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El cdncer cervicouterino (CaCu) es la segunda cau-
sa de muerte en México. La infeccién por el virus
del papiloma humano es una condicién necesaria
durante el proceso de carcinogénesis. Una de las
caracteristicas del CaCu es que presenta un meta-
bolismo alterado, las células tienden a captar mds
eficientemente la glucosa y aumentar la glucdlisis.
La glucosilacion aberrante es un sello distintivo de
algunos tipos de cdncer, que refleja cambios, como
la expresién alterada de glucosiltransferasas y glu-
cosidasas. Por tanto, el objetivo del presente trabajo
fue describir el patrén de expresidon de las proteinas
CD43, piruvato cinasa I, y hexocinasa Il en tfejido
cervical sano, tejido con cdncer cervicouterino vy
en lineas celulares de CaCu. Hasta el momento se
encontrd una mayor expresion de las proteinas al
compararse con los tejidos sanos. Sin embargo, aun
faltarian estudios para demostrar si pueden utilizar-
se como factor prondstico para las pacientes con
CaCu epidermoide.
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Cervical Cancer (CC) is the second cause of death
in Mexico. Infection with the Human Papilloma Virus
is a necessary condition during the carcinogenesis
process. One of the characteristics of CC is that it
presents an altered metabolism; cells tend to more
efficiently capture glucose and increase glycolysis.
Aberrant glycosylation is a hallmark of cancer, which
reflects changes, such as the altered expression of
glucosyltransferases and glucosidases. Therefore,
the objective of the present work was to describe
the expression pattern of CD43, pyruvate kinase I,
and hexokinase Il in healthy cervical tissue, tissue with
CC andin CC celllines. At this point, we find a higher
expression of proteins when compared with healthy
tissues. However, there would sfill be a lack of studies
to show if they could be used as a prognostic factor
for patients with epidermoid CaCu.

Segin GLOBOCAN (Bray et al., 2018), el cdncer
cervicouterino (CaCu) se encuentra en segundo
lugar de incidencia a nivel mundial con 528,000
casos nuevos en 2018; cerca de 85% de los mismos
se dan en los paises menos desarrollados. La tasa
de mortalidad e incidencia de cdncer en América
Latina y el Caribe es 0.59 veces mayor que en la
Unién Europea (0.43) y que en Estados Unidos (0.35),
segun Vargas-Herndndez (2018). La infeccidon por el
virus del papiloma humano (VPH) es una condicién
necesaria durante el proceso de carcinogénesis
(Bruni et al., 2018).

El VPH es miembro de la familia Papillomaviri-
dae, de la cual actualmente se han caracteriza-
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do mds de 200 de tipo humano, donde el género
Alphapapillomavirus se asocia a la infeccién de la
mucosa del tracto genital y se divide en dos grupos:
los de bajo riesgo, asociados con verrugas genitales
benignas, y los de alto riesgo que presentan alto po-
tencial oncogénico (Bernard et al., 2010; Butel, 2011;
Santos Lépez, Mdarquez Dominguez, Reyes Leyva, &
Vallejo-Ruiz, 2015).

Durante el proceso de infeccion persistente,
por parte de VPH de alto riesgo en el epitelio cer-
vical se produce inestabilidad gendmica, expresion
confinua de los oncogenes E6 y E7 que desregulan
el conftrol del ciclo celular y la apoptosis, lo que fa-
vorece la proliferacién celular descontrolada, la in-
mortalizacién de células y finalmente la progresiéon
tumoral (Serman, 2002).

Una de las caracteristicas mds importantes de
muchos cdnceres es que presentan metabolismo
alterado, tienden a captar mds eficientemente la
glucosa, aumenta la glucdlisis y esta Ultima estd des-
acoplada del ciclo de Krebs, asi como de la fosfo-
rilacién oxidativa en la mitocondria. La regulacion
del metabolismo energético es compleja, existen
proteinas reguladoras como HIF (una proteina pro-
metastdsica), que disminuye el metabolismo oxida-
fivo, mienfras que p53 (gen supresor fumoral) pro-
mueve la fosforilacién oxidativa. Estos datos indican
que una de las posibles funciones primarias de los
oncogenes activados y de los genes supresores de
tumores inactivados es la reprogramacion del meta-
bolismo celular (Valle-Mendiola & Soto Cruz, 2014).

