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Resumen

Titulo: Estudio metabolémico de la reexpresion de interferon kappa en modelos celulares in vitro de
cancer de cuello uterino infectados con virus del papiloma humano

Autores: Leidy Tatiana Sierra Guevara, William Fernando Hidalgo Bucheli, Bladimiro Rincén Orozco™

Palabras Clave: Cancer cervicouterino, VPH, interferdn tipo I, queratinocitos epidérmicos, SiHa,
HaCat, ADN recombinante, transfeccion, metabolémica.

Descripcion: Los Virus del Papiloma Humano (VPH) modulan procesos inmunoldgicos en
queratinocitos y reconfiguran su metabolismo celular, favoreciendo la propagacion viral, el desarrollo
tumoral y la resistencia a tratamientos. Los responsables son los oncogenes E6 y E7, ya que inhiben la
expresion de interferones tipo | como el IFN-k, ocasionando una proliferacion descontrolada de los
queratinocitos infectados, que desencadenan el cancer de cuello uterino (CCU). A nivel mundial, el
CCU genera méas de 300.000 muertes anuales y en Colombia se registran mas de 2.500 casos anuales
con un 50 % de mortalidad en estadios muy avanzados.

Los queratinocitos expresan constitutivamente el IFN-k como respuesta ante patégenos. Sin
embargo, en los queratinocitos infectados con VPH se inhibe la expresion de esta citoquina,
ocasionando cambios inmunometabdlicos, que hasta el momento no son bien comprendidos. Por tal
motivo, en la presente investigacion se realizo un estudio metabdlico de la reexpresion del IFN-k en
una linea celular cervical tumoral (SiHa) y en un queratinocito no tumoral (HaCat). La reexpresion del
IFN-k se realiz6 por transfeccion quimica y se comprobd por retrotranscripcion (RT-PCR) y
cuantificacion absoluta por ddPCR, para posterior andlisis metabdlico mediante UHPLC-
Orbitrap/HRMS, procesamiento estadistico de datos e identificacion de los metabolitos de interés.

Finalmente, se identificaron diferencias en los perfiles metabolicos entre las células control
(sin transfeccion y mock) y tratamiento (transfectadas con IFN-k). Para las células cancerigenas (SiHa)
fueron representativos los cambios ocurridos en el metabolismo de fenilalanina, tirosina, triptéfano,
acidos grasos y aminoacil-ARNt. En los queratinocitos no tumorales (HaCat), fueron modulados el
metabolismo de fenilalanina, valina, leucina e isoleucina. Por ende, los cambios metabdlicos
modulados por la reexpresion del IFN-k variaron entre los controles y tratamientos de células no
tumorales y cancerigenas, permitiendo la activacion de respuestas inmunometabdlicas que contribuyen
a disminuir la proliferacion de células cancerigenas cervicales.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Doctor en Quimica.
Cadirector: Bladimiro Rincén Orozco. Doctor en Ciencias Naturales
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Abstract

Title: Metabolomic study of interferon kappa reexpression in cervical cancer cell models in vitro
infected with human papillomavirus”

Authors: Leidy Tatiana Sierra Guevara, William Fernando Hidalgo Bucheli, Bladimiro Rincén Orozco™

Key Words: Cervical cancer, HPV, type | interferon, epidermal keratinocytes, SiHa, HaCat,
recombinant DNA, transfection, metabolomics.

Description: Human Papilloma Viruses (HPV) modulate immunological processes in keratinocytes
and reconfigure their cellular metabolism, favoring viral propagation, tumor development and
resistance to treatment. The culprits are the E6 and E7 oncogenes, as they inhibit the expression of type
I interferons such as IFN-k, causing uncontrolled proliferation of infected keratinocytes, which trigger
cervical cancer (CCU). Worldwide, cervical cancer causes more than 300.000 deaths per year and in
Colombia there are more than 2.500 cases per year with a 50% mortality rate in very advanced stages.

Keratinocytes constitutively express IFN-k in response to pathogens. However, in Kkeratinocytes
infected with HPV the expression of this cytokine is inhibited, causing immunometabolic changes,
which so far are not well understood. For this reason, in the present investigation we performed a
metabolic study of IFN-k reexpression in a cervical tumor cell line (SiHa) and in a non-tumorigenic
keratinocyte (HaCat). IFN-k re-expression was performed by chemical transfection and tested by
retrotranscription (RT-PCR) and absolute quantification with ddPCR, for subsequent metabolic
analysis by UHPLC-Orbitrap/HRMS, statistical data processing and identification of metabolites of
interest.

Finally, differences in metabolic profiles were identified between control (untransfected and mock)
and treatment (transfected with IFN-K) cells. For cancer cells, phenylalanine, tyrosine, tryptophan, fatty
acid and aminoacyl-tRNA metabolism were representative. In non-tumorigenic keratinocytes,
phenylalanine, valine, leucine, isoleucine metabolism were characteristic. Thus, metabolic changes
modulated by IFN-k re-expression varied between non-tumor and cancer cell controls and treatments,
allowing for the activation of immunometabolic responses that contribute to decreased cervical cancer
cell proliferation.

* Degree Work
“Faculty of Sciences. School of Chemistry. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Ph.D. in Chemistry. Co-
director: Bladimiro Rincon Orozco. Ph.D. in Natural Sciences.
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Introduccion

Los oncovirus a través de sus oncogenes aportan algunas de las caracteristicas distintivas del
cancer que sumadas a otros factores como la inmunosupresion, infeccién e inflamacién crénica
pueden conducir al establecimiento de malignidades. Se estima que entre el 50 y 80% de las
personas sexualmente activas, se infectan con uno o multiples genotipos de VPH en algun
momento de sus vidas (Stanley, 2010). Adicionalmente, los oncovirus causan cerca del 12% de
todos los canceres humanos a nivel mundial, siendo el VPH responsable del 5% de estas
enfermedades, teniendo en cuenta que este virus genera cada afio cerca de 570.000 casos de cancer
de cuello uterino (CCU), ocasionando mas de 300.000 muertes (Bouvard et al., 2009). A nivel
local, reportes de International Agency for Research on Cancer (IARC) revelan gue la incidencia
anual de CCU en Colombia es de 18,7 casos por cada 100.000 mujeres. Sumado a ello, el
Ministerio de Salud y Proteccion Social ha determinado que el CCU es la primera causa de muerte
por cancer, en mujeres colombianas con edades entre 30 a 59 afios, provocando aproximadamente
5 muertes diarias. En dichos estudios se encuentra que la prevalencia de infeccion por VPH es de
14,8% en mujeres con resultados citolégicos normales, 26,1% en mujeres infectadas menores de

20 afos y un 13,2% en mujeres infectadas mayores de 55 afios (Molano et al., 2002).

Para que se establezca un proceso cancerigeno es indispensable adquirir progresivamente algunas
caracteristicas biologicas que mantengan su tumorigenicidad, entre estas: el mantenimiento de las
sefales de proliferacion celular; la evasion de inhibidores de crecimiento, la evasion de la respuesta
inmune, la resistencia a la muerte celular programada (apoptosis), el ingreso y mantenimiento en
el ciclo de inmortalidad replicativa, la induccién de la inflamacion protumoral; la activacién de la

invasion y metéastasis; la mutabilidad e inestabilidad genémica; asi como la reprogramacién del
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metabolismo energético (Hanahan & Weinberg, 2011). Con base a esto, una terapia exitosa contra
el cancer y la eficaz estratificacion individual de los pacientes requiere una comprension completa
de la interaccidn entre las infecciones persistentes con virus oncogeénicos, las vias inflamatorias
inducidas, el metabolismo de las células cancerosas, los resultados clinicos y la resistencia
terapéutica (Vinay et al., 2015). En este sentido, la metabolomica tiene el potencial de identificar
moléculas que podrian contribuir a la compresion de enfermedades, asi como nuevos
biomarcadores, que otros enfoques de alto rendimiento como la transcriptomica y la protedmica
pueden pasar por alto. Por tanto, la metabolomica tiene la ventaja de identificar vias nuevas e
imprevistas implicadas en cancer, infecciones virales, patogénesis y respuestas a tratamientos

(O’Neill et al., 2016).

En los Gltimos afos, se ha descubierto que los VPH tienen varios mecanismos complejos a traves
de los cuales modulan la respuesta inmune innata del hospedador. Uno de estos es contrarrestar
los IFN tipo I, como el interferon kappa (IFN-k), el cual es expresado constitutivamente en los
queratinocitos y cumple un papel crucial en la respuesta contra virus (Rincon-Orozco et al., 2009).
Varios estudios afirman que los VPH de alto riesgo, como por ejemplo el VPH-16 y VPH-18,
pueden interferir en la sefializacion intracelular de los IFN tipo | por medio de sus oncoproteinas
E6y E7. Sin embargo, es necesario comprender con mayor detalle las rutas metabolicas implicadas
en la produccién del IFN-k y como se ven mediadas por la patogénesis del VPH, para tener una
vision mas amplia de la funcion de esta citoquina en las interacciones virus-hospedador. Por ende
la presente investigacion buscé dar respuesta a la pregunta ¢cuales son los cambios del perfil
inmunometabdlico modulado por la reexpresion de interferon kappa en células de origen

gueratinocitico tumorales VPH positivas y no tumorales?
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Para ello, la ruta metodologica de este estudio inicid6 con la amplificacion, extraccion y
confirmacion del plasmido pCMV-3Tag-1A clonado con el gen de IFN-k, el cual se transfectd por
medio de liposomas en dos lineas celulares: SiHa (cancer cervical ocasionado por VPH-16) y
HaCat (queratinocito no tumoral). Luego se analizé la reexpresion del transcrito de IFN-k en estas
lineas celulares, por medio de la retrotranscripcion del ARNm a ADNc (RT-PCR) y cuantificacion
absoluta por PCR digital (ddPCR). Al confirmar la expresion transitoria de la citoquina, se
procedio a extraer los metabolitos celulares para preparar las muestras, las cuales se analizaron por
medio de cromatografia liquida de ultra alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion (UHPLC-Orbitrap/HRMS). Estos resultados permitieron establecer el mapa metabolico
diferencial entre las células control (sin transfeccion y mock), y células tratadas (transfectadas con
el plasmido clonado con IFN-k, pCMV-IFNK), por medio de la identificacion presuntiva de los
metabolitos modulados positiva y negativamente junto con su integracion en las vias metabdlicas

moduladas por la expresion del IFN-k.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Evaluar los cambios del perfil metab6lico modulado por la ree|xpresion del interferon
kappa (IFN-K) en una linea celular tumoral de cuello uterino SiHa (VPH-16) y un queratinocito

control no tumoral HaCat (VPH negativo)

1.2 Objetivos Especificos

v’ Estandarizar los métodos de transfeccion en las lineas celulares SiHa y HaCat para
reexpresar el interferon kappa (IFN-K).

v Cuantificar el numero de copias absolutas de IFN-k en las lineas celulares transfectadas
utilizando PCR de tercera generacion (ddPCR)

v Optimizar la extraccién de los metabolitos celulares, por medio de la técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (UHPLC-
Orbitrap/HRMS).

v Establecer el mapa metabdlico diferencial entre células control (transfectadas con el vector

vacio) y células tratadas (transfectadas con el vector con IFN-k)
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2. Estado del arte

La transmision sexual, como un factor de riesgo para el desarrollo de CCU, fue descrita
desde 1842 por Domenio Rigoni-Stern, mientras que el origen infeccioso de las verrugas fue
establecido en 1907 por Giussepe Ciuffo (Ciuffo, G. 1907). A pesar de esto, no fue sino hasta 1983
que se relaciono la infeccion por VPH como una causa de CCU, cuando Harald zur Hausen y su
equipo de investigadores encontraron ADN de VPH 16 en cerca de 60% de muestras de tejido
(Ochoa Carrillo et al., 2015).

En 1974, el médico aleman Harald zur Hausen public6 su primer informe sobre el intento
de encontrar ADN del VPH en biopsias de cancer de cuello uterino y verrugas genitales. Para ello,
realizd una hibridacién de ADN tumoral con una sonda de ARN obtenido a partir del ADN del
VPH de verrugas plantares (neoplasias duras y de apariencia granulada que crecen en los talones
o las plantas de los pies) (zur Hausen, 2009). Con esta sonda de ARN, zur Hausen logro la
hibridacion en biopsias de verrugas plantares y verrugas cutaneas, mientras que las biopsias de
condiloma acuminado (verrugas genitales) y cancer de cuello uterino fueron consistentemente
negativas. Dado que ninguno de los tipos de tumor obtuvo resultados positivos a pesar de la
evidencia de particulas tipicas de VPH en las lesiones de los condilomas, sospechaba de una
heterogeneidad genética entre los tipos de virus del VPH (H. Z. Hausen et al., 1974). Esta teoria
etiologica del VPH para el cancer de cuello uterino fue apoyada por trabajos posteriores de Meisels
y Fortin, quienes describieron las células atipicas coilocitéticas como la manifestacion del cambio
citopatico inducido por el virus del papiloma en la displasia cervical (Meisels & Fortin etal., 1977).

En 1980, el equipo de este médico aleman modificé los experimentos anteriores,

empleando esta vez sondas de ADN purificado de virus de diversas verrugas, que permitieron la


https://es.wikipedia.org/wiki/Harald_zur_Hausen
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deteccidn de distintos patrones de escision de enzimas de restriccion en aislamientos de VPH de
muchos pacientes (Gissmann et al., 1977). Esto llevo a la identificacion de multiples cepas de VPH
1, 2y 3. Un afio mas tarde, se encontrd el VPH 4, que era claramente diferente de los tres primeros,
ya que no hibrido de forma cruzada con los VPH 1-3, lo que ejemplifica ain mas la heterogeneidad
entre los tipos de VPH. Lutz Gissman (profesor asociado en el laboratorio de zur Hausen), continud
aplicando la hibridacion de acidos nucleicos en condiciones de baja rigurosidad para detectar
nuevos tipos de VPH y desarroll6 un procedimiento de clonacion que condujo a la identificacion
del primer tipo de VPH genital, el VPH 6 (Gissmann & Hausen, 1980). EI ADN de este tipo se
aislo repetidamente de verrugas genitales y condilomas acuminados y este se conoce hoy como la
principal causa de condilomas. Posteriormente, se identific6 un VPH 11 que se encuentra
estrechamente relacionado con el papiloma laringeo y las verrugas genitales (Gissmann et al.,
1982). Sin embargo, hasta este momento todavia no relacionaba el VPH con el cancer de cuello
uterino.

El punto decisivo ocurrié en 1983, cuando Diirst, Gissman y otros colaboradores de zur
Hausen, encontraron gque algunos tumores malignos, incluidas dos muestras de carcinoma invasivo
de cuello uterino, mostraron una hibridacion cruzada débil pero persistente con el ADN del VPH
11. Este ADN se clon6 y se denomind ADN de VPH 16 (Durst et al., 1983); demostrando que mas
del 50% de las biopsias de CCU dieron positivo para esta clasificacion. Por otra parte, se
encontraron muestras negativas de pacientes africanas con CCU, lo que ocasiond que continuara
una basqueda exhaustiva de tipos adicionales de VPH. Nuevamente, la combinacion de una
hibridacion de baja rigurosidad con una mezcla de sondas de ADN de VPH 9, 10 y 11 resulté en
la clonacion del ADN de VPH 18 (Boshart et al., 1984). Con estos resultados, se hizo evidente que

las lesiones tipicas precursoras del cancer anogenital, las neoplasias intraepiteliales cervicales y la
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enfermedad de Bowen contenian con frecuencia los tipos VPH 16 o 18. De esta forma, se fortalecio
la hipdtesis del VPH como agente causal del CCU y crecié en gran medida el interés por la
investigacion entre este virus y otras neoplasias genitales. El profesor zur Hausen (ganador del
premio Nobel de medicina en el afio 2008), Gissmann y su grupo cedieron las sondas de los VPH
6, 11, 16 y 18, y diversos grupos de investigacion en todo el mundo descubrieron otros subtipos
(figura 1), lo cual permitio un rapido avance para entender como los virus causan el cancer; con

estos datos se inicio el desarrollo de vacunas (Nobelpreis fur Medizin, 2008).

Figura 1.
Asociaciones clinicas de los diferentes genotipos de VPH

Clinical associations of HPV genotypes

* Warts of the skin (HPV 1-4, 7, 10, 26-29, 41, 48, 49, 57, 60,
63, 65)
- Verruca plantaris/plantar warts, mosaic-type warts,
verruca plana/flat warts, butchers’ warts

* Upper respiratory tract and eye (HPV 2, 6, 11, 13, 16, 32)
— Laryngeal papilloma, recurrent respiratory, papillomatosis,
nasal papilloma, oral papilloma, focal epithelial
hyperplasia, conjunctival papilloma

e Epidermodysplasia verruciformis (HPV 5, 8-9, 12, 14, 15, 17,
19, 20-25, 36, 38, 47, 50)
- Macular lesions
- Squamous cell carcinoma

* Anogenital warts (HPV 2, 6, 11, 16, 18, 30, 40-42, 44, 45, 54,
55, 61)
- Condylomata accuminata, flat condylomata, Bowen'’s
disease, Buschke-Loewenstein tumours

* Anogenital carcinomas - the HR HPVs (HPV 16, 18, 26, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82)
- Squamous cell carcinoma of the cervix, vulva and penis
- Squamous cell carcinoma of the remaining anogenital tract

Fuente: Prendiville, Department of Obstetrics and Gynaecology Walter. (2017). The Health
Professional’s Hpv Handbook: Human Papillomavirus and Cervical Cancer. CRC Press.
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Como ejemplo de los descubrimientos mencionados anteriormente, en 1985 se observo que
en la mayoria de las mujeres con CCU, el virus habia integrado su genoma al del hospedero,
preservando siempre los oncogenes E6y E7, con perdida o interrupcion del gen E2. Esto es
importante debido a que en las lesiones preinvasoras del cuello uterino, el genoma viral se
encuentra en forma episomal (circular), esto es, fuera del genoma celular y con el gen E2 completo.
Este ultimo inhibe la actividad de los oncogenes virales, por lo que el rompimiento del
gen E2 durante la integracion se considera un fendmeno indispensable para la activacion de los
oncogenes virales y con ello, la evolucion tumoral de las lesiones preinvasoras a cancer invasor
(Schwarz et al., 1985). Asi pues, el VPH tiene la capacidad de estimular de forma continua el
crecimiento tumoral, lo que favorece que en un periodo habitualmente largo se generen mutaciones
al azar en el genoma celular que apagan la respuesta inmune innata del hospedador.

Los IFN se definieron por primera vez como moléculas liberadas de células infectadas con
virus, que actdan para inhibir la replicacion del patégeno (Isaacs & Lindenmann, 1987). Su
produccidn es en gran parte transcripcional; ya que no estan preformados ni almacenados dentro
de las células. Adicionalmente, su expresion es rapida y dramatica, es decir, se producen
rapidamente poco después de la infeccion y, a menudo, en grandes cantidades. Para muchos IFN
de tipo |, el proceso de transcripcién comienza a través de la union del acido nucleico viral con las
moléculas del receptor tipo Toll (TLR) intracelular, teniendo en cuenta que TLR esta presente con
frecuencia dentro de los endosomas, es decir, estan dentro del mismo compartimento subcelular
por el que los virus que ingresan a las células a través de endocitosis (Jensen & Thomsen, 2012).

Luego, los TLR inducen la sefializacién intracelular que involucra el gen de respuesta
primaria de diferenciacion mieloide (MyD88) o el IFN inductor del adaptador que contiene el

dominio TIR (TRIF), lo que da como resultado la activacion del factor regulador de IFN (IRF 3/7),



ESTUDIO METABOLICO DE REEXPRESION IN VITRO DE IFN-k 22

el factor nuclear kappa-beta (NF-kB) y con ello la activacion transcripcional de los promotores del

gen de IFN tipo I (Sedger, 2013), como se observa en la figura 2.

Figura 2.

Proceso de transcripcion de interferones tipo | como respuesta inmune antiviral

awmwh /0’\ N

viral RNA @

viral DNA Ty Virus clearance
‘L/ l S Limitation of
T Y virus spread
(JLR./ (RLR.) Low inflammation
TLR. & J
©
/ \4 & ® (7) pe
MAVS) (MAVS) & 2= | I1sGF3 b o®
T ""'—Qz‘o complex e,
% %o
IRF¢ Anti-viral
proteins
@

IRF3/7 IRF1
NF-kB

Epithelial cells

Fuente: InvivoGen. (2018). Interferon As: guardians of the front-lines. Invivogen Insight.
https://www.ibiantech.com/catalogos/invivogen-insight-newsletter-interferon2018.pdf
Algunas de las vias bien caracterizadas de la respuesta inmune inducidas por IFN con
potencial actividad antiviral directa incluyen cuatro proteinas: la proteina de 15 kDa
estimulada por IFN (ISG15), la proteina Mx, la ribonucleasa L (ARNasa-L) y la proteina
quinasa R (PKR). Sin embargo, hay mas proteinas que funcionan como efectores
antivirales importantes como ADAR1 y APOBEC,; Teterina y Viperina; TRIM19; la

exonucleasa 1SG20; y las proteinas IFIT. Ademas, el IFN puede inducir ciertos microARN
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interferentes con respuestas reguladoras de la infeccidn viral. Estas proteinas van a estar

involucradas en diversas funciones que implican la remodelacion del citoesqueleto;

induccidn de la apoptosis; corte, empalme, edicion y degradacion de ARN viral; regulacion

en la expresion de proteinas y modificaciones postraduccionales (Narasimhan et al., 1996).

El gen del interferon IFN-k se identifico en 2001 (LaFleur et al., 2001). Consta de 207
aminodacidos, incluido un péptido sefial de 27 aminoacidos, y tiene aproximadamente un 30% de
homologia con otros genes de interferon tipo I. Se descubrié inicialmente que el IFN-x se
expresaba constitutivamente en queratinocitos primarios en proliferacion y podria ser inducido
significativamente por IFN-B, IFN-yy el virus de la encefalomiocarditis (ECMV). Mas
tarde, también se encontré que el ARNm de IFN-k se expresaba constitutivamente en células
inmunitarias innatas humanas, incluidos los monocitos y las células dendriticas (Nardelli et al.,
2002). Aunque IFN-k se expresa mediante fuentes de células limitadas, activa la misma via de
sefializacion que otros IFN de tipo | por los receptores de IFNRAL/IFNRA2 (Li et al., 2020).
Debido a que se expresa constitutivamente en queratinocitos, el IFN-k se ha investigado por su
papel en las enfermedades humanas causadas por el virus del papiloma humano (VPH), teniendo
en cuenta que se ha encontrado los VPH de alto riesgo que inhiben la transcripcion del gen IFN-
K €n queratinocitos cervicales humanos, y su expresion es reducida e indetectable en queratinocitos
cervicales humanos VPH positivos (DeCarlo et al., 2010).

