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INTRODUCCION

A nivel mundial, el cancer cervicouterino se ha convertido en la segunda neoplasia mas frecuente y
mortal en la mujer, diagnosticandose cerca de 500,000 nuevos casos cada afio. En México es la

segunda causa de muerte por neoplasia desde 2006.

Con el establecimiento de modelos tumorales se ha determinado que las citocinas pueden favorecer la
regresion tumoral lo que ha dirigido su uso hacia la inmunoterapia. Un ejemplo de ello es el uso de la
interleucina 2 (IL-2), un potente activador de células del sistema inmune que ademas estimula la
liberacion de varias citocinas mas, como son la interferon-gama (IFN-y), las IL-3, IL-5, IL-6, IL-10 y la
TNF-a. Particularmente, el efecto adyuvante de la IL-2 en cancer cervical se ha probado en modelos
tumorales asociados al virus del papiloma humano (VPH); ademas, la IL-2 también es muy importante
para la activacion de la via de sefializacion JAK-STAT, reguladora principal en procesos de

proliferacion, ciclo celular, metabolismo, diferenciacion celular, entre otros.

El grupo de trabajo de la Dra. Isabel Soto Cruz ha documentado que en las lineas celulares del epitelio
de carcinoma cervical CALO, INBL y SiHa, se expresa el receptor para IL-2 (IL-2R) y que ademas este
receptor es funcional. También se ha demostrado que las moléculas asociadas al IL-2R, JAK3 y STAT5
se encuentran activadas de manera constitutiva y que al estimular estas lineas celulares con 10 Ul/mL
de IL-2 la fosforilaciébn de JAK3 y STAT5 aumenta, asi como su proliferacién; por el contrario, al
estimular con 100 UI/mL, la fosforilacion de estas moléculas disminuye junto con la multiplicacion

celular.

Es importante mencionar que la proliferacion celular requiere de altas demandas, tanto bioenergética
como biosintética para mantenerse, de manera que en la mayoria de los canceres se presenta la
capacidad de reprogramar el metabolismo energético haciendo uso del efecto Warburg, modificando
componentes de vias como JAK/STAT; por lo que dirigir las investigaciones hacia esta caracteristica
podria otorgarnos un mejor entendimiento de la enfermedad y en el futuro ser usado en tratamientos

dirigidos hacia moléculas especificas.



MARCO TEORICO

1. Cancer

El cancer es una enfermedad genética, resultado de alteraciones en un conjunto de genes que
pertenecen a dos grandes grupos: los oncogenes y los supresores de tumores, cuyos productos ejercen
funciones basicas en las vias intracelulares que rigen la proliferacion, la supervivencia celular y el buen

funcionamiento de todas nuestras células.?

Las células de los tumores malignos, a diferencia de las células normales, presentan principalmente

las siguientes caracteristicas:

= Se reproducen de manera descontrolada.

= Ignoran las sefales que inhiben el crecimiento.

= Son capaces de invadir y colonizar 6rganos distantes a los de su origen.

= Se protegen contra el proceso de apoptosis.

= En la mayoria de los casos, presentan una fuerte dependencia a las vias metabdlicas
anaerobias (como la glucdlisis). Esta Ultima propiedad puede deberse a sus elevadas

necesidades metabdlicas y al riego sanguineo insuficiente.?

En la mayoria de las ocasiones, las células de un tumor y sus metastasis se originan a partir de una
sola célula aberrante, la cual puede aparecer a causa de un agente cancerigeno como pueden ser la
radiacion ionizante, la radiacion ultravioleta o diversos virus de ADN y ARN, los cuales tienen la

capacidad comun de alterar el genoma.*?

Respecto a los virus, existen dos grandes grupos que pueden infectar y transformar las células de los
mamiferos en células cancerosas: los de ADN y los de ARN de acuerdo con el tipo de acido nucleico
que se encuentre dentro de la particula viral madura. Entre los virus de ADN capaces de infectar y
transformar a las células figuran: el poliomavirus (virus de los simios 40 [SV40]); el adenovirus (virus
del papiloma humano) y otros similares al del herpes. Por otro lado, los virus tumorales de ARN, o

retrovirus, tienen una estructura semejante a la del virus de inmunodeficiencia humana (VIH).2



1.1 Cancer cervicouterino (CaCu)

Como es sabido, el cuello uterino se divide en dos partes: el endocérvix compuesto por células
glandulares y el exocérvix compuesto por células escamosas. Se denomina adenocarcinoma
si las mutaciones ocurren en las células del endocérvix y carcinoma en las células escamosas

del exocérvix, siendo este Ultimo el mas prevalente.*

El cancer cervicouterino es un padecimiento que puede ser originado por una serie de mutaciones que
ocurren en la union escamocolumnar del epitelio del cuello uterino. Se manifiesta a través de lesiones
precursoras de lenta y progresiva evolucion, durante las etapas de displasia leve, moderada y severa

gue evolucionan a cancer in situ o neoplasia intraepitelial cervical, en grado variable.®

En México se ha reportado que el promedio de edad en que se presentan lesiones en pacientes con
una neoplasia intraepitelial cervical (NIC) 1 es de 35.5 afios; para aquellas con una NIC 2 es de 39.5
afios; con relacion a NIC 3 es de 42 afios y con respecto a carcinoma invasor es de 49 afios. Estos
datos sugieren que el tiempo transcurrido entre la progresion de una lesion y otra es un promedio de 4

afios, mientras que para llegar a un carcinoma invasor puede ser hasta de 14 afios.®

El CaCu también es la segunda causa de muerte por cancer en mexicanas desde 2006. Con la

mortalidad mas alta en el mundo, se reportan 3.7 defunciones por cada 100,000 mujeres (Figura 1).”

NUmero estimado de muertes en 2022, en todo el mundo, mujeres, NUmero estimado de muertes en 2020, México, mujeres, todas las
todas las edades edades
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Figura 1. Muerte por cancer en mujeres. Se muestran los tipos de canceres con mayor incidencia de muerte en mujeres a
nivel mundial y en México en 2020 segun estadistica de Globocan (International Agency for Research on Cancer, 2002)



1.2 Virus del Papiloma Humano (VPH)

El virus del papiloma humano (VPH) se considera el agente causal mas importante para el cancer
cervical; este virus cuenta con un genoma de ADN super enrollado circular de doble cadena de 7900
pares de bases (pb) asociado con proteinas de histonas nucleosomales; es un virus no envuelto con
estructura de capside icosaédrica de 55 nm de diametro, compuesta de 72 capsémeros®®° conformado
por tres regiones. La primera es una regién reguladora o “regién larga de control” (LCR, del inglés Long
Control Region) que contiene secuencias de nucleétidos con blanco de accion hacia proteinas que
controlan la transcripcion y replicacion del virus. La segunda region contiene los genes tempranos E1,
E2, E4, E5, E6y E7 (E, del inglés Early), que son codificados en las etapas tempranas de la infeccion:
E1 controla la replicacién del plasmido viral en colaboracion con E2, que modula la transcripcién viral;
E4 codifica las proteinas virales mas abundantes, que se colocalizan con filamentos intermedios
celulares. La proteina E5 esta asociada a la membrana citoplasmica causando la acidificacion del
endosoma favoreciendo la evasion inmunolégica y también estimula la actividad celular mediada por el
factor de crecimiento epidérmico, contribuyendo a la oncogenicidad. Por su parte, las proteinas
producto de los genes E6 y E7 también tienen un papel central en la oncogenicidad del VPH a través
de factores celulares de unién y proteinas supresoras de tumores.®%!! E| gen E6 conduce a la
ubiquitinacién de p53 y, en consecuencia, a su degradacion, de manera que la célula no comprueba el
estado de su ADN antes de la siguiente division y no es capaz de entrar en apoptosis; el gen E7 se une
principalmente a la forma activa de pRB conduciendo a la liberacién de factores de transcripcion, lo que
promueve el progreso a la fase S del ciclo celular y por tanto a la replicacion celular, de manera que la
célula esta en constante division e impedida para entrar en apoptosis.®® Por Ultimo, se encuentra la
region de los genes L1y L2 (L, del inglés Late) que codifican las proteinas estructurales de la capside
mayor y menor, Utiles en el proceso de empaquetamiento del ADN viral en el ciclo replicativo del virus
(Figura 2). 6,8,9,10,11
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Figura 2. A. Diagrama del genoma del VPH16+ (Tomado y modificado de Prendiville, W. Davies, P. (2004))

B. Capside de VPH16+. (Obtenido de http://viperdb.scripps.edu.)

La infeccién por VPH comienza con el contacto de los viriones intactos por medio de dos proteinas de
la capside viral (L1 y L2), que median la unidn celular e internalizacion del virus con las células
inmaduras del epitelio escamoso. Después de la introduccién del virus en el epitelio pueden ocurrir
infecciones latentes (el ADN viral permanece en el nlcleo; se mantiene en la superficie sin replicarse y
no ocurren cambios morfolégicos identificables) e infecciones activas (intensa actividad de replicacion
de ADN viral en las capas intermedia y superficial del epitelio escamoso produciendo cambios celulares
caracteristicos).® EI VPH inicia la transcripcion de sus genes en las capas basales del epitelio, las que
alcanza a través de microlesiones o abrasiones del tejido. Cuando las células infectadas se diferencian
y migran desde la capa basal hacia el estrato espinoso del epitelio, la replicacién viral se estimula,

produciendo la acumulacion de viriones dentro del nticleo (Figura 3).61112

El VPH se divide en dos grupos: de alto o bajo riesgo determinados por su capacidad para provocar
anomalias cancerigenas. Los tipos mas vinculados al cancer cervicouterino son el VPH16+ y VPH18+.
El primero parece mas asociado a lesiones del epitelio escamoso y se relaciona con los tipos 31, 33,
35, 52, 58, 67; a su vez, el VPH18+ es el tipo mas frecuente en neoplasias glandulares y los tipos 39,