La glucosilacion es una modificacion postro-
duccional de las proteinas que desempenan un
papel fundamental en la senalizacion celular, el
reconocimiento inmunitario y la interaccién célula-
célula debido a sus ramificaciones de glucanos que
confieren variabilidad estructural y especificidad de
unién a los ligandos de lectina. La expresion abe-
rrante de las estructuras de glucanos, asi como la
aparicién de estructuras truncadas, precursores o
nuevas estructuras de glucanos, pueden afectar las
interacciones ligando-receptor e interferir con la re-
gulacion de la adhesion celular, la migracion y la
proliferaciéon. De hecho, la glucosilacién aberrante
representa un sello distintivo del cdncer, que refleja
cambios especificos del cdncer en las rutas de bio-
sintesis de glucanos, como la expresion alterada de
glucosiltransferasas (hexocinasa ll) y glucosidasas.
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La mayoria de los estudios se han llevado a
cabo para identificar cambios en las estructuras de
glucanos en suero (Tuccillo et al., 2014). En la ma-
yoria de los tipos de cdancer la fucosilaciéon y la sia-
lilacion se modifican significativamente. Por tanto,
las aberraciones en las estructuras de glucanos se
pueden usar como dianas para mejorar los biomar-
cadores de cdncer existentes. La capacidad de dis-
tinguir las diferencias en la glucosilacién de las pro-
teinas entre los pacientes de cdncer y control en-
fatiza la glicobiologia como un campo prometedor
para la identificacién potencial de biomarcadores.
En el caso de la O-GalNAC consiste en la adicion de
cadenas de sacdridos a ciertos residuos de serina o
treonina de las proteinas. Es una modificacion pos-
traduccional bastante comun y de gran importan-
cia en la funcionalidad de algunas proteinas como
las mucinas.

En el caso de CD43, es una molécula también
llamada leucosialina, sialoforina, galactoglucopro-
teina, sialoglucoproteina leucocitaria, y también se
le conoce como una proteina transmembranal | de
tipo mucina. La proteina CD43 humana estd codifi-
cada por un solo gen en el cromosoma 16 (mapa
genético locus 16p11.2) y comprende el péptido se-
nal de 19 aminodcidos en el término amino, seguido
de una region extracelular altamente glucosilada
de 235 aminodcidos, la regidn tfransmembranal de
23 aminodcidos, y la regidén carboxi terminal intra-
celular de 123 aminodcidos. El dominio extracelular
fipo mucina tiene una estructura alargada en forma
de varilla que sobresale 45 nm de la superficie celu-
lar y es rico en serina y freoninag, lo que permite una
extensa O-glucosilacion.

Sélo una potencial N-glucosilacion estd ubica-
da en el sitio cerca del dominio transmembranal
en la posicion N239. La region intracelular contie-
ne un nUmero de sitios potenciales de fosforilacion
qgue pueden mediar la activacién de las sefales de
tfransduccidén. Un nUmero creciente de informes in-
dican que hay una asociacion entre CD43 y el cdn-
cer. Una razén para la implicaciéon de CD43 en el
desarrollo del cdncer es que su senalizacidon indu-
ce la activacién de pg-catenina, NF-kB, NFAT, y AP-1,
qgue son factores de transcripcidn pro-sobrevivencia
gue pueden promover la tumorigénesis cuando es-
tan desregulados (Fiume et al., 2013).

Existen estudios sobre la expresion de CD43 en
tumor de origen no hematopoyético, tal es el caso
de la linea celular de carcinoma de colon (COLO
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205), que sustentan su papel en cdncer (Baeck-
strom, 1997). También para cdncer de colon se ha
propuesto la alteracién de los procesos reguladores
intracelulares implicados en la actividad de la piru-
vato cinasa (PK Il), que tiene que ver con el mante-
nimiento del estado de proliferacién. Asimismo, se
han encontrado bajos los niveles de proteina hexo-
cinasa Il (HK-Il), glucosa 6-fosfato isomerasa (GPI) y
lactato deshidrogenasa (LDH) en cdncer de colon
(Chen-Sung et al., 2018), por lo que estas tres mo-
léculas tienen un papel importante en cdncer, que
auln no estd bien comprendido.

