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RESUMEN 
 

I.B.T. Alejandro Robles Zamora. 
Universidad Autónoma de Nuevo León, Facultad de Medicina. 
Candidato para el grado de Maestría en Ciencias con Orientación en Biología 
Molecular e Ingeniería Genética. 
Número de páginas: 60. 
Título del estudio: “GENERACIÓN DE UN VECTOR ADENOVIRAL PARA 
MARCAJE FLUORESCENTE SELECTIVO DE CÉLULAS TUMORALES”. 
 
Introducción: Las células tumorales circulantes (CTC) son células que se 
originan de tumores primarios o de eventos metastásicos y que circulan 
libremente en el torrente sanguíneo de pacientes. Una de sus características 
más relevante es su capacidad ilimitada de división o inmortalidad. La expresión 
del gen de la transcriptasa reversa de telomerasa humana  (hTERT), la enzima 
que mantiene la longitud de los telómeros, está desregulada en el 85-90% de 
las células tumorales. El uso de promotores tejido-específicos restringe la 
expresión génica o replicación viral a tejidos específicos. En este caso, el 
promotor de hTERT, altamente activo en la mayoría de las células tumorales, 
particularmente de cáncer colorrectal (CCR) como se mencionó previamente 
pero inactivo en células somáticas normales, resulta un candidato de promotor 
tejido-específico óptimo, por lo que su uso acoplado con proteínas fluorescentes 
mediante un vector adenoviral permitiría la detección selectiva de CTC. 
Objetivo: Generar un vector adenoviral diseñado para inducir la expresión 
selectiva de la proteína roja fluorescente (RFP) en células tumorales mediante 
la transducción con el gen RFP bajo el control del promotor hTERT. Materiales 
y métodos: Plásmidos: pUC57-hTERT-RFP, pShuttle, AdEasy-1. Cepas 
bacterianas: E. coli TOP10F’, BJ5183. Línea celular: HEK293. Se construyó el 
genoma del vector adenoviral a partir de la secuencia comercial hTERT-RFP 
clonada en pUC57. Dicha secuencia fue subclonada en el plásmido acarreador 
pShuttle. Luego éste se recombinó con el plásmido AdEasy. Se caracterizó y 
transfectó en células HEK293 para producir las partículas virales Ad-hTERT-
RFP. El vector adenoviral se caracterizó por inmunohistoquímica, PCR y 
microscopía de fluorescencia. Resultados: Se observó el efecto citopático 
característico de la infección por adenovirus en células HEK293 y mediante 
microscopía de fluorescencia se pudo observar la expresión de la RFP en su 
citoplasma. Conclusiones: Se diseñó, construyó, generó y caracterizó un 
vector adenoviral portador del promotor hTERT que induce la expresión de RFP 
en células que expresan altos niveles de telomerasa. 
 
 
 

___________________________________________________________ 

Dr. Augusto Rojas Martínez 

Director de tesis 
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CAPÍTULO I 
 

INTRODUCCIÓN 
 
Las células tumorales circulantes (CTC) se definen como células que se 

originan ya sea de tumores primarios o de eventos metastásicos, y que circulan 

libremente en el torrente sanguíneo de pacientes [1]. Se caracterizan por 

carecer del marcador de superficie CD45 (exclusivo de leucocitos) y expresan 

características de células epiteliales; es decir, presentan marcadores de 

superficie exclusivos de células del epitelio tales como las moléculas de 

adhesión celular-epitelial (EpCAM) y citoqueratina [2]. 

Una de las características más relevante de las células tumorales es su 

capacidad ilimitada de división o inmortalidad. En cultivo, las células normales 

sufren un proceso de crisis o senescencia siguiendo un número dado de 

divisiones celulares que provocan el acortamiento del DNA telomérico. Los 

telómeros son las secuencias repetitivas que se encuentran al final de los 

cromosomas eucariotas y señalan la senescencia o crisis cuando alcanzan una 

longitud corta crítica, proceso conocido como límite de Hayflick [3,4]. La 

expresión del gen de la transcriptasa reversa de telomerasa humana  (hTERT), 

la enzima que mantiene la longitud de los telómeros, va decreciendo durante la 

senescencia celular y limita la proliferación celular. El gen hTERT está 

desregulado en el 85-90% de las células tumorales, por lo que es un objeto de 

estudio atractivo para los estudios de la biología molecular y la terapia del 

cáncer. hTERT está particularmente sobreexpresado en el cáncer colorrectal 

(CCR) por un mecanismo vinculado con c-Myc en la vía de señalización Wnt 

[5,6].  

El uso de promotores tejido-específicos restringe la expresión génica o 

replicación viral en tejidos específicos. En este caso, el promotor de hTERT es 

altamente activo en la mayoría de las células tumorales, particularmente de 

CCR como se mencionó previamente, pero inactivo en células somáticas 

normales, por lo que su uso acoplado con proteínas fluorescentes permitiría la 

detección selectiva de CTC [7]. 
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1.1 Células Tumorales Circulantes (CTC) 

 

1.1.1 Características de las CTC  

Las CTC se encuentran en poblaciones heterogéneas con diferencias 

pronunciadas en su potencial metastásico. Algunas poblaciones de CTC 

experimentan un proceso de transformación conocido como Transición Epitelial-

Mesenquimal (EMT), que inicia cuando las células epiteliales de un carcinoma 

en estado avanzado son sometidas a cambios fenotípicos y genotípicos que las 

transforman en células mesenquimales, lo que facilita su escape de la 

estructura compacta de los tejidos y les permite infiltrarse en el tejido 

circundante [8]. En este proceso, las células epiteliales pierden su adhesión 

celular mediante la desregulación de la expresión de E-cadherina, cuyas 

modificaciones y cambios transcripcionales promueven también la pérdida de la 

polaridad celular, lo que les permite adquirir una nueva forma que incrementa su 

movilidad y capacidad de invasión [9]. Hay varios factores de transcripción que 

inducen la EMT, tal es el caso de Snail y Slug cuya expresión es capaz de 

reprimir a E-cadherina [10]. El potencial invasivo es mejorado además por la 

expresión de integrinas y la activación de diversas metaloproteinasas [9].  

Algunas citocinas derivadas del tumor y factores de crecimiento pueden 

estimular la expresión de moléculas de adhesión en células endoteliales, lo que 

facilita el proceso de intravasación, en el cual las células que experimentan 

EMT adquieren características propias de las células madre cancerosas (células 

madre mesenquimales), incluyendo la capacidad de autorenovación, re-

diferenciación, latencia, reparación activa de DNA, quimioresistencia y 

resistencia a la apoptosis y por consiguiente a los agentes terapéuticos. Estas 

células mesenquimales entran al torrente sanguíneo mediante los capilares que 

recubren el tumor y viajan a través del cuerpo. Algunas de las CTC que se 

encuentran migrando son sometidas a apoptosis, mientras que otras continúan 

existiendo como células tumorales latentes. Se cree que el ciclo celular de las 
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CTC en solitario permanece latente, lo que resulta en una ausencia de 

proliferación [8].  

Posteriormente, las CTC pueden salir del torrente sanguíneo y regresar a su 

forma de células epiteliales carcinogénicas para formar un segundo tumor en 

cualquier parte del cuerpo. Esto se lleva a cabo por un proceso conocido como 

extravasación (Figura 1), en el cual se cree que las células son sometidas a un 

evento inverso: Transición Mesenquimal–Epitelial (MET), lo que les confiere la 

capacidad de adherirse al nuevo entorno y desarrollarse en una metástasis, ya 

que al mismo tiempo recuperan su capacidad proliferativa, adquiriendo 

nuevamente propiedades invasivas a través de la diseminación en médula ósea 

y órganos distantes [9].   

Los modelos metastásicos han sugerido que diariamente entran al torrente 

sanguíneo alrededor de 1 × 106 células tumorales por cada gramo de tumor. Sin 

embargo, las CTC tienen tasas muy bajas de supervivencia en sangre 

periférica: alrededor del 85% desaparecen dentro de los primeros 5 minutos. 

Experimentos en modelos animales han reportado que el 2.5% de las CTC 

causan micrometástasis y solamente el 0.01% proliferan y forman metástasis 

macroscópica. Debido a que la mayoría de las CTC que entran a la circulación 

experimentan apoptosis y a que la angiogénesis no es promovida por 

micrometástasis en órganos distantes, la proporción de CTC que causan 

metástasis macroscópica no es necesariamente alta. De hecho, pueden 

permanecer latentes por varios años debido al cese del ciclo celular en la 

micrometástasis [8].  
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Figura 1. Los procesos de EMT y MET. Modificada de: Kirton, L., Cox, S. (2010). 
“Analysis of miRNA and mRNA associated with Epithelial Mesenchymal Transition”. 
The Art of the PFUG. 
 

1.1.2 Mecanismo molecular de la transición epitelial-mesenquimal (EMT) 

La EMT facilita la migración e invasión de células tumorales a través de las 

siguientes tres estrategias: debilitamiento de la cohesión célula-célula, aumento 

de la capacidad para degradar la matriz extracelular y la modificación del 

citoesqueleto celular. Durante el proceso EMT se reorganizan los tres tipos 

principales de uniones intercelulares: uniones de adherencia, uniones estrechas 

y desmosomas [11]. La EMT está relacionada con factores de transcripción 

tales como Snail, Slug, Twist1, dEF1, SIP1, FOXC2 y las rutas de señalización 

TGF-β, notch y Wnt, por lo que fomenta la represión en la expresión de 

complejos moleculares que intervienen en la adhesión célula-célula, tales como 

E-cadherina, claudina y ocludina [12]. Los factores de transcripción ZEB y Snail 

desregulan la expresión de diferentes metaloproteinasas de matriz (MMP) y de 

elementos del sistema plasminógeno-plasmina, por lo que se aumenta la 

degradación de matriz extracelular en tumores primarios [13]. 

