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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) es el cuarto cancer femenino méas frecuente alrededor
del mundo con mas de 600 mil casos nuevos y alrededor de 341 mil muertes en el afio
2020, ubicandose como la segunda causa de muerte relacionada con cancer en mujeres
en paises en vias de desarrollo. Los canales de sodio activados por voltaje (canales
Nav) han sido canoénicamente relacionados con la generacion y propagacion de
potenciales de accidén en células excitables. Sin embargo, mas recientemente algunos
estudios han demostrado que los canales Nav se expresan funcionalmente en varios
tipos de céncer epitelial, tales como: mama, colon, géstrico, pulmén, prostata, ovario y
cervicouterino. En particular, en el CaCu, la subunidad a que constituye el canal Nav1.6
se sobre expresa especificamente respecto al tejido cervical no canceroso y tiene una
contribucion directa a la capacidad de invasion de las células cancerigenas. El gen
SCNB8A, el cual codifica la subunidad a del canal Nav1.6, genera tres variantes distintas
debido al procesamiento alternativo que sufre el exdn 18. La primera variante es aquella
que contiene la longitud completa del exdn y se denomina variante adulta (18A), la cual
se expresa funcionalmente en la membrana plasmatica; la segunda corresponde al
transcrito neonatal (18N) y consiste en una proteina truncada de solo dos dominios,
resultando en un canal no funcional. La tercera variante carece totalmente de dicho exén
por lo que es designada como Al8, no obstante, genera una proteina funcional
relacionada con la invasividad de células de melanoma y de macréfagos de leucemia
humana. En el presente trabajo se cuantificaron los niveles de expresion de dichas
variantes en lineas celulares de CaCu (SiHa, HeLa, C33A), neuroblastoma (IMR-32) y
células HEK-293 que expresan establemente el canal Navl.6 (HEK-Navl1l.6). Los
resultados indicaron un nivel de expresion moderada de las tres variantes en las células
estudiadas, excepto para las HelLa, cuya expresion fue clasificada como baja. Conforme
a lo esperado, ambos grupos celulares, de CaCu y de neuroblastoma, expresan niveles
de mRNA para la variante adulta significativamente menores que las células Hek-
Navl1.6. Las células HelLa (positivas al VPH-18) mostraron los niveles de expresion mas
bajos de estas variantes respecto a las células SiHa (positivas a VPH-16) y las C33A
(negativas a VPH). Los datos sugieren que la expresion de la variante adulta del canal

Nav1.6 se ve favorecida en células de CaCu positivos a VPH-16 por sobre el tipo 18 del



virus. Asimismo, la mayor expresion de la variante A18 en las células SiHa con respecto
a las HelLa no se correlaciona positivamente con su capacidad metastasica. Se requiere
de experimentos funcionales para poder correlacionar los niveles de expresion de la
variante A18, asi como de la 18A y 18N, del gen SCN8A y la capacidad metastasica de
las células de CaCu.



1. INTRODUCCION
1.1 Epidemiologia del cancer cervicouterino (CaCu)
111 Incidenciay mortalidad del CaCu a nivel mundial

En la actualidad, las enfermedades no trasmisibles son las responsables de la mayor
parte de las muertes a nivel mundial, y el cancer se espera que clasifique como la
principal causa de muerte y barrera mas importante que impida el aumento de la
esperanza de vida en muchos paises del mundo. Se estimé que, en el afio 2016, el
cancer ocupd la segunda causa de muerte -precedido por las enfermedades
cardiovasculares- con aproximadamente 9 millones de defunciones antes de los 70 afos

de vida (Organizacién Mundial de la Salud, 2020).

El cancer es un término genérico que se emplea para englobar un inmenso grupo de
enfermedades que se caracterizan por la proliferacion exacerbada de células que
presentan mutaciones génicas o aberraciones cromosomicas, con la capacidad de invadir
diferentes partes del cuerpo contiguas y/o 6rganos mas lejanos. Los casos de incidencia
y mortalidad asociados al cancer estdn aumentando rapidamente a nivel mundial. Las
razones son complejas, pero reflejan tanto la edad como el crecimiento de la poblacién y
los cambios en la prevalencia y distribucion de los principales factores de riesgo, muchos
de los cuales estan asociados con el desarrollo socioeconémico (Organizacién Mundial
de la Salud, 2018).

En particular, el cancer cervicouterino (CaCu) presentdé 604,127 casos de incidencia y
341,831 defunciones a nivel mundial en el afio 2020, posiciondndose en cuarto lugar
como cancer mas frecuente diagnosticado y como principal causa de muerte en mujeres
(Sung et al., 2021). Ademas, el CaCu se posiciona en segundo lugar en incidencia y
mortalidad precedido por el cancer de mama en regiones con Iindice de Desarrollo
Humano bajo (Fig. 1). Las mayores tasas de incidencia y mortalidad se registran en el
continente africano, con elevadas tasas en Sur Africa (Swazilandia con la mayor tasa de
incidencia), Africa oriental (Malawi-con la mayor tasa de mortalidad- y Zimbabue) y Africa

Occidental (Guinea, Burkina Faso y Mali) (Bray et al., 2018).
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Figura 1. Tasas de incidencia y mortalidad de diferentes tipos de cancer en mujeres. Los
datos se presentan estandarizados por edad, en regiones que presentan indice de desarrollo
humano (IDH) alto versus regiones que presentan IDH bajo. Modificado de: Organizacion
Mundial de la Salud, 2020.

112 Incidenciay mortalidad del CaCu en México

La magnitud de los efectos del cancer en la salud del pais no es muy diferente al
panorama mundial, pues representa la tercera causa de muerte, solamente precedido
por las enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Ademas, de acuerdo con
estimaciones de organismos internacionales, los carcinomas de mama, prostata,
cervicouterino, colorrectal y de pulmon son los mas recurrentes en la poblacion en general
en ambos sexos. Segun las estadisticas mas actualizadas, para el afio 2020 se reportod
una tasa de incidencia y de mortalidad de 195,449 y 90,222, respectivamente;
posicionandose dentro de los primeros lugares el cancer de mama, de préstata,

colorrectal, de tiroides y cervicouterino (Sung et al., 2021).

En particular, el CaCu, ocupé el segundo lugar en incidencia entre los tipos de cancer
mas predominantes dentro del sexo femenino con 9,439 casos nuevos (Fig. 2A); y
segundo lugar en mortalidad entre los tipos de cancer que afectan a mujeres mayores de
15 afios con 4,335 defunciones en el afio 2020 (Fig. 2B) (Sung et al., 2021).
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Figura 2. Tasas de incidencia (A) y mortalidad (B) de los principales tipos de cancer en
mujeres mayores de 15 afios en México para el afio 2020. Modificado de: Sung et al., 2021.

Actualmente, los tratamientos convencionales que se emplean para combatir el cancer
incluyen cirugia, quimioterapia y radiacion gamma. Ademas de los severos efectos
adversos que pueden ocasionar el empleo de estos tratamientos, las tasas de
sobrevivencia de los pacientes son, en algunos casos, muy bajas. Por esta razon, resulta
esencial dilucidar nuevas estrategias de diagndstico y tratamiento con el objetivo de
obtener un mejor prondstico y, de esta manera, incrementar las tasas de sobrevivencia
para los pacientes con cancer. En este sentido, son varios los estudios que demuestran
gue los canales idnicos -proteinas de membrana especializadas en el flujo de iones- estan
involucrados en el desarrollo de muchas enfermedades asociandolos, especificamente,
a diferentes caracteristicas cruciales en el desarrollo del cancer. Por tales motivos, el
presente trabajo de investigacion se enfoca en los cambios que se presentan en la
expresion de los canales ionicos activados por voltaje y, en particular, en aquellos que
transportan el ion sodio de manera selectiva en el fendmeno metastasico del CaCu. Para
un mejor entendimiento del tema, en los siguientes parrafos se describen las
particularidades de dichos canales, asi como su participacion en el CaCu. Resulta de
suma importancia estudiar este tipo de cancer pues no obstante que el uso reciente de
vacunas es muy prometedor, la eficiencia de estas solo podra ser evaluado dentro de

varias décadas. Ademas, debemos tener en cuenta que estas vacunas no confieren
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proteccion contra todos los tipos de VPH de alto riesgo, lo cual puede aumentar los
casos de CaCu generados por los tipos de VPH para los cuales las vacunas no generan

proteccion.

1.2 Canales idnicos activados por voltaje
121 Los canales idnicos activados por voltaje y el cancer

Los cambios en las cargas eléctricas a través de la membrana celular son absolutamente
necesarios para mantener la homeostasis celular. Una vez que se inicia la apertura de
los canales i6nicos bajo distintas condiciones de estimulacion, se produce una alteracion
en los patrones de distribucion de cargas a ambos lados de la membrana plasmatica,
debido al flujo de iones que se produce a través de dichos canales, tales como K*, Na*,
Ca?* y CI. Tradicionalmente, los canales iénicos activados por voltaje (CIAV) han sido
conocidos por su papel fundamental en la generacion de sefales bioeléctricas rapidas
como, por ejemplo, potenciales de accidon y contraccion muscular, entre otras (Hille,
2001). Sin embargo, varias investigaciones han demostrado que esta clase de proteinas
puede contribuir significativamente a sefales bioquimicas de mitosis celular, progresion
de ciclo celular y regulacion del volumen celular; siendo todas estas funciones de
importancia critica en el proceso de proliferacion de células cancerigenas.
Interesantemente, una variedad de CIAV se encuentran sobre expresados en diferentes
tipos de cancer, con respecto al tejido no canceroso. En este mismo sentido, expresiones
aberrantes de CIAV especificos han sido asociados con varias etapas del cancer y un

aumento de la agresividad (Rao et al., 2015).

e Canales de potasio activados por voltaje (canales Kv)

Los canales Kv son proteinas formadoras de canales permeables selectivamente a los
iones potasio (K*) y abarcan una amplia familia de grupos heterogéneos de canales
ionicos formada por 12 subfamilias (Kv1-Kv12). La actividad de estos canales se basa en
los cambios generados en el potencial de membrana y, fundamentalmente, en la
regulacion del establecimiento del potencial de membrana tanto en células excitables

como no excitables (Miller, 2000).



Sin embrago, varios canales Kv presentan una expresion aberrante en diferentes tejidos
cancerosos metastasicos y la alteracion de su actividad conlleva a varios aspectos de la
biologia del cancer (Ding et al., 2007). Por ejemplo, se ha reportado la expresion
aberrante del canal Kv10.1 en varios tumores, asi como en lineas celulares de cancer
(Asher et al., 2010; Hartung et al., 2011). Siendo més especificos, podemos destacar el
papel del canal Kv9.3 en la proliferacién de células de carcinoma de colon, asi como en
células de adenocarcinoma de pulmén (Lee et al., 2015). Ademas, estudios recientes,
han mostrado la participacion de los canales Kv2.1 y Kv1.3 en la migracion de células de
cancer de prostata (Park et al., 2021) y osteosarcoma (Wu et al, 2013),
respectivamente.

e Canales de calcio activados por voltaje (canales Cavy)
Los canales Cav son los mediadores criticos del influjo de iones Ca?* en células
excitables, donde son los responsables de la secrecibn de hormonas vy
neurotransmisores, expresion de genes y contraccion muscular; sin embargo, se ha visto
gue en células no excitables estos canales modulan y controlan la proliferacion celular
(Catterall et al., 2005).

Se ha identificado la sobre expresion y el incremento concomitante de los niveles
proteicos del canal Cav1.3 en biopsias de cancer de préstata (Chen et al., 2014);
ademas, de manera interesante, se encontrd que la sobre expresion del canal Cav3.1 en
lineas celulares de adenocarcinoma de mama humano suprime la proliferacién celular y
gue el silenciamiento del gen CACNALG, el cual codifica para dicha isoforma del canal,
promueve la proliferacion celular (Ohkubo & Yamazaki, 2012). Adicionalmente, se ha
demostrado la sobre expresion de canales Cav3 (o Tipo T) en el proceso de metastasis de

células de melanoma (Das et al., 2013) y de glioblastoma (Valerie et al., 2013).

e Canales de sodio activados por voltaje (canales Navy)

Los canales Nav son proteinas transmembranales que permiten el paso de iones Na*
hacia el interior celular provocando una despolarizacion de la membrana celular, lo que a
su vez origina la generacién y propagacion de potenciales de accidon en células
excitables incluyendo neuronas, corazén y tejido esquelético. Estos canales se

encuentran organizados en una familia con nueve miembros identificados como Nav1.1-
7



Nav1.9. Dicha clasificacion esta basada en el porcentaje de similitud de la subunidad a
que da lugar a cada uno de los miembros de la familia (Fig. 3A). La subunidad a es la
proteina formadora del poro y contiene todos los elementos estructurales, como el
sensor de voltaje y el filtro de selectividad, que permiten el flujo selectivo de iones Na*a
través de la membrana. Esta subunidad principal puede asociarse a una 0 MAas
subunidades B (B1, B2, B3 y/o p4), mismas que regulan la expresion y la cinética de
estos canales (Yu & Catterall, 2003).

En los dltimos afios, el incremento en la expresion de los canales Nav en varios tipos de
cancer ha sido extensamente reportado. Podemos citar, como ejemplo, la expresion
abundante del canal Nav1.5 en lineas celulares de cancer de mama (Fraser et al., 2005);
el canal Nav1.6, en cancer cervical (Hernandez-Plata et al., 2012) y el canal Nav1.7, en
cancer gastrico (Xia et al., 2016). La expresion y la actividad de los canales Nav resulta
relevante en lineas celulares fuertemente metastasicas, por ejemplo: en la linea celular
MDA-MB-231 de cancer de mama (Roger et al., 2003) y PC3 de cancer de prostata
(Diss et al., 2001); asociandose su actividad con los procesos de proliferacion, migraciéon

e invasion (Bennett et al., 2004; Davis et al., 2012).