Complementariamente, se ha sugerido que los VPH de alto riesgo tienen como blanco al
IFN-« para evitar la expresion de proteinas como Sp100 o como IFIT-1, las cuales tienen efectos
inhibitorios sobre E1 de VPH-16, -18 y -31, y puede afectar la oligomerizacion de E1, la union al
ADN o la propia actividad helicasa, provocando finalmente la inhibicion de la replicacion del

ADN de VPH (Vladimer et al., 2014). En el afio 2009, el Departamento de Mecanismos de
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Transformacion Viral de la Universidad de Heidelberg (Alemania), identifico por primera vez el
mecanismo de regulacion del IFN-k en el contexto de la carcinogénesis inducida por VPH
utilizando cultivos primarios de queratinocitos del prepucio humano (QPH) inmortalizados por la
expresion de las oncoproteinas E6 y E7, de manera individual o sumada, y células de carcinoma
de cérvix (Rincon-Orozco et al., 2009). En presencia del oncogén E6 y en las lineas celulares de
carcinoma de cérvix, el IFN-k se encuentra regulado negativamente, contrario a lo encontrado en
presencia del oncogén E7 en donde no hubo cambios en su expresion. Ademas, se evidencid
mediante secuenciacion por bisulfito que en las células que codifican el oncogén E6 de VPH-16
se induce la metilacion de novo en una regidn que contiene islas de CpGs, adyacentes al sitio del
inicio de la transcripcion, inhibiendo asi epigenéticamente la expresion de IFN-x. Este tipo de
inhibicion pudo revertirse después de demetilar el ADN de las células positivas para E6, E6/E7 y
lineas celulares de carcinoma cervical usando inhibidores de la enzima ADN metil-transferasa-1
(DMNT-1) o inhibiendo E6 usando ARN de interferencia, sugiriendo la participacion directa de la
oncoproteina E6 en el silenciamiento epigenético de IFN-k.

En contraposicion, la reexpresion de IFN-k en células de carcinoma cervical es relevante a
nivel funcional ya que reconstituyd la respuesta antiviral, aumentando el nivel de proteina p53,
MxA y de los factores reguladores, proteinas indispensables en la respuesta inmediata y tardia
mediada por IFN. Esto se revirti6 en células positivas para E7 suprimiendo la expresion
constitutiva tanto del IFN-k como de p53 con ARN interferentes, encontrandose el efecto inverso
en los niveles de estas proteinas. Todo esto, sugiere la existencia de un circuito de
retroalimentacion positiva entre IFN-k, pS3 y componentes de la via de sefializacion del 1IFN-«
para mantener un estado basal antiviral. Al estimar la relevancia clinica de los datos in vitro en

biopsias de pacientes con CCU en comparacién con biopsias de tejido normal, se corrobord una
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relacion inversa entre la expresion del IFN-k y la transcripcion de VPH, revelando una estrategia
novedosa sobre como los VPH-AR pueden eliminar la respuesta inmune innata en sus células
hospederas.

Finalmente, se ha encontrado que los cambios en las vias metabdlicas celulares se adaptan
a las necesidades especificas de cada virus, una vez se altera la via metabdlica se van a favorecer
diferencialmente algunas etapas del ciclo replicativo (Nardelli et al., 2002). En 1956, se descubrio
que al adicionar glucosa y glutamina a un cultivo de células HelLa infectadas con poliovirus,
aumentaba hasta en 40.000 veces la produccion viral (Darnell & Eagle, 1958). Actualmente, se
sabe que los virus modulan el flujo de fuentes de carbono y promueven el cambio hacia la
glutamindlisis, la sintesis de acidos grasos y la glucdlisis aerdbica, también conocida como efecto
Warburg (Prusinkiewicz & Mymryk, 2019), con el fin de producir energia, nucleotidos,
aminoacidos y acidos grasos necesarios para aumentar el ensamblaje, la propagacion de particulas
virales y el mantenimiento de infecciones latentes. Por ejemplo, estudios metabdlicos han
mostrado que, en la etapa transcripcional de genes tempranos, el virus Herpes Humano tipo 8
potencia la glucélisis, mientras que, si necesita traducir estos genes, promueve la glutaminolisis y
si lo que requiere es producir viriones infecciosos, activa la sintesis de acidos grasos (Nardelli et
al., 2002). Particularmente, algunos ensayos de cultivo celular han demostrado que el 25-HC
inhibe maltiples virus con envoltura, incluido el VPH 16. Dichas demostraciones resultaron de la
busqueda de factores celulares antivirales dirigidos a las vias de los esteroles, en donde se
descubrié el antiviral ISG Colesterol-25-hidroxilasa (CH25H) que codifica una enzima que
convierte el colesterol en oxisterol soluble, 25-hidroxicolesterol (25-HC) (Raniga & Liang, 2018).
CH25H se expresa de forma potente en macréfagos y células dendriticas en respuesta a la

activacion de receptores tipo toll (TLR), a través de la produccion de IFN de tipo I y 1I. El 25-HC
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inducido por CH25H tiene un papel definido en la regulacion de la biosintesis de esteroles,
reduciendo la acumulacion de colesterol y ejecutando asi sus funciones celulares antivirales; sin
embargo, las funciones de este metabolito ain no se han dilucidado por completo (Liu et al., 2013).
Por ende, es de gran relevancia continuar con estudios en el area de la metabolomica, para

comprender las alteraciones virales del metabolismo celular que modulan la propagacion del virus.

3. Marco tedrico

3.1 Cancer de cuello uterino

El cancer, también conocido como neoplasia o tumor maligno, es un gran grupo de
enfermedades que pueden comenzar en casi cualquier 6rgano o tejido del cuerpo cuando las células
anormales crecen de manera incontrolable, van mas alla de sus limites habituales para invadir
partes adyacentes del cuerpo y/o diseminarse a otros 6rganos (metéastasis) (Cancer, 2019).

El cancer de cuello uterino (CCU) es una neoplasia maligna asociada al Virus de Papiloma
Humano (VPH) y es el tercer cancer ginecoldégico mas comdn y mortal. Se han identificado
aproximadamente 15 tipos de VPH como oncogénicos, siendo los VPH 16 y 18 los mas comunes
y agresivos en el desarrollo del cancer. Para que se desarrolle la tumorigénesis, una cepa de VPH
oncogenica debe infectar constantemente el epitelio metaplasico de la zona de transformacion del
cuello uterino. Si el VPH no se elimina, las células epiteliales infectadas pueden transformarse e
invadir la membrana basal para convertirse en carcinoma invasivo (figura 3). Este cancer se
disemina por extension directa o por diseminacién linfatica o hematdgena (Schwartz & Chuang,

2018).
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Figura 3.
Cambios morfoldgicos de las células epiteliales del cuello uterino
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Nota: Estas imagenes muestran como las células de cuello uterino que tienen infecciones por el
VPH de alto riesgo durante mucho tiempo pueden cambiar y volverse anormales. Las células de
cuello uterino anormales pueden volver a la normalidad incluso sin tratamiento, especialmente en
las mujeres jovenes. Las LSIL y HSIL son dos tipos de cambios anormales en las células
escamosas de cuello uterino. Fuente: Significado de los cambios en el cuello uterino: Guia para
la salud de la mujer. (2019, 23 mayo). Instituto Nacional del Cancer.
https://www.cancer.gov/espanol/tipos/cuello-uterino/significado-cambios-en-cuello-uterino

Hay dos tipos histolégicos principales de neoplasia, el carcinoma de células escamosas y
el adenocarcinoma, donde cada uno tiene lesiones precursoras asociadas. Para su deteccion se
emplean andlisis moleculares de VPH o la prueba citolégica de Papanicolaou con espéculo, en la
cual las células son examinadas al microscopio y se estudia su morfologia en busca de anomalias
(Schiffman & Solomon, 2013). EI tratamiento puede involucrar cirugia, radioterapia,
quimioterapia 0 una combinacion de terapias, y depende del estadio de la enfermedad.

Teniendo en cuenta que el VPH es una infeccion de transmisién sexual, los factores de
riesgo asociados al CCU, incluyen la aparicion temprana de actividad sexual, mayor nimero de
parejas sexuales de por vida, aumento de la paridad (3 nacimientos a término) y edad temprana en

el primer parto (< 20 afios). Dentro de los componentes para la prevencién del cancer de cérvix se

encuentran, la vacunacion contra el VPH (entre las edades de 9 y 26 afios) y realizar pruebas
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citologicas de deteccidn cada 3 a 5 afios (Cannistra & Niloff, 1996). Actualmente, hay tres vacunas
profilacticas contra el VPH aprobadas por la FDA que se estima que tienen el potencial de prevenir
el 70-90% de los canceres asociados con el VPH (Serrano et al., 2017). Sin embargo, estas vacunas

no son terapéuticas contra infecciones y lesiones preexistentes.

3.2 Virus de Papiloma Humano (VPH)

Los virus del papiloma humano (VPH) pertenecen a la familia Papovaviridae. Consisten
en una capside de 72 capsémeros que contiene el genoma viral (Pfister & Fuchs, 1994). Los
capsomeros estan formados por dos proteinas estructurales: la proteina L1 tardia de 57 kD, que
representa el 80% de la particula viral, y la proteina L2 de la capside menor de 43 a 53 kD. Los
VPH son relativamente estables y, debido a que no tienen envoltura, permanecen infecciosos en
un ambiente humedo durante meses (Stanley, 2012).

Los papilomavirus estan muy extendidos entre los vertebrados superiores, pero exhiben
una estricta especificidad de especie, y no se ha informado de transmisién desde primates a
humanos. En general, provocan infecciones epiteliales locales, a excepcion de los virus del
fibropapiloma animal, donde la infeccion también se puede encontrar en la dermis. EI VPH genital
suele diseminarse a través de un contacto directo sostenido con la piel, y las formas mas comunes
(no las unicas) son el sexo vaginal y el sexo anal. Ocasionalmente, puede transmitirse de madre a
bebé durante el embarazo.

Estudios recientes han demostrado que el ADN del VPH se puede encontrar en el 99,7%
de todos los carcinomas de cuello uterino, siendo los tipos 16, 18, 45 y 31 del VPH los mas
frecuentes. Con base en estas observaciones, los VPH anogenitales se han dividido en dos grupos:

el primero esta asociado con un alto riesgo (HR) de desarrollo de cancer de cuello uterino y se
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encuentran los VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73y 82; el segundo
grupo corresponde a los VPH de bajo riesgo (LR), con un bajo potencial carcinogénico, y se hallan
los VPH 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72 y 81 (Mufioz et al., 2003). El genoma del VPH consta de
ocho kilopares de bases (Kbp) y es una molécula de ADN de doble hebra. La disposicion relativa
de los 8 a 10 marcos de lectura abiertos (ORF) dentro del genoma es la misma en todos los tipos
de virus del papiloma, y una caracteristica particular de los virus del papiloma es que los ORF que
se superponen parcialmente estan dispuestos en una sola hebra de ADN. El genoma se puede
dividir en tres regiones, como se observa en la figura 4: la regién de las proteinas tempranas (E1-
E8), la region de proteinas tardias (L1 y L2), y la regién de control larga (LCR) sin potencial de
codificacion, que es fundamental para la transcripcién de los genes virales, el inicio de la

replicacion del ADN viral y la segregacion del genoma viral en la mitosis (Prendiville et al., 2017).

Figura 4.

Organizacion del genoma de los virus del papiloma humano
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Fuente: Prendiville, Department of Obstetrics and Gynaecology Walter. (2017). The Health
Professional’s HPV Handbook: Human Papillomavirus and Cervical Cancer. CRC Press.
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Los tamafos y funciones de las proteinas del virus del papiloma se muestran en la Tabla 1.

E6 y E7 son las proteinas oncogénicas mas importantes. Se encontrd que la transcripcion de los

genes E6 'y E7 siempre ocurria en los carcinomas de cuello uterino, y esta fue la primera indicacion

de un papel importante de estos genes en la tumorigénesis asociada al VPH. El potencial de

inmortalizacion y transformacion de las proteinas E6 y E7 ha sido demostrado en numerosos

experimentos, tanto en cultivo de tejidos como en modelos animales (Halbert et al., 1992).

Tabla 1.

Tamafio y funcion de las proteinas del virus del papiloma humano

Proteina viral / elemento Peso / Tamano

gendémico molecular

Funcidn

Elementos no codificantes

Region de control larga

Origen de la replicacion y regulacion de la

(LCR) 500 - 1000 bp expresion del gen del VPH
Proteinas tempranas
Funcion de la helicasa; esencial para la
E1 68 — 85 kD repllcac_:lo.n, viral y el control d_e la
transcripcion de genes. Regula a la baja los
genes involucrados en la defensa antiviral
Factor de transcripcién viral; esencial para
E2 48 kD la repl_lcqqlon viral y ?I control _Qe la
transcripcion de genes; segregacion y
encapsulacion del genoma
E3 Desconocido Funcion desconocida; solo presente en
algunos VPH
E1"E4 10 - 44 kD Unidn a la proteina citoesquelética
E5 14 kD Interaccion con los receptores EGF / PDGF
Interaccion con varias proteinas celulares;
E6 16 — 18 kD degradacion de p53 y activacion de

telomerasa
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Interaccion con varias proteinas celulares;
E7 10 kD interaccion con pRB y transactivacion de
promotores dependientes de E2F

Proteina represora de transcripcion y

E8M-E2C 20 kD o : ,
replicacion a larga distancia

Proteinas tardias

L1 57 kD Proteina de la capside principal

L2 43 - 53 kD Proteina menor de la capside

Adaptado de: Prendiville, Department of Obstetrics and Gynaecology Walter. (2017). The Health
Professional’s HPV Handbook: Human Papillomavirus and Cervical Cancer. CRC Press.

Para replicar su genoma, el VPH modula el ciclo celular, mientras despliega mecanismos
para escapar de la respuesta inmune del huésped, la senescencia celular y la apoptosis. Como tal,
lainfeccion por VPH conduce directa e indirectamente a la inestabilidad genémica, lo que favorece
aun mas la transformacion de los eventos genéticos y la progresion a malignidad (Prendiville et
al., 2017). Los mecanismos que permiten la entrada desde el medio extracelular a la célula por
endocitosis, involucran a las proteinas de la capside L1y L2 (figura 5). La proteina de la capside
principal L1 se une a proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) en segmentos de la membrana
basal (BM) expuestos después de un trauma epitelial (microlesiones). Este enlace ocasiona un
cambio conformacional que expone el extremo N de la proteina L2 a la escision de furina. La
protedlisis de L2 expone una superficie previamente ocluida de L1 que se une a un receptor de

superficie celular (Schiller et al., 2010).
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Figura 5.

Interaccion de las proteinas de la capside L1y L2 para ingresar a la célula por endocitosis

/7

Nota: (A) El virion se une primero a las HSPG en la BM expuesta después de la rotura. (B) Esto
induce un cambio conformacional que expone un sitio en L2 susceptible a la escision de
proproteina convertasa (furina). (C) Después de la escision de L2, se expone un epitopo
neutralizante de L2 y una regién de L1 previamente no expuesta se une a un receptor secundario
no identificado en el borde invasor de las células epiteliales. Fuente: (Schiller et al., 2010).

Luego, la translocacion del ADN viral al nicleo involucra a la proteina de la capside L2 y
depende de su interaccidn con los microtubulos (Spoden et al., 2008). A partir de entonces, el ciclo
de vida viral esta estrechamente acoplado al programa de diferenciacion de los queratinocitos y se
basa en varios factores celulares y proteinas virales. Las células epiteliales normales experimentan
una diferenciacion terminal a medida que migran hacia las capas superiores, una condicién que no
permitiria la replicacion del VPH ya que el virus depende de la maquinaria de replicacién del ADN
del huésped para la replicacion de su genoma. Para mantener activa la maquinaria de replicacion
celular, las proteinas virales E6 y E7 se expresan y desacoplan la deteccion y diferenciacion del
crecimiento celular (figura 6) principalmente a través de la inactivacion de p53 y pRb.

En el centro de estos eventos esta el hecho de que la inactivacién de pRb por E7 obliga a
las células infectadas a permanecer en un estado proliferativo y escapar de la salida del ciclo

celular, mientras que la abrogacion de p53 por E6 asegura la supervivencia celular al prevenir la

apoptosis desencadenada por esta sefial de crecimiento aberrante.
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Figura 6.

Ciclo de replicacion del VPH a medida que se diferencian los queratinocitos
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Nota: Representacion esquematica del ciclo de replicacion del VPH en el contexto de un epitelio
diferenciador. En esta ilustracion se representan secciones de epitelios normales no infectados
(izquierda) e infectados por VPH (derecha). Fuente: (Schiller et al., 2010).

La replicacion del genoma viral requiere la proteina iniciadora viral E1, que contiene una
actividad helicasa-ATPasa, y la proteina viral multifuncional E2, que ayuda en el reclutamiento
especifico de E1 al ADN viral. E1 oligomeriza y ensambla como un doble hexamero en el origen
viral de la replicacién del ADN e interacta funcionalmente con varios factores de replicacion del
hospedador, como la polimerasa a-primasa. E2 también funciona como un factor de transcripcion,
capaz de trans-activacion y represion, y como mediador de la segregacion del genoma, que es
esencial para la persistencia viral. A medida que las células infectadas se diferencian, se induce la

expresion geénica tardia y la replicacion del genoma viral. Los genes amplificados son luego

empaquetados en viriones infecciosos por las proteinas L1y L2, que forman las subunidades de la
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capside icosaédrica. Finalmente, la salida viral probablemente se produce por descamacién natural

del tejido y es facilitada por la capacidad de alteracion de la queratina de E4 (Lehoux et al., 2009).

Figura 7.

Via endocitica implicada en la internalizacion y el tréfico intracelular del virus
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Nota: (A) Después de la union inicial a las HSPG y la escision de la furina, el virus se transfiere a
un receptor no identificado en la superficie celular. (B) Luego, el virus ingresa a la célula a través
de una via endociticay (C) en 4 h se localiza en el endosoma temprano. (D) A las 12 h, el virus se
desenvuelve dentro del endosoma tardio y se libera el genoma viral complejado con L2. (E) El
complejo L2-genoma transita a través del citoplasma, quizés a través de los microtubulos, y entra
al ndcleo a las 24 h. (F) Después de la entrada nuclear, el complejo co-localiza con ND10 y
comienza la transcripcion del ARN. Fuente: (Schiller et al., 2010).

3.3 Queratinocitos

La piel ha evolucionado hasta convertirse en una barrera protectora resistente y
flexible. Las capas externas de la epidermis, las capas cornificadas, estan compuestas de placas
duras y delgadas de material queratinoso, a veces denominadas escamas, que representan los restos

de celulas individuales que se desprenden constantemente de la superficie. Debajo de las capas
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cornificadas hay varios estratos suprabasales de células epidérmicas metabolicamente activas,
pero reproductivamente muertas, que estan estrechamente unidas entre si, cuya capa inferior, la
capa espinosa, tiene una intrincada membrana interdigitante con muchos desmosomas, que unen
estas células a la capa mas inferior, la , dentro de la cual ocurre la proliferacion celular. Debajo de
la epidermis, hay una dermis duray elastica que contiene muchas fibras de colageno y elastina. La
piel proporciona una proteccién eficaz contra los dafios causados por rayos ultravioleta, agentes
patdgenos y heridas menores y mayores. La gran pérdida constante de células de la superficie se
compensa mediante la actividad de division celular en la capa basal (Potten, 2004). La epidermis
estd compuesta por muchos tipos de células, entre las que se destacan los queratinocitos,

melanocitos y fibroblastos, como los méas abundantes y funcionalmente importantes (figura 8).

Figura 8.
Composicidn, estructura y tipos celulares de la epidermis: Células de Merkel, melanocitos, células

de Langerhans y gqueratinocitos.
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Fuente: ;Qué es el cancer de piel tipo melanoma? (s. f.). American Cancer Society. Recuperado
15 de noviembre de 2020, de https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-piel-tipo -melanoma
[acerca/que-es-melanoma.htmi
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En el desarrollo, los queratinocitos se originan a partir del ectodermo, formando capas
cornificadas, que participan en la formacion de estructuras como la epidermis, el cabello, las ufias
y las glandulas sebaceas; en donde cumple la funcion de contener los fluidos corporales y brindar

una proteccion de barrera contra el medio ambiente (Lee, 2015).

Figura 9.
Cambios morfoldgicos de los queratinocitos desde el estrato germinativo o basal hasta el cdrneo
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Fuente: Megias, M. P. M. (s. f.). Tipos celulares. Queratinocito. Atlas de Histologia Vegetal y
Animal. Atlas de histologia vegetal y animal. https://mmegias.webs.uvigo.es/8-tipos -
celulares/queratinocito.php

Para mantener la homeostasis tisular, la progenie de las células madre epidérmicas debe

elegir entre autorrenovarse o diferenciarse. En este proceso la metilacion del ADN vy la

modificacion de histonas juegan un papel importante, teniendo en cuenta que el inicio de la
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diferenciacion de queratinocitos implica la retirada del ciclo celular y el desprendimiento de la
membrana basal. Las células progenitoras de queratinocitos de la capa basal proliferan y se mueven
hacia arriba; lo que indica que el proceso de diferenciacion comienza en las capas suprabasales y
culmina en células muertas completamente diferenciadas en la superficie. Durante este transcurso
que tarda 14 dias, los queratinocitos muestran varios cambios morfologicos distintivos y se pueden
dividir en varias capas estratificadas (figura 9), como capas basales, espinosas, granulares y

cornificadas.

3.4 Interferon Kappa (IFN-k)

Los interferones (IFN) son una familia de citocinas relacionadas funcionalmente que
confieren una variedad de respuestas celulares que incluyen actividades antivirales,
antiproliferativas, antitumorales e inmunomoduladoras (LaFleur et al., 2001). Estas citocinas se
denominan interferones simplemente porque "interfieren" con la replicacion de un virus. Su
mecanismo de accion puede ser autocrino, influyendo directamente en las células infectadas, y
también pueden afectar simultdneamente a las células vecinas no infectadas para crear un “estado
antiviral” (Sedger, 2013). Para esto, los IFN inducen la expresion de genes que se activan
transcripcionalmente como resultado de la sefializacion del receptor de IFN (IFN-R).

