BENEMERITA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

EVALUACION DE LA EXPRESION DE
SIALILTRANSFERASAS Y DE ACIDO SIALICO ASOCIADA
CON LA SENALIZACION ESTROGENICA EN CELULAS DE

CANCER DE CERVIX ESCAMOSO
Tesis que para obtener el titulo de
LICENCIADA EN BIOTECNOLOGIA
PRESENTA:

CAMPOS TZOMPANTZI JACQUELINE

DIRECTORA: DRA. MARTINEZ MORALES LAURA

PATRICIA

CO DIRECTORA: DRA. MILFLORES FLORES

LORENA

o c"ellc'las ai

PY &

ENERO, 2026



AGRADECIMIENTOS

En palabras de Cicerdn “La gratitud no sélo es la mayor de las virtudes, si no
gue engendra todas las demas” deseo expresar mi profundo agradecimiento a mis
directoras de tesis la Dra. Laura Patricia Martinez Morales y a la Dra. Lorena
Milflores Flores que me acompafaron, guiaron, apoyaron y confiaron en mi durante

este camino.

Asi mismo, agradezco a la Dra. Veronica Vallejo Ruiz por brindarme todo su
apoyo Yy facilidades en los equipos y reactivos para realizar la etapa experimental

en el Centro de Investigaciones Biomédicas de Oriente IMSS, Metepec.

A lo largo de este proceso de formacién, encontré personas cuyo apoyo fue
esencial, muchas gracias a mis companeros de laboratorio por todos sus
comentarios alentadores durante este tiempo, asi como reconozco y agradezco a
mi universidad por brindarme las instalaciones y equipos para poder realizar mi

trabajo.

A cada uno de ustedes, les manifiesto mi sincera gratitud debido a que no
habria sido posible sin la colaboracion, guia y respaldo de cada uno durante este

proceso académico.



DEDICATORIA

Con profundo respeto, carifio y gratitud quiero dedicar este logro a quienes

han sido mi pilar en este camino.

A mi mama, cuyo amor, sacrificio y apoyo incondicional fue la base de mi
resiliencia en este camino. Gracias por estar en cada etapa de este proceso, por
involucrarte tanto y ensefiarme que todo es posible siempre y cuando tu confies en

ti mismo.

A mis abuelitos Fer y Lupita, por todo el carifio, el gran apoyo que me han

brindado y por ser parte fundamental de la persona que soy hoy.

A mis companieros de vida Dani y Gael, por formar parte fundamental de mi

historia y hacer de esta etapa algo mas facil.

Gracias familia por ser el cimiento firme sobre el cual construi cada paso de
este camino. Sus palabras de aliento, su ejemplo silencioso y su presencia
constante han sido tan esenciales como cualquier conocimiento aprendido. Este
trabajo no es solo un reflejo de mi esfuerzo, sino también del amor, los valores y el

respaldo incondicional que siempre encontré en ustedes.

A mis amigos, porque sin duda siempre estuvieron ahi para darme una mano

y el mejor consejo.



iNDICE

AGRADECIMIENTOS

DEDICATORIA

ABREVIATURAS

RESUMEN

MARCO TEORICO

1.

CANCER DE CERVIX

1.1 INCIDENCIA' Y MORTALIDAD

1.2 FACTORES DE RIESGO

1.3 ANATOMIA DEL CUELLO UTERINO
1.4 ESTADIFICACION Y TRATAMIENTOS
1.5 CLASIFICACION HISTOLOGICA

1.6 CLASIFICACION MOLECULAR

ESTROGENO

2.1 CARACTERIZACION

2.2 BIOSINTESIS DE ESTROGENOS

2.3 RECEPTORES ESTROGENICOS

2.4 SENALIZACION ESTROGENICA
2.4.1 SENALIZACION ESTROGENICA GENOMICA DIRECTA
2.4.2 SENALIZACION ESTROGENICA GENOMICA INDIRECTA
2.4.3 VIA INDEPENDIENTE DEL RECEPTOR DE ESTROGENO