122 Estructura molecular e isoformas de los canales Nav
Los canales Nav de eucariontes estan formados por una subunidad a principal, la cual
esta compuesta por una Unica cadena polipeptidica de aproximadamente 2000
aminodcidos (aa) organizados en cuatro dominios homologos (DI-DIV), cada uno
compuesto por seis segmentos transmembranales helicoidales nombrados S1-S6, y una o
mas subunidades accesorias B (Catterall, 2012; Ahern et al., 2016) (Fig. 3A). En
humanos existen 9 subunidades a diferentes denominadas Navl.1l, Navl1.2, Navl.3,
Navl1l.4, Navl.5, Navl.6, Navl.7, Navl.8 y Navl.9 codificadas por los genes SCNI1A,
SCN2A, SCN3A, SCN4A, SCN5A, SCNB8A, SCN9A, SCN10OA y SCN11A,
respectivamente (Fig. 3C). Una herramienta muy empleada para discriminar entre los
canales Nav es su sensibilidad a la tetrodotoxina (TTX); siendo Nav1.1-Navl.4, Nav1l.6 y
Navl.7 blogueados por concentraciones nanomolares de TTX, mientras que Navl.5,

Navl.8 y Navl.9, por concentraciones micromolares (Catterall et al., 2005). En el
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genoma de mamiferos encontramos cuatro genes (SCN1B-SCN4B) que codifican cinco
subunidades B proteicas designadas como (1, 1B, B2, B3 y B4. Las subunidades (32 y
B4 se unen a la subunidad a mediante puentes disulfuro, mientras que las subunidades
Bl y B3 se asocian de manera no covalente. Todas las subunidades B son proteinas
transmembranas (excepto B1B) con un solo segmento transmembranal y un dominio
extracelular prominente similar a las inmunoglobulinas (dominio Ig) con propiedades de
adhesion. Aunque las subunidades a por si solas son suficientes para formar un canal
funcional, las subunidades [ modulan las caracteristicas de activacién e inactivacion
dependientes de voltaje, cinética de las corrientes, asi como los niveles de expresion de

los canales Nav (Isom et al., 1995; Qu et al., 1995).

Los segmentos transmembranales S1-S4 de cada dominio de la subunidad a constituyen
el dominio sensor de voltaje (VSD, por sus siglas en inglés) cuya funcion es regular la
apertura del canal una vez que ocurre la despolarizacién de la membrana. Los cuatro
VSD de cada subunidad a estan organizados alrededor del dominio poro del canal (PD,
por sus siglas en inglés), el cual esta formado por los segmentos S5-S6 de cada dominio
y el asa que une ambos segmentos transmembranales (conocida como asa del poro). El
mecanismo por el cual el VSD responde al voltaje involucra la participacién de los
aminoacidos lisina y arginina (con carga neta positiva), posicionados cada tres residuos
en el segmento transmembrana S4, el cual se desplaza a lo ancho de la membrana
plasmatica en respuesta al cambio del potencial de membrana. Este movimiento del
VSD es transferido al PD causando un cambio conformacional que permite la apertura
del canal (Catterall, 2012). ElI PD incluye el filtro de selectividad, el cual constituye la
region mas estrecha del poro del canal con una composicién invariante de aspartato en el
DI, glutamato en el DII, lisina en el DIl y alanina en el DIV. Su funcion principal es permitir
el flujo selectivo de iones sodio parcialmente hidratados a través del poro acuoso del
canal (Fig. 3B).

Los canales Nav estan sujetos a un amplio nimero de modificaciones postraduccionales,
entre ellas: fosforilacion, glicosilacion, palmitoilacion, ubiquitinacién y metilacion; lo cual
refleja la diversidad de expresién de estos canales y el papel desempefiado por tales

modificaciones en la modulacion de su funcion (Shen et al., 2017). Adicionalmente,
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estudios recientes han revelado la existencia de fenestraciones, las cuales constituyen
accesos laterales adicionales que conectan el exterior de la proteina del canal con el
poro central funcionando como ruta de acceso al poro para pequefios bloqueadores
hidrofébicos (Kaczmarski & Corry, 2014).

Modulacion

C Nay1.1

1.
TR Sensibles a TTX

Nay1.7

Nay1.4

Nay1.6
Nay1.5

1 Navia} Resistentes a TTX
Nay1.9

T T T 1
75 80 85 20 95 100

Identidad en secuencia de aminodcidos (%)

Figura 3. Representacion esquemaética, estructura y similitud en la secuencia
aminoacidica de los canales Nay. A) Topologia del complejo proteico de los canales Nay. La
subunidad principal a. consiste en cuatro dominios (I-1V) conectados por lazos intracelulares. A
su vez, cada dominio esta constituido por seis segmentos transmembranales (S1-S6), donde los
segmentos S1-S4 forman el dominio sensor de voltaje (VSD) y S5, S6 y el asa que los une
forman el dominio del poro del canal (PD). El asa intracelular que conecta los dominios Il y IV
contiene la compuerta de inactivacion rapida. El asa que une los dominios | y Il contiene varios
sitios de fosforilacion (P). También se esquematizan dos subunidades auxiliares B a los costados
de la subunidad o. Modificado de: Catterall, 2012. B) Vista lateral de la estructura del canal
Nay1.7 de humano en complejo con las subunidades B1y B2 obtenida a una resolucion de 3.2 A
mediante la técnica de crio-microscopia electronica. Cada uno de los cuatro dominios estan
identificados con diferentes colores, asi como las dos subunidades B. Unicamente la region
transmembranal de la subunidad B1 (B1-TM) pudo ser resuelta con esta técnica. La compuerta
de inactivacion rgpida constituida por los aminoacidos lle/Phe/Met (IFM) se resalta en color
naranja. Modificado de: Shen et al.,, 2019. C) Porcentaje de identidad en la secuencia de
aminoacidos de las subunidades o de los canales Nay realizado con el programa Clustal W.
También se indica la clasificacion de acuerdo con la sensibilidad al bloqueo por la TTX.
Modificado de: Catterall et al., 2005.
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123 Contribucion de los canales Nav a la capacidad metastasica de las
células cancerigenas

Ademas de células excitables, las cuales incluyen nervio, musculo y células
neuroendocrinas (Yu & Catterall, 2003); los canales Nav también se expresan en células
no excitables, como: linfocitos, células endoteliales, fibroblastos, macréfagos,
osteoblastos, células de Schwann, y varias lineas celulares derivadas de carcinomas
(Diss et al., 2004). En estas células, los canales Nav participan en funciones celulares
diferentes de aquellas asociadas candnicamente y que se relacionan con la migracion,
acidificaciéon endosomal, fagocitocis, formacion de podosoma, liberacion de insulina y de
citocinas (Besson et al., 2015; Patel & Brackenbury, 2015; Eren et al., 2015).

En algunas células tumorales, la actividad de los canales Nav esta involucrada en la
regulacion de la proliferacién, la migracion y la invasividad de las células. Las
subunidades a funcionales de los canales Nav se sobre expresan en biopsias y en lineas
celulares de varios tipos de cancer como: préstata, mama, pulmén, leucocitos, pleura,
colén, ovario y cuello uterino (Roger et al., 2015). Se ha comprobado que la subunidad a
Nav1.7 genera corrientes de sodio entrantes en la linea celular MAT-LyLu de carcinoma
prostético (Grimes & Djamgoz, 1998; Ding & Djamgoz, 2004) y, ademas, es expresada
abundantemente en cancer gastrico humano donde induce un incremento en la
expresion del intercambiador Na*/H*-1 (NHE-1), asi como de la proliferacion e
invasividad celular (Xia et al., 2016). La subunidad a Navl.5 se encuentra sobre
expresada en cancer de mama humano altamente agresivo, cuya funcion principal no ha
sido asociada con la generacién de potenciales de accion, por el contrario, se conoce que
la progresion in vivo hacia carcinoma de mama esta directamente relacionado con un
incremento en la cantidad y la actividad de la subunidad a Nav1.5 (Fraser et al., 2005).
Ademas, se ha demostrado que dicha subunidad promueve la degradacion de la matriz
extracelular al incrementar la actividad del intercambiador NHE-1 (Brisson et al., 2011) y
mediante la activacion consecutiva de las catepsinas cisteina acidas; conllevando a la
formacion de invadopodios, los cuales permiten el fendmeno de invasividad celular
(Brisson et al., 2013; Roger et al., 2015).
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Adicionalmente, la pérdida del gen SCN4B en células de cancer de mama, el cual
codifica para la subunidad B4 de los canales Nav, promueve la adquisicion de un
fenotipo hibrido ameboide - mesenquimal asociado con el proceso metastasico (Bon et
al., 2016). La correlaciéon positiva con la invasividad, la proliferacion y la migracién
celular ha sido descrita también para las subunidades B1 (Nelson et al., 2014) y B2

(Jansson et al., 2014) en células de cancer de mama y de préstata, respectivamente.

El gen SCN8A codifica para la subunidad a Nav1.6, uno de los principales canales Nav
involucrados en la iniciacion y la propagacion de los potenciales de accion en células
excitables del sistema nervioso central y periférico (Zakon, 2012). Se ha encontrado que
esta subunidad se expresa en vesiculas intracelulares en células de macrofagos
derivados de leucemia monocitica humana y en células de melanoma humano invasivo;
cuya actividad contribuye a la invasion celular a través de sus efectos en la formacion de
podosomas e invadopodio mediante un mecanismo que involucra movimiento
intracelular de iones sodio y calcio, asi como la remodelacion de los filamentos de actina
en estas células (Carrithers et al., 2009). Ademas, se ha comprobado que los canales
Navl.6 se expresan sustancialmente en la membrana plasmatica y en los
compartimentos intracelulares de células de cultivo primario, asi como en biopsias de
CaCu, a diferencia de muestras de tejido cervicouterino no canceroso donde las
proteinas de canal se limitan solamente a la membrana plasmatica (Hernandez-Plata et
al., 2012).
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

En el aflo 2012, nuestro grupo de investigacion report6 resultados relacionados con la
determinacién cuantitativa de los niveles de expresion de los mRNA de las subunidades
a Navl.l, Navl.2, Navl.4, Nav1l.6 y Navl.7 de los canales Nav en muestras de CaCu
respecto a muestras no cancerosas; obteniendo que, de todas las isoformas estudiadas,
el canal Navl1.6 es especificamente sobre expresado alrededor de 40 veces mas en
muestras de CaCu positivo a VPH 16 que en muestras no cancerosas (Hernandez-Plata
et al., 2012) (Fig. 4).

40+
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(n-fold respec to NCC)
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Na,1.1 Na,1.2 Na,<1.3 Na,16 Nay.7

Figura 4. Niveles de expresion relativa de las subunidades a de canales Nay en muestras
de CaCu positivas a VPH16 con respecto a cérvix no canceroso. La subunidad o Nay1.6 se
sobre expresa especificamente 40 veces mas en las muestras de CaCu positivas a VPH16.
Tomado de: Hernandez-Plata et al., 2012.

Ademas, identificaron que dicha isoforma tiene una contribucion directa en la capacidad
invasiva de células de CaCu, sin afectar significativamente la migracion celular
(Hernandez-Plata et al., 2012) (Fig. 5). Recientemente, también se investigo si la sobre
expresion del gen SCN8A era una caracteristica compartida para los casos de CaCu
positivos a otros tipos de VPH oncogénicos; obteniéndose que dicho gen es sobre
expresado en todas las muestras de CaCu invasivo estudiadas independientemente del
tipo de VPH al que eran positivas. No obstante, dicha sobre expresion no fue observada
para los casos de neoplasias cervicales de bajo (NIC1) y alto (NIC2/3) grado, apoyando
la hipbtesis que la sobre expresion del gen SCN8A esta asociado con la transformacién

de las células del epitelio humano cervicouterino (Lopez-Charcas et al., 2018) (Fig.6).
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Figura 5. Contribucion del canal Nayl.6 a la invasividad celular in vitro de células de
CaCu positivas para VPH16. A) La migracién relativa de las células de CaCu en los cultivos
primarios 085 y 354, bajo condiciones de TTX (bloquea todos los canales sensibles ala TTX) y
toxina Cn2 (bloquea especificamente al canal Nay1.6), no disminuye significativamente respecto
a la condicion control (ausencia de las toxinas). B) La invasion relativa de las células de CaCu
de los cultivos primarios 085 y 354 bajo las mismas condiciones demostré que cuando se
bloquean especificamente los canales Nay1.6 disminuye significativamente la invasividad celular
con respecto al control, sugiriendo que estos canales participan activamente en la capacidad
invasiva de las células de CaCu positivas a VPH16. Tomado de: Hernandez-Plata et al., 2012.
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Figura 6. Niveles de expresion relativa del gen SCN8A en la secuencia neoplasia de bajo
grado - neoplasia de alto grado - carcinoma en tejido cervicouterino humano. Las barras
muestran el nimero de veces que cambia la expresion relativa del mRNA del gen SCN8A para
cada grupo de muestras con respecto al control, demostrandose en las muestras de neoplasias
cervicales de bajo (NIC1) y alto grado (NIC2/3) no presentan sobre expresion de SCN8A, lo
cual ocurre hasta que el CaCu es invasivo e independientemente del tipo de VPH oncogénico
expresado. Tomado de: Lopez-Charcas et al., 2018.
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También se conoce que las subunidades a de los canales Nav de mamiferos presentan
dos sitios principales de procesamiento alternativo del mRNA. El primero tiene lugar en el
exon 5, generando las variantes 5A y 5N de los genes SCN2A, SCN3A y SCNB8A. Dicho
exon codifica parte del segmento S3 y completamente el segmento S4 del dominio | de
las subunidades a neuronales Navl.1, Nav1.3 y Navl.6, respectivamente (Sarao et al.,
1991). Especificamente para el gen SCNS8A, el segundo sitio de procesamiento
alternativo del mRNA se localiza en el exé6n 18, el cual codifica los segmentos
transmembranales S3-S4 del dominio Ill de la subunidad a de Nav1.6. El procesamiento
alternativo de este exdn genera tres variantes diferentes que se pueden identificar
mediante PCR utilizando oligonucledtidos o primers especificos que hibridan en los
extremos del exén 17 (57) y 19 (3") (Fig. 7A). La variante 18A se denomina variante
adulta y es la que se expresa funcionalmente en la membrana plasméatica de la mayoria
de las neuronas (Burbidge et al., 2002). El producto de PCR que se obtiene para la
variante 18A es de 364 pb y contiene a los exones 17, 18A y 19; correspondiendo al
transcrito completo del gen SCN8A. El producto correspondiente de la variante 18N (variante
neonatal) presenta una longitud de 309 pb; debido a la presencia de un codén de paro
en el exon 18 alternativo, 18N, que genera una proteina truncada de solo dos dominios
(1282 aminoécidos) y constituye una proteina no funcional. La variante A18 presenta un
producto de PCR de 241 pb y el transcrito mantiene un marco abierto de lectura; pero
pierde completamente el exon 18, y se genera una proteina funcional que carece de un
tercio del dominio Il (incluyendo un sensor de voltaje) de la subunidad a Navl.6
(Plummer et al., 1997). La expresion de esta variante ha sido reportada en vesiculas
intracelulares regulando la invasion celular de macrofagos y células de melanoma
(Carrithers et al., 2009).

