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2. Resumen

Las células cancerosas carecen de un propdsito especifico dentro del organismo
humano, cuentan con numerosas desregulaciones metabdlicas, genéticas y
epigenéticas que dan paso a un fenotipo celular carente de un ciclo celular comun.
En el caso del cancer cervical, las desregulaciones anteriormente mencionadas
estan vinculadas, entre otras causas, a la presencia de material genético del VPH
(Virus del Papiloma Humano), que origina mutaciones en proteinas supresoras de
tumores, tales como pRB y p53, por lo que al igual que en otros tipos de cancer,
existe un gran interés por encontrar la forma de revertir los multiples hallmarks que

hacen que los tratamientos anticancerigenos tengan una eficacia baja.

Multiples estudios se han centrado en la caracterizacion de la via de la autofagia y
su funcion en células de mamiferos, sin embargo, lo que aln permanece como una
caja negra, es el papel dual que puede tener dicho proceso catabdlico,
particularmente en células cancerigenas, ya que dependiendo del contexto
biolégico en que se encuentre, puede inhibir o promover la progresion tumoral, por
lo que el presente trabajo se centr6 en la evaluacién de la induccién de autofagia y
estatus del flujo autofagico mediado por sales de litio en células HelLa y SiHa a
tiempos de 3, 6, 12 y 24 horas. Se analizo la expresion de las proteinas LC3B y p62
mediante Western Blot y se determind si existia presencia de autofagosomas
mediante microscopia epifluorescente. Los resultados obtenidos fueron diferentes

entre los modelos in vitro utilizados.
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3. Introduccidén

El cancer reune los trastornos metabdlicos y moleculares mas enigméticos que
existen dentro de la investigacion cientifica, trastornos que se resumen a una
rebelion de células que comienzan a dividirse tanto como sus telomeros se lo
permiten, evadiendo la muerte celular programada y, en la mayoria de los casos,
concluyendo en la muerte del individuo. Se trata de una rebelién tan ancestral que
las células que conforman a los animales estan dotadas de ‘“interruptores”
encargados de frenar dicho proceso mediante la induccién de suicidio celular. Tal
como lo desvel6 Bruce Ames (Ames, 1962), se sabe que el cancer es un conjunto
de enfermedades diversas, cuyas causas son mayormente externas, pues agentes
fisicos y quimicos tienen la capacidad de producir dafios en el ADN (Ridley, 1999).
En 1909, Peyton Rous propuso la existencia de un tercer agente involucrado en la
progresién tumoral, demostrd que un pollo afectado por un sarcoma podia transmitir
la enfermedad a otro pollo sano, sugiriendo asi que el cancer podia contagiarse.
Aungue su propuesta no fue aceptada, en los primeros afios de la década de los
80°s el Virdlogo Aleméan Harold zur Hausen demostré por primera vez la relacién
entre la infeccién genital por Virus del Papiloma Humano (VPH) y el cancer cervical,
y en 1996 la World Health Association reconocio el VPH como una causa importante

del cancer cervical (Burd, 2003).

El cancer cervical es un conjunto de enfermedades cuyas caracteristicas principales
son el crecimiento, desarrollo y ausencia en el control y orden de la multiplicacion
de las células del cuello uterino, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la

Salud, es el cuarto tipo de cancer mas frecuente en mujeres a nivel mundial,
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causando el 1.09% de las muertes en el mundo en el afio 2019 (Organizacién

Mundial de la Salud, 2022).

Si queremos encontrar algun dia la cura del cancer, antes debemos comprender la
funcién de los oncogenes, de genes supresores de tumores y de la compleja
maquinaria metabodlica caracteristica de wuna célula cancerosa. Se tiene
conocimiento de la desregulacién metabdlica que generan las oncoproteinas E6 y
E7 del VPH sobre p53 y el control de la muerte celular programada por apoptosis
(Bhattacharjee et al., 2022), lo cual ha ocasionado que los estudios cientificos se
enfoquen a la exploracion de rutas metabdlicas alternas para reactivar esta via, o
bien, para inducir otro tipo de muerte celular, como lo es la autofagia, un proceso
catabdlico que puede jugar un rol dual, es decir, puede favorecer la progresion
tumoral o puede actuar como supresora de tumores, esto depende en gran parte
del contexto en que se encuentre la célula, pues si se logra inducir una autofagia
sostenida o constante dentro de una célula, esta puede sucumbir ante el estrés y

desencadenar una muerte celular programada (Lum et al., 2005).
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4. Marco teoérico

4.1 Cancer

El cancer es el crecimiento anormal de células que carecen de un propoésito
funcional dentro del organismo, estas pueden propagarse hacia otras células,
organos adyacentes o incluso a otras partes del organismo (Roy & Saikia, 2016;
Wang et al., 2018.). El cancer no era una enfermedad comun hace 100 afios, sin
embargo, en décadas pasadas, su incidencia ha ido en aumento debido a cambios
en el estilo de vida, habitos e incremento de la expectativa de vida comun.
Actualmente es una de las mayores causas de muerte a nivel mundial, con mas de
11 millones de casos diagnosticados (Wang et al.,, 2018.). Ha ganado gran
protagonismo como enfermedad debido a la complejidad metabdlica que hay detras
de las células tumorales, dicho metabolismo llega a ser tan impredecible entre los
distintos tipos de cancer que la pregunta principal es: ¢el cancer tiene cura?, la
respuesta es que si, cuando se trata en etapas tempranas, sin embargo, dificiimente
es detectada alguna malignidad en estas fases, por lo que los esfuerzos por curarlo
estan mas centrados en etapas tardias, donde células tumorales y el microambiente
que las acompafa, se encuentra completamente desarrollados (Roy & Saikia,

2016).

Cirugia, radioterapia y quimioterapia son los tratamientos mas comunes y efectivos
para combatir la progresiéon tumoral, sin embargo, el tejido y células sanas también

son dafiadas en el proceso, por lo que se contintan explorando nuevos tratamientos

15



que tengan accion directa en los multiples hallmarks del cancer y la caracterizacién

de sus respectivos mecanismos moleculares (Wang et al., 2018.).

4.1.1 Hallmarks del cancer

El término “hallmarks del cancer” hace referencia al conjunto de capacidades
funcionales adquiridas por las células tumorales. Este concepto es una herramienta
que permite una visualizacion resumida de la complejidad del cancer. Como se
observa en la Figura 1, se han propuesto 14 hallmarks que incluyen: evasion de la
supresion del crecimiento, evasion de la destruccion inmune, inmortalidad
replicativa, promocion de la inflamacién tumoral, activacion de la invasion y la
metastasis, induccion de la vascularizacion, inestabilidad genémica y mutacion,
desregulacion del metabolismo celular, desbloqueo de la plasticidad fenotipica,
reprogramacion epigenética no mutacional, senescencia celular, microbiomas
polimorficos, sefalizaciones de proliferacion sostenidas y resistencia a la muerte
celular (Hanahan, 2022). Este conjunto de caracteristicas son objeto de estudio para
comprender de mejor forma la compleja maquinaria que posee una célula
cancerigena, y de esta forma dar paso al disefio de terapias mas especificas,

buscando mayor efectividad y menor cantidad de efectos secundarios.
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Figura 1. Hallmarks del cancer. Los hallmarks son caracteristicas comunes en el cancer como un conjunto de
enfermedades. Entre los multiples hallmarks destacan la sefializacion sostenida de proliferacion y la resistencia

a la muerte celular como objetivos principales de multiples terapias contra el cancer. Imagen modificada de
Hanahan, 2022.

4.1.2 Céancer cervical

El cancer cervical es una enfermedad de progresion lenta, inicia cuando aparecen
células anormales en el tejido cervical (displasia), que si no son destruidas, se
convierten en células cancerigenas, proliferando de manera descontrolada en la

region del cérvix, ubicada en la parte baja y angosta al final del utero.
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La mayoria de los casos de cancer de cérvix se desarrollan en la conjuncion
escamo-columnar, region limite entre el endocérvix y el ectocérvix (Figura 2) y la
principal causa de esta enfermedad es la infeccion persistente con el VPH, el cual
ha sido detectado en el 99.7% de los pacientes con cancer cervical alrededor de
mundo, ocupando el tercer lugar entre las malignidades que padecen las mujeres,
sélo por debajo del cancer de mama y cancer colorrectal, con cerca de 569,000
casos nuevos por afo y 4,100 defunciones por afo. La edad del primer encuentro
sexual, parejas multiples, fumar, co-infecciones, el uso prolongado de
anticonceptivos orales y displasias cervicales son otros de los factores de riesgo

asociados a la progresion del cancer cervical (Johnson et al., 2019).