Dependiendo de las propiedades estructurales, funcionales y del receptor a través del cual
sefializan intracelularmente, los interferones se clasifican como tipo 1, tipo Il o tipo Ill. Existen
multiples miembros de la clase de interferon de tipo I, que se divide en las subclases de IFN-a,
IFN-B, IFN-o ¢ IFN-k mientras que en la familia tipo I y tipo III solo existe un miembro que es

el IFN-y e IFN-A, respectivamente. Los genes de IFN-o e IFN-o son expresados
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predominantemente por leucocitos, los IFN-f por fibroblastos, los IFN-k por queratinocitos y los
IFN-y por linfocitos T y células asesinas naturales (Pindel et al., 2011).

La accion de los interferones esta mediada por tres complejos de receptores: el complejo
receptor IFNARL - IFNAR2 se une a los IFN de tipo I; el IL-10R2 - IFNLR1 se asocia a los IFN
tipo 111, y el tetramero IFNGR2 - IFNGRL1 se une a los IFN tipo I, como se observa en la figura
10 (Pindel & Sadler, 2011). Las respuestas de IFN tipo | y tipo 11 se inician en su mayor parte por
el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS), principalmente
acidos nucleicos virales, por receptores de reconocimiento de patrones multiples (PRR) (Moody,
2022). Estos PRR incluyen receptores tipo toll (TLR), receptores tipo RIG-I (RLR) (inducible por
acido retinoico), MDA5S (asociado a la diferenciacion de melanoma), cGAS (guanosina
monofosfato ciclico-adenosina monofosfato sintasa) e IFI16 (proteina 16 inducible por interferon
gamma). Los TLR son proteinas transmembrana que atraviesan el plasma o la membrana
endosomal y envian sefiales a través de diferentes conjuntos de proteinas adaptadoras (Fitzgerald
& Kagan, 2020). Los TLR endosdémicos reconocen acidos nucleicos, que pueden ser ARN
monocatenario, ARN bicatenario o ADN. RIG-1 y MDAJ5 reconocen distintas formas de ARN en
el citosol, pero usan el adaptador comin MAVS (proteina de sefializacion antiviral mitocondrial)
para la sefializacion (Kato et al., 2008). cGAS es un sensor de ADN gue se encuentra tanto en el
citoplasma como en el ndcleo, donde esta atado y se mantiene inactivo por la cromatina. Cuando
se une a ADN de doble cadena, cGAS cataliza adenosina 5'-trifosfato y guanosina 5'-trifosfato en
GMP-AMP ciclico (2'3'cGAMP). cGAMP se une y activa el adaptador STING (estimulador de
genes de interferdn), que se localiza en la membrana del reticulo endoplasmico (Ablasser et al.,
2013). IF116 es un sensor de ADN que reside tanto en el ncleo como en el citoplasma y también

puede usar STING como adaptador (Unterholzner et al., 2010).
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A pesar de reconocer distintos PAMP, las vias cGAS-STING y RLR-MAVS convergen en
la activacion de la quinasa 1 de unién a TANK (TBK1), que fosforila y activa los factores de
transcripcion IRF-3/IRF-7 para inducir la expresion de IFN tipo | y tipo Ill. Luego, los IFN se
secretan desde la célula, donde pueden unirse de manera autocrina o paracrina a sus receptores
afines (McNab et al., 2015). La union del receptor/IFN estimula la cascada de sefializacion JAK
(Janus kinase)/STAT (transductor de sefial y activador de la transcripcion), lo que resulta en la
expresion de cientos de genes estimulados por IFN (ISG) que promueven la eliminacion de

patégenos (Moody, 2022).

Figura 10.

Mecanismo de sefializacion celular inducidos por los interferones tipo I, 11y 11l
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Después de la union de los IFN, la transduccion de sefiales es iniciada por la fosforilacion
de las enzimas tirosina quinasas asociadas, JAK1y TYKZ2, que a la vez conducen al reclutamiento
y fosforilacion de los transductores de sefiales y activadores de la transcripcion, STATL y
STAT?2. Estos heterodimeros STAT1y STAT2 se pueden asociar entre si para formar el factor de
activacion GAF, o se pueden enlazar con el factor regulador de IRF9 para formar el complejo
ISGF3. Lasefalizacion de IFN culmina cuando los factores de transcripcion GAF o ISGF3 activan
los sitios promotores GAS o ISRE, respectivamente; que se encuentran corriente arriba de los
genes inducibles por interferén, desencadenando la modulacién de una amplia gama de respuestas
celulares que incluyen la actividad antiviral (Li et al., 2020).

Particularmente, el interferon kappa tipo I (IFN-x), consta de 207 aminoacidos, incluido
un péptido sefial de 27 aminoacidos y una serie de cisteinas conservadas, caracteristica de los
interferones tipo 1. El gen que codifica el IFN-k se encuentra en el brazo corto del cromosoma 9 y
se expresa selectivamente en los queratinocitos epidérmicos para amortiguar una respuesta
inmunitaria innata, impulsando los niveles basales de expresion de 1SG. La expresion de IFN-k
aumenta significativamente en los queratinocitos tras la infeccion viral, tras la exposicion a ARN
bicatenario o tras el tratamiento con IFN-y o IFN-f (LaFleur et al., 2001). A diferencia del IFN-
o/B y el IFN-A tipo III, el IFN-k es minimamente inducido por la sefializacion de PRR y actua
principalmente de forma autocrina para estimular la sefializacion de JAK/STAT vy la produccion
de ISG. Varios estudios han demostrado que la expresion de IFN-«k se suprime en queratinocitos
que contienen episomas de VPH 18, 16 o 31 de alto riesgo, asi como en tejido de biopsia positivo
para VPH y lineas celulares de cancer de cuello uterino que contienen genomas virales integrados
(Reiser et al., 2011). La expresion heterdloga de IFN-k en queratinocitos VPH positivos induce un

estado antiviral, con reexpresion de numerosos PRR, IRF e ISG, incluidos STAT1 e IFIT1, que
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han demostrado bloquear la replicacion del VPH. Ademas, la expresion ectdpica de IFN-k conduce
a un aumento de Sp100, que se localiza en las fabricas de replicacion de HPV16 y HPV31 en los

queratinocitos y reprime la expresion y replicacion del gen HPV31 (Habiger et al., 2016).

3.5 Métodos de transferencia de material genético a la célula

La transfeccion es el proceso de insertar material genético, como ADN y ARN bicatenario,
en células de mamiferos. La insercion de ADN permite la expresion o produccién de proteinas
utilizando la propia maquinaria de las células. Mientras que la insercion de ARN bicatenario se
utiliza para detener la produccion de una proteina especifica deteniendo la traduccién. Esta
poderosa herramienta ha permitido a los investigadores estudiar mejor la funcion y expresion de
los genes, la funcion de las proteinas y las mutaciones genéticas (An Introduction to Transfection
| Protocaol, s. f.).

Se han descrito multiples métodos para la transfeccién de células de mamiferos; estos
pueden subdividirse en métodos bioldgicos, quimicos y fisicos (tabla 2), y también en aquellos
métodos que generan transfeccion transitoria o transfeccion estable (Sheikh et al., 2017). La
eleccion del método depende del objetivo del experimento, pero en general el método de
transfeccion ideal deberia ser altamente reproducible y deberia dar como resultado una alta
eficiencia de transfeccion con una toxicidad celular minima y sin alteraciones fisiologicas
importantes en las células transfectadas.

La transfeccion transitoria puede usarse para investigar el impacto a corto plazo de la
expresion alterada de genes o proteinas. EI material genético transfectado de forma transitoria no
se integra en el genoma del huésped y, por lo tanto, el efecto sobre la expresion del gen diana esta

limitado en el tiempo y se pierde durante la division celular en curso. Se ha demostrado que el
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ADN introducido en las células de esta manera se encuentra en el nicleo y su impacto en la

actividad de los genes transcripcionales suele medirse tan pronto como 24 horas después de la

transfeccion (a veces antes) y la mayoria de los protocolos especifican entre 48 y 96 horas para un

efecto 6ptimo. Por otro lado, el ARN transfectado generalmente se encuentra en el citoplasma con

sus efectos diana optimos medibles durante 24-72 horas después de la transfeccion (Geisse &

Voedisch, 2012).

Tabla 2.

Métodos de transfeccion celular

Tipo Método Ventajas Desventajas
Polimero catiénico X Eficiencia variable.
v Facil de usar X Toxicidad celular por
i -~ - . ' algunos quimicos.
uimica  Lipido cationico oo
Q P v Sceolﬁg\rﬁigfnte X Puede ser dificil en
. ' células pequerfias y no
Fosfato de calcio adherentes.
Inyeccion directa v S ;
e usan para celulas
e X Puede causar una
Entrega de particulas dificiles de transfectar. toxicidad significativa a
biolisticas v’ Permite la transfeccion las células
Fisica de una sola célula o
L . . X Requiere equipo
Electroporacion v/ Ayudaa la insercion especializado y
precisa en el comparti- habilidad del operador.
Laserfeccion mento subcelular.
L X Requiere laboratorio de
v Alta eficiencia de . i
transfeccion. bl_osegurldad. .
Biolégica  Mediada por virus v Puede usarse para X Riesgo de mutagenesis

células dificiles de
transfectar.

insercional.

X Limite de tamafio de

inserto de ADN.

Adaptado de: Sheikh, S., Coultts, A. S., & La Thangue, N. B. (2017). Transfection. Basic Science
Methods for Clinical Researchers, 191-209. https://doi.org/10.1016/b978-0-12-803077-6.00011-4
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Por el contrario, una transfeccion estable es aquella en la que el ADN transfectado se
integra en el ADN cromosémico de la célula huésped o se mantiene en forma episomal. Un
marcador de seleccion, como por ejemplo un gen de resistencia a antibidticos, puede utilizarse
para seleccionar aquellas celulas que han integrado el material genético de interés y generar una
linea celular que exprese permanentemente ese gen (Sheikh et al., 2017). Cuando un gen que
codifica la resistencia a un antibiotico en particular se incorpora a un plasmido con fines de
transfeccion (en ciertas transfecciones estables), este gen permite que las células crezcan en
presencia de un antibidtico en particular (por ejemplo, kanamicina) solo cuando las células
expresan el plasmido que contiene el ADN transfectado. De esta manera, las células pueden
"seleccionarse™ creciendo en presencia del antibidtico a una concentracion que normalmente las
mataria.

Aunque la transfeccion como técnica se ha utilizado principalmente para estudiar la
funcidén de un gen o producto génico en particular mejorando o inhibiendo su expresion, la mejora
constante del método también ha hecho posible investigar la funcion de multiples genes dentro de
una célula simultaneamente y ha permitido la produccion a gran escala de proteinas recombinantes
Otras areas de aplicacion incluyen su uso en terapia génica donde un gen de interés puede
administrarse a células particulares en un intento de regular el fenotipo de una enfermedad e
inducir la generacion de células madre pluripotentes transfectando varios factores de transcripcién

diferentes (Yumura et al., 1995).

3.6 Metabolémica

La metabolémica se define como el estudio sisteméatico de metabolitos en un sistema

biolégico (Blow, 2008). Los metabolitos son pequefias moléculas organicas (50 a 1500 Daltons)
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que se caracterizan por una gran diversidad fisicoguimica en sus estructuras moleculares, entre las
que se incluyen, una amplia gama de polaridades, pesos moleculares, grupos funcionales y
reactividad quimica. Los metabolitos, tales como carbohidratos, &cidos grasos, lipidos,
aminodacidos, nucleotidos, entre otros; cambian quimicamente durante las reacciones metabdlicas
y son necesarios para el correcto crecimiento, mantenimiento y funcion de las células (Dettmer et
al., 2007; Haggarty & Burgess, 2017). A diferencia de los genes y las proteinas, cuyas funciones
estdn sujetas a regulacién epigenética y modificaciones postraduccionales; los metabolitos
cambian como resultado directo de actividad bioquimica (Patti et al., 2012). Por lo tanto, la
correlacion de las concentraciones de los metabolitos con la actividad metabdlica proporciona una
idea del fenotipo y sus cambios asociados como resultado de la respuesta celular a estimulos
genéticos o ambientales (Fiehn, 2002).

El metaboloma se define como la suma de todos los metabolitos administrados en un
sistema bioldgico en condiciones fisioldgicas particulares y se puede dividir en el exometaboloma
(metabolitos fuera de la célula) y el endometaboloma (metabolitos intracelulares) (Witting, 2013).
El andlisis del metaboloma es posible realizarlo mediante dos enfoques, el primero mediante
metaboldémica global o no dirigida, la cual tiene como objetivo proporcionar una vision imparcial
del metaboloma a través de la deteccion y cuantificacion de tantos metabolitos como sea posible
dentro de una muestra bioldgica dada (Witting, 2013); y el segundo mediante metabolémica
dirigida, cuyo objetivo es detectar y cuantificar un grupo predefinido de compuestos implicados
en rutas metabolicas especificas (Roberts et al., 2012). Las caracteristicas principales de estos dos

enfoques metabdlicos se resumen en la tabla que se muestra a continuacion:
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Tabla 3.

Clasificacion metabolomica de acuerdo al enfoque experimental

Metabolomica con enfoque no dirigido Metabolomica con enfoque dirigido

Determina tantos metabolitos como sea | Estudia un grupo predefinido de metabolitos
posible de forma cualitativa, para | seleccionados para su cuantificacion absoluta
proporcionar una vision imparcial del | (nM o mg/mL) y representan compuestos
metaboloma. Ademas, usa una cuantificacion | quimicamente  caracterizados de  rutas
relativa por comparacion entre muestras. metabolicas.

Los analisis son intensivos en datos y trabajo, | Los compuestos analizados son definidos
en su mayoria generan hipotesis durante el | quimicamente, por lo tanto, los métodos de
analisis, que deberan ser probadas | preparacion de muestra para su extraccion y
posteriormente. purificacion pueden ser optimizados.

Se pretende identificar las alteraciones | Busca detectar compuestos conocidos
metabolicas y patrones que se correlacionan | relacionados con vias especificas definidas a
con un estado fisioldgico particular. priori, con base en las hipétesis del estudio.

Adaptado de: Manchester, M., & Anand, A. (2017). Metabolomics. Advances in Virus Research,
57-81. https://doi.org/10.1016/bs.aivir.2017.02.001

El analisis del metaboloma implica varios pasos (figura 11). El estudio comienza con un
disefio experimental que consta de dos pasos principales (Pereira Braga & Adamec, 2019). El
primer paso es definir el problema bioldgico, generando las hipotesis del estudio. Con base a eso,
el segundo paso involucra varios pasos especificos y enfoques metabolémicos que incluyen
preparacion y analisis de muestras, adquisicion de datos, procesamiento previo de la informacion
adquirida y analisis e interpretacion estadisticos de los resultados.

Las caracteristicas especificas de los datos de metabolémica requieren la aplicacién de
diferentes herramientas bioinformaticas siguiendo un flujo de trabajo especifico. El primer paso
en el flujo de trabajo de metabolomica implica el uso de diferentes técnicas para aislar y

caracterizar diferentes grupos de metabolitos.


https://doi.org/10.1016/bs.aivir.2017.02.001
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Figura 11.

Flujo de trabajo de analisis del metaboloma
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Fuente: Chen, Y., Li, E., & Xu, L. (2022). Guide to Metabolomics Analysis: A Bioinformatics
Workflow. Metabolites, 12(4), 357. https://doi.org/10.3390/metabo12040357

Hay dos técnicas principales de analisis metaboldmico: espectrometria de masas (MS) y

espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) (Chen et al., 2022). La metabolomica
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basada en MS generalmente esté precedida por un paso de separacion cromatografica, que reduce
la complejidad de la muestra bioldgica y permite el analisis de MS de diferentes conjuntos de
moléculas en diferentes momentos (Beisken et al., 2015). Al mismo tiempo, MS tiene un ciclo de
analisis corto (con un tiempo de analisis que oscila entre 5 y 140 min) y permite analisis
cualitativos y cuantitativos selectivos; por lo tanto, esta técnica es la méas utilizada. Con MS se
adquieren datos espectrales en forma de una relacion masa-carga (m /z) y una intensidad relativa
del compuesto ionizado, permitiendo la deteccion de compuestos moderadamente polares y
sustancias con alta polaridad, en términos de tipos especificos de sustancias, como acidos grasos,
alcoholes, fenoles, vitaminas, &cidos organicos, poliaminas, nucledtidos, polifenoles, terpenos,
flavonoides, lipidos y entre otros (Theodoridis et al., 2011).

El segundo paso es el preprocesamiento de sefiales crudas (cromatogramas y espectros)
mediante un software especifico para el analisis cuantitativo de compuestos (por ejemplo, XCMS).
En general, este paso incluye la reduccién de ruido, la correccion del tiempo de retencién, la
deteccidn e integracion de picos y la alineacién cromatografica (Smith et al., 2006). En el tercer
paso, se realiza el procesamiento de datos y es necesario un control de calidad (QC) para
determinar la variacion de las caracteristicas de los metabolitos (si la varianza de una caracteristica
es demasiado alta, se eliminara del analisis), y para equilibrar el sesgo de la plataforma analitica y
corregir el ruido en la sefial (Mattoli et al., 2022). Luego, la normalizacién de datos se usa para
reducir el sesgo sistematico o la variacion técnica y para evitar la identificacion errénea debido a
la entrada no pareada de grandes cantidades de datos de metabolomica. Posteriormente, los datos
de picos de espectrometria de masas se utilizan para la identificacion de compuestos
comparandolos con bases de datos publicas para la identificacion de compuestos (por ejemplo,

Ceu Mass Mediator) y/o con datos estandar auténticos (normalmente a través de una biblioteca
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interna). En este paso se deben conocer los criterios para informar la anotacion e identificacion de
metabolitos de acuerdo con La Metabolomics Standards Initiative (MSI) (Salek et al., 2013). MSI
propone cuatro niveles diferentes de identificacion de metabolitos observados en la literatura
cientifica: metabolitos identificados (nivel 1), compuestos presuntamente anotados (nivel 2),
clases de compuestos presuntamente caracterizados (nivel 3) y compuestos desconocidos (nivel 4)

(figura 12).

Figura 12.

Niveles de confianza de identificacion de metabolitos

=

Description: confident 2D structure, using reference standard
or full 2D structure elucidation.

Matching requirements: at least two orthogonal
characteristics, such as MS/MS fragmentation pattern,
retention time (RT), or collision cross-section (CSS)

Description: probable structure using literature data and/or

Level 2 (High) » fragmentation spectra and/or knowledge over the RT.
"Putativelx nnorated ~ Matching requirements: at least two orthogonal
compounds”. Annotation characteristics matching and evidence of excluding the rest
verified using additional f candidates.
techniqu_es'ag.MS/MS of candidates
library)
- Description: possible structure, isomers, or class.
Level 3 (Medium) Matching requirements: more than one
“Pazt;:lygva:la:teflu?g p‘;?:tn:la)lo:?d candidate; only one characteristic matched is
et plzoperﬁeslt)hat A ma e required for supporting the proposed candidate

Description: unknown.
Matching requirements: quantifiable
featurein a sample

Adaptado de: Reisdorph, N., Walmsley, S. J., & Reisdorph, R. (2019). A Perspective and
Framework for Developing Sample Type Specific Databases for LC/MS-Based Clinical
Metabolomics. Metabolites, 10(1), 8. https://doi.org/10.3390/metabo10010008

El cuarto paso corresponde a analisis estadisticos de los datos con enfoques univariados y

multivariados. Los métodos estadisticos tradicionales determinan las relaciones entre variables
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basadndose Unicamente en criterios matematicos, sin tener en cuenta las correlaciones biologicas,
por lo que se recomienda el uso combinado de multiples técnicas estadisticas al realizar analisis
metabolémicos (Sugimoto et al.,, 2012). Los andlisis multivariados utilizan los promedios
ponderados para resumir las variables originales en menos variables y son Utiles para el analisis
exploratorio de datos. Dentro de este enfoque se encuentran el analisis de varianza multiple
(ANOVA), analisis de regresion multiple, analisis factorial, analisis de componentes principales
(PCA), analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS), anélisis de conglomerados
y aprendizaje automatico. Por otra parte los andlisis univariados proporcionan una visién general
preliminar de las caracteristicas representativas entre dos grupos de muestras, por medio de analisis
de cambio de pliegue (fold change), pruebas t y graficos de volcanes (Volcano plot). En este
contexto, se debe determinar un umbral confiable para el valor de p, para clasificar los metabolitos
expresados significativamente.

En el Gltimo paso, los metabolitos seleccionados se vinculan a su contexto bioldgico
mediante analisis de enriquecimiento. El objetivo del anélisis de enriquecimiento es explorar el
perfil de metabolitos funcionalmente relevantes para determinar el vinculo entre los cambios de la
expresion de metabolitos, el contexto bioldgico y las vias bioldgicas que tienen un impacto
significativo en un proceso bioldgico especifico de estudio (Chong et al., 2018). Los analisis de
rutas y enriquecimiento se realizan utilizando herramientas de software especializadas (por
ejemplo, Metaboanalyst) que asignan metabolitos a rutas bioguimicas conocidas basadas en
informacidn en bases de datos publicas como KEGG.

Finalmente, la metabolémica tiene el potencial de identificar moléculas que podrian
contribuir a la comprension de la patogénesis de enfermedades, asi como nuevos biomarcadores,

que otros enfoques de alto rendimiento como la transcriptomica y la proteémica pueden pasar por
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alto. Por tanto, tiene la ventaja de identificar vias nuevas e imprevistas implicadas en la infeccion
viral, la patogénesis y la respuesta fisiologica a las estrategias antivirales (O’Neill et al., 2016).
Las vias metabdlicas también se han implicado recientemente en la direccion de las respuestas
inmunitarias en general, lo que puede tener un amplio impacto en la patogénesis viral. Por ejemplo,
se ha demostrado que los intermediarios del ciclo del TCA influyen en la produccidn de citoquinas
proinflamatorias en las células dendriticas (figura 13), considerando que estos metabolitos
liberados de las células dafiadas podrian actuar como sefiales de peligro en el sistema inmunolégico

para promover respuestas rapidas a los patdgenos (O’Neill et al., 2016).

Figura 13.

