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Glosario

CPT1A (carnitina palmitoiltransferasa 1A): enzima mitocondrial esencial en la
beta-oxidacion de acidos grasos, un proceso clave para la produccion de energia. Su funcion
principal es facilitar el transporte de acidos grasos de cadena larga al interior de las mitocondrias,
y su actividad es regulada por el malonil-CoA.

Lentivirus: virus de ARN de cadena sencilla con envoltura, capaz de adherirse a los receptores
de las células hospedadoras para transferir material genético modificado al citoplasma.

M593S: mutacion que implica un cambio del aminoacido metionina (M) en la posicion 593 por
una serina (S) en la proteina CPT1A.

Transduccién: proceso mediante el cual se transfiere material genético a una célula eucariota a
través de un vector, como un lentivirus. Esta transferencia puede generar una expresion genética
estable o transitoria.

Transgén: Gen introducido artificialmente en el genoma de un organismo mediante técnicas de
ingenieria genética. Puede provenir de la misma especie o de una especie diferente, y se inserta
con el fin de que sea expresado por el organismo receptor, otorgandole nuevas caracteristicas o

funciones.
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Resumen

Titulo: Establecimiento de dos lineas celulares de cancer de cuello uterino con la mutacion
M593S en la enzima carnitina palmitoiltransferasa 1A (CPT1A)"

Autores: Briyid Celenny Ordofiez-Guarin®

Palabras Clave: cancer de cuello uterino, CPT1A, lentivirus, M593S, transduccion, vector.

Descripcion: El cancer de cuello uterino (CCU) constituye un problema de salud publica a nivel
mundial debido a su alta incidencia y morbilidad. Diversas investigaciones han identificado la
glucdlisis y la beta-oxidacion como vias metabolicas clave en la progresion tumoral, lo que las
convierte en posibles dianas terapéuticas. En este contexto, el desarrollo de modelos in vitro
resulta esencial para el estudio del metabolismo de las células cancerosas y la identificacion de
estrategias terapéuticas dirigidas. El objetivo de esta investigacion es establecer dos lineas
celulares de CCU con la proteina CPT1A mutada en la posicion M593S, una region crucial para
la beta-oxidacion. Para ello, se llevd a cabo la transduccion de las lineas celulares de interés
mediante lentivirus generados a partir del vector pLenti6/V5-D-TOPO, el cual contiene el gen de
CPTI1A4 mutado en M593S a través de mutagénesis sitio-dirigida. Sin embargo, se observé que el
vector no insertaba correctamente el gen mutado (2322 pb), lo que resultaba en la generacion de
lentivirus aberrantes y provocaba una transduccion fallida. En conclusion, se resalta la
importancia de una correcta construccion y validacion de los vectores, ya que son esenciales para
el éxito de la transduccion. Finalmente, se recomienda realizar una nueva transduccion utilizando
el vector confirmado, lo que permitira establecer modelos adecuados para investigar las
implicaciones metabolicas especificas de este tipo de cancer y contribuir al desarrollo de nuevos
tratamientos.

" Trabajo de Grado

2" Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Biologia. Director: Bladimiro Rincoén-Orozco.
Doctor en Ciencias Biologicas. Codirector: Brigitte Ofelia Pena-Lopez. Magister en
Microbiologia.
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Abstract

Title: Establishment of two cervical cancer cell lines with the M593S mutation in Carnitine
Palmitoyltransferase 1A (CPT1A) enzyme.*

Author(s): Briyid Celenny Ordofiez-Guarin®*

Key Words: cervical cancer, CPT1A, M593S, lentivirus, transduction, vector.

Description: Cervical Cancer (CCU) constitutes a global public health problem due to its high
incidence and morbidity. Various research studies have identified glycolysis and beta-oxidation
as key metabolic pathways in tumor progression, making them potential therapeutic targets. In
this context, the development of in vitro models is essential for studying cancer cell metabolism
and identifying targeted therapeutic strategies. The objective of this research is to establish two
cervical cancer cell lines with the CPT1A protein mutated at the M593S position, a crucial
region for beta-oxidation. To achieve this, the cell lines of interest were transduced using
lentiviruses generated from the pLenti6/V5-D-TOPO vector, which contains the CPT1A4 gene
mutated at M593S through site-directed mutagenesis. However, it was observed that the vector
did not correctly insert the mutated gene (2322 bp), resulting in the generation of aberrant
lentiviruses and causing failed transduction. In conclusion, the importance of proper vector
construction and validation is emphasized, as these are essential for the success of transduction.
Finally, it is recommended to perform a new transduction using the confirmed vector, which will
allow the establishment of appropriate models to investigate the specific metabolic implications
of this type of cancer and contribute to the development of new treatments.

3* Degree Work

#* Faculty of Sciences, School of Biology. Biology Program. Director: Bladimiro
Rincon-Orozco, PhD in Biological Sciences. Co-director: Brigitte Ofelia Pefia-Lopez, MSc in
Microbiology.
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Introduccion

El cancer de cuello uterino (CCU) es el cuarto cancer mas frecuente en mujeres en todo el
mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2022). Solo en 2020, se reportaron alrededor de
604,000 nuevos casos y 342,000 muertes asociadas (Song et al., 2024). En América Latina,
Colombia figura entre los paises con mayor incidencia, junto con Ecuador y Brasil (Armijo and
Sanchez, 2019). Sus factores de riesgo principales incluyen la infeccion por el Virus del
Papiloma Humano (VPH), el tabaquismo y el nivel socioeconémico (Beavis et al., 2017; Zhang
et al., 2020). Estudios sobre el CCU han establecido diversas lineas celulares que permiten
estudiar procesos metabodlicos especificos. En particular, se han realizado experimentos in vitro
enfocados en la inhibicion de transportadores o enzimas clave en la glucolisis (May Song, 2019;
Chen et al., 2021). Investigaciones recientes han relacionado la disminucion de la
beta-oxidacion, mediada por la enzima carnitina palmitoiltransferasa 1A (CPT1A), con el
aumento de la glucdlisis en este tipo de cancer. Este fendmeno parece ser una estrategia que
favorece la proliferacion de las células cancerosas (Abudula et al., 2020; Arip et al., 2022). Sin
embargo, hasta la fecha, no se han informado estudios que exploren la posibilidad de redirigir el
metabolismo hacia la beta-oxidacion como un mecanismo para reducir la glucélisis en el CCU.

Teniendo en cuenta lo anterior, esta investigacion propuso establecer dos lineas celulares
de CCU con la mutacion M593S, que evita la inhibiciéon de la enzima CPT1A, mediante un
sistema de transduccion lentiviral de tercera generacion. El objetivo fue utilizar esta mutacion
como un mecanismo para reorientar el metabolismo tumoral hacia la beta-oxidacion, con el fin
de establecer modelos experimentales que permitan investigar la importancia de esta via

metabolica y su interaccion con la glucoélisis. Ambas rutas metabdlicas han sido ampliamente
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investigadas debido a su potencial terapéutico en distintos tipos de cancer. Asimismo, este
enfoque podria abrir nuevas oportunidades para identificar compuestos capaces de modular la
resistencia a la quimioterapia a través de la alteracion del metabolismo celular. De esta manera,
estos avances aportarian informacion valiosa para una mejor comprension de la biologia del
CCU vy para el disefio de estrategias que reduzcan el impacto de esta enfermedad en las personas

afectadas.

Cancer de cuello uterino

El CCU se caracteriza por el crecimiento incontrolado de células en el cuello uterino, la
estructura que conecta el utero con la vagina (Ghosh et al., 2022). Este tipo de céancer se
desarrolla en la zona de transformacion, donde confluyen dos tipos celulares: las células
escamosas del exocérvix y las glandulares del endocérvix (Ghosh et al., 2022). Segtn el tipo
celular de origen, el CCU se clasifica en tres formas principales: el carcinoma de células
escamosas, el adenocarcinoma y el carcinoma adenoescamoso (Ghosh et al., 2022).

La causa principal del CCU es la infeccion persistente con el VPH, una infeccion de
transmision sexual (Luo et al., 2022). Se ha identificado la presencia del VPH en mas del 90 %
de los casos, siendo los genotipos 16 y 18 los responsables de aproximadamente el 70 % de ellos
(Kong et al., 2019; Lin et al., 2021). Esta infeccion puede provocar neoplasia intraepitelial
cervical (NIC), una lesion precursora que puede evolucionar al cancer invasivo si no es tratada y
detectada a tiempo (Li et al., 2022).

Alteraciones metabdlicas en el CCU
El CCU se caracteriza por presentar alteraciones metabolicas cruciales para la

supervivencia, invasion y proliferacion de las células tumorales (Wang et al., 2018; Sun et al.,
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2020). Una de las mas estudiadas es la glucdlisis aerdbica, conocida como el efecto Warburg, que
describe la preferencia de las células por la produccion y acumulacion de lactato en presencia de
oxigeno (Gatto y Nielsen, 2015; Liberti y Locasale, 2016; Saito et al., 2020). Esta
reprogramacion metabodlica permite a las células cancerosas satisfacer sus elevadas demandas
energéticas y biosintéticas que favorecen su crecimiento y proliferacion (Meng, 2024).

Ademas de la glucolisis, otras rutas metabolicas también desempefian un papel relevante
en la progresion tumoral, entre ellas la beta-oxidacion. Este proceso permite a las células
producir energia a partir de la degradacion de los acidos grasos en las mitocondrias (Choi et al.,
2024). Esta via adquiere particular relevancia, especialmente en fendmenos como la metastasis,
que ocurre cuando un grupo de células madre tumorales escapan del tumor primario e invaden
otros tejidos (Chu et al., 2024). Estudios han demostrado que el aumento de la oxidacion de
acidos grasos es fundamental para la adquisicion de caracteristicas invasivas y migratorias, asi
como para la promocion de los procesos metastasicos (Quan et al., 2022). Por otra parte, se ha
reportado una mayor expresion de la carnitina palmitoiltransferasa 1A (CPT1A), una enzima
clave y limitante en la beta-oxidacion, lo que refuerza su papel en la progresion tumoral (Huang
et al., 2022).

