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Resumen

El gen SLC5A8 codifica al transportador de monocarboxilatos acoplado a sodio SMCT1
(también denominado como proteina SLC5A8), y se encuentra inactivado epigenéticamente
en diversos tipos de cancer. El silenciamiento del gen SLC5A8 impide la entrada de inhi-
bidores de desacetilasas de histonas (HDAC) y favorece la reprogramacién metabdlica de
las células neopldsicas. Sin embargo, su expresidn y regulacién en el cdncer cervicouterino
(CaCU) no se habian dilucidado hasta este momento. Por tanto, el objetivo de este estudio
fue investigar si la expresiéon de SLC5A8 esta silenciada en CaCU y si mecanismos epigenéti-

cos estan involucrados en su regulacion.

Utilizando ARN de lineas celulares humanas de CaCU (Hela, Calo, SiHa, CaSki y C-33A)
y tejidos tumorales de pacientes con CaCU, se analizd la expresién de SLC5A8 mediante
transcripcién reversa y reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR); mientras que el
perfil de metilacién de la isla CpG (ICG) de SLC5A8 se analizé mediante secuenciacién
alelo-especifica de ADN modificado con bisulfito. Ademas, se examiné el efecto de reacti-
vacién de SLC5A8 en las lineas celulares de CaCU, después de ser tratadas con inhibidores

de metilacién del ADN (5-aza-2'-desoxicitidina) y/o de HDAC (tricostatina A y piruvato).

Todas las lineas celulares de CaCU y un rango de tejidos tumorales (65.5 %) mostraron re-
presion total o parcial de la expresiéon de SLC5A8. La secuenciacién por bisulfito revelé que,
en la mayoria de los casos, la hipermetilacién de la ICG dentro del primer exén de SLC5A8
correlaciona con una disminucién en su expresion. La expresién de SLC5A8 se restaurd en

las lineas celulares de CaCU después de la exposicidon a 5-aza-2'-desoxicitidina, sola, o en
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combinacién con tricostatina A o piruvato, lo que sugiere que la metilaciéon del ADN vy la
desacetilacién de histonas contribuyen a su inhibicién, de una forma dependiente de la linea

celular.

Juntos, los resultados del presente estudio demuestran que la represién del gen SLC5A8
es un evento comun en CaCU, y resaltan el papel clave de la hipermetilaciéon del ADN en
la represién de SLC5A8 en esta enfermedad, asi como la participacién de la desacetilacién
de histonas, al menos parcialmente. Asimismo, resultados preliminares sugieren la posible
funcién de SLC5A8 como supresor de tumores en CaCU, aunque se requieren estudios
adicionales para validar su implicacién en el desarrollo de este padecimiento, y su posible

utilidad como biomarcador o blanco terapéutico.



Abstract

The SLC5A8 gene encodes the sodium-coupled monocarboxylate transporter SMCT1 (also
referred to as SLC5A8 protein), which is epigenetically inactivated in various tumour types.
This has been attributed to the fact that its silencing prevents the entry of histone dea-
cetylase (HDAC) inhibitors and favours the metabolic reprogramming of neoplastic cells.
Nevertheless, its expression and regulation in cervical cancer (CC) have not been elucidated
to date. Thus, the aim of the present study was to investigate whether SLC5A8 expression

is silenced in CC and if epigenetic mechanisms are involved in its regulation.

Using RNA and DNA from human CC cell lines (HelLa, Calo, SiHa, CaSki and C-33A) and
tumour tissues from patients with CC, the expression of SLC5A8 was analysed by reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and the methylation status of its CpG
island (CGI) by bisulphite-sequencing. Additionally, SLC5A8 reactivation was examined in
the CC cell lines following treatment with DNA methylation (5-aza-2'-deoxycytidine) and

HDAC inhibitors (trichostatin A and pyruvate).

All the CC cell lines and a range of tumour tissues (65.5 %) exhibited complete or partial
loss of SLC5A8 expression. The bisulphite-sequencing revealed that hypermethylation of the
CGI within SLC5A8 first exon was associated with its downregulation, in the majority of
cases. The transporter expression was restored in the CC cell lines following exposure to
5-aza-2'-deoxycytidine alone, or in combination with trichostatin A or pyruvate, suggesting
that DNA methylation and histone deacetylation contribute to its inhibition in a cell line-

dependent manner.
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Together, the results of the present study demonstrate that the repression of the SLC5A8
gene is a common event in CC and highlight the key role of DNA hypermethylation in the
repression of SLC5A8 in this malignancy, as well as the involvement of histone deacetylation,
at least partially. Furthermore, preliminary results suggest its potential function as a tumour
suppressor in CC, but additional studies are required to validate the implication of SLC5A8 in

the development of this malignancy, and its potential as a biomarker or therapeutic target.



CAPITULO 1

Introduccion

1.1. Cancer cérvicouterino

De acuerdo a las estimaciones del proyecto GLOBOCAN 2018, el céncer cervicouterino
(CaCU) es el cuarto cancer mas comin entre la poblacién femenina a nivel mundial, con
una incidencia de 570,000 casos nuevos y 311,000 muertes en 2018. Sin embargo, el CaCU
ocupa el segundo lugar en incidencia y mortalidad, detrds del cdncer de mama, en regiones
con un bajo indice de desarrollo humano [1]. La mayoria de estos casos tienden a presentarse
en la etapa media de la vida, afectando principalmente a mujeres entre los 35 y 44 afios [2].
En México, 7,869 nuevos casos son diagnosticados con CaCU por aiio, con 4,121 muertes
anualmente [1,3], siendo la segunda causa de muerte por cancer entre las mujeres mexicanas

de 15-44 afios [3].

Estudios epidemioldgicos y moleculares han documentado que la infeccién persistente con
el virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo juega un papel etiolégico crucial en el
CaCU [4]. De los diversos tipos de VPH de alto riesgo, el 16 y 18 causan el 70 % de los
casos de CaCU y el 50 % de las lesiones cervicales de alto grado [5]. El tipo histolégico
mas frecuentemente encontrado en las mujeres es el carcinoma de células escamosas, el cual
inicia en la zona de transformacién escamocolumnar, es decir, donde el exocérvix se une al
endocérvix. Sélo un pequeiio porcentaje de casos se trata de adenocarcinomas, los cuales

surgen de las células glandulares productoras de mucosa del endocérvix [2,4,5]. Con menos
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frecuencia hay casos que tienen caracteristicas de ambos carcinomas, llamados carcinomas

adenoescamosos o carcinomas mixtos [2].

La infeccién del cérvix con VPH es el contagio viral de transmision sexual mas comin en
todo el mundo [6]. Se considera que aproximadamente el 80 % de las mujeres sexualmente
activas han sido infectadas con VPH de alto riesgo en algin momento de su vida [7]. La
mayoria de estas infecciones desaparecen espontdneamente, pero la infeccidn persistente
con los VPH de alto riesgo puede conducir al cancer [8]. Dado que no todas las infecciones
progresan a CaCU, la presencia del VPH se ha calificado como una causa necesaria pero
insuficiente para el desarrollo de la enfermedad. Existe una variedad de factores adicionales

que acttian en conjunto con el virus en el proceso de carcinogénesis [9].

1.2. Virus del Papiloma Humano (VPH)

Los virus del papiloma humano pertenecen a la familia Papillomaviridae. Son capaces de
infectar las células basales de la mucosa y el epitelio cutdneo, de una manera especifica
de especie, e inducir proliferacién celular [6]. Se tratan de pequefios virus de 52-55 nm de
didmetro, su material genético estd compuesto de ADN de doble cadena, sin envoltura y
con una cépside icosaédrica [6,10]. Su genoma consta de aproximadamente 8,000 pares
de bases (pb) [11], el cual se divide en tres regiones funcionales: una regién temprana E
(Early), la cual codifica para las proteinas virales E1-E7 necesarias para la replicacién del
ADN viral, el control de la trascripcién viral, la transformacién e inmortalizacién celular; una
regién tardia L (Late) que codifica para las proteinas estructurales L1 y L2, que participan
en el ensamblaje del virién; y una regién reguladora conocida como regién larga de control
LCR (Long Control Region), que contiene la secuencia de ADN que permite controlar la

replicacién y transcripcién del genoma viral [6,9,10] (ver Figura 1.1).

Seglin su potencial oncogénico, los VPH se dividen en grupos de alto y bajo riesgo. Dentro
de la categoria de alto riesgo se encuentran los VPH de tipo 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 73 y 82. En particular, los tipos 16 y 18 son responsables del desarrollo de
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la mayoria de los carcinomas cervicales [6].

E2 E2 E1 SP1E2 E2 TATA P97
4 #3 #2 #1 s
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/

Figura 1.1: Genoma del VPH. Organizacién genémica del VPH de alto riesgo tipo 16, demostrando
la regién temprana (E), la regidn tardia (L) y la regién larga de control (LCR). Reproducido de [11]

El VPH establece una infeccién en las células basales del epitelio escamoso a través de
microlesiones dentro del tejido, o puede dirigirse a las células en, o cerca de, la unién es-
camocolumnar, donde estos virus tienen un mayor potencial de transformacién viral [12].
El ciclo de vida del VPH estd ligado al programa de diferenciaciéon de la célula huésped
infectada (Figura 1.2). La infeccién inicial de las células basales generalmente se asocia con
una baja amplificacién del genoma del VPH (20-100 copias/célula), el cual se mantiene en
forma episomal y con una baja expresién de los genes tempranos E1, E2, E4, E5, E6 y E7.
A medida que las células basales infectadas se replican y las células hijas se mueven hacia la
capa parabasal, la expresion de las oncoproteinas virales E6 y E7 evita que las células infec-
tadas se diferencien, al tiempo que las conducen a reingresar al ciclo celular para reactivar

la sintesis de ADN y asi mantener un elevado nimero de copias del genoma viral (minimo
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1,000 copias/célula) [12,13]. La migracién de las células a las capas superiores provoca que
los genomas virales se repliquen con mayor eficacia y que las proteinas L1 y L2 se sinteticen.
El ciclo de vida productivo se completa con la encapsidacién de los episomas en viriones
infecciosos, que luego se liberan de forma no litica desde las células en descamacién del

epitelio hacia el entorno externo inmediato [8,12,13].

Un ciclo viral productivo se mantiene en una lesién intraepitelial escamosa de bajo grado.
Ocasionalmente se produce una infeccion persistente por VPH, durante la cual la expresién
de los genes tardios se pierde y se desarrolla una lesidn intraepitelial escamosa de alto
grado [8,12,13]. Un paso importante en la progresién maligna es la integracién del VPH
en el genoma del huésped. La integracién inhibe la expresién del represor viral E2, el cual
normalmente se une a la regién viral LCR para regular la transcripcidén y la replicacién
de los genes del VPH. La ausencia de la proteina E2 permite la expresiéon permanente de
las oncoproteinas E6 y E7, que promueven la transformacién y la inmortalizacién celular al
inactivar a las proteinas supresoras de tumor p53 y Rb, respectivamente. Lo anterior permite
la expresidn alterada de genes del huésped que participan en procesos de adhesién celular,
apoptosis, ciclo celular, reparacién del ADN o metabolismo celular. Ademas, la integracién
viral cerca o dentro de un gen puede conducir al crecimiento celular y a alteraciones de la
proliferacién, asi como a inducir la modificacién epigenética de genes virales y celulares (ver
seccién 1.6, 1.7 y 1.8), repercutiendo en su expresién [14]. Cuando las células transformadas
adquieren propiedades moviles que les permiten penetrar en la membrana basal epitelial e

invadir el estroma subyacente, surge el carcinoma de células escamosas [8,12,13].

1.3. Epigenética y regulacion de la expresion génica

Hasta hace poco, las investigaciones de biologia molecular se habian centrado en analizar el
papel de las alteraciones directas en la secuencia del ADN debido a mutaciones, deleciones,
inserciones o reordenamientos gendmicos, y su efecto sobre la expresién génica. Sin embargo,
actualmente han dirigido su interés a mecanismos alternativos en la modulacién génica, los

cuales afectan su expresidn sin modificar la secuencia actual del gen y se preservan después
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Figura 1.2: Progresidn neopldsica asociada al VPH en el epitelio cervical. El VPH puede acceder a las
células basales a través de microlesiones en el epitelio. Después de la infeccidn, los genes tempranos
del VPH se expresan y el ADN viral se replica en forma episomal. En las capas superiores (zona
media y zona superficial), el genoma viral se replica atin més y los genes tardios son expresados. L1y
L2 encapsidan los genomas virales para formar su progenie e iniciar una nueva infeccién. Las lesiones
intraepiteliales de bajo grado mantienen la replicacién viral productiva. La progresién de las lesiones
a cadncer microinvasivo e invasivo se asocia con la integracién del genoma viral en los cromosomas
del huésped (nicleos rojos), con la pérdida o alteraciones de la expresién de E2, y la subsecuente
regulacién positiva de la expresién de E6 y E7. Reproducido de [8]

de la divisién celular, lo cual se conoce como epigenética [15].

En el nicleo, el ADN se compacta en una estructura definida como cromatina, donde el
nucleosoma es la unidad bdsica. Cada nucleosoma estd formado por ADN superenrollado,
empaquetado alrededor de un octdmero de histonas (cuatro pares de H3, H4, H2A y H2B).
La cromatina puede asumir dos conformaciones: eucromatina, que se caracteriza por un ADN
con un enrollamiento mas relajado que permite la transcripcién génica, y la heterocromatina,
que esta asociada a un ADN compactado al que no puede unirse la maquinaria de transcrip-
cién (ver Figura 1.3). Mediante mecanismos epigenéticos puede haber una transicién entre
estas dos conformaciones, lo que permite a las células modular la activacién transcripcional

o el silenciamiento génico, y provocar cambios significativos en sus fenotipos y funciones
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bioldgicas [16, 17].

Se han identificado varios mecanismos que interactian en la regulacién epigenética. Den-
tro de estos mecanismos, la metilacién del ADN y la modificaciéon covalente de histonas
influyen en la conformacién de la cromatina, junto con los complejos de remodelacién de
nucleosomas; mientras que los microRNAs (miRNAs) influyen en la expresién de genes post-

transcripcionalmente [16].
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Figura 1.3: El paisaje epigenético. Las conformaciones de la cromatina son compatibles con la ac-
tivacién transcripcional o el silenciamiento génico, lo que permite que las regiones reguladoras de
genes cambien estos estados a través de la colocacién de los nucleosomas (circulos azules). La con-
formacién mas abierta (eucromatina) deja el sitio de inicio de la transcripcién libre de nucleosomas.
La metilacién del ADN (circulos rojos), las modificaciones de las colas de histonas del nucleosoma
(Iineas que se extienden desde los circulos azules) incluidas la fosforilacién de serinas (circulo na-
ranja), la acetilacién de lisinas (circulo negro) y la metilacién de lisinas (circulo pdrpura), asi como
los complejos de remodelacién de nucleosomas (pentdgono verde con évalo amarillo) determinan la
conformacién que adquiere la cromatina. Adicionalmente, los ARN no codificantes (ondas amarillas),
como los miRNAs, influyen en esta modulacién. Modificado de [18]
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1.4. Metilacion del ADN

La modificacién epigenética mds ampliamente caracterizada es la metilacién del ADN, la
cual se reconoce como un mecanismo clave en la regulacién de la expresién génica [15].
La metilacién bioldgica en vertebrados ocurre por la unién covalente de un grupo metilo a
la posicién del carbono 5 de una citosina unida a una guanina por un enlace fosfodiéster
(CpG) en el ADN [16,19]. En el genoma humano, la prevalencia real del dinucleétido CpG es
significantemente menor a la esperada estadisticamente, ya que es del 1 % en comparacién
con el 6 % esperado [15]. Su proceso de metilacién es inducido por las enzimas ADN-
metiltransferasas (DNMT), que usan S-adenosil metionina (SAM) como molécula donadora
del grupo metilo [20]. A menudo, las DNMT se clasifican como: de novo (DNMT3A vy
B) porque metilan predominantemente ADN no metilado, y de mantenimiento (DNMT1)

porque preserva el patrén preexistente de metilacién después de la replicacién celular [16].

metilacion CpG
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Figura 1.4: Representacion esquematica de la metilacién del ADN, que convierte a la citosina en
5’-metil-citosina a través de las ADN-metiltransferasas (DNMT). La metilacién del ADN tipicamente
ocurre en citosinas que son seguidas por una guanina, es decir, en sitios CpG. Modificado de [21]

Los dinucleétidos CpG no estan distribuidos aleatoriamente, sino que se concentran en re-
giones llamadas islas CpG (ICG) [22]. Las ICG se definen como fragmentos de ADN mayores
de 200 pb, que se desvian significativamente del patrén genémico promedio por presentar en
su secuencia un contenido de guaninas y citosinas superior al 50 %, con especial abundancia

de dinucledtidos CpG (60 %) [23]. Estan situadas preferentemente en el extremo 5’ de los
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genes [24], ya sea en la regién promotora, en el primer exén, o incluso en las regiones 5’
UTR [23]. Se encuentran en alrededor del 70 % de los genes conocidos, incluida la mayoria
de los genes constitutivos y algunos genes tejido-especifico, genes que controlan el desarrollo
y genes supresores de tumor (GST) [25,26]. También los genes no codificantes de proteinas,
como los que codifican para miRNAs, pueden poseer ICG, ubicadas cerca o dentro de la
region promotora [14]. Las ICG participan en la modulacién epigenética de los genes en los
que se encuentran [16], mediante la adaptacién de la arquitectura de la cromatina local,
la cual es influenciada por cambios en el estado de metilacién del ADN [25]. No obstante,
normalmente la mayoria de las ICG se encuentran hipometiladas, lo que se ha relacionado
con la proteccidén de estas zonas contra la activad de las DNMT. Esto ocurre mediante la
unién enriquecida de varios factores de transcripcién, como Spl, E2F o CTCF [27], cada uno
de los cuales contiene sitios CpG en su secuencia consenso. Aunque cabe sefialar que hay
un pequeno porcentaje de las ICG que se encuentran metiladas, como las de los promotores
en algunos tejidos somaticos, asi como en los promotores con un contenido de sitios CpG

relativamente bajo [26].