Cérvix

Figura 2. Caracteristicas del cancer cervical. El cérvix es un canal que conecta vagina con el Utero. En la
mayoria de los casos, el cancer cervical se desarrolla en la conjuncién escamo-columnar, regién limite entre el
endocérvix (células glandulares) y ectocérvix (células escamosas). Imagen modificada de NIH, S.F.
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Figura 3. Incidencia y mortalidad de diferentes tipos de cancer a nivel mundial y nacional. En México, el cancer cervical ocupa el segundo lugar en incidencia y mortalidad.

Modificado de Ferlay, 2024.
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4.1.3 Céancer cervical en México

En México, el cancer cervical es el segundo tipo de cancer mas frecuente entre las

mujeres (figura 3), registrandose 9,439 casos nuevos en 2020 y 4,335 muertes,

representando el 12.6% y 5.7% respectivamente a nivel nacional (Ferlay, 2024).

Se trata de un problema vigente en nuestro pais y al igual que con los otros tipos de
cancer, se requiere de la suma de esfuerzos por encontrar tratamientos alternativos
0 blancos terapéuticos diferentes a los inductores de apoptosis, y un mecanismo
candidato para esto es la autofagia, ya que la mayoria de las células cancerosas

tienen la capacidad de evadir la muerte celular por apoptosis (Scarth et al., 2021).

4.2 Autofagia

Dentro de los procesos catabdlicos celulares se encuentran diversos sistemas de
degradacion, el mas comun, el sistema proteosoma-ubiquitina, encargado de
degradar de manera selectiva proteinas marcadas con ubiquitina, sin embargo, para
la degradacion de proteinas citoplasmaticas y organelos dafiados se requiere de la
activacion de la autofagia y su maquinaria (Sarkar et al., 2005). La autofagia es un
proceso catabdlico (Figura 4) que se induce bajo condiciones donde hay escasez
de nutrientes, dicho proceso esta relacionado con diversos procesos fisioldgicos
como la generacién de aminoacidos durante el arresto celular, control de calidad de
proteinas intracelulares y degradacion de proteinas o patdgenos (Lum et al., 2005).

Existen diversos tipos de autofagia tales como: autofagia candnica (macro

20



autofagia), autofagia mediada por proteinas chaperonas, micro autofagia, mitofagia,

pexofagia y xenofagia (Mizushima et al., 2011).

En todos los procesos autofagicos se genera una estructura de doble membrana
conocida como autofagosoma, que contendra al cargo (componentes intracelulares
que se degradaran), posteriormente el autofagosoma se convierte en autofago-
lisosoma al fusionarse con una estructura de una sola membrana conocida como
lisosoma, que contiene enzimas acidas tales como: glicosidasas, proteasas y

sulfatasas (Chan etal., 2012) que degradan al autofagosoma y cargo

simultdneamente (Vazquez-Nin et al., 2011).

FORMACION DEL
AUTOFAGOLISOSOMA Y
DEGRADACION DEL CARGO

o o FUSION
@ 3 = AUTOFAGOSOMA-LISOSOMA
]
i CITOPLASMA

ELONGACION DE LA

MEMBRANA DE

AISLAMIENTO
(AUTOFAGOSOMA)

FORMACION DE LA
MEMBRANA DE
AISLAMIENTO (FAGOFORO)

Figura 4. Proceso autofagico. 1. A partir de cambios estructurales en el RE se forma una invaginacioén conocida
como omegasoma. 2. El omegasoma, migra en direccion al cargo marcado por p62. 3. Las proteinas LC3BI
(fagoforo) y p62(cargo) se reconocen y forman un anclaje entre fag6foro y cargo. 4. Maduracién de LC3BI a
LC3BII que genera la elongacion y cierre de la membrana de aislamiento para formar el autofagosoma. 5.
Autofagosoma y lisosoma se fusionan para formar el autofago-lisosoma. 6. Las enzimas proteoliticas del
lisosoma catabolizan autofagosoma y cargo en macromoléculas para su posterior reciclaje. Modificado de
Véazquez-Nin et al., 2011.
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4.2.1 Autofagia en células tumorales

El papel de la autofagia en células cancerigenas aun es difuso, ya que puede
promover la supervivencia tumoral o inhibirla (Figura 5), su funcion depende

directamente del tipo de tejido y estadio del cancer ( Xu et al., 2020).

Por un lado la autofagia puede proporcionar un medio de reciclaje de nutrientes
necesarios para que la célula pueda sobrevivir y generar el microambiente tumoral
caracteristico de la enfermedad, que en la mayoria de las veces, implica un estado
de acidosis, inflamacion y deficiencia de nutrientes, ademas de que se ha reportado
gue en cancer de pancreas se reduce la muerte celular por apoptosis al promoverse
la formacion de autofagosomas mediante la disminucién en la fosforilacion de
MTOR, cinasa involucrada al crecimiento, proliferacion y supervivencia celular (Kim
et al., 2017). Por otro lado, la constante formacién de autofagosomas que degraden
distintos organelos celulares, o la induccion de tipos especiales de autofagia, como
la cromatofagia (degradacion autofagica de la cromatina) pueden a su vez generar

un estrés que lleve a la célula hasta su colapso (Vazquez-Nin et al., 2011).

El eje PISBK/AKT/mTOR es el principal regulador de la autofagia(Xu et al., 2020), sin
embargo, existe una via independiente a mTOR que se relaciona con los niveles de

expresion de la Inositol Monofosfatasa (IMPasa) (Sarkar & Rubinsztein, 2006).
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Figura 5. Papel dual de la autofagia. A. El microambiente tumoral genera un estrés constante en las células
cancerigenas, activandose la via de la autofagia por inhibicion de mTOR, dicha autofagia se realiza en niveles
bajos y periodos de tiempo cortos para favorecer el reciclaje de aminoacidos y promover la supervivencia celular.
B. Estimulos especificos son capaces de activar la autofagia mediante la inhibicion de IMPasa (via
independiente de mTOR) o la via dependiente de mTOR, promoviendo un aumento en el flujo autofagico que
se sostiene durante periodos de tiempo largos, culminando en un aumento del coste energético, estrés celular
y degradacion de organelos celulares vitales, induciendo muerte celular. Imagen basada de Kim et al., 2017.

4.2.2 Eje PIBK/AKT/mTOR

El eje PIBK/AKT/mTOR generalmente se encuentra hiperactivo en diversos tipos de
cancer, lo cual le permite regular mecanismos celulares como supervivencia celular,
metastasis, proliferacion celular, crecimiento y angiogénesis. Se trata de una ruta
gue se regula negativamente de manera mutua con la ruta RAF/MEK/ERK (Ersahin

et al., 2015).

La presencia de factores de crecimiento o aminoacidos intracelulares promueven

que PI3K se active, mediante fosforilacion a AKT, que a su vez fosforila proteinas
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citoplasmaticas para promover el crecimiento y supervivencia celular, como lo es
MTOR, uno de los principales efectores rio abajo cuya caracteristica principal es la
de participar como una serina/treonina cinasa que funciona como sensor de
nutrientes y que forma dos complejos multiproteicos: RAPTOR (asociado al
complejo mMTORC1) y RICTOR (asociado al complejo mTORC2) (Ersahin et al.,

2015; Lum et al., 2005).

Cuando AKT inhibe a TSC1-TSC2, promueve a la GTPasa Rheb que activa el
complejo mTORC1, promoviendo la sintesis de proteinas inactivando 4E-BP1 y
activando S6K1, se induce la biogénesis de lipidos mediante la activacion de
SREBP1 y PPAR, y se inhibe la autofagia mediante el bloqueo de ULK1. También
puede tener un papel fundamental en la progresién tumoral, pues la expresion de
MTORCL1 activa a RhoA, iniciando la remodelacion de actinas del citoesqueleto,
teniendo un rol pro-metastasico que también se asocia a alteraciones en la cinasa

de adhesion focal (FAK) (Ersahin et al., 2015; Klionsky et al., 2008).

La inhibicion de mTORC1 desencadena la activacién de la via de la autofagia ya
gue mTORCL1 es negativamente regulada por SHOC2, uniéndose a RAPTOR y
removiéndolo de mTORC1, ocasionando la inactivacibn de este complejo, vy
derivando en la activacién mediante desfosforilacion del complejo ULK1, induciendo

el inicio del flujo autofagico (Klionsky et al., 2008).
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Figura 6. Via de sefializacidn de la autofagia dependiente de mTOR. La inactivacion del eje PIBK/AKT/mTOR
conduce a la inhibicién de la sintesis de proteinas. Mediante desfosforilacion, se activa el complejo ULK1, que
actua sobre el complejo PI3K y el complejo Atg12-Atg5/Atgl16, el primero involucrado en la formacion de la
membrana de aislamiento, y el segundo implicado en la lipidacion de LC3 para la maduracién de la membrana
de aislamiento. Modificado de Kegg pathway, 2023.