Reprogramacion metabdlica por parte del sistema inmunologico
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Fuente: O’Neill, L. A. J., Kishton, R. J., & Rathmell, J. (2016). A guide to immunometabolism
for immunologists. Nature Reviews Immunology, 16(9), 553-565. https://doi.org/10.1038/
nri.2016.70
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Ademas, se ha reportado que las citoquinas interfieren en el metabolismo energético de las
células (teniendo en cuenta que los IFN de tipo | promueven la glucolisis) junto con la sintesis de
acidos grasos y colesterol, quienes actian como promotores de generacion de membranas (Hedl et
al., 2016) y precursores de metabolitos como oxiesteroles (productos de oxidacion del colesterol),
los cuales se unen a receptores acoplados a proteinas que regulan la migracion de las células
inmunitarias (Hannedouche et al., 2011). Por otra parte, los virus son incapaces de metabolizarse
por si mismos, por lo que dependen completamente del metabolismo de carbohidratos,
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos del hospedador. Por ejemplo, muchos virus
inducen cambios en el reticulo endoplasmico de la célula huésped, que es el organulo en donde se
traducen proteinas secretoras y de membrana, para afectar la fluidez de la membrana celular; y con
ello favorecer su entrada, replicacion y ensamblaje (Yu Y etal., 2011). En este sentido se observa
que existe una relacion mutua entre replicacion viral, metabolismo y defensa del huésped,
comprobando la importancia de realizar estudios metabolicos que permitan construir las rutas

metabdlicas implicadas y su funcién en procesos inmunolégicos (Fritsch, 2016).

4. Metodologia

Para llevar a cabo la parte experimental y el andlisis de los resultados, se realiz6 la siguiente
ruta metodoldgica: 1) Extraccién del plasmido pCMV-3Tag-1A con IFN-k de las bacterias E. coli
competentes One Shot™ Sthl3™; 2) cultivo y transfeccion de las lineas celulares SiHa y HaCat;
3) comprobacion de la reexpresion del IFN-k por ddPCR; 4) estandarizacion del método de

extraccion de metabolitos (preparacion de la muestra); 5) analisis de las muestras por UHPLC-
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Orbitrap/HRMS y 6) procesamiento y analisis estadistico de los datos con enfoque metabolomico

no dirigido. Esta ruta metodologica se puede observar de manera general en la figura 14.

Figura 14.
Diagrama general de la metodologia desarrollada en el proyecto de investigacion
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4.1 Extraccién del plasmido pCMV-3Tag-1A clonado con IFN-k (pCMV-1FNK)
El plasmido pCMV-3Tag-1A (Stratagene) fue clonado con el gen de 624 bp que codifica
para IFN-k humano (Genbank NM_020124) en investigaciones realizadas anteriormente por el Dr.

Bladimiro Rincon (Rincon-Orozco et al., 2009). Este plasmido se amplificd transformando por
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choque térmico bacterias E. coli quimiocompetentes One Shot™ Stbl3™ (ThermoFisher
C737303), por Ms. Brigitte Pefia, en el Laboratorio de Genética Molecular Enfermedades
Infecciosas y Cancer (GEMEICA). Posteriormente, el plasmido pCMV-IFNK, fue extraido y
purificado a partir de 2 mL de suspensidn bacteriana por la técnica de lisis alcalina, Miniprep,
utilizando el kit Invisorb Spin Plasmid Mini Two de Invitek molecular (Berlin, Alemania),
siguiendo las indicaciones del fabricante.

Brevemente, se afiadieron los 2 mL de la suspension bacteriana en un Eppendorf, se
centrifug6 a 12000 xg durante 1 min y se descarté el sobrenadante. Luego las bacterias del pellet
se lisaron con la solucion A (que contiene el detergente SDS) haciendo vortex; se desnaturaliz6 el
ARN con la solucion B (que contiene ARNasa) mezclando por inversion; y se separd el ADN
plasmidico de los restos celulares con la solucién C (que contiene acetato de potasio) mezclando
por inversion y centrifugando a 14000 xg durante 5 min. Enseguida se purifico el ADN plasmidico
adicionando el sobrenadante sobre una columna Invisorb spin (que tiene afinidad por el ADN) y
centrifugando a 11000 xg durante 1 min. Luego se agregd la solucion de lavado (que contiene
etanol) sobre la columna, se centrifugé a 11000 xg durante 1 min, se descarto el filtrado y se
centrifug6 una segunda vez a 11000 xg durante 3 min (para descartar el etanol residual). Después,
en un nuevo eppendorf se eluy6 el ADN plasmidico afiadiendo agua grado de biologia molecular
sobre la columna y centrifugando a 11000 xg durante 1 min.

Finalmente, se cuantificd la concentracion de ADN plasmidico (obteniendo 20 a 25 ug por
cada extraccion) y los radios de absorbancia entre 260/280 y 260/230 en el espectrofotometro QFX
Fluorometer de DeNovix (Wilmington, USA). Se realizaron 8 extracciones con Miniprep con el

fin obtener la concentracion necesaria de plasmido para toda la investigacion (146 ug).



ESTUDIO METABOLICO DE REEXPRESION IN VITRO DE IFN-k o4

4.1.1 Confirmacion del plasmido pCMV-1FNk extraido con Miniprep
La confirmacion del plasmido extraido se realizd a 4 muestras por medio de digestion

enzimatica, amplificacion del IFN-k con PCR y secuenciacion del gen.

4.1.1.1 Digestion enzimatica. Se realizo una digestion del plasmido pCMV-IFNk con las
enzimas de restriccion BamHI-HF y Bsal-HF de New England Biolabs (Massachusetts, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante durante 20 minutos a 37 °C. Luego se realizd una
electroforesis utilizando un sistema horizontal Mini-Sub® Cell GT vy la fuente de alimentacion
basica PowerPac de Bio-Rad (California, USA). Se corrieron 25 uL de los productos de la
digestion en un gel con concentracion de agarosa al 1,0%, a 80 voltios de potencia durante 1 hora.
Se utilizo el patrén de peso molecular de 1 kb de Promega (Madison, WI USA) y para comprobar
la integridad y pureza del ADN plasmidico también se corri6 el plasmido sin digerir. Se tifi6 el gel
con HydraGreen de ACTGene (Nueva Jersey, USA) y se visualizd el ADN en el sistema de

iméagenes iBright CL1500 de Thermo Fisher Scientific Inc. (Massachusetts, USA).

4.1.1.2 Amplificacién del IFN-k. Se utilizé la GoTaqg® Green Master Mix de Promega
(Wisconsin, USA) para realizar la amplificacion de un fragmento de 621 pares de bases del gen de
IFNk. La mezcla para la PCR tuvo un volumen final de 25 pl como se muestra en la tabla 4. Las
concentraciones de ADN oscilaron entre 50 a 250 ng, y se disefiaron los cebadores IFNKk-Forward:
5-ATGAGCACCAAACCTGATATGAT-3' e IFNk-Reverse: 5-TTTCCTCCTGAATAGAGC
TGT-3'. Se utilizo el termociclador T100 de Bio-Rad (California, USA), siguiendo el programa de

amplificacion descrito en la tabla 5.
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Tabla 4.

Componentes de la reaccion de amplificacion por PCR

Componente PCR Concentracion Volumen
Cebadores 10 uM 1uM 2,0 uL
ADN 50 - 250 ng 3uL
Agua (Biologia molecular) - 7,5uL
Master Mix GoTaq Green 2X
DNTPs 0,2 mM
Taq polimerasa 5u 12,5uL
MgClI2 1,5mM
Volumen final 25 uL

Tabla 5.

Programa de amplificacion en el termociclador T100 de Bio-Rad

Programa PCR
N° de ciclos Paso Temperatura Tiempo

1 Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
35 Alineamiento 58°C 30 segundos
Extension 72°C 60 segundos

1 Extension final 72°C 5 minutos

- Conservacion 4°C 0

Posteriormente se corrieron 25 uL de los productos amplificados en la PCR en un gel con
concentracion de agarosa al 1,0%, a 80 voltios de potencia durante 1 hora. Se utilizo el patron de
peso molecular de 1 kb de Promega (Madison, WI USA). Se tifi6 el gel con HydraGreen de
ACTGene (Nueva Jersey, USA) vy se visualizd el ADN en el sistema de imagenes iBright CL1500

de Thermo Fisher Scientific Inc. (Massachusetts, USA).

4.1.1.3 Secuenciacion del IFN-k. Las identidades de los amplicones obtenidos, se

corroboraron por medio de secuenciacion con el método de Sanger, realizado por el servicio del


https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/g/gotaq-green-master-mix-protocol.pdf?rev=87143910365a492eb4bd0933f903621a&sc_lang=en
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Laboratorio de Genética de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander
(Bucaramanga, Colombia). Para este analisis se eluyeron las bandas de IFN-k del gel realizado en
el protocolo 6.1.1.2, utilizando el kit Monarch de New England Biolabs (Massachusetts, USA).
Este ADN eludido se envid al laboratorio junto con los cebadores del protocolo 6.1.1.2, siguiendo

las instrucciones de preparacion de muestras para enviar a secuenciacion.

4.2 Cultivo y transfeccion de las lineas celulares SiHa y HaCat

Las lineas celulares inmortalizadas utilizadas en esta investigacion fueron: SiHa, que
corresponden a células de carcinoma cervical humano causado por VPH-16 (ATCC, HTB-35) y
HaCat, que corresponden a células de queratinocitos humanos no tumorales (ATCC, PCS-200-
010). Estas células se mantuvieron en cultivo durante todo el desarrollo del estudio, en frascos de
cultivo de fondo plano (75 cm?) con Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM),
suplementado con 10 % de suero bovino fetal (SBF) y antibiotico PenStrep 1X (este medio se
denomina medio completo), bajo unas condiciones de incubacion a 37 °C con un porcentaje de
CO: al 5% y humedad controlada. Ademas, cuando tenian una confluencia mayor al 50 % se
realizaban los pases celulares con tripsinizacion para cultivarlas de nuevo en un frasco, en placas
con pozos de diferentes tamafios o en cajas Petri, dependiendo del andlisis a realizar. En el proceso
de tripsinizacion las células fueron despegadas con tripsina 1X durante 10 min; cumplido este
tiempo la enzima fue inactivada con medio completo y el pellet celular se obtuvo por
centrifugacion a 1600 rpm durante 10 min. Este pellet se resuspendi6 en 1 mL de medio completo
para determinar el nimero de células en el contador CellDrop FL de DeNovix (Wilmington, USA),
y a partir de este resultado se realizaron los calculos para sembrar la cantidad de células necesarias

en los diferentes analisis.
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4.2.1 Estandarizacion de la transfeccion con el plasmido pEGFP-C1

La estandarizacion de la transfeccion en las lineas celulares SiHa y HaCat se realizo en
placas de cultivo de 48 pozos con una confluencia celular del 80% que corresponde a 50.000
células. En el dia 1 se realizaba el pase, conteo y siembra de las células en la placa, con 300 uL/pozo
de medio DMEM suplementado con 10 % de SBF sin antibiotico (este medio se denomina DMEM
10 %). En el dia 2 se observaba la confluencia celular en el microscopio ZOE Fluorescent Cell
Imager de Bio-Rad y si las células estaban en buen estado y tenian la confluencia adecuada, se
procedia a realizar la transfeccion con el plasmido pEGFP-C1 y el reactivo TransFectin, conocido
como transfectina (Bio-Rad). Para ello, se retiraba el medio del dia anterior y se adicionaban los
siguientes volumenes de DMEM 10 %: 300 uL/pozo de sobre las células control (que no seran
expuestas a los complejos de transfeccion) y 250 ulL/pozo sobre las células que se van a
transfectadas. Luego se preparaban los complejos de transfeccion con DMEM sin SBF ni
antibidtico (este medio se denomina DMEM puro), como se muestra en la figura 15. Una vez
adicionada la solucién del tubo 1 sobre la solucion del tubo 2, se mezclé suavemente por inversion
el tubo 3 y se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos, para permitir la formacion de
los complejos de transfeccion (ADN-lipido). Pasado este tiempo, se adicion0 gota a gota en forma
de espiral la solucion del tubo 3 sobre los pozos que contienen las células, se centrifug6 la placa a
1000 xg durante 30 min para ayudar a bajar los complejos de ADN-lipido a la superficie celular
(spinoculation), y se llevé la placa a la incubadora.

Posteriormente en los dias 3, 4 y 5 se observaron las células en el microscopio ZOE con el
canal de fluorescencia verde (excitacion a 480 nm y emision a 517 nm) para comprobar la
eficiencia de la transfeccion pasadas 24, 48 y 72 horas, a través de la expresion de la Proteina

Verde Fluorescente (GFP).
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Figura 15.

Mezcla de ADN plasmidico y transfectina para formar los complejos de transfeccion
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25 uL de DMEM puro 25 uL de DMEM puro transfeccion

4.2.2 Transfeccion con los plasmidos pCMV-empty y pCMV-I1FNk

Con base en los resultados de estandarizacion de la transfeccion y siguiendo las
indicaciones del manual del reactivo TransFectin, se escalaron las concentraciones del ADN
plasmidico y de la transfectina (tabla 6), para transfectar un mayor nimero de células SiHa y
HaCat. Fue necesario aumentar el nimero de células, considerando que para la extraccion del ARN
se requieren de 1 a 2 x 10° células y para la extraccion de los metabolitos son necesarias de 1 a 2
x 108 células. El proceso de transfeccion en estos analisis se llevo a cabo con los mismos pasos de
los protocolos 6.2 y 6.2.1, a excepcion del seguimiento de la expresion de la proteina GFP en el
microscopio ZOE, puesto que los plasmidos pCMV-empty y pCMV-IFNK no tienen en su
estructura esta proteina reportera. En estos ensayos se incluyeron células que no fueron expuestas
al proceso de transfeccion (control 1), células transfectadas con el plasmido pCMV-empty (control

2) y células transfectadas con el plasmido pCMV-IFNk (tratamiento).
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Tabla 6.

Condiciones experimentales para realizar transfecciones de un mayor nimero de células

Células sembradas en placa de 24 pozos para posterior extraccion de ARN
(N° de células =2 x 10°)

Nombre Volumen de Tubo 1 Tubo 2
DMEM 10% (Eppendorf de 1,5 mL) (Eppendorf de 1,5 mL)
Control 1 500 uL - -
Control 2 400 UL 0,5 ug de pCMV-empty 2,0 uL de transfectina
(mock) 50 uL. de DMEM puro 50 uL. de DMEM puro
Tratamiento 0,5 ug de pPCMV-IFNk 2,0 uL de transfectina
400 uL
(IFN-k) 50 uL de DMEM puro 50 uL de DMEM puro

Células sembradas en caja Petri de 100 mm para posterior extraccion de metabolitos*
(N° de células = 2 x 10° )

Nombre Volumen de Tubo 1 Tubo 2
DMEM 10% (falcon 15 mL) (falcon 15 mL)
Control 1 6,0 mL - -
Control 2 30mL 18 ug de pCMV-empty 30 uL de transfectina
(mock) ' 1,5 mL de DMEM puro 1,5 mL de DMEM puro
Tratamiento 30mL 18 ug de pCMV-IFNk 30 uL de transfectina
(IFN-k) ' 1,5 mL de DMEM puro 1,5 mL de DMEM puro

* Estas células controles y tratamiento se realizaron por cuadruplicado biol6gico

4.3 Comprobacidn de la expresion transcripcional del 1FN-k
Para comprobar la expresion del IFN-k se extrajo el ARN gendmico (pasadas 48 h de
transfeccion), se purifico, se retrotranscribid, se amplifico y finalmente se cuantificé de manera

absoluta por PCR digital en gotas (ddPCR).

6.3.1 Extraccién del ARN de las células control y tratamiento
Considerando que para extraer el ARN es necesario obtener el pellet celular, se
tripsinizaron las células SiHa y HaCat (controles y tratamiento) en la placa de 24 pozos. En el

proceso normal de pase celular, el medio de cultivo se descartaba. En este caso, al observar en el
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microscopio ZOE (en campo claro) que un gran porcentaje de las células tratadas (después de 48
h) se encontraba en suspension o estaban proximas a despegarse, se optd por no descartar los
medios de cultivo de los controles y tratamiento, depositandolos en eppendorf por separado y
centrifugandolos a 1600 rpm durante 10 min. Al pellet resultante (denominado pellet 1) se
resuspendio en 500 uL de buffer PBS 1X. Posteriormente, se llevd a cabo el proceso de
tripsinizacion en las células adheridas a la placa para obtener el pellet 2, que también se
resuspendio en 500 uL de PBS 1X. Luego se afiadieron las células resuspendidas del pellet 1 sobre
el pellet 2 y se centrifugacion a 1600 rpm durante 10 min, para obtener el pellet 3. Finalmente, a
este pellet 3 se le descartd completamente el sobrenadante y se procedio a extraerle el ARN.
El ARN genomico se extrajo utilizando el kit RNeasy plus mini de Qiagen (Hilden, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se lisaron y homogeneizan en
un tampon RLT Plus con isotiocianato de guanidina altamente desnaturalizante, que inactivd
inmediatamente las ARNasas, garantizando el aislamiento del ARN intacto. Luego, el lisado se
paso a través de una columna gDNA Eliminator que, en combinacion con el buffer con alto
contenido de sal, elimind la mayoria del ADN gendmico. Después se afiadié etanol para
proporcionar las condiciones de unién adecuadas para el ARN y la muestra se agreg6 sobre una
columna RNeasy con membrana de silice que se une especificamente al ARN. Enseguida se
realizaron varios lavados a la membrana con buffers que contienen etanol para remover cualquier
resto no deseado. Finalmente, se eluyd el ARN con agua libre de ARNasas y se cuantifico en el
espectrofotometro QFX Fluorometer de DeNovix (Wilmington, USA).
4.3.2 Retrotranscripcion del ARN a ADNc

Se llevé a cabo una retrotranscripcion de dos pasos (figura 16) al ARN extraido

anteriormente, con LunaScript RT SuperMix de NEB (NEB #E3010). Igualmente, se realizé un
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control a cada muestra con la mezcla sin RT de NEB (No-RT Control Mix). Para ello, se preparo
la mezcla de reaccion (tabla 7) y se utilizé el termociclador T100 de Bio-Rad (California, USA),

siguiendo el programa de retrotranscripcion descrito en la tabla 8.

Figura 16.

Comparacion entre la retrotranscripcion de un paso y dos pasos (RT-PCR)

3 g

RT-gPCR de un solo paso RT-qPCR de dos pasos
La sintesisde ADNc y la gPCR se realizan en un Unico EI ADNc se sintetiza en una reaccion y luego se usa
recipiente de reaccién con un tampdn de reaccién comin una alicuota para un experimento de gPCR posterior.
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Adaptado de: One step and Two step RT-PCR. Genaxxon Bioscience - Online Shop.
https://www.genaxxon.com/blog/one-step-and-two-step-rt-pcr

Tabla 7.
Componentes de la reaccion de retrotranscripcion

Componente RT-PCR Concentracién Volumen
LunaScript RT SuperMix
1X 4,0 uL
(5X) ,0u
ARN 1ug 8,0 uL
Agua (Biologia molecular) - 8,0 uL

Volumen final 20 uL
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Tabla 8.
Programa de retrotranscripcion en el termociclador T100 de Bio-Rad

Programa RT-PCR

N° de ciclos Paso Temperatura Tiempo
Primer recorrido 25°C 2 minutos
1 Sintesis ADNc 55°C 10 minutos
Inactivacion por calor 95°C 1 minuto
- Conservacion 4°C 0

Posteriormente, para confirmar la presencia de ARN sin ADN contaminante, se amplificd
un fragmento del gen de la Tubulina humana con los cebadores Tubulina-Fw-2.0: 5'-
TCCATACCCTGTTAATTGAGCTT-3' y Tubulina-Rev-2.0: 5'-CATCCAGGACAGAATCAA
CCA-3' utilizando la GoTaq Green Master Mix de Promega y siguiendo el protocolo 6.1.1.2
anteriormente descrito. Se corrié una electroforesis en gel de agarosa al 2% para comprobar la
presencia del fragmento de 121 pb en las muestras y la ausencia de banda en los controles sin RT.
Finalmente, se amplificé un fragmento corto del gen IFN-k con los primers IFNKshort-Fw-2.0: 5'-
AGTCACCTGGCAAAATCTGA-3' e IFNKshort-Rev-2.0: 5'-CCCTC TTCATAGGTTGGGTG-

3' para confirmar el fragmento de 128 pb en un gel de agarosa al 2%.

4.3.3 Cuantificacion absoluta del ADNc por ddPCR

La ddPCR se llevé a cabo utilizando el sistema de PCR digital en gotas QX200 de Bio-
Rad (California, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Antes de la generacion de gotas, las muestras de ADNCc (resultado del protocolo 6.3.2) se
mezclaron en un tubo Eppendorf de 0,5 mL con los reactivos de la PCR de la siguiente forma: 12

uL de Supermix ddPCR para EvaGreen 2X, 1,2 uL de los cebadores IFNKshort (descritos en el
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protocolo 6.3.2) para una concentracion final de 125 nM, 5,8 uL de agua y 5 uL del ADNCc, para
un volumen final de 24 uL. Luego, se cargaron 20 uL de la mezcla de reaccion (en los pocillos
sample) junto con 70 uL de aceite compatible con EvaGreen (en los pocillos oil) en el cartucho
DGS8, el cual se ubico en el generador de gotas QX200. Aqui se mezclé por microfluidica la
muestra con el aceite, de tal manera que el ADNc se almacend en gotas del tamafio de 20.000

nanolitros.

Figura 17.
Equipos y reactivos del sistema QX200 ddPCR

Lector de

gotas QX200 &= PR - Generador de gotas QX200

i t Cartucho DG8

1
e

Termociclador

C1000 Aceite compatible
con EvaGreen

Supermix ddPCR
para EvaGreen

Adaptado de: Droplet Digital PCR Applications Guide. Bio-Rad. https://www.bio-
rad.com/sites/default/files/webroot/web/pdf/lIsr/literature/Bulletin_6407.pdf

Una vez generadas las gotas en los pocillos droplet del cartucho, se transfirieron 40 uL a
una placa de PCR de 96 pocillos, que se sello térmicamente con aluminio en un sellador de placas
de PCR PX1 de Bio-Rad (California, USA) y se coloco en el termociclador C1000 de Bio-Rad

(California, USA). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
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Tabla 9.
Programa de amplificacion en el termociclador C1000 de Bio-Rad
Programa ddPCR
N° de ciclos Temperatura Tiempo Rampa
1 95°C 5 minutos 2°Clseg
40 95°C 30 segundos 2°Clseg
58°C 1 minuto 2°Clseg
1 4°C 5 minutos 2°Clseg
1 90°C 5 minutos 2°Clseg
- 4°C 0 -

Después de la amplificacion por ddPCR, las muestras se colocaron en el lector de gotas
QX200, el cual analiz6 cada gota individualmente usando un sistema de deteccion de fluorescencia
con canales oOpticos de dos colores (FAM y HEX), contando tanto las gotas PCR positivas como
PCR negativas. Finalmente, los resultados fueron procesados en el software QuantaSoft
(QuantaSoft Software, version 1.7, Bio-Rad), con el cudl se obtuvieron diferentes graficas que
permitieron analizar el nimero de eventos (gotas generadas) y la cuantificacién absoluta del ADNc

en cada muestra.

