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RESUMEN

El cancer de cérvix (Cacu) es el segundo cancer mas comun en mujeres en México y
representa un problema de salud publica. Dos de las caracteristicas del cancer son la
aberrante transduccion de redes de sefializaciébn y una reprogramacion metabdlica.
Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que las células de Cacu producen
interleucina 2 (IL-2) y que su receptor IL-2R est4 presente. También, la via de
sefializacion JAK3/STAT5 estd activa en células de cancer de cérvix, ademas, la
estimulacion con 10 Ul/ml de IL-2 aumenta su fosforilacién y, por tanto, se asocia a un
aumento de la proliferacion celular. Igualmente se ha reportado el posible de STAT5 en
genes relacionados con la cadena de transporte de electrones (ETC, siglas en ingles).
Debido a que no se conoce el papel de la via JAK/STAT, especialmente el rol de STAT5
en la reprogramacién metabdlica proponemos analizar si STATS5 puede regular la
expresion de los genes de la cadena de transporte de electrones, ademas de la posible

migracion de STAT5 a la mitocondria, para contribuir a la reprogramaciéon metabdlica.

Lo resultados mostraron que la estimulacién con IL-2 regula negativamente la expresion
de los genes de la ETC, NDUFV1 y ATP5FB1, en las lineas celulares HelLa y SiHa, en
tiempos de 30 minutos y 6 horas, ATP5B1 mostr6 una recuperacion a las 12 horas,
mientras que NDUFV1 mostré una disminucién gradual, el gen UQCRC1 no mostrd
cambios significativos respecto al control. Cuando se silencia la proteina STATS5 se
observd que se recupera el nivel de expresion inducido por la estimulacién con IL-2 en
comparacion con las células silvestres. También, se demostré que STAT5 esta presente
en la mitocondria y su fosforilacion aumenta en respuesta a IL-2, a partir de los 15
minutos. Un resultado inesperado es que las proteinas mitocondriales VDAC y mitofilina
aumentan en respuesta a la estimulacion con 10 Ul/ml de IL-2. Estos cambios en los
niveles de las proteinas mitocondriales sugieren un papel importante de STAT5 activada
via IL-2 en el metabolismo mitocondrial. Este trabajo demuestra un papel clave de la via
de sefalizacion IL-2/JAK/STAT en el metabolismo celular y se puede proponer a STAT5

como un posible blanco en terapias dirigidas.



ABSTRACT

Cervical cancer (CeCa) is the second most common cancer in women in Mexico
and still a public health problem. Two hallmarks of cancer are aberrant signaling
network transduction and metabolic reprogramming. Our research group has
shown that CeCa cells produce IL-2 and its receptor IL-2R is present. Also, the
JAK/STAT signaling pathway is active, since the JAK3 and STATS5 proteins are
activated, and stimulation with 10 IU/ml of IL-2 increases their phosphorylation and
is associated to cell proliferation. Likewise the possible involvement of STATS in
genes related to the electron transport chain (ETC) has been reported. The role of
the JAK/STAT pathway and especially the role of STAT5 in metabolism is
unknown; therefore, we proposed to analyse if the stimulation with IL-2 and the
activation of the pathway could regulate genes of the electron transport chain and
whether STAT5 could migrate to the mitochondria, ultimately contributing to the
metabolic reprogramming.

The results showed IL-2 stimulation regulated negatively the expression of the ETC
genes, NDUFV1 and ATP5FB1, in HelLa and SiHa cell lines, at times of 30 minutes
and 6 hours, ATP5B1 showed a recovery at 12 hours, while NDUFV1 showed a
gradual decrease, the UQCRCL1 gene showed no significant changes with respect
to the control. When STATS5 is silenced in these cell lines, the expression level is
recovered after IL-2 stimulation compared to wild-type cells. STAT5 was also
shown to be present in mitochondria and its phosphorylation increased in response
to IL-2, starting at 15 minutes. An unexpected result is that mitochondrial proteins
VDAC and mitofilin increased in response to stimulation with 10 IU/ml of IL-2. An
unexpected result is that mitochondrial proteins VDAC and mitofilin increased in
response to IL-2 stimulation. These changes in mitochondrial proteins could
indicate a key role of IL-2 in mitochondrial metabolism. This work demonstrates a
central role of the IL-2/JAK/STAT signaling pathway in cellular metabolism and

shows STAT5 as a possible target in targeted therapies.



INTRODUCCION

Caracteristicas del cancer

El cancer se define como el conjunto de enfermedades que se caracterizan por el
descontrol de la division celular que resulta en una masa de células llamada
tumor. Las células normales presentan una estricta organizacion en la proliferacion
celular y un determinado tiempo de vida celular, mueren cuando envejecen o se
dafian. Sin embargo, las células cancerosas carecen de control y evitan la muerte
celular, progresan y posteriormente escapan del tejido original e invaden otros.
Actualmente, es una de las enfermedades mas importantes a nivel mundial,
debido a la complejidad y variedad de mecanismos utilizados por la célula
cancerosa para garantizar su proliferacion y supervivencia bajo un microambiente
adverso (1).

Es una enfermedad clonal, esto significa que se origina a partir de una célula que
ha adquirido de forma progresiva alteraciones genéticas y epigenéticas, las cuales
favorecen la adquisicion de nuevas caracteristicas como la constante sefializacion
proliferativa, la evasion de supresores del crecimiento, la resistencia a la muerte
celular, la inmortalidad replicativa, la angiogénesis y la capacidad de invasion
también conocida como, metastasis (Figura 1). Desde del 2001 se recopild
informacion y finalmente se clasificaron como caracteristicas del cancer, al pasar
el tiempo se han agregado nuevas caracteristicas distintivas del cancer. Una de
estas caracteristicas descritas y objetivo importante de este trabajo es la
desregulacion del metabolismo soméatico celular, que abordan todos los justes del
metabolismo energético en las células de cancer para impulsar el crecimiento y la
divisidon celular, mecanismos como el aumento de la importacion del glucosa y de
la actividad de la glucolisis, aumento y estabilizacion de proteinas del
metabolismo, aumento de la producciéon de ATP y cambios en el funcionamiento
de organelos celulares como la mitocondria (2).

Las células diferenciadas normales emplean la fosforilacion oxidativa a través de
la mitocondria para generar la energia y la biomasa necesaria para los procesos

celulares; sin embargo, a diferencia de los tejidos normales, la mayoria de las



células cancerosas presentan cambios fundamentales en el metabolismo de
nutrientes y dependen de la glucdlisis aerdbica. El aumento de la glucdlisis aerobia
le confiere a la célula maligna una ventaja proliferativa al generar fuentes
energéticas suficientes (ATP) ademas de usar los intermediarios de carbono
(Succinato, fumarato, acetato y lactato) para la sintesis de biomoléculas
(proteinas, lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos) y posteriormente usarlos para

generar una nueva célula (1, 2).

Sefial continua Evasién supresores
proliferacién tumorales
Plasticidad Re-progra.macién
fenotipica ~ epigenética
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Inmune
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Resistencia a la
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Inmortalidad
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Inestabilidad del Inflamacién promotora

genoma de tumores
4 Microbiomas
Células senescentes polimérficos

%
Angiogénesis Metastasis

Figura 1.- Caracteristicas principales del cancer. Las células de cancer pueden
activar programas de comportamiento celular que en un tejido normal no estan
activas. Presentan una sefial constante de proliferacion, evasion a la muerte
celular programada, reprogramacion epigenética, evasion al sistema inmune,
inmortalidad replicativa, aumento en la inflamacion, una microbiota diversa,
plasticidad fenotipica, inestabilidad genémica, células senescentes, angiogénesis,
desregulacion del metabolismo celular y finalmente la capacidad para invadir otros
tejidos (metéstasis). Tomado y modificado de Hanahan (2022).



Céncer de cérvix y virus del papiloma humano (VPH)

El cancer de cérvix (CaCu) ocupa el cuarto lugar en los mas comunes en mujeres
y en nuevos casos a hivel mundial. El carcinoma de células escamosas y el
adenocarcinoma son los mas comunes, abarcan el 70% y 25%, respectivamente,
de todos los tipos de cancer de cérvix. En 2020 Ferlay y colaboradores estimaron
604 127 nuevos casos de cancer de cérvix e informaron 311 365 muertes. En
México en el 2020 el CaCu fue el segundo tipo mas comdn de cancer en mujeres
mayores de 15 afos, se detectaron 10,348 nuevos casos diagnosticados y
ocurrieron 4909 muertes (3).

Existen varios factores de riesgo implicados en el inicio del CC que incluyen: inicio
temprano de relaciones sexuales, multiples parejas sexuales, inmunodepresion,
falta de asistencia para la deteccion y subevaluacion del tejido cervical, finalmente
el factor de riesgo que ha mostrado mayor influencia en el inicio de la enfermedad
es la infeccion cronica por el virus del papiloma humano (VPH), aproximadamente
el 90% de los canceres de cérvix presentan VPH. La transformacion de las células
puede iniciar con la infeccidn de las células troncales basales del tejido de cérvix
(Figura 2). Las proteinas E1 y E2 sintetizadas de los genes con los mismos
nombre del genoma viral pueden desempefar un papel en la amplificacion del
genoma de este. Por su parte, E6 y E7 son las principales proteinas asociadas
con los canceres mediante la eliminacion de los supresores tumorales,
especificamente p53 y pRB1, que conduce a la resistencia de la muerte celular
programada, la inestabilidad genética y la formacion de lesiones en la piel o las
mucosas. Las funciones de las proteinas virales E6 y E7 varian entre los tipos de
VPH de alto y bajo riesgo y estan asociadas con diferentes patologias. E7 a través
de su extremo N-terminal puede interactuar directamente con pRB1 e inducir la
disociacion del complejo pRB1/E2F resultado en la degradaciéon de pRB1 via
protosomal y la activacién de E2F, lo que motiva a la transcripciébn de numerosos
genes requeridos para iniciar el ciclo celular, mientras que las proteinas E6 se une
a la proteina E6AP (ligasa de ubiquitina E3 celular) formando el complejo

E6/E6AP, p53 es uno de los principales blancos de dicho complejo y al unirse



promueven la ubiquitinacion de p53 y su degradacién proteosomal, interfiriendo
con la detencion del ciclo celular y promoviendo la proliferacion celular (4).
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Figura 2.- Progresion mediada por VPH a céancer de cérvix. El virus del
papiloma humano (VPH) accede a las células basales a través de microlesiones
en el epitelio cervical. Después de la infeccion, los primeros genes E1, E2, E4, E5,
E6 y E7 del VPH se expresan y el ADN viral se replica a partir del ADN episomal
(ndcleos morados). En las capas superiores del epitelio (la zona media y la zona
superficial) el genoma viral se replica ain mas y se expresan los genes tardios L1,
L2 y E4. Las lesiones intraepiteliales de bajo grado apoyan la replicacion viral
productiva. Un nuamero desconocido de infecciones por VPH de alto riesgo
progresan a neoplasia intraepitelial cervical de alto grado (HGCIN, por sus siglas
en inglés). La progresion de las lesiones no tratadas a cancer microinvasivo e
invasivo se asocia con la integracion del genoma del VPH en los cromosomas del
huésped (nucleos rojos), con la pérdida o interrupcion asociada de E2 y la
regulacion ascendente posterior de la expresion del oncogén E6 y E7. LCR, region
de control larga. Tomado y adaptado de Woodman et al (2007).