4.2.3 Maquinaria pre-autofagosomal

El inicio de la autofagia esta caracterizado por la formacién de autofagosomas, los
cuales aun no se sabe exactamente de qué organelo provienen, sin embargo, la
hipotesis de que se generan a partir del RE es la mas validada hasta ahora, pues
se ha observado gran proximidad entre autofagososmas y el RE. En dicho proceso
se encuentran involucradas mudltiples proteinas ATG (AuTophaGy) tales como

ULK1, Atg9, el complejo Atg2-Atgl8, el complejo PI3K y dos sistemas de
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ubiquitinacion (Mizushima et al., 2011). Como se muestra en la figura 7, ULK1 es
parte de un complejo conformado por ULK1-mAtgl3-FIP200-Atg101, el cual es
desfosforilado y activado cuando hay inducciéon de autofagia, ocasionando una
translocacion lateral del complejo PI3K a la seccion especializada del reticulo
endoplasmico para producir PIP y generar la membrana de aislamiento mediante
cambios en la composicion de la membrana del RE. Pese a que PI3P no se
encuentra usualmente en el RE, se cree que es Atgl4 quien se encuentra en el RE
y se encarga de reclutar el complejo de PI3K para producir una region enriquecida
con PI3P conocida como omegasoma, cuya forma asemeja a la de la letra omega
del alfabeto griego, indicando morfolégicamente la biogénesis del autofagosoma

(Mizushima et al., 2011).

RETICULO
ENDOPLASMICO

NUCLEO

FORMAGCION DE LA
WMEMBRANA DE
¢ AISLAMIENTO (FAGOFORQO)

CITOPLASMA

Figura 7. Maguinaria pre-autofagosomal. Atg13, que forma parte del complejo ULK1 interactla con Atgl4 para.
reclutar al complejo PI3K al RE, produciendo PI3P, encargado de realizar modificaciones en la membrana del
RE para formar el omegasoma, posteriormente este se convierte en membrana de aislamiento, encargada de
envolver el cargo. La membrana de aislamiento madurara gracias a la incorporacion de la isoforma lipidada de
LC3B(LC3B-Il). Figura de autoria propia.
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4.2.4 El flujo autofaqico

El flujo autofagico comprende la formacion del omegasoma que posteriormente se
convertird en membrana de aislamiento, la formacion del autofagosoma con el cargo
marcado en su interior, la formacion del autofagolisosoma a partir de la fusion

autofagosoma-lisosoma y la degradacion del cargo (Yoshii & Mizushima, 2017).

La autofagia puede ser inhibida en mdultiples etapas: inicio de la autofagia,
interrupcion de la elongacion de la membrana del fagéforo, inhibicién de la fusion
autofagosoma-lisosoma e inhibicion de la degradacion lisosomal como se muestra
en la figura 8 (Klionsky et al., 2008). La activacion o represion de la autofagia esta
acompafiada por un cambio en el numero de autofagosomas y lisosomas en las
células (Rossi etal., 2009). Existen multiples compuestos cuya capacidad de
interrupcion del flujo autofagico esta bien documentada. La cloroquina, por ejemplo,
es comunmente usada para estudiar el flujo autofagico ya que aumenta el pH
lisosomal, inhibiendo la degradacion del cargo y autofagosomas, originando una

sobreexpresion de los marcadores moleculares LC3B-1l'y p62 ( Xu et al., 2022).

Para medir el flujo autofagico es necesario determinar los niveles de expresion de
LC3. p62 es otro marcador utilizado para monitorear el flujo autofagico ya que se
une a LC3 y es selectivamente degradado por la autofagia. Es necesario el uso de

inhibidores de degradacion lisosomal para el monitoreo del flujo autofagico. La
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diferencia en la cantidad de LC3 entre las muestras con y sin inhibidores lisosomales

indican el nivel del flujo autofagico (Yoshii & Mizushima, 2017).

Flujo autofagico
constante @

ELONGACION DE LA

MEMBRANA DE FUSION FORMACION DEL

AUTOFAGOLISOSOMA Y
DEGRADACION DEL CARGO
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AISLAMIENTO (FAGOFORO) AISLAMIENTO AUTOFAGOSOMA-LISOSOMA

(AUTOFAGOSOMA)

Flujo autofagico
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Figura 8._Flujo autofédgico. A. Se muestra las etapas de un flujo autofagico sin interrupciones, logrando
concretarse la degradacion del cargo. B. El flujo autofagico se ve interrumpido cuando no se da la fusion
autofagosoma-lisosoma(B.1), por lo que tanto autofagosomas como cargo carecen de degradacion,
ocasionando acumulacién de estos. Modificado de Vazquez-Nin et al., 2011.
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4.2.5 Marcadores moleculares del flujo autofagico

El marcador principal para el estudio de los autofagosomas es LC3-Il, el cual se
encuentra escindido en su término C por Atg4 para formar LC3-l, y es
covalentemente conjugado a PE para formar LC3-1l, el cual permanece asociado a
las membranas de autofagosomas hasta su degradacion (Evans et al., 2019). Otro
marcador que es de gran relevancia para el monitoreo de la actividad autofagica es
p62, que es caracteristico de la autofagia selectiva, el cual vincula el cargo que se
degradard en conjunto con LC3-ll, ubicado en la superficie del fagéforo en
crecimiento (Figura 9A). La autofagia selectiva depende directamente del marcaje
del cargo, dicho marcaje suele estar determinado por colas de ubiquitina y cargo,
gue, en conjunto, forman largas estructuras que permiten la elongacion del fagéforo,
ocasionando que el cargo marcado quede anclado a la parte interior de la
membrana del fagoforo (Figura 9C). Bajo condiciones normales p62 es
continuamente producido y degradado mediante autofagia selectiva, sin embargo,
cuando hay acumulacién de sustratos autofagicos, p62 es redirigido para actuar

como un receptor de autofagia (Lamark et al., 2017).

Los niveles de LC3-Il y p62 pueden ser medidos por Western Blot (Inmunoblot), un
incremento de los niveles de LC3-ll o de la cantidad de autofagosomas puede
indicar un incremento en la actividad autofagica, y al mismo tiempo puede sugerir
una reduccién en la degradacién de los autofagosomas, causando su acumulacion
(Evans et al., 2019). Disminucién en los niveles de LC3-Il indican una disminucién
en la sintesis de autofagosomas, incremento en niveles de LC3-ll indican un

29



incremento en la sintesis de autofagosomas o un posible bloqueo del flujo

autofagico (Evans et al., 2019). Un incremento en la expresion de p62 puede indicar

un arresto en el flujo autofagico, mientras que la disminucion en la expresion de p62

puede indicar que el cargo se esta degradando y por lo tanto el flujo autofagico se

esta llevando a cabo de principio a fin (Figura 9B) (Lamark et al., 2017).

Aunqgue la actividad autofagica es baja en condiciones basales, puede ser sobre-

regulada cuando la célula se ve sometida a condiciones de estrés como el arresto

de nutrientes, hipoxia, disminucion de energia, alteraciones en el RE y temperatura

elevada (Chan et al., 2012).
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Figura 9. Marcadores del flujo autofagico. A. Proteinas asociadas a estructuras en la autofagia. B. Interpretacion de los niveles de
expresion de LC3B y p62. C. Estructura interna del autofagosoma. Modificado de Lammark et al, 2017.
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4.3 Reposicionamiento del litio como farmaco antitumoral

El costo y tiempo requerido para el desarrollo de nuevos farmacos significan
ganancias de dinero menores que el que invierten las farmacéuticas, por lo que el
reposicionamiento de farmacos cobra gran relevancia. El reposicionamiento de
farmacos es una estrategia que consiste en la identificacion de nuevos usos para
farmacos aprobados o en etapas de desarrollo. Esta estrategia ofrece varias
ventajas, tales como: riesgo de error menor, marco de desarrollo menor, menor
investigacion y la inversibn que conlleva (Pushpakom etal., 2018). Para una
eficiente reposicion de farmacos se requiere de una seleccion cuidadosa, seguido
por una demostracién de su efectividad en contextos biolégicos, algunos de estos
métodos son: reposicionamiento de farmacos basados en actividad,
reposicionamiento de farmacos basado en literatura y reposicionamiento de

farmacos in sillico (Masuda et al., 2020).