Por otro lado, la beta-oxidacion ha sido implicada en la supervivencia de tumores
cervicales avanzados, los cuales presentan alteraciones en los perfiles de acidos grasos y
fosfatidilcolinas, lo que sugiere una dependencia predominante de la oxidacion lipidica como
fuente alternativa de energia (Currie et al., 2013). Ademas, estas modificaciones en las vias
lipidicas no solo favorecen la sintesis de nuevas membranas, sino que también impactan en su
composicion y en la sefializacion celular, influyendo directamente en el comportamiento tumoral

(Currie et al., 2013). Adicionalmente, la beta-oxidacion se ha relacionado con la resistencia a la
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anoikis, un tipo de muerte celular programada que ocurre cuando las células se desprenden de la
matriz extracelular (Liu, 2024). En este sentido, estudios respaldan que la beta-oxidacion es
fundamental para la progresion e invasion tumoral (Liu, 2024; Yuan, 2024).

La disfuncion de la glucolisis y la beta-oxidacion en las células cancerosas tiene
importantes implicaciones terapéuticas. Ambas rutas metabdlicas estdn asociadas con
caracteristicas como la resistencia a tratamientos, la proliferacion celular répida y la
supervivencia en condiciones adversas (Qu et al., 2016; Kuo y Ann, 2018; Lin et al., 2019; May
Zong, 2020; Cao et al., 2021; Peng et al., 2021). En este contexto, se ha sugerido que redirigir el
metabolismo hacia una de estas vias ofrece un prometedor potencial terapéutico (Jiang et al.,

2021).

Carnitina palmitoiltransferasa 1A (CPT1A)

La carnitina palmitoiltransferasa (CPT) cumple una funcion clave en el metabolismo de
los 4cidos grasos de cadena larga, al transportar estas moléculas a las mitocondrias para generar
energia mediante la beta-oxidacion (Choi et al., 2024). Existen dos isoformas principales de esta
enzima: CPT1 y CPT2. La CPT1 estd ubicada en la membrana mitocondrial externa y cataliza la
transferencia del grupo acilo desde la acil-CoA hacia la carnitina, formando acilcarnitina, una
molécula capaz de atravesar la membrana mitocondrial (Hao et al., 2021) (Figura 1). Esta enzima
se subdivide en tres isoformas: CPT1A, CPTIB y CPTIC, las cuales presentan distribuciones
tisulares y mecanismos de regulacion diferenciados. En particular, CPTIA se expresa
predominantemente en el higado y tiene un papel central en la regulacion de la oxidacion de
acidos grasos (Efeoglu et al., 2022). Su actividad representa un paso limitante dentro de esta ruta

metabolica, regulando la velocidad de oxidacion (Ji et al., 2024). Esta isoforma es inhibida por el
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malonil-CoA, un metabolito clave en la sintesis de acidos grasos que bloquea la entrada de
sustratos a la beta-oxidacion (Lu et al., 2021).
Figura 1.

Actividad de CPTI1A en la membrana externa de la mitocondria.
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En el CCU, la expresion de CPT1A estd significativamente aumentada en las células
metastdsicas en comparacion con las no metastasicas. Este incremento se asocia con una mayor
oxidacion de acidos grasos, la cual proporciona energia y apoya la sintesis de intermediarios
metabolicos necesarios para el crecimiento tumoral y la metastasis (Zhao et al., 2021; Liu et al.,
2024).

Mutacion M593S

La mutacion M593S en el gen de CPTIA ha llamado la atencion debido a sus
implicaciones en el metabolismo de 4cidos grasos. El reemplazo de la metionina por serina en la
posicion 593 insensibiliza el sitio de union al malonil-CoA, lo cual mejora la catalisis de la

carnitina y evita la inhibicion de la actividad de CPT1A (Gao et al., 2011; Morillas et al., 2003).
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Este cambio podria modificar los mecanismos de regulacion del metabolismo lipidico en las
c€lulas cancerosas (Rodriguez-Rodriguez et al., 2019).

Como se menciond anteriormente, la beta-oxidacion mediada por CPT1A es esencial para
la proliferacion y metéstasis de las células cancerosas. En este contexto, el desarrollo de modelos
experimentales con la mutacion M593S podria favorecer un entorno metabolico dptimo para el
crecimiento tumoral, al potenciar la producciéon de energia mediante beta-oxidacion. Esta
estrategia podria ofrecer informacion clave sobre el valor terapéutico de esta via metabolica y su

relacion con la glucolisis.

Sistemas de transduccion lentiviral

Los sistemas de transduccion lentiviral son una herramienta eficaz para generar lineas
celulares con mutaciones especificas y estables (Elegheert et al., 2018). Los lentivirus son un
tipo de retrovirus perteneciente al género Lentivirus, se caracterizan por su capacidad para
infectar tanto a células que se dividen como a las que no lo hacen (Naldini et al., 1996; Saenz y
Poeschla, 2004). Una de sus propiedades mas relevantes es la eficiencia con la que transfieren e
integran su material genético en el genoma de la célula hospedadora (Naldini et al., 1996; Yu et
al., 2014), lo que permite una expresion estable y sostenida de los transgenes en las células diana
(Naldini et al., 1996).
Clasificacion de los sistemas de transduccion lentiviral

Los sistemas de transduccion lentiviral pueden clasificarse en tres generaciones (Wolff
and Mikkelsen, 2022). Las diferencias entre ellas consisten en su capacidad de minimizar la
generacion de virus recombinantes (McGinley et al., 2011; Dautzenberg et al., 2020). En

particular, los vectores de tercera generacion presentan un genoma viral dividido, lo que mejora
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su seguridad y ha permitido su aplicacion en diversos estudios (Milone and O'Doherty, 2018).
La produccion de particulas lentivirales requiere de una linea celular productora, como la
HEK293FT, donde se ensamblan el plasmido de transferencia lentiviral junto con tres plasmidos
que contienen los genes de empaque y envoltura (White et al., 2017). La eficiencia de la
transduccion lentiviral se ha demostrado en diversos tipos de células, incluyendo neuronas,
cé¢lulas madre hematopoyéticas, células epiteliales renales, fibroblastos y células dendriticas
(Naldini et al., 1996; Zarei et al., 2004; Mandal and Chaubey, 2018).

El sistema lentiviral elegido para esta investigacion es el ViraPower Lentiviral
Expression Systems de Thermo Fisher Scientific (Waltham, EE.UU.). Este permite generar
lentivirus basados en el VIH-1, que seran posteriormente utilizados para la transferencia y
expresion de un gen de interés en células mamiferas. Este sistema estd compuesto por un
plasmido de expresion (pLenti6/V5-D-TOPO, descrito mas adelante) que contiene el gen de
interés bajo el control de un promotor especifico, junto con las secuencias necesarias para su
empaquetamiento en viriones. Ademads, incorpora una mezcla de tres pldsmidos de
empaquetamiento (pLP1, pLP2 y pLP/VSVG) que proporcionan las proteinas estructurales y de
replicacion necesarias para la produccion del lentivirus (Thermo Fisher Scientific, 2010).
pLenti6/V5-D-TOPO

pLenti6/V5-D-TOPO es un vector de expresion lentiviral de tercera generacion, con un
tamafio aproximado de 6963 pb (Figura 2), disefiado para facilitar la clonacién direccional rapida
mediante el sistema TOPO y permitir la alta expresion de productos de PCR en células de
mamiferos utilizando el sistema ViraPower Lentiviral Expression (Thermo Fisher Scientific,

2010).
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Este vector posee un esqueleto derivado del genoma del VIH-1, lo cual facilita la
integracion estable del gen de interés en el genoma de la célula hospedadora a través de las
repeticiones terminales largas (LTRs), que promueven la expresion sostenida tanto en células en
division como en células quiescentes (Reli¢ et al., 2018).

El vector incorpora un sitio de clonacion TOPO, que permite la insercion rapida del gen
de interés mediante el uso de la topoisomerasa I, para la ligadura de fragmentos de ADN sin
necesidad de enzimas de restriccion, ni ligasas, lo que agiliza el proceso de clonacion y reduce el
tiempo de construccion del vector (Ray et al., 2012; Rima et al., 2017).

Ademas, cuenta con un promotor de citomegalovirus (CMV), que garantiza una
expresion robusta del gen de interés en diversas células de mamiferos (Helbig et al., 2013; Song
et al., 2016). Para facilitar la deteccion, el vector incluye una etiqueta epitopa V5 que facilita la
identificacion y purificacion de la proteina expresada (Horie et al., 2010; Shigeyasu et al., 2018).

Finalmente, el gen de resistencia a la blasticidina presente en el vector permite la
seleccion de células transducidas con éxito, lo cual es esencial para aislar lineas celulares que

expresan el gen de interés de manera estable (Kim et al., 2021).
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Figura 2.

Mapa de pLenti6/V5-D-TOPO.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Establecer dos lineas celulares HelLa y SiHa de cancer de cuello uterino con la proteina

CPT1A mutada en M593S.

1.2 Objetivos Especificos
Generar los lentivirus con el gen de CPT/A4 mutado en M593S en células hospederas

293FT.

Transducir las lineas celulares HelLa y SiHa mediante un sistema de transduccion
lentiviral.

Confirmar la expresion de la proteina CPT/A mutado en M593S en ambas lineas

celulares.