45, 59, 68 se comportan de manera similar a este.®
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Figura 3. Ciclo de infecciéon de VPH. Un microtrauma facilita la infeccidn del virus en las capas basales. Después
de lainfeccidon se expresan los genes de VPH tempranos y en las capas de epitelio medio y superficial se expresan
los genes tardios para encapsular los genomas virales que se liberan con la descamacién de las células del epitelio
escamoso. (Diestro, T. Serrano, V. y Gémez, P. (2007))

2. Transduccion de sefiales

Un gran nimero de factores de crecimiento, citocinas, hormonas, y agentes quimicos exégenos pueden
inducir respuestas celulares que conllevan a la proliferacion y/o diferenciacion en células cancerigenas
y normales. Estas sefiales son mediadas por factores de crecimiento autécrinos, paracrinos y
endocrinos que activan sus receptores de superficie.’® El reconocimiento de la sefial extracelular por
su receptor es el comienzo de una serie de eventos que llevan la informacién desde el exterior de la
célula a su interior para activar la sintesis de proteinas; esta transferencia de la informacién hacia el

interior de la célula se conoce como transduccion de sefiales.314

Los componentes basicos de una via de sefalizacién intracelular incluyen: la sefial extracelular,
receptores, transductores, sensores, efectores y, finalmente, la activacion de la respuesta celular para
expresar un fenotipo particular y conducir a procesos de exocitosis, fagocitosis, remodelacién de actina,

activacion de vias metabdlicas y expresion génica.1#1516

Las sefiales que llegan a los receptores les confieren cambios covalentes y conformacionales
especificos que inician sistemas de transmisiéon complejos formados por cascadas de moléculas de
sefalizacion intracelular. También se pueden generar segundos mensajeros para la transmision y
amplificacién de mensajes; por ejemplo, en las vias de AMP ciclico, en la ruta de activacion de la
fosfatidilinositol-3-cinasa, en las vias de MAPK, JAK/STAT y Notch, entre otras que participan en el
metabolismo. La mayoria de las modificaciones covalentes son fosforilaciones, en residuos de tirosina
0 serina/treonina, por cinasas especificas. Algunas de estas proteinas cinasas son sustratos de otras

cinasas o modulan su propia actividad por reacciones de autofosforilacion.#1°16



3. Receptores

La activacion de la ruta de transcripcion ocurre por medio de las proteinas receptoras que estan
principalmente asociadas a canales ionicos, proteinas G (monoméricos y heterotriméricos), citocinas
(asociados a cinasas citosolicas JAK y STAT por fosforilacion), tirosina cinasa (que pueden llevar a la
fosforilacion de varios substratos clave por actividad intrinseca del receptor, un ejemplo de estos son
los receptores para los factores de crecimiento epidérmico o plaquetario), receptores TGFB, Notch e
intracelulares de hormonas esteroides, hormonas tiroideas, y para acido retinoico.® Estos detectan la
sefial a nivel de la membrana celular por interaccién directa proteina-proteina o a través de
modificaciones covalentes, como la fosforilacion y la acetilacion, para transmitirla a moléculas
transductoras internas. Esta activacion requiere la adecuada coordinacién de sus componentes, ya que
muchas moléculas de sefalizacion extracelular interactian con mas de un tipo de receptor.3141516

La gran mayoria de los receptores de las vias de sefializaciébn se activan mediante la unién de
moléculas (neurotransmisores, hormonas, citocinas, factores de crecimiento, moléculas de superficie
celular) secretadas o unidas a la membrana, otros son activados por cambios en la concentracion de

metabolitos o por estimulacion fisica.41>16.17

4. Citocinas

Las citocinas son importantes factores polipeptidicos producidos mayormente por células linfoides,
monociticas y hematopoyéticas que actlan cémo moléculas de sefializacion a muy bajas
concentraciones; estas poseen una afinidad alta en la uniébn con su receptor especifico y son
reguladores centrales de la respuesta inmune y la inflamacion. También conforman un grupo
heterogéneo que incluye a las interleucinas (IL), los interferones (IFN), los factores de necrosis tumoral

(TNF), la eritropoyetina, la hormona de crecimiento, la prolactina, entre otros.81920

La expresion genética celular es regulada por una variedad de citocinas, las cuales pueden incrementar
o disminuir la sintesis de enzimas en una célula especifica,!” uniéndose con receptores especificos
generando como respuesta que la célula se prepare para activar genes, dividirse, diferenciarse, realizar

movimiento celular, secretar sus propias citocinas o realizar apoptosis.*2°

En general estas sustancias tienen accion transitoria. Ademas, actian sobre diferentes tipos celulares
e inducen respuestas diferentes, lo que se conoce coOmo pleiotropismo; a su vez, una citocina puede

actuar sinérgica o antagénicamente sobre el efecto de otra citocina.?°



5. Interleucina-2 (IL-2)

Es una citocina mediadora importante en la proliferacion y activacion de los linfocitos T; esta induce la
generacion de linfocitos T citotéxicos (LTC); facilita la proliferacion y la sintesis de inmunoglobulinas
por parte de las células plasmaticas e induce la generacion y persistencia de células asesinas naturales
(del inglés natural killer, NK). Asimismo, la IL-2 tiene un papel Gnico en la muerte celular inducida por
activacion (AICD, Activation-induced cell death), participa en el buen funcionamiento de las células
reguladoras T (Treg) CD4+ CD25+, y ademas estd involucrada en la eliminaciéon de células T
autorreactivas, que tienen un papel patogénico en enfermedades autoinmunes.?! Su fuente principal
son los linfocitos T activados. Es una glicoproteina de 15.5 kDa, cuyo gen se localiza en el cromosoma
cuatro. La proteina posee tres cisteinas, dos de las cuales forman una unién disulfuro intracadena con

un sitio de glicosilacién sobre treonina, que estan implicados con la interaccién con su receptor.%2?

La IL-2 es miembro de la familia de citocinas con cadena y comun con IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21.
Para ejercer su efecto bioldgico, la IL-2 interacciona con su receptor especifico en la superficie celular,
el cual, estd formado por tres subunidades denominadas en funcién de su peso molecular p55
(subunidad a), p70 (subunidad B) y p64 (subunidad y). Las subunidades By y son de sefializacién y la
a es moduladora de la afinidad.?* Para que la IL-2 ejerza su efecto se necesita que se exprese el
receptor de afinidad media compuesto por las subunidades B y y, o el receptor de alta afinidad
compuesto por las tres subunidades. Ninguna de las subunidades muestra actividad enzimatica de
forma individual; mas bien, actdan similar a andamios para la asociacién de factores de transducciéon

como proteinas tirosina cinasas (PTK).?2

Dos de las PTK més importantes involucradas en la sefializacion dependientes de IL-2 son JAK1 y
JAK3, cuyos sustratos primarios pertenecen a miembros de la familia STAT. Curiosamente, los sitios
de unién para JAK1 Y JAK3 han sido identificados en la subunidad B indicando una participacion

relevante de la cadena B en la activacion de la sefializacion de IL-2 (Figura 4).22:23:24

IL-2Ra

IL-2RB
Superficie

celular Figura 4. Interaccion de la IL-2 con las subunidades de su

receptor. La interleucina-2 (IL-2) es una citocina secretada que se
une al receptor heterotrimérico de alta afinidad que comprende la
cadena a del receptor IL-2 (IL-2Ra), la cadena B (IL-2RB) y la cadena
y comun (yc). (Modificado de Waldmann (2006))




6. Via JAK/STAT activada por el receptor de IL-2 (IL-2R)

Los receptores del subgrupo de citocinas IL/IFN/eritropoyetina/hormona del crecimiento, carecen de
actividad catalitica intrinseca; no obstante, su cascada de eventos de sefializacién se basa en una
elegante y sencilla combinacién de cinasas de tirosina y modulos acopladores con dominios SH2, que
da inicio con la interaccién de la IL-2 con su receptor.t7:??

La funcidn y estructura de IL-2R han sido caracterizadas en linfocitos y se ha descrito que la sefal
intracelular comienza cuando el ligando induce una heteromerizacion de las cadenas de IL-2R By y, lo

cual resulta en la activacién de miiltiples cinasas, incluyendo la familia JAK?225,

El IL-2R esté asociado con las moléculas JAK1 y JAK3 que experimentan una rapida transfosforilacion

al unirse el ligando y desempefian su funcion de sefializacién corriente abajo.