Interleucina 2y cancer

La interleucina 2 (IL-2) es una citocina que estimula la proliferacion de células T,
aumenta la actividad citolitica de las células naturales asesinas (NK: Siglas en
inglés), induce la diferenciacion de células T reguladoras y media la muerte celular
programada. Es producida generalmente por las células T CD4+ después de su
activacion por el antigeno. La IL-2 se une a un receptor especifico (IL-2R) que esta
presente en células normales del sistema inmunitario, por ejemplo, linfocitos,
células asesinas naturales y células dendriticas. Este receptor presenta tres
subunidades diferentes que juntos forman los receptores de baja, media y alta
afinidad. El receptor de baja afinidad solo presenta la cadena a (también llamada
CD25), esta se encarga de reconocer al ligando de la IL-2. La unién de la cadena
B (CD122) y la cadena y (CD132) forman el complejo de afinidad media,
finalmente cuando las tres cadenas se unen se forma el receptor de afinidad alta;
el modelo muestra que la IL-2 se une inicialmente a subunidad a, luego se recluta
B y finalmente, y. Las formas de receptor de afinidad intermedia y alta son
funcionales y transducen la sefial de la IL-2 (Figura 3) (6).

Una de las caracteristicas mas importantes de las células de cancer, es que
sintetizan proteinas como receptores, factores de transcripcion y enzimas que una
célula normal no presenta. Las células de cérvix normales no expresan IL-2R, pero
recientemente se ha informado sobre la expresion de este receptor al igual que la
propia IL-2 en varias lineas celulares de cancer de cuello uterino. Mas interesante
aun, se demostré que la estimulacion con bajas dosis de IL-2 10 Ul/ml
(concentraciones fisiolégicas suelen ser mayores a 50 Ul/ml) aumenta la
proliferacion celular en las lineas celulares de cancer de cérvix CALO e INBL,

mostrando un efecto positivo en las células de cancer (7).
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Figura 3.- Acoplamiento del ligando IL-2 con su receptor especifico
(subunidades a B y y). Al unirse su ligando, el receptor sufre una trimerizacion y
permite el anclaje de otras proteinas, como son las JAK que fosforilan al receptor y
se transfosforilan entre ellas para activarse. Tomado de Spolski y Leonard (2018).

Via de seializacion JAK/STAT
La sefalizacion de IL-2 junto con su receptor activa la via de sefializacion Janus

cinasa/transductor de sefiales y activador de la transcripcion (JAK/STAT),
presente en las células del sistema inmune y generalmente se encarga de
aumentar la proliferacion de células T. La via de sefalizacion JAK/STAT (Figura 4)
se considera una via central de comunicacion en la funcion celular. Se han
identificado mas de 50 citocinas y factores de crecimiento que pueden afectar la
eficiencia de esta via de sefializacion como hormonas, interferones y por supuesto
interleucinas, como la IL-2. Al interaccionar el ligando con el receptor, éste sufre
un cambio conformacional que permite el anclaje de otras proteinas, como las
cinasas tipos Janus (JAK), las cuales estan asociadas de forma no covalente con
los receptores y mediante una transfosforilacion se activan por medio de una
fosforilacidon en residuos especificos de tirosina. Una vez activadas tienen la

capacidad de reclutar a otras proteinas. Uno de los principales blancos de las JAK



son las STAT, las cuales al ser fosforiladas en residuos de tirosina, se dimerizan y
luego se transportan al nacleo a través de poros de la membrana nuclear para
regular genes especificos (9).

La familia JAK esta formada por cuatro miembros principales: JAK1,JAK2,JAK3 y
TYK2. Cada JAK esta compuesta por siete dominios de homologia (JH), de los
cuales JH1 es el dominio cinasa, JH2 dominio pseudocinasa, una parte de JH3 y
JH4 juntos constituyen el dominio SH2 y el dominio FERM que esta compuesto
por los dominios JH5, JH6 y JH7. La activacion de JAK por la IL-2 en células
normales ocurre de forma secuencial: JAK3 activa a JAK1 y la presencia de
ambas es necesaria para activar la via de IL-2. Sin embargo, a diferencia de la
necesidad de JAK1 en células normales, se demostré que en células de cancer de
cérvix esta presente JAK1, pero sin una aparente activacion; también, se demostro
gue JAK3 se encuentra constitutivamente activa y la estimulacion con 10Ul de IL-2
aumenté aun mas su actividad. JAK3 activa tiene la capacidad de reclutar y activar

a las STATSs para la supervivencia y proliferacion celular (10).

Las STATs son un grupo de factores de transcripcion que integran una familia que
estd compuesta por STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b y STATS6.
Tienen de 750-900 aminoacidos. Desde el extremo N hasta el extremo C, presenta
el dominio N-terminal y la bobina, el dominio helicoidal, el dominio de union al
ADN, el dominio de conexién, el dominio SH2 y el dominio de activacion de la
transcripcion. El dominio N- terminal se encarga de promover la formacién de los
dimeros. El dominio bobina participa en el control de los procesos de importacion y
exportacién nuclear. EI dominio de enlace, como su nombre lo indica, conecta
estructuralmente el dominio de unién al ADN con el dominio SH2. El dominio SH2
de STAT es muy diferente de otros dominios SH2, es importante recalcar que este
dominio esta muy conservado en la familia STAT. La funcidn principal del dominio
SH2 es reconocer los motivos de fosfotirosina de los receptores de citocinas.
Ademas, el dominio SH2 coopera con JAK activada para hacer que el dominio
SH2 de STAT interactie con el extremo carboxilo de otro monomero STAT

después de la fosforilacion para formar un homodimero o heterodimero. El



dominio de activacion transcripcional es critico para elementos de transcripcion de
ADN vy el reclutamiento de coactivadores a través de un sitio de fosforilacion de
serina y tirosina conservado, regula la transcripcion (9).

En nuestro grupo de investigacion se demostré que tanto STAT3 como STAT5S se
encuentran en distintas lineas celulares de cancer de cérvix, e interesantemente,
la estimulacién con bajas dosis de IL-2 (10Ul) aumenté la fosforilacion y por lo
tanto, la activacion de las STATSs, especificamente STAT3 y STAT5 (11,12).

Receptor
Interleucina 2 IL-2

PODOONNPPIVVOPDONOO SPOSTOVPPIIVINOTPOOVOOTOPPVIVVIOPPOIVVVCPPOONNO

/ Nucleo

f,ﬁ;gw

Promotor

L/\/

Figura 4.- Via de sefalizaciéon JAK/STAT. Citocinas como la IL-2 se unen a su
receptor especifico, el cual cambia su estructura conformacional y permite que las
proteinas Janus cinasas (JAKs) se anclen y por transfosforilacién se activen. Las
JAK fosforilan a las transductoras de la sefial y activadoras de la transcripcion
(STATSs), al estar fosforiladas forman dimeros y son transportadas al nucleo para
regular la expresion génica. Figura realizada en Biorender con la informacion
de Hu y colaboradores 2021.
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STAT5y Céancer

Debido a que varias sefales intracelulares y extracelulares son transducidas por la
via JAK/STAT, como el crecimiento y la proliferacion celular, esta via se ha
asociado con el inicio, progresién y mantenimiento del cancer.

Los factores de transcripcion STATS5 incluyen dos proteinas STAT5a y STAT5b
(Figura 5). Poseen una similitud de aminoacidos del 91%. STAT5a posee 794
aminoacidos y su sitio de fosforilacién es la tirosina 694 (Y694), mientras que
STAT5b se compone de 787 aminoacidos y su sitio de fosforilacion es la tirosina
699 (Y699). STAT5a ademas de formar dimeros, puede formar tetrdmeros. Las
citocinas que activan STATS5 incluyen principalmente IL-3, prolactina y la familia de
citocinas (incluidas IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15). Las funciones bioldgicas de
STATS5 incluyen: Regulacion del crecimiento y desarrollo, asi como la regulacion
del sistema inmune. Los dimeros STAT5 son esenciales para la supervivencia, se
ha demostrado que los ratones deficientes en STAT5a y STAT5b presentan
defectos graves en el desarrollo linfatico y una letalidad perinatal. Sin embargo, los
ratones deficientes en tetrameros de STAT5a-STAT5b son viables, pero éstos
presentan menor numero de linfocitos T, linfocitos citoliticos naturales (NK),
disminucién en la capacidad de proliferacion de linfocitos T CD8+ y maduracion de
linfocitos NK alterada (11).

La continua activacion de STAT5 ha sido relacionada con la tumorogénesis, en
diversos tipos de cancer como el de mama, colorrectal, pulmén, prostata asi como
en canceres hematoldgicos y por su puesto en cérvix (13).

En modelos de ratones, el knockout de STATS5 disminuyo la formacion de tumores
en la mama, mientras que en los ratones que expresaban STAT5 y sobre
expresaban el factor de crecimiento transformante- a (TGFa) se promovio el
desarrollo de los tumores mucho mas rapido (14). También, en este tipo de cancer
se ha demostrado que puede existir una mutacion puntual en JAK2 lo que
conduce a una STAT5 hiperactiva que mejora la proliferacion de células epiteliales
mamarias y aumenta el riesgo de transformacion a células malignas (15).

En el cancer colorrectal (CCR) la sobreexpresion y activacion continua de STAT5

conduce a un peor pronéstico. Comparando el tejido epitelial de colon normal, el
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tejido de CCR tiene una expresién mucho mayor de STATS5 (16). Es conocido que
la inhibicién de STATS induce el arresto del ciclo celular y reduce la invasion
celular del tumor (17). Proteinas como pl16, p21 y p27 se ven suprimidas por la
actividad de STAT5 y al mismo tiempo se promueve la expresion de ciclina D1,
proteinas de supervivencia como Bcl-2 y survivina, lo que mejora la proliferacion y

supervivencia de las células tumorales (17, 18).

En el cancer de prostata (CaP) STATS se encuentra en la mayoria de casos, pero
no en el epitelio normal y puede tener sinergia con el receptor de androgenos
(AR), el cual es muy importante en el desarrollo del tumor, ambos mejorarian su
actividad transcripcional y aumentarian la expresion de sus genes diana (19).
Ademas, se ha demostrado que la supresion de STATS en las lineas celulares
CWR22Rv y LnCap (lineas celulares de CaP) inhibe el crecimiento tumoral e
induce apoptosis (20).

Por otro lado, en el hepatocarcinoma, STATS5 también puede promover el
desarrollo y progresion de la enfermedad. Se demostr6 que la activacion
especifica de STAT5b en la linea celular Huh-7 incrementé la agresividad
mediante el aumento de la transicion epitelio mesenquimal (EMT) (21).

De igual manera, STAT5 tiene un rol importante en la regulacién de la inmunidad
tumoral; se demostré que al inocular tumores en ratones inmunocomprometidos,
los niveles de STAT5a y STAT5b de linfocitos T y B aislados de ratones se
redujeron significativamente, lo que indica que los niveles de STAT5 estan
relacionados con la progresion del tumor (11).

