarilla y gris, marcadas con flechas amarillas, corresponden a muestras de tejido

parafinado.
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Figura 4. Valores medios de Ct para los marcadores Ttn y W en los distintos tejidos analizados. Ttn
fue utilizado a modo de marcador de referencia para estimar el nimero de células presentes en una
muestra, mientras que W fue empleado para detectar la presencia del vector lentiviral. Las génadas
corresponden a tejido fresco conservado a -802C, mientras que el resto de los tejidos corresponden a
muestras FFPE. La linea negra horizontal representa el valor de Ct considerado 6ptimo en este
estudio para las muestras de Ttn, situado en 26 ciclos. Las barras naranjas representan los valores
medios de Ct de Ttn y las azules los de Y. La linea roja horizontal representa el limite aproximado de

deteccidn de la recta patrén, situado en torno a 34 ciclos.

En el caso de las gonadas, los resultados si que son verdaderamente concluyentes,
pues al estar trabajando con tejidos frescos, los valores de Ct obtenidos para Ttn se
encuentran dentro de un rango éptimo, presentando una media de 22,305, lo que le
da una alta fiabilidad a los resultados obtenidos. En el caso de y, los resultados
también se encontraron dentro del rango marcado por la recta patron, presentando
una media de 29,290, a excepcion de los ratones M52, M53 y M54, que se
encuentran fuera de la recta patrén. Sin embargo, como los resultados de Ttn de
estas tres muestras se encuentran dentro de un rango normal, este resultado se
debe interpretar como ausencia de integracién lentiviral en esas muestras. Como se
puede observar en la tabla 3, los valores de copias de y por célula obtenidos son
muy bajos en todas las muestras, por lo que se puede afirmar que no hay insercion
del vector viral en las génadas, con la unica excepcion del ratdbn M86, que presenta

un valor de 0,1027 copias/célula.

Es importante destacar que dicho raton M86 corresponde a un ratén tratado con

dosis alta, lo que debe tenerse en cuenta en la interpretacion de este resultado
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aislado. Sin embargo, el resto de animales del mismo grupo no mostraron valores
elevados, lo que nos impide establecer una relacién directa entre la dosis

administrada y la integracion.

Tabla 3. Numero de copias del vector lentiviral por célula, calculado a partir de la relacién entre las

copias de W y del gen endégeno de referencia Ttn (Creacién propia).

Raton Tratamiento Godnadas (n? copias/célula)
H51 Control 0,0623
H52 Control 0,0008
H55 Control 0,0502
M52 Control 0,0002
M53 Control 0,0001
M54 Control 0,0003
H21 Dosis alta 0,0489
H32 Dosis alta 0,018
H35 Dosis alta 0,0064
M81 Dosis alta 0,0052
M83 Dosis alta 0,0285
M86 Dosis alta 0,1027
H37 Dosis baja 0,0036
H42 Dosis baja 0,0016
M55 Dosis baja 0,002
H81 Dosis baja 0,0194
M87 Dosis baja 0,0218
M88 Dosis baja 0,059

Debido a que este es un resultado aislado se puede considerar la posibilidad de que
este sea asi debido a la via de administracién del vector viral, que fue de manera
intraperitoneal, en contraste con los resultados publicados en terapia génica in vivo
con vectores lentivirales para hemofilia, en los que esta administracion se realiza de
manera habitual por via intravenosa (Milani et al., 2022 A, Milani et al., 2024 B). Una
posible explicacion a esta anomalia seria que a la hora de realizar la inyeccion se
produjese una contaminacion local del tejido por la cercania de la zona de la

inyeccion.

Independientemente de que consideremos que los resultados de las goénadas

indican que no hay integracion viral, seria interesante asegurarse de ello realizando
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un estudio para averiguar si esas pocas copias que hay en el tejido tienen capacidad

de ser transferidas a la descendencia.

5.2. Andlisis del numero de copias integradas del vector lentiviral en tejidos
conservados en parafina

Por otro lado, el proceso de fijacion en formaldehido y de conservacién en parafina
de un tejido (también conocido como tejido FFPE) afecta significativamente a la
calidad del ADN (Guyard et al., 2017), debido a la fragmentacién, degradacién y
formacién de entrecruzamientos que se generan durante la fijacién en formaldehido,
comprometiendo asi su amplificacion mediante qPCR. Anadido a esto, se debe tener
en cuenta que las muestras empleadas estuvieron fijadas en formaldehido por un
minimo de 48h, siendo la duracion del proceso de fijacién uno de los factores que

mas pueden afectar en la integridad del material a analizar.

Pese a que los resultados obtenidos mediante Nanodrop indicaban una calidad
optima del ADN para el analisis molecular, como se puede observar en la tabla 1 del
anexo, los resultados obtenidos mediante gPCR, si bien resulta util como una forma
de realizar una aproximacién a la concentracién y pureza de una muestra, no es

capaz de medir la integridad de ésta.