Los sitios CpG restantes que se extienden por todo el genoma estdn fuertemente meti-
lados [20]. Muchos de estos residuos CpG modificados se encuentran sobre los cuerpos
intergénicos y las secuencias repetidas (por ejemplo, en repetidos centroméricos y elemen-
tos transponibles que constituyen una gran fraccién del genoma de mamiferos). Esta adicién
del grupo metilo funciona como un mecanismo para prevenir la inestabilidad cromosémica,
al contribuir a la inmovilizacién de transposones de mamiferos y al minimizar el ruido trans-
cripcional, mediante el silenciamiento del ADN no codificante [24,26] o elementos genéticos

potencialmente dafiinos [20].

Como se mencioné anteriormente, en las células normales la metilaciéon del ADN esta pre-
dominantemente excluida de las ICG, con lo cual se propicia un estado de cromatina trans-
cripcionalmente activo [25,26]. Sin embargo, éste es un mecanismo esencial por el cual la
célula inactiva la expresién de ciertos genes cuando no son requeridos durante los procesos

biolégicos normales, por ejemplo: en la inactivacién de uno de los cromosomas X en las mu-
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jeres; en la impronta gendmica, donde la hipermetilacién en uno de los dos alelos parentales
garantiza su expresion monoalélica; o en el silenciamiento de ciertos genes tejido-especifico

o genes especificos de células germinales [15, 19, 26,28-31].

La metilacion del ADN se asocia menos frecuentemente con la activacién transcripcional,
por ejemplo, cuando ocurre en los cuerpos génicos (region después del primer exdn). La
metilacién de los sitios CpG de estas zonas es comin en los genes expresados de forma
ubicua, y esta positivamente correlacionada con la eficacia de la elongacién y la prevencién

de iniciaciones espurias de la transcripcién [28].

En resumen, la metilacién del ADN es una modificaciéon prevalente que se encuentra en
los promotores y potenciadores de genes inactivos, en elementos repetitivos y dentro de los
cuerpos génicos de los genes activos. Su presencia en los promotores influye directamente

en los patrones de expresién génica y en la identidad celular [32].

1.5. Alteraciones epigenéticas en cancer

La transicidn de las células normales en células cancerosas implica una serie de modificaciones
en los patrones de expresién génica o en la actividad funcional de algunas proteinas [16].
La amplificaciéon de proto-oncogenes o el silenciamiento de GST modifica el balance que
normalmente controla la proliferacién celular, repercutiendo en la desregulacién del ciclo
celular, la apoptosis y la diferenciacién. A lo largo de este proceso, hay etapas intermedias en
las que la célula va adquiriendo algunos de los atributos de una célula cancerosa, reflejandose
en |la formacién de lesiones histopatoldgicas premalignas que en ocasiones se observan previo
al cancer invasivo [15]. Se ha sefialado ampliamente que las mutaciones en el ADN son
responsables del inicio, la promocidn y la progresién del cancer [16]; sin embargo, |a distorsién
del paisaje epigenético también favorece la progresién de esta enfermedad [25,29,33]. Dentro
de las modificaciones epigenéticas, se observan dos cambios respecto a la metilacién en el
ADN (ver Figura 1.5) que pueden representar un paso temprano y fundamental en la ruta

por la cual el tejido normal experimenta una transformacién neopldsica [15]: desmetilacién
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en varias regiones del genoma, a menudo en regiones repetitivas, y metilacién de novo de

ICG normalmente desmetiladas en promotores de genes seleccionados [24,26, 28, 30].
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Figura 1.5: Cambios de metilacién en el ADN en diversos tipos de cancer. Estos eventos incluyen la
hipermetilacién especifica de islas CpG, principalmente en los promotores de ciertos genes, condu-
ciéndolos a un estado inactivo. La pérdida de la metilacién del ADN (hipometilacién) se produce en
todo el genoma y, a menudo, se observa en regiones repetitivas. La flecha en angulo recto indica el
sitio de inicio de la transcripcién. Los circulos blancos indican sitios CpG no metilados y los circulos
rojos muestran sitios CpG metilados. La flecha en angulo recto con el tache indica la falta perma-
nente de transcripcion después de la metilaciéon del ADN. Los cuadros verdes muestran exones y el
rectdngulo azul marca la posicién de un elemento repetitivo. Reproducido de [34]

1.5.1. Hipometilacién global del ADN en céancer

La hipometilacién del ADN desempefia un papel significativo en la tumorigénesis. Se ha
detectado que el nivel de hipometilacién del ADN aumenta conforme la progresién de una
lesién, desde una proliferacion benigna de células hasta un cancer invasivo. La pérdida de
metilacién ocurre en secuencias normalmente metiladas, tales como elementos repetidos
de ADN, retrotransposones, promotores pobres en sitios CpG, intrones, desiertos génicos
y regiones codificantes de genes tejido-especifico y proto-oncogenes. Los principales meca-
nismos establecidos por los que la hipometilacién del ADN pudiera contribuir al desarrollo
de céncer son: generacidn de inestabilidad gendmica que promueve reordenamientos cro-
mosdémicos; aumento de la inestabilidad gendmica por la activacién y translocacién de los

retrotransposones a otras regiones gendmicas, y pérdida de la impronta, como en el caso de
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los genes H19 e IGF2, dando como resultado su expresién bialélica patoldgica [15, 24, 35].
Por otro lado, se han reportado ejemplos esporddicos de proto-oncogenes activados por la
desmetilacién del promotor que incluyen a: R-Ras en cdncer géstrico, S-100 en cancer de
colon, Hox11 en leucemia o BCL-2 en leucemia linfocitica crénica de células B [36,37]. Estas
observaciones demuestran que los proto-oncogenes con expresion tejido-especifica o limitada
en el desarrollo, es decir, durante el crecimiento temprano, diferenciacién o gametogénesis,

pueden reexpresarse inapropiadamente en canceres a través de la desmetilacién [37].

1.5.2. Hipermetilacion del ADN en cancer

La hipermetilacién focalizada del ADN se observa en la mayoria de los tumores primarios y
metastdsicos, asi como en lesiones premalignas. Cuando esta modificacién afecta secuencias
reguladoras, tales como regiones potenciadoras o promotoras, generalmente se asocia con
una disminucién en la expresién o silenciamiento génico. Por otro lado, la hipermetilacién
de las regiones ricas en sitios CpG en los cuerpos génicos se puede asociar con al menos dos
resultados posibles. El primero es el silenciamiento de uno o dos promotores alternativos de
un gen, conduciendo a un cambio en la expresién de isoformas especificas. El segundo se
asocia con niveles de expresion génica mas elevados, donde si este fendmeno ocurre en ge-
nes con propiedades oncogénicas puede promover la carcinogénesis mediante su activacion.
Sin embargo, es mds comin que la hipermetilacién de las ICG ocurra dentro de la regién

promotora de algunos genes, conduciendo a su silenciamiento [34].

Diferentes lineas de evidencia sefialan que la extensa metilaciéon del ADN afecta a muchos
GST, favoreciendo la progresién del cidncer [16] puesto que participan en las vias funcio-
nales descritas como “hallmarks” o caracteristicas del cancer, como en el control de la
proliferacion celular, induccién de la apoptosis o la senescencia, en procesos angiogénicos,
etc. [24,34]. Ademas de la inactivacién directa de los GST, la hipermetilacién del ADN
puede inhibir indirectamente la expresion de ciertos genes mediante el silenciamiento de sus
factores de transcripcion. Por ejemplo, la hipermetilacién en los promotores de los factores

de transcripcién RUNX3 en cancer de eséfago, asi como GATA-4 y GATA-5 en canceres
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colorrectales y géstricos, conduce a la inactivacién de sus genes blanco [24].

Dado que la metilaciéon del ADN interviene en la regulacién epigenética, resultan de impor-
tancia los mecanismos de interaccién entre la metilacién y la expresidn. Aiin no esta claro si
la metilacion del ADN es la causa o la consecuencia de la expresion génica alterada, o cémo
se interpreta e influye en la regulacidn del genoma. Hay varias razones plausibles por las que
la metilacién del ADN podria causar el silenciamiento o regulaciéon a la baja de los genes.
Una de ellas estaria relacionada con una directa interferencia en la unién de los factores de
transcripcién al ADN metilado [38]. Desde hace tiempo, se especulaba que el impedimento
estérico causado por el grupo metilo dentro de la secuencia de reconocimiento de un factor
de transcripcién podria afectar su afinidad de unién. Recientemente, se demostré que la
estructura 3D del ADN juega un papel importante en el reconocimiento proteina-ADN, vy
que la adicién o eliminacién de grupos metilo en el surco principal influye en la expresidn
génica. Asimismo, se ha sefalado que los patrones de metilacién también pueden ser un
determinante parcial de la posicién del nucleosoma, puesto que los dinucleétidos CpG meti-
lados dan lugar a interacciones electrostaticas mas fuertes con las histonas, lo que aumenta
la estabilidad del posicionamiento de los nucleosomas [39]. Otra razén seria que la metila-
cién del ADN genera la atraccidén de proteinas de la familia con dominio de unién a ADN
metilado (MBD) [25,29]. Varios miembros de esta familia contienen un dominio de represién
transcripcional (TRD) que media las interacciones con varias moléculas co-represoras (p. €.
sin3A) y con desacetilasas de histonas (p. ej. HDAC1) y metilasas de histonas asociadas con
la represidn. Las proteinas MBD se unen principalmente a los dinucleétidos CpG metilados
y actian como traductores de la metilacién del ADN. Esto lo llevan a cabo mediante el
reclutamiento de complejos remodeladores de cromatina, lo que ocasiona la desacetilacién
de histonas y la compactacién del ADN, volviéndolo menos accesible y evitando la trans-

cripcién activa [15,40].

Un escenario opuesto implica que la metilacién del ADN no es una causa, sino una con-
secuencia de la represion y sirve para fijar el estado reprimido de la cromatina. Algunas

modificaciones en la cromatina reducen la accesibilidad de los factores de transcripcion y la
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maquinaria transcripcional a los promotores, lo que conduce a la represidén génica. En este
caso, la metilacién de los CpG se acumularia pasivamente como consecuencia de la falta de
unién de factores de transcripcidn, o apareceria como resultado del reclutamiento directo de
las DNMT por proteinas represivas de la transcripcién, como la proteina EZH2 del grupo

Polycomb [38].

1.5.3. Modificaciones de histonas en células cancerosas

Las histonas, ademds de empaquetar el ADN, son estructuras moleculares clave en la regu-
lacién de la expresién génica. Todas las histonas estan sujetas a modificaciones covalentes
post-transcripcionales, las cuales ocurren en diferentes proteinas, variantes y residuos. Estas
modificaciones también involucran diferentes grupos quimicos, por ejemplo, metilos, acetilos
y fosfatos; asi como diferentes grados de metilacién (mono-, di- y tri-metilacién) [28]. La
acetilacién y la metilacién de las histonas tienen un efecto directo en varios procesos nuclea-
res, incluyendo la transcripcidn, reparacién del ADN, replicaciéon del ADN y la organizacién
de los cromosomas. Generalmente, la acetilacién de histonas estd asociada a la activacién
transcripcional, pero el efecto de la metilacién depende en qué tipo de aminoacido ocurre y
de su posicién en la cola de la histona [24]. Ademds, es la combinacién de todas las marcas
en un nucleosoma o regién y el “crosstalk” entre estas marcas lo que especifica el resultado

en la expresién transcripcional [28].

Se ha sefalado que la metilacién del ADN estd intimamente ligada al silenciamiento trans-
cripcional, a través de modificaciones represivas de histonas. Durante la tumorigénesis, hay
una ganancia de metilacién en la lisina 20 de la histona H4 (H4K20) y en la lisina 9 de la
histona H3 (H3K9), mientras que hay pérdida de metilacién en la lisina 4 en la H3 (H3K4).
También hay una pérdida global de acetilacién de lisinas en las histonas H3 y H4, mediada
por las HDAC [15, 19, 24, 28, 29]. Como se menciond anteriormente, todos los jugadores
epigenéticos intervienen para modular la expresion. Un ejemplo es la interaccién entre la
ADN-metiltransferasa DNMT3L, cataliticamente inactiva, con las colas de histonas H3, in-

duciendo la metilacién de novo del ADN por medio del reclutamiento de DNMT3A; sin
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embargo, esta interaccién puede ser fuertemente inhibida por la metilacién de H3K4. Por
otro lado, varias metilasas de histonas (HMT) dirigen la metilacién del ADN mediante el
reclutamiento de las DNMT, ayudando a establecer el estado silenciado inducido por las
marcas represivas de histonas. Las HMT y desmetilasas de histonas (HDM) también pueden
modular la estabilidad de las DNMT, asi como la metilacién del ADN puede dirigir modifi-
caciones de histonas, por ejemplo, el ADN metilado media la metilacién de H3K9 a través

del reclutamiento de MeCP2 [28].

Las modificaciones de histonas pueden inhibir la actividad de la transcripcidon génica blo-
queando la interaccién entre un factor de transcripcién y su sitio de unién, o mediante el
reclutamiento de proteinas represoras capaces de leer los cambios de histonas [16]. La pre-
sencia de patrones alterados en estas modificaciones, en conjunto con la metilacién del ADN,
conducen a que la cromatina adquiera una arquitectura cerrada, asi como a la exclusién di-
recta de la maquinaria de transcripcidn del promotor metilado, induciendo el silenciamiento

transcripcional de varios GST [15, 19, 28].

Resulta importante sefalar que las alteraciones genéticas también pueden repercutir en
cambios dentro del escenario epigenético de una célula cancerosa. Ejemplo de ello es la
formacidn de proteinas de fusidon aberrantes, a través de translocaciones cromosémicas que
involucran genes modificadores de histonas, tales como las HDAC, asi como las HMT y
las HDM. La focalizacién equivocada de tales proteinas de fusién perjudiciales contribuye
a alteraciones globales en los patrones de acetilacién y metilacién de histonas en el cdncer
[24,41]. Las acetiltransferasas de histonas (HAT), que funcionan juntamente con las HDAC
para mantener los niveles de acetilacion de histonas, también se ven alteradas. Aunado a
esto, las HDAC a menudo se encuentran sobreexpresadas en varios tipos de cancer y, por lo

tanto, se han convertido en un objetivo principal para la terapia epigenética [24].



Capitulo 1. Introduccién 19

1.6. Modificaciones epigenéticas en cancer cervical

La infeccidn persistente con VPH de alto riesgo no es suficiente para inmortalizar y transfor-
mar a la célula huésped epitelial. Por tanto, se necesita considerar alteraciones epigenéticas
adicionales (tanto del genoma viral como del huésped) que permiten a la célula adquirir un
fenotipo inmortal y progresar hacia un fenotipo claramente maligno e invasivo [42]. En la
Tabla 1.1 se enlistan algunas de las principales alteraciones epigenéticas en el CaCU. La
acumulacién gradual de estas modificaciones se manifiesta en etapas clinicas bien definidas

del CaCU [42].

Varios estudios han sefialado que el VPH interfiere con la maquinaria de metilacién del ADN
celular. Respecto al ADN viral, se ha sugerido que su metilacién podria servir como parte
de su ciclo viral para ocultarse, o como un mecanismo de defensa de la célula huésped [43].
Respecto al ADN del huésped, se ha observado que el nivel de hipometilacién global au-
menta gradualmente con el grado y etapa de neoplasia cervical. Ademds, se ha identificado
la hipermetilacién de los promotores de varios genes supresores de tumor durante las etapas

preinvasivas o invasivas del CaCU [42—-44].

1.7. Papel de las oncoproteinas E6 y E7 en la regulacion del

estado de metilacion del ADN

En células positivas para el VPH, éste tiene la capacidad de aumentar la metilacién de varios
genes celulares y reprimir su transcripcién [45]. En especifico, se han sefialado a las oncopro-
teinas virales E6 y E7 como responsables de causar estos cambios, dado que interacttian y/o
modulan la expresidn de muchas proteinas implicadas en la regulacién epigenética, incluidas
las DNMT, las enzimas modificadoras de histonas y las subunidades de los complejos de
remodelacién de la cromatina, influyendo asi en el programa de transcripcién de la célula

huésped [12] y contribuyendo a la progresién del CaCU [44].



1.7. Papel de E6 y E7 en la regulacién del estado de metilacién del ADN

20

Tabla 1.1: Principales alteraciones epigenéticas en CaCU

Modificacion

Efecto

Relacionada con el VPH:

Metilacién de los CpG en los sitios de unién
de E2 [42,44]

Metilacién de LCR [42]

Interaccién de E6 y/o E7 con DNMT [12,43-
45]

Interaccién de E7 con las HDAC [42, 44, 46]
Interacciéon de E6 con HMT coactivadoras:

CARM1, PRMT1 Y SET7 [47]

Pérdida del efecto inhibitorio de E2 sobre E6
y E7

Regulacién a la baja de la actividad trans-
cripcional de estos promotores virales
Silenciamiento de varios GST

Contribucién a la transformacién celular
Interferencia con la actividad transcripcional
de p53

Contribucién a la transformacién celular, re-
gulacién negativa o interferencia con la acti-
vidad transcripcional de p53

Interaccién de E6 con p300/CBP e inhibicién
de la actividad de las HAT [12,48]

Relacionada con el huésped:
Hipermetilacién local de promotores [42-45]
Hipometilacién global del ADN [42-44]

Silenciamiento de GST

Inestabilidad gendmica/sobreexpresién  de
oncogenes

Pérdida de la impronta en el loci H19/IGF2 Progresién del tumor
[42, 44]

Hiperfosforilacién y acetilacién de H3 [44] Progresion de la carcinogénesis

El mecanismo de interaccién entre E6 y la DNMT1 implica la degradacién de p53, evitan-
do la formacién del complejo represor p53/Spl. Al liberarse Spl, éste se une a la regidn
promotora de la DNMT1 y regula positivamente su expresiéon génica. El incremento de esta
enzima repercute en el silenciamiento de diversos genes por hipermetilacién del ADN [43].
En concordancia, la deplecién de E6 en lineas celulares VPH positivas produce una dismi-

nucién en los niveles proteicos de la DNMT1, de una manera dependiente de p53 [45].