Como se mencionod anteriormente, STAT5 se encuentra presente en varias lineas
celulares de cancer de cérvix; al estimular las células con 10Ul de IL-2, aumenta la
expresion del gen asi como la cantidad de proteina fosforilada. Esto sugiere un
papel importante de STAT5 en la regulacion de diversos genes en las células de
cancer de cérvix y por lo tanto en diferentes fendmenos bioldgicos, como puede

ser la proliferacion celular y la regulacién del metabolismo celular (9).
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Figura 5.- Estructura de STAT5a y STAT5b. Los activadores transcripcionales
STAT5a y STATS5b tienen una alta similitud a nivel de aminoacidos del 91%.
STAT5a se compone de 794 aminoacidos, y el aminoacido 694 es un sitio de
fosforilacién de tirosina, mientras que STAT5b se compone de 787 amino&cidos.
Tomado de Hu et al (2021).

Metabolismo alterado: Efecto Warburg

Una posible explicacion a la alta capacidad proliferativa de las células cancerosas
es la alteracion de su metabolismo celular. EI metabolismo celular incluye todos
los procesos celulares para la transformacién de biomoléculas, como la glucosa, a
energia en forma de ATP, el cual es necesario para sintetizar nuevas biomoléculas
para formar una nueva célula. El metabolismo de la glucosa, permite aprovechar la
energia de la oxidacion de sus enlaces de carbono para formar ATP. El producto
final puede ser lactato o tras la oxidacion total de la glucosa a través de la
respiracion mitocondrial, CO2. Las células tumorales reprograman su metabolismo
para satisfacer su alta demanda de energia; de hecho, este cambio en el
metabolismo se considera uno de los sellos distintivos de la transformacion
oncogénica. Este proceso, conocido como efecto Warburg, se ha estudiado
extensamente. Se han descrito tres procesos claves para este efecto: el aumento
del flujo metabdlico de la glucdlisis, aumento de la produccion de lactato y la
disminucion de la actividad mitocondrial, es importante aclarar que no todos los
canceres siguen este patron y también se han descrito tumores con la actividad
contraria, mostrando una dependencia por la fosforilacion oxidativa. La glucélisis
aerobica es un medio ineficiente para generar ATP en comparacién con la
cantidad obtenida por la respiracion mitocondrial. Sin embargo, la tasa de

metabolismo de la glucosa a través de la glucélisis aerdbica es mas alta, de modo
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que la produccion de lactato a partir de la glucosa ocurre de 10 a 100 veces mas
rapido que la oxidacion completa de la glucosa en la mitocondria. De hecho, la
cantidad de ATP sintetizada durante cualquier periodo de tiempo es comparable
cuando existe un aumento del flujo glucolitico debido al aumento de la actividad de
las enzimas de la glucdlisis (22,23). El aumento de la glucdlisis aerobia le confiere
a la célula maligna una ventaja proliferativa al generar fuentes energéticas
suficientes, tal como ATP y los intermediarios de carbono para la biosintesis de
macromoléculas (proteinas, carbohidratos, lipidos y &cidos nucleicos). En los
organismos multicelulares, la toma de nutrientes y el metabolismo estan
estrechamente regulados por sistemas de control que previenen la proliferacion
anormal (9,10). Inclusive células del sistema inmune presentan el efecto Warburg,
con la diferencia que el control de éste depende del contexto celular. Las citocinas
representan una importante regulacion de la reprogramacion metabdlica en células
del sistema inmune, por ejemplo, se reportd que existe una alta fosforilacion de
STAT5 que, a su vez, induce transcripcionalmente la expresion de Akt para
amplificar la actividad de la via PI3K/Akt y finalmente regular la expresion del
transportador de glucosa 1 (Glutl) y la enzima hexocinasa 2 (HK2), importantes en
la via de la glucdlisis (24).

Otro fendmeno importante durante el efecto Warburg es el estado anaplerotico de
la mitocondria, especificamente en el ciclo de Krebs. El ciclo de Krebs o también
conocido como el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA: siglas en ingles) es
fundamental para todas las células que usan oxigeno durante la respiracion
celular. Ademas puede proveer moléculas precursoras (como el a-cetoglutarato y
oxalacetato) para la sintesis de aminoacidos entre otras moléculas fundamentales.
Esto es importante debido para las células altamente proliferativas, como las
células tumorales, requieren continuamente suministros de metabolitos para la
sintesis de nuevas células tumorales. Se ha asociado un ciclo de Krebs aberrante
en enfermedades como la obesidad, asi como en el cancer. El concepto de
anaplérosis describe una serie de reacciones o vias que reemplazan los depdésitos
de aniones para eliminarlos y evitar la acumulacion de aniones en la matriz

mitocondrial.
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Cuando las moléculas del ciclo de Krebs se reclutan para su uso en vias
sintéticas, deben reabastecerse de nuevo para que el ciclo pueda seguir
funcionando. Las vias y las reacciones que reponen las moléculas de la ruta se
conocen como "reacciones anaplerdticas". Por ejemplo, la carboxilacion de
piruvato que forma oxalacetato repone el oxalacetato retirado del ciclo para
participar en la sintesis de nucle6tidos o en la gluconeogénesis. La mayoria de los
canceres dependen de estas sintesis de metabolitos. En muchas células
cancerosas, la glutamina funciona como regulador de la anaplerésis a través de la
conversion a glutamato deshidrogenasa. Las células de cancer aumentan la
actividad de estas enzimas del ciclo de Krebs provocando un aumento en la
cantidad de expulsion de metabolitos del ciclo y aumentando la sintesis de
biomoléculas como acidos nucleicos y aminoacidos para las proteinas necesarios

para la division celular (53).

Anteriormente no se habia asociado las vias de sefalizacion con la
reprogramacion metabdlica, sin embargo, recientemente el papel de las redes de
sefalizacion celular ha tomado interés en dicha reprogramacion. Los cambios
aberrantes en esas vias de sefializacion incrementan la toma de nutrientes y el
metabolismo necesario para producir el aporte energético indispensable para la
sobrevivencia y proliferacion celular (25, 26). Se ha reportado que el metabolismo
energético, especialmente el metabolismo de la glucosa, esta conectado con el
control del crecimiento mediante la activacion y silenciamiento de ciertos genes
tumorales, que llevan a la proliferacion celular descontrolada, al arresto del ciclo
celular y al envejecimiento de la célula (27,28,29). Se ha reportado que la familia
de proteinas transductores de sefal y activadores de la transcripcion (STAT) estan
implicados en la regulacion de genes relacionados con el efecto Warburg. Los
resultados del trabajo de Rojas-Mercado (2020) muestran que la estimulacion con
IL-2 aument6 la fosforilacidn de STAT3 y la expresion de genes relacionados con
el metabolismo, como el factor 1-alfa inducible por hipoxia (HIF-alfa), proteina
guinasa dependiente de 3-fosfoinositidio 1 (PDK1) y el transportador de glucosa 1

(GLUT1), genes muy relacionados al control del metabolismo de la glucosa. De
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igual manera se describi6 que este mismo tratamiento con IL-2 aumentd la
activacion de STAT5 (11).

Célula normal Célula de céncer
Glucosa Glucosa
Glut Glut
lll Citoplasma lll Citoplasma
LDHA LDHA
Piruvato &= lactate |mcT Piruvato lactato |McT =—» Lactato
& . ' \1,
0, — 0, - Evasion del ::Is:umn:
co > CO.
L_) ! : Proliferacién
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.. Fosforilacién . Fosforilacion
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Figura 6.- Efecto Warburg. Diferencias en las vias de glucdlisis entre células
normales y células cancerosas. (A) En presencia de oxigeno, las células
normales en tejido promedio producen diéxido de carbono y hasta 38 ATP por
molécula de glucosa a través de la glucdlisis, el ciclo de los acidos tricarboxililos
(TCA) y el sistema de transporte de electrones. En un ambiente hipoxico, los
piruvatos se acumulan sin pasar por el ciclo TCA. Estos piruvatos acumulados en
el tejido muscular se convierten en acido lactico y solo producen 2 ATP. (B) Las
células cancerosas solo utilizan el proceso de glucdlisis, independientemente de la
presencia o0 ausencia de oxigeno, por lo tanto presentan adecuaciones en la
regulacion de la glucdlisis, ademas de presentar un desvio del piruvato hacia la
sintesis de lactato. Tomado de Kimy Baek (2021).
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STATS5 en el metabolismo celular

En tejido normal promedio, aproximadamente 10% de la energia de la célula se
genera por glucdlisis, mientras que la respiracion aerdbica que tiene lugar en la
mitocondria contribuye con 90% (Figura 6). Sin embargo, en algunos tumores
aproximadamente el 50% de la energia celular se genera por glucdlisis, y la
energia restante es generada en la mitocondria (23), este cambio se mantiene aun
cuando el O presente es suficiente para mantener la funcién mitocondrial
(glucdlisis anaerobia) (22). Esta caracteristica de las células tumorales de mostrar
un elevado radio de glucdlisis mientras contindan creciendo aun bajo condiciones
de normoxia se correlaciona con el incremento de la expresion de enzimas
glucoliticas y de transportadores de glucosa, estos cambios pueden deberse a la
activacion de factores de transcripcion. Varios trabajos sugieren que existe una
correlacion importante entre la via JAK/STAT y el metabolismo celular, una via
aberrante en las células cancerosas, ya que la activacion constitutiva de las
proteinas STAT promueve la glucdlisis a través de la activacion transcripcional de
factores inducibles por hipoxia y por lo tanto, la alteracion de la actividad
mitocondrial. Parece que las proteinas STAT funcionan como un centro integrador
de diferentes sefales de crecimiento y supervivencia para el metabolismo
energético , por lo tanto, tienen un papel central en la funcién metabdlica de la
célula (10,11,12).

Este vinculo STAT-metabolismo en el cancer surgié debido a que la sefializacion
JAK/STAT tiene funciones cruciales en tejidos metabdlicamente activos, incluidos
el tejido adiposo, el higado, el musculo esquelético y las células B pancreéticas,
asi como en células inmunitarias, incluidos los macrofagos, las células asesinas
naturales y las células T (10).

Durante la activacién de los linfocitos T, pasan por varios cambios metabdlicos:

proliferacion rapida, sintesis de grandes cantidades de una variedad de proteinas

17



efectoras y preparacion para entrar en un entorno potencialmente hipoxico. Estas
adaptaciones metabdlicas se asemejan a las observadas en el metabolismo del
cancer (proliferacién, anabolismo, produccién de energia para generar bloques de
construccion y la falta de nutrientes y oxigeno pueden limitar el flujo metabdlico ya
gue restringen el acceso de metabolitos y oxigeno). Este fenédmeno indica que las
células cancerosas solo adoptan estrategias metabdlicas similares a las utilizadas
por los linfocitos T en respuesta a su activacion (31).