4.4 Analisis metabolémico no dirigido
Se utiliz6 la técnica analitica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
de alta resolucién (UHPLC-Orbitrap/HRMS) para llevar a cabo el estudio del metaboloma. Para
ello, inicialmente se estandarizo la preparacion de las muestras, que contenian como analitos, los
metabolitos extraidos de células SiHa (sin transfeccion). Luego se selecciono el método que
presento la mayor cantidad de caracteristicas (relaciones m/z) y se aplico el mismo procedimiento

para las células de estudio SiHa y HaCat, tanto control (sin transfeccion y transfectadas con
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pCMV-empty) como tratamiento (transfectadas con pCMV-IFNK). Finalmente, los datos fueron
procesados y analizados mediante analisis estadisticos uni- y multivariados (Fold-change, Volcano

plot, PCA, PLS-DA), para identificar los metabolitos caracteristicos de cada caso experimental.

4.4.1 Estandarizacion de la extraccion de los metabolitos

Para estandarizar el método de extraccion de los metabolitos en células adherentes de
mamifero, se tomd como referencia el protocolo del European Molecular Biology Laboratory
(EMBL) (Protocols Used for LC-MS Analysis — Metabolomics Core Facility, n.d.), variando el
namero de células SiHa de 1 a 2 x 108, para determinar cuél era la cantidad minima de células que
permitian detectar mas de 1000 caracteristicas (relaciones m/z representativas). Estas células se
sembraron por triplicado para cada método en cajas Petri de 100 mm con 6 mL, siguiendo el
protocolo de cultivo mencionado en la seccion 6.2. Pasadas 24 horas y observando que las células
estaban adheridas, se procedi6 a extraer los metabolitos. Para ello, primero se aspird
completamente el medio de cultivo (6 mL), se deposito en Falcon de 15 mL y se centrifug6 a 1600
rpm durante 10 min, con el propoésito de precipitar y recuperar aquellas células que se encontraban
en suspension o estaban proximas a despegarse. Posteriormente, se descartd completamente el
sobrenadante se resuspendid el pellet en 5 mL de solucion de acetato de amonio 10 Mm (solucién
de lavado), se volvio a centrifugar, se descarto el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 2 mL
de solucidn de extraccion fria. La composicion de esta solucion se vario del método M1-1 a M3-2
(tabla 10).

Por otra parte, las células adheridas a la caja Petri, se lavaron con 5 mL de solucion de
lavado (para retirar cualquier resto de medio de cultivo), se les adicion6 2 mL de solucién de

extraccion fria junto con los 2 mL de las células resuspendidas en el falcén, y se incubaron a -80°C
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durante 20 min. Pasado el tiempo, se ubicaron las cajas Petri sobre bloques de hielo frio, se
desprendieron completamente las células con cell scraper, se transfirieron junto con la solucién de
extraccion a eppendorf de 2,0 mL, se homogenizé con haciendo vértex y se colocaron en un bafio
de ultrasonidos (con hielo) durante 10 min. Enseguida, se centrifugé a 14000 xg durante 10 min a
4°C (para precipitar los restos celulares), se transfirieron a nuevos tubos Eppendorf de 2,0 mL los
sobrenadantes que contienen los metabolitos y se secaron las muestras en un SpeedVac
(SPD130DLX, Thermo Scientific) para concentrar los metabolitos. Finalmente, se resuspendieron
los metabolitos en 300 uL de metanol acuoso al 80% (solucidn de reconstitucion), se filtraron con
un filtro estéril de 0,22 um, se prepararon las muestras de control de calidad (tomando volimenes
iguales de todas las muestras del estudio hasta completar 300 uL) y se analizaron por UHPLC-

Orbitrap/HRMS. Las variables y condiciones de este experimento se muestran en la tabla 10.

Tabla 10.
Condiciones experimentales para estandarizar el método de extraccion de metabolitos en células SiHa
Meétodo N° de Solucion de Lisis* Solucion de Solucion de
celulas lavado extraccion** reconstitucion
M1-1 1x10° Ace_ztato de CT+S MeOH:H0 (8:2) MeOH 80%
amonio 10 mM
M1-2 2 x 10 Acetato de CT+S MeOH:H,0 (8:2) MeOH 80%
amonio 10 mM
Blanco 1 - - CT+S MeOH:H20 (8:2) MeOH 80%
Acetato de MeOH:H0 (8:2) +
M2-1 1x 1068 : 2 0
amonio 10mM  CT*S  4cigo formicoal 5% vy MEOH 80%
Acetato de MeOH:H20 (8:2) +
M2-2 2 x 10° : 2 0
amonio 10mM ST *+S  4cido formico al 5% viv (2 il
: 2) +
Blanco 2 i i cT+s | MeOHH.0(82) MeOH 80%
acido formico al 5% v/v
Acetato de MeOH:ACN:H.0O
M3-1 1x 108 ; 2
amonio 10 mM CT+S (442) MeOH 80%

amonio 10 mM (4:4:2)
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MeOH:ACN:H:0

Blanco 3 - - CT+S (4:4:2)

MeOH 80%

Control de calidad: Se prepararon tomando volimenes iguales de todas las muestras del estudio hasta
completar 300 uL

*CT + S = Choque Térmico + Sonicacion
**Todas las soluciones de extraccion contienen 5,0 ppm del patrén interno (Z-Gly-Tyr-OH)

A partir del procesamiento y analisis de estos datos en los softwares XCMS online (version
3.7) y Xcalibur (OPTON-30965, Thermo Scientific), se determind que el método de extraccion
optimo fue el M3-2. Por lo tanto, los metabolitos de las células de estudio SiHa y HaCat, tanto
control (sin transfeccién y transfectadas con pCMV-empty) como tratamiento (transfectadas con
pCMV-IFNK) se extrajeron siguiendo el método 3-2, siguiendo las condiciones descritas
anteriormente (solamente se cambio la concentracion del patron interno (Z-Gly-Tyr-OH) de 5,0

ppm a 0,5 ppm).

4.4.2 Analisis de los metabolitos extraidos por UHPLC-Orbitrap/HRMS

Los metabolitos extraidos se analizaron mediante cromatografia liquida de ultra alta
eficiencia acoplada a un espectrometro de masas de alta resolucion (UHPLC-ESI-Orbitrap/HRMS)
utilizando un equipo OrbitrapTM Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Sunnyvale, CA, USA)
equipado con una columna Hypersil GOLD TM aQ (Thermo Fisher Scientific, Sunnyvale, CA,
USA; 100 X 2,1 mm, 1,9 um de tamafo de particula). La fase mévil, compuesta por acido formico
al 0,2% en agua (A) y acido formico al 0,2% en acetonitrilo (B), se aplicé para una elucion en
gradiente utilizando el siguiente programa: 100% A cambiando linealmente a 100% B en 8 min,
se mantuvo constante durante 4 min, se volvié a 100% A en 1 min y se mantuvo en equilibrio

durante 3 min. El caudal de la fase movil fue de 300 uL/min y el volumen de inyeccion de 1 uL.
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La espectrometria de masas de los metabolitos separados se llevo a cabo utilizando un sistema de
deteccidn de corriente ionica de tipo Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Scientific, Sunny, CA,
USA), equipado con una interfaz de ionizacion por electrospray con calentamiento (HESI) operado
en modo positivo y negativo. El Orbitrap funcioné en modo de barrido MS completo con una
resolucion de 70000. Los iones se enviaron para su fragmentacion a la celda de disociacion de
colisiones de alta energia (HCD) a diferentes energias (10 eV y 20 eV) en modo de barrido
escalonado. Para cada energia de colision, se utilizé una resolucion RFWHM de 35000, y un AGC
de 3 x 10° y un tiempo de inyeccion de la cdmara C-trap de 50 ms. Todos los espectros de masas

se obtuvieron en modo de adquisicion de iones positivos y negativos en el intervalo m/z 50-1000.

4.4.3 Procesamiento y analisis estadistico de los datos
Los datos MS obtenidos se convirtieron en archivos de formato raw a mzXML, utilizando
la herramienta MSconvert (software ProteoWizard 3.0), y se cargaron en la plataforma interactiva

en linea XCMS (version 3.7, https://xcmsonline.scripps.edu/). Los ajustes de los pardmetros para

el procesamiento de los datos por XCMS fueron los siguientes: Se ejecutd un analisis Multigrupo
(con las muestras control, tratamiento y control de calidad) en el modo centWave para la deteccion
de caracteristicas (Appm = 5 ppm, anchura minima del pico = 5 s, y anchura méxima del pico =
20 s); la correccidn del tiempo de retencion se realizd con un método obiwarp (profStep = 1); y
para la alineacion del cromatograma: minfrac = 0,5, bw =5, mzwid = 0,015. La matriz de datos se
filtré en funcion del coeficiente de variacion (CV) de las muestras de control de calidad (QC). Se
eliminaron los datos con mayor dispersion en la media (CV > 30%). Una vez depurados los datos,
se generd una plantilla con las caracteristicas (m/z) significativas, con sus respectivos valores de

intensidad en cada una de las réplicas, para posterior analisis estadistico en el software
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Metaboanalyst online (version 5.0, https://www.metaboanalyst.ca/). Los ajustes de los parametros

para el procesamiento estadistico de los datos en MetaboAnalyst fueron los siguientes: Tipo de
datos = intensidad de los picos, formato = muestras no emparejadas, normalizacion de las muestras
= normalizacion por suma, transformacién de datos = ninguno y escalado de datos = escalado
automatico.

A continuacion, para determinar las caracteristicas diferenciales entre los controles y
tratamientos, las matrices de datos se sometieron a analisis estadisticos multivariados y univariados
en el software MetaboAnalyst. En esta investigacion se utilizaron los analisis de componentes
principales (PCA) y la medida de la importancia de la variable en la proyeccion (VIP) del analisis
discriminante de minimo cuadrados parciales (PLS-DA), utilizando como parametro de seleccion
un valor de VIP mayor a 1,5.

Posteriormente, la identificacion presuntiva de los metabolitos de interés (correspondientes
a las caracteristicas - m/z- estadisticamente significativas) se llevé a cabo utilizando la plataforma

CEU Mass Mediator (version 3.0, http://ceumass.eps.uspceu.es/) la cual contiene una biblioteca

de datos espectrales con las principales bases de datos de compuestos bioquimicos (KEEG,
HMDB, Metlin, LipidMaps, PubChem). Aqui, mediante una bldsqueda avanzada se ingresaron las
relaciones m/z y sus respectivos tiempos de retencion; se filtraron con una tolerancia menor o igual
a 5 ppm y se utilizaron los principalmente los aductos [M-H]" y [M+H]" para el modo de
adquisicion en iones negativo y positivo, respectivamente. Sin embargo, cuando no se encontraban
metabolitos con estos aductos, se utilizaron [M+CI]", [M-H-H20]", [M-HCOOH-H]", [M+Na]",
[M+K]*, [M+NH4]*, [M+H-H20]*, [M-HCOOH-H]*y [M+2H]*? como segunda opcion. Ademas,

solamente se consideraron compuestos funcionalmente relacionados con células de mamifero.
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Aquellas relaciones m/z que no se encontraban en esta biblioteca o que no cumplian con los
requisitos de los filtros de busqueda, se asignaron como “desconocidos”.

Finalmente, con estos metabolitos identificados presuntivamente, utilizando el software
MetaboAnalyst se establecid su modulacion positiva y negativa en los controles y tratamiento, de
acuerdo a graficas de mapas de calor, y se realizd un andlisis de enriquecimiento para determinar
las vias metabdlicas moduladas por la expresion del IFN-k, considerando como significativas

aquellas rutas con un valor de p menor a 0,05.

5. Resultados y discusion

5.1 Extraccién y confirmacion del plasmido pCMV-3-Tag-1A con IFN-k

Los plasmidos son fragmentos de ADN extracromosémico circular que se replican de
forma independiente del ADN cromosomico y se segregan en las células hijas resultantes. Se
encuentran principalmente en bacterias (aunque se pueden estar presentes en arqueas y eucariotas)
en donde desempefian un papel bioldégico muy importante como resistencia antibidtica. En su
forma mas simple, estan constituidos por un origen de replicacion bacteriano (ori), un gen de
resistencia a los antibioticos y al menos un sitio Unico de reconocimiento de enzimas de restriccion
(MCS). En biologia molecular se utilizan diferentes plasmidos como vectores de clonacién o de
expresion para transportar segmentos de ADN foraneo en una célula huésped. Para ello, la
tecnologia del ADN recombinante ha optimizado la estructura de los plasmidos adicionando una
regién promotora necesaria para la generacion de ARN, una secuencia potenciadora para aumentar
la transcripcion del inserto, una secuencia de terminacién que indica en donde se detiene el proceso

de transcripcién, un marcador de seleccion de resistencia a antibioticos (diferente a la seleccién de
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las células bacterianas) o una proteina fluorescente, y una secuencia corta de primers como punto

de inicio para la amplificacién por PCR o la secuenciacion del ADN del plasmido.

Figura 18.

Mapa circular del plasmido pCMV-3Tag-1A
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El plasmido empleado en este estudio fue el pCMV-3Tag-1A (Stratagene). Este es un

vector de expresion en mamiferos con un tamafio de 4219 bp, que se caracteriza porque marca

proteinas con un epitopo 3XFLAG N-terminal, permitiendo una alta deteccion y purificacion de

la proteina recombinante sin afectar la funcion de la misma. Adicionalmente, como se observa en

la figura 18, su estructura esta compuesta por un ori (pUC) y dos sitios promotores (T3 'y T7) que
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generan un alto nimero de copias en las bacterias competentes con resistencia a Ampicilina; dos
sitios promotores fuertes de expresion constitutiva en eucariotas (CMV y SV40) con un
potenciador temprano inmediato de CMV, dos marcadores de seleccion estables (Kanamicina y
Neomicina), un sitio de clonacion maltiple con un amplio numero de enzimas de restriccion, un
coddn de inicio ATG y codones de parada con adicion de cola poli (A) para la produccién de un
ARNmM maduro para su traduccion.

En investigaciones anteriores realizadas por el Dr. Bladimiro Rincon (Rincon-Orozco et
al., 2009), fue clonado el gen de 621 bp que codifica para IFN-k humano (Genbank NM_020124)
en el MCS del pPCMV-3Tag-1A en direccion 5’a 3°, generando un plasmido de 4840 bp, el cual se
identificard como pCMV-IFNk para fines practicos. Este plasmido a la vez fue clonado y
amplificado en bacterias E. coli competentes One Shot™ StbI3™ (ThermoFisher C737303), por
Ms. Brigitte Pefia, en el Laboratorio de Genética Molecular Enfermedades Infecciosas y Cancer
(GEMEICA). Posteriormente, el plasmido pCMV-1FNk amplificado, fue extraido de las bacterias
por la técnica de lisis alcalina miniprep. Este método se basa en las diferentes propiedades de
desnaturalizacion y renaturalizaciéon entre el ADN plasmidico (pequefios fragmentos de ADN
circular cerrados covalentemente) y el ADN bacteriano (tamafio grande que en el proceso de lisis
se fragmenta en cadenas lineales largas). Inicialmente, el aumento de pH con una base fuerte en
presencia de una detergente fuertemente anionico (SDS) provoca la lisis celular (ya que solubiliza
las proteinas y los fosfolipidos de la membrana) junto con la desnaturalizacion del ADN
cromosomico y del ARN (quién se digiere por la presencia de ARNasa en la solucién), ocasionado
la liberacion de ADN plasmidico (los plasmidos se ven menos afectados por su estructura pequefia
y superenrrollada). Luego para renaturalizar rapidamente el ADN plasmidico en suspension, se

neutraliza el medio adicionando una solucidn con una concentracion alta de una sal (acetato de
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potasio), que ocasiona la separacion del plasmido del ADN cromosomico, basado en la
coprecipitacion de este ultimo unido a la pared celular con complejos insolubles que contienen sal,
detergente y proteinas. Enseguida para separar los restos celulares del ADN plasmidico se adiciona
el lisado sobre una columna Invisorb spin en donde el ADN plasmidico es adsorbido en la
membrana y los demas componentes son arrastrados por la fuerza centrifuga. Finalmente, el ADN
plasmidico es eludido de la columna con agua de grado de biologia molecular y se cuantifica en
un espectrofotometro (tabla 11). Siguiendo este método se obtienen a partir de 2 mL de inoculo de

bacterias competentes, entre 20 y 25 ug de ADN plasmidico.

Tabla 11.

Resultados de cuantificacion del ADN plasmidico extraido con miniprep

Muestra de plasmido  Concentracion Factor A260 A260/A280 A260/A230
1 220,521 ng/uL 50 4,4104 2,06 2,36
2 218,656 ng/uL 50 4,373 2,07 2,32
3 260,324 ng/uL 50 5,2065 191 1,18
4 211,032 ng/uL 50 4,2206 1,99 1,99

Ahora bien, es necesario confirmar la pureza y la estructura del pCMV-IFNk aislado, para
determinar que el ADN plasmidico extraido y cuantificado corresponde al vector correcto. Para tal
fin, se realizaron a cuatro muestras extraidas con miniprep una digestion enzimatica con las
endonucleasas BamHI-HF y Bsal-HF, junto con una PCR para comprobar la presencia del inserto

de IFN-K, y se mandé a secuenciar el amplicon por el método de Sanger (figura 19).
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Figura 19.
Confirmacién del plasmido extraido pCMV-3Tag-1A clonado con el gen del IFN-k
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Nota: (a) Electroforesis en gel de agarosa del gen amplificado de IFN-k por PCR, del plasmido de
estudio digerido con dos endonucleasas (BamHI-HF y Bsal-HF) y del plasmido sin digerir en su
conformacién original (b) Secuencia de la proteina que codifica el gen de IFN-k que se encuentra
en el plasmido de estudio (la flecha roja indica la posicion de la sustitucion conservativa de un
aminoéacido).
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La electroforesis en gel de agarosa utilizada para separar por tamafio e identificar los
fragmentos de ADN digeridos y amplificados por PCR, permite confirmar la presencia del IFN-k
en las cuatro muestras de los plasmidos extraidos, puesto que se observa la presencia de una banda
en la regién entre 600 y 700 bp. Adicionalmente en los pozos que contienen el plasmido sin digerir
se presenta una unica banda de un tamafio entre 4000 y 6000 bp, indicando que el plasmido esta
integro y no fue degradado en el proceso de extraccion. En el caso del plasmido digerido con las
endonucleasas, se observan levemente los fragmentos correspondientes a 1744 bp y 3096 bp, que
sumados dan el tamafio total del plasmido. Por otra parte, comparando la estructura reportada en
la literatura para IFN-k con los resultados de la secuenciacion, se observa que el gen clonado tiene
una modificacion de dos nucleétidos que ocasiona un cambio de los aminoacidos, acido glutamico
(Glu) por lisina (Lys) en la posicion 133 de la proteina. Sin embargo, esta modificacion no afecta
funcionalmente a la proteina, puesto que es una sustitucion conservativa, en donde ambos

aminoéacidos tienen propiedades bioguimicas similares (French & Robson, 1983).

5.2 Transfeccion de las lineas celulares SiHa y HaCat

La transfeccion mediada por lipidos utiliza lipidos cationicos para administrar ADN a las
células. En esta investigacion se utilizé el reactivo lipidico TransFectin, que consta de una mezcla
de lipidos catidnicos patentados y un DOPE colipidico (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina), el cual al mezclarse con el ADN plasmidico lo encapsula e ingresa a la célula
a través de endocitosis. Considerando que el plasmido pCMV-IFNK no tiene en su estructura una
proteina reportera, como por ejemplo GFP, que permita visualizar facil y rapidamente si la
transfeccion fue exitosa o no, se decidié utilizar el plasmido pEGFP-C1 (Addgene), con el fin de

estandarizar la concentracion adecuada del lipido y del ADN plasmidico (ya que concentraciones
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muy elevadas pueden llegar a ser toxicas para las células) y determinar indirectamente el tiempo

en que se encuentra en mayor cantidad el transcrito para realizar la extraccion del ARNm.

Tabla 12.
Resultados de la transfeccion de las lineas celulares SiHa y HaCat con el plasmido pEGFP-C1
SiHa HaCat
Gl Transfectadas con Control Transfectadas con
PEGFP-C1 pEGFP-C1

Pasadas 0 horas de transfeccion

Pasadas 24 horas de transfeccién

Pasadas 48 horas de transfeccién

Pasadas 72 horas de transfeccién
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De acuerdo a estos resultados se observa que las células que no fueron transfectadas con el
plasmido pEGFP-C1 no presentan ningun tipo de fluorescencia, mientras que las células
transfectadas si emiten una fluorescencia verde, que indica la expresion de la proteina GFP en las
células SiHa y HaCat. Esto permite, en primer lugar, comprobar que el reactivo TransFectin se
encuentra en buen estado y logra una transfeccion eficiente. En segundo lugar, se observa que la
expresion de la proteina GFP aumenta conforme pasa el tiempo de transfeccion (maximo 72 horas
considerando que es una transfeccidn transitoria), por ende, se tomaron como referencia estos
resultados para extraer el ARNm de IFN-k pasadas 48 h de transfeccion. Ademas, se determind
que para un plato de 48 pozos con una confluencia celular del 80% (aproximadamente 50.000
células por pozo), la cantidad adecuada de ADN plasmidico fue de 0,25 ug y 1 uL de TransFectin,
puesto que las células no se vieron afectadas en cuanto a su viabilidad, indicando que estas
concentraciones no son toxicas para estas dos lineas celulares.

Ahora bien, para realizar la extraccion del transcrito de IFN-k y de los metabolitos en las
células de estudio, se necesitdé de un mayor nimero de células para lograr tener las cantidades
sugeridas de estos analitos en los protocolos siguientes. Por consiguiente, se tomaron como
referencia las concentraciones ADN plasmidico y TransFectin en el plato de 48 pozos y se
escalaron para un plato de 24 pozos y una caja Petri de 100 mm.