El esqueleto de las células epiteliales se compone de citoqueratinas, mientras 

que en el esqueleto de las células mesenquimales predomina la vimentina. Las 
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citoqueratinas son reprimidas y la vimentina es sobreexpresada durante el 

proceso EMT [14]. La morfología de la célula es controlada por la fuerza de 

expansión de los microtúbulos y la fuerza contra-expansión de la actina, 

alcanzándose un balance para estabilizar la forma de la célula [15]. La 

expresión de vimentina inducida por EMT promueve la estabilización de los 

microtúbulos y la despolimerización de actina propiciando la formación de 

“microtentáculos”, confiriendo a las CTC algunas de sus cualidades más 

agresivas, como son la deformabilidad, desplazamiento, capacidad de 

agregación homo y heterotípica y una retención intravascular más eficiente 

[2,16]. 

Los procesos de angiogénesis e intravasación son aspectos cruciales que 

influyen en la generación de CTC. Los factores de transcripción Snail y Slug 

modulan la formación de nuevos vasos sanguíneos a través de la regulación de 

factores proangiogénicos [17,18], mientras que Zeb-1 y Twist, reguladores de la 

EMT, mejoran las acciones de intravasación de las células cancerosas al 

manipular sus interacciones con las células endoteliales [2,19,20]. 

Asimismo, la EMT es capaz de potenciar la resistencia de las células tumorales 

a señales apoptóticas, contribuyendo con la supervivencia de las CTC en el 

torrente sanguíneo. Snail desregula a las caspasas, lo que incrementa la 

resistencia de las células tumorales a la muerte celular [21]; SIP1 impide la 

apoptosis en células tumorales al protegerlas del daño en el DNA [22]; Twist 

confiere resistencia a las células cancerosas al antagonizar el efecto pro-

apoptótico mediado por Myc [23] y participando en la supresión de anoikis [24]; 

Zeb1 suprime a anoikis. Anoikis es el proceso de apoptosis inducido por la 

interacción inadecuada entre célula y matriz extracelular propiciado por la 

ausencia de un anclaje correcto [99]. Por otra parte, las células tumorales 

sometidas a EMT se han asociado al desarrollo de resistencia a las terapias 

anticancerígenas convencionales [14,25]. Las líneas celulares de carcinoma de 

colon y ovario que presentan un fenotipo de transición epitelial-mesenquimal 

son resistentes a oxaliplatino y paclitaxel, respectivamente [26,27]. Snail y Twist 
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median la radioresistencia y quimioresistencia en varias células cancerosas 

humanas [2,28,29]. 

 

1.1.3 Metástasis 

Se considera a la metástasis como el indicador de progresión clínica más 

importante del cáncer. Más del 90% de las muertes asociadas con cáncer son 

atribuidas directamente a metástasis. La liberación de células cancerosas del 

tumor primario puede ocurrir en etapas tempranas de la enfermedad, siendo 

ésta la base para el posterior desarrollo de la metástasis. Se han encontrado 

CTC en pacientes con diferentes tipos de cáncer, tales como mama, pulmón, 

páncreas, próstata, hígado y colon [30]. 

No todos los tumores invasivos conducen a la formación de metástasis. El 

conocimiento respecto a cómo y cuáles tumores pueden dar lugar a metástasis 

ha incrementado durante la última década, pero aún es inespecífico. El primer 

paso que marca la cascada metastásica es la invasión del tejido vecino por 

células tumorales, ya sea en grupos o de manera individual [32]. Para migrar, 

las células del carcinoma tienen que perder varias características epiteliales que 

propician su unión a las células circundantes y la membrana basal. Se provocan 

cambios en la adhesión celular, activación de proteólisis y la adquisición de 

propiedades de movimiento. Después de la invasión local, el siguiente paso en 

la cascada metastásica es la entrada hacia el sistema linfático o el torrente 

sanguíneo (intravasación) mediante EMT y posteriormente la extravasación por 

MET [31]. 
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Figura 2. CTC y su papel en el proceso de metástasis. A) Diferentes marcadores de 
superficie asociados a las CTC. B) Esquema de la EMT y MET de un tumor que deriva 
en metástasis. 
 

1.1.4 EpCAM como marcador de superficie celular para la detección de 

CTC 

La molécula de adhesión celular epitelial (EpCAM) se expresa en la mayoría de 

las células epiteliales de individuos sanos, lo que la convierte en el marcador de 

superficie epitelial mejor conocido (Figura 2A). Esta proteína es capaz de 

mediar las interacciones homofílicas adhesivas y por consiguiente prevenir la 

dispersión celular. La desregulación de EpCAM es necesaria para la invasión en 

cáncer de mama, ocurriendo la EMT [34]. Sin embargo, contradictorio a esto es 

que las células de cáncer pancreático que expresan EpCAM tienen un potencial 

tumorigénico mayor comparado con las células de cáncer pancreático negativas 

a EpCAM. En otros tipos de cáncer, la expresión de EpCAM puede estar 

relacionada con la supresión del tumor oncogénico, lo que sugiere que el papel 

de EpCAM en la promoción de tumores depende del tipo de tumor y/o el 

2A 

2B 
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entorno metastásico y que se requiere un método de enriquecimiento para CTC 

más sofisticado y posiblemente independiente de EpCAM [31]. 

De todos los tipos de células epiteliales, en el colon es donde se encuentran los 

niveles más altos de expresión de EpCAM. De hecho, EpCAM fue inicialmente 

descubierto en un carcinoma de colon. Según Fearon y Vogelstein [35] se 

requieren al menos siete alteraciones para que se desarrolle un tumor maligno 

de colon. El CCR en particular ha sido ampliamente estudiado debido a que 

permite identificar las diferentes etapas de desarrollo del cáncer a la vez. El 

concepto actual de carcinogénesis colorrectal implica una cascada de lesiones 

genéticas que afectan a genes reparadores del DNA, oncogenes y genes 

supresores de tumores (Tabla 1). La acumulación de estas alteraciones 

genéticas en el epitelio colónico requiere años, normalmente décadas, lo que 

coincide con la edad media de los pacientes diagnosticados de CCR (alrededor 

de 65-70 años). 

Tabla 1. Genes implicados en la carcinogénesis colorrectal. 

 

 
1.2 La vía de señalización Wnt y su relación con hTERT 

La señalización por la familia Wnt es uno de los mecanismos fundamentales 

que regulan la proliferación celular, la polaridad celular y la determinación del 

destino celular durante el desarrollo embrionario y la homeostasis de tejido [36]. 
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Las anormalidades en la vía de señalización Wnt promueven el desarrollo de 

cáncer [37,38,39]. β-catenina es un efector central en la vía de señalización Wnt 

y está involucrado en diversos procesos celulares como la adhesión, 

crecimiento y diferenciación celular, así como en la transcripción de genes 

respuesta de Wnt. 

Cuando no hay señalización por el ligando Wnt hacia los receptores Frizzled, β-

catenina es correctamente regulada por un complejo de degradación 

multiproteico (que se compone de la molécula supresora de tumores “APC” o 

poliposis adematosa coli y la proteína axin) en el cual β-catenina es fosforilado 

por GSK3β (Glucógeno-sintasa-quinasa-3 beta), que conduce a su degradación 

vía ubiquitin-proteosoma (Figura 3A). Esta eliminación continua de β-catenina 

evita que alcance el núcleo y por consecuencia los genes diana de Wnt son 

reprimidos por los factores de transcripción unidos al LEF (Factor de desarrollo 

linfoide/Factor de células T, “LEF/TCF”) [39,40].  

La señalización por el ligando Wnt hacia los receptores Frizzled conduce a la 

fosforilación de la proteína DSH (Dishevelled), la cual inhibe la fosforilación de 

β-catenina por GSK3β. De igual forma, la actividad de GSK3β puede ser 

inhibida por la interacción directa con la proteína de unión GBP (glucógeno-

sintasa-quinasa-3), por lo que al no ser fosforilado β-catenina es desacoplado 

del complejo de degradación multiproteico y evita su destrucción, 

translocándose al núcleo de las células para formar heterodímeros con los 

factores de transcripción LEF-TCF, activando de esta manera la expresión de 

los genes diana Wnt. La desregulación de β-catenina conduce a la formación de 

complejos β-catenina/TCF y altera la expresión de oncogenes, tales como c-

Myc, cyclin D1, Nos2, que pueden contribuir con el desarrollo de cáncer (Figura 

3B) [39,40].  

La mayoría de los casos de CCR se caracterizan por una desregulación en la 

vía de señalización canónica que conduce a la desestabilización y consecuente 

incremento y acumulación celular de β-catenina. Después de translocarse al 

núcleo, actúa como un factor de transcripción resultando en la expresión de 
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genes diana de β-catenina. Esto se asemeja a la mayoría de los sellos del 

cáncer, a excepción de la inmortalidad celular. El mediador central de este sello 

es hTERT (transcriptasa reversa de la telomerasa humana). El gen hTERT es 

regulado, entre otros, por el factor de transcripción c-Myc e indirectamente por 

β-catenina, debido a que c-Myc es un gen diana de β-catenina. Los patrones de 

expresión de hTERT y β-catenina (pero no de c-Myc) coinciden en parte, 

probablemente debido a que c-Myc no se encuentra únicamente regulado por β-

catenina, sino también por muchos otros factores de transcripción y vías de 

señalización. Por lo tanto, se cree que hTERT podría ser un gen diana directo 

de β-catenina. Hay evidencia de que β-catenina regula directamente la 

expresión del gen hTERT [41].  

Se ha identificado también a FH535 como un inhibidor de la vía de señalización 

de Wnt (complejo inhibidor β-catenina/TFC), el cual inhibió significativamente la 

actividad de la telomerasa en todas las líneas celulares utilizadas en el estudio 

de Zhang y cols., lo que sugiere que la vía Wnt juega un papel crítico en la 

regulación de la telomerasa en las células cancerosas [39].  