Se ha sefalado que la activacidén constitutiva de las proteinas STAT promueven la
glucdlisis mediante la induccion transcripcional de HIF-a, como el aumento de las
enzimas glucoliticas, el incremento de la piruvato deshidrogenasa quinasa 1
(PDK1) la cual inhibe la actividad de la complejo de la piruvato deshidrogenasa
(PDH) enzima encargada de transformar el pivurato al acetil-coA para ingresar a la
mitocondria y entrar al ciclo de Krebs. También se sabe que existen mutaciones a
los genes succinato deshidrogenasa (SDH) y fumarato hidratasa (FH), que
codifican enzimas del ciclo del Krebs provocando una actividad defectuosa y por lo
tanto una acumulacion de metabolitos y disminuyendo el potencial redox necesario
para la cadena de transporte de electrones para producir ATP (32). STAT5
participa en la regulacion del metabolismo energético y en la regulacion de HIF-1a,
un importante regulador en el microambiente hipoxico del cancer. Ademas, STAT5
puede inducir la expresion de HIF-2a, que es necesaria para la regulacion positiva
de genes asociados con el metabolismo de la glucosa. Por lo tanto, esta claro que
las proteinas STAT estan involucradas en la regulacién de los factores inducibles
por hipoxia que son los principales reguladores de la homeostasis del oxigeno. La
hipoxia es un factor microambiental critico que esta relacionado con la progresion
y la metastasis. La mayoria de los tumores solidos muestran condiciones
hipoxicas, y esta menor concentracion de O: induce una regulacion alterada en la

transcripcion génica, lo que lleva a cambios en el metabolismo celular (33).
Chuhe y colaboradores (2020) demostraron que en la linea celular murina BaF3

existe una interaccion entre STAT5 y una enzima metabdlica, la piruvato

deshidrogenasa quinasa subunidad E2 (PDC-E2) en la mitocondria. STAT5 exhibe
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una actividad Unica de union al ADN. La presencia de STAT5 mitocondrial en
células tumorales y células estimuladas por citocinas también coincide con su
cambio metabdlico hacia la glucdlisis aerébica. En un informe posterior, el mismo
grupo demostré que PDC-E2 podria funcionar como un coactivador en la
expresion de genes mitocondriales y nucleares dependientes de STAT5. ElI STATS
citoplasmatico es reclutado por el complejo receptor-ligando, y es fosforilado en
tirosina por la cinasa JAK3. Las proteinas STAT5 se dimerizan y translocan al
nucleo y la mitocondria. En el nucleo, STAT5 fosforilado en tirosina se une a las
regiones promotoras de distintos genes diana y en la mitocondria STAT5 tendria la
capacidad de unirse al genoma mitocondrial, precisamente en la region del bucle
D, region conformada por tres hebras y encargada de regula e iniciar la
transcripcion de los genes de la CTE mitocondriales (ND1, ND6 y ATP6) (34,35).
Teniendo esta evidencia que en células embrionarias HEK293, STAT5 puede
migrar a la mitocondria y regular estos genes ND1, ND6 y ATP6 existe también la
posibilidad de que pueda migrar a nucleo y también regular genes de la CTE
participando en la disminucion de la actividad de la fosforilacion oxidativa. STAT5
podria regular la expresion de genes relacionados con la fosforilacion oxidativa,
especialmente los genes relacionados con la cadena transportadora de electrones
(CTE), como son las proteinas de los complejos de la cadena respiratoria
(flavoproteinal del Complejo I; proteina 1 del Complejo lll, citocromo ¢ oxidasa | y
Il del Complejo 1V; polipéptido 5 de la subunidad beta del complejo ATP sintetasa)
subunidades de los complejos de la CTE que al ser alterados su actividad se
comprometeria regulando su expresion y por lo tanto alterando la actividad

mitocondrial (35).

STAT 5 en laregulacion de genes de la cadena de transporte electronica
Los genes de la cadena de la cadena de transporte de electrones estan presentes

tanto en el ADN mitocondrial y el ADN nuclear, se ha reportado que varios factores

de transcripcion contribuyen a la regulacién de dichos genes. Debido al
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antecedente que en células T leucémicas STAT5 migra a la mitocondria y que en
células embrionarias HEK293 STATS5 ademas de migrar a dicho organelo puede
regular genes mitocondriales de la CTE (genes ND1, ND6 y ATP6) (36), no seria
imposible pensar que en células de cancer de cérvix al presentar la activacion con
IL-2 de la via JAK/STAT y el aumento especifico de STATS fosforilado tendria la
capacidad de migrar tanto al ndcleo como mitocondria y funcionar como regulador
de los genes de la CTE tanto en el nacleo como en la mitocondria y regular su
expresion, controlando asi la actividad mitocondrial en células de cancer, genes
como la subunidad central V1 de ubiquinona oxidorreductasa (NDUFV1), proteina
central 1 de ubiquinol-citocromo C reductasa (UQCRC1) y la subunidad beta de la
ATP sintasa F1 (ATP5FB1), subunidades importantes de los complejos 1,3 y de la
enzima ATP sintasa respectivamente, si su transcripcion es comprometida es

probable que tanto a nivel de proteina como su actividad también sean afectadas.

Estas subunidades son partes importantes para la funcion de los complejos de la
CTE, el gen NDUFV1 esta ubicado en el brazo q del cromosoma 11 en la posicion
13.2 y tiene 10 exones. Este gen codifica una subunidad de 51 kDa del complejo |
NADH:ubiquinona oxidorreductasa, la subunidad transporta el sitio de union de
NADH, asi como los sitios de union de mononucleétido de flavina (FMN) y Fe-S.
Es una oxidorreductasa y una subunidad central del complejo I; se cree que es
necesaria para el ensamblaje y la catalisis del complejo (37). El gen UQCRCL1 esta
ubicado en el brazo p del cromosoma 3 en la posicion 23.31. La proteina
codificada es una subunidad de la ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa del tercer
complejo, complejo transmembranal de multiples subunidades que forma parte de
la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Su funcién es catalizar la
transferencia de electrones del ubiquinol al citocromo c, vincula esta reaccion
redox con la translocacion de protones a través de la membrana interna
mitocondrial, los protones son transportados a través de la membrana como
hidrogenos en el quinol (38) y finalmente el ATP5F1B ubicado en el brazo q del
cromosoma 12 en la posicion 13 el gen codifica a una subunidad de la ATP

sintasa mitocondrial. La ATP sintasa mitocondrial cataliza la sintesis de ATP,
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utiliza un gradiente electroquimico de protones a través de la membrana interna
durante la fosforilacion oxidativa. La ATP sintasa estd compuesta por dos
complejos de multiples subunidades unidos: el nucleo catalitico soluble, F1 y el
componente que atraviesa la membrana, FO, que comprende el canal de protones.
La porcion catalitica de la ATP sintasa mitocondrial consta de 5 subunidades
diferentes (alfa, beta, gamma, delta y épsilon) ensambladas de 3 alfa, 3 beta y un
Unico representante de las otras 3. El canal de protones consta de tres
subunidades principales (a, b, c). Este gen codifica la subunidad beta del nucleo
catalitico (39). STAT5 ha demostrado regular negativamente genes de la CTE
mitocondriales como ND1, ND6 y ATP6 en la mitocondria (células embrionarias)
(36), la posibilidad de que pueda regular genes de la CTE en el nicleo es muy
probable, por lo tanto seria importante dilucidar el papel de STAT5 en la

regulacion de genes relacionados con el metabolismo celular.

STATS5 en la mitocondria

La localizacion mitocondrial de STAT5 sugiere que puede estar involucrada en la
regulacion génica de la mitocondria, lo cual coincide con el cambio metabdlico
hacia la glucdlisis aerobia, fenbmeno observado en células T y leucémicas
estimuladas con citocinas. Mas recientemente se demostré que el tratamiento con
IL-3 en la linea celular HEK293 de cancer de rifion, induce la traslocacion de
STAT5a a las mitocondrias y éste regula a través de una union al ADN
mitocondrial, (ADNmt) la disminucion de la expresién de genes mitocondriales. La
represion de la expresion de ADNmt mediada por STAT5a también se correlacion6
positivamente con la unién de STAT5a a la subunidad E2 del complejo piruvato
deshidrogenasa (PDC-E2), una enzima metabdlica de control y un componente del
ADNmt en la matriz mitocondrial ) (34,25).

La familia de las STATs, y especificamente STAT5, puede regular genes
relacionados con el metabolismo celular (Figura 7) por lo que surge la pregunta si
dicho factor de transcripcion puede regular genes nucleares de la cadena de

transporte de electrones para regular el metabolismo celular y contribuir a la
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progresion del cancer, especialmente en el cancer de cérvix, que es un problema

de salud publica mundial.
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Figura 7.- Via de sefializacion IL-2/JAK3/STAT5 en la regulacién de genes
mitocondriales. Figura creada por medio del programa BioRender.com
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que en las células de cancer de cérvix hemos encontrado que la via de
sefalizacion JAK-STAT se encuentra activa de manera constitutiva y se ve
aumentada ante la estimulacion de 10 Ul/ml de IL-2 (10- 13), es de nuestro interés
analizar si la proteina STAT5 esta implicada en la regulacion de genes
relacionados con el metabolismo celular, surge la duda si STAT5 puede regular
genes de la cadena de transporte de electrones como los genes subunidad
central V1 de ubiquinona oxidorreductasa del complejo 1 (NDUFV1), proteina
central 1 de ubiquinol-citocromo C reductasa del complejo 3 (UQCRC1) y la
subunidad beta de la ATP sintasa F1 del complejo 5 (ATP5FB1) y funcionar
como reguladores de sefales de crecimiento modificando el metabolismo
energeético a traves de sus actividades nucleares. La posibilidad de que STAT5
migre a la mitocondria en estas lineas celulares y ejercer actividades dentro de la
mitocondria aun se desconoce, por lo que se requieren estudios para comprender
como afectan estos cambios metabdlicos a las células.

La informacion generada en este proyecto permitira entender los mecanismos de
sefalizacion que utilizan estas células tumorales para reprogramar el metabolismo
energético y poder proliferar eficientemente, para en un futuro desarrollar

tratamientos alternativos y mas especificos para el carcinoma de cérvix.

HIPOTESIS

En respuesta a la estimulacion de IL-2, STAT5 fosforilado disminuye la expresion
de genes de la fosforilacibn oxidativa, y aumenta su translocacion hacia la

mitocondria.
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OBJETIVOS

GENERAL
Determinar el papel de STAT5 en la expresion de genes relacionados con el
metabolismo energético y su migracion a la mitocondria en lineas de cancer de

cérvix tratadas con IL-2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar el efecto del tratamiento con IL-2 sobre la expresion de genes
componentes de la fosforilacion oxidativa (FO) (subunidad central V1 de
ubiquinona oxidorreductasa del complejo 1, proteina central 1 de ubiquinol-
citocromo C reductasa del complejo 3 y la subunidad beta de la ATP sintasa F1
del complejo 5) en las lineas celulares de cancer de cérvix SiHa y Hela.

2. Analizar el efecto del silenciamiento de STAT5 sobre la expresién de los genes
componentes de los complejos I, Ill, y V en células de cancer de cérvix
estimuladas con IL-2.

3. Determinar la translocacion de STATS5 fosforilado a la mitocondria en las lineas

celulares de cancer de cérvix, SiHa y HeLa estimuladas con 10Ul de IL-2.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

Experimental

Material bioldgico y mantenimiento del cultivo celular

La linea celular SiHa (VPH-16), derivada de carcinoma de células escamosas,
grado Il, fue obtenida de American Type Culture Collection (ATCC). La linea
celular HeLa (VPH-18), deivada de un adenocarcinoma grado 4B obtenida
igualmente de American Type Culture Collection (ATCC).