2.4.4 VIA INDEPENDIENTE DEL ESTROGENO

13

15

15

15

16

18

21

25

25

26

26

28

30

33

34

35

36

36

2.4.5 FOXP1Y PGR COMO GENES DIANA DE LA SENALIZACION ESTROGENICA

2.5 MODIFICACIONES EPIGENETICAS MEDIADAS POR ESTROGENO

2.5.1 METILACION Y DESMETILACION DEL ADN POR ESTROGENO

37

38

38



2.5.2 MODIFICACION POSTRADUCCIONAL DE HISTONAS POR ESTROGENO

2.6 SENALIZACION ESTROGENICA EN CERVIX, CANCER Y CANCER DE CERVIX
3.  GLICOSILACION

3.1 CLASIFICACION ESTRUCTURAL DE LOS GLICANOS
4.  SIALILACION

4.1 SINTESIS DEL ACIDO SIALICO
4.2 SIALILTRANSFERASAS

4.3 SIALILACION EN CANCER DE CERVIX
ANTECEDENTES
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
PREGUNTA DE INVESTIGACION
HIPOTESIS
OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS ESPECIFICOS
MATERIAL Y METODOS
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
ANALISIS BIOINFORMATICO

POBLACION DE ESTUDIO DE CANCER DE CERVIX

CREACION DE BASE DE DATOS DE GENES DE SIALILTRANSFERASAS Y DE GENES DIANA DE LA
SENALIZACION ESTROGENICA A ANALIZAR

MAPAS DE CALOR Y AGRUPAMIENTO JERARQUICO

DIAGRAMA DE VENN

IDENTIFICACION DE POSIBLES ERES EN LAS REGIONES PROMOTORAS DE GENES DE

SIALILTRANSFERASAS

41

42

43

45

46

49

51

53

55

58

58

59

59

59

60

60

60

60

61

61

62

62



ANALISIS IN VITRO 63

CULTIVO DE LINEAS CELULARES 63
TINCION FLUORESCENTE DE ACIDO SIALICO CON LECTINAS 63
TRATAMIENTO DE LAS CELULAS CON ESTRADIOL 65
ANALISIS DE IMAGENES DE TINCIONES FLUORESCENTES 65
ANALISIS ESTADISTICOS 66
RESULTADOS Y DISCUSION 67

IDENTIFICACION DE LA EXPRESION DE GENES QUE CODIFICAN PARA SIALILTRANSFERASAS
ASOCIADAS A LOS COMPONENTES DE LA SENALIZACION ESTROGENICA EN CANCER DE CERVIX 67
IDENTIFICACION DE LA EXPRESION DE GENES DE SIALILACION ASOCIADOS AL GRUPO
MOLECULAR HORMONAL EN CANCER DE CERVIX 70
IDENTIFICACION DE LA EXPRESION DE GENES DE SIALILACION ASOCIADOS AL GRUPO
MOLECULAR HORMONAL QUE SEAN EXCLUSIVAS DE CARCINOMA ESCAMOSO EN MUESTRAS DE CANCER
DE CERVIX 72
IDENTIFICACION DE POSIBLES ERES EN LAS REGIONES PROMOTORAS DE GENES QUE CODIFICAN
PARA SIALILTRANSFERASAS ASOCIADAS A LA SENALIZACION ESTROGENICA EN CANCER DE CERVIX 81

EVALUACION DEL EFECTO DEL ESTROGENO SOBRE EL CONTENIDO DE ACIDO SIALICO EN

CELULAS DE CARCINOMA ESCAMOSO DE CERVIX 84
CONCLUSIONES 90
REFERENCIAS 91

ANEXO 114



Figura 1.

Figura 2.
Figura 3.

Figura 4.
Figura 5.

iNDICE DE FIGURAS

Anatomia del cuello uterino

Representacion esquematica e histoldgica de los epitelios cervicales

Descripcion de los tratamientos de acuerdo con estadio de la enfermedad
de cancer

Representacion de la estructura quimica de los estrégenos endégenos
Biosintesis de estrégeno

Figura 6. Representacion grafica de la organizacion estructural de los receptores

Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.
Figura 10.
Figura 11.

Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.
Figura 21.

Figura 22.
Figura 23.