En los linfocitos, la activacién de JAK1 activa JAKS3 y viceversa; ademas, la presencia de ambas es
necesaria para la correcta activacion de la via de IL-2.222° Una vez activadas las JAKs son capaces de
fosforilar en residuos de tirosina en las cadenas del receptor, creando sitios de union para los dominios
homoélogos a Src2 (SH2) de STAT. Las STATSs son reclutadas por el receptor fosforilado, para que a su
vez sean fosforiladas por las JAKs. Las proteinas STATs después de ser fosforiladas, se dimerizan, se
translocan al nucleo, y estimulan la expresion de genes asociados a regulacion del ciclo celular,

metabolismo, diferenciacion, entre otros. (Figura 5). 2225

IL-2RB

Superficie celular

-© Figura 5. Estructura y via de sefalizacion de IL-2R. La
‘ interaccién de IL-2 con la cadena B y la cadena y conduce a la
fosforilacion del receptor y de JAK1 y JAK3, que estan
%I,/gos asociados con la cadena B y la cadena y, respectivamente.
STAT5 entonces, se asocia con el receptor fosforilado y se
‘ fosforila sobre un residuo de tirosina. Esto da lugar a la
C:D Q disociacion de STATS5 del receptor y se dimeriza. Los dimeros
f % de STATS fosforilados se traslocan al ntcleo y promueven la
Nﬂ“ﬂ@“ﬂ\ transcripcién de genes diana. (Modificado de Waldmann
@ Nucleoomitog[r?cwia D (2006))



6.1 STATS

Una amplia variedad de citocinas hematopoyéticas, no hematopoyéticas y factores de crecimiento, que
utilizan la via de sefalizacion JAK-STAT como su modo principal de transduccion de sefales, activan
a la proteina STATS5. La proteina STAT5 regula de manera critica las funciones celulares vitales
(proliferacion, diferenciacion, supervivencia, migracion y metabolismo). Si la STAT5 se encuentra
constitutivamente expresada, funciona como un oncogén ya que se relaciona con algunos procesos de

regulaciéon oncogénica (ciclo celular, resistencia a la apoptosis y angiogénesis).?®
La proteina STAT5 puede ser activada por un grupo diverso de citocinas:

= |L-2, IL-3, IL-5, IL-7, IL-9 e IL-15.

= La hormona de crecimiento (GH).

= Eritropoyetina (Epo).

=  Trombopoyetina.

= El factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF).
= El factor de crecimiento epidérmico (EGF).

» JAK1y JAK3 (cinasas especificas para su sefializacion). 2728

Se ha observado que en gran cantidad de tumores se produce una desregulacién de STAT5 y se
presenta la activacion constitutiva de la proteina, lo que contribuye significativamente a la supervivencia
de las células tumorales y la progresion del cancer. También se ha observado que la localizacién
mitocondrial de STAT5 coincide con el cambio metabdlico a glucolisis aerobia observado en células
linfociticas, macrofagos y monocitos activados. Dentro de los genes blancos de STATS5 se encuentran
HIF1a, ciclina D1 y c-Myc. De igual forma, la sefalizacion de STAT5 conduce al aumento en la
absorcion de lipidos a través de la translocasa CD36 y puede aumentar la transcripcion de la cinasa de

la piruvato deshidrogenasa (PDK) que regula el metabolismo oxidativo.26:27:28
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7. Via JAK/STAT activada por el receptor de IL-2 (IL-2R) en CaCu

Nuestro grupo de trabajo ha documentado que en lineas celulares de epitelio de carcinoma cervical
CALO, INBL y SiHa ?°30 se expresa el receptor para IL-2 de manera funcional, y que al ser activado por
diferentes dosis de IL-2 se producen diversos efectos.

Entonces, se comprobé que al suministrar dosis de 10 Ul/mL de IL-2 se aumenta la proliferacién de
estas células, incrementa la fosforilacion de JAK3 y STATS5, incrementa la produccién de lactato y la
proporcion de NAD*/NADH; por el contrario, al estimular con 100 Ul/mL la multiplicacién celular
disminuye junto con la fosforilacion de JAK3 y STATS5, la produccion de lactato y la proporcion de
NAD*/NADH.®! De igual modo, las dosis de 100 Ul/mL promueven la activacion de linfocitos.

Asi pues, la relevancia de JAK3 y STAT5 en el CaCu radica en que se encuentran activadas
constitutivamente conduciendo a irregularidades en la proliferacion, produccion de ATP y en la

supervivencia celular al verse activadas por IL-2. 222

8. Metabolismo y cancer

Los mecanismos que integran la transduccién de sefiales y metabolismo celular se conservan en gran
medida entre las células normales y las cancerigenas. La mayor diferencia es que en células normales,
la iniciacion de sefales requiere de estimulacion extracelular, mientras que en las cancerigenas
generalmente tienen mutaciones que mejoran cronicamente estas vias, lo que les permite mantener un

fenotipo metabdlico de biosintesis independiente de las restricciones fisiolégicas normales.®?

En tejido normal, aproximadamente 10% de la energia de la célula se genera por glucélisis, mientras
gue la respiracién aerébica que tiene lugar en la mitocondria contribuye con 90%. Sin embargo, en
tejidos tumorales, aproximadamente el 50% de la energia celular, se genera por glucdlisis, y la energia
restante es generada en la mitocondria. El tejido canceroso, entonces, consume grandes cantidades
de glucosa independientemente de la disponibilidad de oxigeno. Ahora esta claro que el aumento de la
captacion de glucosa y la actividad glucolitica en las células cancerigenas permiten la redireccion de

los metabolitos intermediarios hacia diversas vias anabélicas (Figura 6). 3334

Se ha observado que las células cancerigenas suprimen el ciclo de los &cidos tricarboxilicos asi como
la fosforilacién oxidativa, provocando un déficit energético mitocondrial que compensan regulando al
alza los transportadores de glucosa, asi como las enzimas glucoliticas con la ayuda del HIF1la, Ras y
Myc, que son inductores maestros de la glucdlisis en el cancer. HIFla media esta conversion

induciendo enzimas en la via de glucolisis como hexocinasa y sobre expresando GLUT 1y GLUT3.
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Figura 6: Reprogramacion metabdlica en células de cancer. En las células normales ocurre la glucélisis que implica la
conversion de glucosa a piruvato y acetil-CoA para después completar su oxidacién a través del ciclo del acido tricarboxilico
y fosforilacidn oxidativa a CO2 y H20. En contraste, en células cancerigenas, acetil-CoA tiende a introducirse en un ciclo del
acido tricarboxilico truncado, propiciando que, la acetil-CoA se exporte al citosol y sirva cdmo un bloque de construccion
para el crecimiento y la proliferacidn celular. En este ciclo truncado, el citrato se exporta preferentemente al citosol a través
del transportador de tricarboxilato. Una vez en el citosol, el citrato es escindido por la ATP citrato liasa (ACL) para generar
oxaloacetato y acetil-CoA. El acetil-CoA queda disponible para la produccién de acidos grasos y colesterol mientras que el
oxaloacetato se reduce a malato, luego se vuelve a importar a mitocondria y se reconvierte a oxaloacetato en la matriz
(mientras genera NADH que reprime el ciclo del acido tricarboxilico), y reacciona con acetil-CoA para completar el ciclo del
sustrato. Las flechas pequefias indican regulacién positiva o negativa asociada al cancer. Las alteraciones indicadas en rojo
pueden ser causadas por la activacién de HIF-1. GLUT, transportador de glucosa; GSH, GLUTatidn; HIF, factor inducible de
hipoxia; HK, hexocinasa; OXPHOS, fosforilacion oxidativa; LDHA, lactato deshidrogenasa A; MCT, transportador de
monocarboxilato; PDH, piruvato deshidrogenasa; PDK, cinasa de la piruvato deshidrogenasa; PFK, fosfofructocinasa; PGM,
fosfogliceratomutasa; PKM2, piruvato cinasa M2; PPP, via pentosa fosfato.(Modificado de Kroemer G, Pouyssegur J.
T(2008)).
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8.1 El Efecto Warburg

En 1920, Otto Warburg hizo una publicacion donde sefal6 que la proliferacién rapida de células
cancerigenas llevaba un gasto de glucosa veloz y alto en comparacion con las células normales y que

secretaban la mayor parte del carbono derivado en forma de lactato en lugar de oxidarlo.3®

Si bien todas las células necesitan una fuente de energia para mantener la homeostasis, las que se
encuentran proliferando requieren una cantidad sustancial de nutrientes para producir bloques de
construccioén biosintéticos y macromoléculas para las células hijas recién producidas. Tanto la glucolisis
como la respiracion a través de la fosforilacion oxidativa (OxPhos) pueden generar energia libre en
forma de adenosina-5'-trifosfato (ATP). La mayoria de las células metabolizan la glucosa a piruvato
a través de la glucdlisis, y en condiciones normadxicas, el piruvato generado se oxida aun mas a CO;
en la mitocondria a través del ciclo de Krebs y de OxPhos, generando hasta 36 moléculas de ATP por
molécula de glucosa. Cuando el oxigeno se vuelve limitante, la OxPhos mitocondrial se restringe y la
mayoria del piruvato se convierte en lactato en el citoplasma por la accién de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH).*” Sin embargo, se ha observado ampliamente en diferentes tipos de células
gue esto ultimo puede predominar cuando el oxigeno es abundante. Una caracteristica coman entre
las células que muestran este fenémeno donde predomina la glucélisis aerébica es la "proliferacién
rapida" (Figura7). Aunque parece contraintuitivo, la proliferacién rapida parece depender de la glucdlisis
aerdbica a pesar del hecho de que produce significativamente menos ATP/glucosa en comparacion

con la OxPhos.38
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Figura 7. El efecto Warburg en células cancerigenas y normales. La mayoria de las células cancerosas muestran notables
alteraciones en el metabolismo de la glucosa. En comparacion con las normales, las cancerosas suelen mostrar un aumento
drastico en la captacion de glucosa. Lo cual genera mas metabolitos intermedios glucoliticos y la cantidad significativa de
ATP que se presenta por la alta actividad de la glucolisis. Ademas, una fraccién de carbono de la glucosa, en forma de
variados intermediarios glucoliticos, se derivan a multiples vias biosintéticas cdmo la via de fosfato pentosa (PPP), sintesis
de serina y triacilglicerol para la sintesis de novo para nucleétidos, aminoacidos y lipidos, en lugar de formar la molécula de
piruvato. (Modificado de Alyaa M, Abdel H, Nathan EL, Neema J, Katsuhiko M, Xin Gao, and Takashi G. (2017)).