Con base en los reportes de Carrithers y cols. (2009), nuestro grupo de trabajo evalué
mediante la técnica de PCR estandar la presencia de las variantes del exon 18 del gen
SCNBA en lineas celulares de CaCu, en tejido de cuello uterino no canceroso y biopsias
de CaCu y (Fig. 7B-D). Los resultados demostraron que las isoformas 18N y A18 se
expresan en todos los grupos de muestras estudiados, aunque fueron mas abundantes

en las muestras de CaCu independientemente del tipo de VPH oncogénico presente
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(Fig. 7D). Con respecto a la variante adulta 18A, se encontr6 en el 58% de las muestras
de cérvix no canceroso, en el 33% de muestras de CaCu positivas para VPH18 y en el
100% de las muestras de CaCu positivas para VPH16. Por su parte, las variantes 18N y
A18, se expresaron predominantemente en las lineas celulares y en biopsias de CaCu
humano positivos para VPH16 y VPH18, mientras que la variante adulta 18A estuvo

practicamente ausente en el primer caso (Lopez-Charcas et al., 2018).
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Figura 7. Procesamiento alternativo del exén 18 del gen SCNB8A y expresion de sus
variantes en CaCu. A) El diagrama representa la estructura genémica expandida desde el exdn
17 al 19 del gen SCNB8A con la finalidad de ilustrar el procesamiento alternativo del exén 18. El
exon 18N contiene un codén de paro prematuro en el marco de lectura. Las variantes generadas
por el procesamiento alternativo del exén 18 estan indicadas con la longitud de los productos de
PCR esperados. Expresion de las variantes 18A, 18N y A18 del exdn 18 del gen SCN8A en
lineas celulares de CaCu (B); muestras de cérvix no canceroso, (C) y muestras de CaCu invasor
(D). La linea celular HEK-293 que expresa de manera estable el canal Nay1.6, fue usada como
control positivo para la variante adulta 18A. Maodificado de: Lopez-Charcas et al., 2018.

No obstante, actualmente, no se existen reportes donde se cuantifiquen los niveles de
expresion del mRNA de cada una de estas variantes ni la contribucion de estas a la
capacidad metastasica de lineas celulares de CaCu. Por tales razones, en el presente

trabajo de investigacion nos propusimos la siguiente hipoétesis y objetivos.
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3. HIPOTESIS

La variante A18 del gen SCNB8A tendra una contribucion relevante a la capacidad
metastasica de células de cancer cervicouterino.

4. OBJETIVOS GENERALES

1- Cuantificar los niveles de expresion de cada una de las variantes del
procesamiento alternativo del exon 18 del gen SCN8A en lineas celulares de CaCu
humano.

2- Evaluar el nivel de contribucién de cada una de las variantes del exén 18 del
gen SCNB8A en la capacidad metastésica de células de CaCu humano.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Establecer los rangos dindmicos de las sondas Custom Tagman.

2- Caracterizar los amplicones de gPCR mediante digestibn con enzimas de

restriccion y estudios de secuenciacién automatica.

3- Cuantificar los niveles de expresion de las variantes del exén 18 del gen SCN8A

mediante ensayos de qPCR.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Cultivos de lineas celulares de CaCu

Las lineas celulares de CaCu humano, asi como la linea celular de neuroblastoma IMR-
32 (Tabla 1), fueron obtenidas originalmente de la American Type Culture Collection
(ATCC; Manassas, VA, EUA). Las células HEK-293 transfectadas establemente con la
variante adulta del gen SCN8A (HEK-Navl1.6), fueron donadas por GlaxoSmithKline
Research & Development Limited (Stevenage, Reino Unido). Todas las células se
mantuvieron almacenadas en requirio  del

nitrogeno liquido hasta que se

descongelamiento de un vial de cada una de ellas para iniciar el cultivo celular.

Tabla 1. Informacién general de las lineas celulares utilizadas en el presente estudio

C33A SiHa HelLa IMR-32

Organismo Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens

Tipo celular Epitelial Epitelial Epitelial Neuroblasto
Abdominal

Tejido Cuello uterino Cuello uterino Cuello uterino (metastasis del

cerebro)
Carcinoma de
Enfermedad Carcinoma células escamosas| Adenocarcinoma Neuroblastoma
de grado Il

Genotipo VPH Negativo VPH-16 VPH-18 -

Edqd de la 66 afios 55 afios 31 afios 13 meses

paciente

Etnicidad Caucasico Asiatica Negra Caucésico

Posterior a su descongelamiento, las células se sembraron en cajas Petri de plastico 60
mm Yy se crecieron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium; GIBCO-Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA) rico en glucosa (4 500 mg/L) y suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB), 1 mM de piruvato de sodio, 25 mM HEPES, 100 pg/mL
de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina y 2 mM de L-glutamina. Una vez que la
monocapa de células adherentes alcanzé una confluencia entre 85 y 90% (cada 3-4 dias

aproximadamente), el medio de cultivo se retir6 mediante succion con ayuda de una
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pipeta Pasteur y las células se lavaron dos veces con una soluciéon amortiguadora de
fosfatos o PBS (154 mM NaCl, 3 mM Na:HPOs4 y 1.06 mM KH2PO4, pH 7.2).
Posteriormente, el PBS se retir6 mediante succién y se agregé 300 pL de una soluciéon
balanceada de Hanks libre de calcio con 0.05% de tripsina y 0.53 mM de EDTA. Después
de 5 min de incubacioén, se adicion6 2 mL de medio DMEM suplementado a las lineas
celulares de CaCu para inhibir la accion enzimatica de la tripsina y los agregados
celulares se disgregaron mecanicamente con el empleo de pipetas serologicas de 5 mL.
Luego, una alicuota de esta suspension celular fue resembrada a una dilucién 1:10 en
una nueva caja Petri de 60 mm; el volumen final en dichas cajas fue siempre de 4 mL de
medio DMEM suplementado. Para las lineas celulares HEK-Nav1.6 e IMR-32 se siguio el
mismo procedimiento excepto que para estos casos se trabajo con medio DMEM/F-12
(DMEM: Nutrient Mixture F-12; GIBCO-Life Technologies) y se resembraron a una
dilucion 1:10 y 1:2, respectivamente. Todas las lineas celulares de nuestro estudio
fueron mantenidas en una incubadora a 37°C en una atmoésfera saturada de agua,

compuesta del 95% de oxigeno y 5% de COa.

5.2 Transfeccion de células HEK-293 ordinarias con el plasmido H41

El pldsmido H41 es una construccion molecular compuesta por el vector pcDNA3.1(-)
(Invitrogen-Thermo Fisher Scientific) y el cDNA de la variante A18 del gen SCNB8A
subclonado en el sitio EcoRI de la region multiple de ligacion del vector. EI cDNA de la
variante A18 del canal Navl.6 se clono a partir de células HelLa en experimentos
realizados previamente por la Dra. Belén Ramirez en nuestro laboratorio. EI DNA
plasmidico fue amplificado en bacterias E. coli quimicamente competentes de la cepa
JM-109 vy, una vez purificado mediante el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), se utilizo
para transfectar células HEK-293 ordinarias (en adelante llamadas HEK-H41).
Brevemente, los experimentos de transfeccion se realizaron en cajas multipozos de 6, en
cada uno de los cuales se sembraron células HEK-293 ordinarias un dia antes de la
transfeccion. Las células se transfectaron a una confluencia aproximada del 80%
utilizando el reactivo PEI (Polyethyleneimine; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,

EUA) a una concentracién de 1 pg/ pL. El protocolo consisti6 en someter los cultivos
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celulares a condiciones de deficiencia de SFB (DMEM/F-12 con 5% en lugar de 10%)
durante 1 h previo a la adicion de la mezcla de transfeccion al cultivo. Esta Ultima estuvo
compuesta de 3 pg del plasmido H41, 200 ng del cDNA de la proteina fluorescente verde
(GFP), 9 g del reactivo PEI y 180 yL de medio DMEM/F-12 con SFB al 5% para
completar un volumen final de 200 pL. Esta mezcla se afiadio al cultivo celular gota a
gota y se incub6 durante 6 h a 37°C en una atmésfera al 5% de CO2. Una vez
transcurrido el periodo de incubacion, se sustituyé el medio de cultivo de la transfeccion
por el medio DMEM/F-12 con 10% de SFB y se incubaron durante 48 h adicionales para

garantizar el pico de expresion de la proteina del canal Nav1.6.

5.3 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA total de cada una de las lineas celulares se realiz6 utilizando el
reactivo TRIzol (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) siguiendo el
protocolo del fabricante para células adherentes. Luego de la homogenizacién de la
muestra con el reactivo TRIzol se afiadié cloroformo; el cual permite, junto con el fenol,
la separacion del homogenado en tres fases: una fase acuosa transparente superior que
contiene a las moléculas de RNA, una interfase y una fase organica roja inferior que
contiene las moléculas de DNA y proteinas. El RNA se precipitd de la fase acuosa con
isopropanol, se lavo dos veces con etanol 75% y resuspendio en agua Milli-Q estéril. Las
muestras de RNA total obtenidas se almacenaron a -80°C hasta su posterior uso. La
integridad del RNA total extraido se confirmd, mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. En todos los casos, la concentracion del
RNA total, asi como su pureza, se cuantifico con el empleo del espectrofotometro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Solamente aquellas muestras que presentaron una

relacion Azso/A2s0 aproximada de 1.8 se utilizaron para los experimentos posteriores.

54 RT-PCR estandar

La obtencion del DNA complementario (cDNA) a partir del RNA total extraido con el

reactivo TRIzol se desarroll6 con el empleo de la técnica de transcripcion reversa. Esta
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técnica se basa en la transcripcion inversa de cDNA a partir de una hebra de RNA por la
enzima transcriptasa inversa. Posteriormente, el cDNA resultante se amplific6 mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En el primer paso, la sintesis de cDNA a
partir de 1 ug de RNA total se llevo a cabo con el uso del kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA) en un volumen final de 20 pL
que incluy6: 2.0 puL de 10X RT Buffer, 0.8 puL de 25X dNTP Mix (100 mM), 2.0 pL de 10X
RT Random Primers, 1.0 yL Transcriptasa Reversa MultiScribe™ MuLV, 4.2 uL de agua
Mili-Q estéril y 10 uL de RNA (conteniendo 1 pg de RNA total). El ciclado térmico
consistid en una primera etapa de 10 min a 25°C correspondiendo a la fase de
hibridacién de los primers, una segunda etapa de 120 min a 37°C en la cual se realiza la
sintesis del cDNA y una tercera etapa de 5 min a 95°C en la cual se detiene la
transcripcion. EI cDNA asi obtenido se almaceno a 4°C.

El segundo paso consistié en la amplificacion del cDNA mediante la técnica de PCR
estandar. Los experimentos se llevaron a cabo empleando un termociclador programable
de 96 pozos Veriti (Applied Biosystems) en un volumen final de 25 uL, que incluyé: 150
ng de cDNA molde, 2.5 uL de ThermoPol Reaction Buffer 10X, 1 U de Deep Vent DNA
Polymerase, 200 uM de cada uno de los dNTPs y 0.5 uM de primers para el exén 18 del
gen SCNB8A y para el gen constitutivo de actina (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de los primers empleados en las reacciones RT-PCR estandar.

Gen Secuencia de los primers 5—3’ Producto esperado (pb)
Variantes del exén | F: AAGTGGACAGCCTATGGCTTCG igﬁi giz
18 de SCN8A R: TGTTGACATCTTCAATTTCAAATCGG A18: 244

Actina F: GCTCGTCGTCGACAACGGCTC 350
R: CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC
F: oligonucledtido en sentido, R: oligonucleétido en antisentido; 18A, 18N, A18, variantes adulta,

neonatal y delta del exén 18 del gen SCN8A, respectivamente.

Las reacciones se sometieron a un ciclado térmico que consistié de un primer paso de
activacion enzimatica a 95°C durante 2 min, seguido de 40 ciclos, cada uno con tres
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etapas: 1) desnaturalizacion del DNA a 95°C durante 15 s; 2) hibridacion de primers y
DNA de 30 s a 61°C para las variantes del exdén 18 de SCN8A, asi como para el de
actina (control); y, 3) una etapa elongacion a 72°C durante 45 s. Un paso de extension
final de 72°C durante 5 min fue incluido en todos los experimentos. Los productos de
PCR fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con

bromuro de etidio y visualizados en un transiluminador de luz UV.

55 PCRen tiempo real (QPCR)
La sintesis de cDNA a partir de RNA total se llevo a cabo de la misma manera que se
describié6 para la PCR estandar. Posteriormente, el segundo paso consistié en la
amplificacion del cDNA mediante la técnica de PCR en tiempo real o gPCR, la cual es una
modalidad de la PCR estandar, donde la acumulacion de DNA amplificado es detectado
y cuantificado a medida que la reaccion avanza, es decir, “en tiempo real”’. Esto se logra
incorporando una molécula fluorescente que se asocia al DNA amplificado, donde el
incremento de esta fluorescencia es proporcional al incremento de la cantidad de dichas

moléculas de DNA en la reaccion.

551 Rangos Dinamicos

Los experimentos de rangos dindmicos se realizaron utilizando el cDNA obtenido de
células que presentaran una expresion moderada a alta de las variantes del exén 18 de
interés. La linea celular HEK-Nav1.6 expresa de manera estable la forma adulta del
canal Nav1.6 (Burbidge et al., 2002), por lo que estas células sirvieron como fuente de
cDNA para la variante 18A. Las células IMR-32 fueron empleadas para estudiar los
rangos dinamicos de las variantes 18N. Estas células provienen de un tumor
metastasico abdominal diagnosticado como un neuroblastoma de un paciente caucéasico
de 13 meses de edad (Tumilowicz et al., 1970). Existen muchas evidencias de que la
variante neonatal del canal Nav1l.6 se expresa mas abundantemente que la variante
adulta en etapas tempranas del organismo, en parte porque la excitabilidad celular del

sistema nervioso en las etapas tempranas del desarrollo se debe mayoritariamente al
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canal de sodio Navl.2, mientras que para la etapa adulta dicha funcion es realizada
primordialmente por el canal Nav1.6 (Boiko et al., 2001; Kaplan et al., 2001). Finalmente,
para estandarizar los ensayos de qPCR de la variante A18 se utilizaron células HEK-

H41, antes mencionadas.

La primera serie de experimentos de qPCR se realizaron precisamente para estudiar los
rangos dindmicos de las sondas Custom TagMan® (Tabla 3) y asi evaluar el rango de
concentraciones de cDNA donde las sondas exhiben la mejor eficiencia en dichas
reacciones. Para tal prop0ésito, los ensayos de gPCR se desarrollaron por duplicado para
cada muestra en un volumen final de 15 pL, que incluyd: 3 pL de cDNA molde diluido (1:2,
1:4, 1:8, 1:16 o 1:32), 7.5 pyL de 2x TagMan Universal PCR Master Mix, 0.3 uL de 20X
Custom TagMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems) y 4.2 uL de agua Milli-Q
esteéril.