Bajo este contexto, el estudio de los efectos de las sales de litio ha ganado
popularidad en los dltimos afios. En 1817, Johan Arfwedson descubrio6 el litio, un
metal alcalino, y catiébn monovalente en solucién (Snitow et al., 2021) . A mediados
del siglo XIX los fisicos, mediante estudios in vitro, observaron que el litio tenia la
capacidad de disolver el acido urico del rifidn, por lo que rapidamente se iniciaron
estudios para tratar enfermedades como la gota. Transcurridos los afos, las sales
de litio ganaron terreno como tratamiento en desérdenes mentales, tales como
mania o desordenes bipolares, en donde aln se reporta una alta eficacia como
tratamiento (Damri et al., 2021; Sarkar & Rubinsztein, 2006). Mdultiples estudios han

revelado diferentes mecanismos de accion del litio, entre los efectos reportados se
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encuentran: induccion de apoptosis e inhibicibn de crecimiento celular en
melanomas (Nordenberg et al., 1987; Zhang et al., 2021), inhibicién de apoptosis e
induccion de necroptosis en schwanomas (Wang et al., 2017), neuroproteccion en
pacientes con cancer, mediante la reduccién de niveles de calcio intracelulares
(Khasraw et al., 2012), reduccion de viabilidad celular e induccion de autofagia en

diferentes fases del ciclo celular en células HCC-29 (Taskaeva et al., 2020),

o
/ C\
Li* : o b’ Lit — CI
Carbonato de Litio (Li.CO;) Cloruro de Litio (LiCl)

Figura 10. Estructura guimica condensada de las sales de litio. Sarkar & Rubinsztein, 2006

El presente estudio se centrd en la evaluacion de la induccién de autofagia mediada
por sales de litio en un modelo in vitro de cancer cervical, usando las lineas celulares

HelLa y SiHa, células cancerosas con multiples desregulaciones metabdlicas.

Por un lado las células HeLa son de tipo epitelial, provenientes de un
adenocarcinoma del cervix, contienen secuencias del VPH 18+, expresa niveles

bajos de p53 y niveles normales de pRB (Scheffner et al., 1991) mientras las células
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SiHa son de tipo epitelial, provenientes de un carcinoma de células escamosas,
contiene secuencias de VPH 16+ y expresa p53+ y pRB+ como genes mutados

(Baker et al., 1987).
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5. Planteamiento del problemay Pregunta de
investigacion
Los tratamientos actuales contra el cancer de cérvix incluyen cirugias, radiacion,
quimioterapia e inmunoterapia (Wang et al.,, 2018.). Sin embargo, el uso de
cualquiera de estos procedimientos esta condicionado al estado de desarrollo del
cancer, siendo en las etapas mas avanzadas donde se registra un menor porcentaje
de supervivencia en las pacientes, por lo que la exploracién de tratamientos alternos
lleva a plantear si las sales de litio, que han demostrado tener influencia en diversas
vias de sefalizacion, pueden inducir autofagia sostenida la cual pueda concluir en
muerte no apoptoética en células de cancer cervical y de esta forma contribuir en la
caracterizacion de nuevos blancos terapéuticos para el desarrollo de tratamientos
que ofrezcan mayor porcentaje de éxito y menos efectos adversos que los

tratamientos anticancerigenos actuales.
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6. Hipotesis

Se ha reportado la induccion de autofagia mediada por sales de litio como el LiCl en
multiples modelos in vitro, por lo que las sales de litio (LIiCl y Li2COs) regularan la
via de la autofagia en células HelLa y SiHa, promoviendo, a nivel celular, un flujo
autofagico ininterrumpido, y a nivel molecular se inducira un aumento de los niveles

de expresion de LC3B y una disminucion de p62.
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7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Evaluar el papel de las sales de litio (LiCl y Li2CO3) en la regulacion de autofagia en

células HelLa y SiHa.

7.2 Objetivos particulares

e Evaluar, la expresion de LC3B y p62 en células HelLa y SiHa estimuladas con
sales de litio en intervalos de tiempo de 3, 6, 12 y 24 horas.

e Analizar el flujo autofagico mediante la relacion entre los niveles de expresion
de LC3B y p62 en presencia de sales de litio.

e Observar la formacién de vesiculas asociadas a la actividad autofagica.
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8. Material y métodos
8.1 Cultivo celular

Se seleccionaron células HelLa (VPH 18+), SiHa (VPH 16+) que fueron cultivadas
en medio RPMI suplementado con Suero de Ternera de Neonato al 10% a una
temperatura de 37°C en una atmoésfera humidificada con 5% de CO2/ 95% de aire.
Para la extraccion de proteinas se resembraron 100,000 células por pozo en placas
de 12 pozos y para visualizar la formacion de autofagosomas con el kit de deteccion
de autofagia CYTO-ID® se resembraron 7,000 células por pozo en placas de 96
pozos, 24 horas después de la siembra, se les aplicaron diferentes estimulos: SE
(Sin estimulo) , R (Rapamicina 10uM) como control positivo de autofagia, CQ
(cloroquina 50uM) como inhibidor de fusion lisosomal para arresto del flujo
autofagico, R/CQ (rapamicina + cloroquina) y dos sales de litio, donde las
concentraciones utilizadas se obtuvieron a partir de resultados previos en el grupo
de trabajo, en donde se determinaron las IC50 para cada linea: LiCl (HelLa, 23.14
mM y SiHa, 23.43mM) y Li2COs (HelLa, 11.52 mM y SiHa 20.57 mM). La
concentracion de rapamicina y cloroquina fue establecida a partir de experimentos
preliminares partiendo de los rangos propuestos por Klionsky et al., 2008. Se
escogieron las concentraciones que mayor produccién de autofagosomas

exhibieron. Finalmente e establecieron tiempos de analisis de 3, 6, 12 y 24 horas.
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8.2 Western blot

Para la extraccion de proteina total, se lisaron las células con buffer de lisis RIPA
(sc-24948, Santa Cruz Biotechnology) + Coctel de inhibidores de proteasas
(Complete Roche 11697498008). La concentracion final de las proteinas se
determiné a una longitud de onda de 280nm usando el equipo EPOC Bio Tek. Se
desnaturalizaron 50 pg de proteina en buffer de carga Laemmli por 10 minutos a
100°C. Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis, usando geles de
poliacrilamida-SDS al 18%, se transfirieron a membranas de PVDF (0.45uM). Las
membranas se bloquearon con TBS-tween 20 al 1% y leche libre de grasas al 5%,
se lavaron con TBS-Tween 20. Se incubaron las membranas con anticuerpos rabbit
anti-p62/SQSTM1 (Cat.No: A19700, dilucién 1:1,000, ABclonal), mouse anti-LC3[3
(Cat.No: sc-376404, dilucién 1:1,000, Santa Cruz Biotechnology), y mouse anti -
actina (Cat.No: AC004, dilucién 1:10,000, ABclonal), durante toda la noche a 4°C.
Luego de lavar las membranas con TBS-Tween 20 se incubaron las membranas
con anticuerpo secundario antirabbit igG (7074s, dilucion 1:10,000, Cell Signaling
Biotechnology) y antimouse igG (7076s, dilucion 1:10,000, Cell Signaling
Biotechnology) por 1h a temperatura ambiente y agitacién constante. Se realizaron
lavados con TBS-Tween 20 y se revelaron las bandas usando un sustrato Clarity
Max™ Western ECL (Cat. #1705062, Bio Rad) y un scaner C-DiGit Blot, LI-COR.
Los analisis semicuantitativos de los resultados se realizaron usando el software

Image J.
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8.3 Deteccion de Autofagia mediante CYTO-ID®

Se retir6 de manera cuidadosa el medio y los estimulos de las placas de 96 pozos,
se agregaron 100 uL de buffer de ensayo 1x por pozo. Se retird el buffer y se
agregaron 100 uL de solucién de deteccion dual de color, protegiendo la muestra
de la luz y se incubaron por 30 minutos a 37°C, se realizaron lavados a cada pozo
con 200 uL de buffer de ensayo 1X y se agregaron 100 uL de buffer ensayo fresco.
Se observaron las placas bajo un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse

TS2R-FL, JAP).

8.4 Anédlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicados. Los datos se presentan como
medias. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando GraphPad Prism version 9.0
(GraphPad software, inc., La Jolla, Ca, USA). Se analiz6 la normalidad de los datos
obtenidos con una prueba de Shapiro-Wilk, posteriormente se analizaron las
diferencias intergrupales mediante t de student. El valor de p menor a 0.05 se

consider6 como indicador de diferencias estadisticamente significativas.
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9. Resultados

Se evalud el flujo autofagico en las lineas celulares HeLa y SiHa mediante Kit de
Deteccion de Autofagia CYTO-ID® y Western blot en intervalos de tiempo de 3, 6,
12 y 24 horas. Los modelos in vitro fueron estimulados como se muestra en la tabla

1, siendo LiCl y Li2COslos compuestos de principal interés en el presente estudio.

Tabla 1. Concentraciones de los estimulos aplicados a cada linea celular.

HelLa SiHa

Compuesto Concentracion Concentracion
SE - -

R 10 uM 10 uM

CQ 50 uM 50 uM
R/CQ 10 pM/50 pM 10 pM/50 pM
LiCl 23.14 mM 23.43 mM
LiCI/CQ 23.14 Mm/50 pM 23.43 mM/50 pM
Li2COs3 11.52 mM 20.57 mM
Li2COs/CQ 11.52 mM /50 uM 20.57 mM /50 uM
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9.1 Patrones temporales en células HelLa: efecto de los estimulos en la
induccion de autofagia.