E7 también puede estimular la expresion de la DNMT1. De manera indirecta, E7 puede
formar un complejo con pRb, dando como resultado la liberaciéon de E2F. Como E2F estd
presente en el sitio de inicio de la transcripcion de DNMT1, su liberacidén activa la expre-
sion de esta enzima, provocando consecuentemente represién génica por hipermetilacion del
ADN. De manera directa, E7 es capaz de unirse a la DNMT1 utilizando su dominio de

dedo de zinc CR3 (regién conservada 3). La unién provoca que la enzima exponga su sitio
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activo, favoreciendo la unién de E7/DNMT1 al ADN. Al momento de formarse el comple-
jo estable DNMT1/ADN, E7 se disocia del complejo y la enzima induce la metilacién del
ADN [43,45]. Por ejemplo, la interaccién E7/DNMT1 es capaz de metilar al promotor de |a
ciclina A (CCNAL), dificultando su funcién antitumoral en la regulacién de la apoptosis celu-
lar [49]. De la misma forma, se ha identificado a CXCL14 como un objetivo de metilacién de
E7. Debido a que CXCL14 es un fuerte inhibidor de la angiogénesis, la represion de este gen
por E7 favorece la neovascularizacién y el crecimiento tumoral. La interaccién E7/DNMT1
también regula a otro factor intermediario (adn desconocido) que conduce al silenciamiento
de E-cadherina, la cual se expresa en la membrana de los queratinocitos. La presencia de
E-cadherina, junto con otras senales, estimula la movilizacién de las células de Langerhans a
través del epitelio. Estas dltimas detectan, procesan y presentan antigenos extraiios virales a
otros inmunocitos, lo que estimula al sistema inmune del huésped para eliminar al virus del
organismo. En células infectadas por VPH, la disminucién en la expresién de E-cadherina
causa una disminucién de la migracién de células de Langerhans y, por lo tanto, una menor

tasa de eliminacién del virus del epitelio [45].

En contraste, hay algunos estudios que han demostrado la disminucién de la metilacién
en loci especificos. Por ejemplo, E7 es capaz de aumentar la expresion del gen de la se-
rina/treonina quinasa 31 (STK31), que ha sido implicado en el mantenimiento del estado
indiferenciado de las células de cancer de colon. No obstante, el mecanismo exacto mediante

el cual E7 causa la hipometilacién del promotor atin no se ha dilucidado [45].

1.8. Interacciéon de E6 y E7 con las enzimas modificadoras de

histonas y los complejos de remodelacion de la cromatina

E6 y E7 también tienen como proteinas blanco a enzimas modificadoras de histonas HDAC y
HAT [12,42,44]. El balance entre las actividades de estas enzimas juega un papel critico en la
regulacion de la expresién génica [50]. E7 interactia indirectamente con las HDAC1/HDAC2,
a través de la proteina Mi25. Tanto Mi23 como las HDAC forman parte del complejo de

remodelacién de la cromatina NuRD, que tiene la capacidad de modificar la estructura de
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la cromatina por medio de la desacetilacidén de histonas y el reposicionamiento de los nu-
cleosomas dependiente de ATP [51]. NuRD, a su vez contiene a MBD2 o MBD3 como
subunidades centrales, y preferentemente remodela y desacetila nucleosomas que contienen
ADN metilado [46]. Se ha sefialado que E7 estd involucrada en la represién de la trans-
cripcién del gen IFN-3, ya que mediante el reclutamiento de algunas HDAC logra interferir
con la funcién de transactivacién del factor de transcripcion IRF-1. Lo anterior podria es-
tar implicado en la supresién de una respuesta inmune a la infeccién viral por VPH. Por
otro lado, la interaccién entre E7 y las HDAC también puede ocasionar la activacién de
varios promotores celulares. Por ejemplo, E7 induce la disociacién de las HDAC de HIF-1la y

potencia su transcripcién, con lo cual el VPH podria contribuir a la angiogénesis tumoral [12].

La oncoproteina E6 interactia con las HMT coactivadoras: CARM1, PRMT1 y SET7 [47].
En promotores responsivos a p53, se reclutan a CARM1 y PRMT1 mediante su interaccién
con p53. Estas enzimas catalizan la metilacién de histonas, lo que conduce a la activacién
de genes blanco de p53. E6 se une e inhibe la actividad de CARM1 y PRMT1, disminu-
yendo la metilacién activadora de histonas y suprimiendo la unién de p53 a los promotores,
independientemente de su degradacién mediada por E6. Esta oncoproteina también inhi-
be a SET7 que cataliza la mono-metilacién de la lisina K4 en la histona H3, asi como la
mono-metilacién de p53 en el residuo K372, lo que aumenta su estabilidad y la protege
de la degradacién inducida por E6, por lo que la inhibicién de SET7 reduce la estabilidad
de p53 [12,47]. Como resultado de la inhibicién de la actividad de las HMT mediada por
E6, se atenla la funcién transactivadora de p53 y se suprime la expresién de sus genes
rio abajo [47]. Ademds E6 tiene la capacidad de unirse a la HAT CBP/p300, para regular

negativamente o interferir con la actividad transcripcional de p53 [48].

1.9. Metabolismo en cancer

Durante el proceso de la oncogénesis, las células cancerosas adquieren un conjunto de carac-
teristicas bioldgicas funcionales: sefiales de crecimiento persistente, evasidn de la apoptosis,

insensibilidad a las sefiales anti-crecimiento, potencial ilimitado de replicacién, angiogénesis,
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invasion y metdstasis [24, 34,52]. Ademas de estas caracteristicas, las mutaciones en on-
cogenes y genes supresores de tumor causan alteraciones en miltiples vias de sefializacién
intracelular que afectan el metabolismo central de las células tumorales y lo reprograman
para permitir una mayor supervivencia y crecimiento [53]. Dado lo anterior, se ha sefialado
que los cambios en el metabolismo celular son una constante en las células transformadas,
por lo que deben considerarse como otra caracteristica distintiva y crucial del cancer [54,55].
Estos cambios deben equilibrar los tres requisitos fundamentales de las células tumorales:
aumento de la produccién de energia, suficiente biosintesis macromolecular y mantenimiento

del equilibrio redox celular apropiado [53].

El fenotipo metabdlico mejor caracterizado en las células tumorales es el efecto Warburg, el
cual describe que la generacion de ATP a través de la fosforilacién oxidativa en la mitocondria
se desplaza a la generacién de ATP a través de la glucdlisis aerdbica en el citoplasma [53].
Inicialmente, la mayor conversién de piruvato en lactato bajo condiciones normdxicas en
células cancerosas se atribuyd a defectos en la mitocondria. Actualmente se reconoce que
las firmas metabdlicas de estas células no son una respuesta pasiva a mitocondrias danadas,
sino que son el resultado de la reprogramacién adaptativa que proporciona a la célula pre-
cursores biosintéticos para favorecer el crecimiento anabdlico [55,56]. Cabe mencionar que si
bien el metabolismo anabdlico se considera una caracteristica distintiva del cdncer, muchos

de estos cambios metabdlicos también ocurren en las células que proliferan normalmente [56].

El aumento del consumo de glutamina es otro cambio metabdlico caracteristico de las células
que proliferan rapidamente, el cual se utiliza para tareas como: la sintesis del antioxidante
glutatién; el mantenimiento de las reservas celulares de NADPH [56], que funciona como
un cofactor y proporciona potencia reductora en muchas reacciones enzimaticas que son
cruciales para la biosintesis macromolecular, y también es un antioxidante que forma parte
de la defensa contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) que se producen durante la
proliferacion répida [53]; y las reacciones anapleréticas para reponer intermediarios del ciclo

del acido tricarboxilico (TCA) [56].
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Los avances en la comprension de cédmo la reprogramaciéon del metabolismo celular ayu-
da al inicio y la progresidon del cancer han llevado a desarrollar medicamentos dirigidos a
vias relacionadas con estos cambios en diversas clases de cancer [56]. Las alteraciones en
los metabolitos intracelulares y extracelulares que pueden acompaiiar a la reprogramacién
metabdlica tienen profundos efectos sobre la expresién génica, la diferenciacién celular y el
microambiente tumoral [57]. Este microambiente anormal (la hipoxia, el bajo pH y las con-
centraciones bajas de glucosa) también desempefia un papel importante en la determinacién
del fenotipo metabdlico [53]. Aunado a lo anterior, las sefiales de crecimiento extrinsecas
y la disponibilidad de nutrientes estan estrechamente relacionadas con la expresién de los

transportadores de membrana, con el fin de favorecer la proliferacién [56].

1.10. Transportadores de nutrientes en cancer

Los transportadores son proteinas que median la translocacién de sustratos a través de las
membranas bioldgicas. Se expresan ampliamente en todo el cuerpo y estan localizados en
la membrana plasmatica, asi como también en membranas que componen varios organelos
subcelulares (mitocondria, reticulo endoplasmatico, etc.), asegurando asfi la entrega regulada
de los sustratos requeridos y, por lo tanto, la homeostasis celular. Muchos transportadores
también se expresan de una manera érgano-especifica y facilitan la entrada y eliminacién
de compuestos enddégenos y xenobidticos [22,58]. De hecho, muchos estudios vinculan el
control transcripcional y post-traduccional de los transportadores de nutrientes con la proli-
feracién y el cambio al metabolismo anabdlico, destacando su importancia en el crecimiento

fisiolégico y patolégico [56].

Existen dos principales superfamilias de transportadores: los ATP Binding Cassette (ABC)
y los Solute Carrier (SLC). Los transportadores ABC aprovechan la energia de la hidrdli-
sis del ATP y funcionan como transportadores de eflujo. Los transportadores SLC estan
principalmente involucrados en la captaciéon de pequenas moléculas en las células, tales
como metabolitos y drogas. Los transportadores SLC son predominantemente facilitado-

res o secundario-activos; es decir, requieren un gradiente electroquimico para promover el
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movimiento de sustratos a través de las membranas, o gradientes idnicos generados por
bombas dependientes de ATP para transportar sustratos contra el gradiente de concentra-
cién [58]. Debido a su papel en el céncer, actualmente los transportadores estan recibiendo
mayor atencidén, y mientras que varios transportadores de nutrientes esenciales actian co-
mo promotores tumorales y son regulados positivamente en esta enfermedad, hay algunos
que pueden comportarse como supresores de tumor [22], limitando el crecimiento de células

neoplasicas.

Durante mucho tiempo, la tnica clase de transportadores que estaba recibiendo atencidn, en
relacién con el cancer, eran los transportadores de eflujo de farmacos, debido a su papel en el
control de la sensibilidad de las células tumorales a agentes quimioterapéuticos. A menudo,
las células cancerosas regulan a la alza estos transportadores, lo que induce el desarrollo de

resistencia a los farmacos [22].

Como se mencioné en la seccién anterior, las células tumorales, altamente proliferativas, re-
quieren un suministro constante de nutrientes para respaldar su crecimiento. Esto se traduce
en una mayor demanda de sustratos del espacio extracelular, tales como: glucosa, lipidos,
acidos nucleicos y aminoacidos no esenciales [56]. En los ltimos afios, las investigaciones
sobre el cancer se han centrado en los transportadores de membrana plasmatica, con un
enfoque selectivo en la administracién de estos nutrientes a las células tumorales [22]. La
l6gica de este enfoque es que a través de la induccidén de proteinas transportadoras, las
células logran satisfacer la elevada demanda de macomoléculas [22,56]. Debido a que el
fenédmeno Warburg (glucdlisis aerdbica) es una caracteristica comdn entre las células tu-
morales, inicialmente la mayor parte de la atencién fue dirigida a los transportadores de
glucosa. Esto dio como resultado el descubrimiento de que GLUT1 (SLC2A1) est4 regulado
positivamente en casi todos los canceres, promoviendo el aumento de captacién de este
metabolito. En ciertos tipos de cancer, los transportadores de glucosa SGLT1 (SLC5A1) y
SGLT2 (SLC5A2) acoplados a Na* también estdn regulados positivamente. Dado que estos
transportadores proporcionan un nutriente esencial para las células tumorales, son conside-

rados blancos potenciales para la terapia contra el cancer [22].
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Una consecuencia del cambio en los programas metabdlicos pro-proliferativos, incluida la
glucdlisis, es la mayor produccién de acido lactico [22,56]. Varios tumores muestran acumu-
lacién de lactato y expresidn alterada de sus transportadores, lo que sugiere un papel de este
metabolito en el cancer [59]. Para combatir la disminucién en el pH intracelular, las célu-
las regulan positivamente a los transportadores MCT1 y MCT4, también conocidos como
SLC16A1 y SLC16A3. Estos funcionan principalmente en el exporte de lactato y de HT, a
través de la membrana plasmatica hacia el espacio extracelular, estimulando el crecimiento
tumoral. En cambio, el transportador SLC5A8, que tiene una mayor afinidad por el importe
de lactato, estd silenciado en cancer [22,56], como se describe mds detalladamente en la

seccién 1.12.

1.11. SLC5H5AS8 y su silenciamiento en cancer

Recientemente, el silenciamiento del transportador SLC5A8, también llamado SMCT1, se
ha convertido en una caracteristica reconocida de diferentes tipos de cdncer como el de
colon, tiroides, mama, préstata o pulmén [22]. SLC5A8 pertenece a la familia SLC5 de
cotransportadores de nutrientes acoplados a sodio, también conocida como la familia de
genes cotransportadores sodio/glucosa [60, 61]. Exhibe una especificidad de sustrato pa-
ra una amplia variedad de monocarboxilatos, incluidos los acidos grasos de cadena corta
(AGCC), monocarboxilatos sustituidos (lactato, piruvato, derivados de AGCC tales como ~-
hidroxibutirato), nicotinato, salicilatos y benzoato [60,62-65]. La afinidad del transportador
por la mayoria de estos monocarboxilatos es bastante alta, con una constante de Michaelis
en el rango de 200-400 M [59]. El transporte se produce mediante un proceso electrogénico,
con una estequiometria variable segin el sustrato [59,64]. Los farmacos antiinflamatorios
no esteroideos como el ibuprofeno, el ketoprofeno y el fenoprofeno también interactian con
SLCBHAS8, aunque estas drogas no son sustratos transportables, sino que actian como blo-

queadores del transportador [65].

Se ha reportado que SLC5A8 se expresa en la mucosa normal del colon, rifién, cerebro, retina,
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pulmén, eséfago, intestino delgado, estémago, tiroides y ttero [61,63-67]. La secuencia
de aminodcidos de Slc5a8 de ratdn, que es idéntica en un 95 % al SLC5A8 humano,
predice 13 dominios transmembranales, un extremo C-terminal citosélico y un extremo N-
terminal exoplasmatico. Ademas tiene dos sitios putativos de N-glicosilacién situados entre

los dominios transmembranales 12 y 13 [64].

1.12. Rol de SLC5A8 como supresor de tumores

Existe evidencia que identifica el silenciamiento de SLC5A8 como un paso importante en
la neoplasia de colon [22]. En un colon normal, se producen cantidades elevadas de AGCC
(acetato, propionato y butirato) como resultado de la fermentacién bacteriana anaerdbi-
ca de los carbohidratos no absorbidos y la fibra dietética [64]. El butirato y el propiona-
to son reconocidos inhibidores de las HDAC, particularmente de las isoformas HDACL vy
HDAC3 [22,62, 65, 68,69]. Dependiendo del contexto celular, la entrada de butirato y pro-
pionato mediada por SLC5A8 es capaz de inducir selectivamente la diferenciacién en células
epiteliales de colon normales, o prevenir la proliferacion celular y causar apoptosis en células
cancerosas [22,62,64,68,69]. Por lo tanto, se ha reconocido que el transporte de estos AGCC
desde el lumen del colon es responsable de los efectos antiproliferativos de SLC5A8 [60],
cuya expresion reduce la incidencia de céncer de colon [64]. De hecho, ha sido reconocido
como un gen supresor de tumores en este tipo de cincer [66]. Mdas recientemente, se ha
documentado que el silenciamiento transcripcional de SLC5A8 es frecuentemente causado
por la metilacién aberrante del ADN y que la restauracién de su expresidon conduce a la
inhibicidn de la proliferacién celular [66,68]. Por otro lado, los cambios en la expresién géni-
ca inducidos por el transporte de butirato mediante SLC5A8 incluyen la regulacién positiva
de genes pro-apoptdticos, y la regulacién negativa de genes anti-apoptoticos en células de

cancer de colon [68].