Para el mantenimiento de las lineas celulares de cancer de cérvix, estas se
cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal de bovino (SFB) al
10% en cajas Petri de 100 mm e incubadas a 37°C y 5% de bioxido de carbono

(CO2) con una transferencia o subcultivo celular cada 5 dias.

Evaluacién de la expresion génica

Las células de las lineas de cancer de cérvix SiHa y HeLa se sembraron a una
densidad de 1x10° células en cajas Petri de 100 mm, se dejaron adherir por 24
horas de cultivo y posteriormente se cambié el medio, por medio suplementado
con 0.5% SFB para ralentizar el metabolismo por 12 horas. A continuacion las
células se incubaron en presencia o ausencia de 10Ul/ml de la IL-2 durante 30
minutos, 6 horas y 12 horas para extraer mRNA y analizar el efecto de la citocina
sobre la expresion de los genes UQCRC1 y NDUFV1 mediante PCR punto final.
Para la extraccion de RNA se utilizé el método TRIzol, se retir6 el sobrenadante y
se le agregd 1 mL de TRIzol y 200 pL de cloroformo y se mezclé vigorosamente.
La suspension se dej6 incubar durante 10 minutos en hielo, para después
centrifugar durante 15 minutos a 13,000 rpm. La fase acuosa se recuperd y se
agregaron 400 pL de isopropanol, para incubar toda la noche a -20 °C.

Posteriormente, la mezcla se centrifugd durante 15 minutos a 13,000 rpm, se
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elimino el sobrenadante, y se agregd 1 mL de etanol al 75% diluido con agua libre
de nucleasas. Para eliminar restos de guanidina, se incubd durante 10 minutos a
temperatura ambiente, después se centrifugé a 8,500 rpm durante 5 minutos, se
elimino el sobrenadante, y se dej6 secar a temperatura ambiente. Una vez seco se
hidraté en 70 uL de agua libre de nucleasas.

Una vez obtenido el RNA con la técnica ya estandarizada, se cuantific6 mediante
un bioespectrometro (BioRad, USA) y se reviso la calidad del RNA mediante el
cociente 260/280.

Para la sintesis de cDNA se utilizaron 5 pg de RNA para retrotranscribir a una
temperatura de 37 °C durante una hora. Mientras que para evaluar los niveles de
UQCRC1 y NDUFV1 se utilizaron 3 pg de cDNA , como gen de referencia se

utilizé B-actina (Figura 8). Los oligos utilizados fueron:

Gen Primer Sentido Primer Antisentido

UQCRC1 | CGAGTACCTGAGCACACATTAC | CTCTGCATATGTCCATGGGATG

NDUFV1 | GGCACCAAACTATTCAACATCTC | CAGCATGCTTCTCAATCAGTTC

ATPSFB1 | CTAAGGTAGCGCTGGTATATGG | CATCTTGACTTCTTGGTCTCTA

B-actina TCTTCCAGCCTTCCTTCCT TGTTGGCGTACAGGTCTTTG

Las condiciones para la amplificacion fueron: 92 °C de desnaturalizacion durante 5
minutos, 58 °C de alineamiento durante 1 minuto, 72 °C de elongacion durante 1
minuto y 95 °C durante 1 minuto, y estas condiciones se repitieron durante 29
ciclos, aunado a una fase de elongacion extra de 58°C durante 2 minutos y 72 °C
por 3 minutos.

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5% durante 35 minutos 50V. Su utilizd SYBR Green (ThermoFisher, USA) para

visualizar las bandas en el fotodocumentador (Biorad, USA).
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3 Repeticiones temporales

Siembra células 1x10° Carrr:ll:doigel
RPMI - 10% SFB suplementado
0.5% SFB

l l

Estimulacion 10 Ul de
IL-2 a 30 minutos, 6
horasy 12 horas

RT-PCR

Extraccion del ARN PCR

Electroforesis y
revelado del gel de

agarosa

l l

A J

24 H

Y Y

12 H 12 H

Precipitacion del ARN

Figura 8.- Disefio experimental para evaluar la expresion de los genes de la FO en las lineas celulares SiHa y

HelLa estimuladas con IL-2.
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Silenciamiento transitorio de STATS5 en las lineas celulares HeLa y SiHa.

Las secuencias de shRNA se disefiaron para silenciar STAT5 (A/B). Estas se
insertaron (STAT5-94 CCACCATCACGGACATTAT y STATS-
71GACTCAGGAGTACTTCATC) en un plasmido pSIREN que contenia el gen de
resistencia a puromicina. Las células se transfectaron usando Turbofect (Thermo
Scientific) segun las especificaciones del fabricante. Para ello, 8 x 10° células/pozo
se sembraron en placas de 6 pozos 24 horas antes de la transfeccion. Los
plasmidos se diluyeron a una concentracion de 6 pug/ml en 400 yL de medio RPMI-
1640, ademas se adiciond 12 pyL de Turbofect, esto se mezcld inmediatamente y
se incub6 por 18 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se agreg6 a cada
pozo y se incubo a 37 °C, 5% CO:2 por 48 horas. Después de las 48 horas de la
exposicion con el plasmido, se retird el medio de cultivo y se agregé medio RPMI-
1640 y se estimulé6 con 10 Ul/ml de IL-2 (concentracion que aumenta la
proliferacion celular y la activacion de la via JAK3/STAT5) en tiempos de 30
minutos, 6 horas y 12 horas. Finalmente, se extrajo el RNA de las células con la

técnica mencionada anteriormente (Figura 9).

Medicion de STATS total en las células transfectadas

Después de las 48 horas de la transfeccidon transitoria la células SiHa fueron
fijadas con paraformaldheido (PFA) 1% por 20 minutos, posteriormente se lavaron
2 veces con 200ul de buffer BD Perm/Wash™ 1x se centrifugaron a 3000 rpm por
5 minutos, se retird el buffer BD Perm/Wash™ vy posteriormente para la
permeabilizaron se us6 400 ul de metanol mas 1 ml de buffer BD Perm/Wash™
por 40 minutos, se retird la solucion y se incubd el anticuerpo (4:200) STAT5
(Santa Cruz), USA en una solucion de 200ul PBS al 1% SFB por 24 horas, se
decanto la solucion y se lavo con 200ul buffer BD Perm/Wash™ 1x, se incub6 con
el anticuerpo secundario conjugado con FITC (Santa Cruz, USA) (1:200) por 2
horas en la misma soluciéon PBS 1% SFB, finalmente se lavo 2 veces por buffer
BD Perm/Wash™. Se utiliz6 el citdmetro de flujo Cytoflex (Beckman, USA) usando

el software Flowing. Con el programa Flowjo se analizaron los datos.
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3 Repeticiones temporales

Estimulacion 10 Ul de IL-
2 a 30 minutos, 6 horasy

12 horas
] , 6 Silenciamiento » RT-PCR
Siembra células 1x10 con el plasmido Extraccion del ARN PCR
RPMI - 10% SFB contra STAT5 Electroforesis y
revelado del gel de
agarosa

l l l l

N )\ I8 )
Y Y Y

24 H 48 H 12 H
Precipitacion del ARN

Figura 9.- Disefio experimental para evaluar la expresién de los genes relacionados con la FO en las lineas
celulares SiHay HeLa con silenciamiento e estimuladas con IL-2.
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Translocacion de STAT5S a la mitocondria

Para la determinar la presencia de STAT5 en la mitocondria de las células de
cancer de cérvix, se sembraron 6x10° células por condicién, se incubaron en
presencia o ausencia de 10 Ul/ml de IL-2 durante 5, 30 y 60 minutos. Las células
sin estimulo representan el control negativo.

Pasado el tiempo de estimulo se aislaron las mitocondrias con el kit Mitochondrion
Isolation Kit for Cultured Cells (Thermo Fisher, USA); para esto, se despegaron las
células con verseno y se resuspendieron con el reactivo A, se incubaron durante 2
minutos en hielo y se agregaron 10 pL del reactivo B, se incubaron por 5 minutos
en hielo y se agitaron cada minuto. Posteriormente, a la suspension se le agrego
400 pL del reactivo C y se centrifugd durante 10 minutos a 6,200 rpm a 4 °C, al
termind se elimind el sobrenadante y se centrifugd a 13,000 rpm durante 15
minutos, para eliminar el sobrenadante nuevamente y se lavo el boton de
mitocondrias con 250 pL de reactivo C. Finalmente se cuantificO la proteina
mediante el método de Lowry, método colorimétrico cuantitativo de proteinas
utilizando el kit comercial (Dc Protein Assay, Biorad, USA). Una curva estandar de
albumina se utilizé para determinar las concentraciones de proteina. Para ello, se
prepararon las siguientes diluciones: 70 pyL de buffer y 30 pL de albumina, 85 uL
de buffer y 15 pyL de albumina, 95 uL de buffer y 5 yL de albumina y 99 uL de

buffer con 1 pyL de albumina.

Para la cuantificacién de la proteina total se preparé una solucién con 200 pL del
reactivo B, 20 pL de reactivo A y 5uL de muestra por pozo en placas de 96 pozos.
La lectura se llevo a cabo en un lector de placas a 590 nm.

Para determinar el contenido de proteina por inmunoblot, la muestra de proteinas
se mezclé con 80 uL de buffer de Laemliy 20 yL de DTT; y se hirvieron durante 5
minutos. La electroforesis se realizO con geles de SDS-PAGE con gel
concentrador al 4.5% y gel separador al 10%. Los geles se polimerizaron con

persulfato de amonio al 0.05% (Sigma Chemical, Co. USA) y tetrametileno-
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diamina (TEMED) (Sigma Chemical, Co USA). En geles de poliacrilamida se cargo
25 ug de proteina, las proteinas se corrieron en una cdmara de electroforesis
vertical (Atto, Japdén) a 80 V durante 35 minutos en el gel concentrador y a 125 V
durante 90 minutos en el gel separador.

Las proteinas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa segun el método de Kyhse-Andersen en una
camara de transferencia semiseca (Nova Blot, GE. USA) a corriente constante de

125 mA durante una hora utilizando buffer de transferencia.

Las membranas se incubaron durante 16 horas en albumina al 3% (Biorad, USA)
para asegurar el bloqueo. Posteriormente las membranas fueron incubadas con
los anticuerpos primarios anti-STAT5 (Santa Cruz, USA) en una proporcion de 1 a
1000 con albumina al 3% (Biorad, USA) durante 3 horas. Después, se realizaron 5
lavados de 5 minutos con TBS tween, seguidos de 3 lavados con TBS de 5

minutos.

El anticuerpo secundario, goat anti-mouse acoplado a peroxidasa (Santa Cruz,
USA) se incubo en una proporcion de 1 a 10,000 con albumina al 1% durante 45
minutos. Inmediatamente se realizaron cinco lavados de cinco minutos con TBS

tween, seguidos de tres lavados con TBS de cinco minutos.

Para visualizar las proteinas por medio de quimioluminiscencia se agregaron 600
pl del reactivo A que contiene peroxido de hidrogeno y 650 u del reactivo B que

contiene luminol (Pierce, USA) (Figura 10).
Programay analisis estadistico.

Para evaluar la expresion de los genes NDUFV1, UQCRC1 y ATP5FB1 asi como
la fosforilacion de STAT3 se hizo un analisis densitométrico con el uso del
programa ImageJ.