La activación de la telomerasa es un evento crítico de la carcinogénesis 

humana debido al mantenimiento de los telómeros, pero aún permanecen poco 

claros sus mecanismos de activación. Se ha demostrado que el promotor del 

gen hTERT promueve su expresión selectivamente en células tumorales pero 

no en células normales. Se ha reportado que la desregulación de la vía de 

señalización Wnt/ β-catenina se encuentra asociada con la carcinogénesis 

humana. Sin embargo, aún se desconoce si la vía Wnt/ β-catenina se encuentra 

involucrada en activar de manera específica la transcripción de hTERT e inducir 

la actividad de la telomerasa [39].  
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Figura 3. Vía de señalización Wnt. A) Señalización en ausencia del ligando Wnt. B) 
Señalización en presencia del ligando Wnt, que permite la expresión de oncogenes 
tales como c-Myc, cyclin D1 y Nos2. 

1.3 Promotores tejido-específicos  

Los adenovirus son virus no envueltos cuyo genoma consiste en una doble 

cadena lineal de DNA de 36 Kbp [42], con tropismo por muchos tejidos 

humanos tales como epitelio bronquial, hepatocitos y neuronas. Además, son 

capaces de transducir células quiescentes y pueden producirse en títulos altos. 

Los vectores adenovirales son utilizados ampliamente en la investigación de 

terapia génica contra el cáncer [45]. Este tipo de vectores muestra una alta 

transducción de tejidos epiteliales, incluyendo a los tumores derivados de estas 

células, y una limitada transducción de las células de origen hematopoyético 

debida a la limitada expresión de los receptores particulares para este tipo de 

virus, como el receptor CAR y las integrinas αvβ3 y αvβ5 [45,46]. 

En las células de mamífero cada gen tiene su propio promotor y algunos de 

éstos solamente se pueden activar en un tipo específico de células. El promotor 

es la región genética específica en la que se lleva a cabo la unión de una RNA 

A B 
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polimerasa para poder iniciar el proceso de transcripción y se encuentra 

localizado hacia la zona 5’ del sitio de inicio de la transcripción [43]. Las 

características del promotor influyen en la eficiencia de la transcripción. Esta 

región incluye las secuencias de unión a factores de transcripción y a otros 

elementos que participan en la transcripción. Los promotores de organismos 

eucariotes son regiones conservadas del DNA con características especiales 

que determinan el punto en el que la RNA polimerasa comienza a transcribir un 

gen. Dependiendo de la RNA polimerasa que los reconozca, estarán formados 

por unos elementos u otros. Los promotores marcan el inicio del gen que se va 

a transcribir así como la eficiencia de la transcripción. Cada RNA polimerasa 

reconoce promotores diferentes, lo que permite una transcripción selectiva. 

En el núcleo de las células eucariotas se encuentran tres RNA polimerasas: 

RNA Polimerasa I, II y III. La RNA polimerasa II se encarga de la transcripción 

de la mayoría de los genes; sin embargo, en células eucariotas no puede ser 

capaz de iniciar la transcripción en un DNA templado, requiere para el proceso 

muchas proteínas nucleares llamadas factores generales de transcripción, 

designados como factores de transcripción para polimerasa II (TFII) incluyendo 

TFIIA, TFIIB, etc., para unir la RNA polimerasa II a la región promotora y así 

iniciar la transcripción [43,48]. Existe una secuencia de DNA en las regiones 

promotoras de la mayoría de los genes llamada caja TATA, cuya labor es 

señalar el inicio de la transcripción. Se localiza aproximadamente 25 nucleótidos 

río arriba del sitio de inicio de la transcripción. TFIID reconoce y se une a la caja 

TATA causando que otros factores generales de transcripción se unan al 

promotor, además de ayudar a posicionar a la RNA polimerasa II correctamente 

en el promotor [48]. La caja TATA está involucrada directamente en la 

regulación de la transcripción génica [43].  

El inicio de la transcripción en organismos eucariotes es un proceso complejo 

que utiliza muchas proteínas reguladoras. Además, algunas de estas proteínas 

se pueden unir al DNA a una distancia de miles de nucleótidos del promotor, lo 

que significa que un solo promotor puede estar controlado por un número casi 
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ilimitado de secuencias reguladoras dispersas a lo largo del DNA. Normalmente 

cada proteína reguladora contribuye con el control de muchos genes [48]. A 

pesar de que algunas proteínas reguladoras de genes son bastante específicas 

y solamente se expresan en un solo tipo o pocos tipos de células, la mayoría se 

encuentran en gran variedad de tipos celulares, en muchos tejidos y en 

determinados momentos durante el desarrollo. Este tipo de control combinatorio 

de genes hace posible generar un sistema biológicamente complejo con un 

número relativamente definido de moléculas reguladoras [48]. 

La región promotora en genes de organismos eucariotas es comúnmente un 

fragmento de DNA relativamente grande. La mayoría de los vectores utilizados 

en terapia génica tienen una limitación de tamaño en cuanto a la capacidad de 

un cassette de expresión; en consecuencia, solo la parte esencial de un 

promotor puede ser utilizada. Por lo tanto, cualquier uso de un promotor tejido-

específico requiere una cuidadosa evaluación previa en sistemas de expresión 

determinados. Esto ayuda a minimizar la toxicidad, propiciar y maximizar una 

expresión genética eficiente en las células y tejidos blanco deseados, y a 

optimizar el vector [43].  

Los promotores tejido-específico son activos únicamente en un tipo específico 

de células o tejidos, tales como células B, monocitos, leucocitos, macrófagos, 

células endoteliales, etc. y se encuentran disponibles ya sea como promotores 

nativos o compuestos [47]: 

• Promotores nativos, también llamados promotores mínimos, consisten en 

un fragmento mínimo de la región 5’ de un gen determinado. Cada uno 

de estos promotores comprende un promotor central y su región UTR 5’ 

natural. En algunos casos la región UTR 5’ contiene un intrón. Es la 

secuencia de ADN mínima requerida para que se inicie una transcripción 

correcta in vivo [47]. 
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• Los promotores compuestos combinan los elementos de promotores de 

origen distinto, o son construidos a partir del ensamblaje de 

potenciadores distales con un promotor mínimo del mismo origen [47]. 

El uso de promotores tejido-específicos restringe la expresión génica o 

replicación viral a tejidos específicos. Se ha utilizado una gran variedad de este 

tipo de promotores para aplicaciones en terapia génica. Adicionalmente, 

algunos se activan selectivamente en células tumorales y se constituyen en 

promotores tumor-específicos. Para resolver el problema de inespecificidad de 

las células cancerosas como blanco, Gu y cols. [49,50] desarrollaron un sistema 

utilizando el promotor de la transcriptasa reversa de la telomerasa humana 

(hTERT) en lugar del promotor CMV. El promotor hTERT, un determinante para 

la actividad de la telomerasa [51,52], es altamente activo en la mayoría de las 

células tumorales, pero inactivo en células somáticas normales 

[44,53,54,55,56]. Previos estudios de terapia génica antineoplásica ya han 

demostrado la utilidad de este promotor en CCR [45]. 

Una de las modificaciones posibles es la introducción de genes marcadores que 

expresan proteínas fluorescentes para el rastreo de las células tumorales. Estos 

genes se pueden transducir de manera eficiente empleando vectores virales 

como los adenovirus. Esto con el objetivo de realizar estudios de biología 

molecular del cáncer. Mediante esta metodología sería posible pues transducir 

las proteínas fluorescentes de manera selectiva en células de CCR. 

1.4 Proteínas Fluorescentes 

Las proteínas fluorescentes pertenecen a una clase de proteínas 

estructuralmente homólogas que comparten la propiedad única de ser 

autosuficientes para formar un cromóforo de longitud de onda visible a partir de 

una secuencia de tres aminoácidos dentro de su propia secuencia polipeptídica 

[57]. La estructura y el entorno molecular del cromóforo maduro, además del 

color resultante, están determinados por la secuencia de la proteína. Los 

ecosistemas de arrecife de coral se caracterizan por poseer una gran variedad 
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de colores, pero tanto las raíces evolutivas como su rol funcional se encuentran 

aún sin explicación. Se debe considerar a la duplicación génica como un 

mecanismo importante que propició la diversidad de colores actuales, ya que 

hallazgos recientes afirman que este tipo de alteraciones comenzaron antes de 

la separación de las familias de corales, ya en el periodo Jurásico [58]. La 

proteína verde fluorescente (GFP) y sus formas alélicas mutadas: azul, cyan y  

amarillo fluorescente son usadas para construir proteínas quiméricas 

fluorescentes que pueden ser expresadas en células vivas, tejidos y organismos 

enteros, después de ser transfectados con vectores modificados genéticamente. 

La proteína roja fluorescente (RFP) ha sido aislada de otras especies, 

incluyendo organismos de arrecife de coral, y son utilizados de manera similar. 

El uso de proteínas fluorescentes evita el problema de purificación, etiquetado e 

introducción de proteínas marcadas dentro de las células, o la tarea de producir 

anticuerpos específicos de superficie o para antígenos internos [57]. 

Independientemente de su origen o del grado de manipulación genética, todas 

las proteínas fluorescentes tienen un tamaño de aproximadamente 25 kDa, que 

es grande comparado con fluoróforos orgánicos (tales como fluoresceína o 

Texas Red) cuyo tamaño promedio es de alrededor de 1 kDa. A pesar de su 

gran tamaño, las proteínas fluorescentes son útiles por sus muchas 

aplicaciones, en particular por la capacidad de brindar imágenes de células y 

del organismo completo. Las proteínas fluorescentes son herramientas de 

marcaje o etiquetado genético y pueden ser “construidos” utilizando 

herramientas de biología molecular. Dichas etiquetas son sintetizadas dentro de 

las células mismas y no hay necesidad de utilizar agentes exógenos o los 

procedimientos de fijación y permeabilización rutinarios para 

inmunofluorescencia. Las proteínas fluorescentes pueden también estar 

fusionadas a sus proteínas blanco, de manera que se expresan en razón 1:1 

con la molécula blanco, lo que resulta ideal para fines cuantitativos [59,74].  