Conforme a los resultados presentados en la tabla 13, se puede analizar que hay un cambio
de morfologia en las células transfectadas con el plasmido pCMV-IFNK, en comparacion con las
células control sin transfeccion y transfectadas con pCMV-empty (células mock). Este cambio
fisiolégico es alin mas notorio en las células SiHa puesto que se ven deterioradas, despegadas, con
una disminucion en su tamafio y en su proliferacion. Estas caracteristicas se asocian con la muerte

celular por apoptosis 0 necrosis.
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Tabla 13.
Resultados de la transfeccion de las lineas celulares SiHa y HaCat con el plasmido pCMV-empty

y pPCMV-IFNk

Pasadas 0 horas de transfeccion

Pasadas 48 horas de transfeccion

Pasadas 0 horas de transfeccion

Pasadas 48 horas de transfeccion
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Figura 20.

Secuencia de cambios estructurales en los mecanismos de muerte celular por apoptosis y necrosis

Fuente: Kerr, J. F. R., Gobé¢, G. C., Winterford, C. M., & Harmont, B. V. (1995). Chapter 1
Anatomical Methods in Cell Death. Methods in Cell Biology, 1-27. doi:10.1016/s0091-
679x(08)61921-4

Como se observa en la figura 20, cuando la célula (1) esta sufriendo apoptosis se observa

una reduccion en el volumen celular y marginacion de la cromatina (2) junto con la fragmentacion
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del ndcleo y aparicion de cuerpos apoptoticos (3). Estos cuerpos apoptoticos son fagocitados por
macrofagos o células vecinas (4) para degradarlos en residuos celulares (5 y 6). En el caso de la
necrosis, esta se manifiesta por un agrupamiento aleatorio de la cromatina, tumefaccion
(inflamacion) de las mitocondrias, degradacion de los ribosomas y de la membrana celular (7), y
finalmente la desintegracion de los diferentes componentes celulares (8) (Kerr et al., 1995). A
partir de esto se puede postular que probablemente la reexpresion del IFN-k activo un estado de
muerte celular en la linea tumoral SiHa. Este hallazgo se correlaciona con datos previamente
publicados, en donde se estable que la disminucidn de la reproduccion de células cancerigenas
cervicales corresponde con la baja expresion del oncogén E6 del VPH-16 (Rincon-Orozco et al.,
2009).

El mecanismo de transfeccion empleado en este estudio comprende una serie de pasos que
van desde la entrada del ADN plasmidico a través de la membrana celular, el transito en el
citoplasma, el ingreso al nucleo, la transcripcion y la traduccion. Inicialmente es necesaria la
formacion de los complejos lipidicos con el acido nucleico (pCMV-IFNk + TransFectin), los
cuales se forman por la interaccion de la carga negativa de los grupos fosfato del ADN con la carga
positiva del reactivo de transfeccidn lipidico. Estos complejos catiénicos a la vez interaccionan
con los proteoglicanos de heparan sulfato de la membrana celular (cargados negativamente),
ocasionando su encapsulamiento en vesiculas endociticas que permiten el ingreso del acido
nucleico al citosol. Una vez ingresan a la célula, el pPCMV-IFNK debe transitar hacia el nucleo para
que se produzca la expresion génica del IFN-k. Para ello los plasmidos se unen rapidamente a un
gran numero de proteinas para formar grandes complejos ADN-proteina (figura 21). Los factores
de transcripcion unidos al ADN interactian con la importina f, la dineina y la quinesina para el

movimiento a lo largo de los microttbulos hacia el nacleo (Bai et al., 2017). Luego la entrada
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nuclear esta mediada por la importina B quien permite el ingreso del pCMV-IFNKk a través del

complejo de poro nuclear (NPC).

Figura 21.
Esquema de trafico intracelular general de pldsmidos desde la membrana celular al ndcleo
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Fuente: Bai, H., Lester, G. M. S., Petishnok, L. C., & Dean, D. S. (2017). Cytoplasmic transport
and nuclear import of plasmid DNA. Bioscience Reports, 37(6).
https://doi.org/10.1042/bsr20160616

Una vez ingresa el pPCMV-IFNK, al nucleo, el sitio promotor de citomegalovirus (CMV) es

reconocido por la ARN polimerasa para dar inicio a la transcripcion constitutiva del gen de IFN-k

ubicado en direccion 5° a 3° después del codon de inicio ATG. Alli la ARN polimerasa desenrolla
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el ADN, separandolo en dos hebras: la hebra codificante, cuya secuencia corresponde al transcripto
de ARNm producido, y la hebra molde, que es la cadena copiada por la ARN polimerasa en la
direccion 5°a 3’, hasta que se encuentra con la secuencia de terminacion. Como resultado, la ARN
polimerasa y el transcrito primario se liberan del ADN, y el ARNm es exportado al citoplasma
para traducirse en proteina.

El proceso de traduccion sucede en los ribosomas, los cuales se dividen en una subunidad
ribosomal pequefia y grande. La subunidad pequefia se una al extremo 5’ de la molécula de ARNm
y se mueve a lo largo de esta hasta que encuentra el codon de inicio, AUG. Alli se detiene y espera
el ARNL iniciador, que tiene la subunidad ribosomal grande. Una vez todos estos componentes
estén en su lugar, el ribosoma puede empezar a traducir la proteina de IFN-k formando enlaces
peptidicos entre los aminoacidos, gracias a la peptidil transferasa. Esta traduccion termina cuando

el ribosoma se encuentra con un coddén de parada (Thieman & Palladino, 2010).

5.3 Comprobacion de la expresidn transcripcional del 1FN-k

5.3.1 Extraccion del ARN de las lineas celulares de estudio

La extraccion del ARN representa un paso clave para detectar e identificar correctamente
el transcrito de IFN-k, ya que los resultados de las técnicas moleculares de PCR de transcripcion
inversa (RT-PCR) y PCR digital (ddPCR) dependen netamente de la calidad y concentracion del
ARN vy la pureza de la muestra. Evidentemente para extraer el ARN no se pueden utilizar los
mismos métodos de extraccion de ADN, como por ejemplo el método de miniprep mencionado
anteriormente, ya que estos acidos nucleicos son muy diferentes estructuralmente. A demas,

extraer ARN intacto resulta una tarea laboriosa, puesto que las ARNasas abundan en el ambiente;
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razon por la cual se debe realizar cuidadosamente considerando condiciones asépticas y que todos
los materiales empleados estén libres de estas enzimas. Teniendo en cuenta lo anterior, se utiliz6
el RNeasy Plus Mini kit de Quiagen (QUIAGEN 74034). El principio general que utiliza este kit
es el uso de un buffer que contiene el detergente TritonX junto con los agentes caotropicos
tiocianato de guanidinio y beta mercapto etanol para lisar las células y degradar el ADN, proteinas
y ARNasas. Seguidamente, este kit emplea doble método de purificacion siguiendo el principio de
la cromatografia de afinidad; primero se separa el ADN del ARN, utilizando una columna gDNA
Eliminator, la cual tiene una membrana que retiene al ADN y deja pasar los restos celulares y el
ARN en la fase mdvil organica. Luego, para separar el ARN de los restos celulares, se agrega
etanol al 70%, de tal manera que el ARN queda en la fase acuosa, y se agrega esta mezcla sobre
una columna RNeasy, que tiene una membrana de silica que tiene una alta afinidad por el ARN.
Por ultimo, se realizan varios lavados a la membrana con soluciones tampo6n que contienen etanol,
para eliminar cualquier resto no deseado, y se eluye el ARN con agua libre de ARNasas.

Ahora bien, para cuantificar y medir la pureza del ARN extraido, se utiliza un
espectrofotometro DeNovix. Para los acidos nucleicos se usan principalmente 3 longitudes de onda
en el rango de ultravioleta (UV): A 260 nm se mide la cantidad de ARN o ADN presente en la
muestra, multiplicado la absorbancia por el factor de conversion (basado en el coeficiente de
extincién unico para cada acido nucleico); a 280 nm se estiman la cantidad de proteinas
considerando que los aminoacidos aromaticos absorben en esta longitud, y a 230 nm se determina
la cantidad de otros contaminantes como etanol o tiocionato de guanidina presente en las
soluciones de la extraccion. A continuacién, se presenta una tabla con los resultados de los ARN

extraidos de las células SiHa y HaCat (controles y tratamiento).
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Tabla 14.

Resultados de cuantificacion del ARN extraido con RNeasy Plus Mini kit

Muestra de ARN Concentracion Factor A260 A260/A280 A260/A230
SiHa (S1) 42,496 ngluL 40,00 1,0624 1,90 1,41
SiHa mock (S2) 24,143 ng/uL 40,00 0,6036 1,38 0,68
SiHa IFN-k (S3) 15,955 ng/uL 40,00 0,3889 1,96 0,95
HaCat (H1) 47,982 ng/uL 40,00 1,1996 1,92 1,00
HaCat mock (H2) 72,788 ng/uL 40,00 1,9197 1,98 1,29
HaCat IFN-k (H3) 149,172 ng/uL 40,00 3,7293 2,07 0,86

Un ARN puro presenta una relacion A260/A280 = 1,9 - 2,1 y una relacion A260/A230 =
2,0 - 2,2. Sin embargo, valores mayores a 1,7 son aceptables. En este caso la mayoria de las
muestras de ARN extraidas de las células tuvieron una pureza adecuada respecto a contaminacion
con proteinas, a excepcion de la muestra SiHa + pCMV-empty. Sin embargo, todas las muestras
parecen tener una contaminacion con etanol, porque se encuentran por debajo de los rangos
establecidos en la relaciéon A260/A230. Esto Gltimo se podria mejorar realizando una segunda
centrifugacion antes de eluir el ARN con el agua libre de nucleasas, para eliminar la mayor

cantidad posible de las soluciones de lavado que contienen etanol.

5.3.2 Retrotranscripcion del ARN a ADNc

Con el proposito de determinar cualitativamente la reexpresion del IFN-k en las células
SiHa y HaCat, se realiz6 una retro transcripcién del ARN extraido. Para ello se utilizé el kit
LunaScript RT SuperMix, el cual viene con un vial LunaScript RT SuperMix y otro vial de No-
RT Control Mix. El primero cuenta con: la transcriptasa inversa termoestable Luna, que permite

la sintesis del ADN complementario (ADNCc) a temperaturas elevadas; cebadores aleatorios de
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hexanucleotidos y poli-dT que tienen una cobertura uniforme a lo largo de los objetivos poly A;y
el inhibidor de ARNasa murina para proteger el ARN molde de degradacion. El segundo, se utiliza
como un control para verificar la presencia de ADN gendmico o productos de arrastre durante la
extraccion del ARN, que pueden interferir en la cuantificacion especifica. Una vez completado el
proceso de RT-PCR se obtuvo el ADNc, a partir del cual se amplifico la tubulina (como control
de eficiencia de la RT-PCR) y el IFN-k (figura 22).

La electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados de la RT (+) y RT ()
permitié confirmar que los reactivos empleados en las PCR (NTC) y las muestras de ARN
extraidas no se encuentran contaminados con ADN, puesto que en la RT (-) tanto de la tubulina

como del IFN-k no se observo ninguna banda amplificada.

Figura 22.
Confirmacién del transcrito de IFN-k en las células SiHa y HaCat transfectadas
RT+ Tubulina RT- Tubulina RT+ IFN-k RT- INF-k
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Mass (ng) Kilobases
4 -

*NTC =Blanco de laPCR  *C+ = pCMV-INFk
(b)
Nota: Resultados de la RT-PCR del ARN extraido de células (a) SiHa y (b) HaCat

Por otra parte, los resultados de la RT (+) de tubulina demuestran que se llevo a cabo de
manera correcta la extraccion de ARN y la RT-PCR, puesto que la tubulina, al ser un gen
constitutivo que se encuentra en todas las células sirve como punto referencia en los procesos de
extraccion de material genético y como control de que no se inhibié la PCR. Ademas, los resultados
de la RT (+) del IFN-k, muestran una banda entre 100 y 200 bp, correspondiente al tamafio de la
region amplificada por los cebadores de IFN-k utilizados, permitiendo confirmar cualitativamente
la presencia del transcrito IFN-k en las células SiHa y HaCat. Sin embargo, se observa la banda
del IFN-k tanto en las células control (sin transfeccion y transfectadas con pCMV-empty) y
tratamiento (transfectadas con pCMV-IFNK), indicando que las células por si mismas tienen una

expresion basal minima de esta proteina. Por lo tanto, con estos resultados no fue posible
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determinar la reexpresion esta citoquina y fue necesario realizar la cuantificacion del ADNc para

comparar su concentracion en estado basal y luego de la transfeccion.

5.3.3 Cuantificacion absoluta del ADNc por ddPCR

La tecnologia Droplet Digital PCR (ddPCR) es un método de PCR de tercera generacion
que permite una deteccion ultrasensible de acidos nucleicos y su cuantificacion absoluta. Su
sensibilidad es debida al sistema de emulsidn de gotas agua-aceite que forma miles de particiones
que separan las moléculas de ADN molde, convirtiendo cada gota en un espacio en donde se
amplifica el ADN. En la PCR convencional, se realiza una sola medicién por muestra, mientras
que en ddPCR, la muestra se divide en gotas del tamafio de 1 nL, permitiendo la medicién de
minimo 10.000 eventos de amplificacion independientes dentro de una misma muestra. Después
de la amplificacion del ADNc (obtenido en el paso anterior de retrotranscripcion) , las muestras se
analizan en el lector de gotas QX200, en donde se mide la cantidad de ADNc en cada gota por
medio de un sistema de deteccion de fluorescencia con dos canales dpticos, que cuenta tanto las
gotas PCR positivas como PCR negativas; las cuales se diferencian porque las primeras, que
contienen al menos una copia del blanco, exhiben una mayor intensidad del fluoroforo FAM en
comparacion con las ultimas. Con base en lo anterior, se obtuvieron los siguientes resultados para

las células SiHa y HaCat con sus respectivos controles y tratamientos:
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Figura 23.
Cuantificacion del numero de copias de IFN-k en las lineas celulares transfectadas por medio de

PCR de tercera generacion (ddPCR)
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Nota: (a-d) Numero de eventos totales vs. la deteccion de fluorescencia FAM en el canal dptico 1
(Chl). (b-e) Cantidad de eventos totales, positivos y negativos para cada muestra (c-f)
Concentracion del ADNc de IFN-k (copias/uL de muestra).
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Los resultados de la ddPCR procesados en el software QuantaSoft (QuantaSoft Software,
version 1.7, Bio-Rad), permiten analizar el numero de eventos (gotas generadas) y la
cuantificacion absoluta del ADNc en cada muestra. En la grafica 22a-d se relacionan el nimero de
eventos totales vs. la deteccion de fluorescencia FAM en el canal optico 1 (Chl). Aqui se puede
determinar que la intensidad de fluorescencia para gotas PCR negativas (representadas con puntos
negros) es menor a 10.000, por ende, este valor fue el umbral para designar las gotas PCR positivas
(representadas con puntos azules). Ademas, se observd en primera instancia que la cantidad de
gotas con el target amplificado (IFN-k) es muy significativa en las células SiHa y HaCat
transfectadas, puesto que hay una alta densidad de puntos azules para estas muestras.
Posteriormente, se gener6 una grafica de barras (grafica 22 b-e), en donde se muestran la cantidad
de eventos totales, positivos y negativos para cada muestra; obteniendo un numero de gotas totales
mayor a 10.000 para la mayoria de las muestras (a excepcion de la muestra control HaCat que solo
tuvo 8840), predominando la cantidad de eventos positivos sobre los negativos. Estos resultados
permiten determinar que la eficiencia en el proceso de formacion de gotas en el cartucho esta entre
un 50 y 80 %, generando unos resultados estadisticamente confiables. Finalmente, en la grafica 22
c-f se muestra la concentracion del IFN-k (copias/uL de muestra) que al multiplicarse por los 20
uL de Master mix utilizada, calculan el namero de copias totales. Con estos resultados se puede
determinar con mayor certeza la reexpresion del 1IFN-k, mediada por el proceso de transfeccion
transitoria las lineas celulares de estudio, puesto que las muestras control 1 (sin transfeccién) y
control 2 (transfectadas con pCMV-empty) tienen un nimero de copias de IFN-k entre 40 y 215,
mientras que las células tratamiento (transfectadas con pCMV-IFNK) tienen un nimero de copias

de 13.380 (SiHa) y 8.420 (HaCat).
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5.4 Estandarizacion del método de extraccion de los metabolitos

La preparacion de la muestra en un andalisis metabolomico es fundamental, considerando
que de este proceso depende la cantidad de metabolitos extraidos y por ende la calidad de los
resultados a la hora de determinar las rutas metabolicas diferenciales entre controles y
tratamientos. Asi pues, para estandarizar el método de extraccion de los metabolitos en células
adherentes de mamifero, se tom6 como referencia el protocolo del European Molecular Biology
Laboratory (EMBL) (Protocols Used for LC-MS Analysis — Metabolomics Core Facility, n.d.),
variando el nimero de células SiHa de 1 a 2 x 10°, para determinar cudl era la cantidad minima de
células que permitian detectar mas de 1000 caracteristicas (relaciones m/z representativas) junto
con el solvente de extraccion (seccion 6.4.1, tabla 10). Estas muestras se analizaron por la técnica
de cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion (UHPLC-Orbitrap/HRMS), la cual se caracteriza por su capacidad de separar los
analitos con constates de distribucion muy cercanas (Kp) gracias a la dimension de la columna
(longitud, diametro interno y grosor de la fase estacionaria); y por la precision del analizador-
detector Orbitrap, que funciona como una trampa de iones que los separa de acuerdo a su relacion
m/z y a su frecuencia de oscilacion en un campo eléctrico (E. Stashenko et al., 2009). Los datos
obtenidos de estos analisis se procesaron en el software XCMS para corregir el tiempo de retencion
e integrar los picos detectados en los triplicados de muestras de cada método. Luego estas muestras
se compararon con el control de calidad, para validar el método analitico y filtrar los datos
obtenidos, por medio de la varianza de las intensidades de una relacién m/z entre las réplicas.
Aguellas con un coeficiente de variacion mayor al 30% fueron eliminadas del analisis. En la figura
24 se muestran la cantidad datos crudos y filtrados, en modo de iones positivo y negativo, para

cada método de extraccion.
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Figura 24.

Cantidad de relaciones m/z correspondientes a metabolitos extraidos en cada método
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Cantidad de relaciones m/z en modo positivo + negativo
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Nota: Cantidad de relaciones m/z: (a) detectadas en modo positivo con aducto [M+H]+ (b)
detectadas en modo negativo con aducto [M-H]- (c) totales.

De acuerdo con las gréaficas de barras, se observd que no hay una variacion significativa
entre cada método de extraccion, indicando que se pueden utilizar 1 o 2 millones de células para
los analisis posteriores. Inicialmente, el método M2-2 condujo a una mayor cantidad de
caracteristicas (relaciones m/z) en modo de iones positivo (2804 en total). Sin embargo, cuando se
filtraron los datos con un coeficiente de variacion menor al 30%, todos los métodos resultaron en
promedio un total de 1800 caracteristicas (figura 24a). En el caso de las relaciones m/z en modo
de iones negativo (figura 24b), el método de mayor cantidad fue el M1-2, tanto de los datos crudos
(1450 en total) como de los corregidos (1036). No obstante, al sumar la cantidad de caracteristicas
corregidas tanto en modo de iones positivo como negativo (figura 24c) se observo que todos los

métodos resultaron en alrededor de 2600 a 2800 caracteristicas.
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Ahora bien, el hecho de que un método logre extraer la mayor cantidad de caracteristicas
no implica necesariamente que obtenga los compuestos en una alta concentracion. Para analizar si
habian diferencias en este aspecto entre los métodos, se compararon las areas relativas del patron
interno (Z-Gly-Tyr-OH) con la de doce metabolitos (seleccionados como metabolitos involucrados
en las principales rutas metabolicas) que forman aductos [M+H]+ o [M-H]-. En el software
Xcalibur se analizaron los resultados respecto a la presencia de los iones moleculares, iones
fragmento y areas relativas (apéndice A) de los metabolitos seleccionados, para relacionar con el

porcentaje de recuperacion y reproducibilidad de los métodos (Figura 25).

Figura 25.
Eficiencia de los métodos de extraccion comparando las areas relativas del patron interno con las

de algunos metabolitos implicados en las principales rutas metabdlicas
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Nota: (a) Cromatograma y espectro de masas del patron interno (Z-Gly-Tyr-OH) analizado con el
método de extraccion M3-2 (b) Area relativa del patron interno y de los metabolitos seleccionados,
con los diferentes métodos de extraccion.

Estos resultados permitieron concluir una vez mas que no hay diferencias muy relevantes
entre los métodos de extraccion, todos mostraron un porcentaje de recuperacion similar y, en
general, todo el proceso después de extraccion se llevo a cabo correctamente, ya que el patron
interno fue adicionado en las soluciones de extraccion, se siguié todo el protocolo establecido, y
en todos los métodos la concentracion de este patron es muy similar. A partir de estos analisis, se
decidié implementar el método de extraccion M3-2, para tener una solucién de extraccion de
polaridad alta y media, afin con la naturaleza de un amplio rango de metabolitos; y también se
opto por bajar la concentracion del patrén interno de 5 ppm a 0,5 ppm para el siguiente estudio de

analisis metabolico no dirigido.
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5.5 Analisis metaboldémico no dirigido de las células control y tratamiento

Una vez determinado el método de extraccion de metabolitos y comprobada la reexpresion
del IFN-k en las células de estudio; se procedi6 a escalar la transfeccion mediada por lipidos, para
realizar el analisis metabdlico aplicando una estrategia no dirigida. Para ello, se cultivaron 2 x 10°
células SiHa y HaCat, se transfectaron y se extrajeron los metabolitos pasadas 48 h de transfeccion
siguiendo el método M3-2. Al igual que en la transfeccion a pequefia escala en los platos de 24
pozos (tabla 13), se observé un cambio en la morfologia de las células SiHa transfectadas con el
plasmido pPCMV-IFNK. Tal y como se describio en la seccion 7.2, las células tratadas con IFN-k
se observaron deterioradas, despegadas, con una disminucién en su tamafio y en su proliferacion;

caracteristicas fisioldgicas asociadas con la muerte celular por apoptosis 0 necrosis.