LINEAS CELULARES DE CANCER DE CUELLO UTERINO MUTADAS 21

2. Metodologia
La metodologia realizada en esta investigacion se organizo en tres secciones principales,
como se detalla en la Figura 3.
Figura 3.

Diagrama general de la metodologia.

METODOLOGIA

Caracterizacion de las lineas
Molecular de Enfermedades

HeLay SiH
Infecciosas y Cancer (GEMEICA) en Hetaysitia

Avances del Laboratorio de Genética
celulares HelLa y SiHa

[ Establecimiento de CPT1A M593S

2.1  Avances del Laboratorio de Genética Molecular de Enfermedades Infecciosas y Cancer
(GEMEICA)

El Laboratorio GEMEICA realizé experimentos que incluyeron el aislamiento del gen
CPTIA y su clonacion en el vector pMinit 2.0 (2588 pb) de New England Biolabs
(Massachusetts, USA) utilizando células competentes One Shot Stbl3 Chemically Competent E.
coli de Thermo Fisher Scientific (Waltham, E.E.U.U.), disefiadas para la manipulacion segura de
vectores lentivirales (Thermo Fisher Scientific, 2010). Posteriormente, se confirm6 la presencia
del gen CPTIA mediante secuenciacion Sanger y se introdujo la mutacion puntual M593S
utilizando la técnica de mutagénesis sitio-dirigida por PCR, empleando los cebadores disefiados
con el QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit de Agilent Technologies (Santa Clara, USA)
(Apéndice A). La secuencia de la mutacion se verificO nuevamente por secuenciacion Sanger.

Tras la validacion de los plasmidos pMinit 2.0 CPT14 M593S, se introdujeron extremos romos
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en el gen CPTIA M593S mediante PCR, utilizando cebadores disefiados segin las
especificaciones del kit pLenti6/V5 Directional TOPO® Cloning Kit de Thermo Fisher Scientific
(Waltham, E.E.U.U.) (Apéndice B).

Posteriormente, se realizo la clonacion del gen CPT1A4 M593S con extremos romos en el
vector pLenti6/V5-D-TOPO para realizar la transformacion en células competentes de E. coli.
Los plasmidos recombinantes de interés se extrajeron mediante el kit de miniprep Spin Plasmid
Mini Two de Invisorb (Birkenfeld, Alemania). Finalmente, se realizaron las digestiones
enzimaticas de verificacion y las PCR de control recomendadas por el kit pLenti6/V5-D-TOPO
de Thermo Fisher Scientific (Waltham, E.E.U.U.) para confirmar la correcta construccion del
vector pLenti6/V5-D-TOPO CPT1A4 M593S (Figura 2).

Figura 4.

Avances del Laboratorio de Genética Molecular y Cancer (GEMEICA).
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2.2 Caracterizacion de las lineas celulares HeLa y SiHa
2.2.1 Deteccion de Mycoplasma sp. en HeLa y SiHa
2.2.1.1 Extraccion de ADN

Se cultivaron aproximadamente 500.000 células de cada linea celular en frascos T-75. El
medio de cultivo utilizado fue Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) de Biowest (Nuaillé,
Francia), suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y 1X penicilina/estreptomicina de
Biowest (Nuaillé, Francia). Las células fueron incubadas a 37 °C, 5 % CO, hasta alcanzar una
confluencia aproximada del 80 %. Luego, las células fueron desprendidas de los frascos
utilizando tripsina 1X y PBS 1X.

Las cé¢lulas recolectadas se centrifugaron a 3.500 rpm durante 5 min, y se descarto el
sobrenadante; este paso se repitidé dos veces. A continuacion, se afiadieron 650 uL. de buffer de
lisis IT (10 mM Tris-Cl pH 7,5, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 mM NaCl) y 10 uL de 10 % SDS. La
mezcla se incubo a 56°C durante 1 h, agitando a 400 rpm. Posteriormente, se agregaron 150 pL
de 6 M HCI, se agitd con vortex y se incubo durante 5 min en frio.

Las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 min, y el sobrenadante fue
transferido cuidadosamente a un nuevo tubo. A continuacion, se anadieron 750 uL de
isopropanol frio, y la mezcla se agitd por inversion hasta observar la formacion de la malla de
ADN. Las muestras se centrifugaron nuevamente a 13.000 rpm durante 6 min, se descarto el
sobrenadante con precaucion y el pellet fue lavado con 200 uL de 70 % etanol, repitiendo este
paso una vez mas. Finalmente, los pellets se incubaron en un bloque térmico a 40 °C y se
suspendieron en 50 uL de buffer TE (pH 7,5). EI ADN obtenido fue cuantificado mediante el

espectrofotometro DS-11 de DeNovix (Wilmington, EE.UU.).
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2.2.1.2 PCR digital de Mycoplasma sp.

A partir del ADN extraido de cada linea celular, se realizé una PCR digital utilizando
cebadores cortos especificos para Mycoplasma sp. tomados de Timenetsky et al. (2006)
(Apéndice C). La reaccion se prepard con una concentracion de 0,25 ng/ul. de ADN, empleando
la mezcla QX200 ddPCR EvaGreen Supermix, siguiendo el protocolo del fabricante. Las gotas
fueron generadas mediante el sistema QX200 Droplet Generator y la amplificacion se llevé a
cabo en un termociclador C1000, utilizando los pardmetros establecidos en el manual de la
mezcla. Posteriormente, las reacciones fueron analizadas con el software QuantaSoft version 1.7,
mediante el lector de gotas QX200 Droplet Reader. Todos los reactivos y equipos utilizados
fueron suministrados por Bio-Rad (Berkeley, EE. UU.). Finalmente, los datos obtenidos de cada

linea celular fueron graficados utilizando el software GraphPad Prism, version 6.04.

2.2.2 Niveles transcripcionales de VPH E7 en HeLa y SiHa
2.2.2.1 Extraccion de ARN

Se cultivaron aproximadamente 500.000 células de cada linea celular en frascos T-75
utilizando medio de cultivo DMEM de Biowest (Nuaill¢é, Francia), suplementado con 10 % SFB
y 1X penicilina/estreptomicina de Biowest (Nuaillé, Francia). Las células fueron incubadas a 37
°C, 5 % CO, hasta alcanzar una confluencia aproximada del 80 %. Posteriormente, las células
fueron desprendidas de los frascos utilizando tripsina 1X y PBS 1X. Para la extraccion de ARN,
se siguiod el protocolo indicado por el kit Monarch Total RNA Miniprep de New England Biolabs
(Massachusetts, EE.UU.). La cuantificacion del ARN obtenido se realiz6 utilizando un

espectrofotometro DS-11 de DeNovix (Wilmington, EE.UU.).
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2.2.2.2 Retrotranscripcion

El ADN complementario (ADNCc) se sintetiz6 a partir del ARN previamente extraido de
cada muestra correspondiente a cada linea celular, siguiendo los lineamientos del protocolo de la
retrotranscriptasa LunaScript RT SuperMix Kit de New England Biolabs (Massachusetts,
EE.UU.). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador T100 de Bio-Rad (Berkeley,
EE. UU.), empleando los parametros establecidos en el manual del kit.
2.2.2.3 PCR digital de E7 en HeLa (VPH-18) y SiHa (VPH-16)

Se realizo PCR digital del gen E7 utilizando 1,0 ng de ADNc correspondiente a cada
linea celular. Para las muestras HeLa se emplearon los cebadores y sondas especificas de £7 del
VPH-18, mientras que para las muestras SiHa se utilizaron los correspondientes al E7 del
VPH-16 (Apéndice C) disefniados por el laboratorio GEMEICA. Las reacciones se prepararon con
la mezcla ddPCR Supermix for Probes siguiendo las indicaciones del fabricante. Los pasos
restantes se realizaron conforme a lo descrito en la seccion 2.2.1.2. En el software GraphPad
Prism, version 6.04, se evalud la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk
(Shapiro and Wilk, 1965), y las diferencias entre las medias de expresion se analizaron mediante
la prueba t de Welch (Welch, 1947). En ambas pruebas, se consider6 un nivel de significancia de

p=0.05.

2.2.3 Niveles transcripcionales de CPT1A endogeno
2.2.3.1 Extraccion de ARN y retrotranscipcion
La extraccion de ARN y la retrotranscripcion se llevaron a cabo segun lo descrito en las

secciones 2.2.2.1 y 2.2.2.2  respectivamente.
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2.2.3.2 PCR digital de CPT1A4 en HelL.a y SiHa

Se realiz6 PCR digital del gen CPT1A4 utilizando 1,0 ng de ADNc correspondiente a cada
linea celular. Para ambas lineas celulares se utilizaron cebadores cortos de CPT14 (Apéndice C)
disefiados por el laboratorio GEMEICA. Las reacciones se prepararon utilizando la mezcla
0X200 ddPCR EvaGreen Supermix. Los pasos adicionales se llevaron a cabo segun lo descrito
en la seccion 2.2.1.2. Los resultados se graficaron y analizaron en el software GraphPad Prism,
version 6.04, empleando las mismas pruebas estadisticas detalladas en la seccion 2.2.2.3.

2.2.4. Western blot de CPTI1A endogeno
2.2.4.1 Extraccion de proteinas

Se cultivaron aproximadamente 500.000 células de cada linea celular en frascos T-75. El
medio de cultivo utilizado fue DMEM de Biowest (Nuaillé, Francia), suplementado con 10 %
SFB y 1X penicilina/estreptomicina de Biowest (Nuaillé, Francia). Las células fueron incubadas
a 37 °C, 5 % CO, hasta alcanzar una confluencia aproximada del 80 %.