Las reacciones de gqPCR se realizaron en el termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen;
Hilden, Alemania), acoplado a una computadora que contiene el programa Rotor-
Gene®Q Software version 2.1.0.9 para la adquisicion y andlisis de resultados. Las
condiciones de ciclado térmico fueron las siguientes: un paso de activaciéon a 50°C
durante 2 min, seguido por un paso de desnaturalizacién a 95°C durante 10 min, y luego
50 ciclos consistentes de dos etapas: desnaturalizacion a 95°C durante 15 min y de
hibridacién/elongacién a 60°C durante 1 min. Posteriormente, con el programa SDS
1.2.2 se estableci6 manualmente un valor de umbral en la fase geométrica de la
reaccion para cada una de las sondas del gen SCN8A y del gen constitutivo HRPT-1. De
este modo, el programa proporciond los valores promedios del duplicado y de desviacién
estandar de threshold cycle o ciclo umbral Ct, definido como el nimero de ciclos
requeridos para que la sefial fluorescente sobrepase el valor umbral, para cada una de

las muestras analizadas.
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Tabla 3. Caracteristicas de los ensayos TagMan empleados en las reacciones de qPCR.

Variantes del exén 5y 18 Secuencia de los primers 53’ Producto
del gen SCN8A esperado
(pb)
F: CTCGGAACTAGGTGCCATAAAGTC
18A R: CCCTCATCCCTTCAAATCGTGATAA 86
P: CTTAAGGGTCTCAAAGCTC
F: TTCCTCATTGTGGCTGTACCATTAAA
18N R: GCCCACCAAGGCATTCAC 109
P: TCGCCCTTTACAGTCTCT
F: CGTCAAGTTCTTCACCAATGCC
A18 R: GGATGGCGCCCACCAA 83
P: ACCACCACAGCCACAATG
F: GGGATCCATGGAACTGGTTAGATTT
5A R: AACATTCAGGGTTCTCCGAGC 109
P: AGTTTGTGGACCTGGG

F: oligonucledtido en sentido, R: oligonucleétido en antisentido, P: sonda TagMan; 18A, 18N, A18,
variantes adulta, neonatal y delta del exdén 18 del gen SCN8A; 5A, variante adulta del ex6n 5 de
SCNB8A.

promedio de Ct de cada ensayo y el log de la concentracibn de cDNA se ajustaron al
modelo de regresion lineal en el programa GraphPad Prism. Una vez obtenida la

ecuacion de la recta, se sustituyé el valor de la pendiente por S para calcular la

-1

eficiencia de la reaccién mediante la siguiente ecuaciéon: E = 10s — 1.

55.2 Cuantificacidén de los niveles de expresion de las variantes del exén
18 del gen SCN8A

Una vez establecidos los rangos dinamicos, asi como la eficiencia de los ensayos de
gPCR, se procedio a la cuantificacion relativa de los niveles de expresiéon del mRNA de
las variantes del procesamiento alternativo del exdn 18 del gen SCN8A en células de
CaCu y neuroblastoma. Para ello, se sigui6 la metodologia descrita previamente para las
reacciones de gPCR empleada en los ensayos de rangos dinamicos. En esta ocasion se
realizaron las reacciones por triplicado empleando la dilucion de 1:4 de los cDNA de
todas las muestras y se llevaron a cabo 3 experimentos independientes. Como controles
internos de las reacciones se seleccion6 al gen constitutivo HPRT-1 y a la variante

adulta del exon 5 (5A; Hernandez-Plata et al, 2012). La cuantificacion de esta variante
24



representa una estimacion indirecta de la variante adulta del exén 18 (18A), ya que
como se muestra en los alineamientos de las secuencias de aminoacidos de la Fig. 8, la
expresion de la variante 5A del canal Nav1.6 (Q9UQDO0-2) asegura a su vez la expresion
selectiva de la variante 18A. En los casos necesarios, los cambios en los niveles de
expresion de las variantes con respecto a la muestra seleccionada como control fueron

cuantificados por el método de 2-4¢t (Livak & Schmittgen, 2001).

190 200 210 220 2
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Q9UQDO-2 GFCI DGFTFL ROPVINVLDFS VI MMAYVTEF VDLGNVSALR TFRVLRALKT | SVI PGLKTI VGALI QSVKK LSDVMI LTVF CLSVFALIGL 5A
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Figura 8. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de las 5 isoformas generadas por
procesamiento alternativo del RNA del canal Nayl.6 (UniProt Q9UQDO0). El exdén 5 se
encuentra compuesto por 32 residuos aminoacidicos (205-236) y existen dos variantes
reportadas: la variante adulta (5A) y la variante neonatal (5N). La diferencia entre dichas
variantes son dos amino&cidos en las posiciones 207 y 211, ocupadas por valina (V) y aspartato
(D) en la variante 5A y por isoleucina (I) y asparagina (N) en la variante 5N, respectivamente. Por
su parte, el exdon 18 se encuentra compuesto por 42 aminoacidos para la variante adulta (18A),
mientras que la variante neonatal (18N) es una proteina trunca con solo 1282 aminoacidos de
los 1992 que componen la 18A; y la variante delta (A18) por carecer completamente de dicho
exon.

5.6 Subclonacion de los productos de qPCR

Los productos amplificados mediante qPCR provenientes de los experimentos de rangos
dinamicos descritos en la seccién anterior, se subclonaron en el vector de secuenciacion
pJET1.2/blunt del kit CloneJET PCR Cloning (Fermentas-Thermo Fisher Scientific) con el
objetivo de corroborar su identidad molecular mediante secuenciacién automatica. Las
reacciones de ligacién se llevaron a cabo durante 5 min a 22°C en un volumen final de
20 pL que incluyd: 1 pL del producto de reaccion de gPCR, 10 pL del Buffer de reaccion

2X, 1 pyL de la enzima DNA Blunting, 1 pL del vector de clonacion pJET1.2, 1 pL de la
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enzima ligasa T4 y 6 puL de agua libre de nucleasas. Esta mezcla de ligacion se ocupé
directamente para transformar bacterias E.Coli quimicamente competentes de la cepa
Topl0 (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific), las cuales fueron sembradas en placas de
agar con ampicilina e incubadas a 37°C durante 16 h. Posteriormente, los cultivos de
bacterias se procesaron con el método de lisis alcalina para obtener el DNA plasmidico.
Finalmente, se ocupd 1 pL del plasmido purificado para digerirlo con la enzima de
restriccion Bgl Il, la cual libera el fragmento de DNA que se ha ligado al vector.

Los productos de digestion -el vector pJET1.2 de 2974 pb y los insertos de los productos
de gqPCR de 86, 109 y 83 pb- se visualizaron en un gel de agarosa al 1% tefido con
bromuro de etidio. Aquellos plasmidos que mostraron el patron de digestion correcto
fueron seleccionados para posteriores caracterizaciones con otras enzimas de
restriccion: Afl II, Hind 1ll, Rsa I, Pst | y Hae Il; dado que estas presentan sus sitios de
restricciébn en los insertos de cada pladsmido. De igual forma, los productos de estas
digestiones se visualizaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio vy,
solamente, aquellos patrones de digestion correctos fueron seleccionados para la
posterior secuenciacién automatica en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular utilizando el primer comercial T7 y, de esta manera, corroborar su
identidad molecular.
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6. RESULTADOS

6.1 Estudio de rangos dindmicos para las sondas Custom TaqMan® de las
variantes del exdn 18 del gen SCNB8A.

Para dar cumplimiento a nuestro primer objetivo, relacionado con la cuantificacion de los

niveles de expresion de las variantes del exon 18 del gen SCN8A, se disefiaron sondas

Custom TaqMan@ (Applied Biosystems) capaces de amplificar especificamente a cada
variante. En la Fig. 9 se muestra el alineamiento mdultiple de secuencias de las tres
variantes del exdn 18 realizado en el programa DNAsis Max; donde se sefialan los sitios
de union de los oligonucledtidos (verde: 18A, azul: 18N y rojo: Al18) y las sondas
(amarillo) para cada caso. En dicho alineamiento se ilustra la especificidad esperada en
las reacciones de amplificacién, dado que la sondas hibridan en regiones nucleotidicas

Unicas de cada variante.

1 21 41 61 81
SCN8A-18A AAGTGGACAG CCTATGGCTT CGTCAAGTTC TTCACCAATG CCTGGTGTTG GCTGGACTTC CTCATTGTGG CTGTCTCTTT AGTCAGCCTT ATAGCTAATG
SCN8A-18N AAGTGGACAG CCTATGGCTT CGTCAAGITC TTCACCAATG CCTGGTGTTG GCTGGACTTC CTCATTGTGE CTETACCATT AAATTTGICT GGCTTAATTT
SCN8A-A18 AAGTGGACAG CCTATGGCTT [ T GG TG TTG GCTGGACTTC CTCATTOTGE CTOT. .wvve ovn e oeeeeeons

101 121 141 1 61 181
SCN8A-18A CCCTGGGCTA CICEEARCTANGETECCATARNAGICCCTTAG GACCCTAAGA GCITTGAGAC CC AGAGC CTTATCACGA TTTGAAGGGA TGAGGGTGGT
SCNBA-18N AATGGGGA. . ttiettnrnne traenonron soeansnnes soessmeanns sanaennnnn CTTCTGGGA CCTGCA ITETRARARMEEE GGGTGGT
201 221 241 261 281
SCN8A-18A GGTGAATGCC TTGGTGGGCG CCATCCCCTC CATCATGAAT GIGCTGCTGG TGTGTCTCAT CTTCTGGCTG ATTTTCAGCA TCATGGGAGT TAACTTGTTT

SCN8A-18N [BEIGAATECE TIEEIGEGEG CCATCCCCTC CATCATGAAT GIGCTGCTGG TGTGTCTCAT CTTCTGGCTG ATITTCAGCA TCATGGGAGT TAACTTGTTT
SCNEA-A18  GGTGAATGCC [ ~C TC CATCATGAAT GIGCTGCTGG TGTGTCTCAT CTTCTGGCTG ATTTTCAGCA TCATGGGAGT TAACTTGITT

Figura 9. Alineamiento de secuencias de las variantes 18A, 18N y A18 del exén 18 del gen
SCNB8A. El alineamiento se realiz6 utilizando los dltimos 71 pb del exén 17, el exdén 18 completo
y los primeros 172 pb del exdn 19 de la secuencia codificante del gen SCN8A de humano
(GenBank AH007414.2). Los numeros sobre las secuencias son solo referencia para estimar el
tamafio de cada amplicon de cada variante. Los sitios de unién de los primers se resaltan en
color verde (18A); azul (18N); y rojo (A18).

Como siguiente paso, se estudid el intervalo de concentraciones de cDNA en el cual
dichas sondas podrian funcionar con mayor eficiencia en la amplificacion de las
variantes del exdn 18 del gen SCN8A en las células HEK-Navl1.6, IMR-32 y HEK-HA41.
Inicialmente, se procedi6 a corroborar la presencia de dichas variantes en las células en
cuestién con el empleo de los oligonucleétidos mostrados en la Tabla 2 y utilizando la
técnica de PCR estandar. Los productos de estas reacciones fueron visualizados en un

gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio (Fig. 10), obteniéndose: una banda
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de aproximadamente 364 pb para las células HEK-Navl.6, dos bandas de
aproximadamente 309 y 244 pb para las células IMR-32 y una banda de
aproximadamente 244 pb para las células HEK-H41, correspondiendo a las variantes
18A, 18N-A18 y A18, respectivamente (Fig. 7).
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Figura 10. Analisis cualitativo de la expresion de las variantes del exdn 18 del gen SCN8A,
mediante PCR estandar. Productos de PCR estandar amplificados a partir del RNA total
obtenido de las lineas celulares indicadas. Los amplicones fueron separados por electroforesis
en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. La banda de alrededor de 364 pb
obtenida de las células HEK-Nay1.6 corresponde a la variante 18A. En las IMR-32 se obtuvieron
dos bandas de 244 y 309 pb, aproximadamente, correspondientes a las variantes 18N y A18.
Mientras que en las células HEK-H41 se obtuvo una sola banda cercana a los 244 pb que

corresponde a la variante A18. EIl carril marcado como M contiene el marcador de peso
molecular de 100 pb.

Una vez comprobada la presencia de las variantes del exon 18 mediante PCR estandar
en nuestras células de interés, el siguiente paso fue realizar los experimentos de rangos
dindmicos. Se utilizaron las diluciones seriadas de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32 de los
cDNAs de las células HEK-Navl1.6, IMR-32 y HEK-H41. Se llevaron a cabo tres
experimentos independientes de gPCR, en los que se utilizé 3 pL de cada dilucion por
duplicado para cada ensayo de las sondas Custom TagMan® (Applied Biosystems) y se
mantuvieron invariables el resto de las condiciones experimentales descritas en la
metodologia de la técnica previamente. En la Tabla 4, se muestran los valores de Ct
promedio obtenidos para cada dilucion analizada, asi como las concentraciones de

cDNA que fueron estudiadas para cada ensayo. A partir de estos resultados, el promedio
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de los valores de Ct y el log de la concentracion de cDNA se ajustaron a un modelo de

regresion lineal, donde el valor de la pendiente de la recta se sustituyd por S para

-1

calcular la eficiencia de cada ensayo a partir de la siguiente ecuacion: E = 10s — 1. De
esta manera, se obtuvo que la eficiencia de cada ensayo en la amplificacion de las
variantes del exén 18 (18A, 18N, A18) con las sondas respectivas fue de 93.5, 94.49 y
102%, respectivamente (Fig. 11). Dado que los valores de eficiencia obtenidos fueron
mayores al 90% para todos los ensayos, se decidié utilizar la dilucion 1:4 del cDNA de
cada muestra problema en los experimentos de cuantificacién relativa de dichas

variantes, mediante la técnica de gPCR.

Tabla 4. Valores de Ct para cada ensayo en funcién de la [cDNA] empleada

Ct Ct Ct
Dilucién [r?D/NAI‘_] LO?} [fDII_\IA] promedio| promedio| promedio
9’ 9’ 18A 18N A18
1:2 25 1.3979 15.86 23.49 24.04
1:4 12.5 1.0969 16.91 23.83 24.91
1:8 6.25 0.7958 17.99 25.28 25.80
1:16 3.125 0.4948 19.09 26.53 26.94
1:32 1.5625 0.1938 20.13 27.38 27.95
A Variante 18A B Variante 18N C Variante A18
22r 29 29
35 20r O 27t O 27
8 e e
o 18- 0 7]
g g 25 g 25-
S 16 S ® S
23+ 23+
Wo o5 10 1s 00 05 10 15 0.0 05 10  1s
log [cDNA] log [cDNA] log [cDNA]
E=10"5-1=93.5% E=10"5-1=94.5% E=10"9_1=102%

Figura 11. Ajuste al modelo de regresion lineal de los datos obtenidos de los ensayos de
rangos dindmicos para las variantes del exon 18 del gen SCN8A. Con el valor de la
pendiente del ajuste de los resultados de rangos dindmicos al modelo de regresion lineal, se
calculé la eficiencia de las sondas para el rango de diluciones de cDNA estudiado. Los
porcentajes de eficiencia correspondientes se indican en la parte inferior de cada grafico.
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6.2 Caracterizacion de laidentidad molecular de los productos de gPCR de
las variantes del exon 18 del gen SCN8A.