En este articulo se estudiaron la proteina CD43
(una mucina), la piruvato cinasa (PK ll) y la proteina
hexocinasa Il (HK-l), estas Ultimas proteinas del me-
tabolismo celular, para conocer si existe un posible
patrén asociado o distintivo de expresién para cdn-
cer cervicouterino, mismas moléculas de las cuales
se ha encontrado su participacién en otros tipos de
cdncer, como el de colon.

Se utilizaron 36 biopsias en parafina de pacientes
con diagndstico de carcinoma epidermoide invasor
en estadio clinico T1B1/FIGO1B1 sin fratamiento
oncoldgico previo ni ofra patologia asociada vy
25 muestras de tejido cervical sano (sin procesos
inflamatorios e infecciosos de ninglin tipo vy sin
inmunosupresion). Las muestras fueron obtenidas
del Servicio de Patologia del CMN La Raza,
IMSS. Los bloques fueron cortfados siguiendo los
procedimientos de rutina a 5 um de espesor.

Cultivos celulares

Se realizaron cultivos celulares de células Hela (VPH
18), Caski (VPH 16), SiHa (VPH 16) y HaCaT (VPH
negativo). Estas se mantuvieron en RPMI (Gibco),
suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Gibco), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/
ml (Gibco) a 37 °C y una atmésfera de 5% de CO,

Inmunofluorescencia para tejidos sanos y con
cancer

A continuacion, se describe brevemente la técnica.
Los cortes de tejido fueron desparafinados vy
rehidratados, posteriormente las preparaciones se
lavaron con TBS 1X, pH 7.4, y fueron blogqueadas
con albUmina sérica bovina a 2% (BSA) en cdmara
humeda atemperatura ambiente.Se lavaron con TBS
1X y se permeabilizaron con TBS-Tritén X-100 al 0.2%,
posteriormente se lavaron con TBS 1X y se incubaron
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con bloqueador de avidina-biotina por 10 min.
Después de lo anterior, se lavaron con TBS 1X para
posteriormente incubar con el anticuerpo primario
a la dilucién recomendada por el fabricante (anti-
CD43, Santa Cruz-21774; anti-PK M2 Sigma-Aldrich;
anti-HKIl, Abcam 227198) a 4 °C en cdmara hUmeda
toda la noche.

Al dia siguiente se lavaron con TBS 1X y se
incubaron con el antficuerpo secundario acoplado a
FITC, Alexa Fluor 488 o Alexa Fluor 594, dependiendo
del anticuerpo, a la dilucién recomendada por el
fabricante por 1 a 2 h a temperatura ambiente y
en oscuridad, las preparaciones fueron lavadas
con TBS 1X y en su caso fueron incubadas con
Alexa Fluor 594 durante 60 min, tferminado el fiempo
de incubacién se lavaron con TBS 1X. Finalmente,
se realizé el montaje con DAPI-VectaShield. Las
preparaciones se mantuvieron a 4 °C y en oscuridad
hasta que fueron observadas en un microscopio de
fluorescencia Leica DM2000.

Las imdagenes fueron analizadas en el software
Leica Application Suite Advanced Fluorescence
3.1.0 e Image Pro Plus. Brevemente, se seleccionaron
cinco secciones al azar de la laminilla, se cuantificd
la intensidad de la seccién por hscore, en este
caso las intensidades se clasificaron como cero (sin
tincién), +1 (tincidén débil), +2 (tincidon evidente) y +3
(tincién muy fuerte). El &rea de los pixeles fue de 1024
x 1024, finalmente se determinaron las unidades de
fluorescencia por cada drea cuantificable.