A continuacion, las células fueron desprendidas de los frascos mediante tratamiento con
1X tripsina y 1X PBS. Luego, se lavaron con PBS 1X frio para eliminar posibles residuos. La
extraccion de proteinas se realizd utilizando un buffer de radioinmunoprecipitacion (RIPA),
compuesto por 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1 %
Triton X-100, 0,1 % desoxicolato de sodio, 0,1 % SDS y un cdctel de inhibidores de proteasas.
Para lograr una lisis celular completa y homogeneizar la muestra, se aplicd un pipeteo suave.
Todo el procedimiento se llevo a cabo a bajas temperaturas para preservar la integridad de las

proteinas.
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2.2.4.2 Cuantificacion de proteinas

Se cuantificaron las proteinas extraidas mediante el método de Bradford. Para ello, se
prepararon soluciones madre de albumina de suero bovino (BSA) a concentraciones de 0, 25, 50,
125, 250, 500 y 1000 pg/mL. Posteriormente se afiadieron 10 pL. de cada solucion madre por
duplicado en un plato de 96 pozos (Figura 5) para generar la curva de calibracion, junto con 10
uL de las muestras de proteinas extraidas de cada linea celular.
Figura 5.

Distribucion celular para la cuantificacion de las proteinas extraidas de HelLa y SiHa.
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Se prepar6 la cantidad necesaria del reactivo colorante, diluyendo una parte del reactivo
de Bradford concentrado de Bio-Rad (Berkeley, USA) con cuatro partes de agua desionizada.
Luego, se afadieron 200 pL del reactivo Bradford diluido a cada pozo y se incub6 la placa
durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, se midi6 la absorbancia utilizando el

espectrofotometro CLARIOstar Plus de BMG LABTECH (Ortenberg, Alemania), los datos
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obtenidos fueron graficados para determinar la concentracion de proteinas extraidas de cada linea
celular.
2.2.4.3 Western blot

Se prepararon dos geles de poliacrilamida siguiendo las especificaciones del kit TGX
Stain-Free FastCast. Posteriormente, se acondiciond la estacion de electroforesis utilizando la
celda de electroforesis vertical Mini-PROTEAN Tetra con 1X TGS (25 mM de Tris, 192 mM de
glicina y 0,1 % de SDS a pH 8.3) y la fuente de alimentacion basica PowerPac™. Cada gel fue
cargado 40 pg de las proteinas extraidas de cada linea celular y se utilizé6 un marcador de peso
molecular de 250 kD. La electroforesis se realizd en frio a 100 V durante 90 min. Una vez
finalizada la corrida, los geles fueron retirados cuidadosamente. Uno de ellos se prepar6d para
realizar la transferencia, mientras que el otro se incub6 en azul de Coomassie durante 1 h para
verificar la separacion de las proteinas en el gel.

Para la transferencia, la membrana de PVDF se equilibré previamente en metanol, y las
mini pilas necesarias se acondicionaron en buffer antes de ensamblar el sandwich de
transferencia. Se utiliz6 el sistema de transferencia Trans-Blot Turbo, siguiendo su protocolo
estandar. Posteriormente, la membrana de PVDF fue bloqueada con TBST (buffer salino con tris
y 0,1 % Tween 20) al 5 % BSA y agitacion suave durante la noche a 4°C. Todos los materiales y
reactivos utilizados fueron adquiridos de Bio-Rad (Berkeley, USA).

2.2.4.3.1 Marcaje con anticuerpos y deteccion por quimioluminiscencia para deteccion
de CPTIA

Antes de realizar el marcaje con los anticuerpos primarios, la membrana se lavo tres
veces con TBST durante 5 min para eliminar los residuos del BSA resultantes del bloqueo. Para

el marcaje, la membrana se incubd con agitacion suave durante la noche a 4 °C en una dilucion
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de 1:1000 del anticuerpo monoclonal de conejo CPT1A (D3B3) en TBST al 5 % de BSA. Tras la
incubacion del primer anticuerpo, se realizaron nuevamente los lavados correspondientes. A
continuacion, se incubd la membrana con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado
con HRP en una dilucion 1:2000 en TBST al 5 % de Blotto, durante 2 h a temperatura ambiente.
Los anticuerpos utilizados fueron adquiridos de Cell Signaling Technology (Danvers, USA).
Luego de esta incubacion, la membrana se lavo nuevamente tres veces con TBST durante 5 min.

Finalmente, se realizo la deteccion de CPT1A incubando la membrana durante 2 min con
el sustrato quimioluminiscente ECL de Abcam (Cambridge, Reino Unido) siguiendo las
recomendaciones del protocolo. Seguido a esto, la membrana fue revelada en el sistema de
adquisicion iBright 1500 de Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) utilizando el tiempo de
exposicion automatico. Las imagenes obtenidas fueron capturadas, procesadas y analizadas
mediante el software del equipo.

2.2.4.3.2 Stripping (remocion de anticuerpos)

Con el objetivo de retirar los anticuerpos previamente fijados en la membrana, se prepard
una solucion de stripping con 5 mL de 10 % SDS, 3,13 mL de 0.5 M Tris-HCI (pH 6,8) y 0,2 mL
de B-mercaptoetanol, ajustando el volumen final a 25 mL con agua tipo I. La membrana se
incubd en dicha soluciéon durante 30 min a 50°C con agitacion suave. Tras la incubacién, se
bloque6 nuevamente la membrana con TBST al 5 % BSA durante 1 h a temperatura ambiente.
Luego de esto, se lavé con abundante TBST cinco veces durante 5 min.

2.2.4.3.3 Control de carga con f-actina

Para marcar el control de carga, la membrana se incub6 con agitacion suave durante 8 h a
4°C en una diluciéon 1:1000 del anticuerpo monoclonal de raton contra B-actina (Santa Cruz

Biotechnology, Dallas, USA) en TBST al 5 % BSA. Después de esta incubacion, se realizaron
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tres lavados consecutivos con TBST durante 5 min cada uno. Luego, la membrana se incub6
durante la noche a 4°C en una dilucion 1:1000 del anticuerpo de conejo anti-IgG de raton
(especifico para la cadena ligera) conjugado con HRP (Cell Signaling Technology, Danvers,
USA) en Blotto (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA) al 5 %, para la deteccidon de B-actina.
Finalmente, la deteccion se llevd a cabo siguiendo el protocolo previamente descrito para
CPT1A. Las imagenes fueron capturadas, procesadas y analizadas mediante densitometria
utilizando el software ImageJ (Schneider et al., 2012), normalizando los datos con respecto al

control de carga.

2.3 Establecimiento de dos lineas celulares de CCU con CPTI1A M593S

Tras la caracterizacion de ambas lineas celulares, se llevaron a cabo los experimentos
dirigidos a introducir la mutacién M593S, siguiendo el protocolo descrito en el manual del
ViraPower™ Lentiviral Expression System de Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). Este
procedimiento comenz6 a partir del Gltimo avance documentado en el laboratorio GEMEICA

(Figura 4). A continuacion, se detallan los experimentos realizados en esta seccion (Figura 6).
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Figura 6.
Experimentos para el establecimiento de dos lineas celulares de CCU con CPTIA M593S.
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2.3.1 Titulacion de blasticidina

Se cultivaron 1.500 células por pozo de las lineas celulares de HeLa y SiHa en medio
DMEM de Biowest (Nuaill¢, Francia), suplementado con 10 % SFB de Biowest (Nuaill¢,
Francia) y 1X penicilina/estreptomicina de Biowest (Nuaillé, Francia). Las células fueron
incubadas a 37 °C, 5 % CO, en cinco platos de 96 pozos, hasta alcanzar una confluencia del 80
%. Este proceso se llevo a cabo durante 22 dias, con el objetivo de evaluar la viabilidad celular.

En cada plato se asignaron columnas correspondientes al control y a concentraciones de
blasticidina de entre 2-5 pg/mL. Se distribuyeron un total de cinco columnas por cada linea
celular en cada plato, y cada tratamiento fue realizado por triplicado (Figura 7). Para garantizar
condiciones Optimas de crecimiento y evitar la sobre confluencia en los pozos de control, se

realizaron pases celulares de manera regular.
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Figura 7.

Distribucion celular para titulacion de blasticidina para Hela y SiHa.
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Posteriormente, se aplicaron ensayos de viabilidad celular en los dias 3, 6, 9, 12 mediante
el método colorimétrico MTT. Este ensayo se basa en la reduccion del MTT por enzimas
mitocondriales, lo que genera cristales de de color plirpura en células vivas. La absorbancia
resultante fue medida en un espectrofotoémetro CLARIOstar Plus de BMG LABTECH
(Ortenberg, Alemania) y los datos obtenidos fueron graficados para determinar la concentracion
de blasticidina en la cual la viabilidad celular era nula. Ademads, este mismo ensayo se repitié en

el dia 22 con el objetivo de evaluar la resistencia celular a la blasticidina.

2.3.2 Titulacion de polibreno

Se cultivaron 3.500 células por pozo de las lineas celulares de SiHa y HeLa en un plato
de 48 pozos. El medio de cultivo utilizado fue DMEM de Biowest (Nuaill¢, Francia),
suplementado con 10 % SFB de Biowest (Nuaillé, Francia) y 1X penicilina/estreptomicina de

Biowest (Nuaillé, Francia). Las células fueron incubadas a 37 °C, 5 % CO, hasta alcanzar una
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confluencia aproximada del 50%. Para el tratamiento, se asignaron columnas correspondientes al
control y a diferentes concentraciones de polibreno, que variaron entre 2 y 10 pg/mL,
aumentando en incrementos de 2 pg/mL. Se distribuyeron un total de seis columnas por cada
linea celular en el plato de cultivo, y cada tratamiento fue realizado por triplicado (EFigura 8).
Figura 8.