Con la intencién de corroborar la identidad molecular de los productos amplificados con
las sondas Custom TagMan®, estos fueron subclonados en el vector pJET1.2/blunt (ver
Métodos), posteriormente, una alicuota de 4 puL de la reaccién de ligacion se utilizo para
transformar bacterias E. coli quimicamente competentes de la cepa Top10. Una vez que
los plasmidos fueron amplificados y purificados mediante el método de lisis alcalina, se

procedio a su caracterizacion con enzimas de restriccion.

Variante adulta (18A) del gen SCNS8A

Los plasmidos con el vector pJET1.2 y el producto de gPCR de la variante adulta 18A -
amplificado en células HEK-Nav1.6- se denominaron pJET+18Aq y se caracterizaron con
las enzimas Afl Il y Hind lll. El producto de digestién obtenido con la enzima Afl Il
corresponde a un plasmido linealizado de 3060 pb, ya que esta enzima presenta un
anico sitio de corte en el nucledtido 52 del inserto. Por otro lado, cuando los plasmidos
se someten a la accién conjunta de ambas enzimas de restriccion el resultado esperado
es la generacién de dos bandas de DNA debido a que la enzima Hind Il presenta
también un Unico sitio de corte en toda la construccion, sin embargo, en este caso el sitio
de corte se encuentra en el mismo vector (nucledtido 624). En consecuencia, los
productos de digestion con ambas enzimas son de 2773 y 287 pb cuando el inserto se
ligé en la misma orientacion que la hebra guia del DNA del vector, es decir, se ligd en
sentido, este fue el caso de la clona 3. Por el contrario, cuando el inserto se ligoé en la
orientacién opuesta, es decir, en antisentido, se obtienen bandas de 2756 y 304 pb, lo
cual se observo en el caso de la clona 1 (Fig. 12). Dado que ambas colonias analizadas
mostraron los productos de digestion esperados, éstas fueron seleccionadas para
corroborar su identidad molecular mediante estudios de secuenciacion automatica con

ayuda del primer universal T7.

Las secuencias resultantes se compararon con la reportada en GenBank (AH007414.2)
para la variante 18A del exon 18 del gen SCN8A, mediante un alineamiento multiple de
secuencia realizado en el programa DNAsis Max, obteniéndose en 100 % de identidad
en las secuencias para ambas colonias y corroborandose la orientacion en antisentido
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(clona 1) y sentido (clona 3) de los insertos (Fig. 13A y B, respectivamente). Estos
resultados confirman que la sonda Custom TagMan® disefiada para la variante 18A

amplifica especificamente la regién de interés.

Afl I Afl 11+ Hind I

Figura 12. Andlisis de restriccion enzimética de los plasmidos pJET+18A. El DNA de las
clonas 1y 3 conteniendo el pldsmido pJET+18A se sometié a digestion enzimatica con la enzima
Afl Il sola y en conjunto con la enzima Hind llI, tal como se indica con las lineas al pie del gel.
Como se esperaba la enzima Afl Il generé solo una banda de 3060 pb. Por otra parte, la
digestion con ambas enzimas produce dos bandas: una de 2773 y otro de 287 pb cuando el
inserto se liga en sentido (clona 3; C3); mientras que cuando se liga en antisentido, los tamafios
de las bandas esperadas son de 2756 y 304 pb (clona 1; C1). Los carriles marcados con M (kb)
y M (pb) contienen los marcadores de peso molecular de 1 kb y 100 pb, respectivamente. En el
carril de la extrema derecha se muestra el DNA sin digerir de la clona 1.
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1 1

. G GGA TGGCTCGAGT TTTTCAGCAA GATCCTCATC CCTTCABATC
Ty v CCCTCATC CCTTCAAATC
70 20 a0 100 10 120

—— GTGATAAGGC TCTTAAGGGT CTCAAAGCTC TTAGGGTCCT AAGGGACTTT ATGGCACCTA
Carate 184 aticentido (GTGATAAGGC TCTTAAGGGT CTCAAAGCTC TTAGGGTCCT AAGGGACTTT ATGGCACCTA
130 140 150 160 170 180

pIET+18A.C1 GTTCCGAATC TTTCTAGAAG ATCTCCTACE ATATTCTCAG CTGCCATGGA AAATCGATGT

Variante 184 antisentido GTTCCGAG

8 LI . . PP NPT 5”
BETSAC G GGA TGGCTCGAGT TTTTCAGCAA G“nggg:: g:ggggg:
70 30 30 ICIﬂ ”|D IQIU

pIET+18AC3 TAAAGTCCCT TAGGACCCTA AGAGCTTTGA GACCCTTAAG AGCCTTATCA CGATTTGAA

Variznte 18A sentido TAAAGTCCCT TAGGACCCTA AGAGCTTTGA GACCCTTAAG AGCCTTATCA CGATTTGAA

130 140 150 160 1?0 180
1 1

plET+18A.C3 GGATGAGATC TTTCTAGAAG nTCTCCTnCn nTnTTCTCnG CTGCCHTGGH nnnTCGnTGT
Variante 184 sentido GGATGAGGG

Figura 13. Alineamiento de las secuencias de los plasmidos pJET+18A con la secuencia
de la variante 18A del gen SCNB8A. El DNA de las colonias 1 (A) y 3 (B) previamente
caracterizadas por restriccién enzimatica fueron secuenciados y el alineamiento de estas con la
variante 18 del gen SCN8A demostré un 100% de identidad entre los insertos de ambas colonias
con la secuencia correspondiente a la variante 18A del gen SCNB8A reportada en Gen Bank
(AHO007414.2). Noétese que este resultado fue independiente de la orientacién en la que se
ligaron los productos en el vector pJET: antisentido en el panel A y sentido en el panel B.

Variante neonatal (18N) del gen SCN8A

Las construcciones correspondientes al vector pJET1.2 con el producto de gPCR de la
variante neonatal 18N -amplificado en células IMR-32- se denominaron pJET+18N y se
caracterizaron con las enzimas de restriccion Rsa | y Pst I. En dicha construccion existen
dos sitios de restriccion para la enzima Rsa I: el primero en la posicion 2474 del vector y
el segundo, en el nucledtido 16 del inserto; de modo que se generan dos productos de
digestién con tamafios esperados de 2196 y 887 pb siempre y cuando el inserto se ligue
en una orientacion en sentido. Asimismo, para la enzima Pst | también se presentan dos
sitios de corte: el primero en la posicion 5 del vector y el segundo, en el nucledtido 62 del
inserto; de tal forma que se generan dos productos de digestion cuyos tamafos son de

2655 y 428 pb para cuando el inserto presenta una orientacion en sentido. De las cuatro
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muestras estudiadas de la variante 18N, solamente los plasmidos correspondientes a las
colonias 3y 6 presentaron el patron de digestion esperado cuando se caracterizaron con
las enzimas Rsa | y Pst I, respectivamente (Fig. 14); por lo que esta clonas se
seleccionaron para corroborar su identidad molecular mediante secuenciacion

automatica con ayuda del primer universal T7.

C1 C2 C3 C6 M(kb)C1 C2 C3 C6 C3

Rsal Pst |

Figura 14. Anédlisis de los plasmidos pJET+18N con las enzimas de restriccion Rsa | y Pst
I. Los productos de digestion esperados con la enzima Rsa | cuando el inserto presentd una
orientacion en sentido, fueron de 2196 y 887 pb; mientras que cuando se utilizé la enzima Pst |,
los productos de digestion esperados son de 2655 y 428 bp. De las cuatro colonias estudiadas,
Gnicamente los pldsmidos correspondientes a las colonias 3 (C3) y 6 (C6) mostraron los
patrones de digestion esperados. M (kb), marcador de peso molecular de 1 kb. En el carril de la
extrema derecha se muestra el DNA sin digerir de la clona 3.
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De manera interesante, en el gel de la Fig. 14 también se puede observar que cuando el
plasmido de la colonia 3 fue caracterizado con la enzima de restriccion Rsa | se obtuvo
el patron de digestion esperado, pero esto no fue asi cuando se caracteriz6 con la
enzima Pst I. Un comportamiento similar fue observado con el plasmido de la colonia 6,
el cual mostré el patron de digestion esperado cuando se caracterizé con la enzima de
restriccion Pst |, pero no con la enzima Rsa |. Esta aparente contradiccion se resolvio
con los resultados obtenidos de secuenciacion automatica de los plasmidos de ambas
colonias. Para el caso de la colonia 3, el inserto presente en este plasmido mostré un
100% de identidad en secuencia con los ultimos 41 nucledtidos de la secuencia
reportada en GenBank (AH007414.2) para la variante 18N del exén 18 del gen SCN8A
(Fig. 15A); mientras que el inserto ligado de la colonia 6 mostré un 100% de identidad
en secuencia con los primeros 66 nucleétidos de la misma secuencia (Fig. 15B). Para
obtener una mejor visualizacion y comprension de este fenédmeno, se realiz6 una
construccion in silico, denominada pJET+18N-C6+C3, donde se fusionaron los insertos
presentes en los plasmidos de las colonias 6 y 3. El resultado del alineamiento de esta
construccion con la secuencia reportada para la variante 18N del gen SCN8A, mostro
que, curiosamente, los plasmidos de las colonias 6 y 3 presentan como insertos las
secuencias previas y posteriores al codon de paro caracteristico de esta variante en

orientacion antisentido, respectivamente (Fig. 15C).
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IIO ?P 30 40 50 6?
JET+18N-C3 G GGATGG CTCGAGTTTT
R rante 13N antisentido (GCCCACCAAG GCATTCACCA CCACCCTCGC CCTTTACAGT CTCTGCAGGT CCCAGAAGTC

70 30 90 1&3 1110 1’20
Q.TET’ISN-CS TCnGCnnGnT TnnGCCnGnC nnnTTTnnTG GTnCnGCCnC AATGAGGAAL TCTTTCTnGn
Variante 1SN antisentido CCCATTAAAT TAAGCCAGAC AAATTTAATG GTACAGCCAC AATGAGGAA
B 1:3 'ZP 30 40 50 50
pIET+1SN.C6 G GGAT GGCTCGAGTT TTTCAGCAAG ATGCCCACCA AGGCATTCAC
Variante 18N antisentido GCCCACCA AGGCATTCAC

70 80 90 1CD 110 1'20
pIET+18N-C6 CACCACCCTC GCCCTTTACA GTCTCTGCAG GTCCCAGAAG TCCCCATTAT CTTTCTAGAR
Variante 18N antisentido |[CACCACCCTC GCCCTTTACA GTCTCTGCAG GTCCCAGAAG TCCCCATTAA ATTA-AGCC

1?:0 140 150 IGIO 1?0 18IO
pJET+18N-C6 GATCTCCTAC nnTnTTCTCn GCTGCCnTGG ABAATCGATG TTCTTCTTTT ATTCTCTCAA
Variante 18N antisentido AGACAAATTT AATGGTA CA GCCACAATGA GGAA
C 10 20 30 40 50 60
pIET+18N-C6+C3 GCCCHCCMHG GCnTTCnCCn CCHCCCTCGC CCTTTnCnGT CTCTGCHGGT CCCnGnnGTC
Tnserto 18N antisentido GCCCACCAAG GCATTCACCA CCACCCTOGC CCTTTACAGT CTCTGCAGRT CCCAGAAGTC

S
70 80 90 1III 10 12C
Cod()n paro ? Rsal

Figura 15. Alineamiento de las secuencias de los plasmidos pJET+18N con la secuencia
de la variante 18N del gen SCNB8A. La secuenciacién automatica de las clonas 3 y 6 de la
variante neonatal del exén 18 confirmaron que los productos de gPCR se ligaron en una
orientacion antisentido respecto a la del vector pJET2.1, por lo que el alineamiento se realizo
utilizando la secuencia antisentido de la variante 18A del gen SCN8A reportada en Gen Bank
(AHO007414.2). N6tese que para el caso de la colonia 3 (A), el inserto presente en este plasmido
mostré un 100% de identidad con los ultimos 41 nucleétidos de la secuencia de la variante 18N
el gen SCN8A (mostrada en orientacién antisentido); mientras que en el de la colonia 6 (B), la
identidad fue con los primeros 66 nucleétidos de dicha secuencia. En (C) se muestra la
construccion in silico C6+C3-18N, donde se fusionaron los insertos presentes en los plasmidos
de las colonias 6 y 3. El alineamiento mostr6é que los insertos de estas colonias corresponden a
las secuencias previas y posteriores al codén de paro caracteristico de la variante 18N en
orientacion antisentido, respectivamente.

Variante delta (A18) del gen SCN8A

Nuestra ultima construccion representa el vector pJET ligado con el producto de gPCR
de la variante delta A18 -amplificado en células HEK-H41-, misma que fue denominada
pJET+A18. En este caso el analisis de restriccidbn enzimatica se llevd a cabo con la

enzima Hae Il, para la cual existen tres sitios de corte en la construccién; dos de ellos,
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se encuentran dentro del vector en las posiciones 976 y 1346 y el tercero se presenta en
el nucleotido 74 del inserto. De aqui que el patron de digestion esperado fuese de tres
bandas con tamafios de 2073, 614 y 370 pb cuando el inserto presenté una orientacion
en sentido; mientras que con la orientacion en antisentido, el tamafio de las bandas
esperadas fue de 2008, 678 y 370 pb. De las cinco colonias estudiadas, los plasmidos
de las colonias 34 y 50 mostraron los productos de digestidbn esperados en una
orientacion en antisentido; mientras que los de las colonias 36, 41 y 52, los mostraron en
una orientacion en sentido (Fig. 16). Por lo que los pldsmidos de las colonias 34, 36, 50
y 52 se seleccionaron para corroborar su identidad molecular mediante secuenciacion

automatica utilizando para ello el primer T7.