Con respecto a los diferentes tejidos, es necesario mencionar que se observaron
diferentes cantidades de ADN dependiendo del tejido analizado, como se puede
observar en la tabla 1 del anexo. Sin embargo, estas diferencias no parecen explicar
por si mismas los resultados de amplificacién obtenidos, pues, en algunos casos,
muestras con bajas concentraciones de ADN presentaban resultados analizables en
términos de amplificacion de Ttn, mientras que muestras con altas concentraciones
de ADN no mostraron una amplificacion adecuada. Estos resultados indican que la
limitacion en la amplificacion de la secuencia especifica del gen Ttn no parece estar
relacionada con la cantidad de ADN de la muestra sino mas bien con la calidad de la
muestra, tal y como se indicaba en el protocolo de uso del kit utilizado para la
extraccion de ADN gendmico, en el que se indicaba que periodos de fijacion de los
tejidos en formol mayores a 48 horas, pueden afectar la integridad del material

purificado.

En el analisis mediante qPCR de los ADN gendmicos extraidos de tejidos que

habian sido parafinados, el numero de ciclos de amplificacion necesarios para que la
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sefal de fluorescencia de la muestra supere el umbral de deteccion previamente
definido (Ct) era mayor que en el caso de los tejidos congelados directamente
después de su extraccion. En este contexto, el valor medio de Ct de la recta patrén
fue de 31,511 para W y de 33,729 para Ttn. Debido a ello, se consider6 aumentar el
valor de Ct a partir del cual consideramos analizable la muestra, estando este nuevo

limite dentro de la recta estandar de Ttn.

La diferencia entre tejidos frescos y parafinados puede ser observada con mayor
claridad en la figura 4, donde se representan los valores medios de los Ct obtenidos
para Ttn y g en todos los tejidos analizados. Se puede observar que los tejidos
FFPE presentan valores de Ct mas elevados que las gonadas, siendo especialmente
relevante el incremento de los valores para Ttn, ya que en estos se encuentran en
su mayoria cercanos al promedio del limite maximo de la recta patrén de los tejidos

parafinados, representado mediante una linea de color rojo situada en un Ct de 34.

Siguiendo el criterio antes mencionado, una proporcién considerable de las muestras
mostré valores de Ct para Ttn que superaban el rango de la recta patrén, impidiendo
su analisis. En estos casos, al no poder cuantificarse adecuadamente el numero de
células presentes en la muestra, tampoco es posible cuantificar las integraciones del
vector viral. Por el contrario, en los casos en que la Ttn se encontraba dentro de la
recta, los valores de W siempre excedian los limites de su recta, lo que indica que no

hay integraciones del lentivirus en esas muestras.

En el caso de la grafica de Ttn en la figura 3, se puede observar como ejemplo una
muestra de pancreas que no presenta una amplificacién detectable, de tal manera
que el resultado de esta muestra para W debe ser descartado, pues no se puede

cuantificar el nUmero de células de la muestra.

Si se observan los resultados de Ttn presentes en la figura 3, se puede observar un
elevado valor de Ct, lo que conlleva una estimacién reducida en el numero de
células en cada muestra, provocando asi una sobreestimacion del numero de copias

de W por célula.

En conjunto, los resultados obtenidos en FFPE deben ser tomados con cautela
debido a las limitaciones asociadas a la calidad del ADN extraido. Dentro del
conjunto de las muestras FFPE, 25 de las 84 muestras analizadas presentaron una
amplificacion aceptable de Ttn. En estas 25 muestras, que se encuentran marcadas
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en verde en la tabla 1 del anexo, no se detecté una amplificacién cuantificable de W,

lo que indica ausencia de integracion detectable del vector.

Sin embargo, dado que estas muestras representan una pequena porcién de las
muestras totales, no podemos asegurar que en el resto de muestras no haya
integracion viral, por lo que consideramos que seria adecuado repetir el experimento

empleando tejido fresco.

6. CONCLUSIONES

En este estudio se han realizado multiples extracciones de ADN genomico a partir
de diversos tejidos de ratdn, algunos en fresco y otros conservados en parafina. Las

conclusiones obtenidas han sido las siguientes:

Primera: Los resultados obtenidos en las muestras en fresco indicaron que no
existia una presencia relevante de W en las génadas, a excepcidon de la muestra de
testiculo correspondiente al ratbn M86 perteneciente al grupo de dosis alta de
vector.

Segunda: En el caso de las muestras parafinadas, el analisis resultd ser mas
limitado debido al efecto de la fijacion en formaldehido y la conservacion en parafina
sobre el material genético. En las muestras analizadas, un total de 25 de 84,
presentaban valores de Ttn estaban dentro del rango analizable y no se detect6
insercion viral.

Tercera: Es necesario repetir este estos experimentos analizando muestras en
fresco o simplemente congeladas, con el fin de confirmar la ausencia o presencia de
integracion viral en tejidos no diana.