No obstante, SLC5A8 se inactiva en cdnceres de otros tejidos ademas del cancer de colon,
en los que el butirato y el propionato no son fisiolégicamente significativos [62,67]. Lo an-

terior condujo al descubrimiento de que el piruvato, un metabolito ubicuo y sustrato de alta
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afinidad de SLC5AS8, actiia también como un fuerte inhibidor de las HDAC y un inductor
apoptdético de manera especifica en células tumorales, con una selectividad comparable a la
del butirato. El piruvato estd presente en circulaciéon a una concentracion aproximada de
100 uM, y es probable que el silenciamiento de la expresion del transportador disminuya la

entrada de piruvato a la células cancerosas [70].

El silenciamiento de la expresion de SLC5A8 puede estar relacionado al efecto Warburg
[22]. Una caracteristica de este efecto es la elevada produccién de lactato, el cual es otro
de los sustratos del transportador, considerado como un metabolito promotor de tumores
[62,71,72] con propiedades angiogénicas, capaz de promover la migracién y el crecimiento
de las células cancerosas [59], sin actividad como inhibidor de las HDAC [62, 71, 72]. Pero
la acumulacién de lactato producido en la glucdlisis y la acidificacion del medio intracelular
pueden tener consecuencias perjudiciales para las células cancerosas. Para reducir el estrés
causado por la produccién acelerada de lactato, los transportadores que dirigen el flujo de
salida de este metabolito son regulados positivamente (MCT1, MCT4); al mismo tiempo,
la regulacidn negativa de SLC5AS8, el cual media su flujo de entrada, es un mecanismo para
contrarrestar el exceso de lactato y acidez en las células cancerosas, y al mismo tiempo
evitar el importe activo de los monocarboxilatos inhibidores de las HDAC. Por tanto, resulta
evidente por qué este transportador esta reprimido en muchos tumores y por qué las células
tumorales convierten efectivamente al piruvato en lactato [62,71,72]. Aunado a lo anterior,
se ha reportado que independientemente de la funcién transportadora de SLC5A8, éste es
capaz de inducir apoptosis a través de un mecanismo que implica una disminucién de la

proteina anti-apoptética survivina [70].

1.13. Terapia epigenética contra el cancer

A diferencia de las mutaciones, la metilacién del ADN y las modificaciones de histonas son
reversibles. Por tanto, existe un creciente énfasis en el uso de agentes epigenéticos para
reprogramar las células neoplasicas hacia un estado normal, mediante la restauracién de la

expresion de los genes afectados por estos mecanismos [18]. Dado lo anterior, los genes
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supresores de tumor silenciados por hipermetilaciéon del ADN pueden ser reexpresados con
farmacos que actian como agentes desmetilantes del ADN. Por otro lado, los inhibidores
de desacetilasas de histonas que promueven un estado relajado de la cromatina, pueden
inducir selectivamente diferenciacidn, arresto del ciclo celular y apoptosis in vitro. En pruebas
clinicas, los inhibidores de las HDAC estan asociados a una menor incidencia de efectos
adversos, aunque su eficacia en el tratamiento de tumores es limitada [73]. Los avances en
la comprensién de la regulacidn del epigenoma estan llevando al desarrollo y ensayo clinico de
varios farmacos, que durante la préxima década seran utilizados como terapia epigenética,
en combinacién con otras terapias, como una herramienta prometedora para el tratamiento

del cancer [18].



CAPITULO 2

Justificacidn

A pesar de que el CaCU se puede prevenir frecuentemente mediante la deteccidén y trata-
miento de lesiones premalignas, éste sigue siendo un importante problema de salud publica.
Sus tasas de incidencia y mortalidad, principalmente en paises en desarrollo, destacan la ne-
cesidad de obtener una mejor comprensién de su biologia molecular. Aunque la infeccién con
VPH de alto riesgo es una causa necesaria, ésta no es suficiente para el desarrollo del CaCU.
Adicionalmente, hay otros factores, como miiltiples alteraciones genéticas y una significativa
contribucién de modificaciones epigenéticas, que facilitan la transformacién neopldsica. Por
otro lado, se ha incrementado el interés en los transportadores celulares, los cuales, en su
mayoria, son regulados positivamente en células transformadas para aumentar la captacién
de nutrientes y beneficiar su alta tasa replicativa. Ocurre lo contrario con el transportador
SLC5A8, el cual en varios tipos de cancer se ha descrito que se encuentra silenciado y que
su regulacién negativa podria estar favoreciendo la progresion de esta enfermedad. Dado lo
anterior, y tomando en cuenta la naturaleza reversible de las alteraciones epigenéticas vy el
potencial terapéutico que podrian tener en el CaCU, consideramos importante determinar
el comportamiento de la expresién de SLC5A8 en lineas celulares y tejidos neoplasicos de
CaCU, asi como analizar si intervienen mecanismos epigenéticos en su regulacidn y establecer

su posible rol como gen supresor de tumores.
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CAPITULO 3

Hipotesis

La transcripcion del gen SLC5A8 es reprimida epigenéticamente por metilacién del ADN en
cancer cervicouterino, lo que sugiere que podria jugar un rol como gen supresor de tumores

en esta enfermedad.
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CAPITULO 4

Objetivos

4.1. Objetivo general

Caracterizar la expresion de SLC5A8 y el estado de metilacién de la regién promotora de
este gen en lineas celulares y tejidos de CaCU, ademds de analizar su reexpresion mediante

farmacos epigenéticos y su posible rol como supresor de tumores.

4.2. Objetivos especificos

= Determinar la expresion de SLC5A8 en lineas celulares de CaCU y en tejido normal de

cérvix.

= Analizar la presencia de metilacién en SLC5A8 en lineas celulares de CaCU y en tejido
normal de cérvix, mediante la modificaciéon del ADN con bisulfito y PCR metilo-

especifica (MS-PCR).

= Establecer el perfil de metilacién de la ICG de SLC5A8 en lineas celulares de CaCU
y en tejido cervical, mediante la modificacién del ADN con bisulfito y secuenciacién

alelo-especifica.

= Analizar la expresion de SLC5A8 en lineas celulares de CaCU expuestas a los modi-
ficadores epigenéticos 5-aza-2'-desoxicitidina y TSA, por separado o combinados, asi

como en presencia o ausencia de piruvato en el medio de cultivo.
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= Determinar la expresién de SLC5A8 y establecer el perfil de metilacién de la ICG de
SLC5A8 en muestras de CaCU, mediante la modificacién del ADN con bisulfito y

secuenciacién alelo-especifica.

= Analizar el efecto de la expresion de SLC5A8 en la proliferacion celular, mediante la
transfeccién estable de células Hela con el vector pPCMV6-AC-GFP que lleva insertado
el marco abierto de lectura de SLC5AS; asi como el efecto en el crecimiento tumoral

mediante xenotrasplantes de estas células en ratones desnudos.



CAPITULO 5

Estrategia experimental
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CAPITULO 6

Materiales y Métodos

6.1. Materiales

6.1.1. Lineas celulares

Se usaron cinco lineas celulares de CaCU para los ensayos de expresion de SLC5AS8, el
andlisis de metilacion del ADN y el tratamiento con farmacos epigenéticos. De las cinco
lineas, cuatro son VPH positivas (HeLa y Calo contienen VPH18, mientras que SiHa y
CaSki contienen VPH16) y una es VPH negativa (C-33A). La linea celular derivada de
células de rifidon de embrién humano, HEK293, se usé como control positivo de expresidn
de SLC5AS8, asi como referencia de la secuencia de ADN desmetilada del transportador. La
linea celular de cancer colorrectal HCT116 se utilizé6 como control negativo de expresion de

SLC5A8 y como referencia de la secuencia de ADN altamente metilada del transportador.

6.1.2. Muestras de tejidos cervicales humanos

Se obtuvieron muestras de tejido cervical de pacientes con CaCU (n=29), bajo los protocolos
del banco de tumores cervicales (abril de 2010 a agosto de 2012). Las muestras fueron
obtenidas bajo la aprobacién de los Comités Institucionales de Etica y el Consejo Cientifico
del Instituto Nacional de Cancerologia de México (INCan). Los tejidos provienen de mujeres
de entre 20 y 60 afos, diagnosticadas con cdncer primario, quienes firmaron y aceptaron

un formulario de consentimiento informado. De inicio se realizd la caracterizacidn clinica de
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los tejidos, mediante el diagndstico histolégico y la determinacién del tipo de VPH presente
y estadio de la FIGO (Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia). Los criterios
de elegibilidad de las muestras fueron: pacientes con diagndstico patoldgico confirmado
de CaCU en estadio IB2-11IB; biopsias con mas del 80 % de células tumorales y casos sin
tratamiento oncoldgico previo. Los tejidos tumorales se obtuvieron a partir de biopsias por
perforacion (cilindros de 3-5 mm de didmetro). Cada biopsia se dividié en tres secciones:
una para confirmacién patoldgica, una para la extracciéon de ARN y otra para el aislamiento
del ADN. Las biopsias de ARN y ADN se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido,
y se almacenaron a -70 °C hasta su posterior procesamiento. Adicionalmente, se obtuvieron

muestras de tejidos cervicales no tumorales (n=6) como controles.

6.2. Métodos

6.2.1. Cultivo celular

Todas las lineas celulares (Hela, Calo, SiHa, CaSki, C-33A, HEK293 y HCT116) se cultiva-
ron en Medio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) (Life Technologies, Grand Rapids,
NY, EE. UU.), complementado con suero fetal bovino al 10 % (v/v) y con antibidtico-
antimicético (penicilina/estreptomicina) al 1 % (v/v). Las células se mantuvieron en una
incubadora de atmésfera hiimeda, con un contenido de CO5 al 5 %, a una temperatura de

37 °C. Periédicamente se realizaron resiembras al alcanzar el 80 % de confluencia celular.

6.2.2. Extraccion de ARN

El ARN total se extrajo con TRIzol Reagent (Ambion, Austin, TX, EE. UU.), el cual es
una solucién de fenol e isotiocianato de guanidina que disuelve los componentes celulares y
mantiene la integridad del ARN durante la lisis de las muestras. La extraccién se realizé de
acuerdo con el protocolo del fabricante, basado en el método descrito por Chomczynski y
Sacchi (1987) [74]. A cada caja de cultivo p60 se adicioné 1000 pl de TRIzol y se incubé 5
min a temperatura ambiente. Luego se transfirid el contenido a un tubo de microcentrifuga,

se agregd 200 pul de cloroformo, se mezcld por inversién y se incubé 10 min a temperatura
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ambiente. Se centrifugd a 12000 rpm durante 15 min a 4 °C, recuperadndose la fase superior
en un tubo nuevo. Después se ainadié 500 ul de isopropanol, se mezclé por inversién y se
incub6 10 min a temperatura ambiente. Al término se centrifugé a 12000 rpm durante 20
min a 4 °C, se deseché el sobrenadante y se agregd 1000 pl de EtOH al 75 % (en agua
tratada con DEPC) para lavar la pastilla de ARN. Se centrifugé a 7500 rpm durante 5 min a
4 °C, se desechd el sobrenadante y se dejé secar la pastilla. Finalmente, el ARN se solubilizé
en agua tratada con DEPC (20 pl). Algunos de los tejidos congelados fueron macerados
usando un mortero y pistilo precongelados con nitrégeno. Durante la maceracién, el tejido
se mantuvo en congelacién agregando nitrégeno liquido para evitar la degradacién de los
acidos nucleicos. Una vez pulverizado el tejido, se realizé la extracciéon de ARN con TRIzol,

como se describié anteriormente.

Todas las muestras se sometieron al tratamiento con DNAsa |, libre de RNAsas (Ambion,
Austin, TX, EE. UU.) para eliminar el ADN gendmico. La concentracién y pureza del ARN
se determind por espectrometria, midiendo la absorbancia a 260 nm y las relaciones de
absorbancia 260/280 y 260,/230, con un espectrofotémetro NanoDrop ™ ND-8000 (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, EE. UU.). Ademas, se utilizé 1.5 ug de ARN para realizar
electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %, a 80 V durante 30 min. Mediante la resolucién
de las bandas ribosémicas 28S y 18S se verificé la integridad del ARN. Las muestras se

almacenaron a -70 °C hasta su uso posterior.

6.2.3. Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

La sintesis de ADN complementario se realizé en frio, adicionando en cada tubo de mi-
crocentrifuga 0.4-2 ug de ARN como cadena molde, 0.5 ul de oligo dT (100 pM), 0.5 ul
de hexdmeros aleatorios (100 M) y cantidad suficiente de agua libre de nucleasas para
ajustar el volumen a 12 pul. La reaccién se mezclé suavemente, se centrifugd brevemente
y se incubd a 65 °C durante 5 min. Al término, el tubo se regresé al hielo, se centrifugd
por corto tiempo a temperatura ambiente y se colocd nuevamente en hielo. Posteriormente

se agregaron 4 pul de buffer 5X, 1 pl de inhibidor de RNAsas RiboLock (20 U/ul), 2 ul de
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mezcla de dNTPs (10 mM) y 1 ul de transcriptasa reversa M-MulV (200 U/ul) (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, EE. UU.). La reaccién se mezclé suavemente, se centrifugd y se
incubd a 45 °C durante 60 min. Para finalizar, la reaccién se calenté a 70 °C por 5 min. En
un tubo extra se prepard un control negativo que consistié en afadir todos los reactivos para
la transcripcidn reversa, excepto la cadena molde de ARN, siguiendo el mismo protocolo
de sintesis. Posteriormente, se realizé la amplificacién de un gen constitutivo (ver seccién

6.2.4) para corroborar la funcionalidad del ADN complementario.

6.2.4. RT-PCR

Se analizé la expresién de los genes 3-2 microglobulina (42M) y SLC5A8 mediante RT-PCR
semicuantitativa en las lineas celulares de CaCU, asi como en los tejidos cervicales norma-
les y tumorales, utilizando el termociclador Axygen MaxyGene (Thermo Fisher Scientific,

Wilmington, DE, EE. UU.). La secuencia de los primers utilizados se muestra en la Tabla 6.1.

Primero se evalud la expresién de un fragmento de 100 pb de 52M como referencia, asi como
para excluir la degradacién del ARN o una ineficaz sintesis de ADN complementario. Una
vez confirmada la expresidn del gen constitutivo, se valoré la expresién de un fragmento de
229 pb de SLC5A8, abarcando desde la porcién terminal del exdn 1y parte del exdn 2. Para
cada reaccion de PCR se agregaron: 100 ng de ADN complementario, 2.5 ul de buffer de
reaccién 10X, 0.5 ul de mezcla de dNTPs 10 mM, 1 ul de MgCls 50 mM, 0.5 pl de primer
forward 10 uM y 0.5 pul del primer reverse 10 uM, 0.1 ul de ADN polimerasa Platinum Taq
(5 U/ul) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) y cantidad suficiente de H2O libre de DNAsas
para ajustar el volumen a 25 pul. En cada experimento se utilizé como control negativo una
reaccion extra con todos los reactivos, excepto por el ADN complementario. Las condiciones

de amplificacién se pueden consultar en la Tabla 6.2.

El andlisis de RT-PCR para evaluar la expresién de SLC5A8 y 52M en las muestras de teji-
do se realizé bajo las mismas condiciones. Los productos de la PCR se analizaron mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1.8 % mediante tincién con bromuro de etidio. Las imdge-
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nes se adquirieron con el software GeneSnap versién 7.02 (Syngene-Synoptics, Cambridge,
Reino Unido) y las intensidades de las bandas se midieron con el software ImageJ (ImageJ
1.46, National Institutes of Health, EE. UU.). Las muestras que no expresaron SLC5A8 se
establecieron como referencia negativa. La relacién de SLC5A8 / 32M se determiné para
cada muestra, con valores que oscilan entre 0 y 1. La clasificacién de la expresion de SLC5A8

se basé en los siguientes valores: 0= nulo, < 0.25 = bajo, < 0.5 = medioy < 1 = alto.

6.2.5. Extraccion de ADN de lineas celulares de CaCU

El ADN gendmico de lineas celulares se aislé usando el kit de purificacién de ADN genémico
Wizard (Promega, Madison, WI, EE. UU.). De acuerdo con el protocolo del fabricante, las
células se cosecharon con PBS, se transfirieron a un tubo de microcentrifuga y se disgre-
garon con 600 ul de solucién fria de lisis nuclear. Cada muestra se incubd con 3 ul de
solucién de RNAsas (4 mg/ml), durante 30 min a 37 °C. Después, la muestra se enfrié a
temperatura ambiente, se afiadié 200 ul de solucién para precipitaciéon de proteinas y se
agité vigorosamente por 20 s. El tubo se colocé en hielo durante 5 min y se centrifugd a
16000 x g durante 4 min, con lo cual se logré que precipitaran las proteinas, manteniéndose
el ADN gendmico en solucién. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo con 600 ul
de isopropanol, se mezclé y se centrifugd para precipitar el ADN, formdndose una pastilla.
El sobrenadante fue removido y la pastilla de ADN se lavé con 600 ul de etanol al 70 %,
después se centrifugd a 16000 x g por 2 min, se decantd el sobrenadante y se dejé secar
la pastilla aproximadamente durante 15 min. Una vez seca la pastilla, se anadié 100 ul de
agua libre de DNAsas y se dejé incubando toda una noche a 4 °C. Finalmente, el ADN se
solubilizé6 mediante pipeteo suave y se almacené a -20 °C. La concentracién e integridad del
ADN se evaluaron mediante mediciones de absorbancia y electroforesis en gel de agarosa
al 1.2 %, para garantizar la ausencia de impurezas, puesto que éstas podrian inhibir la

posterior modificacién con bisulfito de sodio (ver seccién 6.2.7).
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6.2.6. Extraccion de ADN de muestras de pacientes y genotipificacion de

VPH

El ADN de las biopsias de CaCU se obtuvo con el equipo de extraccién automatizada de
acidos nucleicos MagNA Pure 96, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). La deteccién y genotipificacién de VPH se realizé
mediante la prueba Roche Linear Array HPV Genotyping (Roche Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Alemania), asi como mediante una PCR muiltiple anidada MY /GP y la subsecuente

secuenciacion directa del fragmento de PCR [75].