9.1.1 3 Horas

Como se observa en la figura 11, de LC3pB fueron constantes entre los estimulos
aplicados mientras que p62 mostré mayor expresion frente al grupo SE durante las
primeras 3 horas, observandose mayor expresion de p62 frente a LC3B. Al mismo
tiempo, en lafigura 12, sélo se observo presencia de autofagosomas en los grupos
CQ, R/CQ, LiCl, Li2CO3 y Li2CO3/CQ, en este ultimo se logro detectar una sefial
mas intensa que en el resto de los grupos
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Figura 11. Evaluacién mediante Western Blot de |la actividad autofagica en células HelL a estimuladas
por 3 horas. A. Imagen representativa de los niveles de expresion de las proteinas LC38 y p62, usando (-
actina como control de carga. B Andlisis densitométrico de los niveles de expresién de LC3B y p62. C. 1
Comparacion de los niveles de expresion de LC3By p62 de SE vs LiCly Li2COa. (*p=<0.0332, **p=<0.0021).
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Figura 12. Evaluacién mediante Cyto-ID de la actividad autofagica en células Hel a estimuladas por 3 horas. A. La acumulacion de autofagosomas Unicamente es visible en
células estimuladas con Li2COs.
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9.1.2 6 Horas

Se detecto disminucion gradual en la expresion de p62 en estimulos como R, LiCly
LiCI/CQ, asi como un aumento gradual en niveles de expresion de LC3(B y
mantenimiento de los niveles de p62 en estimulos que contenian CQ. En la figura
14, la presencia de autofagosomas unicamente fue observada en las células
estimuladas con CQ y en los grupos LiCl y Li2COs. La figura 13 muestra que en el

grupo LiCl disminuyo la expresion de p62 y LC3 en contraste con el grupo LiCl de

3 horas.
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Figura 13. Evaluacién mediante Western Blot de la actividad autofagica en células HelLa estimuladas

por 6 horas. A. Imagen representativa de los niveles de expresion de las proteinas LC38 y p62, usando (3
actina como control de carga. B Analisis densitométrico de los niveles de expresion de LC3B y p62. C.
Comparacion de los niveles de expresion de LC3By p62 de SE vs LiCl y Li2COs. (*p= <0.0332, **p=<0.0021).
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Figura 14. Evaluacién mediante Cyto-ID de la actividad autofagica en células HelLa estimuladas por 6 horas

estimuladas con CQ.
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. A. La acumulacién de autofagosomas Unicamente es visible en células
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9.1.3 12 Horas

Se observé aumento en la expresion de LC3[ de los grupos estimulados con Li2COs
y LIiCl vs el grupo SE, por otro lado, en la figura 15 la degradacion de p62 es
notable al verse disminuidos sus niveles de expresion, excepto en los grupos de
CQ, R/CQ, donde los niveles son mas elevados que en tiempos anteriores, los
grupos LIiCI/CQ y Li2CO3/CQ mostraron aumento de expresion relativa de LC3B y
p62, aunque este ultimo en menor proporcion que los grupos CQ y R/CQ, indicando
gue aun en arresto del flujo autofagico, las sales de litio favorecen la degradacion
de p62. En lafigura 16, se detectd sefial Unicamente en el grupo R/CQ, de manera

débil.

45



KDa SE R C€Q R/ L LCU/  Licos ricoy
CQ CQ Q

>

(7 PR ———— L

14 “ e W aw (103
4 ‘-.---- i (ﬁ-actina

2.0
B o C %
- A Bm  eeeeeeeeeeeeeeemeeeneeeen e
S 1.5 [ e ns O 1038
e 1 T NS ns
X Q B p62
%_1.0- E 1.04
3 N "
4] ©
S 0.5 Q
8 054
2 0.
0.0- . . ~
&y 0® \}S’J .00% 0.0 Illl T
, W SE Licl Li,COy
Estimulos Estimulos

Figura 15. Evaluacién mediante Western Blot de |la actividad autofdgica en células Hel a estimuladas por
24 horas A. Imagen representativa de los niveles de expresion de las proteinas LC38 y p62, usando -actina
como control de carga. B. Analisis densitométrico de los niveles de expresiéon de LC3By p62. C. Comparacion
de los niveles de expresion de LC38y p62 de SE vs LiCl y Li2COs. (*p= <0.0332, **p= <0.0021)

46



Hoechst

Cyto-ID

Merge

caQ R/CQ LiCl LiCl/ICQ Li,CO3 Li;CO;/CQ

Figura 16._Evaluacion mediante Cyto-ID de la actividad autofagica en células HeLa estimuladas por 12 horas. A. La acumulacion de autofagosomas Unicamente es visible en
células estimuladas con CQ.
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9.1.4 24 Horas

En la la figura 17 se muestra que cumplidas las 24 horas, la expresion de LC3B y
p62 disminuyeron exponencialmente en los grupos SE, R y LiCl, mientras que en
los grupos CQ, R/CQ, LiCI/CQ y Li2CO3/CQ se continu6 detectando altos niveles de
expresion de ambas proteinas al igual que presencia de autofagosomas (figura 18),
sugiriendo una exitosa interrupcion del flujo autofagico por accién de CQ. Por ultimo,
el grupo Li2COs exhibido presencia de p62 y LC3B, encontrandose en mayor
proporcion este ultimo, indicando induccion de autofagia sostenida y degradacion
de p62, ya que este se detecté en menor proporcion que en aquellos grupos en
donde se interrumpio el flujo autofagico. Se observo que la rapamicina, utilizada
como control positivo, dejé de inducir la formacion de autofagosomas en los
primeros intervalos de tiempo, en contraste con las sales de litio, que continuaron
manifestando induccién de autofagia a las 24 horas, aunque en una magnitud menor
en comparacion con tiempos anteriores. Este resultado sugiere una persistencia en
la capacidad de las sales de litio para inducir la autofagia incluso en fases tardias

del tratamiento.
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Figura 17. Evaluacién mediante Western Blot de |la actividad autofagica en células HelL a estimuladas por
24 horas. A. Imagen representativa de los niveles de expresion de las proteinas LC3B y p62, usando B-actina
como control de carga. B. Andlisis densitométrico de los niveles de expresion de LC38y p62. C. Comparacion
de los niveles de expresion de LC3By p62 de SE vs LiCl y Li2COs. (*p= <0.0332, **p= <0.0021)

49



Hoechst

Cyto-ID

Merge

R/CQ LiClI

SE R cQ

-
- 100 m 100 pm - 100 m

Figura 18. Evaluacién mediante Cyto-ID de la actividad autofagica en células HelLa estimuladas por 24 horas. A.
en células estimuladas con CQ y en las células estimuladas con LiCl y Li2COs.
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Figura 19. Comparativa del flujo autofagico en células HelLa mediado por LiCl durante 24 horas. Comparativa de los niveles de expresion de LC3By p62 en

células HelLa estimuladas con LiCl, LiCl/CQ y SE. La sintesis de autofagosomas es mayor cuando se arresta el flujo autofagico con CQ, sin embargo p62 no es
degradado. El tratamiento con LiCl favorece la sintesis de autofagosomas y degradacién de p62 en proporcion mayor que cuando las células son tratadas SE.
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9.1.5 El flujo autofagico mediado por LiCl en células Hel a.

Enlafigura 19 se utilizé un modelo de regresion no lineal exponencial, para analizar
el flujo autofagico mediado por LiCl en células HeLa. Se observo una disminucion
en los niveles de p62 y una reduccién minima en los niveles de LC3f durante un
periodo de 24 horas, lo que sugiere induccién de autofagia. Se sabe que p62 se
degrada junto con LC3 al fusionarse con lisosomas. Esta afirmacion se respalda
al observar que, cuando se indujo arresto del flujo autoféagico, los niveles de p62 y
LC3pB se sobrexpresaron desde las primeras 3 horas y se mantuvieron en aumento
en tiempos posteriores, indicando ausencia de degradacion lisosomal en ambos

marcadores moleculares.

Al comparar el efecto del LiCl con el de las células no estimuladas, se observa una
tendencia similar entre ambos grupos. Es decir, los niveles de expresion de p62 y
LC3p disminuyen con el tiempo. Sin embargo, la expresiéon tanto de p62 como de
LC3B es mayor en el grupo estimulado con LiCl en contraste con el grupo no
estimulado. Esto sugiere que el LIiCl ademas de inducir autofagia sostenida,

promueve un flujo autofagico constante.
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Figura 20. Comparativa del flujo autofégico en células HeLa mediado por Li»COz durante 24 horas. Comparativa de los niveles de expresion de LC3B y p62 en células HelLa
estimuladas con Li2COs, Li2CO3/CQ y SE. La sintesis de autofagosomas es mayor cuando se arresta el flujo autofagico con CQ, sin embargo, p62 no es degradado. Las células
tratadas SE muestran degradacién de LC3B y p62 de manera tiempo-dependiente, pero en proporcidn menor a los otros estimulos. Las células tratadas con Li2COs muestran un
aumento en los niveles de expresion de LC30 tiempo-dependiente, al mismo tiempo que existe una importante disminucion de los niveles de p62.
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9.1.6 El flujo autofagico mediado por Li2COs3 en células HelLa.