Distribucion celular para titulacion de polibreno para HelLa y SiHa.
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Este tratamiento se mantuvo durante 12 dias, y la concentracion 6ptima de polibreno para
cada linea celular se determind en funcion de la morfologia celular observada durante el periodo

de tratamiento.

2.3.3 Produccion de particulas lentivirales
2.3.3.1 Cultivo celular

Se cultivaron células HEK293FT productoras de lentivirus en frascos de 75 ¢m? con 10
mL de medio completo selectivo, compuesto por: medio DMEM de Biowest (Nuaillé, Francia),

10 % SFB de Biowest (Nuaillé, Francia), 0.1 mM de aminoacidos no-esenciales, 6 mM de
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L-glutamina, 500 pg/mL de geneticina y 1X penicilina/estreptomicina de Biowest (Nuaillé,
Francia). Las células fueron incubadas a 37°C, 5 % CO, hasta alcanzar una confluencia
aproximada del 80 %.

El dia antes de la transfeccion (dia 1), se realizo un subcultivo de tres millones de células
por caja de Petri para asegurar una confluencia del 90-95 % el dia de la co-transfeccion, en seis
cajas de Petri revestidas con poly-L-lisina de Merck (Nueva Jersey, USA) para mejorar la
adherencia celular. Se designaron 3 cajas de Petri para realizar la transfeccion, cada una con su
control correspondiente. El medio utilizado para este subcultivo fue el mismo descrito
anteriormente, pero sin geneticina ni penicilina/estreptomicina.
2.3.3.2 Transfeccion

El dia de la transfeccion (dia 2), se prepararon los complejos de pLenti6/V5-D-TOPO
CPTI1A4 M593S y Lipofectamina™ 2000 de Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) en tubos
estériles para cada muestra siguiendo los siguientes pasos: se agregaron 9 pg de ViraPower™
Packaging Mix de Thermo Fisher Scientific (Waltham, E.E..U.U.) y se ajustaron las
concentraciones de pLenti CPT/4 M593S a 6, 9 y 12 pg, se mezclaron suavemente con 1.5 mL
de medio sin suero ni antibioticos. En un tubo estéril adicional para cada muestra, se diluyeron
36 pL de Lipofectamina™ 2000 en 1.5 mL de medio sin suero ni antibidticos, se mezclaron
suavemente y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
combinaron el ADN de pLenti6/V5-D-TOPO CPT1A4 M593S y la lipofectamina diluida para
cada muestra y se incubaron durante 20 min. A continuacion, se retir6 el medio de cultivo previo
de las células y se reemplazo6 por 5 mL con suero pero sin antibidticos y la mezcla preparada. Las
células se incubaron durante la noche a 37°C, 5 % CO,. Al dia siguiente (en la manana del dia 3),

se retiraron los complejos de pLenti6/V5-D-TOPO CPT14 M593S-Lipofectamina 2000 y se
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reemplazo por medio de cultivo completo sin antibidticos. Las células se incubaron a 37°C, 5 %
CO, durante 8 h.
2.3.3.3 Colecta de particulas lentivirales

En la tarde del dia 3, se realiz6 la primera colecta de particulas lentivirales en tubos
Falcon estériles de 50 mL correspondientes a cada concentracion de pLenti6/V5-D-TOPO
CPTI1A M593S [6, 9 yv 12 nug]. El medio colectado fue almacenado a 4°C y se reemplazd por
medio completo sin antibioticos. A las 48 y 72 h post-transfeccion (dias 4 y 5), se llevaron a cabo
dos colectas adicionales por dia: una por la mafiana y otra por la tarde. En total, se realizaron
cinco colectas después de la transfeccion para cada concentracion de pLenti6/V5-D-TOPO
CPTI1A4 M593S.
2.3.3.4 Concentracion de particulas lentivirales

Se centrifugaron las colectas a 3.000 rpm durante 15 min a 37°C para sedimentar los
desechos celulares. Posteriormente, se filtro el sobrenadante utilizando filtros PES de 0.45 um de
Sartorius (Aubagne, Francia). A continuacidn, las particulas lentivirales fueron concentradas
mediante centrifugacion a 22.000 gravedades durante 1 h a 4 ° C. Se descart6é cuidadosamente un

tercio del volumen total centrifugado.

2.3.4 Transduccion de células de CCU
2.3.4.1 Cultivo celular

Se cultivaron 5.000 células por pozo de las lineas celulares de SiHa y HelLa en medio
DMEM de Biowest (Nuaillé, Francia), suplementado con 10 % SFB de Biowest (Nuaill¢,
Francia) y 1X penicilina/estreptomicina de Biowest (Nuaillé, Francia). Las células se incubaron

37 °C, 5 % CO, en un plato de 48 pozos hasta alcanzar una confluencia del 30-50 %. Para la
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transduccion, se asignaron las columnas de la siguiente manera: una para el control, tres para las
tres concentraciones de particulas lentivirales obtenidas y tres para evaluar las células tratadas
unicamente con polibreno (Figura 9). La concentracion de polibreno se determiné en la titulacion
de realizada previamente.

Figura 9.

Distribucion celular para transduccion de HelLa y SiHa.
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2.3.4.2 Transduccion

Una vez las células alcanzaron la confluencia deseada, se retir6 el medio de cultivo y se
reemplazé cuidadosamente por la mezcla de lentivirus concentrados y polibreno [6 pg/mL] en
los pozos previamente asignados (Figura 9). Para los pozos que solo contenian polibreno, se
prepard una mezcla de medio completo sin antibidtico y polibreno [6 pg/mL], la cual se afiadio6 a
los pozos correspondientes (Figura 9). Los pozos control se mantuvieron con medio de cultivo
completo sin antibidtico.

Posteriormente, las células fueron incubadas a 37 °C, 5 % CO, durante 8 h. Tras este

tiempo, se repitid el procedimiento de transduccidon y se incubaron durante la noche bajo las
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mismas condiciones. Al dia siguiente, se retird el medio con virus y se reemplazd con medio
completo fresco, incubando nuevamente las células durante toda la noche a 37 °C, 5 % CO.,.
2.3.4.3 Seleccion de las células transducidas

Después de 48 h de incubacion, con el fin de permitir que las células se recuperaran de la
transduccion, se prepard6 medio fresco con la concentracion de blasticidina determinada en la
titulacion para cada linea celular. A partir de este momento, se reemplazé el medio de cultivo de
todos los pozos, excepto los controles, por medio completo con blasticidina. Este reemplazo se
realizé cada 3-4 dias durante 12 dias, hasta que se identificaron colonias resistentes al antibiotico
y no se observd ninguna colonia en los pozos con polibreno, lo que indicaba el éxito de la
transduccion. El dia 13, el medio con blasticidina fue sustituido por medio fresco completo para

facilitar la recuperacion celular.
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3. Resultados y discusion
3.1 Caracterizacion de las lineas celulares HelLa y SiHa
3.1.1 Deteccion de Mycoplasma sp. en HeLa y SiHa
No se obtuvieron copias de Mycoplasma sp. para ninguna de las dos lineas celulares. En
comparacion, el control positivo presenta alrededor de 1300 copias por pL. (Figura 10).
Figura 10.

Cuantificacion de Mycoplasma sp. en HeLa y SiHa mediante PCR digital.
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Mycoplasma sp. es una bacteria contaminante de gran importancia en el cultivo celular,
ya que su infeccion puede alterar el comportamiento celular, interferir en procesos metabolicos,
favorecer los mecanismos de evasion inmune e influir en las interacciones dentro del
microambiente tumoral (Morsy and Trippier, 2020; Liu and Zhang, 2022). En el contexto del
CCU, diversas especies de Mycoplasma se han asociado con el microbioma cervical y con la
persistencia del VPH, actuando como un factor que potencia la progresion tumoral al modular el

riesgo y la severidad de la infeccion (Arokiyaraj et al., 2018). Ademas, se ha demostrado que las

lineas celulares contaminadas con Mycoplasma presentan dindmicas de crecimiento alteradas y



LINEAS CELULARES DE CANCER DE CUELLO UTERINO MUTADAS 39

una respuesta modificada a los tratamientos quimioterapéuticos (Borchsenius et al., 2018). Por
estas razones, la deteccion rutinaria y el tratamiento de las lineas celulares contra de Mycoplasma
se considera un procedimiento esencial para garantizar la confiabilidad de los resultados

experimentales (Haider et al., 2018).

3.1.2 Niveles transcripcionales del gen VPH E7 en HeLa y SiHa

La prueba estadistica de Shapiro-Wilk indic6é que los datos correspondientes a las lineas
celulares HelLa y SiHa presentan una distribucion normal (p = 0.7962 y p = 0.1399,
respectivamente). Por otro lado, la prueba t de Welch reveld una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de expresion de ambas lineas celulares (p < 0.0001). De acuerdo
con estos resultados, la cuantificacion del nimero de copias por pL muestra que la linea HeLa
presenta una mayor expresion del oncogén E7 del VPH-18 en comparacion con la linea SiHa,
que contiene el VPH-16 (Figura 11).
Figura 11.

Cuantificacion de VPH E7 en HeLa y SiHa mediante PCR digital.

E7 del VPH
sfeskeoskosk
10000+ I
= -
o ¢
g, 1000
g ]
& ] Ll
&) i
100-

T T
HelLa SiHa



LINEAS CELULARES DE CANCER DE CUELLO UTERINO MUTADAS 40

En ambos tipos de VPH, la oncoproteina E7 desempefia un papel fundamental en el
desarrollo y el mantenimiento del cdncer. Su accion principal consiste en interferir con la
proteina supresora de tumores del retinoblastoma (pRb), lo que provoca una desregulacion del
ciclo celular y una proliferacion celular descontrolada (Zhang et al., 2017; Gbala et al., 2025). En
el VPH-18, ademas de interactuar con pRb, E7 se une a otras proteinas reguladoras como p130 y
regula genes del ciclo celular mediante ARN largos no codificantes (He et al., 2019). Esta
funcion no ha sido descrita para E7 del VPH-16, el cual promueve la degradacion directa de pRb
(Fiedler et al., 2004; McLaughlin-Drubin and Miinger, 2009).