Figura 24.

nucleares de estrégeno

Via de sefializacion estrogénicas gendémicas y no genémicas
Proceso de metilacién del ADN por estrégeno

Proceso de desmetilacion del ADN por estrégeno
Clasificacion estructural de glicoproteinas

Representacion quimica de los acidos sialicos mas abundantes en
mamiferos

Importancia del acido sialico a nivel biolégico y biotecnolégico
Ruta de biosintesis del acido sialico y sialilacion de glicoproteinas

Mapa de calor de la expresién génica de sialiltransferasas y componentes
de la sefalizacion estrogénica en muestras de cancer cervicouterino
Mapa de calor sobre la expresion de genes codificantes para
sialiltransferasas y componentes de la via estrogénica en el grupo
molecular hormonal en CaCu

Mapa de calor sobre la expresion de genes codificantes para
sialiltransferasas y componentes de la via estrogénica en el grupo
molecular hormonal que son exclusivos de carcinoma escamoso en CaCu

Mapa de calor sobre la expresion de genes codificantes para
sialiltransferasas y componentes de la via estrogénica en el grupo
molecular hormonal que son exclusivos de adenocarcinoma en CaCu

Diagrama de Venn de genes codificantes para sialiltransferasas
compartidos en los tres experimentos

Identificacion de Elementos de Respuesta a Estrogeno (EREs) en las
regiones promotoras de genes que codifican para sialiltransferasas
seleccionados

Deteccion de residuos de 4cido sidlico a-2,3 y a-2,6 en células SiHa

Deteccién de residuos de acido sidlico a-2,3 en células SiHa tratadas con
178- estradiol mediante el uso de Maackia Amurensis (MAL II)

Deteccioén de residuos de acido sialico a-2,6 en células SiHa tratadas con
178- estradiol mediante el uso de Sambucus Nigra (SNA)

Efecto del tratamiento con 17(3-estradiol sobre la sialilacion en células
SiHa analizadas mediante Maackia Amurensis y Sambucus Nigra

Efecto del tratamiento con 173-estradiol sobre la sialilacién en células
SiHa evaluadas en Rstudio.

18

20
23

28
29
33

34
40
41
45
47

48

50
69

71

73

74

75

83

85
86

87

88

90



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Informacion molecular relevante sobre los genes codificantes para
sialiltransferasas identificados asociados a la sefalizacion estrogénica

Tabla 2. Genes identificados como asociados a la sefializacion estrogénica y su
implicacion en diversos tipos de cancer

78

80



Abreviaturas

Significado

5hmC
5hmU
5mC
AC
ADN
AF-1
AF-2
AID/APOBEC
AMP
ARNmM
Asn
B4GALNT1
BER
BSA
CaCu
CCE
CIN
CMAS
CMP-Neu5Ac
CRT
CTP
DAPI
DBD
DNMT
DNMT3
E1

E2

E3

E4
EGFR
EPD
ER
ERE
ERa
ERRB

Hidroxilacion de un residuo de citosita metilado
5-hidroximetil-uracilo

5-metilcitosina

Adenocarcinomas

Acido desoxirribonucleico

Funcién de activacion 1

Funcion de activacion 2

Citidina desaminasa/apolipoproteina B
Adenosin monofosfato

Acido ribonucleico mensajero

Asparagina
Beta-1,4-Nacetilgalactosaminiltransferasa 1
Complejo de ecision de bases

Solucién de albumina sérica bovina
Céncer cervicouterino

Carcinoma de células escamosas
Neoplasias intraepiteliales cervicales
CMP-sialato sintetasa

Citidina monofosfato-N-acetilneuraminico
Quimioradioterapia

Citidina trifosfato

Tinte fluorescente 4',6-diamidino-2-fenilindol
Domio de unién al ADN

ADN metiltransferasas

ADN metiltransferasa 3

Estrona

173- estradiol

Estriol

Estetrol

Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Eukaryotic Promoter Database

Receptor de estrégeno

Elementos de Respuesta a Estrogeno
Receptor de estrégeno alpha

Receptor de estrégeno beta



ESR1
ESR2
EZH2
FDA
FIGO
FOXP1
FSH

Fuc

Gal
GalNAc
Glc
GIcNAc
GM3/GD3/GD2
GNE
GPI
GPR30
GSL

GT
H3K27
HDAC1
HSP
IGFR
IMF

Kdn

LBD
LDL
LEEP
LH

MAL I
Man
ManNAc
ManNAc-6P
MTA1/MTA3
MUC
MV
NANP
NANS

Gen codificante para el receptor de estrégeno alpha
Gen codificante para el receptor de estrogeno beta
Potenciador del homdlogo zeste 2