C34 C36 C41 M M C50 C52 C50

Figura 16. Andlisis de los plasmidos pJET+A18 con la enzima de restriccién Hae Il. El
andlisis de restriccion enzimatica del DNA de las colonias 34 y 50 mostraron el patrén de
digestion esperado con el inserto en una orientacién en antisentido (2073, 614 y 370 pb), y el de
las colonias 36, 41 y 52 con el inserto en antisentido (2008, 678 y 370 pb). M (kb) y M (pb),
marcadores de peso molecular de 1 kb y 100 pb, respectivamente. En el carril de la extrema
derecha se muestra el DNA sin digerir de la clona 50.
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Los resultados de las secuencias de los plasmidos de cada colonia se compararon con
la reportada en el GenBank (AH007414.2) para la variante A18 del gen SCN8A vy los
resultados se muestran en los alineamientos de la Fig. 17. De esta forma, se observé un
100% de identidad de los insertos de las colonias 34 y 36 con la secuencia
correspondiente a la variante A18, lo cual corroboré también la orientacion en antisentido
y sentido de los respectivos insertos (Fig. 17A y B). Sin embargo, la secuencia obtenida
del inserto de la colonia 50 evidencio la presencia de solo 48 nucle6tidos que se
distribuyeron en los extremos de la secuencia reportada (22 y 16 nucledtidos,
respectivamente) en una orientacion en antisentido. No obstante, la identidad fue
también de 100% (Fig. 17C); mientras que el inserto de la clona 52 mostré el mismo
porcentaje de identidad Unicamente con los Ultimos 16 nucleétidos de la secuencia

reportada -en una orientacion en sentido- (Fig. 17D).

A 10 '20 30 40 50 GD
CGG."aG GCTCGEGTTT TTCHGCHHGH TGGHTGGCGC CCHCCHHGGC HTTCHCCHCC

pJET+18D-C34
Variante 18D antisentido GGATGGCGC CCACCAAGGC ATTCACCACC
'."Cl BD SD 1|II IID 1'20
JET+18D.C34 ACAGCCACAL TGAGGAAGTC CAGCCAACAC CAGGCATTGG TGAAGAACTT GACGATCTTT
Carante 19D antisentido ACAGCCACAA TGAGGAAGTC CAGCCAACAC CAGGCATTGG TGAAGAACTT GACG
B 1D QD 30 40 50 ED
pIET+18D.C36 CGGA | GGCTCGAGT TTTTCAGCAS GATCGTCAAG TTGTTCACCE ATGCCTGGTG

Variante 18D sentido CGTCAAG TTCTTCACCA ATGCCTGGTG

TD BD SD 1III 1 D 120
1

pIET+18D-C36 TTGGCTGGAC TTCCTCATTG TGGCTGTGGT GGTGAATGCC TTGGTGGGCE CCATCCATCT
Varizate 18D sentido TTGGCTGGAC TTCCTCATTG TGGCTGTGGT GGTGAATGCC TTGGTGGGCG CCATCC

C IEl ‘2E| 3EI 4CI 50 60

CGGHTGGC TCGHGTTTTT CHGCHHGHTG GHTGGCGCCC nCCnﬂGGCnT T
G GATGGCGCCC ACCAAGGCAT TCACCACCAC

pJET+18D-C50
Variante 18D antisentido

70 80 30 1III 110 1 20

pJET+18D-C50 GGTG nHGnHCTTGH CGnTCTTTCT
Variante 18D antisentido |2OCCACAATG AGGAAGTCCA GCCAACACCA GGCATTGGTG AAGAACTTGA CG

D 10 20 30 4 50 50

CGG nGGCTCGnGT TTTTCnGCnn GnTTTGGTGG GCGCCHTCCn TCTTTCTnGn
TTGGTGG GCGCCATCC

pJET+18D-C52

Vartante 18D sentido

Figura 17. Alineamiento de las secuencias de los plasmidos pJET+A18 y la secuencia de
la variante A18 del gen SCN8A. A, B) La secuencia del DNA de las colonias 34 y 36 mostré un
inserto de 83 pb, el cual coincide con la longitud esperada para la variante A18, y la identidad fue
del 100%. La secuenciacion permitié corroborar, ademas, la orientaciéon de estos insertos. C, D)
Los insertos de las colonias 50 y 52, por el contrario, fueron incompletos de solo 38 y 16 pb,
respectivamente. Sin embargo, la identidad de los insertos incompletos fue del 100% con la
variante A18 en una orientacion en antisentido (colonia 50) y en sentido (colonia 52).
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Finalmente, con la intencion de investigar la causa de los fragmentos incompletos
obtenidos en la secuenciacion de los insertos de la mutante A18 principalmente (Fig.
17C y D), se realizé un andlisis electroforético de los productos de gPCR de las
diferentes variantes del exon 18 del gen SCNBA de las lineas de CaCu y de
neuroblastoma. Los resultados se presentan en la Fig. 18. Una alicuota de 10 pl de los
tubos de reaccion de la gPCR fueron cargados directamente en un gel de agarosa al 2%
y se separaron por electroforesis. Debido a que conforme avanza la separacion de los
fragmentos de gPCR la intensidad de las bandas tiende a disminuir, la separacion de los
productos de gPCR se documenté mediante fotografias obtenidas a los 5y 10 min de
iniciada la electroforesis, con la intencion de obtener una mejor visualizacién de las
bandas en cuestion. Las imagenes demuestran la presencia de los productos de qPCR
del tamafo esperado para cada una de las variantes del gen 18 de SCN8A. En el caso
de las variantes 18A y 18N se aprecian las bandas esperadas de 86 y 109 pb, en todas
las lineas celulares estudiadas. De manera interesante, para la variante A18 se aprecian
dos bandas de DNA: una, correspondiente a los 83 pb del producto esperado; y otra, de
un tamafno aproximado de 150 pb. De igual manera, estas dos bandas se observaron en
todas las lineas celulares estudiadas. Estos resultados confirman la amplificacién de los
productos de gPCR esperados para cada variante del exon 18 de SCNB8A, por lo que la
presencia de los fragmentos mas pequefos obtenidos con los estudios de secuenciacién
podria deberse a modificaciones realizadas por las bacterias en el proceso de
transformacién-amplificacion de dichos DNAs, las cuales se revisaran con mas detalle

en la seccion de Discusion.

En relacién con la banda de 150 pb observada en los productos de gPCR de la variante
A18, se requiere realizar mas ensayos de clonacion molecular donde se logren
transformar bacterias con el plasmido que presente como inserto a este producto para

conocer con exactitud la identidad molecular del mismo.
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HelLa SiHa C33A IMR-32

Figura 18. Productos de amplificaciéon por qPCR de las variantes del ex6n 18 del gen
SCNB8A de lineas celulares de CaCu y neuroblastoma. Fotografias de un gel de agarosa al
2% documentadas a los 5 (A) y 10 min (B) después de iniciada la electroforesis. Se muestran los
productos de gPCR de las tres variantes del exdon 18: A, adulta; N, neonatal; y A, delta; en las
lineas celulares indicadas. Se observa las bandas esperadas de 86 y 109 pb para las variantes
18A y 18N. En el caso de la variante A18, ademas del producto esperado de 83 pb, también se
distingue una segunda banda de un tamafio aproximado de 150 pb. Como un segundo marcador
de tamafio molecular, en el carril etiquetado con el nUmero 62 se colocé una alicuota de un
primer de tamafo conocido de 62 pb. M, marcador de 100 pb. Para una mejor visualizacion de
los tamafios de los productos de gPCR, la linea punteada amarilla indica el corrimiento de la
banda de 100 pb.

En resumen, en esta primera seccion de resultados se demuestra que las sondas
Custom TagMan de Applied Biosystems muestran una eficiencia superior al 93% para
cuantificar los niveles de las diferentes variantes del exén 18 del gen SCN8A y que las
secuencias de los productos de gPCR amplificados corresponden en un 100% con las
secuencias respectivas reportadas en el GenBank (AH007414.2). La observacion de que
algunos insertos de los productos de gPCR ligados y secuenciados en el vector pJET2.1
mostraran secuencias incompletas resulto un tanto inesperada, aunque trabajos previos
de otros grupos de investigacion han reportado este tipo de alteraciones en las
secuencias de canales Nav.
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6.3 Analisis cuantitativo de los niveles de expresién del mRNA de las
variantes del exdn 18 del gen SCNB8A en lineas celulares de CaCu.

Una vez establecido el rango de concentraciones en las cuales las sondas Custom
TagMan® muestran la mejor eficiencia y habiendo constatado la especificidad en la
amplificacion de las variantes del exon 18 del gen SCNB8A, el siguiente objetivo consistid
en cuantificar sus niveles de expresion relativos en las lineas celulares de CaCu, asi
como en las células de neuroblastoma (IMR-32) y en la linea celular HEK-Nav1.6. En
total se realizaron tres experimentos independientes de gPCR a patrtir de las diluciones
1:4 de los cDNA de cada una de las muestras a estudiar, siguiendo la metodologia

descrita para los rangos dinamicos de las sondas en cuestion (Tabla 3).

Al igual que en los ensayos de rangos dindmicos, una vez finalizada la reaccién de
gPCR se fij6 el nivel umbral para cada ensayo y se obtuvo el valor de Ct de cada
reaccion con ayuda del software del equipo. De este modo, el programa proporcioné los
valores promedio de Ct asi como de la desviacion estandar de cada triplicado. Es
importante recordar que el valor de Ct es inversamente proporcional al nivel de
expresion relativo de cada gen. En los casos necesarios, los cambios en los niveles de
expresion de las variantes con respecto a la muestra seleccionada como control fueron
cuantificados mediante del método de 2-2¢t (Livak & Schmittgen, 2001). En la Fig. 19 se
muestra el grafico obtenido al llevar a cabo la reaccion de qPCR para las diferentes

variantes del exon 18 de SCNB8A en las células de CaCu y neuroblastoma.
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Figura 19. PCR en Tiempo Real (QPCR) para las variantes del exdén 18 del gen SCN8A en
las lineas celulares de CaCu y neuroblastoma. Las reacciones se prepararon por triplicado
como se describe en el texto. Cada uno de los triplicados se observa como una linea de color
continua que muestra el incremento en la fluorescencia debido a la acumulacion del amplicén en
cuestion respecto al ciclo de la reacciéon, desde los niveles mas bajos de la sefial de
fluorescencia hasta alcanzar una fase estacionaria (parte superior de la gréafica). Conforme
avanza la reaccion, el programa SDS 1.2.2 acoplado al detector del equipo, calculé el valor
especifico de emision de fluorescencia para cada ciclo mediante la siguiente ecuacion: ARn =
Rn, — Rn_, donde Rn, representa la fluorescencia de cada punto, mientras que Rn_ representa
la fluorescencia basal medida con la sonda pasiva ROX (6-carboxi-X-rodamina). La linea roja
horizontal indica el umbral elegido para determinar los valores de Ct de cada reaccion.

En la Tabla 5 se presenta un resumen de los valores de Ct obtenidos para los diferentes
genes estudiados en el presente trabajo. Los valores de Ct obtenidos para la variante
18A en las lineas celulares SiHa, C33A e IMR-32, fueron de aproximadamente 26. Para
el caso de la linea celular HelLa, el valor de Ct fue de los mas altos, alrededor de 29; lo
cual sugiere que, dentro de todas las muestras estudiadas, esta Ultima presento los
niveles mas bajos de expresion del mRNA de la variante adulta (Fig. 20A). Sin embargo,
tanto para las células de CaCu como para las de neuroblastoma, la expresion de dicha
variante se ubica dentro de la categoria de expresiéon moderada, dado que los valores de

Ct se encuentran dentro del rango 26-30.

Para la variante 18N, se obtuvieron valores de Ct cercanos a 27 en las lineas celulares
SiHa, C33A e IMR-32, por lo que la expresién de dicha variante en estas muestras
también se considera como moderada. No obstante, para la linea celular HeLa el valor

de Ct obtenido fue el méas alto en todos los ensayos de qPCR: alrededor de 34, lo cual
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hace referencia a los niveles de expresion mas bajos de esta variante entre todas las
muestras estudiadas y ubicandose dentro de la categoria de bajo nivel de expresion
(Fig. 20B).

Para el caso de la variante A18, los valores de Ct observados en las lineas celulares
SiHa, C33A e IMR-32 estuvieron proximos a 28, mostrando un nivel de expresion
moderado del mRNA de esta variante; mientras que, para la linea celular HeLa se
obtuvo un valor cercano a 35, siendo estas células las que presentaron un menor nivel
de expresion de esta variante y ubicandose dentro de la categoria de baja expresion
(Fig. 20C).

De manera adicional, y tomando ventaja del ensayo de qPCR especifico para la variante
5A que ya reportamos previamente en nuestro laboratorio (Hernandez-Plata et al, 2012),
se evalud la expresion relativa de esta variante como una medida indirecta de los niveles
de expresién de la variante 18A, pues como ya se explicé en el alineamiento de la Fig. 8,
la presencia de esta Ultima variante se asegura con la expresion de la 5A. Por lo tanto, el
empleo de esta sonda sirvi6 como control adicional de la amplificacion de la variante 18A
en las muestras de estudio. Los valores de Ct obtenidos para esta variante fueron de 27
en las lineas celulares IMR-32, SiHa y C33A; y de 28 en las células Hela; es decir,
valores de Ct dentro del intervalo considerado para genes de expresiéon moderada (Fig.
20D).

Finalmente, los niveles de expresion del gen seleccionado como control interno, el gen
constitutivo HPRT-1, se ubicaron en el intervalo de genes de alta expresion. En las
lineas celulares de CaCu, la abundancia relativa de este gen se mantuvo practicamente
constante, con valores de 20, 21 y 22 para las células HelLa, C33A y SiHa,
respectivamente. Mientras que en la linea celular IMR-32 el valor de Ct observado para
HPRT-1 fue cercano a 25, siendo igualmente indicativo de una alta expresion génica
(Fig. 20E). La diferencia de estos valores de Ct del gen HPRT-1 entre las células de
CaCu y de neuroblastoma, se ubican dentro de una variacion minima observado con
genes constitutivos en las diversas situaciones de cancer y tejidos no cancerosos (Kok
et al., 2005; Mcneill et al., 2007; Martino et al.,, 2011). Por otra parte, conforme a lo

esperado, la linea celular Hek-Nav1l.6 mostré valores de Ct para ambas variantes
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adultas, 5A y 18A, en el intervalo de genes de alta expresion: 17 para ambos ensayos;

confirmando asi, la sobre expresion de la isoforma adulta del canal Nav1.6 (Tabla 5; Fig.

20A y D). Asimismo, los niveles del gen constitutivo HPRT-1 en estas células fueron

similares a los detectados en las células de CaCu (Fig. 20E).

Tabla 5. Valores de Ct promedio obtenidos de los ensayos de qPCR.