6.2.7. Modificacién del ADN con bisulfito de sodio

El ADN gendémico fue modificado con bisulfito de sodio para identificar marcas de metilacién
en una secuencia dada, usando el kit de EZ DNA Methylation (Zymo Research Corporation,
Orange, CA, EE. UU.). Esta técnica tiene la finalidad de convertir selectivamente las citosinas
no metiladas en uracilo por desaminacién, dejando las citosinas metiladas sin modificar. En
un tubo de microcentrifuga se mezclaron por pipeteo 100-500 ng de ADN, 5 ul de buffer
de dilucién y cantidad suficiente de agua para ajustar el volumen a 50 ul. La solucién se
incubé a 37 °C durante 15 min. Después se afadié 100 pl del reactivo de conversién CT,
el cual contiene bisulfito de sodio para desaminar los residuos de citosinas del ADN, y se
incubd a 50 °C durante 16 h. Al término, la reaccién se incubd en hielo durante 10 min y se
vertié en una columna precargada con 400 ul de buffer de unién para equilibrar la columna,
reducir la degradacién del ADN y minimizar la pérdida de ADN durante la limpieza. Se
centrifugd a 15000 x g durante 1 min. El sobrenadante fue desechado, se afiadié 100 ul de
buffer de lavado y se volvié a centrifugar a 15000 x g por 1 min. Luego, se adicioné 200 ul
de buffer de desulfonacién para eliminar la fraccién de sulfito y generar uracilos; se incubd
a temperatura ambiente durante 20 min y al término se centrifugé a 15000 x g por 1 min.
Se agregd 200 ul de buffer de lavado, se centrifugd a 15000 x g por 1 min y se repitié el
lavado. La columna se transfirié a un tubo nuevo, se agregd 15 pul de buffer de elucién a
la matriz de la columna, se incubé por 5 min y se centrifugé a 15000 x g por 1 min. El

ADN eluido se mantuvo a -20 °C hasta su uso posterior en los ensayos de PCR especifica



Capitulo 6. Materiales y Métodos 43

de metilacién (seccién 6.2.8) o ensayos de PCR con ADN modificado por bisulfito (seccién
6.2.9) para secuenciacién, utilizando las diferencias derivadas de las conversiones C a U, en

las que el uracilo se replica como timina [76, 77].

6.2.8. PCR metilo-especifica (MS-PCR)

Se usé el ensayo de MS-PCR como una estrategia rapida para identificar la presencia de
metilacion en el gen de SLC5A8. Inicialmente se introdujo la secuencia genémica del trans-
portador en el software Methprimer (www.urogene.org/methprimer) y EMBOSS CpGplot
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/) para ubicar la ICG. Esta se defi-
nié bajo los criterios de una secuencia con un contenido de citosinas y guaninas mayor al
50 %, y una presencia del dinucleétido CpG mayor a 60 %. Con base en estos criterios, el
software identificé una ICG en la regidn del primer exén y arrojé algunas opciones de primers
para analizar un fragmento de la isla. Se seleccionaron dos pares de primers especificos para
la amplificacién de la secuencia metilada (M-SLC5A8) o no metilada (U-SLC5A8) (ver Ta-
bla 6.1). Posteriormente, se realizaron PCR independientes con cada conjunto de primers.
Para cada reaccién se adicionaron: 50 ng de ADN modificado con bisulfito, 2.5 ul de buffer
de reaccién 10X, 0.5 ul de cada primer 10 uM, 0.5 ul de dNTPs 10 mM, 2 mM de MgCls
y 0.2 ul de ADN polimerasa Platinum Taq (5 U/ul) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.).
Las condiciones de amplificacién se pueden consultar en la Tabla 6.2. Adicionalmente, se
incluyeron reacciones con ADN modificado por bisulfito de las lineas celulares HCT116 y
HEK?293 como referencia de la secuencia de SLC5A8 metilada y desmetilada, respectivamen-
te. Después de la amplificacién, los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1.8 %, utilizando para la visualizacién tincién con bromuro de etidio.

6.2.9. PCR con ADN modificado por bisulfito (bs-PCR)

Se seleccioné una regién de 379 pb dentro de la ICG de SLC5A8 para determinar la presencia
y densidad de metilacién en los 45 sitios CpG de la secuencia interrogada. Mediante una
PCR convencional, a partir de ADN modificado por bisulfito (bs-PCR) se amplificé la regién

de interés denominada como bs-SLC5A8. Los primers utilizados se pueden consultar en la
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Tabla 6.1. Para cada reaccidn se utilizéd 1.5 ul de ADN modificado por bisulfito como cadena
molde, 2.5 ul de buffer 10X, 0.5 ul de dNTPs 10 mM, 1 ul de MgCls 50 mM, 0.5 ul de
primer forward 10 M y 0.5 ul del primer reverse 10 uM, 0.2 pl de polimerasa Taq (Invitro-
gen) y 18.3 ul de agua destilada estéril. Como controles negativos se prepararon reacciones
extras con los mismos reactivos, pero sin afadir ADN. Las condiciones de amplificacién se
encuentran en la Tabla 6.2. La mitad del volumen de la reaccién de bs-PCR se analizé por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. El resto del volumen de aquellas reacciones que
amplificaron exitosamente el fragmento de 379 pb se purificé con el kit QIAquick PCR (Qia-
gen, Valencia, CA, EE. UU.), eliminando asi los residuos que podrian interferir en la reaccién

de ligacién posterior. Finalmente, el ADN fue cuantificado por espectrofotometria a 260 nm.

Esta técnica es el primer paso para poder realizar el mapeo de metilaciones alelo-especificas
de la ICG de SLC5A8. Las técnicas descritas en las secciones 6.2.10 a 6.2.14 indican cémo

se realizé el proceso hasta llegar a la secuenciacién.

6.2.10. Clonacion del producto de bs-PCR en el vector pJetl.2

Los productos purificados de la bs-PCR se insertaron en el vector pJetl.2 usando el kit de
clonacién PCR CloneJET (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EE. UU.). Para la reaccién
de ligacién, en un tubo de microcentrifuga en hielo se afiadieron: 10 ul de buffer 2X, 0.15
pmol de producto de PCR purificado, cantidad suficiente de agua para ajustar el volumen a
17 ply 1 pul de DNA blunting enzyme. Se agité con vértex brevemente y se centrifugd por
10 s. Se incubd la reaccién a 70 °C durante 5 min y se enfrié en hielo. Luego se agregé 1
ul del vector pJET1.2 (50 ng/ul) y 1 ul de T4 DNA Ligase (5 U/ul). Se agité con vértex
brevemente, se centrifugd por 10 s y se incubd la reaccidn a temperatura ambiente (22 °C)
durante 5 min. La reaccién de ligacidn se utilizé inmediatamente para la transformacién en

bacterias competentes.
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6.2.11. Transformacion de bacterias E. coli DH5«

En un ambiente estéril, frente al mechero, se realizé la transformacién de bacterias compe-
tentes mediante la adicién de 10 ul de reaccién de ligacién a 100 ul de bacterias competentes
E. coli DH5a recién descongeladas. La reaccidén se incubd 45 min en hielo y 5 min a 42
°C, luego se regresé al hielo. Se afadié 650 ul de medio LB y se incubé a 37 °C, en agita-
cién constante, durante 1 h. Al término se centrifugd a 1500 rpm por 3 min a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue desechado y el remanente del medio LB se utilizd para re-
suspender la pastilla de bacterias e inocular una placa de agar LB con ampicilina, como
medio de seleccién. Posteriormente, la placa se incubé a 37 °C toda la noche. Como control
negativo se inocularon bacterias competentes sin transformar en una placa de agar LB con

ampicilina.

6.2.12. Confirmacién de presencia de bs-SLC5A8 en bacterias E. coli DH5«

Varias colonias (por muestra) fueron seleccionadas aleatoriamente y resembradas en placas
LB con ampicilina. Con la finalidad de comprobar si éstas contenian el fragmento de interés,
se realizé una PCR convencional similar a la descrita en la seccién 6.2.4; aunque en este
caso, el material genético se obtuvo al anadir una fraccién de la colonia seleccionada usando
una punta estéril de micropipeta. Los productos fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 % y se escogieron aquellas colonias que amplificaron exitosamente la banda

de bs-SLCHAS.

6.2.13. Extraccion de plasmido

Esta técnica se utilizd para obtener suficiente cantidad de ADN plasmidico para secuen-
ciacién. Cada colonia seleccionada fue inoculada en 5 ml de medio LB con 100 pug/ml de
ampicilina. El cultivo se dejé crecer toda una noche a 37 °C. Después se centrifugd el cultivo
a 12000 rpm, durante 5 min a temperatura ambiente, para precipitar las bacterias y eliminar
el sobrenadante. Enseguida se extrajeron los pldsmidos con el kit QlAprep Spin Miniprep
(Qiagen, Valencia, CA, EE. UU.). De acuerdo al protocolo del fabricante, cada pastilla de

bacterias se resuspendié en 250 ul de buffer P1, y luego se transfirié a un tubo de micro-
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centrifuga. Se afiadié 250 ul de buffer P2 y se mezclé por inversidn. Antes de transcurrir
mds de 5 min, se agregd 350 ul de buffer N3 y se mezclé inmediatamente por inversién. El
tubo se centrifugd durante 10 min a 13000 rpm y el sobrenadante se agregd, por decanta-
cién, a la columna de centrifugacién QIAprep 2.0, colocada dentro de un tubo colector. Se
centrifugd durante 1 min a 13000 rpm, y se deseché el fluido obtenido en el tubo colector.
Posteriormente, se lavé la columna agregando 0.75 ml de buffer PE. Se volvié a centrifugar
a la misma velocidad durante 1 min, y se deseché el fluido obtenido en el tubo colector. La
columna se volvié a centrifugar durante 1 min para remover el buffer de lavado residual y
luego se colocd en un tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 ml. Para la elucién del ADN
plasmidico, que hasta este momento se encontraba adsorbido en la columna, se afiadié 50
pl de buffer de elucién a la matriz de la columna de silica, se dejé en reposo por 5 min
y se centrifugé por 1 min. Para conocer la concentraciéon de cada pldsmido, se realizé la
cuantificacion del ADN mediante la medicién de absorbancia por espectrofotometria a 260
nm. Adem3s, se realizé una PCR para confirmar la presencia del inserto bs-SLC5A8 en cada

plasmido a secuenciar.

6.2.14. Secuenciacién genémica por bisulfito (bs-seq)

El ADN se secuenci6 usando el kit BigDye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, EE. UU.) y un analizador genético ABI PRISM 310 (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, EE. UU.). Se utilizaron los primers proporcionados para la secuen-
ciacién del vector pJetl.2. La reaccién de PCR consistié en agregar: 10 ng del pldsmido
extraido de las bacterias, 1.5 pl de primer a una concentracién de 3.2 pmol/ul, 4 ul del pre-
mix de reaccién, 2 ul de buffer de secuenciacién y cantidad suficiente de agua para ajustar
el volumen a 20 pl. El primer paso de la PCR consisti6 en una rdpida desnaturalizacién (1
min a 96 °C). Posteriormente se realizaron 25 ciclos de: desnaturalizacién (10 s a 96 °C),
alineamiento (5 s a 50 °C) y elongacién (4 min a 60 °C). Por (ltimo, se dejé la muestra
10 min a 4 °C. Posteriormente, el producto de PCR fue purificado. Para ello se agregé 80
ul de isopropanol al 60 %, se incubé 12 min a temperatura ambiente en la obscuridad y

se centrifugé a 13000 rpm durante 12 min. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla de
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ADN fue lavada con etanol al 70 %. Enseguida se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min,
se eliminé el sobrenadante y se dejé secando la pastilla en la obscuridad. El tubo con la
pastilla se almacend protegido de la luz a 4 °C, hasta ser secuenciado. Las muestras fueron
analizadas en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, utilizando un kit de
secuenciacién BigDye Terminator v3.1 y un analizador genético ABI PRISM® 310 (ambos
Thermo Fisher Scientific, Inc.). El electroferograma y la secuencia fueron analizados con
el software FinchTV 1.4.0 (Geospiza Inc., Seattle, WA, EE. UU.). Por dltimo, se utilizé el
software BiQ Analyzer [78] para procesar los datos de secuenciacién del ADN, confirmar la
eficiencia de conversiéon por bisulfito, y generar los diagramas de metilacién de la ICG de

SLCHAS.

6.2.15. Mediciéon de la metilacién global

Para calcular la metilacién global se asigné una puntuacién a cada sitio CpG, en térmi-
nos de la frecuencia de citosinas metiladas y no metiladas en una posicién determinada,
considerando el niimero total de alelos analizados para cada muestra. El puntaje se asigné
de la siguiente manera: sitio CpG uniformemente metilado = 2, sitio CpG uniformemente
desmetilado = 0, sitio CpG semimetilado donde la metilacién es mas frecuente que la des-
metilaciéon = 1.5 y sitio CpG semimetilado donde la desmetilacién es mas frecuente que la
metilaciéon = 0.5. Se sumé el puntaje de cada sitio CpG y se dividi6 entre 90 (ndmero total

de sitios analizados x puntaje méximo = 45 x 2), luego el resultado se multiplicé por 100.

6.2.16. Medicion de la densidad de sitios CpG metilados

Basandose en el total de clonas secuenciadas, un sitio CpG se consideré metilado (mCpG)
cuando el nimero de alelos que muestran metilaciéon en esa posiciéon es mayor que el niimero
de alelos no metilados. La densidad de los sitios mCpG en la regién secuenciada se calculé de
la siguiente manera: nimero de CpG metilados x 100 / niimero total de CpG muestreados

(45 sitios).
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6.2.17. Inhibicién de la metilacion del ADN y la desacetilacion de histonas

en las lineas celulares de CaCU

Se prepararon soluciones stock de 5-aza-2'-desoxicitidina 100 mM (5-azadC) y tricostatina
A (TSA) 1 mM (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, EE. UU.) solubilizando los reactivos en
DMSO. Las células se sembraron (250,000 células por caja 60 mm) y se dejaron recuperar
durante toda la noche. Luego, se anadié al medio de cultivo celular un volumen suficiente
de 5-azadC para ajustar a una concentracién final de 10 uM (HeLa, SiHa, CaSki) o 20
puM (Calo y C-33A). Las células utilizadas como controles fueron tratadas con DMSO,
utilizando el mismo volumen usado para el inhibidor 5-azadC. Cada 24 h, el medio era
reemplazado con medio fresco (con 5-azadC o DMSO) durante 4 dias. Las células que fueron
tratadas con TSA 0.8 uM (concentracién final), se expusieron al farmaco en el quinto dia
durante 24 h. Adicionalmente, se utilizaron las mismas condiciones experimentales agregando
piruvato 1 mM (Gibco, Grand Island, NY, EE. UU.) al medio de crecimiento. Después de
los tratamientos, las células fueron cosechadas y el ARN fue extraido para el anilisis de

expresion de SLC5A8 por RT-PCR, como se describié anteriormente.

6.2.18. Transfeccion de células Hela

Se adquirieron los siguientes pldsmidos comerciales (Origene Technologies Inc., Rockville,
Maryland, EE. UU.): vector vacio (pCMV6-AC-GFP), que contiene una etiqueta tGFP C-
terminal, y el mismo vector que lleva insertado el marco abierto de lectura de SLC5A8
(PCMV6-AC-GFP-SLC5A8). Para confirmar la identidad molecular de los pldsmidos se
realizé la digestién con la enzima Kpnl HF (New England BioLabs). En un tubo de centrifu-
ga se agregd: 1 ul de ADN plasmidico con una concentracién de aproximadamente 1 ug/pl,
1 ul de la enzima de restriccién, 5 ul de Cut Smart buffer 10X y 43 ul de agua libre de
nucleasas para ajustar el volumen a 50 ul. La reaccién fue incubada a 37 °C por 2 h. Pos-
teriormente, se realizé un andlisis electroforético en gel de agarosa al 1.2 % para verificar
el patrén de restriccién. Asimismo, se realizé una PCR para analizar la amplificacién del

fragmento de SLC5A8. Por ultimo, se realizé la propagacion y extraccidn de los plasmidos.
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Para la transfeccion de células Hela, las células se sembraron en medio completo y se
dejaron crecer. Después de 24 h se realizé la transfecciéon como se describe a continuacién.
Se diluyeron 5 pul de Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) en 250 ul de
medio DMEM (sin suero y sin antibiético). De manera paralela se utilizaron 5 ug de ADN
plasmidico, diluidos en 250 ul de medio DMEM (sin suero y sin antibidtico). En ambos
casos se dejé en incubacién 5 min a temperatura ambiente. Enseguida, se agregd por goteo
la solucién de plasmido codificante de SLC5A8 en DMEM al tubo con la lipofectamina, y se
dejé incubar durante 20 min a temperatura ambiente. Transcurridos 15 min de este tiempo
se retird el medio de las cajas, se lavé con 1 ml de PBS y se agregd 500 ul de medio DMEM
(sin suero ni antibidtico). Finalmente se agregd, por goteo, la lipofectamina con el pldsmido
a cada una de las cajas. Estas se incubaron por 6 h a 37 °C en atmdsfera hiimeda, con
un contenido de CO4 al 5 %. Pasado este tiempo se retiré el medio, se realizé un lavado
con 1 ml de PBS y se adicioné medio DMEM fresco. El mismo procedimiento se realizé
para la transfeccién con el vector vacio pCMV6-AC-GFP como control. La expresién de la
proteina verde fluorescente (GFP) se observé 48 h después de la transfeccién. Las células se
mantuvieron en crecimiento con el antibidtico de seleccién G418 durante aproximadamente

25 dias.