5.5.1 Procesamiento de los datos cromatograficos y espectrales en el software XCMS

Los datos crudos de los experimentos analizados por la técnica UHPLC-Orbitrap/HRMS,
se procesaron en el software XCMS para reducir el ruido, corregir el tiempo de retencién con
respecto a su desviacion, alinear el cromatograma de iones totales (TIC) y detectar e integrar los
picos (ver ejemplo en la figura 26). En este software se realizaron seis trabajos multigrupo
utilizando los parametros descritos en la seccion 6.4.3. En el primero y segundo se compararon
todos los grupos de muestras con el control de calidad (QC), para validar la técnica analitica.
Posteriormente, para resolver la pregunta de investigacion de este proyecto, se compararon los
controles y tratamiento de las células SiHa (tercer y cuarto trabajo) y HaCat (quinto y sexto
trabajo). Los trabajos pares (2, 4 y 6) se llevaron a cabo con los datos crudos adquiridos en modo

positivo y los impares (1, 3y 5) con los datos crudos obtenidos en modo negativo.
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Figura 26.

Resultados del procesamiento de las muestras en el primer trabajo multigrupo
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De acuerdo a Smith y colaboradores (2006), la separacién y deteccion simultaneas de
analitos mediante LC y MS genera conjuntos de datos complejos que requieren un procesamiento
significativo antes de que se puedan analizar estadisticamente las multiples muestras. El analisis
multigrupo de XCMS permite la comparacion de méas de dos grupos de muestras independientes,
para identificar las caracteristicas de metabolitos cuyo patrén de variacion es estadisticamente
significativo, por medio de analisis de varianza univariado (ANOVA). Dentro de este analisis se
utilizan una serie de algoritmos para caracterizar de manera reproducible los picos en los tres
espacios dimensionales de tiempo, masa e intensidad. El algoritmo seleccionado para la deteccion
de picos fue centWave, puesto que se ha reportado en el suavizado de datos de espectrometria de
masas de alta resolucion; junto con el algoritmo estandar obiwarp para la correccion del tiempo de
retencion (Forsberg et al., 2018). De manera general, se observo en todos los trabajos realizados
que el cromatograma de iones totales (TIC) original (figura 26a) no se diferencio
significativamente del TIC corregido (figura 26b), lo cual indica que las condiciones de la corrida
cromatografica fueron estables y que la correccion aplicada tuvo un impacto minimo en el perfil
del cromatograma.

Una vez identificados los picos significativos en las muestras individuales, estos se
compararon entre muestras para realizar el calculo de las desviaciones del tiempo de retencion y
la comparacion de la intensidad de iones relativa, utilizando secciones de intervalo fijo de 0,025
m/z de ancho para hacer coincidir los picos en el dominio de masas. Los perfiles de desviacion del
tiempo de retencién utilizados para alinear los analisis de los grupos de muestras, resultan de
comparar la mediana del tiempo de retencién y la desviacion de la mediana para cada muestra de

un grupo (figura 26¢), en donde una desviacion positiva indica que la muestra eluy6 después del
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tiempo medio de retencion y una desviacion negativa indica que la muestra eluyé antes del tiempo

medio de retencion (Smith et al., 2006).

5.5.2 Validacion de la técnica analitica con el control de calidad

Como resultado del anterior procesamiento de los datos crudos, se obtuvieron las matrices
con las intensidades de las caracteristicas detectadas (relaciones m/z) para cada grupo de muestras,
tanto en el modo de iones positivo como negativo. Estas matrices de datos se filtraron en funcion
del coeficiente de variacion (CV) de las muestras de control de calidad (QC), en donde se
eliminaron los datos con un CV > 30%. Originalmente la matriz del trabajo 1 contenia 5239
caracteristicas y el trabajo 2 contenia 4192. Luego del filtro, el trabajo 1 resultdé con 2239
caracteristicas y el trabajo 2 con 1679. Una vez depurados los datos, se gener6 la matriz de datos
con las caracteristicas (m/z) y sus respectivos valores de intensidad en cada una de las réplicas,
para verificar la calidad del método analitico visualizando el comportamiento de las muestras por
medio de un Analisis de Componentes Principales (PCA) en el software Metaboanalyst 5.0. Los
datos empleados en el PCA fueron normalizados y escalados para corregir las diferencias de
intensidad maxima no deseadas y para estabilizar la variacion dentro del conjunto de datos. La
normalizacion aplicada fue por suma, en donde cada valor intensidad de una caracteristica se
divide por la suma total de las intensidades de la misma caracteristica y el cociente se multiplica
por 100, para expresar en unidades de porcentaje. El enfoque de escala fue autoescalado en donde
cada pico esta centrado en la media y dividido por la desviacidn estandar de la columna, haciendo

que la desviacién estandar de cada metabolito sea igual a 1 (Di Guida et al., 2016).
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Figura 27.

Analisis de Componentes Principales de las muestras de estudio frente al control de calidad
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Nota: (a) Trabajo 1. Comparacion de todas las muestras vs QC en modo de iones positivo, (b)
trabajo 2: comparacion de todas las muestras vs QC en modo de iones negativo.

Los analisis el control de calidad permiten validar los datos para asegurar que las
diferencias significativas observadas entre los grupos de muestras se deben realmente a un cambio
en las intensidades de las caracteristicas, y no a factores de azar (extraccion equivocada de alguna
muestra, corrida cromatografica deficiente, errores técnicos, entre otros). A partir del
agrupamiento de las muestras en los PCA se puede observar que las réplicas de la muestra de QC
tanto en modo de iones positivo (figura 27a) como negativo (figura 27b), estan agrupadas entre si
(representadas en color gris) y no se superponen con las muestras de estudio, logrando una
separacion en la componente principal 1 (PC1) con valores superiores al 10% y en la componente
principal 2 (PC2) mayores al 7%. Estos resultados, permiten comprobar que no hay problemas con

la calidad del ensayo y que efectivamente las diferencias que se observaran al comparar los
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controles y tratamiento de las células SiHa y HaCat, seran producto de cambios en los perfiles

metabélicos.

5.5.3 Andlisis estadisticos multivariados de los controles y tratamiento en las células de estudio

Los andlisis multivariados utilizan los promedios ponderados para reducir las variables
originales en menos variables, siendo Utiles para el analisis exploratorio de datos, partiendo de la
premisa: ¢Hay diferencias significativas entre los grupos de muestras? Asi pues, para analizar si
habia tendencias de clasificacion intergrupal entre los controles y tratamiento de las células SiHa
y HaCat, se realizaron Andlisis de Componentes Principales (PCA) con los datos filtrados y
normalizados, utilizando los parametros mencionados anteriormente. Estas matrices de datos se
filtraron en funcién del coeficiente de variacion (CV) de las muestras de control de calidad, en
donde se eliminaron los datos con un CV > 30%. Originalmente las matrices de las células SiHa
contenian 4637 caracteristicas en modo positivo y 3687 en modo negativo; luego de la filtracion,
resultaron 1922 y 1361 caracteristicas, respectivamente. En el caso de las células HaCat las
matrices originales contenian 3974 caracteristicas en modo positivo y 3330 en modo negativo;
luego de la filtracion, resultaron 1607 y 1356 caracteristicas, respectivamente.

El objetivo del PCA es reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos (por una
transformacion lineal) al resumir la informacion en un conjunto mas pequefio de componentes
principales. Estas componentes se ordenan segun la varianza explicada de los datos y cuanto mayor
sea este valor en una componente, mayor sera la cantidad de informacidn que retiene el conjunto

de datos original (Chen et al., 2022).



ESTUDIO METABOLICO DE REEXPRESION IN VITRO DE IFN-k

Figura 28.
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Analisis de Componentes Principales de los controles y tratamiento de las células de estudio
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Nota: Comparacion de los controles (S1y S2) y tratamiento (S3) en las células SiHa (a) trabajo 3:
S1 vs S2 vs S3 en modo positivo, (b) trabajo 4: S1 vs S2 vs S3 en modo negativo. Comparacion
de los controles (H1 y H2) y tratamiento (H3) en las células HaCat (c) trabajo 5: H1 vs H2 vs H3
en modo positivo, (d) trabajo 6: H1 vs H2 vs H3 en modo negativo.



ESTUDIO METABOLICO DE REEXPRESION IN VITRO DE IFN-k 102

Asi pues, el PCA es un método que permite estudiar disposiciones de datos complejas,
como los espectros de masas, considerando que se puede utilizar para estudiar la similitud en los
espectros de masas de las muestras a través de graficas de puntuacion, que representa la covarianza
de las mismas a través de dos ejes de coordenadas. En este sentido, las muestras que estan proximas
en un grafico de puntuaciones se clasificardn en un mismo grupo, ya que seguramente tienen
espectros de masas similares, y por lo tanto presentaran perfiles metaboélicos parecidos (Worley &
Powers, 2016).

De acuerdo a los resultados presentados en la figura 28, se observa que las distribuciones
obtenidas en modo de iones positivo y negativo para las células de estudio fueron ocasionadas por
una varianza explicada mayor al 10% en las componentes principales 1 y 2. Adicionalmente, se
puede analizar que los controles se diferenciaron del tratamiento en PC1, mientras que los
controles se separaron entre si en PC2. En el caso de las células SiHa (figura 28 a'y b), las réplicas
de un mismo grupo presentaron una baja dispersion y no se presentd una superposicion intergrupal,
permitiendo una clara separacion de S1, S2 y S3. Respecto a las células HaCat (figura 28 c y d),
se observa que una de las cuatro réplicas del tratamiento (H3) presenta una dispersion alta,
ocasionando una superposicién intergrupal con los controles (H1 y H2). Esto indica que esta
réplica biolégica probablemente no fue transfectada correctamente y por ende no tuvo una
reexpresion efectiva del IFN-k, presentando un perfil metabolico de una muestra control.

Estos resultados exploratorios en los PCA muestran que efectivamente hay diferencias
entre los perfiles metabdlicos de los controles y tratamiento. Considerando estos analisis se puede
inferir que la endocitosis del plasmido vacio (pCMV-empty) y la traduccion de los genes que
componen este ADN recombinante (promovidos por los sitios promotores CMV) esta ocasionando

un cambio en el metabolismo en comparacién con las células control sin transfeccién, puesto que
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estas muestras se diferenciaron en la componente PC2. Es decir, que los metabolitos modulados
Unicamente por la reexpresion del IFN-K, seran aquellos que generaron la varianza explicada en la
componente principal PCL1.

A partir de estos resultados surge una nueva premisa: ¢Cuantas y cuales caracteristicas
permitieron diferenciar los grupos de muestras y fueron estadisticamente significativas en el
analisis no pareado? Para dar respuesta a esta pregunta se utilizaron en combinacion los diagramas
de cargas del PCA (loadings plots) junto con la medida de la “importancia de la variable
independiente en la proyeccion (VIP)” del analisis discriminante de minimo cuadrados parciales

(PLS-DA), generando los resultados que se presentan a continuacion:

Figura 29.

Diagramas de cargas del PCA de los controles y tratamiento en las células de estudio
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Nota: Comparacion de los controles (S1y S2) y tratamiento (S3) en las células SiHa (a) trabajo 3:
S1vs S2 vs S3 en modo de iones positivo, (b) trabajo 4: S1 vs S2 vs S3 en modo de iones negativo.
Comparacién de los controles (H1 y H2) y tratamiento (H3) en las células HaCat (c) trabajo 5: H1
vs H2 vs H3 en modo de iones positivo, (d) trabajo 6: H1 vs H2 vs H3 en modo de iones negativo.

En primer lugar, en el PCA se calculan los coeficientes de correlacion entre los perfiles
metabolicos (variables) y los componentes principales. Estos coeficientes se denominan cargas y
representan la contribucidn de cada metabolito (o caracteristica) en cada componente principal. En
un diagrama de cargas (loadings plot) los metabolitos se representan como puntos y su posicion
en el espacio de la gréfica indica su relaciéon con los componentes principales, en donde se puede
inferir que las variables cuyas cargas se ubican lejos del origen (0,0) estan correlacionadas con la
distribucion de las muestras en el PCA. Como se muestra en la figura 29, en los PCA los controles

(S1vs S2; H1 vs H2) se diferenciaron del tratamiento (S3; H3) en PC1, mientras que los controles

se separaron entre si en PC2. Este comportamiento se comprueba en los diagramas de cargas



ESTUDIO METABOLICO DE REEXPRESION IN VITRO DE IFN-k 106

(figura 29), los cuales se dividieron en tres cuadrantes, en relacion con la distribucion y
agrupamiento de las muestras en el PCA. Por ejemplo, para la comparacion de los controles y
tratamientos en modo de iones positivo para las células SiHa (figura 29a), las réplicas de la muestra
S1 se encuentran ubicadas espacialmente en el cuadrante superior izquierdo (negativo en x y
positivo en y). Un punto representativo en este cuadrante fue la caracteristica m/z = 549,4874
puesto que en el diagrama de cajas se observa aumentada para S1 y constante en proporciones
similares para S2 y S3, lo cual indica que esta caracteristica permitié diferenciar al grupo S1 en el
PCA. En el caso de las muestras S2 ubicadas en el cuadrante inferior izquierdo (negativo en x en
y) se encontré6 como significativa la caracteristica m/z = 537,4104 considerando que esta
aumentada para S2 y constante en proporciones similares para S1 y S3. Para las muestras
tratamiento S3, se dispuso de todo el cuadrante superior e inferior derecho (positivo en x, positivo
y negativo en y) considerando la ubicacion de estas muestras en el PCA; aqui la caracteristica m/z
= 340,3480 fue representativa puesto que esta aumentada para S3 y constante en proporciones
similares para S1y S2. Este andlisis se aplico tal cual con las otras comparaciones como se observa
en la figura 29b, c y d.

Considerando que la hipoétesis de estudio refiere a explorar la modulacion metabdlica
ocasionada por la reexpresion del IFN-k, el enfoque de busqueda se centrd en encontrar las
caracteristicas representativas que lograron diferenciar a las muestras tratadas con el interferon (S3
y H3) de las muestras control (S1, S2 / H1, H2). Por ende, se verificaron los diagramas de cajas de
las caracteristicas mas alejadas del origen en el cuadrante derecho y se incluyeron aquellas que
presentaban un comportamiento similar al mostrado en los recuadros azules y violetas en la figura
29, es decir, que estuvieran aumentadas o disminuidas para S3 o H3, pero constantes para los

controles.
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En segundo lugar y sumado a lo anterior, para filtrar la busqueda de las caracteristicas
representativas se empled la medida de la importancia de la variable independiente en la
proyeccion (VIP). VIP representa la contribucion de cada caracteristica al modelo para incrementar
la capacidad predictiva total, es decir, para lograr diferenciar y separar los grupos de muestras
(Chen et al., 2022). Las variables con valores bajos de VIP (menores a 1,5 en este estudio)
presentan una capacidad débil de prediccion, y por lo tanto fueron eliminadas del modelo de
regresion. Es decir, se consideraron como representativas las caracteristicas con VIP mayor a 1,5.
Asi pues, las caracteristicas filtradas con loadings plot y VIP para las células SiHa fueron 113 en
modo de iones positivo y 63 en modo de iones negativo. En el caso de las células HaCat fueron 81

en modo de iones positivo y 47 en modo de iones negativo (apéndice B).

5.5.4 Identificacion presuntiva de los metabolitos representativos

La identificacion presuntiva de los metabolitos de interés (correspondientes a las
caracteristicas representativas filtradas anteriormente) se llevo a cabo utilizando la plataforma
CEU Mass Mediator. Aqui mediante una busqueda avanzada se ingresaron las relaciones m/z y sus
respectivos tiempos de retencion (nivel de identificacion 3); se filtraron con una tolerancia menor
oigual a5 ppmy se utilizaron principalmente los aductos [M-H] y [M+H]* para el modo de iones
negativo y positivo, respectivamente. Sin embargo, cuando no se encontraban metabolitos con
estos aductos, se utilizaron [M+CI], [M-H-H20], [M-HCOOH-H], [M+Na]", [M+K]",
[M+NH4]*, [M+H-H20]*, [M-HCOOH-H]*y [M+2H]*? como segunda opcion. Ademas, solo se
consideraron compuestos funcionalmente relacionados con células de mamifero. Aquellas
relaciones m/z que no se encontraban en esta biblioteca o que no cumplian con los requisitos de

los filtros de busqueda, se asignaron como “desconocido” (nivel de identificacion 4). Por medio
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de esta busqueda avanzada, se identificaron presuntivamente 79 metabolitos en modo de iones
positivo y 12 en modo de iones negativo para las células SiHa. En el caso de las células HaCat

fueron 51 metabolitos en modo de iones positivo y 8 en modo de iones negativo (apéndice B).

Figura 30.

Clasificacion quimica de los metabolitos identificados presuntivamente en las células de estudio

Group Group
M Alkaloids I Nucleic acids B Alkaloids B Lipids and lipid-like molecules
B Benzenoids M organic acids B Benzenoids B Nucleic acids
B ratty Acyls Organic nitrogen compounds Carbohydrates B Organic acids
B Glycerolipids Organoheterocyclic compounds I Fatty Acyls Organic nitrogen compounds
"1 Glycerophospholipids M Prenol Lipids [ Glycerolipids B Organoheterocyclic compounds
I Lipids and lipid-like molecules [l Sterol Lipids B Glycerophospholipids I Polyketides

(a) (b)

Nota: Grupos de metabolitos diferenciales modulados por la reexpresion del IFN-k en las células
(a) SiHay (b) HaCat.

Los metabolitos identificados presuntivamente se clasificaron quimicamente como
alcaloides, benzenoides, acidos grasos, glicerolipidos, glicerofosfolipidos, prenoles, esteroles,
acidos nucleicos, éacidos organicos, carbohidratos, polipéptidos y compuestos organicos
nitrogenados. Para las células SiHa IFN-k (S3) y HaCat IFN-k (H3) se encontraron como
diferenciales en su mayoria compuestos de caracter lipidico (figura 30), indicando previamente

que lareexpresion del IFN-k involucra cambios en el metabolismo de los lipidos. Estos metabolitos
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se destacan por sus funciones de sefializacion celular (por ejemplo, induccion de apoptosis),
estabilizadores de membrana, almacenamiento y fuente de energia. Dentro de estos compuestos se
destacaron: Las glicerofosfocolinas PC(18:0/22:5(72,102,132,16Z,19Z), PC(P-18:1(92)/14:1
(92))y PC(P-16:0/18:3(92,12Z,15Z)), quienes han sido reportadas como biomarcadores en cancer
de cuello uterino (Yin et al., 2016); el &cido oleico, caracterizado por la capacidad de activar la
expresion del transportador de acidos grasos CD36, para promover la invasion y proliferacion de
células de CCU (Li & Sui, 2021); el farnesol como un metabolito estimulante de queratinocitos
normales en el desarrollo epidérmico (Hanley et al., 2000); las alfa y beta iononas como
estabilizadoras de membranas e inductoras del citocromo-P450 necesario para el metabolismo de
compuestos xenobidticos anticancerigenos (Quifiones et al., 2008); y la fosfodietanolamina
PE(18:3(6Z,9Z,127)/P-18:0) quien actia como sustrato para importantes modificaciones
postraduccionales, fusion de membranas celulares y organulos, fosforilacion oxidativa y autofagia
(Calzada et al., 2016).

En cuanto a metabolitos relacionados con aminoacidos (incluidos sus derivados N-
acetilados y polipéptidos), fueron significativos para S3: histidina, valina, metionina, homo-
arginina, N-heptenoilglicina, N-hexanoilglicina, N-laurilglicina, N-estearoilprolina, fenilalanil-
tirosina (Phe-Tyr), valil-valil-valina (Val-Val-Val), y triptofanil-valil-arginina (Trp-Val-Arg). En
el caso de H3 fueron representativos: leucina, trihomometionina, N-acilmetionina, N-
propionilmetionina, N-lactoilfenilalanina, N-octadecanoilvalina, fenilalanil-tirosina (Phe-Tyr),
fenilalanil-metionil-glicina (Phe-Met-Gly), triptofanil-valil-arginina (Trp-Val-Arg) y arginil-
metionil-arginina. Estos metabolitos se destacan generalmente por estar implicados en el
metabolismo central del carbono y son fundamentales para la obtencion de energia y sintesis de

moléculas necesarias para el funcionamiento celular, como las proteinas. Adicionalmente, se
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observo la presencia de N-acilaminoacidos, compuestos formados por la unién covalente de un
aminoacido con el resto acilo con un acido graso por un enlace amida, el cual confiere proteccion
y estabilidad a las proteinas. Se ha reportado que estos compuestos funcionan como moléculas de
sefializacion endogena y son de gran interés a nivel terapéutico (Battista et al., 2019). Por ejemplo,
las N-heptenoilglicina y N-hexanoilglicina son biomarcadores del metabolismo anormal de la
oxidacion de acidos grasos y de enfermedades metabdlicas como la obesidad y resistencia a
insulina (Grapov et al., 2012); las N-laurilglicina y N-lactoilfenilalanina tienen propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, ayudando a proteger a la célula contra el dafio causado por
radicales libre e infecciones (Casillas-Vargas et al., 2021); las N-acilmetionina y N-
propionilmetionina funcionan como agentes antioxidantes y antiinflamatorios (porque aumentan
la produccion del glutation), y como donadores de grupos metilo necesarios en la metilacion de
ADN, sintesis de neurotransmisores y regulacion de la expresion génica (Raboune et al., 2014); y
la N-estearoilprolina quien presenta actividad anticancerigena, al inhibir el crecimiento de células
cancerosas (Tanner et al., 2018).

Por otra parte, dentro de la categoria de acidos nucleicos, acidos organicos, carbohidratos,
polipéptidos y compuestos organicos nitrogenados, se destacaron los siguientes compuestos por
sus propiedades bioldgicas reportadas en la base de datos HMDB: los &cidos citrico e isocitrico
(intermediarios del ciclo de Krebs); las xantinas cafeina y teofilina (antagonistas de histamina, con
propiedades antitumorales, anticancerigenas y apoptoticas); la citcolina (intermediario en la
biosintesis de fosfolipidos estructurales como la fosfatidilcolina) y el acido trednico (derivado de
la treosa y metabolito del acido ascorbico, reportado como biomarcador en cancer colorectal y de
estomago). Finalmente, la modulacion positiva y negativa de estos metabolitos representativos en

las lineas celulares de estudio se puede observar en los siguientes mapas de calor.
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Figura 31.

Mapas de calor con los metabolitos representativos y diferenciales entre controles y tratamiento
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Nota: Metabolitos diferenciales modulados por la reexpresion del IFNk en las células (a) SiHa 'y
(b) HaCat.