13



Mientras las células normales metabolizan la glucosa casi exclusivamente para la produccion de
energia, las células cancerosas aumentan el consumo de glucosa principalmente para proporcionar un
suministro constante de productos intermedios glucoliticos y asi satisfacer la necesidad anabdlica al
dividirse las células. En este sentido, el metabolismo de la glucosa favorece la conversién de la glucosa

en biomasa y mantiene la naturaleza altamente proliferativa del cancer.®

Detras del interruptor glucolitico de las células cancerosas se encuentran mutaciones oncogénicas que
permiten la captacion de nutrientes y reprogramacion metabdlica hacia vias anabdlicas. El
microambiente dentro de los tumores cémo la hipoxia, la acidificacion extracelular y la cantidad de
nutrientes contribuyen ain mas al fenotipo metabdlico anormal. La priorizacion de la glucdlisis en las
células cancerosas estd mediada en parte por el factor inducible por hipoxia (HIF). Durante la hipoxia,
HIF se estabiliza y media la transcripcion de genes que promueven la supervivencia celular. También
se expresa en exceso en las células cancerosas debido a la hipoxia y a la sefializacion de PI3K-Akt,
gue generalmente esta regulada a la alta por mutaciones en cinasas de tirosina o por pérdida de la
funcién de p53, proteina responsable de regular la proliferacién y el metabolismo de la glucosa. Algunos
de los genes activados por HIF promueven el fenotipo glucolitico regulando la expresion del
transportador de glucosa, que regula la disponibilidad de nutrientes y la expresién de la isoenzima-1 de
la cinasa piruvato deshidrogenasa, lo que evita la entrada del piruvato en el ciclo del &cido tricarboxilico
y promueve rutas biosintéticas coémo la via de pentosas fosfato (Figura 6).

Durante la glucdlisis se produce una gran cantidad de lactato, por lo que la regulacion positiva por HIF
de los transportadores de H*/lactato, son esenciales para prevenir la acidificacion intracelular, lo que
causa la detencion del crecimiento en las células cancerosas. Debido a esto, la secrecién del lactato
no es solamente un mecanismo de eliminacion de desechos, sino también un proceso que mantiene la
tasa de glucdlisis y promueve la progresion tumoral y la metastasis. EI microentorno extracelular acido
resultante promueve la transicion epitelial a mesénquima en las células cancerosas, contribuye a la
resistencia a farmacos y perjudica la sefalizacion inmunoldgica de las células. La dependencia de las
células cancerosas a la glucdlisis y la secrecion de lactato sugieren razones adicionales para su uso,
ademas de una generacion rapida de ATP lo cual apoya la demanda de actividad del transporte de

membrana para regular el flujo de nutrientes y la homeostasis del pH (Figura 8).%°
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Figura 8. Metabolismo de la glucosa en células cancerosas bajo normoxia. Las células cancerosas aumentan
dramaticamente la captacion de glucosa y la glucdlisis. Una parte significativa del carbono de la glucosa se desvia a vias
biosintéticas cdmo combustible para proliferacion celular. El piruvato se desvia preferentemente a lactato. El metabolismo
oxidativo persiste, pero se desacopla del aumento de la glucdlisis. Los subproductos de la respiracion ROS exhiben actividad
anti-metastasis, lo que puede explicar por qué el cancer mantiene la oxidacion de la glucosa bajo control. (Modifcado de
Jianrong Lua, Ming Tanb, and Qingsong Caia (2015)).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México tiene una alta mortalidad por cancer cervicouterino, el cual esta asociado a infeccién por virus
de papiloma humano en un 95% de los casos; dentro de este porcentaje, el 70% esta asociado con el
genotipo de VPH16+. Por otra parte, se ha determinado que las alteraciones metabdlicas son un factor
importante en el origen y progresién del cancer lo que llevado a indagar el papel de la IL-2 y su
interaccion con la via JAK/STAT, tanto en este ambito como en el de la proliferacion y ciclo celular.

De modo que, se han llevado a cabo estudios in vitro con la linea de carcinoma de cérvix SiHa, la cual
estd asociada a VPH16+; que expresa el receptor funcional para IL-2. En dichas investigaciones, se ha
reportado que al estimular estas células con 10 Ul/mL de IL-2, aumenta la fosforilacion de JAKS3 y
STATS, asi como la proliferacion; por el contrario, al estimular con 100 Ul/mL la fosforilacién de estas
moléculas disminuye junto con la multiplicacién celular. Sin embargo, ain se desconoce el efecto de
estas dosis de IL-2 en la produccion de energia y expresion de moléculas involucradas en el
metabolismo celular, tales como: Flavoproteina, HIFla, Hexocinasa, GLUT 1 y subunidad 1 del
complejo citocromo b (UQCRC1). Al mismo tiempo, considerando el rol que juega STATS5 en células
normales, incrementa el interés por examinar con mas detalle su relevancia dentro del campo
metabdlico del cancer cervicouterino por medio de observar el efecto que puede provocar el

silenciamiento de la proteina bajo las mismas condiciones.

HIPOTESIS

La activacion de la via JAK/STAT por 10 Ul/mL y 100 Ul/mL de IL-2 estimulara la expresién diferencial
de genes y moléculas como flavoproteina, HIFla, hexocinasa, GLUT 1 y el complejo citocromo b
relacionadas a la glucdlisis y a la fosforilacién oxidativa, lo que ocasionara cambios metabdlicos
reflejados en la produccion de ATP y el silenciamiento de STATS disminuira la expresion de las mismas

moléculas y la producciéon de ATP.

16



OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de 10 Ul/mL y 100 Ul/mL de IL-2 sobre la produccion de ATP en células de cancer

de cérvix SiHa y SiHa con STATS5 silenciada.

Objetivos particulares

e Analizar el efecto de 10 Ul/mL y 100 Ul/mL de IL-2 sobre la produccién de ATP en células de
cancer SiHa a 30 min, 6 h, 10 h, 24 hy 48 h.

e Analizar el efecto del silenciamiento de STAT5 en células SiHa con 10 Ul/mL y 100 Ul/mL de
IL-2 sobre la producciéon de ATP a 30 min, 6 h, 10 h, 24 hy 48 h.

e Comparar la produccién de ATP de las células SiHa y SiHa con STATS5 silenciada contra células
mononucleares adherentes.

e Analizar el efecto de 10 Ul/mL y 100 Ul/mL de IL-2 sobre la expresion de genes relacionados a
la glucdlisis y a componentes de los complejos de la cadena respiratoria como son flavoproteina,
HIF1a, hexocinasa 2, GLUT 1, subunidad 1 del complejo citocromo b, debido a la activacién de
la via JAK-STAT.

MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

Se cultivo la linea celular de cancer de cérvix SiHa WT (VPH16+) y SiHa con silenciamiento en STAT5
con medio RPMI-1640 (Microlab, México) suplementado con 6% de suero fetal bovino (SFB), en un
ambiente de 5% de CO, a 37° de temperatura y humedad saturada. La resiembra se realizé cuando

las células se encontraban entre el 70-80% de confluencia.

Las células SiHa con STAT5 silenciada se obtuvieron del Laboratorio de Oncologia Molecular de la
Unidad de Investigacion en Diferenciacion Celular y Cancer en la Unidad Multidisciplinaria de
Investigacion Experimental Zaragoza por medio de la introduccion de un shRNA utilizando un plasmido

en células SiHa WT.
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Obtencion de linfocitos de sangre periférica

Para evaluar la produccion de ATP en células mononucleares adherentes se obtuvieron dos tubos de
6 mL de sangre periférica de donadores sanos por puncién con sistema Vacutainer con tubos de EDTA
K2; la sangre fue centrifugada a 2500 rpm por 7min para separar el plasma del paquete celular mediante
pipeteo; el paquete celular se lavé con RPMI (en un volumen igual al retirado), se resuspendié
suavemente y se centrifugd nuevamente, este lavado se repite tres veces. Una vez finalizados los
lavados, el paguete celular se resuspendio en RPMI y se vertieron alicuotas de 5 mL en tubos de 15
mL conteniendo 2.5 mL de Ficoll-paque (GE Healthcare) con una densidad de 1.077 g/mL, los cuales
fueron centrifugados por 30 min a 1500 rpm. Al separarse las fases, los linfocitos se obtuvieron
mediante pipeteo circular suave de la fase intermedia entre el RPMI y el Ficoll-paque. Se contaron por
medio de la cAmara de Neubauer y se cultivaron 45,000 células por pozo con RPMI con 20% de SFB
y 10 Ul/mL o 100 Ul/mL de IL-2 o sin tratamiento en placas de 96 pozos. Este método se realiz6é por
triplicado.