Uno de los puntos más importantes con respecto a las proteínas fluorescentes 

es que su estructura es esencial para el desarrollo y conservación de su 
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fluorescencia [75]. La estructura de las proteínas fluorescentes consiste en un 

barril-β extremadamente rígido que comprime 11 láminas-β que rodean una 

hélice-α central [76]. En todas las proteínas fluorescentes provenientes de 

medusas y corales estudiadas hasta el momento, el cromóforo principal se 

deriva de unos pocos aminoácidos cruciales que se localizan cerca del centro 

del barril-β (Figura 4). Sin embargo, a diferencia de los aminoácidos de la 

mayoría de las proteínas solubles, muchos de los aminoácidos internos de las 

proteínas fluorescentes tienen carga o son polares. Estos unen numerosas 

moléculas de agua y las atrapan dentro de conformaciones rígidas dentro de la 

proteína. En el contexto de este entorno específico, ocurre una reacción entre 

aminoácidos clave para formar un anillo de imidazol con conjugación extendida 

[77]. La fluorescencia de estas proteínas es altamente dependiente del entorno 

químico único que rodea al cromóforo, que es evidenciado por el hecho de que 

los análogos de cromóforos sintéticos carecen de fluorescencia [59,78]. 

 

Figura 4. Estructura de la proteína verde fluorescente (GFP). 
 

Los cambios en el entorno local del cromóforo pueden producir variaciones 

notables en características espectrales, fotoestabilidad, resistencia a la acidez y 

otras propiedades físicas [59]. 
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Se cree que el mecanismo de formación del cromóforo es similar para todas las 

proteínas fluorescentes, independientemente del origen [75]. El análisis de 

secuencias aminoacídicas de más de 100 variantes naturales de cromóforos de 

muchas especies revelaron que sólo cuatro residuos se encuentran 

absolutamente conservados [75]. El primer residuo es G67, el cual es crucial 

para la ciclación del cromóforo por medio de un ataque nucleofílico; 

consecuentemente, cualquier mutación de este aminoácido evita 

completamente la formación del cromóforo. El segundo residuo conservado es 

Y66, que también se encuentra involucrado en la formación del cromóforo. Sin 

embargo, estudios de mutagénesis demuestran que cualquier residuo aromático 

puede remplazar a Y66 [79], por lo que resulta desconcertante por qué este 

aminoácido se encuentra tan altamente conservado en la naturaleza [59]. 

Los últimos dos residuos aminoacídicos conservados son R96 y E222, los 

cuales son residuos catalíticos posicionados cerca del cromóforo y que son 

esenciales para el proceso de maduración. Muchos otros residuos cercanos al 

cromóforo, tales como G20, G33, GI91 y F130 también se encuentran 

conservados en las proteínas fluorescentes y se cree que también están 

involucrados en la formación del cromóforo. Como la mayoría de los otros 

residuos no se encuentran conservados, las proteínas fluorescentes pueden 

albergar un gran número de modificaciones para crear proteínas con diferentes 

propiedades físicas [80,81,82]. De hecho, debido al pliegue único del barril-β en 

las proteínas fluorescentes, las mutaciones de residuos a lo largo de la proteína 

completa tienen el potencial de cambiar significativamente sus propiedades 

fluorescentes. Para poder utilizar en mamíferos GFP derivadas de medusas se 

tuvieron que modificar muchas de las propiedades de la proteína original. Tales 

cambios se encuentran ahora en todas las variantes comúnmente utilizadas. 

Primeramente, la maduración de la fluorescencia fue optimizada para usarse a 

37°C [59]. La maduración del cromóforo de la GFP silvestre es eficiente a 

temperaturas menores a 28°C, pero incrementando la temperatura hasta 37°C 

se reduce substancialmente la tasa de maduración y la fluorescencia disminuye 

[74]. Una sola mutación en F64L [83] da lugar a una mejora significativa en la 
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maduración de la fluorescencia a 37°C. A pesar de que esta mutación se 

encuentra presente en la mayoría de las variedades de proteínas fluorescentes 

derivadas de Aequorea victoria, se han encontrado mutaciones en residuos 

adicionales para mejorar el plegamiento de la proteína y la eficiencia en la 

formación del cromóforo [77]. Otras mutaciones importantes incluyen S30R para 

un ritmo más rápido de plegamiento [84], Q69M para mejorar la fotoestabilidad y 

la resistencia al cloro y pH bajo [85], S72A, que mejora el plegamiento y la 

estabilidad [86], S147P para una maduración más rápida [87], N149K para 

mejorar la velocidad de plegamiento [86], V163A, capaz de reducir la 

hidrofobicidad y mejorar el plegamiento [88], y finalmente I167T para 

termosensibilidad reducida [79]. Además de mejorar las propiedades físicas de 

las proteínas, la inducción de mutaciones silenciosas en la secuencia 

codificante permite optimizar la expresión de proteínas en el organismo 

hospedero y por consiguiente, mejorar el uso de las proteínas fluorescentes 

[59,89].  

1.4.1 Proteína roja fluorescente DsRed 

DsRed es una proteína roja fluorescente aislada del coral Discosoma [63,64,65]. 

Los espectros de excitación y emisión de esta proteína se encuentran en la 

región roja del espectro, siendo una propiedad atractiva para aplicaciones in 

vivo debido a la baja autofluorescencia celular en esta región del espectro 

[66,67,68]. Los espectros de excitación y emisión tienen sus máximos a  551.5 y 

583 nm, (con un pico pequeño a 494 nm y un pico importante debido al 

triptofano a 280 nm). DsRed es un tetrámero de origen natural en su estado 

nativo. El cromóforo de DsRed está compuesto por tres aminoácidos: Gln66, 

Tyr67 y Gly68 [69]. Dicho cromóforo se forma mediante una reacción de tres 

pasos, que incluye una reacción de ciclación catalítica y dos 

deshidrogenaciones posteriores [70,71]. La ciclación y deshidrogenación inicial 

crean un cromóforo GFP efímero e inestable [72]. Se cree que la segunda 

reacción de deshidrogenación es la responsable de la emisión de fluorescencia 

roja de la proteína DsRed [60, 73]. 
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1.4.2 Aplicaciones de proteínas fluorescentes en el laboratorio 

Las proteínas fluorescentes son muy versátiles y han sido empleadas en 

muchas disciplinas de la biología. Estas sondas han sido usadas como 

reporteros para estudios de expresión génica en cultivos celulares y de tejido, 

así como también en organismos vivos. En células, las proteínas fluorescentes 

son empleadas más comúnmente para el rastreo de la localización y dinámica 

de proteínas, organelos y otros compartimentos celulares. Se ha desarrollado 

una variedad de técnicas para construir productos de fusión a proteínas y para 

mejorar su expresión en mamíferos y otros sistemas. Los vehículos primarios 

para introducir secuencias de proteínas fluorescentes con genes quiméricos  

dentro de las células son los vectores virales y los plásmidos bacterianos 

genéticamente modificados. Los genes producto de fusión con proteínas 

fluorescentes pueden ser introducidos en mamíferos y otras células, usando el 

vector apropiado (usualmente un plásmido o virus) ya sea de manera transitoria 

o estable. Cuando se trata de un proceso transitorio o temporal, en los 

experimentos de transferencia génica (con frecuencia conocidos como 

transfección transitoria) el plásmido o DNA viral introducido en el organismo 

hospedador no se integra necesariamente en su genoma pero puede ser 

expresado en el citoplasma por un periodo de tiempo corto. La expresión de los 

genes producto de fusión son fácilmente monitoreados ya que pueden ser 

observados por la fluorescencia que emiten usando un juego de filtros 

compatible con la proteína fluorescente, por lo general se lleva a cabo durante 

un periodo de varias horas después de la transfección y continúa por 72-96 h 

después de la introducción del DNA plasmídico en las células de mamífero. En 

algunos casos, el DNA plasmídico puede incorporarse al genoma de manera 

permanente para formar líneas celulares transformadas estables. La elección de 

una transfección transitoria o estable depende de los objetivos de la 

investigación [61]. 
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La configuración básica de un vector plasmídico útil en experimentos de 

transferencia de genes que codifican para proteínas de fluorescencia tiene 

varios componentes necesarios. El plásmido debe contener la secuencia de 

nucleótidos procariotas que codifica para un origen de replicación bacteriano de 

DNA y un gen de resistencia a algún antibiótico. Estos elementos, con 

frecuencia llamados secuencias “shuttle”, permiten la propagación y selección 

del plásmido dentro de un hospedador bacteriano para generar cantidades 

suficientes del vector para transfecciones. Además, el plásmido debe contener 

una o más elementos genéticos eucariotas que controlen la iniciación de la 

transcripción del RNAm, una señal de poliadenilación de mamífero, un intrón 

(opcional) y un gen para la co-selección en células. Los elementos de 

transcripción son necesarios en el hospedador para expresar los genes de 

interés y la selección del gen es usualmente mediante un antibiótico que 

confiere resistencia a las células que contienen el plásmido [61]. 

Es raro para las proteínas fluorescentes tener efectos tóxicos en la mayoría de 

los cultivos celulares, pero siempre se debe tener cuidado y hacer los controles 

apropiados cuando se exploran nuevas líneas celulares o tejidos. Actualmente, 

existen disponibles nuevas proteínas fluorescentes, sin embargo se desconoce 

si algunas pueden llegar a ser sustancialmente más tóxicas para las células que 

las derivadas de Aequorea victoria [62]. 
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CAPÍTULO II 

 

JUSTIFICACIÓN 

 

Los métodos actuales para la detección de CTC se basan en el reconocimiento 

y captura de las mismas utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra 

proteínas de membrana propias de las células epiteliales, como EpCAM y 

citoqueratina. Mientras que esta metodología resulta eficiente para detectar 

poblaciones no hematopoyéticas escasas circulantes, no es muy selectiva 

(discriminatoria) para poblaciones tumorales. 