Inmunofluorescencia en lineas celulares

Las lineas celulares se recuperaron de las cajas de
cultivo y se sembraron en laminillas de cultivo con
medio suplementado y en condiciones de esterili-
dad. Después de 24 h de incubacién se retird el me-
dio de cultivo, se lavaron dos veces con PBS 1X pH
7.4y se fijaron con paraformaldehido a 4% (PFA 4%)
por 20 min a 4 °C en oscuridad; finalizado el fiempo
de incubacion el sobrenadante fue decantado y se
lavd con TBS 1X, pH 7.4. Posteriormente las laminillas
fueron procesadas como se describid en la técnica
de inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos
mencionados.

Los tejidos con cdncer cervicouterino expresan ni-
veles elevados de CD43, PK Il, HKIl en comparacién
con el tejido cervical sano

En el tejido sano se observaron definidos los estratos
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basal, infermedio y superficial del epitelio mediante
microscopia de luz, sin alteraciones en la madura-
cién normal del epitelio (Hematoxilina Eosina). Al
analizar las laminillas para determinar la presencia
de CD43, se encontrd presente en membrana y en
citoplasma de las células del estrato basal; en los
estratos intermedio y superficial se localizd preferen-
temente en la membrana citoplasmdatica. Se obser-
vé tincion positiva para PK Il en citoplasma de las
células del estrato basal. Las células del estrato me-
dio y superficial mostraron positividad también en el
citoplasma. HKIl se observd con positividad en cito-
plasma de las células del estrato basal, del estrato
medio y superficial.

Mediante microscopia de luz se observd en los
tejidos con carcinoma epidermoide pérdida de la
maduracion normal de todos los estratos de la mu-
cosa cervical con invasién al estroma (Hematoxilina
Eosina). En las células tumorales se encontraron ni-
veles elevados de CD43 con localizacion citoplas-
mdatica. En las células neopldsicas la expresion de
PK Il y de HKIl fue preferentemente citoplasmdatica y
con una mayor expresion (figuras 1y 2).

Expresion y localizaciéon celular de CD43, PK,
HKIl en las lineas celulares derivadas de cancer
cervicouterino

En el andlisis microscopico de todas las lineas
celulares se observé la expresion de CD43, localizada
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Figura 2. Aumento en la cantidad de proteinas CD43, PKII, HK I
en cdncer epidermoide de cérvix comparado con tejido cervical
sano. Intensidad de fluorescencia después del marcaje. Software
Image Pro Plus. *, **, *** p <0.01, ANOVA de una via, GraphPad,
PRISM, V. 8.

Elaboracién propia.

preferentemente en citoplasma y en membrana
plasmdtica de Hela, Caski y SiHa, mientras que en
las células HaCaT la localizacion fue en membrana
y nUcleo. Asimismo, se observd un incremento en la
expresion de PK Iy HK Il en células de lineas celulares

Figura 1. Sobreexpresién de CD43, PKIl, HK Il en cdncer epidermoide de cérvix. A-D. Tejido cervical sano (10 X); A, Hematoxilina-
Eosina; B, (CD43, verde); (C-D, PK II, HKII, rojo). E-H Tejido con CaCu (40X); E, Hematoxilina-Eosina; F (CD43, verde); (G-H, PK II, HKII,

rojo), Nucleos (azul). Epitelio (Ep); Estroma (St).
Elaboracién propia.
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de CaCu VPH positivas comparadas con las células
VPH negativas (figura 3).

Existen estudios sobre la expresion de CD43 en
carcinoma de colon que sustentan su papel
en cdncer (Baeckstrom, 1997). También se ha
propuesto la alteracion de la piruvato cinasa i
y de la hexocinasa Il en cdncer. El Dr. Warburg
(1956) propuso que las enzimas respiratorias estdn
deterioradas o suprimidas en los tipos de cdncer
humano y que la glucdlisis se encuentra aumentada
para compensar las “mitocondrias defectuosas o
suprimidas”, para producir una canfidad suficiente
de ATP. Recientemente esto lo ha comprobado
Senni et al. (2019) en carcinoma de estébmago.

Estd documentado que la actividad de la piru-
vato cinasa Il y de la hexocinasa Il estd relacionada
con el mantenimiento del estado de proliferacion
de las células (Chen-Sung et al., 2018). En el caso
de CD43 se conoce gue induce la activacién de
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B-catenina, NF-kB, NFAT, y AP-1, que son factores de
transcripcién prosobrevivencia que pueden promo-
ver la tumorigénesis (Fiume et al., 2012).