6.2.19. Ensayo de proliferacién celular

La proliferacién celular se evalué utilizando reactivos del kit de conteo celular 8 (CCK-8;
Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, EE. UU.). Para este ensayo se utilizaron células Hela
transfectadas con el vector vacio o el vector con SLC5A8. De acuerdo al protocolo del fabri-
cante, en una placa de 96 pozos, se inocul6 100 ul / pozo de suspensién celular (500 células
viables). Se incubé la placa durante 6 dias consecutivos, en una incubadora humidificada a
37°Cy5 % de CO,. Durante 6 dias consecutivos, a la misma hora cada dia, se agregd
10 pl de la soluciéon de CCK-8 a cada uno de los pozos correspondientes y se evalud la

absorbancia a 450 nm, utilizando un lector de microplacas.
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6.2.20. Modelo de xenoinjertos en ratones desnudos

El estudio se realizé utilizando ratones desnudos macho (BALB/c-nu), de 3 semanas de
edad. Todos los procedimientos experimentales con animales se realizaron de acuerdo con
la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio y se ajustaron a nuestras directrices
éticas institucionales para experimentos con animales. Las células Hela pre-transfectadas
con el vector vacio o con SLC5A8 se propagaron y en la etapa exponencial se cosecharon, se
cuantificaron y se resuspendieron en PBS. Posteriormente se inyectaron subcutdneamente
en los flancos posteriores de los ratones. En el flanco derecho se inyectaron 150 ul (20 x
10 células / ml) de células transfectadas con el vector vacio como control, mientras que
en el flanco izquierdo se inyectaron 150 yul (20 x 10° células / ml) de células transfectadas
con SLCHA8. Los ratones se alojaron en un ambiente libre de patdgenos y el crecimiento
del tumor se controlé midiendo el tamafo del tumor con un calibrador digital. El volumen
del tumor se calculé utilizando la siguiente férmula: V = 0.5 x a x b2, donde a se refiere
al didmetro largo y b se refiere al didmetro corto del tumor. Los ratones se sacrificaron al
final del experimento (aproximadamente 36 dias después de ser inyectados) y los tumores

se extrajeron y pesaron.

6.2.21. Analisis estadistico

En los experimentos indicados, el procesamiento estadistico de los resultados se realizé con
el software GraphPad Prism, versién 6.00 (GraphPad, San Diego, California, EE. UU.). Los
datos se expresaron como media + desviacidn estdndar. Las diferencias entre dos grupos se
evaluaron mediante pruebas t de Student no pareadas de dos colas; mientras que la diferen-
cia entre mdltiples grupos se analizé mediante la prueba ANOVA de dos vias y el anilisis
post hoc de Sidak o mediante la prueba de Kruskal-Wallis y el andlisis post hoc de Dunn,

segln la distribucién paramétrica o no paramétrica de los datos.
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Tabla 6.1: Secuencias de primers para PCR

Gen Secuencia de primers

SLC5A8 Forward 5'-TCCGAGGTCTACCGTTTTG-3'

SLC5A8 Reverse 5'-GGGCAGGGGCATAAATAAC-3'

32M Forward 5-GGACTGGTCTTTCTATCTCTTGT-3
B32M Reverse 5'-ACCTCCATGATGCTGCTTAC-3'
M-SLC5A8 Forward 5-TTCGGTCGTTATCGGTATTTATTAC-3
M-SLC5A8 Reverse 5'-CGAACACTACGATCATTCTACGA-3'
U-SLC5A8 Forward 5-TTTGGTTGTTATTGGTATTTATTATGT-3'
U-SLC5A8 Reverse 5'-CCACAAACACTACAATCATTCTACAA-3
bs-SLC5A8 Forward 5'-GAGGTTTTATATTTGGGTTTGAGG-3'
bs-SLC5A8 Reverse 5'-CCCATCAAAAAATCCTTAAAAATCTA-3

Tabla 6.2: Condiciones de PCR

B2M SLC5A8 U-SLC5A8 M-SLC5A8 bs-SLC5A8
Condicidn inicial 95°C-5min 95°C-5min 94°C-5min 94 °C - 5 min 95 °C - 5 min
No. de ciclos 30 30 6 40 35 35 35-40
Desnaturalizacion 95 °C - 30 s 95°C-30s 94°C-45s 94°C-45s 95°C-45s
Alineamiento 60°C-30s 56.4°C-30s 56°C-45s 56 °C-45s 61°C-60s
Elongacién 72°C-30s 72°C-30s 72°C-45s 72°C-45s 72°C-45s

Elongacion final 72°C-9min 72°C-9min  72°C-10min 72°C-10min 72°C- 10 min




CAPITULO 7

Resultados

7.1. Andlisis de expresion y metilacion de SLC5A8 en lineas

celulares de CaCU

7.1.1. Analisis de expresion de SLC5A8

Para caracterizar la expresién de SLC5A8, cinco lineas celulares de CaCU humano (Hela,
Calo, SiHa, CaSki y C-33A), junto con muestras de tejido epitelial cervical no tumoral,
fueron analizadas mediante RT-PCR semicuantitativa. Ademas, la linea celular de rifién
embrionario HEK293 vy la linea celular de cancer de colon HCT116 se usaron como control
positivo y negativo de la expresién de SLC5A8, respectivamente. Como referencia se analizd
la expresién del gen constitutivo 52M (100 pb) en cada una de las muestras. Mediante un
andlisis electroforético en gel de agarosa al 1.8 %, se detect6 la presencia del transcrito de
SLC5A8 (229 pb) en tejido cervical no tumoral. Por el contrario, no se observé la expresién

de SLC5A8 en ninguna de las lineas celulares de CaCU analizadas (Figura 7.1).

7.1.2. Andlisis de metilacion mediante MS-PCR

Dado que la metilacién aberrante ha sido identificada como responsable de la represidn de
SLCBHAS8 en diferentes tipos de céncer, se considerd que este mecanismo epigenético podria
participar en su regulacién en CaCU. Con el propdsito de demostrar esto, inicialmente se

realizé un andlisis in silico para determinar si el gen contenia una o varias ICG, y su localiza-

52
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MPM Hela Calo SiHa CaSki C-33A Cérvix HEK HCT Neg

<«— SLC5A8

100 pb — <«— p2M

Figura 7.1: Andlisis de expresion de SLC5A8 mediante RT-PCR. El transcrito de SLC5A8 estd
reprimido en las cinco lineas celulares de CaCU (Hela, Calo, SiHa, CaSki y C-33A), en comparacién
con tejido cervical no tumoral (Cérvix). La expresién de 52M (parte inferior) se usé como control
de referencia enddégeno. HEK y HCT se utilizaron como control positivo y negativo de la expresidn
de SLC5AS8, respectivamente. MPM, marcador de peso molecular; HEK, HEK293; HCT, HCT116;
B2M, (-2 microglobulina; Neg, reaccién de PCR sin ADN complementario como molde.

cién precisa. De acuerdo con el software de EMBOSS CpGplot y Methprimer, y utilizando los
criterios de seleccién de un contenido de CpG > 50 % y una proporcién de CpG observados
/ esperados > 0.6, SLC5A8 contiene una ICG densa, que abarca una regién de 576 pb en el
primer exén del gen (Figura 7.2). La isla identificada abarca parte de la regiéon 5 UTR y el
comienzo de la regidn codificante en el exén 1, desde la posicién del nucledtido +12 al 4587,
en relacién con el sitio de inicio transcripcional (TSS) anotado en la base de datos Eukaryotic
Promoter Database (EPD). Con base en este andlisis, se seleccioné una subregién de 100 pb
(desde el nucledtido +430 al +530) para el ensayo de MS-PCR. Los resultados de este ensa-

yo supondrian la implicacién de la metilacién del ADN en la regulacién negativa de SLC5A8.

Previo a este ensayo, el ADN gendmico fue modificado con bisulfito de sodio, para la con-
versidn selectiva de citosinas en uracilo, sin afectar a las 5-metilcitosinas. Mediante el ensayo
de MS-PCR se determinaria la presencia de metilacién en siete sitios CpG, ubicados dentro
de los sitios de unién de los primers. La linea celular HCT116, en la cual la secuencia de
la ICG de SLC5A8 ha sido caracterizada como completamente metilada, se usé como un
control positivo de metilacién; caso contrario de la linea celular HEK293, la cual se usé
como control negativo. De acuerdo a este screening, se detectd la presencia de alelos me-

tilados (M-SLC5A8) y desmetilados (U-SLC5A8) del gen, tanto en las lineas celulares de
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Figura 7.2: Esquema de la localizacién de la ICG en SLC5A8. En la parte superior se observa la
regién promotora, 5" UTR y el primer exén. De color azul se identifica la ICG, enmarcada en el
recuadro negro. El sitio de inicio de la transcripcién (TSS) estd indicado por la flecha en dngulo
recto en la posicién del nucledtido +1. Las lineas verticales rojas representan la ubicacién de cada
sitio CpG. Las casillas debajo indican la posicién del par de primers seleccionados para el anilisis
de MS-PCR. MF1, primer para M-SLC5A8 Forward; MR1, primer para M-SLC5A8 Reverse; UF1,
primer para U-SLC5A8 Forward; UR1, primer para U-SLC5A8 Reverse.

CaCU, como en el tejido de cérvix no tumoral. Sin embargo, las lineas celulares de CaCU
mostraron una amplificacién preferencial de M-SLC5AS8; vy el tejido cervical no tumoral de
U-SLC5A8 (Figura 7.3). Conforme a estos resultados, la mayor deteccién de M-SLC5A8 en

las lineas celulares de CaCU podria estar correlacionada con la ausencia de expresién del gen.

HeLa Calo SiHa CaSki C-33A Cérvix HEK HCT Neg

98pb — <— U-SLC5A8

100pb — <— M-SLC5A8

Figura 7.3: MS-PCR de SLC5A8 en lineas celulares de CaCU. Se realizaron las PCR independientes
para amplificar la secuencia desmetilada (U-SLC5A8) y/o la secuencia metilada (M-SLC5A8), uti-
lizando ADN tratado con bisulfito de sodio como cadena molde. A diferencia del tejido cervical no
tumoral, las cinco lineas celulares de CaCU amplificaron preferencialmente el alelo M-SLC5A8. HEK
y HCT se usaron como controles de metilacidén y desmetilacién en SLC5A8, respectivamente. Cérvix,
tejido cervical no tumoral; HEK, HEK293; HCT, HCT116; Neg, reaccién de PCR sin ADN.
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7.1.3. Analisis de metilacion mediante bs-seq

La secuenciacién gendmica por bisulfito, o bs-seq, se considera el estandar de oro para la
deteccién de la metilacién del ADN, permitiendo identificar la presencia de 5-metilcitosinas
con una resolucién a nivel de pares de bases. Se optd entonces por este andlisis para explo-
rar de forma cualitativa y cuantitativa los perfiles de metilacién de SLC5A8 en las mismas
muestras. Esto permitiria conocer si la metilacién en la ICG estaba limitada a unos pocos
dinucledtidos CpG, o mas bien la mayoria de ellos estaban metilados, asi como para calcular
el nivel global de metilacién de cada muestra. Esta vez se selecciond una regién de 379 pb
(del nucleétido +123 al +501) dentro de la ICG para capturar el estado de metilacién de 45
sitios CpG. El siguiente paso consistié en amplificar la regién de interés mediante bs-PCR.
Una vez que se comprobd la presencia del producto esperado (bs-SLC5A8) mediante elec-
troforesis en gel de agarosa al 1.5 % (Figura 7.4), éste fue purificado y clonado en el vector

pJetl.2, que se utilizé para transformar bacterias competentes E. coli DH5a.

MPM Hela Calo SiHa CaSki C-33A Cérvix HEK HCT Neg

379 pb — <— bs-SLC5A8

Figura 7.4: Amplificacién de bs-SLC5A8 en lineas celulares de CaCU y tejido cervical no tumoral.
Mediante bs-PCR, y utilizando ADN tratado con bisulfito como molde, se amplificé una regién de
379 pb dentro de la ICG de SLC5A8. MPM, marcador de peso molecular; Cérvix, tejido cervical no
tumoral; HEK, HEK293; HCT, HCT116; Neg, reaccién de PCR sin ADN.

Las bacterias fueron inoculadas en placas de LB, con ampicilina como medio de seleccién.
Para la futura secuenciacién alelo-especifica, diferentes colonias fueron escogidas aleatoria-
mente con el fin de confirmar la presencia del inserto bs-SLC5A8 mediante PCR de colonia.
Para ello, se preparé una reaccién de PCR convencional, pero en lugar de afiadir ADN como
cadena molde, se agregd una fraccién de la colonia seleccionada usando una punta estéril
de micropipeta. Aquellas colonias que resultaron positivas se utilizaron para la produccién

y extraccién de plasmido por miniprep. Posteriormente, los pldsmidos fueron secuenciados
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y las secuencias obtenidas de bs-SLC5A8 se compararon respecto a la secuencia control
(misma secuencia sin modificaciones por bisulfito). Las citosinas metiladas aparecieron co-
mo tales, mientras que las desmetiladas fueron sustituidas por timina. Utilizando el software
BiQ Analyzer se importaron las secuencias, se alinearon y se generaron los diagramas de
metilacién (Figura 7.5). Las lineas celulares HCT116 y HEK293 se incluyeron una vez mas
como controles de metilacién y desmetilacién en la ICG de SLC5A8, respectivamente. Los
perfiles de cada muestra, en conjunto, reflejan el patrén de metilacién del gen (epigenoti-
po). De acuerdo a los resultados de secuenciacién, las cinco lineas celulares de CaCU (Hela,
Calo, SiHa, CaSki y C-33A), las cuales no expresan SLC5A8, presentaron perfiles hiperme-
tilados, en un marcado contraste con los perfiles desmetilados de los tejidos cervicales no
tumorales. Cabe sefialar que, aunque se aprecian diferentes patrones de metilacién entre
las lineas celulares de CaCU, existe una regién comun (sitios CpG 13-32) en la cual casi la

totalidad de las citosinas se encuentran metiladas.

Adicionalmente se generaron perfiles acumulados de metilacién en la ICG de SLC5A8, con-
siderando todas las clonas de cada muestra (Figura 7.6). Estos perfiles se usaron para
ponderar la contribucién relativa de cada sitio CpG al estado de metilacién global y calcular
los porcentajes de metilacién de las muestras (ver Capitulo 6). Este anélisis estimé que, en la
regién estudiada del gen SLC5A8 (4123 a +501), los tejidos cervicales normales presentan
un nivel de metilacién inferior al 7 %; seguido de C-33A, negativa para VPH, con un valor
de 62.2 %; Hela y Calo, positivas para VPH18, con valores intermedios de 66.7 % y 74.4
%:; y, por ultimo, SiHa y CaSki, positivas para VPH16, con los niveles de metilacién mds
altos de 84.4 % y 87 %. Estos resultados indican una relacién entre la expresién de SLC58A
y el estado de metilacién de la regién analizada de 379 pb, en la que la metilacién aberrante

estd implicada en el silenciamiento transcripcional de SLC5A8.
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Figura 7.5: Hipermetilacién de la ICG de SLC5A8 en lineas celulares de CaCU. La regién seleccionada
de 379 pb (posicién +123 a +501) abarca el anilisis del estado de metilacién de 45 sitios CpG. Este se
realizé mediante secuenciacién alelo-especifica de bs-SLC5A8, a partir de ADN tratado con bisulfito, aislado
de lineas celulares de CaCU (Hela, Calo, SiHa, CaSki y C-33A) y tejidos cervicales no tumorales (Cérvix).
HEK293 (HEK) y HCT116 (HCT) se usaron como controles de desmetilacién y metilacién en SLC5AS8,
respectivamente. Cada fila representa el perfil de cada alelo secuenciado (cinco por muestra) y cada circulo
indica un sitio CpG individual. Un circulo blanco representa un sitio CpG no metilado, mientras que uno
negro representa un sitio metilado. Los sitios CpG estan numerados en direccién 5" a 3', la distancia que los
separa M representa el ndmero relativo de pb entre ellos. La barra horizontal violeta (sitios 13-32) indica el
bloque de sitios CpG uniformemente metilados en todas las lineas celulares de CaCU.
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Figura 7.6: Metilacién global de la ICG de SLC5A8 en lineas celulares de CaCU y tejido cervical
no tumoral. En el diagrama, cada fila representa el perfil acumulado de metilacién (cinco clonas por
muestra) con el cual se calculd el porcentaje de metilacién global. Las casillas representan cada uno
de los 45 sitios CpG en la regién analizada dentro de la ICG de SLC5A8. HCT116 y HEK293 se
usaron como controles de SLC5A8 metilado y desmetilado, respectivamente. Cérvix, tejido cervical
no tumoral; HEK, HEK293; HCT, HCT116.