 

En el presente trabajo se pretende diseñar y generar un vector adenoviral que 

exprese la RFP bajo el control del promotor hTERT, un promotor que se sabe 

que es preferencialmente activo en células transformadas, de manera que será 

capaz de inducir la expresión selectiva de RFP en células tumorales. Este 

vector será útil para el diseño e implementación de nuevas tecnologías para la 

detección de CTC in vitro.  
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CAPÍTULO III 

 

OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivo general 

 

Generar un vector adenoviral diseñado para expresar RFP selectivamente en 

células tumorales mediante la transducción del gen RFP bajo el control del 

promotor hTERT. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

1. Diseñar y construir el genoma adenoviral recombinante en bacterias E. coli 

BJ5183   

2. Generar y producir el Ad-hTERT-RFP en células HEK293.  

3. Caracterizar el vector adenoviral Ad-hTERT-RFP. 
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CAPÍTULO IV 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 
4.1 Material biológico 

 

4.1.1 Bacterias competentes 

Se utilizaron bacterias calciocompetentes E. coli TOP10F’ (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) y bacterias BJ5183 (Stratagene, La Jolla, CA).  

 

4.1.2 Líneas celulares 

Se utilizó la línea celular HEK293 (ATCC, Manassas, VA). 

 

4.1.3 Secuencia 

Se mandó sintetizar la secuencia que posee el promotor hTERT y el gen de la 

proteína roja fluorescente, cuya longitud es de 1,543 pb. Fue clonada en un 

plásmido pUC57 (GenScript, Piscataway, NJ), como se ilustra en la Figura 5. 

 
 
Figura 5. Esquema de secuencia hTERT-RFP sintetizada por GenScript, proporcionada 
en un vector pUC57. 
 

pU C57 -hT E RT -RFP

41 73 bp

hTERT

RFP
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4.1.4 Plásmidos 

Se utilizaron los plásmidos pShuttle (AES1020) y AdEasy-1 (AES1010) 

(QBIOgene, Carlsbad, CA). Ambos se ejemplifican en la Figura 6. 

 

 
Figura 6. Plásmidos pShuttle y AdEasy utilizados para construcción de vector 
adenoviral. 
 
4.1.5 Iniciadores 

En la Tabla 2 se enlistan y mencionan los iniciadores empleados para la 

caracterización del pShuttle-hTERT-RFP. Amplifican un fragmento de 1526 pb. 

 
Tabla 2. Iniciadores utilizados para caracterizar pShuttle-hTERT-RFP. 
 
Nombre Secuencia Tamaño (pb) Tm (°C) 
Sentido 5’-GAAGTGAAATCTGAATAATTTTGT-3’ 21 62 
Antisentido 5’-CAAAACTACATAAGACCCCCAC-3’ 22 62 

 
En la Tabla 3 se enlistan y mencionan los iniciadores empleados para la 

caracterización del genoma adenoviral recombinante. Amplifican un fragmento 

de 971 pb. En la Figura 7 se observa la amplificación in silico. 



25 

 

 

Tabla 3. Iniciadores utilizados para caracterizar el genoma adenoviral recombinante 
 
Nombre Secuencia Tamaño (pb) Tm (°C) 
Sentido 5’-ATTTGGGCGTAACCGAGTAAG-3’ 21 62 
Antisentido 5’-GTCTTCGGAGGAAGCCATTAAA-3’ 22 62 

 

 
Figura 7. Amplificación in silico utilizando iniciadores para caracterizar genoma 
adenoviral recombinante en el programa Amplify 3. 
 
4.2 Materiales y reactivos 

Para cultivo celular se utilizó el medio de cultivo Advanced Dubecco’s Modified 

Eagle (Invitrogen), suero fetal bovino (Invitrogen), tripsina 0.25% (Invitrogen), 

ampicilina/estreptomicina (Gibco, Carlsbad, CA), L-glutamina (Gibco), pastillas 

para preparar PBS 1X (Amresco, Solon, OH) y Lipofectamina 2000 (Invitrogen). 

El material desechable para cultivo celular consistió en pipetas serológicas 

desechables de 5, 10 y 25 mL (Corning Inc., Corning, NY), tubos de 15 y 50 mL 

(Corning), scrappers (Corning), cajas Petri de 100 mm (Corning),  tubos para 

microcentrífuga de 0.6, 1.5 y 2 mL (Corning), placas para cultivo celular de 6 

pozos y botellas de cultivo celular de 25, 75 y 150 cm2 (Corning). Se utilizaron 

también puntas para micropipeta 0.2-10, 2-20 y 100-1000 µL. 

Para la construcción del vector adenoviral se empleó la enzima T4 DNA ligasa 

(PROMEGA, Madison, WI), Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System 

(Promega), el kit PureYiedTM Plasmid Midiprep System (PROMEGA) y agarosa 

ultrapura (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO). Para su caracterización se 

emplearon las enzimas de restricción Pme I, Pac I, Blg II, Not I, Hind III (New 

England Biolabs, Ipswich, MA) y el reactivo PCR Master Mix (Promega). Se 
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emplearon también los marcadores de peso molecular 1 kb DNA Ladder, 100 pb 

DNA Ladder, 2-Log DNA Ladder (0.1-10.0 kpb) de New England. 

Para el cultivo de bacterias se usó cloruro de sodio (NaCl, Amresco), triptona de 

caseína (Amresco), extracto de levadura (Amresco), agar bacteriológico 

(Amresco), tris grado ultrapuro (Amresco), EDTA disodio dihidratado (Amresco), 

sulfato de kanamicina (Amresco), ampicilina y glicerol anhídrido (J.T. Baker, 

Center Valley, PA). 

Para la extracción de DNA adenoviral por el método de Hirt se utilizó dodecil 

sulfato de sodio (SGMA-ALDRICH, St. Louis, MO), proteinasa K (MN, 

Macherey-Nagel, Alemania), fenol (SIGMA-ALDRICH), cloroformo (SIGMA-

ALDRICH),  isopropanol (SIGMA-ALDRICH), etanol grado biología molecular 

(SIGMA-ALDRICH). 

Para la caracterización del vector adenoviral mediante inmunohistoquímica se 

empleó el reactivo R.T.U. VECTASTAIN® UNIVERSAL (Anti-Mouse IgG/Rabbit 

IgG) ABC KIT (VECTOR LABORATORIES, Burlingame, CA) con número de 

catálogo PK-7200, el substrato DAB SUBSTRATE KIT FOR PEROXIDASE con 

número de catálogo SK-410 y un anticuerpo anti-hexón (Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX) como anticuerpo primario. Se utilizó el microscopio 

LEICA DM1000 con un filtro N:1 y una fuente de poder modelo mbq 52 ac 

(Zeiss, Oberkochen, Alemania) para observar la fluorescencia roja de las 

células. 
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4.3 Estrategia general 
 

 

Figura 8. Estrategia general para construcción del vector Ad-hTERT-RFP. 

4.4 Diseño del vector adenoviral recombinante Ad-hTERT-RFP 

Se planeó utilizar una región promotora de hTERT de acuerdo a la información 

reportada por McMurray y cols. [6], donde se reporta la activación de hTERT por 

E6 de VPH16. Por su parte, el gen que codifica la expresión de RFP fue 

seleccionado con base en proyectos realizados previamente en el Laboratorio 

de Terapia Génica. 

Se colocó un sitio de corte con la enzima Not I y posteriormente la región 

correspondiente al promotor hTERT. Se colocó además, inmediatamente 

después de la región hTERT y antes de RFP, una parte de la secuencia del sitio 

múltiple de clonación (MCS) que incluye los sitios de corte de Hind III y Xho I, 

esto como herramienta para futuras sustituciones del marco abierto de lectura 

(ORF) en el pShuttle-TERT-RFP que se genere. Después se decidió colocar la 
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secuencia del marco de lectura de la proteína roja fluorescente, para finalizar 

con los sitios de corte del MCS Sal I y Bgl II. 

4.5 Construcción del plásmido pShuttle-hTERT-RFP 

Se mandó sintetizar la secuencia que comprende las regiones hTERT-RFP y 

fue recibida en un plásmido pUC57 de la casa comercial GenScript. Se procedió 

a transformar bacterias calciocompetentes TOP10F’ con el plásmido recién 

obtenido. De aquí se extrajo el DNA plasmídico y se caracterizó mediante 

reacciones de restricción con las enzimas Not I y Bgl II durante 2 horas a 37 °C. 

Estas digestiones fueron analizadas en un gel de agarosa al 1% y permitieron 

observar al fragmento hTERT-RFP liberado del resto del plásmido. 

Posteriormente se repitió la reacción de restricción en un volumen de reacción 

final de 100 µL y se corrió en un gel de agarosa al 1.5%. Enseguida se purificó 

la banda correspondiente al fragmento hTERT-RFP, cuya longitud es de 1,543 

pb, con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se corroboró nuevamente la 

presencia del fragmento en un gel de agarosa al 1%. 

De manera simultánea se realizó la reacción de restricción del plásmido 

pShuttle con las enzimas Not I y Bgl II y se procedió a ligarlo durante 1 hora a 

temperatura ambiente con el fragmento hTERT-RFP en proporción 4:1 de 

fragmento y plásmido, respectivamente, utilizando la enzima T4 DNA ligasa de 

Promega. Se corroboró la ligación en un gel de agarosa al 1% y luego el 

producto de ligación se transformó en bacterias E. coli TOP10F’. Posteriormente 

se obtuvieron colonias que fueron removidas del medio sólido y cultivadas en 

medio líquido LB. Se realizó extracción de DNA plasmídico por la técnica de 

minipreparación alcalina de DNA [98] y se tamizaron colonias mediante PCR, 

amplificando el fragmento hTERT-RFP. Se utilizaron los iniciadores de la Tabla 

2. Se trabajó bajo las condiciones de la Tabla 4.   
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Tabla 4. Condiciones de PCR para caracterización de pShuttle-hTERT-RFP 

Paso Temperatura (°C) Tiempo (Min) 

1 95 3 

2 95 0.5 

3 60 0.5 

4 72 1.5 

5 Ir al paso 2, 30 veces  

6 72 3 

 Fin  

 

Una vez identificadas las colonias por PCR, se procedió a caracterizar el vector 

pShuttle-hTERT-RFP con las enzimas Not I y Bgl II. El esquema de la Figura 9 

ejemplifica al plásmido pShuttle–hTERT-RFP construido. 

 

Figura 9. Esquema de pShuttle-hTERT-RFP construido. 