Cuantificacion de ATP

Para cuantificar la cantidad de ATP producido en cada condicion se utilizé el ATP Assay Kit de Merck
Millipore. Se sembraron 15,000 células SiHa WT para cada condicion en placas de 96 pozos. Los
ensayos se realizaron a 30 min, 6 h, 10 h, 24 h y 48 h. Los tratamientos se hicieron de la siguiente
manera: estimulando con 10 UI/mL y 100 Ul/mL de IL-2 y otro sin tratamiento, esto para cada tiempo.
Una vez cumplidos los tiempos, el ATP producido se midié por luminometria en un equipo Fluoroskan
Ascent (Thermo Scientific). El procedimiento del ATP Assay Kit de Merck Millipore comenz6 colocando
en cada pozo 100 ul de nucleotide releasing Buffer por 4min con movimiento suave. Se trasladaron las
muestras a una placa blanca para luminometria. Se agregaron 10 yl de ATP monitoring enzyme vy
después de 1-2 min, se leyé la placa en el luminbmetro Fluoroskan Ascent de Thermo Scientific. La
cantidad de ATP se calcul6 a partir de una curva estandar del ATP Assay Kit. Por cada molécula de
ATP consumida se produce un fotén. Los ensayos se realizaron por triplicado. EI mismo procedimiento
se aplico a las células SiHa con STATS5 silenciada. Los resultados fueron analizados estadisticamente

en el software Prisma 6.0 usando la prueba t de Student con significancia de p<0.05. y p<0.01.
Extraccion de ARN

Para evaluar la expresion de: Flavoproteina, HIF1la, Hexocinasa, GLUT 1 y subunidad 1 del complejo
citocromo b (UQCRC1). Se sembraron 1x10° células SiHa WT sin tratamiento, con 10 Ul/mL de IL-2, y
con 100 Ul/mL de IL-2 por 24 h'y 48 h. Cumplido el tiempo se desech6 el medio y se adicionaron 500
ML de Trizol. Las muestras homogeneizadas se trasladaron a un tubo Eppendorff de 1.5mL. Se

incubaron por 5 min a temperatura ambiente (t.a). Se agregaron 100 pL de cloroformo y se agitaron
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vigorosamente hasta formar una emulsién, se incubaron por 2-3 min a t.a. se centrifugaron en
microtubos a 12,000 rpm por 15 min a 4°C. Se transfirid la fase acuosa obtenida a un tubo Eppendorff
y se adicionaron 400 pL de isopropanol; se invirtieron las muestras tres veces y se agregaron 400 L
mas de isopropanol para precipitar el ARN. Se incubaron por 10 min. a t.a. para luego centrifugar a
12,000 rpm por 10 min. a 4°C. Se removi6 el sobrenadante y se lavo el boton de ARN con etanol (75%),
se mezclé por inversion y se centrifugé a 7,500 rpm por 5min. a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y el ARN
se dej6 secar cubierto con parafilm toda la noche. EI ARN se rehidraté con 40 uL de agua libre de
nucleasas. Se cuantificé disolviendo 1 uL de ARN en 199 uL de agua libre de nucleasas para tener una
dilucién de 1:200. Se determind la concentracion de ARN en un biofotbmetro Eppendorf a una
absorbancia de 260 nm.

Retrotranscripcion (RT-PCR)

Una vez purificado el ARN, se procedié a obtener el ADNc (ADN complementario) con 3 ug de ARNm
usando 1 pL de RevertAid M-MuLV RT, 5 uL de First Strand Buffer 5X, 1.5 pL de dNTP mix 10mM, 1.5
pL de oligo (dT) o 1.5 pL de hexdmeros aleatorios para la subunidad 1 del complejo citocromo b
(UQCRC1) llevado a un volumen de 25 pL con agua libre de nucleasas. Las condiciones de reaccion
en el termociclador (PTC-200 Peltier Thermal Cycler ALO28386) fueron 37°C por 90 min.

PCR

El ADNc se amplificé usando 3 uL de Taq Buffer de reacciéon 10X, 0.2 yL de Taq Polimerasa, 0.9 uL de
dNTPs 10 mn, 0.5 pL de cebador correspondiente y 3 uL de ADNCc para llevar a un volumen total de 20
ML con agua libre de nucleasas. La amplificacion se realizé en un termociclador (PTC-200 Peltier
Thermal Cycler ALO28386) por 2 minutos a 94°C; seguido de 30 ciclos a 94°C durante 30 s, 55°C por
30 sy 72°C por 60 s; y 10 minutos a 72°C. Los productos se separaron en un gel de agarosa al 1.5%
a 90 Voltios, tefido con 3 pL de SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen, USA).

En las bandas obtenidas, se realiz6 un analisis densitométrico comparado contra 3-actina en un equipo
ChemiDoc de Bio Rad.

Conjunto de cebadores utilizados

Cebador Forward Reverse pb
Flavoproteina
GGCACCAAACTATTCAACTCATC CAGCATGCTTCTCATCAAGTTC 100
(NDUFV1)

HIFla CCAGAGTCACTGGAACTTTCTT GCTCAGGTGAACTTTGTCTAGT 129
Hexocinasa CCTCCTACTTCTCTGGCTCTTA GACTTACACGAGGTCACATAGC 94
GLUT 1 CCACCTCACTCCTGTTACTTAC CCCACTTACTTCTGTCTCACTC 122
UQCRC1 CGAGTACCTCAGCACACATTAC | CTCTGCATATGTCCATGGGATG 127
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RESULTADOS

PRODUCCION DE ATP

Para determinar el efecto de la IL-2 sobre la produccion de ATP se realizaron ensayos por triplicado
utilizando el ATP Assay Kit de Merck Millipore. Los resultados se leyeron por medio de un fluorémetro
para después transformar la absorbancia obtenida en concentracion, por medio de una curva estandar

generada a partir del patron de ATP contenido en el kit.

La estimulacion con 10 Ul/mL de IL-2 aumenta la produccion de ATP en células

mononucleares adherentes

Para determinar el efecto de IL-2 sobre la produccién de ATP en células mononucleares, se les estimul6
con 10 Ul/mL y 100 Ul/mL de IL-2 durante 30 min, 6 h, 10 h, 24 h y 48 h, para hacer una comparacion
con el efecto de esta citocina sobre la produccion de ATP en células de cancer de cérvix.

Las células mononucleares presentaron un aumento significativo en la produccién de ATP, comparando
con su respectivo control sin tratamiento (S/T), al ser estimuladas con 10 Ul/mL y 100 Ul/mL, a
excepcion de las 10 h donde se observa que la mayor concentracion es 0.43 ug/mL de ATP con

estimulo o sin él (Figura 9).

Producciéon de ATP en células mononucleares adherentes
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Figura 9. Analisis de la producciéon de ATP en células mononucleares adherentes de individuos sanos tratadas con 10
Ul/mL y 100 Ul/mL de IL-2. Se utilizaron 45,000 células para cada ensayo por triplicado. Se retiré el medio antes de
estimular. Las células se estimularon con 10 Ul/mLy 100 Ul/mL de IL-2 por los tiempos establecidos. Cada grupo estimulado
fue comparado estadisticamente con su grupo control (S/T). Por medio del anélisis t de Student se encontrd significancia a
los 30 min, 6 h, 24 hy 48 h con una *p<0.05 y **p<0.01.
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La estimulacion con 100 Ul/mL de IL-2 aumenta la produccién de ATP en la linea celular
SiHa WT

Para determinar el efecto de IL-2 sobre la produccion de ATP en células de cancer de cérvix se
utilizaron las células SiHa WT (VPH16+).

Las células SiHa WT se estimularon con 10 Ul/mL y 100 UI/mL de IL-2 durante 30 min, 6 h, 10 h, 24 h
y 48 h para analizar el efecto de esta citocina sobre la produccion de ATP.

Las células SiHa WT presentaron aumento significativo en la produccién de ATP al ser estimuladas con
IL-2. Ademas, se observa aumento del 16% con 0.83ug/mL de concentracion de ATP hacia las 10 h
comparado con su control S/T. (Figura 10).

Producciéon de ATP en SiHa WT
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Figura 10. Analisis de la produccién de ATP en células de cancer de cérvix SiHa con 10 Ul/mL y 100 Ul/mL de IL-2. Se
utilizaron 15,000 células de la linea SiHa para cada ensayo por triplicado. Las células se estimularon con 10 Ul/mLy 100 Ul/mL
de IL-2 por los tiempos establecidos. Cada grupo estimulado fue comparado estadisticamente con su grupo control (S/T). Por
medio del andlisis t de Student se encontro significancia a los 30 min, 10 h, 24 h y 48 h con una *p<0.05 y **p<0.01.
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La estimulacion con 10 Ul/mL de IL-2 disminuye la producciéon de ATP en la linea celular
SiHa con STATS silenciada

En el Laboratorio de Oncologia Molecular se transfectaron células con siRNA para silenciar a la proteina
STATS. Estas células se utilizaron para determinar el papel de STAT5 en el metabolismo de las células
de cancer de cérvix.

Las células SiHa con STATS5 silenciada se estimularon con 10UI/mL y 100 Ul/mL de IL-2 durante 30
min, 6 h, 10 h, 24 h y 48 h para analizar el efecto de esta citocina sobre su produccion de ATP.

Las células SiHa con STATS5 silenciada presentaron reduccién en la produccion de ATP total. Ademas,
se observa disminucion de 12% con 0.48ug/mL de concentracion de ATP entre las 6 h y10 h con las
células estimuladas y sin estimular. Cada tiempo fue comparado con su respectivo control sin
tratamiento (S/T) (Figura 11).