Las diferencias en la expresion de la proteina E7 observadas entre ambas lineas celulares
(Figura 11) pueden atribuirse al origen tumoral de cada una y al nimero de copias de VPH que
presentan. La linea celular HeLa proviene de un adenocarcinoma (ADC), un tipo de céancer
menos frecuente pero mas agresivo en comparacion con el carcinoma de células escamosas
(CCE), del cual se deriva la linea celular SiHa (Pan et al., 2020). Estudios han demostrado que
pacientes con CCE presentan mejores respuestas a la terapia que aquellos con ADC (Molijn et
al., 2015). Asimismo, se ha documentado que la linea HeLa contiene hasta 40 copias integradas
de VPH-18, mientras que SiHa presenta inicamente entre 1 y 2 copias integradas de VPH-16 (de
Boer et al., 2007). Aunque cada linea celular estd asociada a un genotipo diferente de VPH,
ambos son considerados de alto riesgo y se han relacionado positivamente con los niveles de E7

(Sabri et al., 2024).

3.1.3 Niveles transcripcionales del gen CPTI1A
La prueba estadistica de Shapiro-Wilk indicé que los datos correspondientes a las lineas

celulares HelLa y SiHa presentan una distribucion normal (p = 0333 y p = 0.1527,
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respectivamente). Por otro lado, la prueba t de Welch reveld una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de expresion de ambas lineas celulares (p = 0.0007). En
concordancia con lo obtenido, es posible afirmar que linea celular HeLa presenta una mayor
expresion del gen CPT1A en comparacion con la linea SiHa (Figura 12).

Figura 12.

Cuantificacion de CPTIA en HelLa y SiHa mediante PCR digital.
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3.1.4 Deteccion de la proteina CPTI1A enddégena

El analisis densitométrico de las imagenes obtenidas a partir del western blot realizado
también permitid identificar una mayor expresion de la proteina CPT1A en linea celular HeLa en
comparacion con SiHa (Figura 13), este resultado es consistente con los niveles transcripcionales

de este detectados en la seccidon 3.1.3.
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Figura 13.
Western blot de CPTI1A. A). Resultados del andlisis densitométrico,; B).Western blot de CPT1A

con beta-actina como control de carga.
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Los resultados obtenidos sobre los niveles transcripcionales y proteicos de CPT1A son
coherentes con los datos previamente reportados en la literatura sobre a la expresion de ARN en
las lineas celulares analizadas (Pontén et al., 2009; Human Protein Atlas, s.f.). La sobreexpresion
de CPT1A en células de CCU respecto a las células sanas ha sido previamente estudiada, esto se
relaciona con las ventajas metabdlicas que esta enzima ofrece en la progresion tumoral (Liang,
2023; Liu et al., 2024). En consenso, las células sanas del cérvix expresan aproximadamente 19.7
nTPM, mientras que HeLa alcanza hasta 60.4 nTPM y SiHa 37.7 nTPM (Pontén et al., 2009;
Human Protein Atlas, s.f.). En cuanto a las diferencias de expresion observadas entre las lineas
celulares, estas podrian estar relacionadas con su origen tumoral. Segln lo reportado, las células
glandulares del cérvix presentan mayor expresion de esta proteina en comparacion con las

células epiteliales escamosas (Pontén et al., 2009; Human Protein Atlas, s.f). Lo anterior podria
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explicar las diferencias en la expresion observadas en Hela, derivada de tejido glandular, en
comparacion con la linea SiHa, de origen epitelial escamoso. Estas diferencias también pueden
estar relacionadas con la mayor agresividad de los ADC en comparacién con los CCE. Varios
autores han sefialado que los ADC son mas propensos a la metastasis en comparacion con los
CCE (Gadducci et al., 2019). Ademas, la metastasis se ha asociado con niveles elevados de

beta-oxidacion, lo cual sugiere una sobreexpresion de CPT1A (Quan et al., 2022).

3.2 Establecimiento de dos lineas celulares de CCU con CPT1A M593S5
3.2.1 Titulacion de blasticidina

Los ensayos de MTT realizados para la linea celular Hela mostraron una viabilidad
superior al 50 % en el dia 3 para todas las concentraciones de blasticidina. A partir del dia 6, la
viabilidad comenz6 a disminuir progresivamente, alcanzando el 0 % en los dias 9 y 12 para las
concentraciones 3-5 pg/mL, mientras que la concentracion de 2 pg/mL mantuvo cierta viabilidad
hasta el dia 12. En cuanto a la proliferacién de colonias resistentes, la medicion realizada en el
dia 22 indica que las concentraciones 3-5 pg/mL mantienen la resistencia a la blasticidina,
mientras que la concentracion de 2 pg/mL presenta colonias resistentes. El control conservé una

viabilidad cercana al 100 % para todas las mediciones (Figura 14).
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Figura 14.

Tasa de viabilidad de HelLa a diferentes concentraciones de blasticidina durante 22 dias.
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Los ensayos de MTT realizados para la linea celular SiHa mostraron una viabilidad
cercana al 100 % en el dia 3 para todas las concentraciones de blasticidina. Luego del dia 6, la
viabilidad de cada concentracion fue disminuyendo progresivamente. Sin embargo, solo las
concentraciones de 4-5 pg/mL alcanzaron la viabilidad del 0 % en el dia 12 y la mantuvieron
hasta el dia 22. En contraste, las concentraciones 2-3 ug/mL no alcanzaron una viabilidad nula y
en ambos casos se presentaron colonias resistentes tras la Gltima medicién. Por otro lado, el
control mantuvo una viabilidad cercana al 100 % para todas las mediciones (Figura 15).

Figura 15.

Tasa de viabilidad de SiHa a diferentes concentraciones de blasticidina durante 22 dias.
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A partir de los resultados obtenidos, se determind que la concentracion minima de
blasticidina necesaria para asegurar una seleccion celular efectiva en ambas lineas celulares
evaluadas es de 4 ng/mL. Las concentraciones inferiores fueron descartadas, ya que permitieron
la formacidn de colonias resistentes. La determinacidon de esta concentracion Optima es crucial,
ya que permite eliminar las células no transducidas y establecer poblaciones celulares
modificadas de manera precisa. Estudios han sefialado que el uso de blasticidina no solo mejora
la eficiencia del proceso de seleccion, sino que también contribuye a la estabilidad de las células
modificadas, lo cual es esencial para estudios posteriores enfocados en la sobreexpresion del gen
de interés (Giinyiiz et al., 2022; Alaimo et al., 2024).

El mecanismo de accion de la blasticidina se basa en su capacidad de interferir con el
proceso de traduccion proteica. Este antibiotico atrapa el ribosoma en un estado de
pre-terminacion, bloqueando la etapa final de la sintesis proteica y provocando la muerte de
células que no poseen el gen de resistencia correspondiente (Svidritskiy and Kopocrenes, 2018;
Tomas et al., 2018; Lee et al., 2022). En este sentido, la determinacién precisa de la
concentracion adecuada de blasticidina resulta un paso fundamental en el proceso de

transduccion y posterior establecimiento de lineas celulares funcionales.

3.2.2 Titulacion de polibreno

A partir de la titulacion realizada, se establecid que la concentracion 6ptima de polibreno
es de 6 ug/mL, siendo la mayor concentracién que no provoco alteraciones morfoldgicas en
ninguna de las dos lineas celulares evaluadas. Las concentraciones superiores a la determinada

provocaron cambios fenotipicos en las células evaluadas, por lo cual fueron descartadas.
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El polibreno es un lipido cationico que ha demostrado mejorar la efectividad de la
transduccion génica (Nasiri et al., 2023). Su efecto se debe a su capacidad de neutralizar las
cargas electrostaticas negativas presentes en las membranas celulares, las cuales suelen repeler
las particulas virales de las membranas celulares e impedir el ingreso (Heindel et al., 2024). Esta
caracteristica es particularmente importante en el uso de vectores lentivirales derivados del VIH,
en los cuales el polibreno ha mostrado potenciar tanto la eficiencia de infeccion como la entrega
génica (Heindel et al., 2024). Sin embargo, aunque se ha demostrado que concentraciones mas
altas de polibreno mejoran la eficiencia de la transduccion, su uso en exceso puede resultar
citotoxico (Zhang et al., 2024). Por esta razon, la determinacion de una concentracion adecuada

para cada linea celular es un parametro fundamental antes de proceder con la transduccion.

3.2.3 Produccion de lentivirus en células HEK293FT

Se observaron cambios morfologicos en las células productoras HEK293FT en
comparacion con las células control (Figura 16). Entre ellos, se identificaron células de gran
tamafo y multinucleadas resultado de la fusion celular, conocidos como sincitios (Espinoza et
al., 2019). Este fenomeno es un resultado esperado durante la produccion de lentivirus y esta
reportado como una caracteristica tipica de la generacion de particulas virales en el manual del

sistema utilizado ViraPower Lentiviral Expression System (Thermo Fisher Scientific, 2010).
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Figura 16.
Efecto de la transfeccion en células HEK293FT. (A) Células control sin transfectar, (B) Células

transfectadas con formacion de sincitios (indicados con flechas).