4.6 Construcción del genoma adenoviral recombinante pAd-hTERT-RFP 

Se transformó el plásmido AdEasy (Figura 10A) en bacterias BJ5183 utilizando 

placas con medio LB con ampicilina. Se caracterizó con la enzima Hind III y se 

verificó en un gel de agarosa al 0.8%. Posteriormente, el plásmido pShuttle-

pSh u tt le -h T ERT -RFP

8 0 28  bp

LITR

RITR

Res is tenc ia  a kanamic ina

Or i

S eña l de  encaps idac ión

Br az o derecho

Br az o iz quie rdo

hTE R T-R FP
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hTERT-RFP previamente linearizado con la enzima Pme I en un volumen final 

de 50 µL durante 3 horas a 37°C y precipitado con fenol-cloroformo se co-

transformó en bacterias BJ5183 con el plásmido AdEasy. Las bacterias 

transformadas se crecieron en placas con medio LB y las clonas recombinantes 

fueron seleccionadas por su resistencia a kanamicina (100 µg/mL). Se 

emplearon controles de transformación y un control negativo que carecía del 

plásmido AdEasy. Las clonas crecidas se tamizaron inicialmente mediante 

retardo de migración en gel de agarosa al 0.8%. Después fueron caracterizadas 

por reacciones de restricción con la enzima Pac I y mediante PCR, utilizando los 

iniciadores de la Tabla 3 y bajo las condiciones de la Tabla 5. El plásmido 

recombinante pAd-hTERT-RFP (Figura 10B) se creció a mediana escala y se 

realizó extracción de DNA con el kit PureYiedTM Plasmid Midiprep System. 

Tabla 5. Condiciones de PCR para caracterización de genoma adenoviral 

recombinante (Ad-hTERT-RFP). 

Paso Temperatura (°C) Tiempo (Min) 

1 95 5 

2 95 1 

3 53 0.5 

4 72 1 

5 Ir al paso 2, 30 veces  

6 72 7 

 Fin  
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Figura 10. Esquemas de plásmido AdEasy y Ad-hTERT-RFP. A) Plásmido AdEasy que 
se recombina con pShuttle. B) Plásmido correspondiente al genoma adenoviral 
recombinante. 

4.7 Generación de vector adenoviral pAd-hTERT-RFP  

El plásmido recombinante pAd-hTERT-RFP se utilizó para transfectar células 

HEK293. Se Sembraron 700,000 células por pozo en cajas de 6 pozos, 24 

horas antes de la transfección. El DNA se cuantificó por Nanodrop y se sometió 

a restricción con la enzima Pac I por 60 minutos, en reacciones de 100 µL como 

volumen final. El DNA digerido se precipitó con etanol en condiciones de 

esterilidad en campana de flujo laminar. La transfección se realizó con 

Lipofectamina 2000, siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Las 

células transfectadas se dejaron incubando a 37°C y 5% de CO2 hasta que se 

observó efecto citopático en el 80% de las células. Fueron cosechadas y lisadas 

con ciclos de congelación y descongelación de -70°C y 37°C, respectivamente, 

AdEa sy

33441  bp

Re s is te nc ia  a  a mpic ilina

Or i

Re gión de  hom ología iz quierda

Re gión de  hom ología de re c ha

Ad -hT ERT -RFP

3748 7 bp

S e ña l de  e nca psidac ión
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y con los lisados se infectaron células HEK293 en 2 cajas de cultivo T-25. 

Luego de observar el efecto citopático se infectó 1 caja de cultivo T-75 y al 

obtener el lisado se infectaron 3 cajas de cultivo T-75. Una parte del lisado se 

empleó para infectar 1 caja T-75, mientras que otra parte se utilizó para 

observar la presencia de la RFP mediante microscopía de fluorescencia y para 

determinar la presencia del vector adenoviral por inmunohistoquímica y PCR. 

El vector se caracterizó por PCR utilizando iniciadores específicos de una 

región que abarca la zona previa al promotor y comprende parte de éste (Tabla 

3, Figura 10B). Para ello fue necesario extraer el DNA adenoviral utilizando el 

método de Hirt. En un tubo de 1.5 mL se prepararon 250 µL de solución de lisis 

(SDS 0.8%, EDTA 10 mM, proteinasa K 50 mg/mL y se completó con TE 1X). A 

dicha solución se agregaron 180 µL del extracto celular lisado mediante ciclos 

de congelación y descongelación y se incubó durante 2-3 h a 55°C. 

Posteriormente se añadieron 100 µL de NaCl 5 M y se incubó durante 30 min a 

-20°C. Transcurrido el tiempo se centrifugó a 13 000 rpm durante 30 min y se 

recuperó el sobrenadante. Se agregaron 287 µL de fenol y 287 de SEVAG y se 

mezcló en vortex durante 3 min. Nuevamente se centrifugó a 14 000 rpm 

durante 8 min. Posteriormente se separó la fase acuosa en un nuevo tubo 

eppendorf y se agregaron 700 µL de isopropanol. Se mezcló vigorosamente y 

se dejó incubar 5 min a -20°C. Luego se centrifugó a 14 000 rpm por 3 min, se 

desechó el sobrenadante y se realizó un lavado con etanol al 80%. Se dejó 

secar a temperatura ambiente y cuando ya no se detectó la presencia de etanol, 

se procedió a resuspender en 20 µL de agua libre de nucleasas. Posteriormente 

se cuantificó por Nanodrop y se realizaron las reacciones de PCR con el 

reactivo MasterMix de PROMEGA, utilizando 100 ng/µL de DNA por reacción 

bajo las condiciones descritas en la Tabla 5. 

Para realizar los ensayos de inmunohistoquímica indirecta, primeramente se 

sembraron 700,000 células por pozo en una caja de 6 pozos. Al día siguiente se 

infectaron con el vector adenoviral durante 2 h y se completó con medio DMEM 

al 1%, para posteriormente incubar durante 3 días hasta observar efecto 
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citopático. Después se retiró el medio de cultivo y se fijaron las células con 

metanol. En un paso posterior se bloqueó con BSA al 1%. Se agregó el 

anticuerpo primario (anti-hexón) y se incubó 1 h para realizar luego 3 lavados 

con PBS. Después se agregó el reactivo R.T.U. VECTASTAIN® 

UNIVERSAL (Anti-Mouse IgG/Rabbit IgG) ABC KIT siguiendo las 

especificaciones de la casa comercial y se incubó por 1 h para realizar después 

2 lavados con PBS. Luego se añadió el sustrato durante 5 min y se hizo otro 

lavado con PBS. Finalmente se observa al microscopio. 

Finalmente, para observar bajo microscopía de fluorescencia fue necesario 

sembrar 700,000 células HEK293 en cajas de 6 pozos. Al día siguiente, se retiró 

el medio de cultivo y se incubó con 500 µL del lisado celular durante 2 horas. 

Transcurrido este tiempo se añadieron 2.5 mL de medio DMEM con SFB al 1% 

y se esperó que se presentara el efecto citopático para observar en el 

microscopio de fluorescencia LEICA DM1000.  
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CAPÍTULO V 
 

RESULTADOS 
 

5.1 Construcción del plásmido pShuttle-hTERT-RFP 

El plásmido pUC57-hTERT-RFP fue propagado mediante transformación en 

bacterias calciocompetentes E. coli TOP10F’, obteniéndose 6 colonias 

candidatas que fueron debidamente caracterizadas utilizando las enzimas de 

restricción Not I y Bgl II, como lo indica la siguiente imagen (Figura 11). 

 

 
Figura 11. Caracterización del plásmido pUC57-hTERT-RFP. A) Digestión con Not I y 
Bgl II. Marcador de peso molecular: 1Kb DNA Ladder. Colonia 1D= Colonia digerida. 
Colonia 1S/D= Colonia sin digerir. 6 colonias analizadas. B) Esquema de cortes en el 
plásmido. 

En la Figura 11A se puede apreciar la liberación del fragmento hTERT-RFP que 

comprende 1,543 pb, utilizado en los experimentos posteriores. 

A 

B 
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Después se procedió a repetir la reacción de restricción en un volumen mayor 

como se muestra en la Figura 12, luego se precipitó y purificó para poder llevar 

a cabo la ligación. Simultáneamente se realizó el mismo procedimiento con el 

plásmido pShuttle. 

 

 
Figura 12. Reacción de restricción de pUC57-hTERT-RFP para ligación. A) Digestión 
con Not I y Bgl II. Marcador de peso molecular: 2-Log DNA Ladder. B) Esquema de 
cortes en el plásmido. 
 
Tras la purificación del fragmento, se corrió nuevamente un gel de agarosa al 

1%. Esto permitió corroborar la presencia del fragmento hTERT-RFP previo a 

su ligación, como se observa en la Figura 13. 

 

 
Figura 13. Verificación de fragmento hTERT-RFP digerido y purificado para ligación. 
Marcador de peso molecular: EZ-LOAD Molecular Mass Standard. 

A 

B 
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En un paso posterior, se realizó la reacción de ligación de los fragmentos 

purificados y el plásmido pShuttle vacío con enzima T4 DNA Ligasa y se 

transformó en bacterias calciocompetentes, esperando obtener como resultado 

un plásmido de 8028 pb, que fue nombrado pShuttle-hTERT-RFP. La escalera 

de ligación característica se aprecia en el siguiente gel de agarosa al 1% 

(Figura 14).  

 

Figura 14. Verificación visual de la ligación de hTERT-RFP con pShuttle. Marcador de 
peso molecular: EZ-LOAD Molecular Mass Standard. V-= Plásmido pShuttle vacío. V+= 
Plásmido pShuttle vacío con enzima T4 DNA Ligasa. F-= Fragmento hTERT-RFP. F+= 
Fragmento hTERT-RFP con enzima T4 DNA Ligasa. VF= Vector+Fragmento ligados 
con enzima T4 DNA Ligasa. 