Producciéon de ATP en SiHa con STATS5 silenciada
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Figura 11. Analisis de la produccién de ATP en células SiHa con STATS silenciada tratadas con 10 Ul/mL y 100 Ul/mL de IL-
2. Se utilizaron 15,000 células de la linea SiHa transfectada para cada ensayo por triplicado. Las células se estimularon con 10
Ul/mL y 100 Ul/mL de IL-2 por los tiempos establecidos. Cada grupo estimulado fue comparado estadisticamente con su
grupo control (S/T). Por medio del analisis t de Student se encontré significancia a los 30 min, 6 h, 24 hy 48 h con una *p<0.05
y ¥*p<0.01.
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EXPRESION DE GENES BLANCO DE STAT5

Se ha informado que STATS5 tiene un papel relevante en algunos tipos de cancer, de entre ellos figura
el cancer de cérvix; ademas es una molécula central en la regulacion de funciones celulares vitales,
por ejemplo, la proliferacion y metabolismo. Se decidié analizar como afecta el silenciamiento de esta
proteina a la expresién de moléculas relacionadas con el metabolismo, tales como flavoproteina, HIF1a,
Hexocinasa, GLUT 1y subunidad 1 del complejo citocromo b (UQCRC1). Se comparé la expresion de
estas moléculas en la linea celular SiHa y células SiHa con STATS5 silenciada. Las lineas celulares se
estimularon con 10 Ul/mL y 100 Ul/mL de IL-2 por 24 h y 48 h. Cada tiempo fue comparado con su
respectivo control sin tratamiento (S/T).

Expresion de las moléculas asociadas con el metabolismo celular (Flavoproteina, HIF1a,
Hexocinasa, GLUT 1 y subunidad 1 del complejo citocromo b (UQCRC1)) en la linea
celular SiHa WT tratada con IL-2

Los resultados muestran que la expresion de flavoproteina en células tratadas con 10 Ul/mL de IL-2
por 24 h aumenta significativamente (50.6%), mientras que a las 48 h de tratamiento con 100 Ul/mL la
expresion disminuye significativamente (2.1%). En la expresion de UQCRC1 a las 24 h con 10 Ul/mL
se observa un aumento significativo de 54% y a las 48 h la expresion disminuye 44%. Por otro lado, el
tratamiento con 100 Ul/mL a las 24 h y 48 h induce disminucion en la expresion de la molécula en un
33%. Para HIF1a la expresion es mucho mayor a las 24 h que a las 48 h. El estimulo con 10 Ul/mL por
24 h aumenta la expresion 21% mientras que con 100 Ul/mL a las 24 h y 48 h se observa el efecto
contrario disminuyendo 52% y 28% respectivamente. Con respecto a la expresion del transportador
GLUT1, se observa que el estimulo con 10 Ul/mL aumenta 13.4% a las 24 h; mientras que con 100
Ul/mL alas 24 h'y 48 h la expresion disminuye 11% y 33% respectivamente. La hexocinasa tiene mayor
expresion con el estimulo de 10 Ul/mL de IL-2, a las 24 h aumenta mas del doble comparado con el
control sin tratamiento. Conserva este efecto en un 58% a las 48 h. Con 100 UI/mL a las 24 h también
aumenta 57%. Sin embargo, a las 48 h el estimulo con 100 UI/mL induce una menor expresion de la

molécula en un 16%.

En general, se observa que a las 24 h el estimulo con 10 UI/mL aumenta la expresion de las moléculas

mientras que a las 48 h el estimulo con 100 Ul/mL induce una disminucién en la expresioén. (Figura 12).
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Expresion de genes metabolicos en SiHa WT estimuladas por 24h y 48h con IL-2.
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Figura 12. Expresion de genes metabdlicos en SiHa WT estimuladas por 24h y 48h con IL-2. El ensayo se realizd por
triplicado. Los productos obtenidos se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa contra B-actina en el equipo
ChemiDoc de Bio Rad. Se realizé un andlisis densitométrico para medir la expresion. Cada grupo estimulado fue comparado
con sus células control (s/t) por medio de t de Student con *p<0.05 y **p<0.01. A. Resultado representativo de uno de los
tres ensayos independientes con SiHa tratada con IL-2 por 24 h. B. Representacion grafica del promedio de tres ensayos
independientes de SiHa tratada con IL-2 por 24 h C. Resultado representativo de uno de los tres ensayos independientes
con SiHa tratada con IL-2 por 48 h. D. Representacion grafica del promedio de tres ensayos independientes de SiHa tratada
con IL-2 por 48 h.
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Expresion de las moléculas asociadas con el metabolismo celular (Flavoproteina, HIF1a,
Hexocinasa, GLUT 1 y subunidad 1 del complejo citocromo b (UQCRC1)) en la linea
celular SiHa con STATS silenciada tratada con IL-2

Los resultados muestran que la expresion de flavoproteina tratada con 10 Ul/mL se ve afectada
significativamente, a las 24 h disminuye un 79% y a las 48 h aumenta un 38%. El estimulo con 100
Ul/mL de IL-2 solo aumenta significativamente 28% a las 48 h. La expresion de UQCRC1 aumenta
significativamente un 51% a las 24 h y un 33% a las 48 h con el tratamiento de 100 Ul/mL. Con el
estimulo de 10 UI/mL la expresion disminuye significativamente 39% solo a las 48 h. El mismo efecto
se observa con HIF1la aumentando 37% a las 24 h 'y 48% a las 48 h con 100 Ul/mL, pero el estimulo
con 10 Ul/mL disminuye la expresion significativamente un 64% a las 24 h. La expresion del
transportador GLUT1 solo muestra una disminucion significativa del 70% a las 48 h. La hexocinasa
tiene menor expresién a las 24 h con el estimulo de 10 Ul/mL, disminuyendo un 82% y muestra una

expresion mayor, de 19%, a las 48 h con estimulo de100 Ul/mL de IL-2.

En general, se observa que a las 24 hy 48 h el estimulo con 100 Ul/mL aumenta la expresion todas las
moléculas significativamente y el estimulo con 10 Ul/mL solo aumenta la expresion de flavoproteina a
las 48 h. Aungue se observa un nivel de expresidon mas alto de todas las moléculas a las 48 h. (Figura
13).

A manera comparativa el estimulo con IL-2 en SiHa WT produce una expresién mas rapida cuando la
dosis es menor mientras que en SiHa con STATS5 silenciada se requiere una mayor dosis y tiempo de

exposicion para la expresion.
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Expresion de genes metabolicos en SiHa con STATS silenciada estimuladas por 24h y

48h con IL-2.
A.
Flavoproteina UQCRC1 Hifla Glutl Hexocinasa
100pb 127pb 94pb 122pb 129pb
10 100 10 100 10 100 10 100
Ul/ml Ullml uUl/ml ui/ml uifml Uifml Ulfml ui/mi UiYml Uifml
B.
31
Il Sin tratamiento (S/T)
B 1ou/mL
c 2. ot — B 1oouimL
'% — *
o = [ |
X
m 1 - *
*
*k *
0
2 N N N >
& (@) & & o
O A R N
O ) O
£ O o
R ) Q@+
<®
C.
Flavoproteina UQCRC1 Hifla Glutl Hexocinasa
100pb 127pb 9dpb 122pb 129pb
U:/?nl Ull;’:ﬂ i Ull/enl ulnf.?.- AL Ulll‘:M UIIZ:I A uf/?m uluffu st unll‘:nl ulxw
D.
34
- Sin tratamiento (S/T)
PR B 1ouimL
§ 2] S — Bl 1oouimL
7} ] [ | —
2 *
Q.
i
1
0-
w® N N «\ Q'b
'@Q Q'o *2§ » &
S O » N
OQ‘ 0O- () *o
® ¥

27



Figura 13. Expresion de genes metabdlicos en SiHa con STATS5 silenciada estimulas por 24 h y 48 h con IL-2. El ensayo se
realizé por triplicado. Los productos obtenidos se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa contra -actina en el
equipo ChemiDoc de Bio Rad. Se realizé un analisis densitométrico para medir la expresion. Cada grupo estimulado fue
comparado con sus células control (s/t) por medio de t de Student con *p<0.05 y **p<0.01. A. Resultado representativo de
uno de los tres ensayos independientes con SiHa con STATS5 silenciada tratada con IL-2 por 24 h. B. Representacion grafica
del promedio de tres ensayos independientes de SiHa con STATS silenciada tratada con IL-2 por 24 h. C. Resultado
representativo de uno de los tres ensayos independientes con SiHa con STATS5 silenciada tratada con IL-2 por 48 h. D.
Representacion grafica de tres ensayos independientes de SiHa con STATS silenciada tratada con IL-2 por 48 h.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En varios modelos tumorales se ha determinado que las citocinas pueden favorecer la regresion
tumoral. Las citocinas recombinantes se han utilizado preferentemente como inmunoterapia contra el
cancer, por ejemplo, IL-2 es una potente activadora de células del sistema inmune y estimula la
liberacion de varias citocinas. Particularmente, el efecto adyuvante de la IL-2 en cancer cervical se ha
probado en modelos tumorales asociados al VPH. La IL-2 también es muy importante para la activacién
de la via de sefalizacion JAK-STAT, la cual esta involucrada en procesos de proliferacién, ciclo celular,

metabolismo, diferenciacion, etc.*°

Para que la IL-2 ejerza su accion requiere unirse a su receptor. Hasta hace algunos afios se pensaba
que IL-2R era exclusivo de células del sistema inmune, no obstante, se ha informado su presencia en
células cancerigenas de diversos érganos, tales como el epitelio intestinal, las células epiteliales del
tibulo proximal, los fibroblastos, 2 o cancer de cérvix. El grupo de trabajo de Oncologia de la Unidad
de Investigacion en Diferenciacion Celular y Cancer en la FES Zaragoza, determind la presencia de IL-
2R en lineas celulares de carcinoma de cérvix CALO e INBL? al igual que en la linea celular SiHa.*®
También se demostrd que al tratar las lineas SiHa con 10 Ul/mL de IL-2 aumenta la proliferacion,

mientras que al utilizar 100 UI/mL la proliferacién disminuye.*

Cdémo ya se ha mencionado, en tejidos tumorales una produccién de ATP del 50% producida por la
glucdlisis genera ventajas porque permite que las células cancerigenas usen el nutriente extracelular
mas cuantioso (la glucosa), para producir abundante ATP; aunque el rendimiento de ATP por glucosa
es bajo, si el flujo glucolitico es suficientemente alto, el porcentaje de ATP producido por glucdlisis
puede exceder el producido a partir de la fosforilacion oxidativa. Otra ventaja es que la degradacion de
la glucosa proporciona a las células los productos intermedios necesarios para diversas vias,

beneficiando el efecto biosintético.
Produccion de ATP (mononucleares VS SiHa WT).