Se consideraron las condiciones enunciadas en la figura 20 para realizar una
comparativa entre el flujo autofagico de las células tratadas con Li2COs, SE y
Li2CO3s/CQ, con la finalidad de determinar la proporcion en que p62 aumentaba o
disminuia frente a los niveles de expresion de LC3B a lo largo de 24 horas. Las
células estimuladas con CQ, al estar sometidas a un arresto en el flujo autofagico,
exhibieron aumento en los niveles de expresion de LC33 y p62 conforme transcurria
el tiempo, esto indica ausencia en la degradacion del cargo y por lo tanto, un flujo
autofagico interrumpido. Las células tratadas SE muestran degradacién de LC3B y
p62 de manera tiempo-dependiente, lo que indica la presencia de actividad
autofagica basal pero en una proporcion menor, cuyo pico mas alto se muestra en
los primero intervalos de tiempo. Las células tratadas con Li2CO3 muestran un
aumento en los niveles de expresion de LC3 3 que rebasa los niveles de expresion
de p62 cumplidas las 24 horas, contrastando con la tendencia que siguen las células
SE, pues el Li2CO3 genera un comportamiento inversamente proporcional a los

niveles de expresion de p62, esto sugiere actividad autofagica sostenida.
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Figura 21. Comparativa de los niveles de expresién de LC3B en células HelLa mediado por LiCl/CQ, Li2COs/CQ vy CQ durante 24 horas. Los tres estimulos
generan un aumento tiempo-dependiente en la expresion de LC3B, en el caso de CQ, el aumento esta dado por un arresto en la degradacion de los autofagosomas.
Cuando se estimul6 con LiCl/CQ y Li2CO3s/CQ se observo mayor sintesis de autofagosomas, principalmente en células tratadas con Li2COs/CQ.
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9.1.7 Sintesis de autofagosomas de células HeLa durante 24 horas.

La figura 21 refleja la sintesis de autofagosomas a lo largo de 24 horas en células
HelLa. Se monitored la sintesis de autofagosomas mediante el andlisis de los niveles
de expresion de LC3B durante un periodo de 24 horas. La CQ, al elevar el pH
lisosomal, genera un arresto en el flujo autofagico en el cual hay ausencia de
degradacion de los autofagosomas, resultando en su acumulacién por accion de la
CQ. Por otro lado, cuando las células fueron estimuladas con LiCl/CQ, Li2CO3s/CQ
la sintesis de autofagosomas aumentd de manera tiempo dependiente, en donde
se observa que los niveles de expresion de LC3B en células estimuladas con
LICI/CQ y Li2CO3/CQ rebasan los niveles de expresion de las células estimuladas

Unicamente con CQ cumplidas las 24 horas.
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9.2 Patrones temporales en células SiHa: efecto de los estimulos en la
induccion de autofagia.

9.2.1 3 Horas

Como se muestra en la figura 22, se detectaron niveles de expresion de p62
mayores a los de LC33, observandose mayor expresion en células estimuladas con
Li2COs, al mismo tiempo los niveles de expresion de LC3B no mostraron

significancia estadistica frente al grupo SE.

Enlafigura 23 se observa presencia de autofagosomas Unicamente en grupos que

contenian CQ.
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Figura 22.. Evaluacidn mediante Western Blot de la actividad autofagica en células SiHa estimuladas por 3
horas. A. Imagen representativa de los niveles de expresion de las proteinas LC3B y p62, usando B-actina como
control de carga. B. Analisis densitométrico de los niveles de expresion de LC3By p62. C. Comparacion de los niveles
de expresion de LC3By p62 de SE vs LiCl y Li2COs. (*p= <0.0332, **p=<0.0021).
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Figura 23. Evaluacién mediante Cyto-ID de la actividad autofégica en células SiHa estimuladas por 3 horas. A
con CQ mientras que las células que no fueron estimuladas y las células estimuladas con R emitieron sefial débil.
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9.2.2 6 Horas

En la figura 24, los niveles de expresion de LC33 mostraron aumento en células
estimuladas con sales de litio en contraste con el gupo SE, sin embargo, los niveles
de expresion de p62 también mostraron aumento en contraste con las células
basales. En la figura 25 se observa presencia de autofagosomas Unicamente en
grupos que contenian CQ. De especial interés es que los grupos LICI/ICQ y

Li2CO3/CQ no favorecieron la acumulacion de autofagosomas.
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Figura 24. Evaluacion mediante Western Blot de |la actividad autofagica en células SiHa estimuladas por
6 horas. A. Imagen representativa de los niveles de expresion de las proteinas LC3B y p62, usando -actina
como control de carga. B. Analisis densitométrico de los niveles de expresion de LC3By p62. C. Comparacion
de los niveles de expresion de LC3B y p62 de SE vs LiCl y Li2COaz. (*p= <0.0332, **p= <0.0021).
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Figura 25. Evaluacion mediante Cyto-ID de la actividad autofégica en células SiHa estimuladas por 6 horas. A. La acumulacién de autofagosomas Unicamente es visible en
células estimuladas con CQ.
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9.2.312 Horas

La figura 26 muestra baja expresion de LC3B en células basales, y células

estimuladas con R, LiCl y Li2COs, las células estimuladas con CQ, R/CQ, LiCI/CQy

Li2COs/CQ mostraron mayor expresion de p62 y LC3B. En general, los niveles de

expresion de p62 no disminuyeron de manera significativa en contraste con los

niveles de p62 de células basales. Al igual que en los tiempos anteriores, como se

muestra en la figura 27 la presencia de autofagosomas Unicamente fue visible en

grupos que contenian CQ.
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Figura 26. Evaluacion mediante Western Blot de la actividad autofagica en células SiHa estimuladas por

12 horas. A. Imagen representativa de los niveles de expresion de las proteinas LC3B y p62, usando (-actina
como control de carga. B. Analisis densitométrico de los niveles de expresioén de LC3By p62. C. Comparacion
de los niveles de expresion de LC3By p62 de SE vs LiCl y Li2COa. (*p=<0.0332, **p= <0.0021).
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Figura 27. Evaluacion mediante Cyto-ID de la actividad autofégica en células SiHa estimuladas por 12 horas. La acumulacién de autofagosomas Unicamente es visible en
células estimuladas con Li2COs.
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9.2.4 24 Horas

En contraste con células basales, la expresion del LiCl y Li2COs fueron mayores a
las 24 horas, sin embargo, como se muestra en la figura 28 dichos niveles de
expresion no rebasaron en los niveles de p62, quedando en evidencia que la
ausencia de la disminucién de los niveles de p62 esta directamente ligada a la falta

de sobreexpresion de LC3p.

En la figura 29 solo se observé presencia de autofagosomas el grupo R/CQ.
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Figura 28. Evaluacion mediante Western Blot de la actividad autofégica en células SiHa estimuladas
por 24 horas. A. Imagen representativa de los niveles de expresion de las proteinas LC3B y p62, usando (-
actina como control de carga.B. Analisis densitométrico de los niveles de expresion de LC3B y p62. C.
Comparacion de los niveles de expresion de LC3By p62 de SE vs LiCl y Li2COs. (*p= <0.0332, **p= <0.0021).
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células SiHa estimuladas por 24 horas. La acumulacién de autofagosomas Unicamente es visible en

células estimuladas con R/CQ.
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Figura 30. Comparativa del flujo autofagico en células SiHa mediado por LiCl durante 24 horas. Comparativa de los niveles de expresion de LC38
y p62 en células SiHa estimuladas con LiCl, LICl/CQ y SE. La sintesis de autofagosomas es mayor cuando se arresta el flujo autofagico con CQ, sin
embargo, p62 no es degradado. El tratamiento con LiCl no aumenta la sintesis de autofagosomas y la degradacion de p62 es minima.