Para el analisis estadistico se utilizé el programa GraphPad versién 6.2. Para
establecer si existian diferencias estadisticamente significativas entre el control y

los tratamientos con la una prueba ANOVA de una via no pareada.
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3 Repeticiones temporales

Siembra células 6x10°
RPMI - 10% SFB

Estimulacion 10 UI IL-2
Aislamiento de

mitocondrias
Electroforesis
) Electrotransferencia .
Cambio del Incubacion de
Medio anticuerpos
suplementado Revelado de la
0.5% SFB membrana
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Bloqueo de la membrana

Figura 10.- Disefio experimental para evaluar la translocacién de STATS5 a la mitocondria.
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RESULTADOS

La expresién génica de NDUFV1y ATP5FB1 disminuye después del
tratamiento con 10 Ul/ml de IL-2 en la linea celular SiHa.

Para determinar el efecto de la IL-2 sobre la expresion de genes relacionados con
el metabolismo energético, se incubaron células SiHa en presencia de 10 Ul/ml de
la citocina durante diferentes tiempos. NDUFV1 y ATP5FB1 mostraron una mayor
sensibilidad ante la exposicion de la IL-2. NDUFV1 presentd una disminucion
significativa a las 6 horas (16%) y 12 horas (19%), mientras que el gen ATP5FB1
presento la disminucion a los 30 minutos (45%) y 6 horas (47%), recuperandose a
las 12 horas. En el caso del gen UQCRC1, no presentdé cambios significativos en
ninguno de los tiempos (Figura 11).

10 Ul IL-2 +

Linea: SiHa Control 30 Min

NDUFV1
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Figura 11.- Expresién de los genes: Subunidad central V1 de ubiquinona
oxidorreductasa (UQCRC1), Proteina central 1 de ubiquinol-citocromo C
reductasa (NDUFV1) y la Subunidad beta de la ATP sintasa F1 (ATP5FB1) en
la linea celular SiHa ante la estimulacién de 10 Ul/ml de Interleucina 2 (IL-2).
A) Imagen representativa del gel de agarosa los resultados de la RT-PCR. B)
Histogramas de relacién de densitometria de los genes UQCRC1, NDUFV1y
ATP5FB1 usando B-Actina como control de carga. Prueba estadistica

ANOVA de una via no pareada. *:p<0.005.
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La expresién génica de NDUFV1 y ATP5FB1 disminuye después del
tratamiento con 10 Ul/ml de IL-2 en la linea celular HelLa.

También se evalud la expresion de genes relacionados con la FO en la linea
celular HelLa. Los resultados demuestran que en el gen NDUFV1 existe una
disminucién de la expresion a las 6 horas (24%) y 12 horas (22%), mientras que el
gen ATP5FB1 disminuye a los 30 minutos (17%) y 6 horas (25%). Nuevamente

UQCRC1 no muestra cambios significativos (Figura 12).
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Figura 12.- Expresién de los genes: Subunidad central V1 de ubiquinona
oxidorreductasa (UQCRC1), Proteina central 1 de ubiquinol-citocromo C
reductasa (NDUFV1) y la Subunidad beta de la ATP sintasa F1 (ATP5FB1) en
la linea celular HeLa ante la estimulacion de 10 Ul/ml de Interleucina 2 (IL-2)
A) Imagen representativa del gel de agarosa con las células estimuladas con
IL-2. B) Histogramas de relacion de densitometria de los genes UQCRC],
NDUFV1 y ATP5FB1 usando B-Actina como control de carga. Tiempos de 30
minutos, 6 horas y 12 horas. Prueba estadistica ANOVA de una via no

pareada. *:p<0.005.
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Células

El silenciamiento transitorio por shRNA disminuy6 el STATS total en las

células Siha

Se realiz6 un silenciamiento transitorio de 48 horas para la proteina STAT5 con el

fin de confirmar que STAT5 es el responsable de la regulacién negativa de los

genes de la FO ante la estimulacion con 10 Ul/ml de IL-2. Las células SiHa

silenciadas mostraron por citometria de flujo una disminucién del 54% de STAT5

total a comparacion con las silvestres (Figura 13).
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Figura 13.- Evaluacion del silenciamiento transitorio de STAT5 en la linea
celular SiHa usando el RNA de interferencia (ShRNA) evaluado por
citometria de flujo. (A) Histograma de las poblaciones de SiHa wild type (WT)
y SiHa transfectadas contra STATS5. (B) Evaluacion del porcentaje de
silenciamiento de STAT5 en la linea celular SiHa.

La expresion génica de NDUFV1 y ATP5FB1 no disminuye después del
tratamiento con 10 Ul/ml de IL-2 en la linea celular SiHa con STAT5
silenciado.

Los resultados mostraron que las células SiHa con STATS silenciado no
disminuyeron después de la estimulacion de IL-2 (Figura 14) a diferencia de las
células silvestres; inclusive el gen ATP5 FB1 mostré un aumento en comparacion
con el control a las 12 horas (40%). Interesantemente, las células con STAT5
silenciado fueron sensibles a la disminucion en el porcentaje de suplementacion
del SFB, ya que la mayoria muere al pasar de 10% a 0.5% de suero en
comparacion con las células sin transfectar, por lo cual este paso se descarto

para las células transfectadas (Figura 14).
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Figura 14.- Expresién de los genes: Subunidad central V1 de ubiquinona
oxidorreductasa (UQCRC1), Proteina central 1 de ubiquinol-citocromo C
reductasa (NDUFV1) y la Subunidad beta de la ATP sintasa F1 (ATP5FB1)en
la linea celular SiHa con STAT5 silenciado estimuladas con 10Ul de
Interleucina 2 (IL-2). A) Imagen representativa del gel de agarosa con las
células estimuladas con IL-2. B) Histograma de relacién de densitometria de
los genes UQCRC1, NDUFV1 y ATP5FB1 usando B-Actina como control de
carga. Tiempos de 30 minutos, 6 horas y 12 horas. Prueba estadistica
ANOVA de una via no pareada. *:p<0.005.
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La expresién génica de NDUFV1 y ATP5 SO no disminuye después del
tratamiento con 10 Ul/ml de IL-2 en la linea celular HeLa con STAT5

silenciado

De la misma manera, se silencio transitoriamente a STAT5 en la linea celular
Hela, los resultados mostraron que la regulacion negativa que se observo en las
células sin silenciar cambié. También, las células mostraron sensibilidad a la
reduccién del porcentaje de suplementacion del SFB. Interesantemente, en esta
linea celular se observd6 un aumento en la expresion del ARNm en el gen
NDUFV1, especialmente a las 6 horas (24%) 12 horas (41%) y el gel ATP5FB1 a
los 30 minutos (7%) y 6 horas (13%), mostrando un efecto opuesto en las células

silvestres ante la estimulacion de 10 U/ml de IL-2 (Figura 15).
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Figura 15.- Expresion de los genes UQCRC1, NDUFV1y ATP5FBL1 en la linea
celular HeLa con STATS5 silenciado. A) Imagen representativa del gel de
agarosa con las células estimuladas con IL-2. B) Histograma de relacion de
la densitometria de los genes UQCRC1, NDUFV1y ATP5FB1 usando B-Actina
como control. Tiempos de 30 minutos, 6 horas y 12 horas. Prueba estadistica
ANOVA de una via no pareada. *:p<0.005.
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La estimulacién de IL-2 aumentd los niveles de fosforilacién de STAT5 en las
mitocondrias en ambas lineas celulares.

Para analizar la translocacion de STAT5 a las mitocondrias de la linea celular
HelLa, se separaron las mitocondrias y posteriormente las proteinas mediante la
técnica de electroforesis SDS-PAGE. Las proteinas se transfirieron a membrana
de nitrocelulosa y se analizaron mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-
STATS5. Bandas que corresponden al peso molecular de STAT5 se observaron en
las condiciones del control. En la linea celular SiHa se observé que STATS5 en la
mitocondria e interesantemente un incremento de STATS5 fosforilado (estado
activo) a los 15 minutos de un 20% a comparacion de la unidad del control y un
aumento a los 30 minutos y 1 hora del 50% comparado con el control (relacién de
la densitometria realizada con Actina del citoplasma). Estadisticamente el STAT5
total no fue afectado (Figura 16). En la linea celular HeLa STAT5 fosforilado
aumento un 24% a los 15 minutos y posteriormente a los 30 y 1 hora incremento
un 46 y 49% respectivamente, igualmente el STAT5 total no se vio afectado
(Figura 17).

Debido a que ambos controles mitocondriales (VDAC y mitofilina) de carga
mostraron cambios en sus niveles de proteina por la estimulacion de IL-2, se
realizoé un lisado total y usando la misma técnica de cuantificacién y cargado de
muestra, se uso (-actina para el andlisis densitometria, si bien no es una prueba
gue muestra el control de carga de proteinas mitocondriales, se tratd6 de mostrar

de forma indirecta que las muestras fueron cargadas de manera correcta.

IL-2 aumenta los niveles de VDAC y mitofilina en la mitocondria en células de
cancer de cérvix.

Como control de carga y marcador de mitocondria se uso la proteina de canal
selectivo de aniones dependiente del voltaje (VDAC), , éste se comporta como un
poro de difusibn general para moléculas hidrofilicas pequefas, presente en la
membrana externa de mitocondria, su funcién es regular la entrada y salida de

diversas moléculas, con el fin de mantener la homeostasis de la mitocondria. Los
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resultados muestran un aumento de la proteina VDAC a los 15 minutos, 30
minutos y 1 hora en respuesta al estimulo con 10 Ul/ml de IL-2. Este aumento se
observé en ambas lineas celulares. Debido a estos resultados decidimos utilizar a
la mitofilina como control de carga y marcador de mitocondria. Esta proteina
participa en la formacion de las crestas en la membrana interna de la mitocondria.
Al igual que la proteina VDAC, la mitofilina también aumenta en respuesta a la
estimulacion con IL-2, en especial a los 30 minutos en la linea celular Hela,
manteniendose en la hora, al igual que las proteinas STAT5 y pSTATS5. Se realiz6
el analisis de densitometria usando como control de carga a la $-actina, a la cual
se le realiz6 el mismo procedimiento de cuantificacion y cargado de muestras
(Figuras 16y 17).
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Figura 16. -Presencia de pSTAT5, STAT5 y VDAC en mitocondrias de células
de cancer de cérvix SiHa. A) Inmunoblot representativo del gel de
poliacrilamida. B) Histograma de densitometria (relacion proteina de
interés/B-actina citoplasmatica). Prueba estadistica ANOVA de una via no
pareada. *:p<0.005.
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Figura 17.- Presencia de pSTAT5, STATS total, VDAC y mitofilina en células
de cancer de cérvix HeLa. A) Inmunoblot de pSTAT5, STAT5, VDAC y
mitofilina en mitocondrias. B) Histograma de densitometria relacién proteina
de interés/B-actina citoplasmatica. Prueba estadistica ANOVA de una via no

pareada. *:p<0.005.
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DISCUSION

Una de las caracteristicas principales del cancer es la proliferacion sostenida, la
busqueda sobre los diferentes mecanismos que apoyan esta caracteristica han
resultado en la evidencia de grupos de moléculas que funcionan como factores de
transcripcion que pueden regular la expresion de genes nucleares y mitocondriales
relacionados con la division celular. La via de sefializacion JAK-STAT se ha
asociado con la progresion del cancer de cérvix y regula diferentes eventos
biolégicos, como la proliferacion celular y el metabolismo. Se demostré que en
lineas celulares de céncer de cérvix el tratamiento con IL-2 aumenta la
proliferacion celular, igualmente se descubrio que estas lineas celulares presentan
el receptor de alta afinidad de IL-2-R, la proteina JAK 3 (activa constitutivamente)
y STAT5 y que el mismo tratamiento con IL-2 aumenta la fosforilacion de ambas
proteinas, y por lo tanto su estado activo, lo cual muestra que la via de
sefalizacion IL-2-JAK3-STATS5 esta activa en las células de cancer de cérvix (19,
20). El metabolismo celular es un fendmeno altamente complejo y dinamico que
desde el descubrimiento de su papel en el desarrollo del cancer ha tomado
importancia en la investigacion basica de la enfermedad.