Se obtuvieron 7 colonias de la transformación del producto de ligación en 

bacterias E. coli TOP10F’ y fueron caracterizadas en 2 grupos mediante PCR, 

utilizando los iniciadores de la Tabla 2 bajo las condiciones de la Tabla 4. Los 

resultados se establecen en el gel de agarosa al 1% de la Figura 15: 
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Figura 15. PCR de colonias obtenidas tras transformación del producto de ligación en 
bacterias E. coli TOP10F’. Marcador de peso molecular: EZ-LOAD Molecular Mass 
Standard. Colonias 1-4 VF+= PCR de cuatro colonias obtenidas en la ligación. Colonias 
5-7 VF+= PCR de tres colonias obtenidas en la ligación. Colonias 1-3 VF-= PCR de 3 
colonias obtenidas en mezcla de fragmento y vector sin enzima ligasa (control negativo 
de ligación). pShuttle vacío= Plásmido sin fragmento. C-PCR= Control negativo de 
PCR. C+= DNA de fragmento hTERT-RFP de 1,543 pb como referencia. 

Posteriormente, al observar la amplificación esperada de 1,543 pb por PCR en 

ambos grupos, las 7 colonias se caracterizaron de manera individual mediante 

restricción con las enzimas Not I y Bgl II. Los resultados se muestran en la 

Figura 16: 

 

Figura 16. Caracterización por restricción del plásmido pShuttle-hTERT-RFP mediante 
las enzimas Not I y Bgl II. Marcador de peso molecular: EZ-LOAD Molecular Mass 
Standard. Colonia 1 S/D= Colonia 1 sin digerir. Colonia 1D= Colonia 1 digerida. 7 
colonias analizadas. 
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Se encontró que 5 de las 7 colonias liberaron el fragmento esperado de 1,543 

pb, específicamente las colonias 1 y 2 del primer grupo y las colonias 4, 5 y 6 

del segundo. Eso explica por qué ambos grupos resultaron positivos mediante 

PCR. Con lo anterior se comprueba que el plásmido pShuttle-hTERT-RFP se ha 

construido satisfactoriamente. 

5.2 Construcción del genoma adenoviral recombinante pAd-hTERT-RFP 

Para construir el genoma adenoviral recombinante fue necesario caracterizar 

inicialmente el plásmido AdEasy, que es el vector que contiene la mayor parte 

del genoma del adenovirus. El siguiente gel muestra el patrón obtenido al 

realizar las reacciones de restricción utilizando la enzima Hind III (Figura 17): 

  

 
Figura 17. Caracterización del plásmido AdEasy. A) Digestión con enzima Hind III. 
Marcador de peso molecular: 0.1-10 kbp. Colonia 1 S/D= Colonia sin digerir. Colonia 
1D= Colonia digerida. 4 colonias analizadas. B) Esquema de cortes en el plásmido. 
 
Posteriormente se realizó la co-transformación del plásmido pShuttle-hTERT-

RFP previamente linearizado en bacterias BJ5183 con el plásmido AdEasy. Las 

clonas recombinantes seleccionadas por su resistencia a kanamicina fueron 

tamizadas mediante retardo de migración en gel de agarosa, como aparece en 

la Figura 18: 

A 

B 
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Figura 18. Tamizaje de presuntas clonas recombinantes por retraso en gel de  agarosa. 
 
Se eligieron las clonas número 6, 45 y 18 debido a su retraso evidente, como se 

aprecia en la Figura 18. Dichas clonas fueron producidas a mayor escala para 

posteriormente ser caracterizadas por reacciones de restricción con la enzima 

Pac I, debido a que con esta enzima se obtienen usualmente 2 fragmentos: uno 

de 30kb y otro más pequeño de 3-4.5 kpb según el protocolo de AdEasy Vector 

System de QBIOgene, gracias a la posibilidad de recombinación ya sea entre 

los brazos izquierdos o entre los orígenes de replicación respectivamente. En 

este caso se esperaba un fragmento de 4.5 kpb según la caracterización in 

silico y se obtuvo en las 3 clonas candidatas, como aparece en la Figura 19: 
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Figura 19. Caracterización de presuntas colonias recombinantes. A) Digestión 
con enzima Pac I. Marcador de peso molecular: 0.1-10 kbp. pShuttle, AdEasy y 
colonias 6, 45 y 18 digeridas y sin digerir presentes en los carriles del gel. B) Esquema 
de cortes en el genoma recombinante. 
 
Sin embargo, en una segunda etapa de caracterización mediante PCR 

solamente una de las 3 clonas candidatas amplificó el fragmento hTERT-RFP 

de 1,543 pb, como se observa en la Figura 20: 

 

Figura 20. Caracterización por PCR de colonias candidatas. Marcador de peso 
molecular: 0.1-10 kbp. 

A 

B 
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Una vez que se verificó la construcción del plásmido recombinante pAd-hTERT-

RFP con lo esperado in silico, el plásmido recombinante pAd-hTERT-RFP se 

creció a mediana escala y se realizó extracción de DNA con el kit PureYiedTM 

Plasmid Midiprep System. Se caracterizó nuevamente con Pac I como se ve en 

la Figura 21: 

 

Figura 21. Caracterización de genoma adenoviral recombinante cultivado a mediana 
escala. A) Digestión con enzima Pac I. Marcador de peso molecular: 0.1-10 kbp. 
pShuttle, AdEasy y colonias 1 y 2 digeridas presentes en los carriles del gel. B) 
Esquema de cortes en el genoma recombinante. 

5.3 Generación de vector adenoviral pAd-hTERT-RFP  

Una vez obtenido y caracterizado, el plásmido pAd-hTERT-RFP se linearizó con 

la enzima Pac I para liberar los ITRs del genoma adenoviral de manera que la 

replicación de DNA viral puede iniciar de manera efectiva por acción de la 

proteína adenoviral de unión terminal. 

Las imágenes de la Figura 22 corresponden a los cultivos de células HEK293 

transfectados con el plásmido pAd-hTERT-RFP, en los cuales se hace evidente 

la presencia del efecto citopático a los 7 días de la transfección con el DNA 

adenoviral recombinante, indicando que se ha generado la partícula adenoviral. 

A 

B 
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A D

B  

C  

Figura 22. Generación del vector Ad-hTERT-RFP. Efecto citopático en células HEK293 
debido a la generación de partículas virales. A-C) Micrografías de células transfectadas 
con el DNA recombinante, Lipofectamina 2000 y DMEM al 1%, con 400 y 100X de 
aumento. D) Micrografía de células que solo recibieron como tratamiento DMEM al 1% 
de SFB (Control negativo). Aumento 400X. 

400X 400X 

400X 

100X 
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Transcurridos los 7 días de transfección, las células con efecto citopático fueron 

cosechadas y sometidas a ciclos de congelación y descongelación para ser 

lisadas y de esta manera liberar las partículas virales. El lisado se empleó para 

infectar 1 caja de 25 cm2, luego 3 y posteriormente 2 de 75 cm2. Parte de este 

nuevo lisado se utilizó para infectar cajas de 6 pozos, en una de las cuales se 

llevaron a cabo los ensayos de inmunohistoquímica, cuyos resultados se 

observan en la Figura 23. De igual forma, a los lisados y sobrenadantes se les 

extrajo el DNA adenoviral mediante el método de Hirt para realizar PCR 

utilizando los iniciadores de la Tabla 3 y bajo las condiciones de la Tabla 5, 

obteniéndose amplificaciones de 971 pb como lo demuestra el gel de agarosa al 

1% de la Figura 24.  

A D 

B  
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C

Figura 23. Inmunohistoquímica indirecta de células HEK293 infectadas con el vector 
Ad-hTERT-RFP. A-C) Micrografías de células infectadas con el vector adenoviral. 
Aumento 400 y 100X. D) Micrografía de células sanas, sin infección de vector 
adenoviral. Aumento 100X. 

 

Figura 24. Caracterización por PCR del vector adenoviral Ad-hTERT-RFP en cultivo 
celular. Marcador de peso molecular 100 bp DNA ladder. PCR de lisados y sus 
respectivos sobrenadantes. 

400X 
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Otra parte de los lisados se empleó en infecciones de células HEK293 que se 

dejaron incubando 120 h, para posteriormente ser observados bajo microscopia 

de fluorescencia con el filtro que permitiera observar la expresión de la RFP. 

Las imágenes correspondientes son las de la Figura 25. 

A

 

D   

 

B

 

E   

 

C

 

F  

 

Figura 25. Microscopía de fluorescencia de células HEK293 infectadas con el vector 
adenoviral Ad-hTERT-RFP. A-B) Enfoque sin fluorescencia, aumento 400X, D-E) 
Mismo campo que A y B, pero bajo fluorescencia. Aumento 400X C-F) Células HEK293 
sin infectar con vector, mismo campo con y sin fluorescencia. Aumento 400X. 
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CAPÍTULO VI 
 

DISCUSIÓN 
 

La mayoría de los sistemas de detección de CTC disponibles actualmente 

dependen de reconocimiento inmunológico de células marcadores de superficie 

celular epitelial-específicos, como EpCAM y citoqueratina. Esto implica un reto 

debido a que las tecnologías disponibles poseen desventajas como la limitada 

especificidad y la presencia de falsos positivos debido a la expresión de los 

mismo antígenos tanto en CTC como en células no tumorales, por lo que no hay 

garantía de que las células detectadas sean en realidad células cancerosas; 

podrían ser simplemente epitelio sano circulando en la sangre. La meta es aislar 

y caracterizar una célula tumoral en un volumen de 1 mL, en el cual estarían 

presentes alrededor de 1,000 millones de eritrocitos, 10 millones de leucocitos y 

100 millones de plaquetas. También es importante mencionar que en este 

volumen también será posible encontrar un número de células epiteliales no 

tumorales posiblemente superior al de CTC, por lo que la técnica empleada 

requerirá, además de un instrumento potente para detectar células en fluido 

(citometría de flujo), una caracterización molecular que defina la naturaleza 

maligna de la célula en estudio [99]. 

Los vectores adenovirales muestran una alta transducción de tejidos epiteliales, 

incluyendo a los tumores derivados de estas células, y una limitada 

transducción de las células de origen hematopoyético, debida a la limitada 

expresión de los receptores particulares para este tipo de virus, como el 

receptor CAR y las integrinas αvβ3 y αvβ5 [46,90].  