9.2.5 El flujo autofagico mediado por LiCl en células SiHa.

Se utiliz6 un modelo de regresion no lineal exponencial en la figura 30 para
analizar el flujo autofagico mediado por LiCl en células SiHa. Se realiz6 una
comparativa de los niveles de expresion de p62 y LC3p entre los grupos SE, LiCly
LICl/CQ. Las células en estado basal presentan actividad autofdgica candnica
durante los primeros intervalos de tiempo, transcurridas las 6 horas esta actividad
decae totalmente, pues los niveles de expresion de LC3B disminuyen de manera
exponencial, al mismo tiempo que los niveles de expresién de p62 muestran una
disminucion ligera. Cuando las células fueron estimuladas con LiCl los niveles de
expresion de LC3[ son incluso menores que en las células SE, al mismo tiempo los
niveles de p62 son ligeramente mayores y su degradacién también es ligera durante
24 horas. Por ultimo, la ausencia de sintesis de autofagosomas mediada por el LiCl
es evidente en el grupo estimulado con LiCI/CQ en donde se observa mayores
niveles de expresion de LC3B que en los otros dos grupos, pero con una tendencia

a la baja de manera tiempo-dependiente.
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Figura 31. Comparativa del flujo autofégico en células SiHa mediado por LioCO3 durante 24 horas. Comparativa de los niveles de expresion de
LC3By p62 en células SiHa estimuladas con Li2COs, Li2CO3/CQ y SE. La sintesis de autofagosomas es ligeramente mayor cuando se estimulé con
Li2CO3z vs SE. La degradacion de p62 es minima. Células estimuladas con CQ aumentaron niveles de expresion de p62 y los niveles de LC38 se
redujeron de manera tiempo dependiente.
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9.2.6 El flujo autofagico mediado por Li2CO3 en células SiHa.

Enlafigura 31 se utilizd un modelo de regresion no lineal exponencial para analizar
el flujo autofagico mediado por Li2COs en células SiHa. Se realiz6 una comparativa
de los niveles de expresion de p62 y LC3pB entre los grupos SE, LiCl y LiCI/CQ.
Como se menciond anteriormente, las células en estado basal presentan actividad
autofagica canonica durante los primeros intervalos de tiempo. Transcurridas las 6
horas esta actividad decae totalmente, pues los niveles de expresion de LC3f
disminuyen de manera exponencial, al mismo tiempo que los niveles de expresion
de p62 muestran una disminucion ligera. Cuando las células fueron estimuladas con
Li2COslos niveles de expresion de LC3( también fueron menores que en las células
SE, al mismo tiempo los niveles de p62 son ligeramente mayores y su degradacion
también es minima durante 24 horas. La ausencia de sintesis de autofagosomas
mediada por el Li2CO3 también es visible en el grupo estimulado con LiCI/CQ en
donde se observa mayores niveles de expresiéon de LC3B que en los otros dos

grupos, pero con una tendencia a la disminucién de manera tiempo-dependiente.
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Figura 32. Comparativa de los niveles de expresidon de LC3B en células SiHa mediado por LiCl/CQ, Li»COs/CQ y CQ durante 24 horas. La CQ genera un
arresto en el flujo autofagico que genera acumulacion de autofagosomas, sin embargo, tanto LiClI/CQ como _Li2CO3/CQ no generaron un aumento en la sintesis de
autofagosomas.
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9.2.7 Sintesis de autofagosomas de células SiHa durante 24 horas.

La figura 32 se muestra el comportamiento de las células que fueron estimuladas
con LIiCI/ICQ, Li2COs3/CQ y CQ y se monitored la sintesis de autofagosomas
mediante el andlisis de los niveles de expresion de LC3B durante un periodo de 24
horas. La CQ, al igual que en células HelLa, genera un arresto en el flujo autofagico
gue se visualiza en la figura 23, en donde los autofagosomas producidos de manera
candnica se acumulan por accion de la CQ. Cuando las células fueron estimuladas
con LiCl/CQ, Li2CO3/CQ la sintesis de autofagosomas decay0 de manera tiempo
dependiente, pues los niveles de expresion de LC3[ es visiblemente menor que los
niveles de expresion de las células estimuladas Unicamente con CQ cumplidas las

24 horas.
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10. Discusion

Aungue son casi nulos los estudios de sales de litio en cancer cervical, existen
estudios enfocados en multiples modelos in vitro de cancer que han permitido tener
un acercamiento a sus dianas moleculares e incluso a su relacion con la induccion
de autofagia mediante la via independiente de mTOR, relacionada con la
disminucién de los niveles de IMPasa (Motoi et al., 2014; Sarkar & Rubinsztein,

2006).

10.1 Induccidn de autofagia en células HeLa y SiHa estimuladas con LiCl y
Li2CO3

El efecto del LiCl y del Li2COs entre células HeLa y SiHa es totalmente distinto, esto
es porque se trata de células de tejidos relacionados, pero que son distintas
genéticamente y fenotipicamente entre si (Scheffner et al., 1991), dichas diferencias
genéticas podrian derivar en un estado metabdlico completamente distinto entre los
dos modelos utilizados, por ejemplo, las sales de litio regulan los niveles de calcio
en el citosol mediante la regulacién de la unién entre IP3 (Inositol 1,4,5-trifosfato) e
IP3R (IPs Receptor), sin embargo el rol de IPsR es aun complejo, ya que tiene un rol
dual en la induccion o inhibicion de la autofagia, en algunos casos el knockdown de
IP3R o0 una expresion deficiente de este receptor ha demostrado tener relacién con
actividad autofagica basal alta, sin embargo en otros casos se ha demostrado que
IPsR regula negativamente la autofagia mediante la interaccion con Beclina-1,
dichas discrepancias estan totalmente asociadas al modelo in vitro en cuestiéon

(Sukumaran et al., 2021).
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10.2 El flujo autofagico en células HeLa y SiHa estimuladas con LiCl y
Li2COs.

El flujo autofagico se caracteriza por tener una duracion corta, ya que su principal
funcién es la del reciclaje de componentes intracelulares para promover la
supervivencia celular. Este proceso fue evaluado a partir del contraste entre los
niveles de expresion de LC3B y p62 inducidos por sales de litio frente a los niveles
de expresion de los mismos marcadores moleculares bajo condiciones de arresto
del flujo autofagico inducida por cloroquina, este contraste permitio identificar un
flujo autofagico continuo inducido por las sales de litio a lo largo de 3, 6, 12 y 24
horas en células Hela, y ausencia de sobreproduccion de autofagosomas en

células SiHa.

Las células tratadas con cloroquina exhibieron aumento en los niveles de expresion
de LC3B conforme transcurrian las 24 horas de estudio, y los niveles de p62
mantenian niveles de expresion constantes a lo largo del tiempo, indicando
ausencia de degradacion lisosomal de ambas proteinas, esto esta totalmente
atribuido a la accion de la cloroquina, un compuesto usado actualmente como
inhibidor de autofagia tardia. Se ha mostrado influencia de la cloroquina en el arresto
del ciclo celular en la fase GO/G1 (Ye et al., 2016), al mismo tiempo eleva el pH
lisosomal de 5.0 a 7.0, evitando asi la accion de las hidrolasas contenidas en el
lisosoma, previniendo su fusion con el autofagosoma, dando como resultado final el

arresto del flujo autofagico (Xu et al., 2022).

La rapamicina y sales de litio promueven el flujo autofagico, sin embargo, la

magnitud del efecto de ambos compuestos difiere entre si y esta determinada por
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el tipo de via que activan respectivamente: rapamicina (mTOR) y sales de litio
(IMPasa). En ambos casos, la expresion de LC3B aumenta, mientras p62
disminuye, sin embargo, lo que destaca de los tratamientos con sales de litio en
células Hela, es la capacidad de promover la formacion de autofagosomas
detectables aun en intervalos de tiempo mayores a 12 horas, especialmente en
tratamientos con Li2COs. Esto se debe a que la rapamicina activa la via de la
autofagia, pero su efecto se limita a intervalos cortos de tiempo, lo cual sugiere que
la inactivacion de mTOR podria actuar como un mecanismo quimioprotector

(O’Donovan et al., 2015).

Como se ha mencionado anteriormente, la actividad autofagica es comunmente
baja en condiciones basales y esto quedd demostrado en el presente estudioy en
estudios previos realizados por Chan y colaboradores, quienes observaron,
mediante citometria de flujo y el uso del kit de deteccion de autofagia Cyto-ID, que
la sefal de autofagia presentaba un decremento en periodos de 8 horas frente a
periodos de 4 horas (Chan et al., 2012), sin embargo, en el presente trabajo de
investigacion, cuando se estimularon las células HelLa con sales de litio, se observé
induccion de autofagia incluso a las 24 horas de haber sido aplicado el estimulo, lo
cual sugiere que estas podrian actuar como agentes quimiosensibilizadores,
pudiendo inducir muerte celular programada no apoptética, ya que alteraciones en
el flujo autofagico pueden derivar en acumulacion excesiva de autofagosomas y
conversién de la autofagia en un proceso destructivo, tal como se ha observado en
estudios in vitro recientes, donde al aplicarse LizCOs a una concentracion de 5 mM

a células HCC-29 por 24 y 48 horas, el numero de células apoptoéticas aumento, al
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mismo tiempo que se observé aumento en la produccion de autolisosomas y del
marcador molecular de autofagia LC3, sugiriendo asi que bajo este contexto se
considera que la autofagia fungié6 como mecanismo de muerte celular, ya que lo
anterior mencionado mostro relacion directa con la reduccion en la cantidad de

células viales (Taskaeva et al., 2020).