Entonces, el tejido canceroso consume grandes cantidades de glucosa independientemente de la
disponibilidad de oxigeno.3*3®* Como se observa en los resultados obtenidos, en su mayoria las células
cancerigenas presentan casi el doble de la produccibn de ATP comparado con las células
mononucleares (Figuras 9, 10 y 11). En cuanto a las células mononucleares, se observa que existe un
aumento en la produccion de ATP a los 30 min, 6 h, 24 hy 48 h con IL-2. Sin embargo, a las 10 h, que
es donde se produce la mayor concentracion de ATP (0.43 pg/mL), la produccién no se ve afectada

por la IL-2; mientras que en las células SiHa WT, generalmente ocurre un aumento significativo con
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100 UI/mL de IL-2, y algo similar ocurre con el estimulo de 10 Ul/mL, salvo a las 24 h donde disminuye

significativamente (figuras 9y 10).

Comparando estos resultados con observaciones obtenidas en cuanto a proliferacion en células SiHa,
se observa que el aumento significativo de ATP que ocurre con el estimulo de 100 Ul/mL se produce
cuando hay disminucién en la proliferacion con la misma dosis.? Por lo tanto, al encontrarse las células
en estado no proliferativo o quiescente, pueden ocupar el ATP en otras actividades celulares como

biosintesis y preparacion para entrar a alguna fase del ciclo celular.

Se ha observado en células normales y cancerigenas que el periodo de tiempo en el que existe
crecimiento celular con sintesis de proteinas y de ARN, que corresponde a la fase G1, es de 6 a 12
horas.*> Ademas se ha observado en células de cancer de colon*® que la produccién de ATP aumenta
durante la transicion de GO a G1. Este efecto también se observé en las células SiHa control y
estimuladas con IL-2. Estos resultados, en la escala de un ciclo celular, pueden sugerir un cambio

global en el recambio de ATP en la poblacién de células cancerosas.
Produccion de ATP (SiHa WT VS SiHa con STATS silenciada).

En otro orden de ideas, STAT5 es un regulador de la proliferacion y la supervivencia celular por su
capacidad para modular la expresion de varios genes involucrados en apoptosis o progresion del ciclo
celular, asi como la codificacién de genes de citocinas o factores de crecimiento. Ademas, se encuentra
activada constitutivamente o sobreactivada por una cinasa y/o por pérdida de reguladores negativos en
muchos tipos de células cancerosas***® incluidas las células de cancer cervical. En lineas celulares de
cancer cervical se demostré6 que las moléculas asociadas al receptor de IL-2, JAK3 y STATS se
encuentran activadas de manera constitutiva; al estimular estas lineas celulares con 10 Ul/mL de IL-2
la fosforilacion de JAK3 y STAT5 aumenta, al igual que la proliferaciéon. Por el contrario, al estimular
con 100 UI/mL la fosforilacién de estas moléculas disminuye al igual que la proliferacion.?#2® También
se ha observado que la expresién de STAT5 esta vinculada al estado de las células cervicales. Un
estudio presento6 que en casi el 58% de los casos de cancer, las células cervicales invasivas mostraron
un alto nivel de expresion de STAT5 en comparacion con las lesiones cervicales pre-cancerosas en las
gue el 33% de los casos mostraron una alta expresion de la proteina STAT5 y sus controles normales

demostraron una expresion casi insignificante de STAT5.46

Hay estudios que sefialan la capacidad de la IL-2 para reclutar a STATS5 hacia la mitocondria. Se ha
observado que después que STATS5 transloca a mitocondria ocurre el cambio metabdlico hacia
glucolisis,?” por lo que se especuldé que STATS5 deberia tener un papel importante en el metabolismo

de las células cancerigenas.*” Al comparar los resultados obtenidos de las células SiHa con STAT5
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silenciada con los resultados de las células SiHa WT, se observa que en general la concentracion de
ATP es menor cuando se silencia a STAT5 (figura 11). Se observa que con STAT5 silenciada la
estimulacion con IL-2 conduce a una disminucion en la concentracion de ATP, mas significativamente
con la dosis de 10 Ul/mL a las 6 h disminuyendo a 0.53 pg/mL. Con este resultado se puede inferir que,
al no expresarse una cantidad significativa de STAT5, es posible que la IL-2 administrada active su
receptor para interactuar con otras vias que también son activadas por el IL-2R, como Ras/Raf/MAPK,
PI-3K/AKT, Src, induccién de Bcl-2, entre otras, las cuales activan diferentes moléculas blanco cuya
funcion es regular y promover la supervivencia y proliferacion a través de la progresion del ciclo celular,
procesos antiapoptoticos, reorganizacion del citoesqueleto e interaccién de moléculas que limitan el

efecto Warburg.4849

Por ejemplo, los metabolitos producto de un ciclo de Krebs activo indican un abastecimiento adecuado
de energia, por lo que, por retroalimentacién negativa suprimen alostéricamente la actividad de PFK1
y la glucdlisis. Por lo tanto, la oxidacién activa de glucosa generalmente no es compatible con un alto
indice de glucdlisis.®” Tomando en cuenta los resultados de la producciéon de ATP de SiHa con STAT5
silenciada (Figura 11), es posible que las células cancerigenas con STATS5 silenciada se acerquen a
un modelo normal donde hay menor produccién de ATP entre las 6 y 12 horas, que corresponden a la
fase G1/S.*® También se observa que el silenciamiento de STAT5 no impide que se dé una respuesta

diferente en la célula cuando se estimula con 10 o 100 Ul/mL de IL-2.
Expresién de moléculas.

Como se ha mencionado anteriormente, el metabolismo de las células cancerigenas se asemeja al de
algunos tipos de células no cancerigenas cuando éstas estan proliferando. Por ejemplo, las células
madre embrionarias, que necesitan mantener altas tasas glucoliticas o aumentar la masa celular
interna, regulan al alza GLUT1, GLUT3, hexocinasa y fosfofructocinasa 1, lo cual conduce al aumento
de la sintesis de lactato.® Durante su transformacion, las células cancerigenas priorizan la proliferacion
incontrolada lo que conduce al aumento de la glucdlisis, hipoglucemia y produccion aumentada de
lactato, que son caracteristicas del efecto Warburg. Dentro de las contribuciones a este efecto, a nivel
molecular c-Myc induce la sobreexpresién de transportadores de glucosa (GLUT), de enzimas
glucoliticas y de lactato deshidrogenasa.®® De manera similar las mutaciones en p53, que en cancer
cervicouterino se asocian a E6 del genoma del VPH,>” permiten la desregulacién de la expresiéon de
transportadores GLUT1 y GLUT4. También aumentan la actividad de las enzimas glucoliticas,
fosfofructocinasa y fosfogliceratomutasa e inhiben la sintesis de citocromo-c-oxidasa-2. Ademas,

permiten la activacion de HIF a través de la via PI3K/AKT, para contribuir mas al efecto Warburg.*®
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Se ha reportado que STATS5 transloca a mitocondria después de la estimulacién con citocinas (como
IL-2 e IL-3), donde se une al bucle D del ADN mitocondrial y cumple una funcién en la regulacién del
metabolismo en células cancerosas.*’ Teniendo en cuenta ese papel, se decidi6 medir de manera
global el metabolismo en células SiHa y SiHa con STATS5 silenciada, con moléculas de la cadena de
transporte de electrones (flavoproteina y subunidad 1 del complejo citocromo b (UQCRC1)), con
hexocinasa que cataliza la primera reaccion de la glucolisis, el transportador de glucosa GLUT1 y el
factor inducible de hipoxia (HIF1a) y comparar la expresion estimulando las células con IL-2, que activa
vias asociadas al efecto Warburg. Se encontr6é que, generalmente a las 24 h de ser estimuladas con
10 Ul/mL de IL-2, las células SiHa aumentan la expresion de las moléculas: flavoproteina (51%), HIF1la
(20%), Hexocinasa (108%), GLUT1 (13%) y subunidad 1 del complejo citocromo b (UQCRC1) (54%)
(Figura 12). Este fendmeno puede relacionarse con el aumento en la proliferacion de células SiHa al
tratarlas con 10 Ul/mL de IL-2,*! donde la sobreexpresién de ciertas proteinas le permite a la célula

mantener un constante flujo energético y de biomoléculas de construccion para las células hijas.