Linea celular 18A 18N A18 5A HPRT
SiHa 26.7 27.1 28.0 27.0 22.3
HelLa 29.0 33.5 34.8 28.2 20.4
C33A 26.6 26.7 28.5 27.0 21.3
IMR-32 26.4 27.8 29.1 27.0 24.7
HEK-Nav1l.6 17.2 NC NC 16.9 20.1

Los valores de Ct son el promedio de los datos obtenidos a partir de los tres experimentos
realizados para cada linea celular de CaCu y de un experimento para las células IMR-32 y Hek-
Navl1l.6. En cada experimento los ensayos de gPCR se realizaron por triplicado. NC, gen no

cuantificado.
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Figura 20. Expresion diferencial de las variantes del gen SCN8A y de HPRT-1 en células de
CaCu y neuroblastoma. En cada panel se grafican los valores promedio de Ct + la desviacion
estandar que presentaron los genes cuantificados por triplicado en tres experimentos
independientes de qPCR para cada una de las lineas celulares indicadas. Nétese que las células
HelLa presentaron los valores de Ct mas altos, es decir, los niveles de expresion mas bajos de
todas las variantes estudiadas del gen SCNB8A, respecto al resto de las lineas celulares
estudiadas. Las flechas negras en los paneles A, D y E indican el valor de Ct observado en las
células Hek-Nav1.6 para los genes respectivos. 18A, 18N, y A18 variantes del exén 18 del gen
SCNB8A,; 5A, variante adulta del exén 5 del mismo gen.
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Una vez conocidos los valores de Ct para cada una de las variantes del exon 18 del gen
SCNB8A tanto en las lineas celulares de CaCu como en la de neuroblastoma, se procedi6
a evaluar la expresion relativa de cada variante en las muestras de interés con respecto
a aquella seleccionada como control. Considerando que la eficiencia de la reaccion de
gPCR en cada ensayo (Fig. 11) fue mayor al 90% y menor al 110%, entonces es posible
realizar la comparacion de la abundancia relativa de la expresion de cada uno de los

genes mediante el método de 22t (Livak & Schmittgen, 2001).

Primeramente, estudiamos el comportamiento de los niveles de expresion de dichas
variantes en células de CaCu positivas al VPH-16 (SiHa) y VPH-18 (HelLa) respecto a
células de CaCu negativas a VPH (C33A). Los datos correspondientes a dicho analisis
se muestran en la Tabla 6 y se grafican en la Fig. 21. Para el caso de la variante adulta,
se obtuvieron niveles de expresion similares entre las células SiHa y C33A; mientras que
las células HeLa mostraron niveles de expresion que fueron 4.5 veces mas bajos con
respecto a las células C33A y 4.3 veces inferior que los de las células SiHa (Fig. 21A).
Por lo que respecta a la variante neonatal, se observé que en las células SiHa esta
variante se expresa 25% menos que las células control C33A; mientras que para las
células Hela el nivel de expresion fue practicamente nulo respecto al control: menos del
2% del total de MRNA detectado en las células C33A (Fig. 21B).

Por otro lado, la expresion relativa de la variante A18 fue mas abundante en las células
SiHa que en las células C33A (aproximadamentel.5 veces mas); sin embargo, el nivel
de expresion en las HelLa fue nuevamente despreciable respecto al control (Fig. 21C).
La comparacién directa entre células SiHa y células HelLa indica que el nivel de
expresion de la variante A18 es 130 veces mas alto en las células SiHa (positivas al
VPH-16). Finalmente, los niveles de expresion de la variante 5A del gen SCNS8A
mostraron una tendencia bastante similar al de la variante 18A (Fig. 21D, comparar con
Fig. 21A), lo que es consistente con la aseveracion de que los niveles de expresion de la

variante 5A es una medida indirecta de la expresion de la variante 18A del gen SCNB8A.
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Tabla 6. Calculo de los niveles de expresidn de las variantes del gen SCNBA en las lineas
celulares SiHay HelLa respecto a las células C33A.

Gen Valores de Ct ACt (CaCu - Control) P
Control | CaCu CaCu : _ACE _ACt o3
C33A Hela SiHa HelLa SiHa 2 Hela | 2 SiHa
18A 26.60 28.98 26.65 2.39 0.056 0.191 0.962
18N 26.65 33.54 27.12 6.89 0.470 0.008 0.722
A18 28.54 34.83 28.00 6.28 -0.542 0.013 1.456
5A 27.02 28.22 27.01 1.20 -0.003 0.434 1.002

Los valores de Ct son el promedio de los datos obtenidos a partir de los tres experimentos
independientes realizados con cada una de las lineas celulares indicadas (mismos datos que la
Tabla 5). Los datos de la columna de la extrema derecha representan el nimero de veces que
cambio la cantidad de mRNA de cada uno de los genes en las muestras de CaCu positivas a

VPH (HelLa y SiHa) respecto al grupo Control (C33A) calculado por el método 22¢t (Livak &
Schmittgen, 2001).
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Figura 21. Expresion relativa de las variantes del gen SCN8A en las lineas celulares de
CaCu positivas y negativas al VPH. Cambios en los niveles de mRNA (en nimero de veces)
de las variantes del gen SCN8A en las células positivas al VPH-16 (SiHa) o al VPH-18 (HelLa)
respecto a las células negativas a VPH (C33A). Los valores se obtuvieron como se describe en
la Tabla 6. Notese que la expresion relativa de las variantes 18N y A18 en las células Hela es
practicamente nula respecto a las células C33A, mientras que los niveles de las variantes
adultas (18A y 5A) son sustancialmente mas altos. Por el contrario, las células SiHa presentan
niveles de mRNA de la variante A18 mas altos que las mismas células control. Resultados de 3
experimentos independientes cada uno de ellos por triplicado.

En un segundo andlisis de la expresién génica de las diferentes variantes del gen
SCNB8A, se utilizé la linea celular de neuroblastoma (IMR-32) como muestra control. Este
analisis proporcioné una comparacién entre los niveles de expresion de dichas variantes
en el CaCU vy los cuantificados en células de origen neuronal (neuroblastoma) donde el

canal Navl.6 se expresa de manera ordinaria para desempefiar su papel en la
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excitabilidad celular. Los datos de este analisis se presentan de manera resumida en la
Tabla 7 y en la Fig. 22. En este caso, las células SiHa y C33A mostraron niveles de
expresion muy similares para las variantes adultas del gen SCN8A, mismos que
significaron aproximadamente 15% menos en relacion con los detectados en las células
IMR-32. Nuevamente, las células HelLa expresaron niveles de mRNA claramente
inferiores a los observados en células SiHa, C33A y en las células control IMR-32 (Fig.
22A y D). Notablemente, estos niveles de expresion de las variantes adultas en las
células HelLa son sustancialmente mas altos cuando se comparan con las células IMR-
32 que cuando la comparacion es con las células C33A (Fig. 21 Ay D). Por su parte, la
variante neonatal (18N) presentd niveles de expresidbn mas altos en las células SiHa y
C33A (1.6 y 2.1 veces, respectivamente) respecto a las células de neuroblastoma;
mientras que la expresion de esta variante en las células HelLa fue practicamente nula
respecto al control (Fig. 22B). Esta misma tendencia se observa para los niveles
relativos de mRNA de la variante A18, cuya expresién mostré un aumento en las células
SiHa y C33A de 2.1 y 1.5 veces, respectivamente; mientras que la expresién en las
células Hela fue de igual manera raquitica respecto a las células IMR-32 (Fig. 22C).

Tabla 7. Célculo de los niveles de expresion de las variantes del gen SCN8A en las
lineas celulares de CaCu respecto a las células de neuroblastoma.

Gen Valores de Ct ACt (CaCu - Control) 2-Act

Control | CaCu | CaCu | CaCu

IMR-32 | HelLa | SiHa | C33A HeLa | SiHa C33A | HeLa | SiHa | C33A

18A 26.39 28.98 | 26.65 | 26.60 | 2.59 | 0.261 0.205 0.166 | 0.835 | 0.868

18N 27.81 3354 | 27.12 | 26.65 | 5.78 | -0.693 | -1.163 | 0.019 | 1.617 | 2.239

18D 29.06 34.83 | 28.00 | 2854 | 5.79 | -1.061 | -0.519 | 0.018 | 2.086 | 1.433

5A 27.04 28.22 | 27.01 | 27.02 | 1.18 | -0.023 | -0.020 | 0.440 | 1.016 | 1.014

Los valores de Ct son los mismos datos que la Tabla 5. Los datos de la columna de la extrema
derecha representan el nimero de veces que cambio la cantidad de mRNA de cada uno de los
genes en las muestras de CaCu (Hela, SiHa y C33A) respecto al grupo Control (IMR-32)
calculado por el método 2'2¢t (Livak & Schmittgen, 2001).
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Figura 22. Expresion relativa de las variantes del gen SCN8A en las lineas celulares de
CaCu respecto a la linea celular de neuroblastoma IMR-32. Cambios en los niveles de mRNA
(en numero de veces) de las variantes del gen SCN8A en las células de CaCu: SiHA, HeLa y
C33A, respecto a las células de origen neuronal IMR-32. Los valores graficados se obtuvieron de
la Tabla 7. Es evidente que las células HelLa presenta los niveles de expresion mas bajos de las

variantes del gen SCN8A cuando se compara con cualquier otro tipo celular de los aqui
estudiados.

Debido a las condiciones de pandemia por el virus SARS-CoV-2 en las que nos
encontramos desde hace un afio, el presente proyecto de investigacion se vio
seriamente afectado, no siendo posible dar cumplimiento al segundo objetivo de la
presente disertacion. Por esta razén, mi proyecto de doctorado representa una
continuidad del presente trabajo de maestria; en el cual se trabajara para dar respuesta
a las interrogantes que saltan de la presente investigacion, principalmente a la

participacion de las variantes del exdén 18 del gen SCN8BA en las capacidades
metastasicas de lineas celulares de CaCu.
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7. DISCUSION

Los canales de sodio activados por voltaje (Nav) son proteinas transmembranales que
han sido candnicamente asociados a la generacion y propagacion de potenciales de
accion en células excitables, tales como neuronas, cardiomiocitos y musculo
esquelético. Sin embargo, en las ultimas dos décadas, la expresion aumentada de los
canales Nav en varios tipos de cancer ha sido extensamente reportado. Para citar solo
algunos ejemplos, se ha demostrado la expresion abundante del canal Nav1.5 en lineas
celulares de cancer de mama (Fraser et al., 2005); el canal Nav1.7 en cancer gastrico
(Xia et al., 2016) y el canal Navl.6, en cancer cervical (Hernandez-Plata et al., 2012).
En estas células, los canales Nav participan en funciones celulares que se relacionan
con la migracién, acidificacibn endosomal, fagocitosis, formacion de podosoma,
liberacion de insulina y de citocinas, proliferaciéon e invasividad (Besson et al., 2015)
(Patel & Brackenbury, 2015) (Eren et al., 2015).

Particularmente, en el CaCu se ha observado que el canal Nav1.6 es sobre expresado
alrededor de 40 veces mas en muestras de CaCu positivas a VPH-16 que en muestras
no cancerosas. Tal sobre expresion es especifica para el canal Nav1.6, ya que también
se reportd la presencia de las subunidades Navl.1l, 1.2, 1.3 y 1.7 en las células de
cérvix, pero estas no sufrieron mayores cambios con la aparicion del fenémeno
canceroso (Hernandez-Plata et al., 2012). Ademas, en el mismo trabajo se demostré que
dicha isoforma presenta una contribucion directa en la capacidad invasiva de células de
CaCu.

Desde 1997 se conoce la presencia de tres variantes del procesamiento alternativo del
exdén 18 del gen SCNB8A, el cual codifica para la isoforma Nav1.6 de los canales de sodio
activados por voltaje (Plummer et al., 1997). La primera corresponde a la variante adulta
(18A), y contiene el transcrito completo del gen SCN8A, y se expresa funcionalmente en
la membrana plasmatica de la mayoria de las neuronas (Burbidge et al., 2002). Las
restantes de denominan neonatal (18N) y delta (A18), donde para la primera se genera
una proteina no funcional truncada de solo dos dominios y, en el caso de la segunda, se
produce una proteina funcional que carece de un tercio del dominio Ill dada la ausencia
del exén 18 (Plummer et al., 1997). De gran interés para el presente trabajo de
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investigacion, se ha reportado que la variante A18 se encuentra expresada en vesiculas
intracelulares regulando el proceso de invasividad celular de macréfagos y células de
melanoma (Carrithers et al., 2009).

7.1 Expresion de variantes del exdn 18 del gen SCN8A en lineas celulares de
CaCu: caracterizaciéon molecular.

Teniendo en cuenta los antecedentes de la seccion anterior, aunado a observaciones
previas de nuestro grupo que demuestran la ausencia de corrientes idnicas de sodio
activadas por voltaje en lineas celulares de CaCu (SiHa, HeLa y C33A) (Lopez-Charcas
et al.,, 2018; Laura et al., 2019), en el presente trabajo nos propusimos estudiar los
niveles de expresion relativos de dichas variantes en las células antes mencionadas, con

la intencién de investigar su contribucion a la capacidad metastasica de las células de

CaCu. Para ellos se utilizaron sondas Custom TaqMan@ (Applied Biosystems) (Tabla 3)
capaces de amplificar de manera especifica a cada una de dichas variantes. Tal como
se estipula para este tipo de experimentos de gPCR, previamente se realizaron los
experimentos de rangos dindmicos para establecer la concentracion de cDNA que
proporcione la mejor eficiencia en las reacciones de amplificacion de gPCR con tales
sondas. Los porcentajes de eficiencia para las tres variantes del exén 18 de SCN8A
estuvieron comprendidos entre 90 y 110% (Fig. 11), por lo que se procedi6 a realizar el

estudio de expresién génica.

Debido a las caracteristicas sumamente particulares de las variantes del exdon 18 de
SCNB8A, maxime para la variante A18, la cual carece completamente de dicho exon,
decidimos asegurarnos de que los productos de qPCR tuvieran la identidad molecular
esperada, tanto en longitud del amplicon como en la secuencia nucleotidica del mismo
(tal como se describe en la Fig. 10). El analisis de dichos productos con enzimas de
restriccién y secuenciacion automatica arrojé resultados un tanto inesperados, pero
sumamente interesantes. En el caso de la variante adulta (18A) todas las clonas
estudiadas mostraron el 100% de identidad con respecto a la secuencia esperada (Fig.
12 y 13). Curiosamente, para la variante 18N el producto de gPCR obtenido fue

incompleto en todas las clonas estudiadas. En la clona 3 el producto de gPCR
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secuenciado correspondia a la regidon previa al codon de paro -caracteristico de esta
variante-; mientras que el de la clona 6 pertenecia a la region posterior de dicho codén
(Fig. 15). Estos resultados ayudaron a explicar lo observado en la caracterizacion
enzimatica de estos productos, donde los plasmidos de las dos clonas no mostraban el
patron de digestion cuando se trataban con las enzimas Rsa | y Pst | (Fig. 14). La
secuenciacion mostrd que el inserto del plasmido de la clona 3 Unicamente presentaba
en su secuencia el sitio de restriccion para la enzima Rsa |; mientras que el de la clona
6, para el de la enzima Pst I. Resultados similares se obtuvieron para las clonas 50 y 52
del producto de qPCR para la variante A18 (Fig. 17C y D). No obstante, otras dos clonas
de esta variante, la numero 34 y 36, si presentaron la secuencia completa de 83 pb (Fig.
17A y B). Este resultado, aunado al hecho de que la separacién por electroforesis de los
productos de gPCR tomados directamente de los tubos donde se llevé a cabo la
amplificacion de estos, demostré que el tamafio de dichos productos corresponde con
los tamafios esperados (Fig. 18), nos permite concluir que los ensayos de Tagman
amplifican de manera especifica los productos de las variantes del exén 18 del gen
SCNB8A.