10.3 Mecanismos de accion de las sales de litio como inductoras de
autofagia.

En el presente trabajo, Unicamente se evalud la capacidad de induccién de autofagia
de las sales de litio, sin embargo, la divergencia de resultados entre las células HelLa
y SiHa podria encontrar su explicacion en las interacciones moleculares que
promueven las sales de litio, por lo que en la figura 33 se proponen las interacciones

que promueven las sales de litio y su relacion con la induccion de autofagia.

La relacion entre la via de la IMPasa y la autofagia aun no esta bien caracterizada,
por lo que cuando la IMPasa se encuentra activa por la uniéon del ién Mg?*, la
autofagia se podria encontrar inhibida o activa, dependiendo del contexto celular.
Se sabe que el litio inhibe la enzima IMPasa, dicha inhibicion surge a partir de la
interferencia del litio con la presencia de iones Mg?* en el sitio catalitico de la enzima
(O’Donovan et al., 2015). La IMPasa es una enzima fundamental en el metabolismo
del p (fosfatidilinositol), cuyas isoformas se vinculan con multiples procesos

metabdlicos (Serretti et al., 2009).

Los fosfoinositidos, PIPs (Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato), IPs y PI3P

(Fosfatidilinositol 3-fosfato) estan vinculados directa e indirectamente con la
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induccion de autofagia, y cuando la ruta del Pl se encuentra inactiva, los niveles de
estos fosfoinositidos disminuyen, sin embargo, dicha disminucion puede promover
o inhibir la autofagia, segun el contexto bioldgico (Sarkar et al., 2005; Serretti et al.,

2009).

Tanto IP3 como PIP3 son producto de conversiones de PIP2 (4,5) (Fosfatidilinositol
4,5-bifosfato, sin embargo, PLC (fosfolipasa C) es la encargada de producir IP3,
mientras que el complejo PI3K clase | es el encargado de la produccién de PIP3. En
condiciones normales IP3 se une a IP3R, ubicado en la membrana del RE, una vez
se da esta union, la membrana del RE se permea, liberando calcio, cuya
concentracion en el citosol tiene influencia en multiples procesos celulares
(Sukumaran et al., 2021), cuando se trata con sales de litio, dichos niveles decaen
debido a la ausencia de sintesis de IP3 (Sarkar & Rubinsztein, 2006). Por otro lado,
PIPses el encargado de unirse a AKT y fosforilarlo, el cual a su vez fosforilaa mTOR
y lo mantiene activo para promover la sintesis de proteinas y supervivencia celular,
sin embargo, las sales de litio inducen una disminucion en los niveles de PIPs, lo
gue se traduce a una inactivacion del eje PI3BK/AKT/mTOR, que permite la activacion
del complejo ULK1 y a su vez se induzca la formacion de autofagosomas

(Sukumaran et al., 2021).

Por altimo, el Pl también puede ser transformado por el complejo PI3K clase Ill en
PI3P, molécula relacionada con la formacion de membranas precursoras de los
autofagosomas(Liu et al., 2017). Esto ultimo es contradictorio con lo mencionado
con IP3y PIP3, ya que si la via del fosfatidilinositol se encuentra inactiva por accion

del litio, entonces los niveles de PI3P también decaerian, generando una ausencia
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de modificacion en la estructura de la membrana del RE que dan paso a la formacion
de autofagosomas. Es probable que dicha paradoja tenga respuesta en la
inactivacion del eje PIBK/AKT/mTOR por disminucién de los niveles de PIP3y por la
disminucién de los niveles de calcio mediado por la ausencia de unién entre IPsy
IP3R, lo cual nos llevaria a formular la pregunta: ¢ De donde se obtiene PI3P cuando

la ruta del Pl se encuentra inhibida?
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10.4 Posibles aplicaciones terapéuticas del LiCl y Li2COs en cancer.

Aunque la mayoria de las estrategias terapéuticas estan dirigidas a la modulacion
de la autofagia en cancer, buscando su inhibicion debido a la bien caracterizada
relacion con la supervivencia celular, también se sabe y se ha mencionado
anteriormente que una desregulacion en el flujo autofagico puede conducir a una
muerte celular programada (Taskaeva et al., 2020). El litio ha mostrado ser un
compuesto que compromete la viabilidad celular mediante diversos mecanismos,
que involucran: inhibicién de la via GSK-33, efecto sinérgico que potencia el efecto
antitumoral de multiples quimioterapéuticos, un compromiso en la permeabilidad de
la membrana lisosomal, disminucion de los niveles de IMPasa mediante

competencia con el Mg?* por el sitio catalitico (Villegas-Vazquez et al., 2023).

Estudios previos han demostrado que, la induccién de autofagia mediante estimulos
con sales de litio en células incapaces de generar autofagia, pueden actuar como
quimiosensibilizante, que pueden conducir a la disminucion de metabolitos,
impactando directamente en la aptitud metabdlica y viabilidad celular (O’Donovan
et al., 2015).

En los estudios enfocados a la muerte celular asociada a procesos autofagicos, se
ha llegado a describir muerte celular por lisosomas, un tipo de muerte vinculado a
rutas apoptoticas y no apoptoticas, en la cual, al perderse las proteinas LAMP1/2,
la permeabilizacion de la membrana lisosomal se ve comprometida, liberando asi

las hidrolasas contenidas en su interior e incrementando la cantidad de calcio
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citosdlico, lipidos membranales y especies reactivas de oxigeno celular (O’Donovan

et al., 2015).

10.5 Limitaciones del estudio y perspectivas a futuro.

El efecto de las sales de litio como agentes quimioterapeuticos es un campo poco
explorado, sin embargo, los primeros hallazgos han demostrado que se trata de un
acercamiento a nuevas terapias cuyos mecanismos de accién involucran a mas de
una via de sefializacién de relevancia mayor en la induccién de muerte celular
(Villegas-Vazquez et al., 2023), contribuyendo con este trabajo, a la demostracion
de su relacion con la induccion de autofagia sostenida durante 24 horas en células
HelLa, sin embargo, no se puede afirmar que dicha induccién de autofagia esté
relacionada a una disminucién de la viabilidad celular, por lo que la aplicacion de
mas técnicas, tales como: citometria de flujo y PCR en tiempo real ayudaran a
esclarecer de mejor forma la relacion entre la induccion de muerte celular y

autofagia.

Aunque las sales de litio como tratamiento pueden ocasionar manifestaciones
clinicas como disfuncion renal, disfuncion neuroldgica, trastornos gastrointestinales,
manifestaciones cardiacas y anormalidades endocrinas, se requiere de dosis
elevadas y tiempos de tratamiento que excedan las dos décadas para que alguna

de estas manifestaciones se presente en el paciente (Damri et al., 2021).
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Actualmente las sales de litio no forman parte del tratamiento anticancerigeno
convencional, sus efectos antitumorales ain no son del todo claros, sin embargo, el
presente estudio expone sustento solido para continuar con la caracterizacién de
dichos efectos, especialmente en la autofagia inducida via independiente de mTOR
(IMPasa) en donde se podria potenciar exponencialmente los procesos autofagicos
que tienen las ceélulas tumorales en estado basal y convertir este proceso de
supervivencia celular en un proceso cuya ausencia de regulacion conduzcan a la

célula cancerigena a un estrés que culmine en muerte celular programada.

Es necesario el estudio de mas marcadores moleculares como IMPA1 asociados a
la via del Inositol, genes de la familia PI3K asociados a la generacion de PI3P y
observar de qué manera se expresa Atgl6, al mismo tiempo para confirmar que las
sales de litio inducen autofagia via independiente de mTOR, se requiere del
monitoreo de marcadores asociados a la via mTOR tales como p-mTOR y p-
p70/S6K1, en donde inicialmente, a partir de sus respectivos niveles de expresion,
se podria tener una pista sobre si la via de la autofagia esta inactiva o activa, pero
al contrastarlo con los niveles de expresion de marcadores moleculares de la via
de la IMPasa y al mismo tiempo analizando niveles de expresion de LC3p y p62
podria surgir un escenario en el cual se observe un flujo autofagico activo y
constante aun cuando los niveles de expresion de p-mTOR y p-p70/S6K1 sean

elevados.
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11. Conclusiones

Tanto LiCl como Li2COs inducen un flujo autofégico en células HeLa mayor que el
que tienen las células tumorales en estado basal, ocasionando un proceso
sostenido. EI Li2COs mostr6 tener mayor efecto en la induccion de autofagia pues
se detectaron altos niveles de expresion de LC3( a las 24 horas y una disminucion
total de los niveles de p62. Las células SiHa no exhibieron aumento en el flujo

autofagico mediado por sales de litio.
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