Por otro lado, al estimular las células durante 48 h con 100 Ul/mL (Figura 12), la expresion de las
moléculas disminuye significativamente para flavoproteina, UQCRC1 y GLUTL1. Aun asi, se puede
apreciar disminucion en HIF1a y hexocinasa, lo que también puede relacionarse con disminucion en la
proliferaciéon encontrada con dicho estimulo en la misma linea célular.*! En las células SiHa con STAT5
silenciada, el aumento en la expresion de todas las moléculas se llevo a cabo con el estimulo de 100
Ul/mL durante las 24 h'y 48 h (Figura 13). Es decir, para que se lleve a cabo la expresion de genes en
mitocondria como moléculas de la cadena respiratoria y moléculas citoplasmaticas cémo HIFla,
GLUT1 y hexocinasa2, se necesita una mayor dosis de IL-2. Por otro lado se comprobé que el
silenciamiento de STAT5 deprime la proliferacién en células de cancer de cérvix HelLa e induce la
apoptosis celular.®* Ademas la inhibicién de la actividad STAT5 suprime el crecimiento celular e induce
apoptosis en lineas celulares de leucemia ( Ph + ALL).>? Esto se puede asociar con la menor expresion
de las moléculas mostrada en los resultados a las 24 h y que la sintesis de moléculas se lleve a cabo

mas lento, por lo cual se observa aumento general de expresion a las 48 h (Figura 13).

La cadena de transporte de electrones en las células cancerigenas se encuentra restringida o alterada
en parte por el efecto Warburg y en general por las mutaciones en las moléculas reguladoras del ciclo
celular, que se presentan durante la transformacion celular. Por lo tanto, sus moléculas también
presentan alteraciones, tal es el caso de la flavoproteinal que se encarga de transferir electrones en la
ubiquinona y el complejo citocromo b que es parte del complejo Ill. En cuanto a la flavoproteinal se
observo que su eliminacion aumenta el comportamiento metastasico de la linea celular de cancer de

mama MDA-MB-231.52 Otro estudio mostré que no se encontraba presente en 75% de las muestras de
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carcinoma cervical estudiadas.> Por lo tanto, es posible que tenga otras funciones en la célula que

contribuyen con el caracter cancerigeno de las células SiHa.

Cdmo componente del complejo Il se encuentra la subunidad 1 (UQCRCL1) esta proteina puede mediar
la formacion del complejo entre los citocromos ¢ y cl. Un estudio ha informado que UQCRC1 esta
desregulado en cancer. Por ejemplo, en los canceres de mama y de ovario la expresion de UQCRC1
esta aumentada y se ha encontrado en osteosarcoma que al disminuir la expresiéon de UQCRCL1 se
promueve la proliferacion celular.>® Los resultados muestran que el estimulo con 10 Ul/mL de IL-2
aumenta la expresion de flavoproteinal (51%) y UQCRCL1 (54%) a las 24 h (Figura 12). Tomando en
cuenta reportes anteriores sobre la diferente respuesta de las células a dosis altas y bajas de 1L-2,222°
es posible gue se activen diferentes mecanismos de regulacion sobre la fosforilacion oxidativa y que
estos tengan relacién con otros mecanismos celulares como proliferacion. La disminucién en la
expresion de ambas moléculas a las 48 h puede estar relacionada con la generacion tanto de energia
cdmo de biomoléculas necesitadas a lo largo del ciclo celular. En cuanto a las células SiHa con STAT5
silenciada, se observa que el estimulo con 10 UI/mL de IL-2 disminuye la expresion significativamente
a las 24 h de flavoproteina-1 (79%) y la aumenta a las 48 h con ambas dosis. Mientras que para
UQCRCI1 la expresion disminuye con 10 Ul/mL a las 48 h y aumenta al estimular con 100 Ul/mL por 24
y 48 h (Figura 13). Es probable que las células cancerigenas utilicen STATS5 constitutiva para mediar el

efecto con las diferentes dosis de IL-2.

Una caracteristica destacada del cancer cervical es la presencia de hipoxia y con ella la expresiéon de
HIF1a. Mdltiples estudios clinicos han sugerido que HIF1la es importante en la progresion del cancer
cervical, ya que su presencia se incrementa conforme al grado de displasia. HIF-1la aumenta la
expresion de moléculas que regulan la angiogénesis, el transporte de glucosa, la glucdlisis, la invasion
de tejidos/metastasis y proliferacion celular.®® El factor inducible por hipoxia 1 se relaciona con STAT5
al inducir su fosforilacién y aumentar su actividad de unién a ADN de manera que STAT5 puede actuar
como mediador en la expresién génica mediada por hipoxia.®”*® En los resultados se muestra que
HIF1a en las células SiHa tienen una mayor expresion (21%) con 10 Ul/mL de IL-2 que con 100 Ul/mL
a las 24 h (Figura 12), lo cual puede estar relacionado con la proliferacion celular reportada con las
mismas dosis de IL-2,*® ya que esta molécula media los factores que contribuyen a este proceso. En
las células con STATS silenciada ocurre un efecto opuesto (Figura 13) demostrando que una menor
presencia de este transductor de sefial obliga a HIF1a a requerir dosis mas altas de IL-2 para estimular

su expresion.

Uno de los blancos de accion de HIFla es el transportador de glucosa GLUT1. Mdltiples estudios

demuestran que la expresion de GLUT1 se correlaciona con el grado de la lesiébn en el cancer
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cervical,>*®% por lo que se decidi6 investigar como afecta la IL-2 la expresion. Los resultados muestran
gue en las células SiHa con 10 Ul/mL de IL-2 a las 24 h la expresién aumenta (13%) (Figura 12), similar
a lo reportado con HIFla. Mientras que en las células SiHa con STATS silenciada la expresion
disminuye con 10 Ul/mL de IL-2 a las 48 h (70%) (Figura 13). La estimulacion con IL-2 y el
silenciamiento de STATS5 afectan a HIFla, que a su vez afecta al transportador de glucosa 1 y su

expresion, ya que es uno de sus principales blancos.®12

Se sabe que la alteracién del metabolismo de las células cancerigenas implica una desregulacion en
la via de glucolisis, considerada una de las caracteristicas principales del cancer.® Para mantener esta
alta tasa metabdlica las células regulan los transportadores de glucosa al alza, asi como enzimas
glucoliticas cdmo la hexocinasa-2. Se ha observado en tejidos y lineas celulares de cancer de cérvix
gue se expresan niveles elevados de la hexocinasa-2 en comparacion con el tejido cervical sano.%%4
La hexocinasa-2 estad activa por el constante flujo de glucosa para la generacién de energia y

biomoléculas durante el ciclo celular.

A su vez, la IL-2 puede alterar el ciclo proliferativo de la célula y por consiguiente la regulacion de la via
de glucdlisis modificando la expresion de hexocinasa-2 que también esta relacionada con el
mantenimiento del estado proliferativo de las células.®® Asociado a estos antecedentes, la hexocinasa
muestra mas del doble de expresion con 10 Ul/mL de IL-2 comparadas con las células sin tratamiento
en SiHa (Figura 12). Por otro lado, dentro del cambio metabdlico que ocurre en las células de cancer,
STATS se sobre expresa incrementando ain mas la actividad de la glucdlisis. En las células silenciadas
se observa que la expresion de hexocinasa se incrementa con 100 Ul/mL (19%) (Figura 13) por lo que
el efecto que produce la estimulacion con diferentes dosis de IL-2 se ve alterada por la presencia de

STATS5, que cambia la actividad de la glucélisis por medio de otras moléculas como HIFlay GLUT1.

Con base en estos resultados y en otras investigaciones sobre el cancer cervicouterino, afirmamos que
STATS puede ser un blanco terapéutico, a través de inhibidores especificos, asi como apuntar a la via
JAK-STAT para limitar la replicacion descontrolada y regular el cambio metabdlico que acompafia a las

células en proliferacion.
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CONCLUSIONES

e Laestimulacion con IL-2 provoca que la produccion normal de ATP se altere al estimular algunas
de las moléculas relacionadas al metabolismo: flavoproteina-1, HIF1la, hexocinasa-2, GLUT 1y
subunidad 1 del complejo citocromo b.

e La disminucion en la expresién de STATS5 en las células cancerigenas altera la produccion de
ATP y el modo en que éste se distribuye a lo largo de su ciclo celular. Ademas, la expresion de
las moléculas (flavoproteina-1, HIFla, hexocinasa-2, GLUT 1, subunidad 1 del complejo
citocromo) se ve afectada en comparacion con las células sin silenciar. Por lo tanto, STAT5 es
capaz de interactuar con los ADN nuclear y mitocondrial, y también se confirma la importancia
de la presencia de esta molécula para la progresion del fenotipo canceroso en células de cancer

cervical.

PERSPECTIVAS

Analizar la produccién de ATP en otras lineas celulares de cancer de cuello uterino: HeLa (VPH18+),
INBL (VPH18+), HER3+ (VPH18+), Caski (VPH16+) y C33A (VPH-).

Analizar el efecto del silenciamiento de STAT5 en otras lineas celulares, centrandose en la expresion

de moléculas asociadas con la via de glucolisis y ciclo de Krebs.
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