. 100 um

Este efecto se debe principalmente a la expresion de la glicoproteina G del virus de la
estomatitis vesicular (VSV) presente en uno de los vectores de empaquetamiento del sistema
ViraPower Lentiviral Expression System (Thermo Fisher Scientific, 2010; Jin and Jung, 2020).
Dicha glicoproteina induce la fusion de las células productoras HEK293FT con células vecinas
no infectadas, dando lugar a estructuras celulares de grandes tamafos y varios ntcleos (Jin and
Jung, 2020). La presencia de estas células multinucleadas se ha asociado positivamente con la
eficiencia de los sistemas lentivirales, ya que puede influir directamente en la capacidad de

transduccion del vector (Espinoza et al., 2019).

3.2.4 Transduccion
Después de 12 dias de seleccion con 4 pg/mL de blasticidina, ninguna de las dos lineas
celulares evaluadas present6 resistencia (Figura 17). Tras el cambio de medio para permitir la

recuperacion celular, no se detectaron colonias vivas en ninguno de los pozos sometidos a la
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transduccion. De la misma manera, los pozos control expuestos inicamente a polibreno también
presentaron muerte celular, lo que indica que la blasticidina funciona correctamente como agente
de seleccion.

Figura 17.

Seleccion con blasticidina de células transducidas: (A) Células SiHa control sin transducir, (B)
Células SiHa transducidas después de la seleccion (muertas), (C) Células HeLa control sin

transducir, (D) Células HeLa transducidas después de la seleccion (muertas).

100 um

La formacion de sincitios sugiere que la generacion de los lentivirus fue exitosa (Figura
16). No obstante, los resultados de la transduccion indican que las particulas lentivirales

producidas no lograron una transduccion efectiva en las lineas celulares de interés (Figura 17).
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Los vectores lentivirales derivados del VIH tipo 1 representan una alternativa novedosa y
eficaz, gracias a su capacidad para asegurar la expresion continua y estable de transgenes de
interés en investigaciones relacionadas con el cancer (Milone and O'Doherty, 2018; Shams et al.,
2023). No obstante, la produccion adecuada de estas particulas presenta varios desafios, uno de
los mas relevantes es la recombinacion de repeticiones terminales largas (LTRs, por sus siglas en
inglés). Estos vectores contienen dos LTRs (5'y 3') que rodean el genoma viral y desempefian un
papel esencial en el ciclo de vida del virus. Dado que ambas secuencias son idénticas, existe una
alta probabilidad de recombinarse con facilidad durante la transcripcion inversa o la integracion
del genoma en la célula huésped (Rom et al., 2015; Bruce et al., 2021). Como consecuencia,
dicha recombinaciéon puede afectar la funcionalidad de los lentivirus y generar particulas
defectuosas incapaces de generar la correcta integracion del gen de interés en el genoma huésped
(Shang et al., 2017).

De acuerdo con el manual de pLenti6/V5 Directional TOPO® Cloning Kit de Thermo
Fisher Scientific (Waltham, E.E.U.U.), la generacion de lentivirus aberrantes estd directamente
relacionada con la integridad estructural del vector. Con el objetivo de identificar posibles fallas
en el vector, se realizaron experimentos adicionales replicando el proceso de clonacion, en los
cuales se ajustaron variables como la cantidad de ADN y la duracion de la reaccion. Los
resultados obtenidos confirmaron que el vector pLenti6/V5-D-TOPO no contenia el gen de
interés CPT1A4 M593S en su estructura (Apéndice D).

La pérdida del gen de interés en vectores lentivirales puede tener diversas causas, una de
las mas comunes es la recombinacion entre las LTRs previamente mencionadas (Pfeifer et al.,
2002). Aunque estas secuencias han sido modificadas en los vectores de tercera generacion con

el propdsito de para aumentar su seguridad, también se ha reportado que dichas modificaciones
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pueden facilitar la escision del transgén insertado, lo que da lugar a colonias celulares que
carecen completamente del mismo (Pfeifer et al., 2002; Mariyanna et al., 2012). En este
contexto, los antecedentes revisados respaldan la hipdtesis de que las particulas lentivirales
generadas fueron defectuosas debido a un evento de recombinacion en las LTRs del vector
pLenti6/V5-D-TOPO, lo cual explica la transduccion ineficiente de las células evaluadas.
Asimismo, esta recombinacion pudo provocar la pérdida del gen CPT14 M593S, generando un

vector vacio incapaz de producir particulas lentivirales funcionales.

3.2.5 Deteccion de CPT1A M593S

Como se mencionod anteriormente, no se obtuvieron colonias resistentes a la blasticidina
que expresaran la variante mutada CPT1A MS593S. Por lo cual, no fue posible realizar la
deteccion mediante western blot. Sin embargo, se detectd y se analizd la expresion del gen

enddgeno en cada una de las lineas evaluadas (Figura 13 y Seccion 3.1.4).




LINEAS CELULARES DE CANCER DE CUELLO UTERINO MUTADAS 51

4. Conclusiones

La caracterizacion de las lineas celulares HelLa y SiHa confirm6 la ausencia de
Mycoplasma sp., asegurando la validez de los experimentos realizados. En cuanto a la expresion
del oncogén E7, HeLa (VPH-18) present6 niveles superiores a los de SiHa (VPH-16), diferencia
que puede atribuirse al niimero de copias insertadas de cada tipo de VPH y al origen histolégico
de cada linea. Asimismo, HeLa mostr6 una expresion significativamente mas alta del gen
CPTIA, tanto a nivel transcripcional como proteico.

Por otro lado, la produccion de lentivirus en células HEK293FT fue exitosa, evidenciada
por los cambios morfologicos caracteristicos como lo son la formacion de sincitios
multinucleados. Este fendmeno es consecuencia de la expresion de la glicoproteina VSV-G en el
sistema de empaquetamiento ViraPower Lentiviral Expression Systems, lo que confirma la
actividad viral esperada. Sin embargo, pese a la generacién de particulas lentivirales, la
transduccion de las lineas celulares tratadas no fue efectiva. Esto posiblemente se debe a que el
vector pLenti6/V5-D-TOPO perdid el gen de CPTIA MS593S, debido a eventos de
recombinacion entre las secuencias terminales largas (LTRs) del vector, lo que produjo particulas
lentivirales defectuosas incapaces de integrar el transgén en el genoma de las células huésped.

Como consecuencia de la ineficiencia de la transduccion, no fue posible detectar la
proteina mutada CPTIA M593S ya que no se obtuvieron colonias resistentes a la blasticidina.
Sin embargo, se aprovechd esta limitacidon para analizar la expresion enddgena del gen CPT1A4
en las lineas celulares evaluadas. Como se menciond anteriormente, HeLa present6 una mayor
expresion en comparacion con SiHa. Estas diferencias podrian estar relacionadas con el origen

histologico de las células y con el comportamiento biologico de los respectivos tipos de CCU. En
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particular, los adenocarcinomas (HelLa) suelen mostrar una mayor agresividad y capacidad
metastasica, caracteristicas que se han asociado a una mayor actividad de la beta-oxidacion y

sobreexpresion de CPT1A.

5. Recomendaciones y limitaciones

Entre las principales limitaciones del presente trabajo de investigacion se encuentra la
ineficacia de la transduccion debido a la generacién de lentivirus defectuosos. Esta situacion
restringe el establecimiento de modelos celulares que sobreexpresen la proteina CPT1A M593S
y limita la realizacion de posibles analisis funcionales de esta variante en el CCU. Ademas, cabe
reconocer que la presencia del gen enddégeno de CPTIA en las lineas celulares utilizadas pudo
generar competencia en la expresion, dificultando el analisis especifico de la variante mutada.
Finalmente, el caracter aleatorio de la insercion del vector lentiviral en el genoma de las células
huésped representa otra limitacion relevante, ya que la integracidon en sitios gendémicos criticos
podria afectar la viabilidad celular.

Para superar estas limitaciones, se recomienda optimizar el disefio y construccion del
vector lentiviral para evitar recombinaciones en las secuencias LTRs. Asimismo, seria
conveniente explorar sistemas alternativos de expresion génica que puedan reducir la pérdida del
gen insertado. Por otro lado, para contrarrestar la competencia con el gen endogeno, se sugiere
utilizar técnicas de edicion génica como CRISPR/Cas9 para noquear el gen CPT1A4 salvaje en las
lineas celulares de interés. Por ultimo, para minimizar los efectos de la insercion aleatoria, es
recomendable evaluar métodos de integracion dirigidos o sistemas que permitan una insercion

mas controlada y segura en el genoma.
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Apéndices
Apéndice A. Mutagénesis sitio dirigida de M953S en CPT1A
Los cebadores fueron disefiados de acuerdo a los lineamientos establecidos en el manual
del QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit de Agilent Technologies (Santa Clara, USA).
Tabla 1A.

Cebadores y secuencias de la mutagénesis sitio dirigida de M593S en CPTIA

Mutagénesis sitio dirigida (M593S en CPT1A)
CPTI1A4 wild type 5' CGGAAGAGCCGGGTCATGGAGGCCTCGTAT 3'
Fwd 5'ATACGAGGCCTCCAGTACCCGGCTCTTCCG '3
Rev 5' CGGAAGAGCCGGGTACTGGAGGCCTCGTAT 3'
CPT14 M5938 secuenciado 5' CGGAAGAGCCGGGTACTGGAGGCCTCGTAT 3'

Cebadores CPT14 M593S

Nota. Las bases en negrita corresponden a las posiciones en las que se gener6 la mutacion.
Apéndice B. Clonacion de CPT1A M593S en pLenti6/V5-D-TOPO

Los cebadores utilizados para generar los extremos romos en CPT1A M593S, necesarios
para la clonacion, fueron disefiados de acuerdo a los lineamientos establecidos en el manual del
pLenti6/V5 Directional TOPO Cloning Kit de Thermo Fisher Scientific (Waltham, E.E.U.U).
Tabla 1B.
Cebadores para la generacion de extremos romos en CPTIA MS593S necesarios para la

clonacion.