Un mapa de calor (heatmap), es una representacion visual de datos en la que se utiliza el
color para mostrar la distribucion y la intensidad de una variable en un area o conjunto de
elementos, permitiendo resaltar patrones, tendencias y variacion en los datos. En este contexto, el

mapa de calor permitié analizar la modulacion positiva (en rojo) y negativa (en azul) de estos
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metabolitos representativos entre los controles y tratamiento de las lineas celulares de estudio. Por
ejemplo, en las células SiHa el metabolito hexanoilglicina se encontrd disminuido para S3 y
aumentado para S1y S2 (primer compuesto en la figura 31a); por el contrario, el &cido geranico
se encontro aumentado para S3 y disminuido para S1 y S2 (ultimo compuesto en la figura 31a).
En el caso de las células HaCat el metabolito tetrahidrofurfuril butirato se encontré6 aumentado
para H3 y disminuido para H1 y H2 (primer compuesto en la figura 29b); mientras que la PC(P-
16:0/18:3(9Z,12Z,15Z)) se encontré disminuida para H3 y aumentada para H1 y H2 (Ultimo
compuesto en la figura 31b). EI comportamiento de los metabolitos en estos mapas de calor se
correlaciona con el observado en los diagramas de cajas (figura 32) empleados para seleccionar

las caracteristicas representativas con el loadings plot en la seccion 7.5.3.

Figura 32.
Correlacion del comportamiento de los metabolitos en los diagramas de cajas y el mapa de calor
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5.5.5 Analisis de enriquecimiento para determinar las vias metabdlicas moduladas por la
expresion del IFNk
Por Gltimo, para resolver el planteamiento del problema y la pregunta de esta investigacion:

¢ Cuales son los cambios del perfil inmunometabdlico modulado por la reexpresién de interferon
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kappa en células de origen queratinocitico tumorales VPH positivas y no tumorales?; se realiz6 un
analisis de enriquecimiento con los metabolitos representativos y diferenciales entre controles y
tratamiento en las células SiHa y HaCat, para vincularlos a su contexto bioldgico y asociarlos con
las posibles rutas metabdlicas afectadas. Este analisis se llevo a cabo en el software Metaboanalyst,
utilizando como metaboloma de referencia el reportado para Homo Sapiens en la base de datos

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) y considerando como significativas aquellas

rutas con un valor de p < 0,05.

Figura 33.
Analisis de enriquecimiento con los metabolitos representativos y diferenciales entre controles y
tratamiento en las células SiHa
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Metabolite Set Hits Expect P value

. Aminoacyl-tRNA biosynthesis 3 0.438 0.00819

- Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 0.0365 0.036
. Biosynthesis of unsaturated fatty acids 3 0.328 0.0407

Nota: Grafico de barras con todas las rutas diferenciales. Las vias seleccionadas en el cuadro azul
fueron aquellas de mayor significancia estadistica que presentaron un p-value < 0,05.

El anélisis de enriquecimiento mostro 23 rutas afectadas por la reexpresion del IFNk en las
células cancerigenas SiHa. Sin embargo, las rutas metabdlicas mas significativas estadisticamente
(con un p-value < 0,05) fueron: La biosintesis de aminoacil-ARNt (p-value = 0,00819), el
metabolismo de fenilalanina, tirosina y triptéfano (p-value = 0,036) y la biosintesis de &cidos
grasos insaturados (p-value = 0,0407).

Los amino&cidos desempefian multiples funciones como fuentes principales de nitrégeno
en las diversas rutas biosintéticas, sus esqueletos carbonados son precursores en la produccion de
energia y son las moléculas esenciales en la sintesis de proteinas. Para llevar a cabo esta sintesis
(traduccion del ARNm) los aminoacidos se unen a los ARNt correspondientes gracias a la accion
de las enzimas aminoacil-ARNt sintetasas, que son especificas para cada uno de los 20
aminoacidos, contribuyendo a exactitud de este proceso (McKee et al., 2014). La unién de un
aminodcido al extremo 3"del ARNt consta de dos reacciones secuenciales dentro del sitio activo
de la sintetasa: Primero la sintetasa cataliza la formacion aminoacil-AMP por la formacion de un
enlace anhidrido mixto (carboxilico y fosforico) y la hidrdlisis de pirofosfato; luego un ARNt
especifico, que también estd unido al sitio activo de la sintetasa, se enlaza de forma covalente al
grupo aminoacilo a traves de un enlace éster (figura 33). Esta biosintesis de aminoacil-ARNTt se

correlaciona con la reexpresion de la proteina IFNk y estuvo influenciada por la modulacion
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positiva de la metionina, valina y homo-arginina, junto con la modulacion negativa de la histidina

en S3.

Figura 34.

Formacion de un aminoacil-ARNt y aminoacidos modulados por la reexpresion del IFN-k
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Adaptado de: McKee, T., McKee, J. R., Araiza Martinez, M. E., & Hurtado Chong, A. (2014).
Bioguimica: Las bases moleculares de la vida (5a.ed.--.). México D.F.: Mc Graw-Hill.

En cuanto al metabolismo de fenilalanina, tirosina y triptéfano, estos metabolitos hacen
parte de la familia de los amino&cidos aromaéticos, en donde la tirosina se puede sintetizar a partir
de la fenilalanina en una reaccion de hidroxilacion. Los dos primeros son necesarios para la sintesis
de hormonas como las catecolaminas (por ejemplo, dopamina y epinefrina) y el Gltimo es un
precursor de la sintesis de NAD*, NADP™, serotonina y melatonina (McKee et al., 2014). Los

anillos aromaticos de estos aminoacidos se caracterizan porque estabilizan las estructuras
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polipeptidicas de las proteinas a través de los efectos de apilamiento n (Parthasarathy et al., 2018).
Ademas, se ha reportado que: Pacientes sanas tienen una menor concentracion de fenilalanina en
comparacion con pacientes con cancer de endometrio, demostrando que su metabolismo tiene un
efecto en la proliferacion de células cancerigenas (Shi et al., 2018); derivados de la tirosina como
la melanina son esenciales en las células inmunitarias para activar la respuesta inmune en células
epiteliales (Kaplan et al., 2008); y derivados del triptéfano como la quinurenina suprime las
respuestas inmunitarias antitumorales y promueve la supervivencia y la motilidad de las células
tumorales (Opitz et al., 2011).

Particularmente, el metabolismo de estos aminoacidos estuvo influenciado por una
modulacion negativa del &cido 4-hidroxifenilpirdvico y una modulacion positiva de la 3-
metoxitiramina (figura 35). En esta via la conversion de fenilalanina en fenilpiruvato produce el
4-hidroxifenilpiravico, el cual funciona como intermediario en la conversion de fenilalanina en
tirosina a través de la fenilalanina hidroxilasa. Esta reaccién funciona como el primer paso en el
catabolismo de tirosina/fenilalanina mediante el cual el cuerpo elimina el exceso de fenilalanina y
promueve la sintesis de tirosina. La tirosina se puede convertir en L-DOPA, que luego produce
dopamina y 3-metoxitiramina, o puede metabolizarse para formar fumarato y dar paso al ciclo del
acido citrico (Small Molecule Pathway Database, SMP0000008). El anillo bencénico de los
aminoacidos aromaticos se forma por la via del shikimato, en donde los carbonos del anillo
bencénico proceden de la eritrosa-4-fosfato y el fosfoenolpiruvato. Esta ruta es empleada por
bacterias, algas, plantas y algunos hongos pero no por animales. La eritrosa-4-fosfato y el
fosfoenolpiruvato se condensan para formar una molécula que después se convierte en corismato,
el punto de ramificacion en la sintesis de varios compuestos aromaticos, como el triptéfano (KEGG

Pathway map 00400).



ESTUDIO METABOLICO DE REEXPRESION IN VITRO DE IFN-k 118

Figura 35.

Metabolismo de aminoacidos aromaticos modulado por la reexpresion del IFN-k
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Otra de las rutas diferenciales fue la biosintesis de acidos grasos. Estos metabolitos son
acidos monocarboxilicos de longitudes variables (entre 12 y 20 carbonos), formados por un

hidrocarburo de cadena larga (apolar) unido covalentemente a un grupo carboxilato (polar). La
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mayor parte de los acidos grasos naturales poseen un nimero par de &tomos de carbono que forman
una cadena sin ramificaciones, que puede ser saturada o insaturada. Ademas, son los componentes
de numerosas moléculas lipidicas (acilglicéridos, fosfolipidos, esfingolipidos y ceras) que hacen
parte de la composicién esencial de las membranas celulares y tienen funciones de almacenamiento
de energia, sefializacion celular, transporte, fluidez y proteccion (McKee et al., 2014).

La biosintesis de &cidos grasos se vio influenciada por una regulacion positiva del acido
palmitico, acido palmitoleico, acido oleico y la palmitoleamida en las células S3 (figura 36). La
mayoria de los acidos grasos se sintetiza a partir de los carbohidratos cuando los requerimientos
energéticos de la célula son bajos y hay suficiente cantidad de citrato, quien al salir de la
mitocondria al citoplasma se fragmenta en acetil-CoA y oxaloacetato; construyendo los acidos
grasos por la adicion secuencial de grupos de dos carbonos que suministra la acetil-CoA. De
manera general, los sustratos para la sintesis de &cidos grasos son acetil-ACP y malonil-ACP,
formados a partir de ACP con acetil-CoA y malonil-CoA, por la catélisis de la malonil/acetil
transferasa (MAT). La formacion de una cadena de acido graso comienza con una reaccion de
condensacion catalizada por la -cetoacil sintasa (KS), en donde el grupo acetilo se transfiere al
grupo malonilo para formar acetoacetil-ACP. Luego, la reduccién del grupo carbonilo catalizada
por la cetoacil-ACP reductasa (KR) forma un alcohol, y este se deshidrata para formar un doble
enlace entre dos carbonos por la catalisis de la hidroxiacil-ACP deshidratasa (DH). Posteriormente,
la reduccion por efecto de la enoil-ACP reductasa (ER) produce un grupo acilo saturado de cuatro
carbonos, que se transfiere luego del ACP al grupo SH de la KS para iniciar un nuevo ciclo de
elongacién. La cadena acilo se prolonga en dos carbonos cuando se condensa con otro grupo
malonilo unido con ACP. Finalmente, la sintesis de acidos grasos termina con la liberacion de

palmitato del ACP mediada por la catélisis de la tioesterasa (TE) (McKee et al., 2014).
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Figura 36.

Reaccion general de la biosintesis de acidos grasos modulados por la reexpresion del IFN-k
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Particularmente el acido palmitico se forma a partir de la union de 8 acetil-CoA y se
caracteriza por ser el principal &cido graso saturado presente en el cuerpo humano, que sirve como
fuente para formar acidos grasos con insaturaciones (como el acido palmitoleico monoinsaturado),
de cadena mas larga y sus derivados lipidicos (ceramidas, diacilgliceroles, triacilgliceroles o
glicolipidos saturados).

Funcionalmente el acido palmitico se ha reportado que tiene un efecto directo y
pronunciado en la morfogénesis y homeostasis epidérmica, permitiendo la formacién correcta de
una barrera de proteccion lipidica y la diferenciacion normal de las células de la piel (Mieremet et
al., 2019). Ademas, se ha demostrado que los &cidos grasos libres, son unos de los principales
contribuyentes del pH de la membrana de los queratinocitos, permitiendo regular procesos de
permeabilidad, inflamacion y barreras contra patdgenos (Khnykin et al., 2011). Asimismo, a los
acidos palmitoleico y oleico se les han atribuido propiedades cicatrizantes, permitiendo la
formacion y remodelacion de un tejido nuevo sano, junto con un efecto beneficioso sobre el cancer,

enfermedades autoinmunes e inflamatorias, al interferir en el funcionamiento de macrdéfagos,
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linfocitos y neutrdfilos (Weimann et al., 2018). En consecuencia, se puede analizar que la
presencia de estos acidos grasos en las células cancerigenas que reexpresaron el IFN-k, estan
empezando a activar mecanismos que pueden favorecer la diferenciacion de queratinocitos y a
nivel del cuello uterino puede ser favorable para recuperar tejido sano una vez las células
cancerigenas han disminuido su proliferacion.

En este orden de ideas, es importante resaltar que las células cancerigenas tanto controles
como tratamiento se caracterizaron por la presencia de metabolitos de caracter lipidico en
diferentes proporciones. En el caso de las células SiHa IFN-k (S3) se encontraron en mayor
proporcidn acidos grasos, prenoles y esteroles; quienes tienen propiedades como anticancerigenos
y estabilizadores de membrana. Contrariamente, las células SiHa (S1) y SiHa mock (S2),
presentaron en menor proporcion los acidos grasos, que concuerda con el comportamiento
reportado para las células cancerigenas, en donde para su mantenimiento y crecimiento priorizan
la oxidacion de acidos grasos (proceso opuesto a la biosintesis) como fuente de energia,
demostrando que este proceso influye en la quimioresistencia y metastasis (Carracedo et al., 2013).
Adicionalmente, en estas células estuvieron en mayor proporcion esfingolipidos, glicerolipidos y
glicerofosfolipidos, que estan relacionados con la produccion de membranas celulares menos
rigidas que ayudan a la migracién de las células cancerosas (Li & Sui, 2021). Por ende, estos
resultados resaltan la importancia del desarrollo de estudios enfocados en el comportamiento de
los lipidos a nivel de células cancerigenas, que puedan llegar a ser utilizados como una estrategia

terapéutica.
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Figura 37.
Analisis de enriquecimiento con los metabolitos representativos y diferenciales entre controles y
tratamiento en las células HaCat
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Nota: Grafico de barras con todas las rutas diferenciales. Las vias seleccionadas en el cuadro
morado fueron aquellas de mayor significancia estadistica que presentaron un p-value < 0,05.

En lo que corresponde a los queratinocitos no tumorales, se observd que el analisis de
enriquecimiento con los metabolitos representativos entre controles y tratamiento en las células
HaCat, arrojo 9 rutas afectadas por la reexpresion del IFN-k. No obstante, las rutas metabdlicas
maés significativas estadisticamente (con un p-value < 0,05) fueron: La biosintesis de valina,

leucina e isoleucina (p-value = 0,0258) y el metabolismo de fenilalanina (p-value = 0,0322). De
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acuerdo a estos resultados, se encontrd que la reexpresion del IFN-k en las células HaCat y SiHa
tienen en comun el metabolismo de la fenilalanina, que en este caso fue influenciado por la
modulacion positiva del fenilacetaldehido en H3. Esto indica, que el metabolismo de este
aminoacido esta implicado en la produccion de esta citoquina y puede ser un punto de interés para
un futuro estudio metabdlico con enfoque dirigido en esta ruta.

Por otra parte, resulto como significativa la biosintesis de los aminoacidos valina, leucina
e isoleucina, influenciada por la modulacion positiva de la leucina en los queratinocitos HaCat
IFN-k (H3). Estos hacen parte de los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA, por sus siglas en
inglés) puesto la cadena lateral (R) es un compuesto alifatico no lineal, y se han caracterizado por
ser componentes esenciales de los musculos esqueléticos en el cuerpo humano.

A pesar de la diversidad de posibles vias de sintesis de aminoacidos, todas tienen en comdn
que el esqueleto carbonado de cada aminoacido procede de intermediarios metabolicos de facil
disposicion como: piruvato, glicerato-3-fosfato, oxaloacetato y a-cetoglutarato. En el caso de estos
aminoacidos ramificados, tienen como precursor biosintético el piruvato (McKee et al., 2014). La
biosintesis de BCAA se realiza en dos vias paralelas (una produce isoleucina y la otra leucina y
valina) las cuales estan catalizadas por un solo conjunto de cuatro enzimas: acetohidroxiacido
sintasa, cetolacido reductoisomerasa, dihidroxidcido deshidratasa y aminotransferasa de cadena
ramificada. En el caso de la isoleucina, la sintesis inicia con la treonina, quien tiene una reaccion
desaminacion y deshidratacion para producir amoniaco y 2-oxobutanoato (a-cetobutirato). Por el
contrario la sintesis de leucina parte del 2-oxoisovalerato, y el Gltimo intermedio de esta reaccion

se transamina para formar valina (figura 38) (Binder, 2010)
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Figura 38.

Biosintesis de amino&cidos de cadena ramificada modulada por la reexpresion del IFN-k
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Finalmente, se ha reportado que la suplementacion con BCAA promueve en general las
vias anabdlicas, la sintesis de proteinas, la cicatrizacion de heridas, la produccién de insulina,
atenla la fatiga durante el ejercicio fisico e inhibe la protedlisis. Particularmente, la leucina
estimula la sintesis de proteinas a través de la via de sefializacion mTOR vy la fosforilacion de

factores de iniciacion de la traduccién y proteinas ribosémicas (Holecek, 2018). A nivel del
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sistema inmunitario, las células incorporan los BCAA como precursores de nuevas células
inmunitarias, moléculas efectoras y protectoras. Por ejemplo, se ha demostrado que la isoleucina
tiene una fuerte correlacion con la excrecion de B-defensina mejorando la inmunidad innata
intestinal; la leucina a través de la via de sefializacibn mTOR promueve las citoquinas
antiinflamatorias junto con la diferenciacion, participa en el desencadenamiento de la autofagia y
en la activacion y funcion de la células T y B; y la valina a nivel extracelular mejora la funcion de
células dendriticas, disminuyendo las citoquinas proinflamatorias (IL-8 y TNF-a) y aumentando

las antiinflamatorias (IL-8 y TNF-a) (Zhang et al., 2017).

6. Conclusiones

v’ La estandarizacion del método de transfeccion mediado por lipidos cationicos con el
plasmido pEGFP-C1 determind que las cantidades adecuadas del reactivo TransFectin y ADN
plasmidico para 50.000 células fue de 1 uL y 0,25 ug, respectivamente; considerando que estas
concentraciones no fueron citotoxicas para las células SiHa y HaCat, y se pueden tomar como
referencia para escalar la transfeccion en un mayor nimero de células. Ademas, el estudio de la
fluorescencia emitida por la proteina GFP en el transcurso del tiempo, permitié establecer que 48
horas después de la transfeccion es un periodo 6ptimo para extraer el ARN total para determinar
la expresion del transcrito del interferon kappa. En este sentido, se valida el uso de TransFectin
para transfectar células SiHa y HaCat, y se propone para investigaciones posteriores con ADN
recombinante, incluir en el plasmido de estudio un gen que codifique para una proteina reportera,

de tal manera que se pueda confirmar visualmente la eficiencia de la transfeccion.
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v La cuantificacion del nimero de copias absolutas del transcrito de interferon kappa por
medio PCR digital (ddPCR) comprobd la reexpresion de la citoquina en las lineas celulares SiHa
(carcinoma cervical VPH positivo) y HaCat (queratinocito no tumoral); puesto que el nimero de
copias del transcrito fue menor en las células control (no transfectadas y transfectadas con pCMV-
empty) en comparacion con las células tratamiento (transfectadas con pCMV-INFK). Estos
resultados se reflejaron en el comportamiento de las células, en donde aquellas que fueron
sometidas al tratamiento cambiaron su morfologia y en el caso de las células cancerigenas también
disminuyeron su proliferacion.

v La optimizacion del método de extraccion de los metabolitos celulares se obtuvo con dos
millones de células lisadas con choque térmico y ultrasonido, utilizando una solucién de extraccion
con Metanol:Acetonitrilo:Agua en una proporcion 4:2:2. Esta seleccion del método se realizo
teniendo en cuenta que luego de analizar las muestras por la técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (UHPLC-Orbitrap/HRMS),
aproximadamente el 70% de las caracteristicas totales extraidas presentaron una baja variacion y
se consideraron como estadisticamente representativas. Ademas, se comprobd que con este método
se mantiene la integridad de los metabolitos, puesto que el péptido utilizado como patrdn interno
afiadido en la solucion de extraccion y sometido a las mismas condiciones de las muestras de
estudio, no se degradd y se observo un pico uniforme y su ion molecular en el cromatograma 'y en
el espectro de masas.

v El analisis metabolomico no dirigido mostré diferencias en los perfiles metabdlicos
modulados por la reexpresion del interferon kappa entre las células control y tratamiento de las

células SiHa y HaCat. Para las células del carcinoma cervical VPH positivas (SiHa) fueron



ESTUDIO METABOLICO DE REEXPRESION IN VITRO DE IFN-k 128

representativos el metabolismo de fenilalanina, tirosina, triptéfano, acidos grasos y aminoacil-
ARNt. En los queratinocitos no tumorales (HaCat), fueron caracteristicos el metabolismo de
fenilalanina, valina, leucina, isoleucina y acidos tricarboxilicos. Estas rutas fueron influenciadas
por metabolitos de diferente clasificacion, como lipidos, aminoacidos y acidos organicos, los
cuales se encontraban modulados positiva 0 negativamente por efecto del tratamiento y quienes se
han reportado con diversas propiedades como biomarcadores de cancer, agentes antivirales,
anticancerigenos, estabilizadores de membranas, activadores de sefializacién inmune vy

sensibilizadores de apoptosis.

7. Recomendaciones

De acuerdo a los resultados de la presente investigacion, en los andlisis de biologia celular
y molecular se recomienda: clonar el gen de una proteina reportera como GFP en el plasmido
pCMV-3tag-1A, para facilitar la confirmacién previa de la transfeccion; detectar la presencia de
la proteina IFN-k por medio una técnica como Western blot, para complementar el analisis del
transcrito aqui reportado; y realizar una transfeccion estable en donde se puedan seleccionar con
el antibidtico blasticidina los clones y analizar el efecto prolongado de la citoquina (mayor a 48
horas). En cuanto a los anélisis metabolicos se recomienda: Aumentar de nivel 3 a 2 la
identificacion de los metabolitos, por medio de la comparacién de los espectros de masas
experimentales con los reportados en la literatura, para tener un mayor grado de precision en el
reporte de los metabolitos significativos; comparar los controles y tratamientos entre las células
SiHa y HaCat para determinar si existen rutas metabolicas diferenciales asociadas con el CCU y

si estan siendo influenciadas por la reexpresion del IFN-k, y realizar un estudio metabélico con
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enfoque dirigido en las rutas de aminoacidos y lipidos aqui reportadas, para ampliar el namero de

caracteristicas en cada ruta y comprobar su influencia en el tratamiento.
8. Divulgacion de resultados
Los resultados de esta investigacion fueron divulgados en:
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Modalidad de poster y ponencia en el | Congreso Internacional en Ciencias Biomédicas:
Epidemias, Endemias y Pandemias Persistentes y Emergentes, organizado por el Departamento de
Ciencias Basicas de la Universidad Industrial de Santander. En este congreso el trabajo fue
premiado como mejor poster en la categoria de Enfermedades cronicas no transmisibles.

Ademas, los resultados de esta investigacidn estan en proceso de escritura de un articulo

para someterlo a una publicacion en una revista cientifica.
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