Sin embargo, aungue estd demostrado que la
glucdlisis y la glucosilaciéon estdn alteradas en varios
carcinomas, la presencia o ausencia de algunas
moléculas no estdn estudiadas para cdncer cervi-
couterino. Su estudio hasta ahora se ha centrado
en la identificacion y descripciéon de la modificacion
de los residuos de glucosa. En el presente estudio se
observd que las células tumorales en muestras con
carcinoma epidermoide de cuello uterino presen-
tan altos niveles de expresion de CD43, PKII, HKII, que
difieren en cuanto a su ubicacion celular e intensi-
dad en relacién con el tejido sano. Las diferencias
encontradas sugieren una similitud con lo reporta-
do por Zeng et al. (2016), quienes observaron nive-
les elevados de modificaciones postraduccionales
(enzimas de glucosilacién) en la neoplasia cervical,
en relacién con el cuello uterino sano, causado por
la presencia del oncogen Eé del virus del papiloma
humano.

Figura 3. Expresion y localizacién de CD43, PKIl, HKIl en lineas celulares derivadas de cdncer cervicouterino
y en células control. Im&genes observadas en microscopio de fluorescencia a 40x; A-D (anti CD43), E-H (anti

PKII), I-L (anti-HKII).
Elaboracién propia.
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Los autores del presente documento conside-
ran el aumento en la expresién de las tres proteinas
y diferente localizacidén en comparacién con el te-
jido sano. En el caso de las lineas celulares deriva-
das de CaCu estd presente la positividad de CD43
con localizaciéon celular en citoplasma y membrana
plasmdtica, pero en tejidos sanos solamente se ex-
presa en membrana plasmdtica. La expresién de PK
y HK Il estd incrementada en las células VPH positi-
vas (Hela, Caski, SiHa) comparadas con las células
VPH negativas (HaCaT), lo que sugiere que en tejido
cervical canceroso las enzimas de la glucdlisis estdn
incrementadas. Sin embargo, harian falta estudios
de funcionalidad mitocondrial para verificar dicha
sugerencia.

Por otro lado, los autores del presente docu-
mento consideran que también la glucosilacién po-
dria encontrarse desregulada por la presencia de
CD43 intracitoplasmdtica. Es sabido que esta pro-
teina, también llamada sialoforina, tiene un dominio
extracelular ampliamente glucosilado y su funcién
no se ha determinado, aunque parece ser una mo-
lécula antiadhesiva que mediaria la repulsion entre
leucocitos y ofras células, que en ciertas circunstan-
cias puede funcionar como una molécula de ad-
hesion.

En el caso de los tejidos patoldgicos la tincién
es positiva en el citoplasma, esto se ha observado
en leucemia mieloide aguda, en cdncer de colon,
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entre otros tipos de cdncer no hematoldgicos. Sin
embargo, para cdncer cervicouterino no existen
muchos trabajos que cuantifiquen la expresién de la
proteina CD43. Batdorf (2014) realizdé una evaluacién
de la expresion de CD43 en 12 muestras de pacien-
tes con CaCu, donde muestra una tincién nuclear
muy débil y lo atribuye a una expresion negativa. Sin
embargo, los autores del presente frabajo encontra-
ron la expresiéon de CD43 en todas las muestras con
cdncer y la tincién fue citopldsmica, lo que indica
gue faltan mds estudios para conocer lo que ocurre
con CD43, en el caso de cdncer cervicouterino.

Se localizd una mayor expresion de proteinas
gue intervienen en la glucdlisis (PKIl y HK 1l) y en la
glucosilaciéon (CD43) en tejidos con CaCu, mediante
la técnica de inmunofluorescencia, al compararse
con los tejidos sanos. También se encontré mayor
expresion en las lineas celulares de CaCu. Sin
embargo, se considera que faltan estudios para
demostrar si estas proteinas pudieran utilizarse como
biomarcador o factor prondstico para este tipo de
cdncer.
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