Nuestros resultados en la regulacion negativa por STAT5 a genes de la FO
apoyan los resultados del trabajo con la linea celular HEK293 de cancer de rifidn y
la migracion de STATS5 a la mitocondria, en dicho trabajo se propone la capacidad
de regular la expresion del ADN mitocondrial ademas de poder unirse a la
subunidad E2 de la PDC, si bien nuestros resultados son en genes nucleares no
quita la posibilidad que la via IL-2-JAK-STAT5 podria igualmente regular genes del
ADN mitocondrial en las células de cancer de cérvix. La importancia de que en
células de cancer de cérvix STAT5 pueda regular a la negativa los genes NDUFV1
y ATPFB1 es un resultado muy importante, es muy probable que al disminuir el
ARN mensajero de estos genes la cantidad de proteina también sea afectada, sin
embargo en las sintesis de proteinas aun existen muchos pasos de regulacion y

no es seguro afirmar que la disminucion de la transcripcion afecte a la proteina,
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falta analizar el nivel de proteina de estos genes. Por otro lado en caso de que se
afecta a la proteina, la actividad de los complejos 1 y la ATP sintasa se
comprometerian y la actividad de la CTE disminuyese. En todo caso seria
importante en el futuro medir la actividad de estos complejos ante la estimulacion
de IL-2 para dilucidar aun mas este fendmeno biolégico (35).

La disminuscién de la actividad de la CTE se ha descrito como una estrategia de
supervivencia en células tumora,es la capacidad de aumentar el papel de la
glucolisis y disminuir el ATP producido por la CTE, esto se justifica debido a que
en esta, es la mayor fuente de sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS:
siglas en inglgés), debido al escape de algunos electrones y su reaccién con
moleculas de oxigeno. Las ROS en altas concentraciones son altamente toxicas y
debido a su capacidad de reaccionar con otras moleculas como el ADN o
proteinas dafiando su estrcutura y por lo tanto su funcion, se han propuesto como

una adversidad que las células cancerosas deben superar (53).

En nuestro grupo de investigacion se demostro que la proteina STAT3, proteina
hermana de STATS5, regula en células de cancer de cérvix la expresion de genes
relacionados con el efecto Warburg, los genes PDK1, HIF-1a y GLUT1
aumentaron su expresion cuando las células de cancer de cérvix fueron tratadas
con IL-2, lo que demuestra el papel de la via en la regulacién del metabolismo
celular. EI aumento del GLUT1 ayuda a la absorcién de glucosa de la célula,
aumentando el flujo glucolitico, el factor de transcripciéon HIF-1a tiene como blanco
el aumento de la expresién de genes de enzimas de la glucolisis y finalmente
PDK1 es un importante regulador del paso de la glucdlisis hacia el ciclo de Krebs,
regula negativamente a la PDH estancando el flujo a la glucdlisis y dirigiendo el
piruvato a la formacion de lactato, el cual también se ha demostrado tener
diferentes papeles, como el escape inmune, la ETM y la angiogénesis en
diferentes canceres (12). Mas recientemente se demostré6 que STAT5 también
puede regular los genes GLUT1, HIF-1a y PDK1 al igual que puede aumentar la
secrecion de lactato. La prueba de que las STATs puedan regular las tres

vertientes del efecto Warburg: regulacién del flujo glucolitico, produccién de lactato
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y disminuir la actividad de la CTE regulando negativamente los genes de las
subunidades de los complejos, todo en conjunto muestra la importancia de la via

de sefalizacion en el metabolismo celular de las células de cancer de cérvix (40).

Con relacién a STATS5, al ser un factor de transcripcion, no se descarta la idea de
gue pueda regular genes del metabolismo celular de forma directa o indirecta. Se
demostr6 que la via JAK/STAT, especificamente STAT5 puede regular el
metabolismo de la glucosa al incrementar la expresion de la piruvato
deshidrogenasa cinasa (PDK), enzima crucial para el cruce de la glucdlisis al ciclo
de Krebs. De la misma manera, STAT5 tiene como gen diana al factor inducible
por hipoxia 2 (HIF-2a) en células troncales hematopoyéticas, dicho factor regula
genes importantes en la glucdlisis que afectan el flujo glucolitico, fendmenos
importantes del efecto Warburg (41). Aun no se tiene mucha evidencia de factores
de transcripcion que regulen la expresion especifica de proteinas de las
subunidades de la CTE, sin embargo, se sabe que el aumento de la proliferacion,
especialmente por CDK 1 regulan la respiracion mitocondrial en células de cancer
de mama (42).

Por otro lado HIF- a puede regular la eficiencia de la cadena respiratoria al actuar
sobre diferentes complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, se demostro
gue al usar el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) para aumentar la expresion de
HIF-1a en la linea celular de hepatoma humano HepG2, el consumo de oxigeno
mitocondrial disminuia en las mitocondrias dependientes de los complejos I, 11 y IV.
demostraron que en células de mamiferos, HIF-1 a controlaba reciprocamente la
expresion de la subunidad de la citocromo c oxidasa 4 (COX4) en circunstancias
de baja disponibilidad de O . al promover la transcripcion de los genes que
codifican COX4 (52).

De la misma manera se sabe poco del papel de las STAT como reguladores
negativos, en el trabajo de Bedel y colaboradores (2011) se describe que en lineas
celulares de cancer colorrectal STAT3 (proteina hermana de STAT5) regula
negativamente a la proteina Secuencia A relacionada con el polipéptido de clase |

del MHC (MICA), igualmente los autores no mencionan el mecanismo exacto,
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pudiendo ser de manera directa o indirecta (43). En este trabajo se propone por
primera vez que STAT5 en su estado fosforilado puede regular la expresion de
genes de la CTE. El estimulo con 10 Ul de IL-2 indujo la regulacién de los genes
NDUFV1 y ATP5FBL1 a la baja. Cuando se silencio STATS en las lineas celulares
se observo el efecto contrario ya que la expresion del gen fue similar al control,
inclusive en tiempos de 6 y 12 horas aumentd ligeramente. Estos resultados

muestran que STATS participa en la regulacién génica de los genes de la CTE.

En cuanto a la translocacion de STAT5 a la mitocondria, se han reportado factores
de transcripcion como p53, NF-kB, inclusive STAT3 pueden migrar a la
mitocondria bajo ciertos estimulos y regular sus funciones, como el ciclo de Krebs
e inclusive el funcionamiento de la CTE, ya sea al unirse directamente a los
complejos o al regular su expresion génica (44).

Los resultados muestran por primera vez que en las lineas celulares de cancer de
cérvix SiHa y Hela, STATS esta presente en un estado fosforilado basal en la
mitocondria, y la fosforilacion aumenta en respuesta al estimulo con IL-2,
especialmente a los 30 minutos. Este aumento de la cantidad de proteina en la
mitocondria a los 30 minutos apoya los resultados anteriores de nuestro grupo que
mostraron que STATS5 disminuye en su estado fosforilado en el citoplasma
después de 35 minutos de la estimulacion con IL-2, lo que indica que
probablemente ya habria migrado al nucleo o a la mitocondria para regular la
expresion geénica. Nuestros resultados abren una nueva linea de investigacion
sobre las posibles funciones de STAT5 dentro de la mitocondria, como puede ser
regular a la baja diferentes genes, al igual que en el nucleo especialmente a los
relacionados con la cadena de transporte de electrones (CTE), ya que uno de los
pasos importantes en el efecto Warburg es la disminucion de la actividad
mitocondrial y probablemente de la fosforilacion oxidativa. Por otro lado se ha
reportado que STATS5 puede tener funciones fuera de la regulacion de la
transcripcion, en el trabajo de Zhang y colaboradores (2021) informan que en las
células embrionarias HEK293, STAT5A ademas de migrar a las mitocondrias y

puede interaccionar con el complejo de piruvato deshidrogenasa (PDC), una
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enzima mitocondrial que conecta dos vias metabdlicas clave, la glucdlisis y el ciclo
del &cido tricarboxilico. EI STAT5A mitocondrial altera la integridad del PDC,
inhibiendo asi su actividad y remodelando la glucdlisis celular y la fosforilacién
oxidativa. La translocacion mitocondrial de STAT5A aumenta en condiciones
hipoxicas. Esto fortalece el efecto Warburg en las células cancerosas y promueve
el crecimiento celular in vitro el crecimiento tumoral in vivo. Aun no se sabe como
STATS5 puede migrar a la mitocondria, ya sea de una manera directa o a través de
otras moléculas de transporte que puedan ingresar a la mitocondria, la ubicacién
especifica de STAT5 en la mitocondria tampoco se ha medido, ya que podria estar

en el espacio intermembranal mitoncondrial o en la matriz de esta.

Un resultado inesperado e interesante de este trabajo es que tanto VDAC como
mitofilina aumentan su presencia en la mitocondria en respuesta al estimulo con
10 Ul de IL-2. VDAC tiene funcién de canal idnico, sin embargo, en los ultimos
afios ha demostrado tener un papel mas relevante en el metabolismo celular.

A diferencia de la membrana mitocondrial interna, que solo permite el paso de
ciertas moléculas a través de transportadores especificos muy diversos, la
membrana externa es mucho mas permeable y desempefia esencialmente un
papel de filtro molecular de moléculas de peso molecular inferior a 3 a 5 kDa.
VDAC, se encuentra en la unién entre el citoplasma y la mitocondria y controla la
entrada y salida de metabolitos que se requieren para mantener la homeostasis
energética y la supervivencia. EI ATP es probablemente la molécula mas
importante que se desplaza a través de los VDAC (45). Otro papel de VDAC en la
regulacion del metabolismo, es su relacion con la enzima hexocinasa (HK).

La hexocinasa es una enzima citosolica que cataliza la fosforilacion de las
hexosas en su sexto carbono, es particularmente importante para el catabolismo
de la glucosa, ya que es la primera enzima de la glucdlisis. Ademas, la expresion
de HK se potencia en hipoxia, ya que es un gen diana de HIF-1. Se acepta
comunmente que HK se une a la membrana externa de las mitocondrias en
asociacion con VDAC, lo que le confiere a HK un facil acceso al ATP. A cambio,

las mitocondrias se benefician del ADP producido por HK. La fuerte relacion entre
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VDAC y HK confirma el papel central que tiene VDAC en la interconexion entre la
regulacién de la glucdlisis y la respiracion mitocondrial. Esta asociacion HK/VDAC
hace que HK sea menos sensible a su producto glucosa-6-fosfato, favoreciendo su
actividad y promoviendo el efecto Warburg (46,47).