Cuarta: Se ha establecido una primera aproximacion de estudio de la integracion
viral en modelo animal deficiente en factor V de la coagulacion tratado con vector

lentiviral y administrado por via intraperitoneal.
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8. MATERIAL COMPLEMENTARIO

Tabla 1. Resultados en funcion de la muestra y el animal

Leyenda: En amarillo muestra sin amplicén en Ttn; en verde con amplicdn en Ttn pero no en ¥, en
rojo indeterminado.
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Raton Tejido bazo pancreas 'g;?;ggg grasa cerebro pulmoén rifidn
H51 codido SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000
9 086-1.1. 086-3.3 086-3.1 086-3.2 086-6.1 086-2.1 086-2.2
Amplicon ] N 2
Masa
(nanodrop) 184,6ng 59,4ng 42ng 55ng 237,6ng 37,2ng 50,5ng
Abs 260/280 1,82 1,91 1,95 1,37 1,81 1,98 1,92
H55 codiao SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000
9 088-1.1. 088-3.3 088-3.1 088-3.2 088-6.1 088-2.1 088-2.2
Amplicén _I
Masa
(nanodrop) 479,9 87 114ng 28,3ng 69,2ng 136 103,2
Abs 260/280 1,8 1,87 1,98 1,9 1,84
codido SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000
9 090-1.1. 090-3.3 090-3.1 090-3.2 090-6.1 090-2.1 090-2.2
Amplicon I 0
M33 Masa
(nanodrop) 311,2 112,3 60 48,3ng 58ng 43,7ng 114,9
Abs 260/280 1,79 1,86 1,95 1,9 1,91 1,94 1,84
codiao SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000
9 091-1.1. 091-3.3 091-3.1 091-3.2 091-6.1 091-2.1 091-2.2
Amplicén
M54
Masa 2086,1 26,3 79 441ng | 2553ng | 102,8ng 255,6
(nanodrop)
Abs 260/280 1,82 2,12 1,89 1,96 1,81 1,85 1,82
codiao SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000 | SAP24/000
9 092-1.1. 092-3.2 092-3.1 092-2.1 092-6.1 092-2.2 092-2.3
M55 Masa
(nanodrop) 593,3 65,2 86 67,6ng 238,3ng 92,4ng 186,9
Abs 260/280 1,8 1,89 1,89 1,86 1,79 1,86 1,81
codiao SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001
9 043-1.1. 043-3.3 043-3.1 043-3.2 043-6.1 043-2.1 043-2.2
Masa
(nanodrop) 384,9ng 68,9ng 152,7ng 15,6ng 234,6ng 234,3ng 82,1ng
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Abs 260/280 1,85 1,96 1,88 2,76 1,85 1,83 1,93
codiao SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001
9 044-1.1. 044-3.3 044-3.1 044-3.2 044-6.1 044-2.1 044-2.2
Amplicén ﬁ:
M86
Masa 329,2 61,2 116,4 114,8ng | 228,4ng 68,7ng 368,3
(nanodrop)
Abs 260/280 1,84 1,92 1,84 1,88 1,84 1,95 1,83
codiao SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001 | SAP24/001
9 045-1.1. 045-3.3 045-3.1 045-3.2 045-6.1 045-2.1 045-2.2
Amplicon - I e
M87
Masa 367,3 65,1 78,8 22,7ng 186ng 30,3ng 326,1
(nanodrop)
Abs 260/280 1,84 1,92 1,94 2,23 1,83 2,17 1,83
» SAP23/ | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001
codigo 001298-2.1 | 298-6A.2 | 298-6A.1 | 298-1A.1 298-5.1 298-3.1 298-1A.2
H21
Masa 61 9 66 36,2 285,6ng 60,6ng 329,9
(nanodrop)
Abs 260/280 1,96 2,13 1,86 1,98 1,87
codiao SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001
9 374-2.1 374-6.2 374-6.1 374-1.1 374-5.1 374-3.1 374-1.2
H32 Masa
(nanodiop) 62ng 69 190,8 62 105,8ng 40,7ng 145,7
Abs 260/280 1,87 1,86 2,02 1,85
codiao SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001
9 376-2.1 376-4.1 376-6.1 376-6.2 376-5.1 376-3.1 376-1.1
Amplicén
H37 Masa
(nanodrop) 506,4ng 68ng 168ng 45,3ng 84,5ng 88ng 93,9ng
Abs 260/280 1,83 1,95 1,86 2,02 1,9 1,91 1,9
codiao SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001 | SAP23/001
H42 9 760-1.1 760-3.3 760-3.1 760-3.2 760-6.1 760-2.1 760-2.2
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Masa
(nanodrop)

158,7

39,8

57,7

14,1

62,2ng

42ng

100,1

Abs 260/280

1,78

1,94

1,9

2,36

1,88

1,79
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