7.2. Efecto de la inhibicion de la metilacion del ADN vy la

desacetilaciéon de histonas en la reexpresion de SLC5A8

Dado que el silenciamiento epigenético por metilacion del ADN frecuentemente va acom-
pafiado de modificaciones represivas de histonas, se investigaron los efectos de bloquear la
metilacion del ADN y la desacetilacién de histonas en la reexpresiéon de SLC5A8. Para ello,
se trataron las lineas celulares de CaCU con 5-azadC, un inhibidor de las DNMT, y/o TSA
y piruvato, inhibidores de HDAC. Después de los tratamientos farmacoldgicos, se realizd
RT-PCR para evaluar si habia recuperacién de la expresién de SLC5A8. En experimentos
preliminares se probaron diferentes concentraciones de 5-azadC, para seleccionar el trata-
miento que se utilizaria para cada linea celular. Con base en estos experimentos, se determiné
utilizar una concentraciéon de 5-azadC 10 uM para Hela, SiHa y Caski; y de 5-azadC 20
uM para Calo y C-33A.
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Como se muestra en los paneles de la izquierda de la Figura 7.7, la exposicién a 5-azadC
sola fue suficiente para restaurar la expresién de SLC5A8 en las lineas celulares Hela, SiHa
y CaSki (Figura 7.7 A-C), pero no tuvo efecto sobre la reexpresién de SLC5A8 en Calo y
C-33A (Figura 7.7 D y E). En cambio, la exposicién a TSA no modificé el estado reprimido
del gen en ninguna de las lineas celulares; sin embargo, en Hela y SiHa, parece mejorar
la expresién de SLC5A8 al usarse en combinacién con 5-azadC (Figura 7.7 A y B). Aun
cuando los tratamientos por separado con 5-azadC o TSA no indujeron la transcripcién
de SLCH5A8 en Calo, la combinacién de ambos compuestos tuvo un efecto sinérgico en la
reactivacién de su expresién (Figura 7.7 D). Por otro lado, ninguno de estos tratamientos
tuvo un efecto significativo en la linea celular C-33A (Figura 7.7 E). Los paneles de la dere-
cha muestran resultados similares por la presencia de piruvato, aunque se aprecia un mayor
efecto de recuperacién de SLC5A8 en todos los casos. La expresion de SLC5A8 se reactivé
en las células Hela, SiHa y CaSki por 5-azadC y en las células CalLo por 5-azadC / TSA
(Figura 7.7 F-l). Destaca también que incluso hubo reactivacién de SLC5A8 en las células
SiHa después de la exposicién a TSA (Figura 7.7 G), y en las células C-33A después de la
exposicién a 5-azadC / TSA (Figura 7.7 J). Estos resultados sugieren que diversos factores
epigenéticos contribuyen al silenciamiento del gen SLC5A8 en las lineas celulares de CaCU,
ya que aunque en algunos casos esta represidn se revierte tras la exposicién al inhibidor de
la metilacion del ADN, su combinacidn con los inhibidores de la desacetilacidon de histonas

tiene una mayor eficacia en la recuperaciéon de la expresion.
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Figura 7.7: Reactivacion de la expresion de SLC5A8 en lineas celulares de CaCU. Las células fueron
expuestas a farmacos epigenéticos dirigidos a inhibir las DNMT y HDAC. Las imagenes muestran los
resultados de RT-PCR para SLC5A8 (arriba) y 52M (abajo) de las lineas celulares de CaCU tratadas
con 5-azadC 10 uM (A / F: Hela, B / G: SiHay C / H: CaSki) 0 20 uM (D / I: Caloy E / J:
C-33A) durante 4 dias, TSA 0.8 uM durante 1 dia y la combinacién de 5-azadC y TSA; ya sea en
ausencia o presencia de piruvato 1 mM en el medio de cultivo (DMEM). La expresién de 52M se usé
como un gen de referencia endégeno. Las células tratadas con DMSO (Veh) y una reaccién de PCR
negativa sin ADNc (Neg) se usaron como controles. Aza, 5-aza-2'-desoxicitidina; TSA, tricostatina
A; A + T, b-aza-2'-desoxicitidina + tricostatina A; S2M, 8-2 microglobulina.
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7.3. Analisis de expresion y metilacion de SLC5A8 en tejidos

tumorales (TT) cervicales

Dado lo observado en las lineas celulares, se procedié a analizar si la represién de SLC5A8
era también un evento frecuente en muestras clinicas de CaCU. Con este propdsito, se ob-
tuvieron 30 TT de pacientes con CaCU. Una porcién del tumor fue utilizada para realizar
la caracterizacién clinica. En la Tabla 7.1 se enlista el genotipo de VPH de alto riesgo, el
estadio de la FIGO y la clasificacién histolégica de cada muestra. Entre los diferentes ge-
notipos de VPH, los tipos 16 (26.7 %) y 45 (23.3 %) fueron los mas prevalentes, seguidos
del 59 (16.7 %) y 18 (13.3 %). Ademds, la prevalencia de coinfeccién (30 %) fue menor
que la monoinfeccién (60 %) entre las muestras. Por otra parte, la mayoria de las muestras

fueron clasificadas como estadio |IB.

Tabla 7.1: Caracterizacién clinica de tejidos tumorales con CaCU

Cadigo VPH Estadio | Clasificacién histolégica

64 16 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-

renciado invasor

66 18 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-

renciado invasor

68 18 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-

renciado invasor

71 33 1B Carcinoma epidermoide poco diferenciado inva-
sor
72 18 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-

renciado invasor

73 58/52 1B Carcinoma epidermoide poco diferenciado inva-
sor
75 58/52 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-

renciado invasor

77 68 ND* ND*
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78 51 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado

82 59 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado

83 45/59 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado invasor, con permeacién linfovascular

84 45 1B Adenocarcinoma moderadamente diferenciado
invasor

85 16 B2 Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado invasor, con permeacién linfovascular

86 45/51 1B Carcinoma epidermoide poco diferenciado inva-
sor, con permeacion linfovascular

87 59 1B Carcinoma epidermooide con crecimiento exofi-
tico

88 45/59 B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado invasor, con permeacién linfovascular

89 ND* 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado invasor

92 45/59 1B Carcinoma epidermoide poco diferenciado inva-
sor

93 45 IB2 Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado invasor

94 16 A Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado invasor, con permeacién linfovascular

96 58/52/45 1153 Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado invasor

97 16 IB2 Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado invasor

98 18 1B Adenocarcinoma moderadamente diferenciado
invasor

99 16 A Carcinoma epidermoide poco diferenciado
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101 16 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado

104 16/31 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-
renciado

106 16 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-

renciado invasor

107 35/42/43 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-

renciado invasor, con patrén exofitico

108 ND* 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-

renciado invasor

109 ND* 1B Carcinoma epidermoide moderadamente dife-

renciado invasor

*ND= No determinado

Otra porcién del tumor fue utilizada para la extraccién de ARN total. Se sintetizé el ADN
complementario y se realizé RT-PCR para examinar la expresiéon de SLC5A8. En la Figura
7.8 se puede observar la expresidn diferencial del gen de SLC5A8 entre las 29 muestrasde TT
analizadas, ya que una de las muestras fue descartada. En general, se aprecian dos grupos,
donde las muestras que expresaron SLC5A8 fueron significativamente diferentes a las mues-
tras con una expresién reprimida de SLC5A8 (p < 0.0001). Especificamente, el 34.5 % de
los TT (n=10) expresaron SLC5A8 en un rango de medio a alto. El 65.5 % restante (n=19)
mostré una disminucién de su expresién, en el que el 27.6 % (n=8) mostré una marcada

regulacién a la baja de SLC5A8 y el 37.9 % (n=11) presentd una completa represién de éste.

Posteriormente, se llevé a cabo un anélisis detallado de la metilacién del ADN en 27 de
las mismas muestras de CaCU. El objetivo era probar si la supresién o regulacién a la baja
de SLC5A8 estaba relacionada con la metilacién aberrante de la misma regidén analizada
en las lineas celulares de CaCU. Adicionalmente, se examinaron cinco tejidos cervicales no

tumorales como muestras de referencia. Nuevamente, los extractos de ADN gendmico se
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Figura 7.8: Expresion diferencial de SLC5A8 en TT de pacientes con CaCU. Los niveles de expresion
de SLC5A8 (arriba) fueron determinados por analisis de RT-PCR, en un panel de 29 muestras de
pacientes. La expresién de 32M se utilizé como control de referencia endégeno (abajo). A la derecha,
se muestra la distribucién porcentual de las muestras tumorales, de acuerdo a la expresiéon de SLC5AS.
B2M, -2 microglobulina; Neg, reaccién de PCR sin ADNc.

sometieron a tratamiento con bisulfito. Luego se repitié el procedimiento utilizado en las
lineas celulares, desde la bs-PCR hasta la secuenciacién de bs-SLC5A8, para generar los
diagramas de metilacién de los alelos individuales (Figura 7.9). Los TT se agruparon en
tres categorias, segun el nivel de expresién de SLC5A8: medio / alto (Figura 7.9 A), bajo
(Figura 7.9 B) y nulo (Figura 7.9 C). Los tejidos cervicales no tumorales se presentaron en

un grupo como referencia (Figura 7.9 D).

Teniendo en cuenta el perfil de secuenciacién de cada muestra, se calculd la densidad de los
sitios mCpG dentro de la ICG del gen SLC5A8 (Figura 7.10). Los datos derivados demues-
tran la baja densidad de sitios mCpG en los tejidos cervicales no tumorales analizados. De
los 27 TT, doce (44 %) mostraron una densidad de mCpG debajo del 40 %, por lo que
se consideraron como tumores no metilados. Los quince TT restantes (56 %) mostraron
una mayor densidad de sitios mCpG, considerandose como tumores metilados. Ademas de lo

anterior, se calcularon los valores promedio de densidad para las distintas categorias. Dado
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Figura 7.9: Perfiles de metilacién de la ICG de SLC5A8 en CaCU. Las muestras tumorales se
agruparon en tres categorias, segln su nivel de expresién de SLC5A8: alta y media (A), baja (B) y
expresién nula (C). Se utilizaron cinco tejidos cervicales no tumorales como control (D). Cada hilera
representa un alelo individualmente clonado y secuenciado. Cada circulo en el grafico representa el
estado de metilacién de cada CpG, donde un circulo blanco representa un sitio desmetilado y un
circulo negro un sitio metilado. En total, se analizaron de tres a cuatro clonas por muestra. Cérvix,
tejido cervical no tumoral.
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que la distribucién de los datos fue no paramétrica, se utilizd la prueba de Kruskal-Wallis
para comparar estos valores. Esta prueba demostré diferencias estadisticamente significati-
vas entre el grupo de TT con nula expresiéon de SLC5A8 y los TT con alta/media expresién

de SLC5A8 (p < 0.01), asi como con los tejidos cervicales no tumorales (p < 0.001).

*%

100 - T

Densidad de mCpG (%)

Figura 7.10: Densidad de sitios mCpG dentro de la ICG de SLC5A8 en TT cervicales. La densidad
de sitios mCpG se calculé considerando las tres o cuatro clonas secuenciadas para cada muestra,
como se describe en el capitulo de Materiales y Métodos. Los datos se muestran como un diagrama
de dispersion y la asignacién de los TT en las distintas categorias se basé en su nivel de expresién de
SLC5A8 (expresién alta y media, baja y nula). Adicionalmente, se utilizaron 6 muestras de tejidos
cervicales no tumorales (Cérvix) como referencia. Las diferencias significativas entre las categorias
se indican como p < 0.01 (**) y p < 0.001 (***).

Considerando todas las clonas de cada categoria se generaron los perfiles acumulados de
metilacién. En éstos se puede apreciar el aumento en la frecuencia de metilacién de cada
sitio CpG, a medida que la expresiéon de SLC5A8 disminuye (Figura 7.11). En los tumores
con niveles altos y medios de expresion de SLC5A8 se observa un comportamiento similar
al de los tejidos cervicales no tumorales, con la mayoria de los CpG casi homogéneamente
desmetilados. El nivel de metilacién global de estas muestras fue de alrededor del 25 %.

En el perfil acumulado de los tumores con baja expresién de SLC5A8 se aprecia un com-
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portamiento heterogéneo en cada CpG, por la mezcla de alelos desmetilados y metilados de
SLC5A8. Esto contribuyd a que esta categoria obtuviera un valor de metilacién global del
37 %. Por otro lado, en el grupo de tumores sin expresién de SLC5A8 se observan varios
sitios CpG metilados casi homogéneamente. Por ende, el nivel de metilacién global de esta
categoria fue el mds alto (74 %). En general, estos resultados sugieren que la expresién
disminuida de SLC5A8 en el cancer cervicouterino se asocia con la hipermetilacién de su

ICG, como se observd previamente en las lineas celulares de CaCU.

Muestra Expresion

Metilacion
de ADN de SLC5A8 < 5 UTR N

Exén 1 7 global CpG
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Figura 7.11: Metilacién global de la ICG de SLC5A8 en TT cervicales. En el diagrama, cada fila
representa los perfiles acumulados de metilacién de todas las clonas que conforman las diferentes
categorias de TT (4, expresién de SLC5A8 alta y media; +/-, expresién baja; -, expresién no
detectable), y de tejidos normales como control. Las casillas representan cada uno de los 45 sitios
CpG en la regidén de 379 pb secuenciada, y la proporcién de color corresponde a la frecuencia de
sitios metilados y desmetilados en esa posicién. Con base en esto se calculé la metilacién global,
como se describe en el capitulo de Materiales y Métodos. Cérvix, tejido cervical no tumoral; TT,
tejido tumoral.

7.4. Efecto de la reexpresion de SLC5A8 en la proliferacion

celular

Debido a que se observd que la inactivacidn epigenética de SLC5A8 es un evento frecuente
en el CaCU, se sugirié que su reexpresion podria tener algin efecto en la proliferacién de las

células cancerosas. Para evaluar esto, se utilizé la linea celular Hela, en la que se detectd
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que el gen SLC5A8 enddgeno estd metilado y silenciado. Estas células fueron previamen-
te transfectadas con el vector pCMV6-AC-GFP que codifica para SLC5A8, o con el vector
vacio como control. El andlisis de proliferacién celular se realizé durante 6 dias consecutivos,
mediante el ensayo colorimetrico con el kit CCK-8, registrando los cambios en la densidad
Optica a 450 nm cada 24 h. Se observé que la reconstitucidn de la expresion de SLC5AS8, tras
la transfeccién de esta linea celular, disminuyd significativamente (p < 0.0001) la capacidad
de proliferacién respecto a las células transfectadas con el vector vacio (Figura 7.12). En
cambio, estas ultimas no mostraron cambios significativos en la proliferacién respecto a las
mismas células sin transfectar. Estos resultados sugieren que el silenciamiento de SLC5A8
confiere una ventaja de crecimiento celular a las células tumorales en las que este gen esta

inactivado.

4.5
Wild type
3.5 -e- Vector vacio
-o- SLC5A8

Densidad optica (450 nm)

Dias posteriores a la siembra

Figura 7.12: Inhibicién de la proliferacién de células Hela transfectadas con el vector que codifica
para SLC5AS8. La proliferacién fue determinada mediante el ensayo de CCK-8. Los datos se presentan
como la media de 5-6 experimentos. El efecto inhibitorio del crecimiento celular del vector con
SLC5A8 fue significativo a partir del dia 3, p < 0.01 (**) y p < 0.0001 (¥****). Wild type, células sin
transfectar; Vector vacio, células transfectadas con pCMV6-AC-GFP; SLC5A8, células transfectadas
con pCMV6-AC-GFP-SLC5AS.
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7.5. Efecto de la reexpresion de SLC5A8 en el crecimiento de

tumores en ratones desnudos

Para determinar el posible rol de SLC5A8 en la disminucién del crecimiento tumoral in vivo,
se utilizé un modelo de ratén desnudo con xenoinjerto. Para ello, se utilizaron células Hela
pre-transfectadas con el vector que contiene el marco de lectura abierto de SLC5A8, o con el
vector vacio como control. Las células fueron trasplantadas a los ratones desnudos mediante

la inyeccidén subcutdnea en los flancos posteriores.

Aunque los dos tipos de células formaron tumores (Figura 7.13 A), aquellos formados por
las células transfectadas con el vector que codifica para SLC5A8 crecieron mas lentamente
(flanco izquierdo), y tuvieron un volumen mas pequefio que los de las células usadas como
control (flanco derecho) (Figura 7.13 Ay B). Después de 20 dias, los tumores de células con
SLCBHAS8 tuvieron un volumen significativamente menor al de los tumores de células con el
vector vacio (p < 0.01); asimismo, pesaron significativamente menos (Figura 7.13 C). Estos

hallazgos sugieren que el crecimiento del tumor disminuyé debido a la expresién de SLC5A8.
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Figura 7.13: Disminucién del crecimiento tumoral por expresiéon de SLC5A8 en el modelo de ratén
con xenoinjertos. Células Hela pre-transfectadas con el vector que codifica para SLC5A8 y con el
vector vacio como control se trasplantaron en los flancos izquierdo y derecho, respectivamente, de
ratones desnudos. A. Imagen representativa tomada al dia 35. B. Curva de crecimiento de los tumo-
res. Los voliimenes tumorales se midieron cada 5 dias, a partir del dia 15 posterior a la inyeccién. C.
Comparacién del peso entre los tumores con SLC5A8 y los tumores control. Los ratones fueron sacri-
ficados, los tumores se diseccionaron y se pesaron. Se emplearon seis ratones para cada experimento,
las diferencias significativas se indican como p < 0.01 (**¥) y p < 0.0001 (****). Vector vacio, células
transfectadas con pCMV6-AC-GFP; SLC5A8, células transfectadas con pCMV6-AC-GFP-SLC5AS.



CAPITULO 8

Discusion

Decidimos investigar la expresién del gen SLC5A8 y su posible silenciamiento epigenético en
CaCU, considerando la particular naturaleza de este tipo de cancer inducido por virus, y el
hecho de que es un importante problema de salud publica. Ademds, la represién de SLC5A8
se ha descrito en varios tipos de tumores, y se ha sehalado que su regulacién negativa favo-
rece la progresiéon del cancer y es necesaria para la reprogramacién metabdlica en las células

transformadas [55, 79].