Extremos romos en CPT1A4 M593S para pLenti6/V5-D-TOPO
Fwd 5" CACCATGGCAGAAGCTCA '3
Rev 5 CTTTTTGGAATTAGAACTGAGACCA 3'

Cebadores CPT14 pLenti6/V5-D-TOPO

Nota. En el cebador CPT1A4 pLenti Fwd, las bases en negrita corresponden a las posiciones -3 y

+4 de la secuencia Kozak, y el codon de inicio estd subrayado.
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Apéndice C. Listado de cebadores
Tabla 1C.

Secuencias de los cebadores utilizados en las PCRs digitales.

Cebadores PCR digitales
Fwd 5' GGGAGCAAACACGATAGATACCCT '3

Mycoplasma sp.

Rev  5' TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 3'
Fwd 5 TGCAACCAGAGACAACTGAT '3

E7 VPH-16
Rev 5 GCACAACCGAAGCGTAGA 3'
Fwd 5" CGAACCACAACGTCACACAA'3

E7 VPH-18
Rev  5'CACGGACACACAAAGGACAG
Fwd 5" CACTACAAGGACATGGGCAA '3

CPT1A4

Rev 5'TCCTCCCCTCTCGGAAGA 3'

Apéndice D. Experimentos adicionales para la verificacion del plasmido.
1. Verificacion del plasmido
1.1 Extremos romos mediante PCR y purificacion

Se generaron extremos romos en el vector confirmado pMinit 2.0 CPTI4A M593S
mediante una PCR utilizando la polimerasa Q5 High Fidelity 2x Master Mix de New England
Biolabs (Massachusetts, USA) y los cebadores detallados en el Apéndice B. La reaccion se llevo
a cabo en un termociclador T-100 de Bio-Rad (Berkeley, USA) de acuerdo con los parametros de
la enzima modificando la extension a 72°C por 2 min y medio debido al tamafio del gen (2322
pb). Posteriormente, los productos amplificados fueron analizados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, realizada durante 1 h a 80 V. Se verifico la presencia del fragmento
correspondiente al gen CPTIA MS593S con los extremos romos generados. Las bandas

especificas fueron purificadas utilizando el protocolo del Monarch DNA Gel Extraction Kit (New



LINEAS CELULARES DE CANCER DE CUELLO UTERINO MUTADAS 72

England Biolabs, Massachusetts, EE. UU.), y el ADN recuperado fue cuantificado con un
espectrofotometro DS-11 de DeNovix (Wilmington, EE. UU.).

La electroforesis reveld una banda del tamafo esperado (~2322 pb), correspondiente al
gen CPTIA MS593S con extremos romos. Se incluyd una muestra sin ADN como control
negativo (NTC) (Figura 1D).

Figura 1D.

Electroforesis de CPTIA M593S con los extremos romos producidos mediante PCR.
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1.2 Transformacion de E. coli competentes y extraccion de los plasmidos
Se realizaron tres reacciones de clonacion del gen previamente amplificado y purificado
en el vector pLenti6/V5-D-TOPO, con modificaciones al protocolo recomendado en el manual.

En la primera reaccion, la concentraciéon de ADN se increment6 a 60 ng/uL, mientras que en la
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segunda se utilizdé una concentracion de 30 ng/uL, debido a que valores inferiores a estos
resultaban en vectores no confirmados. En la tercera reaccion, se empled 0 ng/ul de ADN para
verificar la funcionalidad del vector y determinar si podia insertarse sin el fragmento deseado.
Finalmente, el tiempo de incubacién se extendidé de 5 min a 20 h a 16°C para las tres reacciones,
siguiendo la recomendacion del protocolo de aumentar la duracion segun el tamafio del gen.

A partir de la transformacion de E. coli competentes, se obtuvieron colonias bacterianas
en las placas correspondientes a las tres concentraciones de ADN (0, 30 y 60 ng/uL) (Eigura 2D).
En el control negativo no se observan colonias, lo que indica que el medio de cultivo mantenia su
estabilidad en seleccién con la ampicilina. Por otra parte, el crecimiento de colonias en
concentracion de 0 ng/uL, sugiere que el vector puede insertarse sin el gen, lo que confirma su
integridad y funcionalidad.

Figura 2D.

Transformacion de pLenti6/V5-D-TOPO CPTIA M593S en E. coli competentes.

Se extrajeron cuatro colonias por cada concentracion utilizando el kit de miniprep Spin
Plasmid Mini Two de Invisorb (Birkenfeld, Alemania). Los resultados de la cuantificacion de los
plasmidos extraidos en cada transformacion (0, 30 y 60 ng/uL) se presentan en la Tabla 1D. En la
cuantificacion de la mayoria de los plasmidos extraidos para las clonaciones de 30 y 60 ng/uL se

obtuvieron valores superiores a 200 ng/uL (Tabla 1). Sin embargo, se presume que la extraccion
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no recupera exclusivamente ADN plasmidico, ya que los resultados de las electroforesis no
coinciden con las concentraciones esperadas en cada analisis de restriccion.
Tabla 1D.

Cuantificacion de los plasmidos pLenti6/V5-D-TOPO CPTIA M593S extraidos.

Plasmido ADN en la clonacion (ng) Concentracion del plasmido (ng/pL)
233,711
253,864
228,788
245,583
216,860
262,013
356,108
123,096

30

pLenti6/V5-D-TOPO CPT14 M593S

60

1.3 Confirmacion de los plasmidos
1.3.1 Digestion enzimdtica

Se realizaron las digestiones enzimaticas de los plasmidos extraidos de
pLenti6/V5-D-TOPO CPTI1A M593S utilizando una enzima recomendada en el manual, la cual
debia cortar tanto en el vector como en el inserto. Se selecciono la enzima Ndel de New England
Biolabs (Massachusetts, EE.UU.), la cual corta en la base 1925 de CPT14 M593S y en la base
6513 de pLenti6/V5-D-TOPO (Figura 2). Cada digestion se llevd a cabo con 1 pg de plasmido
por muestra, incubando a 37°C durante 15 min segun el protocolo de New England Biolabs.
Finalmente, los fragmentos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 1 % a 80 V durante 90 min.

Para cada digestion enzimatica de cada clonacidn, se esperaban dos fragmentos: uno de
6910 pb y otro de 2371 pb, sumando un total de 9281 pb, correspondiente al tamafio del vector

pLenti6/V5-D-TOPO CPT14 M593S. Los plasmidos resultantes tras la transformacion con 30
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ng/ul. de ADN clonado no presentan el tamafio esperado en las bandas de las muestras digeridas
y sin digerir (Figura 3D). En la mayoria de los pozos digeridos se identifican dos conformaciones
del plasmido. Sin embargo, el fragmento lineal no corresponde con ninguno de los dos tamafos
esperados en la digestion (6910 pb y 2371 pb).

Figura 3D.

Digestion enzimatica de pLenti6/V5-D-TOPO CPT1A M593S con 30 ng/uL en la clonacion.
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Por otro lado, la digestion de los plasmidos resultantes de la transformacion con 60 ng/ulL
de ADN clonado no muestra bandas correspondientes a los tamafios esperados. No obstante, se
observa una banda de aproximadamente 7 kb, correspondiente al plasmido sin inserto, lo que
sugiere que la clonacidon no fue exitosa (Figura 4D). Ademas, la intensidad de las bandas en la
electroforesis indica que la concentracion del plasmido no coincide con el 1 pg de ADN
agregado en la digestion. Asimismo, se detecta ADN de tamafios muy pequeiios en el gel,
posiblemente correspondiente a material cuantificado pero no relacionado con el vector, lo que
explicaria la discrepancia en las concentraciones. Por ultimo, en los carriles no digeridos se

pueden apreciar formas no lineales del plasmido.
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Figura 4D.

Digestion enzimatica de pLenti6/V5-D-TOPO CPT1A M593S con 60 ng/uL en la clonacion.
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Nota. Unicamente se muestran dos colonias analizadas puesto que en las otras tres evaluadas no
se observan bandas.
1.3.2 PCR de CPT14A M593S

Para confirmar la presencia del gen CPTIA en el vector, se realizé una PCR utilizando
los cebadores especificos para la mutacion M593S de CPT1A4, detallados en la Tabla 2D. Estos
cebadores permiten detectar el sitio especifico de la mutacion, por lo que su amplificacion indica
la presencia del gen mutado. Como control positivo, se empled el plasmido pMinit 2.0 CPT1A4
M593S previamente confirmado. La PCR se llevo a cabo con la mezcla Golag Green Master
Mix de Promega (Wisconsin, EE.UU.), empleando 250 ng de ADN por muestra. Las reacciones
se realizaron en un termociclador T-100 de Bio-Rad (Berkeley, EE.UU) siguiendo los pardmetros

de la enzima.
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Tabla 2D.

Secuencias de los cebadores cortos para PCR de CPT14 M593S.

Cebadores cortos CPT14A M593S
Fwd 5' CACTACAAGGACATGGGCAA "3
Rev 5" TCCTCCCCTCTCGGAAGA 3'

CPT14 M5938

En ninguna de las colonias de 60 ng/ulL analizadas se detectd el fragmento de 73 pb
correspondiente al gen CPTIA M593S, lo que confirma que las colonias estan vacias. La banda
esperada se observo correctamente en el control positivo con el plasmido pMiniT 2.0 CPTIA4
M593S, previamente confirmado. Estos resultados indican que el vector pLenti6/V5-D-TOPO no
integré adecuadamente el gen CPT14 M593S. Las posibles causas de este resultado se abordan
en la seccion 3.2.4 del documento.

Figura SD.

PCR de las colonias de 60 ng/uL de ADN en la clonacion.
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