Una de las modificaciones posibles es la introducción de genes marcadores que 

expresan proteínas fluorescentes para el rastreo de las células manipuladas. 

Estos genes se pueden transducir de manera eficiente empleando vectores 

virales como los adenovirus, de manera que se pueda llevar a cabo la expresión 

de proteínas fluorescentes en células tumorales transducidas [45].  
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El uso de promotores tejido-específicos restringe la expresión génica o 

replicación viral en tejidos específicos. Algunos promotores se activan 

selectivamente en células tumorales y se constituyen en promotores tumor-

específicos, los cuales inducirían la expresión de proteínas fluorescentes de 

manera selectiva en células de CCR. En este caso, el promotor hTERT es 

altamente activo en la mayoría de las células tumorales, particularmente de 

CCR como se mencionó previamente, pero inactivo en células somáticas 

normales [7]. La actividad de telomerasa en las células mononucleares de 

sangre periférica es muy baja [91,92]. Previos estudios de terapia génica como 

el desarrollado por Takakura y cols. en 2012 [93] demuestran la utilidad de este 

promotor, donde detectaron CTC en muestras sanguíneas de pacientes con 

cáncer ginecológico utilizando un vector adenoviral oncolítico replicativo 

portador del promotor hTERT y el gen que expresa la proteína verde 

fluorescente. 

En el presente trabajo se construyó un vector adenoviral portador del promotor 

tejido-específico hTERT y un gen que codifica la expresión de RFP. Con el 

promotor hTERT, el vector adenoviral es capaz de hacer que las células que 

poseen altos niveles de telomerasa (células cancerosas) expresen en su 

citoplasma la RFP de manera selectiva, por lo que mediante microscopía de 

fluorescencia es posible observar de color rojo a las células cancerosas.   

Los múltiplos de infección (MOI) empleados en el trabajo de Takakura y cols. 

fueron bajos por tratarse de un vector adenoviral replicativo. Utilizaron una MOI 

de 10 y observaron una razón de expresión de GFP que variaba entre líneas 

celulares, pero al utilizar concentraciones virales más altas (100 MOI en 

adelante), la mayoría de las células cancerosas expresaron GFP 

independientemente del tipo de célula. Los datos de efecto citopático no fueron 

mostrados [93]. Mediante la construcción realizada en este trabajo es posible 

trabajar con MOI mayores, debido a que el efecto citopático ocasionado por un 

vector no replicativo es menor.  
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El uso de las proteínas fluorescentes evita el problema de purificación, 

etiquetado e introducción de proteínas marcadas dentro de las células, o la 

tarea de producir anticuerpos específicos de superficie o para antígenos 

internos [59]. Dichas etiquetas son sintetizadas dentro de las células mismas y 

no hay necesidad de utilizar agentes exógenos o los procedimientos de fijación 

y permeabilización rutinarios para inmunofluorescencia [59]. Además, en el caso 

específico de las RFP, los espectros de excitación y emisión se encuentran en 

la región roja del espectro, siendo una propiedad atractiva para aplicaciones in 

vivo, debido a la baja autofluorescencia celular en esta región del espectro 

[60].10,11,12 En un experimento realizado por McGown y cols. [94], en el cual 

utilizaron tres líneas celulares transfectadas con diferentes proteínas 

fluorescentes (una de ellas RFP) y un control sin transfectar, tras un escaneo en 

el espectro de emisión entre 575 y 600 nm se encontró un pico máximo en el 

rango 587-588 para las células transfectadas con RFP, mientras que en las 

células no transfectadas no se encontró fluorescencia alguna. El ruido de fondo 

fue menor en las longitudes de onda de la RFP debido a que de manera natural 

no hay autofluorescencia roja en esta línea celular, sin embargo recalcan que el 

medio DMEM posee una señal significativa de fluorescencia roja. Es raro para 

las proteínas fluorescentes tener efectos tóxicos en la mayoría de los cultivos 

celulares, pero siempre se debe tener cuidado y hacer los controles apropiados 

cuando se exploran nuevas líneas celulares o tejidos [62]. 

Los resultados muestran que las células HEK293 presentan fluorescencia roja 

al ser observadas al microscopio después de haber sido infectadas con el 

vector adenoviral Ad-hTERT-RFP. La línea celular HEK293 es de morfología 

epitelial, característica que facilita la infección por el adenovirus. La expresión 

de la RFP en las células HEK293 se debe a que es una línea celular de tipo 

tumorigénica, es decir, es una línea celular transformada y es considerada 

positiva para actividad de telomerasa [95]. 

La disfunción de los telómeros y la activación de la telomerasa son eventos 

implicados en la progresión de cáncer. Los altos niveles de actividad de 
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telomerasa (TA) son detectados en aproximadamente 90% de los tipos de 

cáncer humanos, mientras que la mayoría de las células somáticas no muestran 

actividad de telomerasa o la expresan solamente a niveles muy bajos de  una 

manera dependiente del ciclo celular [39]. La subunidad catalítica TERT 

produce la actividad enzimática de la telomerasa. Es el componente limitante de 

la enzima y por consiguiente de la actividad de la telomerasa humana, además 

de ser un indicador sensible de su función y actividad. Su expresión juega un 

papel fundamental en la activación de la telomerasa en cáncer. Numerosos 

estudios sugieren que la actividad de la telomerasa y la expresión de sus 

componentes se encuentran regulados a distintos niveles, incluyendo 

trancripcional y postranscripcional, el nivel de expresión de hTERT se encuentra 

bajo control transcripcional [39]. Sin embargo, aún se desconoce como hTERT 

es inactivado durante el desarrollo y cómo es reactivado durante la 

carcinogénesis. Dado que la mayoría de las células cancerosas exhiben altos 

niveles de actividad de telomerasa, se cree que ciertos tipos de cáncer con 

rutas de señalización activadas específicamente juegan un papel crítico en la 

activación de la telomerasa [39]. 

A pesar de que la subunidad de RNA (hTERC) presente en el complejo de la 

telomerasa humana se encuentra constitutivamente expresada tanto en tejidos 

tumorales como en tejidos somáticos normales, la expresión de la subunidad 

catalítica hTERT se correlaciona con la actividad de la telomerasa durante la 

diferenciación celular y la transformación neoplásica. Se ha observado una 

fuerte correlación entre la expresión de mRNA de hTERT y la actividad de la 

telomerasa en una variedad de cánceres epiteliales, incluyendo cervical, de 

mama, colon, ovario y carcinomas renales. Además, la expresión ectópica del 

gen hTERT en células humanas normales negativas para actividad de 

telomerasa es suficiente para reconstituir la actividad enzimática y entender el 

tiempo de vida celular. Por consiguiente, la expresión de hTERT parece 

representar un paso limitante regulador de la actividad de la telomerasa total 

[96].      
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El proto-oncogén c-Myc es un factor de transcripción involucrado en el control 

de la diferenciación y proliferación celular. Estudios previos han demostrado que 

la sobreexpresión de c-Myc activa al promotor hTERT e incrementa la 

transcripción del mRNA de hTERT y la actividad de la telomerasa en líneas 

celulares normales y tumorales. C-Myc ha establecido una conexión entre la 

actividad de β-catenina y la regulación de la expresión del gen hTERT. Mientras 

c-Myc se expresa en todas las células tumorales, se ha demostrado que  

hTERT se expresa solamente en las células de algunos tumores, mayormente 

en los casos invasivos de cáncer colorrectal, por lo que refleja el patrón de 

expresión de β-catenina. Es importante recalcar que c-Myc no se encuentra 

regulado únicamente por β-catenina, sino también por otras rutas de 

señalización. Jaitney y cols. [5] demostraron que β-catenina regula directamente 

la expresión del gen hTERT en cáncer colorrectal humano, además de su ya 

conocido efecto indirecto via c-Myc. Utilizando células madre embrionarias y 

adultas, así como líneas celulares de cáncer colorrectal, demostraron que el 

patrón de expresión de hTERT en casos invasivos de cáncer colorrectal se 

refleja en los patrones de expresión de β-catenina pero no de c-Myc, ya que 

este último se expresa en todas las células tumorales. Además, la diminuta 

fracción de células tumorales con presencia de β-catenina en el núcleo muestra 

generalmente una diferenciación mesenquimal hacia EMT, junto con la 

expresión de genes indicadores mesenquimales como fibronectina o vimentina, 

los cuales son también genes blanco de β-catenina [5]. 

Por otra parte, el efecto citopático en las células HEK293 fue evidente a los 5 o 

6 días después de la infección. Esto se debe a que las partículas virales recién 

replicadas y ensambladas son liberadas mediante lisis celular [97]. Dicha 

propagación es lenta en comparación con otros virus, ya que existen por 

ejemplo virus de RNA corto capaces de llevar a cabo la replicación en el 

citoplasma, lo que confiere una ventaja clara sobre aquellos virus de DNA largo 

que se replican en el núcleo, como el adenovirus [97]. Un ciclo de vida rápido 

produce un efecto citopático acelerado en cultivos en monocapa. El ciclo de 

vida del adenovirus es de aproximadamente 40 horas [97]. El curso de tiempo 
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para la producción de vectores adenovirales en células HEK293 consiste en una 

curva sigmoide con una fase lag de 6 h y una fase estacionaria de 36 h. 

En resumen, en el presente proyecto se logró generar el vector adenoviral Ad-

hTERT-RFP, el cual demostró ser capaz de inducir fluorescencia roja en la línea 

celular tumorigénica HEK293. Se requieren más experimentos para definir la 

especificidad y sensibilidad del vector para la captura de CTC y definir la 

viabilidad de las células transducidas para posteriores análisis de biología 

molecular tumoral. 
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CAPÍTULO VII 
 

CONCLUSIONES 
 

1. La secuencia hTERT-RFP diseñada es funcional.  

2. Se construyó un vector adenoviral diseñado para infectar células con 

altos niveles de telomerasa mediante la transducción con RFP bajo el 

control del promotor hTERT. 

3. La línea celular HEK293 expresó la proteína roja fluorescente al ser 

transducida con el vector adenoviral Ad-hTERT-RFP. 
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