Por otro lado, la mitofiina es una proteina reguladora de las crestas
mitocondriales. La mitofilina se encuentra en el espacio entre el limite interno y las
membranas externas, donde forma una interaccién homotipica y se ensambla en
un gran complejo proteico multimérico. La regulacion negativa de la mitofilina en
las células HelLa mediante el uso de ARN de interferencia conduce a una
disminucion de la proliferacion celular y un aumento de la apoptosis, lo que
sugiere una funcién mitocondrial importante (48). Se tienen pocos antecedentes
de su papel en el metabolismo celular, sin embargo, su funcionamiento en el ciclo
celular y la apoptosis puede ser un indicio que ambos fendmenos estén altamente
relacionados y que la activacion de vias de proliferacion celular, como la via
JAK/STAT, podrian alterar su comportamiento en las mitocondrias. Una relacion
indirecta interesante de la mitofilina es el trabajo de Young y colaboradores en
2010, donde mostraron que esta proteina puede regular a la proteina de
esquizofrenia 1 (DISC1). La disminucion de mitofilina, disminuyo la funcion de
DISC1 y por lo tanto indujo disfuncibn mitocondrial, evidenciada por una
disminucién de las actividades de la NADH deshidrogenasa mitocondrial, una
reduccion del contenido de ATP celular y una dinamica perturbada del Cax+
mitocondrial. Interesantemente se ha asociado un papel metabdlico de la proteina
DISC1; un trabajo realizado en astrocitos encontré que la eliminacion de la
expresion de DISC1 provoco la disminucion de la absorcion de glucosa, asi como
una reduccion de la fosforilacién oxidativa y la glucdlisis, resultando en la relacion
mitofilina-DISC1 importante procesos metabdlicos (49,50).

Nuestros resultados podrian ser los primeros en demostrar un papel mas
importante de estas dos proteinas en el desarrollo del cancer, especialmente en el
metabolismo celular. Es probable que estos cambios puedan ser independientes

de STATS5, la estimulacion con 10 Ul de IL-2 podria inducir muchos mas cambios
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en las mitocondrias de los que se tenian pensado, especialmente en proteinas

clave para el mantenimiento de la funcionalidad mitocondrial.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la IL-2 induce una
regulacién negativa en genes relacionados con la CTE, que STATS5 transloca a la
mitocondria y estd presente en su forma fosforilado, ademas se reporta el
aumento de VDAC y mitofilina en la mitocondria ante la estimulacién de 10Ul/ml
de IL-2, lo cual indica la participacién de la via de sefializacion IL-2/JAK/STATS en

la desregulacion del metabolismo celular del cancer.

CONCLUSIONES

La Interleucina 2 junto con la via STAT5 regula a la baja la expresion de genes
relacionados con la CTE, ademas de aumentar su translocacion a la mitocondria,
por lo tanto se acepta la hipdtesis planteada, este cambio negativo podria afectar
a la sintesis de proteinas de la CTE por lo tanto disminuir su actividad, este
cambio afectaria a la actividad mitocondrial y aportaria positivamente al efecto
Warburg, donde las células presentan un alto flujo glucolitico y una baja actividad
de la CTE.

STAT5 se encuentra en la mitocondria de las células Cacu y la estimulacion de IL-
2 aumenta su fosforilacion y translocacion, es probable que pueda tener un papel
dentro de la mitocondria. Por otra parte, dicha estimulacion aumenta la presencia
de las proteinas mitocondriales VDAC y mitofilina, mostrando un papel mas

relevante de la IL-2 en la reprogramacion metabdlica.
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PERSPECTIVAS

Debido a que STATS puede regular genes relacionados con la CTE de la

mitocondria e igualmente translocar a esta, se plantean las siguientes preguntas:

Mecanismo de translocacién de STAT5 hacia la mitocondria.

Papel de STATS en la regulacion de genes del ADN mitocondrial (CTE)
Mecanismo de STATS en la regulacion genes mitocondriales (CTE
Papel de STATS en la sintesis de los complejos de la CTE asi como su
posible regulacién en su actividad.

Diferencias entre lineas celulares de cancer de cérvix
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RPMI 1640

Composicion:

ANEXOS

Componentes mg/L medio final
Sales inorgénicas Cloruro de calcio x 2H20 62,27
Cloruro de potasio 400
Sulfato de magnesio 69,77
Cloruro de sodio 5950,49
Nitrato de sodio 72
Otros componentes D (+)-Glucosa 2000
L-Glutatién rojo 1
Aminoéacidos L-Arginina x HCL 241,86
L-Asparagina x H20 50
L-Acido aspértico 20
L-Cisteina 50
L- Acido glutamico 20
Glicina 10
L-Histidina 15
L-Hidroxiprolina 20
L-Isoleucina 50
L-Leucina 50
L-Lisina x HCL 40
L-Metionina 15
L-Fenilalanina 15
L- Prolina 20
L-Serina 30
L-Threonina 20
L-Triptéfano 5
L-Tirosina 20
L-Valina 20
Vitaminas Acido amino benzoico 1
D (+) Biotina 0.2
D (+) Acido pantoténico 0.25
Cloruro de colina 3
Acido Foélico 1
Inositol myo 35
Nicotinamida 1
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Soluciones utilizadas:

Verseno

Agregar:

. Tris base [H2NC (CH20H)3] 3.04 g
. Cloruro de sodio (NaCl) 8.00 g

. Cloruro de potasio (KCI) 0.04 g

. Etilendiamino Tetraacético (EDTA, C10H16N208) 0.40 g Disolver con 500
mL de agua destilada

Ajustar el pH a 7.7 con HCI Aforara 1 L

PBS

Agregar:

. Cloruro de sodio (NaCl) 8.00 g

. Cloruro de potasio (KCI) 0.20 g

. Fosfato mono acido de sodio (NaH2PO4) 2.16 g

. Fosfato di &cido de potasio (Na2HPO4) 0.20 g Disolver con 100 mL de agua
destilada

Ajustar pH a 7.2-7.4 con HCI Aforara 1 L

Buffer de Lisis
Agregar:

. Tritdbn 0.5 mL

. PMSF 1 M 500 pL

. Ortovanadato 50 pL
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. EDTA 0.5 M 200 pL
. NaCL5M 1.5 mL

. NaF 0.5 M 3 mL

. Pirofosfato 1 mL

. Tris 7.5 M 500 pL

Buffer de Laemli 5X

Agregar:

. Tris pH 6.8 3.125 mL

. SDS 19

. Azul de Bromofenol 0.005 g

. Glicerol 5 mL

Buffer de Laemli

Agregar:

. Buffer de Laemli 1X 450 pL
. DTT 0.1M 40 pL

Acrilamida-Bisacrilamida 30:08
Agregar:
. Acrilamida 30 g

. Bisacrilamida 0.8 g Aforar a 100 mL

Gel de Poliacrilamida para SDS-PAGE Gel Separador

Agregar:



TRIS pH 8.8 3M 1.25 mL

SDS 10% 100 pL
Acrilamida-Bisacrilamida 30:08 3.3 mL
Agua destilada 4.8 mL

Persulfato de amonio 10% 50 uL

TEMED 15 pL

Gel Concentrador

Agregar:

TRIS pH 6.8 1M 1.25 mL

SDS 10% 50 pL
Acrilamida-Bisacrilamida 30:08 625 uL
Agua destilada 2.8 mL

Persulfato de amonio 10% 25 uL
TEMED 15 pL

Buffer de transferencia

Agregar:

SDS 15 g
TrispH8.09.1¢g
Glicina43.2 g

Metanol 600 mL

Agua 221 mL
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TBS
Agregar:
. TRIS pH 7.5 1M 20 mL

. Cloruro de sodio 5M (NaCl) 30 mL Aforara 1L

TBS Tween

Agregar:

. Tween 50 uL Aforar a 500 mL con TBS

Gel de Agarosa 1.5%

Agregar:

. Agarosa 1.5 g Aforar a 100 mL

. 10 uL de cyber Green o azul
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	RPMI 1640

	Soluciones utilizadas:
	Verseno
	Agregar:
	• Tris base [H2NC (CH2OH)3] 3.04 g
	• Cloruro de sodio (NaCl) 8.00 g
	• Cloruro de potasio (KCl) 0.04 g
	• Etilendiamino Tetraacético (EDTA, C10H16N2O8) 0.40 g Disolver con 500 mL de agua destilada
	Ajustar el pH a 7.7 con HCl Aforar a 1 L
	PBS
	Agregar: (1)
	• Cloruro de sodio (NaCl) 8.00 g (1)
	• Cloruro de potasio (KCl) 0.20 g
	• Fosfato mono ácido de sodio (NaH2PO4) 2.16 g
	• Fosfato di ácido de potasio (Na2HPO4) 0.20 g Disolver con 100 mL de agua destilada
	Ajustar pH a 7.2-7.4 con HCl Aforar a 1 L
	Buffer de Lisis
	Agregar: (2)
	• Tritón 0.5 mL
	• PMSF 1 M 500 µL
	• Ortovanadato 50 µL
	• EDTA 0.5 M 200 µL
	• NaCL 5 M 1.5 mL
	• NaF 0.5 M 3 mL
	• Pirofosfato 1 mL
	• Tris 7.5 M 500 µL
	Buffer de Laemli 5X
	Agregar: (3)
	• Tris pH 6.8 3.125 mL
	• SDS 1g
	• Azul de Bromofenol 0.005 g
	• Glicerol 5 mL
	Buffer de Laemli
	Agregar: (4)
	• Buffer de Laemli 1X 450 μL
	• DTT 0.1M 40 μL
	Acrilamida-Bisacrilamida 30:08
	Agregar: (5)
	• Acrilamida 30 g
	• Bisacrilamida 0.8 g Aforar a 100 mL
	Gel de Poliacrilamida para SDS-PAGE Gel Separador
	Agregar: (6)
	• TRIS pH 8.8 3M 1.25 mL
	• SDS 10% 100 μL
	• Acrilamida-Bisacrilamida 30:08 3.3 mL
	• Agua destilada 4.8 mL
	• Persulfato de amonio 10% 50 μL
	• TEMED 15 μL
	Gel Concentrador
	Agregar: (7)
	• TRIS pH 6.8 1M 1.25 mL
	• SDS 10% 50 μL
	• Acrilamida-Bisacrilamida 30:08 625 μL
	• Agua destilada 2.8 mL
	• Persulfato de amonio 10% 25 μL
	• TEMED 15 μL (1)
	Buffer de transferencia
	Agregar: (8)
	• SDS 15 g
	• Tris pH 8.0 9.1 g
	• Glicina 43.2 g
	• Metanol 600 mL
	• Agua 221 mL
	TBS
	Agregar: (9)
	• TRIS pH 7.5 1M 20 mL
	• Cloruro de sodio 5M (NaCl) 30 mL Aforar a 1 L
	TBS Tween
	Agregar: (10)
	• Tween 50 μL Aforar a 500 mL con TBS
	Gel de Agarosa 1.5%
	Agregar: (11)
	• Agarosa 1.5 g Aforar a 100 mL
	• 10 uL de cyber Green o azul