Seglin nuestro estudio, la inactivaciéon transcripcional de SLC5A8 es un evento comin en
el CaCU. Para ello, primero demostramos que SLC5A8 se expresa en tejido cervical no tu-
moral. Esto correlaciona con lo reportado recientemente en la base de datos de Nextprot
https://www.nextprot.org, donde se reporta la expresiéon de SLC5A8 en cérvix. En cambio,
encontramos que SLC5A8 est4 silenciado en el 100 % de las lineas celulares de CaCU anali-
zadas; mientras que se expresa heterogéneamente entre los TT, donde estd completamente
suprimido o disminuido en 65.5 % de los casos de CaCU analizados. Este porcentaje es mas
alto en comparacién con estudios similares, como los realizados en cancer de pulmén, en el
cual se observa una expresién reducida o completamente suprimida de SLC5A8 en 39 % de
los tumores [80], o en cancer de préstata en el que su expresién estd regulada negativamente

en el 60 % de los tumores [81].

Las ICG en las regiones promotoras de varios genes, que a menudo se extienden a la regién

71


https://www.nextprot.org

72

5" UTR y la regién codificante [27], son especialmente susceptibles a la ganancia anormal
de metilacién en los sitios CpG, conduciendo a su silenciamiento de una manera especifica
del tipo de céncer [24, 26, 28, 30, 82]. El andlisis por MS-PCR nos permitié detectar que, a
diferencia de las muestras de tejidos cervicales normales, las lineas celulares de CaCU ampli-
ficaron preferencialmente el alelo metilado de la secuencia analizada, ubicada dentro de la
ICG en el primer exén de SLC5A8. La técnica de MS-PCR es altamente recomendable para
investigar el estado de metilacidn de sitios CpG en el ADN, por ser una herramienta rapida
y econémica [83]. Sin embargo, es necesario considerar que a pesar de su alta sensibilidad
(deteccién de 0.1 % de alelos metilados) y especificidad, dnicamente permite la evaluacién
cualitativa del estado de metilacién de un pequefio nimero de sitios CpG [76, 84], por lo
que no puede reflejar con precisién el nivel de metilacién del ADN dentro de una regién
objetivo. Ademds, existe un riesgo de falsos positivos debido a la unién inespecifica de los

primers (mispriming) [76, 83, 84].

Los mapas de alelos individuales de la ICG de SLC5A8, obtenidos por bs-seq, demuestran
que los perfiles desmetilados son caracteristicos de los tejidos cervicales normales, contras-
tando fuertemente con los perfiles metilados de las cinco lineas celulares de CaCU, las cuales
presentan epigenotipos similares segtn el tipo de VPH (18, 16 o negativo). Si bien existen
algunas diferencias entre los patrones de metilacién, hay un bloque de 20 sitios CpG en
la regién 5" UTR (sitios 13-32, posicién +245 a +356) que destaca por encontrarse casi
uniformemente metilado en todas las lineas celulares de CaCU. Por tanto, especulamos que
la ausencia de expresion de SLC5A8 estd muy influenciada por la densa metilacién de esta
region. Adicionalmente, se examiné el estado de metilacién de una “mini” isla CpG (<200
pb) rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién (datos no mostrados), ya que se localiza
dentro de una regidn descrita por Zhang et al. como esencial para la actividad promotora de
SLC5A8 [85]. No obstante, en esta regidn observamos un comportamiento mas heterogéneo,
sin patrones o sitios CpG uniformemente metilados entre las lineas celulares. En conjunto,
estos resultados nos llevan a considerar que la metilacién de la ICG en el primer exdn tiene
un mayor impacto en la regulacién transcripcional de SLC5A8, similar a lo reportado para

el primer exdn del gen del coldgeno «2(l) [86]. De hecho, esto también es consistente con
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los hallazgos descritos por Brenet et al, quienes describen una correlacién mas estrecha del
silenciamiento transcripcional de los genes con la metilacién del ADN rio abajo del sitio
de inicio de la transcripcién, dentro del primer exén, en contraste con la metilacién en las

regiones promotoras rio arriba, donde esta modificacién es mds variable y menos estricta [87].

El silenciamiento asociado a la hipermetilacién del ADN puede ser resultado de la inhibicién
de unién de ciertos factores de transcripcidn a sitios CpG especificos, o por la atraccién de
proteinas que contienen dominios de unién a ADN metilado (MBD) que, a su vez, dificultan
el acceso de elementos reguladores al ADN vy restringen la transcripcién [20, 25, 88-90]. A
pesar de que el bloque de los 20 dinucleétidos CpG uniformemente metilados en las lineas
celulares de CaCU se encuentra en la region 5° UTR, se ha demostrado que esta zona tam-
bién puede albergar regiones reguladoras de la transcripcién, incluyendo sitios de unién a
factores de transcripcién [91]. A lo largo de esta zona, la prediccién computacional utilizan-
do el software Genomatix (https://genomatix.de/) identifica los sitios de unién consenso
para los factores de transcripcién E2F y CTCF, sensibles a metilacidén [88, 92]. Bajo esta
premisa, la metilacién de los CpG en los sitios consenso podria anular la unién de estos fac-
tores de transcripcién y repercutir en la represién de SLC5A8; pero se requiere la validacién
experimental del papel de estos factores de transcripcién en la regulacidn de la expresion de

SLCHAS.

En el caso de los tejidos tumorales cervicales (mezcla de células cancerosas, células normales
adyacentes, estroma y células infiltrantes), hubo una mayor diversidad de perfiles que en las
lineas celulares, desde perfiles completamente desmetilados hasta otros densamente metila-
dos. A pesar de detectar algunos alelos metilados, es clara la tendencia de encontrar perfiles
no metilados entre los tumores que expresan SLC5A8, similares a los tejidos cervicales nor-
males. Ocurre lo opuesto en los tumores que no expresan SLC5A8, dado que la mayoria de
estos perfiles albergan una alta densidad de metilacién, similar a las lineas celulares de CaCU,
lo que sugiere que la metilacién de SLC5A8 es predominantemente bialélica. Respecto a los
tumores con bajos niveles de expresién de SLC5A8, éstos mostraron mayores variaciones en

sus perfiles. En algunas muestras, esta variabilidad refleja patrones bimodales (alelos hipo
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e hipermetilados). Hubo otras muestras con alelos que presentaron sélo algunos sitios CpG
metilados a lo largo de la regién interrogada. Estos ultimos perfiles pueden representar la
transicién de un estado activo no metilado a un estado metilado inactivo, como se demostré
en el desarrollo de la metilacién del gen p16 [93], a través del "seeding” (siembra) de metila-
cién en un subconjunto de sitios CpG. Posteriormente habria una expansién gradual de esta
marca a los sitios adyacentes [93, 94], impulsada por un ciclo de retroalimentacién, hasta
alcanzar el nivel de hipermetilacién requerido para la estabilidad de la represion transcripcio-
nal [93,95]. Curiosamente no se identificaron secuencias metiladas de ADN del transportador
en un pequeiio nimero de tumores cervicales con baja expresion del transcrito de SLC5AS8,
lo que sugiere mecanismos inhibitorios alternativos atin no identificados, p. ej. miRNAs que
degraden post-transcripcionalmente al mensajero de SLC5A8. Aun asi, para la mayoria de las
muestras de CaCU, una mayor presencia de alelos metilados de SLC5A8 correlaciona con la
disminucién de su expresién génica, indicando que éste puede ser el mecanismo principal de

represion de la expresiéon de SLC5A8 en CaCU, similar a otros tipos de céncer [66,80,96,97].

Se considera que los promotores ricos en sitios CpG son mds propensos a estar regulados
negativamente por la metilacién del ADN [32], pero la desacetilacién de histonas también
tiene una participacién crucial en el silenciamiento génico inducido por metilacién. Conse-
cuentemente, las lineas celulares fueron expuestas al agente 5-azadC, TSA y/o piruvato.
Considerando la efectividad de estos tratamientos, podriamos determinar si la inhibicién de
la metilacién del ADN, de la desacetilaciéon de histonas o de ambos, favorecen la recupe-
racion de la expresién de SLC5A8 en las lineas celulares de CaCU. Esto, a su vez, podria
ser indicativo de la jerarquia de ambos mecanismos epigenéticos en la desregulacién de este

transportador.

El tratamiento con 5-azadC fue suficiente para restaurar la expresién de SLC5A8 en las
lineas celulares Hela, SiHa y CaSki, las cuales tienen los perfiles mas densamente metilados
del transportador. Esta consistencia entre la inhibicién de la metilacién y la reactivacién
de la expresién de SLC5A8 apoya la hipdtesis de que la metilacién del ADN actiia como

el principal mecanismo epigenético de silenciamiento de SLC5A8 en estas lineas celulares.
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Por el contrario, en la linea celular Calo, la represién de SLC5A8 linicamente fue revertida
con la combinacién de 5-azadC y los inhibidores de HDAC. Este escenario revela la contri-
bucién activa de la desacetilacién de histonas en el proceso de silenciamiento de SLC5A8,
compensando el menor grado de metilacién del ADN en estas células. Sorprendentemente
en C-33A, la unica linea celular negativa para VPH, que ademdas contiene p53 mutante
(R273H), casi no se recuperd la expresion de SLC5A8 después de la exposicién a 5-azadC,
sola o combinada con TSA o piruvato. De acuerdo con esto, las lineas celulares de CaCU

con VPH resultaron mds sensibles al tratamiento con 5-azadC que C-33A.

Entonces, jqué mecanismos estarian favoreciendo los efectos de 5-azadC en la reactivacion
de SLC5A87? 5-azadC podria haber promovido la desmetilacion de SLC5A8 por interferen-
cia directa con las DNMT, particularmente con la DNMT1L, la cual se ha descrito como
responsable del silenciamiento epigenético de SLC5A8 en estudios de cancer de colon y ma-
ma [62,68]. Dado que E6 y E7 inducen la expresién de la DNMT1 [43], conjeturamos que
en las lineas celulares de CaCU VPH positivas, los efectos de 5-azadC en la reactivacién de
SLC5A8 incluyen mecanismos complementarios a la inhibicién de las DNMT, relacionados
con el bloqueo de la expresién o actividad de los oncogenes virales. Por ejemplo, miR-375,
el cual interactda con las transcritos de E6 y E7, estd silenciado por hipermetilacién de
su promotor en lineas celulares de CaCU con VPH, lesiones CIN3 y CaCU escamoso [98].
Stich et al. recientemente demostraron que 5-azadC es capaz de restaurar la expresion de
miR-375, correlaciondandose con la disminuciéon de E6 y E7 en lineas celulares transforma-
das por VPH [99]. La baja expresién de E6, a su vez, contribuye a la recuperacién de p53
silvestre [99,100] y a una disminucién en los niveles globales de 5'-metilcitosinas, puesto
que p53 silvestre se une a SP1 y a proteinas remodeladoras de cromatina, formando un
complejo represor del promotor de DNMT1 [45,101]. En cambio, la mutante p53-R273H en
las células de C-33A, no reprime tan fuertemente al promotor de esta enzima [101], teniendo
un impacto menor en la desmetilacién. Por otra parte, se ha demostrado que SLC5A8 es
activado transcripcionalmente por p53 en células de rifién y epitelio mamario [62,67]. p53
silvestre es capaz de reactivar sus genes blanco, en parte, induciendo la acetilacién de his-

tonas en sus promotores y, en consecuencia, promoviendo una estructura de cromatina mas
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abierta [102]. Sin embargo, la mutacién R273H de p53 compromete su unién al ADN vy, en
consecuencia, la induccién de la acetilacién de histonas [103]. Por lo anterior, es plausible
considerar que en las lineas celulares VPH positivas, el tratamiento con 5-azadC es parti-
cularmente efectivo ya que, en paralelo, puede disminuir la expresiéon de la DNMT1 y los
oncogenes E6 y E7, permitiendo la reactivacién de la expresiéon de SLC5A8; mientras que en
la linea celular C-33A, la metilacién aberrante del ADN vy la presencia de la mutante de p53,
de manera independiente pero interrelacionada, podrian estar cooperando para mantener el

estado silenciado del gen SLC5AS8.

En la mayoria de los casos, el TSA y el piruvato, por separado o combinados, no indujeron
la reexpresién de SLC5A8 en las cinco lineas celulares estudiadas; sélo tuvieron cierto im-
pacto en combinacién con 5-azadC. Por tanto, estos inhibidores de HDAC podrian requerir
un estado parcialmente no metilado de la ICG de SLC5A8 para ejercer un efecto sobre su
activacién transcripcional. Cabe destacar que el piruvato, en sinergia con 5-azadC y TSA,
provocd un aumento en la expresion de SLC5A8 en todas las lineas celulares, incluso en
C-33A. Esta sinergia fue confirmada mediante RT-PCR tiempo real en células Hela (datos
no mostrados), lo cual podria atribuirse a la capacidad de obtener una reprogramacién epi-
genética mas completa y a que el piruvato es un sustrato de alta afinidad de SLC5A8, por
lo que su presencia podria estimular la expresién del transportador. Aunque se necesitard
investigar mas a fondo su uso potencial como agente terapéutico y quimiopreventivo del
cancer, la entrada de piruvato mediada por SLC5A8 representa una alternativa para revertir
el perfil metabdlico alterado (efecto Warburg) de las células cancerosas, las cuales mantie-
nen bajos niveles de piruvato a través de su conversidn en lactato, con el fin de prevenir la

inhibicién de HDAC vy la induccién de apoptosis [71,79].

Al igual que en otros tipos de tumores, no hay reportes de que mutaciones somdticas en
SLC5A8 sean un evento frecuente en CaCU, mientras que el comportamiento hipermetilado
de este gen coincide con lo observado previamente en diferentes tipos de cancer, por ejemplo,
céncer de colon, leucemia mieloide aguda, glioma y cancer de pulmén [66,80,96,97]. Se ha

sefalado que la reexpresién de SLC5A8, usando inhibidores de la metilacién del ADN, podria
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aumentar la respuesta a medicamentos contra el cadncer que usan este transportador para
entrar en las células tumorales; tal es el caso del dicloroacetato, el cual es capaz de inducir
apoptosis selectiva de las células tumorales y, por ende, suprimir su crecimiento [22,104]. Por
esta razén, la restauracidon de la expresiéon de SLC5A8 podria ayudar en las terapias para
el tratamiento del CaCU. Ademds de esto, algunos de nuestros resultados proporcionan
evidencia sobre el posible rol de SLC5A8 como gen supresor de tumores en CaCU, ya que
la expresidn ectdpica de éste en células Hela disminuyé la proliferacién celular in vitro; asf
como los tumores formados por xenotrasplante con estas mismas células (transfectadas con
SLC5A8) mostraron un crecimiento mds lento y un menor volumen. Esto sugiere que la
regulacién negativa de SLC5A8 confiere una ventaja proliferativa a estas células tumorales,
y que la recuperacién de su expresidn podria ser favorable en el tratamiento de CaCU; pero
alin se necesitan estudios adicionales para validar la implicacién de SLC5A8 en el desarrollo

de CaCU, como biomarcador o blanco terapéutico en esta malignidad.
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Conclusiones

El mensajero de SLC5A8 se expresa en tejidos cervicales normales.

Hay una baja o nula expresién de SLC5A8, tanto en lineas celulares como en tejidos

tumorales de cancer cervicouterino.

Los perfiles de SLC5A8 obtenidos en este estudio demuestran que la hipermetilacién
en la isla CpG, dentro del primer exdn, es una caracteristica asociada a las lineas
celulares de CaCU y a los tumores cervicales primarios con baja o nula expresién de

este gen.

En las lineas celulares estudiadas, los farmacos que inhiben la metilaciéon del ADN
y la desacetilacidén de histonas acttan sinérgicamente para restaurar la expresion de
SLC5A8. Aunque la contribucién de ambos mecanismos al silenciamiento del gen
varia segun la linea celular, en la mayoria de los casos se requiere la exposicién a
5-azadC para regular positivamente su expresion, confirmando la participacién clave

de la metilacién del ADN en la represién epigenética de SLC5AS.

La expresién ectépica de SLC5A8 en células Hela disminuye la proliferacién celular in
vitro y el crecimiento tumoral in vivo, lo que sugiere que el silenciamiento de SLC5A8

podria conferir una ventaja proliferativa a estas células tumorales.

La represién o regulacidn negativa del gen SLC5A8, mediante mecanismos epigenéti-

cos, parece favorecer el desarrollo del CaCU, por lo que se considera un candidato
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supresor de tumores y un blanco potencial para el tratamiento de este cdncer.



CAPITULO 10

Perspectivas

Los resultados obtenidos hasta este momento no nos permiten elucidar completamente
la forma en que la represion de SLC5A8 favorece la progresién del CaCU. Por tanto, las
perspectivas para trabajos futuros se orientan en diferentes direcciones para establecer a
SLC5A8 como un supresor de tumores, biomarcador o un blanco terapéutico. En un primer
plano estarian los trabajos destinados a confirmar el rol de SLC5A8 como supresor tumoral
en CaCU, mediante experimentos de proliferacién celular en el resto de las lineas celulares
transfectadas con SLC5A8, asi como con ensayos de migracidn e invasividad en estas células,
ensayos de cierre de herida o de ciclo celular. Con este enfoque también se podria analizar
el mecanismo de cdmo es que el silenciamiento de este gen contribuye al fenotipo tumoral,
por ejemplo, mediante el estudio de la reexpresion de SLC5A8 a nivel de proteina y su
interaccién con proteinas anti- y pro-apoptoéticas, tanto en células transfectadas como en
los tumores de ratén. En un segundo plano estarian los trabajos destinados a ampliar el
nimero de muestras de pacientes para poder establecer una asociacién entre el grado de
metilacion de la ICG de SLC5AS, el tipo de VPH y estadio tumoral, asi como también se

podria ampliar la caracterizacién de la regulacién epigenética.
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