La observacion de que el tamafio de los productos de qPCR ligados en el vector
pJET1.2 mostraron un tamafio diferente al observado por electroforesis se relaciona con
reportes previos en la literatura en los que se describe la dificultad para manipular DNAs
de canales Nav. En dichos reportes siempre se culpa a las bacterias que se usan para
transformar y amplificar el DNA de los canales Nav. Una explicacion se asocia con los
sistemas de restriccion que han sido descritos en las bacterias E. Coli, los cuales
funcionan como mecanismo de defensa contra el DNA foraneo. En este sentido, se han
descrito dos sistemas de restriccion generales: el sistema de modificacion de restriccion
tipo K (hsdRMS) y el sistema de restriccion dependiente de metilacion (MDRS), donde el
primero se caracteriza por la funcionalidad de la endonucleasa EcoK en la degradacion
de cualquier DNA foraneo no metilado; mientras que el segundo, por la actividad de las
endonucleasas codificadas por los genes mrr y mcrABC en la degradacion de DNA
metilado en los residuos de citocina y adeninas, respectivamente. Sin embargo, en el

presente trabajo se utilizd la cepa ToplO de bacterias E. coli quimicamente
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competentes, donde tales sistemas de restriccion se encuentran eliminados mediante
ingeniera genética; no obstante, las bacterias Topl0 presentan la endonucleasa Al y
enzima girasa, para las cuales se han reportado efectos sobre la estabilidad de los
DNAs en transformaciones y la generacion de deleciones, respectivamente (Hanahan et
al., 1991). Ademas, varios trabajos han demostrado que las dificultades inherentes en el
proceso de manipulacién y transformacion de los cDNAs de los canales Nav en los
hospederos bacterianos, involucra variaciones en los tiempos y temperaturas de
incubacion, seleccién adecuada de las cepas competentes de E. coli, asi como de
nuevas relaciones estequiométricas de los antibioticos empleados en la produccion del
medio LB de las placas de agar (Bechi et al., 2012; Feldman & Lossin, 2014; Dhifallah et
al., 2018). Por estas razones, en el presente trabajo se utilizaron adicionalmente las
cepas JM109 y StbI3 para intentar transformar y amplificar los productos de gPCR de las
variantes 18N y A18, sin embargo, no se obtuvieron resultados positivos en este sentido

(resultados no mostrados).

Es probable que los cDNAs de los canales Nav sean toxicos para las bacterias, de ahi
gue estas introduzcan cambios en el arreglo de dichos DNAs. Recientemente, se reportod
una nueva estrategia que permite mejorar la estabilidad del cDNA en la manipulacion y
la amplificacion del canal Navl.6 de humano en E. coli. La propuesta consiste en la
insercion de una pequefia secuencia de un intrén heterdlogo -en este caso, los autores
usaron el gen IgCu de ratdon- para interrumpir el marco de lectura abierto de la proteina
en la construccion del plasmido. De esta forma, los multiples codones de paro creados
con la insercibn de la secuencia del intron, inhiben la traduccién indeseada de la
proteina en las bacterias E. coli mejorando la estabilidad del cDNA insertado en el
plasmido (Poulin & Chahine, 2021). Curiosamente, esta estrategia habia sido descrita
desde el afio 1996 para mejorar la estabilidad del vector que contenia el cDNA del canal
CFTR (regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica), asi como
para facilitar la amplificacion de los cDNAs clonado de los virus (Johansen, 1996; Boyd
et al., 1999; Lacy-Hulbert et al., 2001).
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7.2 Expresion de variantes del exdn 18 del gen SCNB8A en lineas celulares de
CaCu: niveles diferenciales de mRNA.

La principal aportacion del presente trabajo consiste en la evaluacion de los niveles de
expresion relativos de las variantes del exdn 18 del gen SCN8A. Nuestros experimentos
de gPCR muestran que la variante adulta, cuantificada tanto con la sonda 18A como -
indirectamente- con la sonda 5A; se expresa en niveles comparativos en las células
SiHa (VPH-16), C33A (VPH negativo) e IMR-32 (neuroblastoma), con un valor de Ct
cercano a 27, estando dentro de la categoria de expresion génica moderada. Sin
embargo, las células HelLa (VPH-18) mostraron los niveles de expresidon mas bajos para
esta variante (de hecho, para las tres variantes del exdén 18) entre todas las células
estudiadas, con valores de Ct cercanos a 29 (Tabla 5). Estos resultados son
consistentes con un reporte preliminar de nuestro mismo grupo de investigacion en el
gue se obtuvieron valores de Ct promedio cercanos a 24 para las células SiHa y C33A;
mientras que en HelLa se detectaron los niveles mas bajos de expresion con un valor Ct
promedio de 30 (Lopez-Charcas et al., 2018). Para corroborar la sensibilidad de nuestro
método de deteccion de la variante adulta 18A, decidimos utilizar las células HEK-
Navl.6, que sobre expresan de manera estable la variante adulta del canal Nav1.6 como
fuente de mMRNA con altos niveles de dicha variante. Los valores respectivos, como era
de esperar, estuvieron en intervalo de genes de alta expresion con un valor de Ct
promedio de 17 (Tabla 5). Estos resultados sugieren fuertemente que, tanto las células
de CaCu como las de neuroblastoma, expresan niveles de mRNA para la variante adulta

sustancialmente menores que en las células Hek-Nav1.6.

Para las variantes neonatal y delta se observé un comportamiento similar al de la 18A,
donde las células SiHa, C33A e IMR-32 mostraron una abundancia moderada de los
MRNAS para estas variantes con valores de Ct promedio entre 27 y 29; mientras que los
valores para las células HelLa fueron de 34 y 35, respectivamente, indicando asi, la baja
expresion génica de estas variantes en las células HelLa (Tabla 5). Estos resultados de
gPCR confirman observaciones cualitativas obtenidas mediante la PCR estandar, las
cuales también sugieren que las células HeLa presentan el menor grado de expresion de

estas variantes (Fig. 7B) (Lopez-Charcas et al., 2018).
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Hasta el momento no se cuenta con evidencias cientificas que permitan comprender el
posible mecanismo mediante el cual se pudiera estar presentando la regulaciéon génica
de las variantes del procesamiento alternativo del exon 18 del gen SCNB8A. Los
resultados del presente trabajo son pioneros en este campo de investigacion y plantean
el reto de explicar por qué las células HeLa muestran los niveles de expresién mas bajos
de estas variantes entre todas las células estudiadas, y particularmente con las células
SiHa (positivas a VPH-16) y C33A (negativas a VPH). Una posible explicacion surge de
un trabajo donde se estudid el papel de las proteinas Rbfox (Fox-1 y Fox-2) en la
regulacion del procesamiento alternativo del exdn 18 del gen SCN8A neuronal. En este
sentido, se mostr6 que la unién indistinta de estas proteinas en el sitio de unién
localizado 28 pb en direccion rio abajo del exén 18A, favorece la presencia de la variante
adulta sobre la neonatal o delta del ex6n 18, quedando aun sin esclarecer los
mecanismos moleculares de tal fenomeno (O’Brien et al; 2012). Segun lo reportado en el

Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/), se ha observado la presencia de la

proteina Fox-2 en las células HelLa, pero de manera mas abundante en las células SiHa;
por lo que la proteina Fox-2 podria ser un factor que contribuya a la baja expresion de la
variante adulta del exon 18 en las células HeLa. No obstante, se requiere realizar mas
estudios en un nimero mas amplio de lineas celulares y biopsias de CaCu para poder
concluir si esté es un fendmeno puntual para las células HeLa o un mecanismo general

para el cancer cervicouterino.

Una explicacion alternativa pudiera involucrar la participacion diferencial del tipo de VPH
con el que estan infectadas estas lineas celulares. Las células SiHa son positivas a
VPH-16 mientras que las HelLa presentan DNA del VPH tipo 18. Los resultados
previamente reportados por nuestro grupo de investigacion indica que, si bien la sobre
expresion del mMRNA de canal Navl.6 es indistinto del tipo de VPH que presentan las
biopsias de CaCu, también es cierto que existe una diferencia palpable en los niveles de
expresion de dicho mRNA entre las biopsias positivas a VPH16 y VPH-18. En promedio,
las biopsias positivas a VPH-16 sobre expresan el mRNA del canal Navl.6 alrededor de
28 veces, mientras que en las positivas a VPH-18 la sobre expresion es de 8 veces,

respecto al tejido cervical no canceroso (Lopez-Charcas, et al., 2018). En este mismo
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contexto, biopsias positivas a VPH-31 y VPH-45 sobre expresaron 14 y 6 veces,
respectivamente, los niveles de mRNA del canal Nav1.6 en comparacion con biopsias de
tejido cervical no canceroso (Lopez-Charcas, et al.,, 2018). Bajo la luz de estos
resultados, es posible proponer que las células y biopsias de CaCU positivas a VPH-16
presenten una mayor sobre expresion de la variante adulta en comparacion con otras
muestras de CaCu positivas a VPHs oncogénicos distintos al tipo 16. No obstante, si
esta explicacién también es vélida para la pobre expresién de las variantes neonatal y
delta en las células HeLa queda todavia por ser estudiado.

7.3 Expresion de variantes del exdn 18 del gen SCNB8A en lineas celulares de
CaCu: contribucion a la capacidad metastasica.

En la ultima parte del presente trabajo de tesis se analizo la expresion diferencial de las
variantes del exén 18 de SCN8A mediante el método de 2-4¢ (Livak & Schmittgen, 2001)
en las células de CaCu ya mencionadas. El resumen de los resultados de estos
experimentos muestra contundentemente que las células HeLa expresan los niveles mas
bajos de las tres variantes del exdn 18 en comparacion con las células SiHa (positivas a
VPH-16) e incluso con las células C33A, que son células cancerosas de cérvix uterino
pero que son negativas al VPH (Fig. 21). Paralelamente, también encontramos que las
células de neuroblastoma expresan niveles mas altos de las variantes del exon 18 de
SCNB8A que las células Hela (Fig. 22); sin embargo, para los fines del presente trabajo,
no se discutird la posible participacion de dichas variantes en las propiedades
metastasicas de dicho tipo de cancer y nos concentraremos en el CaCu. Esta

interrogante se podra abordar en trabajos futuros en nuestro grupo de investigacion.

Los resultados de la expresion diferencial sugieren que las células SiHa precisan de una
mayor contribuciéon de la variante A18 que de la neonatal para su capacidad
metastasica, lo cual podria sustentarse con lo reportado para la linea celular HTB-66 de
melanoma invasivo donde se observo una participacion de esta variante en la
invasividad de dichas células favoreciendo la formacién de invadopodios (Carrithers et
al., 2009). Interesantemente, las células SiHa presentan una capacidad metastasica
(considerando parametros como proliferacién, migracién e invasividad) menor a la
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observada en las células HelLa (Sanchez-Sandoval & Gomora, 2019). Este ultimo
reporte plantea entonces la posibilidad de que la méas alta expresion relativa de la
variante A18 en las células SiHa no necesariamente sea la explicacion de su capacidad
metastasica, pues a pesar de expresar niveles significativamente mas bajos de dicha
variante, las células HelLa despliegan una capacidad metastasica mas robusta. Huelga
decir que las propiedades metastasicas de cualquier tipo de cancer no son el resultado
de un fenébmeno unifactorial, por el contrario, se ha demostrado la participacion de una
gran cantidad de proteinas a dicho comportamiento cancerigeno. En linea con esta
afirmacion, se ha reportado que la subunidad auxiliar B4 de los canales Nav
desempeiian una funcién como regulador negativo de la invasividad de las células SiHa
y HelLa (Sanchez-Sandoval & Gomora, 2019), por lo que las diferencias en invasividad
mostradas por ambas lineas celulares podrian ser debidas a otros factores ademas de la
expresion de la variante A18 del gen SCN8A. Resulta evidente que se precisan de

experimentos funcionales in vitro que permitan esclarecer estas interrogantes.
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8. CONCLUSIONES

La eficiencia de las sondas Custom TagMan® de Applied Biosystems para
cuantificar los niveles de expresion de las variantes 18A, 18N y A18 del exon 18
del gen SCNB8A es de 96%, 95% y 102%, respectivamente, en el rango de
diluciones seriadas estudiado.

Los experimentos de clonacion de los productos de gPCR, asi como su posterior
caracterizacion con en el empleo de enzimas de restriccion y experimentos de
secuenciacion automatica, corroboran la especificidad de las sondas Custom

TagMan® en la amplificacion de las regiones interés.

Las lineas celulares SiHa (VPH-16) y C33A (negativa VPH) de CaCu mostraron
similares niveles de expresion para las variantes del exdén 18 del gen SCNB8A,;
mientras que las células HelLa (VPH-18) presentaron los niveles mas bajos.

Las variaciones en los niveles de expresion de las variantes del exén 18, entre
lineas celulares de CaCu positivas y negativa a VPH, no mostraron diferencias
entre las células SiHa y las C33A para la variante adulta; mientras que las células
HelLa mostraron niveles de expresion relativos equivalentes a una tercera parte
de lo cuantificado en las primeras. Esta diferencia se asenté dramaticamente para
las variantes 18N y A18, indicando niveles casi imperceptibles de estas en las

células Hela.

La expresion relativa del mMRNA de la variante adulta del canal Navl.6 se ve

favorecida en células de CaCu positivos a VPH-16 por sobre el tipo 18 del virus.

La mayor expresion de la variante A18 en las células SiHa con respecto a las
HelLa no se correlaciona con una capacidad metastasica mas robusta de las

primeras como ha sido reportado.
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9. PERSPECTIVAS

En consecuencia, con la finalidad de explicar los resultados obtenidos en este trabajo de
maestria, mi proyecto de doctorado representa una continuidad de estos estudios, para

el cual he trazado los siguientes objetivos generales:

e Cuantificar los niveles de expresion relativos de las variantes del exén 18 del gen
SCNBA en biopsias de CaCu.

e Evaluar el nivel de contribucién de cada una de dichas variantes en la capacidad
metastasica de células de CaCu mediante estudios in vitro de proliferacion,

migracion e invasividad celular.

e Estudiar la localizacién subcelular de la variante A18 del gen SCN8A en células
de CaCu.
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