Administracién de Alimentos y Medicamentos
Federacion Internacional de Ginecologia y Obtetricia
Forkhead Box P1

Hormona Foliculo Esmitulante

Fucosa

Galactosa

N-acetilgalactosamina

Glucosa

N-acetilglucosamina

Gangliésidos mono-y disialilados

UDP-N-acetilglucosamina2-epimerasa/N-acetiimanosamina quinasa

Glicosilfosfatodilinositol

Receptor de estrogeno acoplado a proteina G
Glicoesfingolipidos

Glicosiltransferasas

Residuo de lisina 27 de la histona 3
Histona desacetilada

Proteinas de choque térmico

Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina
Intensidad media de flourescencia
Acido desaminoneuraminico

Dominio de unidn al ligando
Lipoproteinas de baja densidad
Escisién electroquirdrgica con asa
Hormona Luiteinizante

Maackia Amurensis

Manosa

N-acetilmannosamina
N-acetilmannosamina-6-fosfato
Factores asociados a metastasis
Mucinas

Microbiota vaginal
N-acetilneuraminato-9-fosfato fosfatasa

N-acetilneuraminato sintasa



NEU 1-4
Neu5Ac
Neu5Ac-9P
Neu5Gc
NHR
NIF

NLS
NRPI1
NTD
OMS
P450Arom
PBS
PEP
PGR
PI3K
PLND
PRC2
PSA

RE

REA
ROI

RT

S6TGALNAC1-6

SAM

Ser

SFB

Sia

SNA

SNL

ST
ST3GAL1-6
ST6GAL1-2
ST8SIA1-6
ST-PE

TC

TCGA

Neuraminidasa1-4
N-acetilneuraminico
N-acetifineuraminico-9-fosfato

Acido N-glicolilneuraminico

Receptores Nucleares de hormonas reguladoras de transcripcion

Proteinas transportadoras

Secuencia de localizacién nuclear

Proteina de interaccién con el receptor nuclear
Amino-terminal

Organizacion Mundial de la Salud

Aromatasa CYP19A1

Solucion salina tamponada con fosfato
Fosfoenolpiruvato

Receptor de progesterona

Fosfoinositol-3-kinasa

Diseccion de ganglio linfatico de la pelvis

Complejo polycomb 2

Acido polisialico

Reticulo endoplasmatico

Represor de la actividad estrogénica

Regiones de interés

Radioterapia

Sialiltransferasa que afiade Sia en enlace 02,6 a N-
acetilgalactosamina

S-adenil metionina

Serina

Suero fetal bovino

Acido sialico

Sambucus Nigra

Biopsia de ganglio linfatico centinela
Sialiltransferasas

Sialiltransferasa que afiade Sia en enlace 02,3 a galactosa
Sialiltransferasa que afiade Sia en enlace 02,6 a galactosa;
Sialiltransferasa que afiade Sia en enlace 02,8 a otro Sia
Estreptavidina-ficoeritrina

Tomografia computarizada

Atlas del Genoma del Cancer



TDG

TEM

TET 1-TET3
Thr

TRH
UDP-GIcNAc
UDP-GIcNAc
UEC

VIH

VPH

Complejo timina AN glicosilasa
Transiciéon Epitelio Mesénquima
Enzimas de translocacion diez-once
Treonina

Terapia de Reemplazo Hormonal
UDP-N-acetilglucosamina

Uridina difosfato-N-acetilglucosamina
Unién escamocolumnar

Virus de inmunodeficiencia humano

Virus del papiloma humano



RESUMEN

El cancer de cuello uterino (CaCu) constituye una amenaza significativa para
la salud femenina a nivel mundial. El carcinoma escamoso de cérvix (CCE), es el
tipo histologico de CaCu mas frecuente y puede ser clasificado molecularmente
como tipo Hormonal, una clasificacion caracterizada por la expresion del receptor
de estrégeno alpha (ERa). A nivel de glicosilacion, una alteracion caracteristica del
CaCu es el aumento de la sialilacién, la cual esta asociada a la expresion aberrante
de sialiltransferasas como ST6Gal1 y ST3Gal3. En cancer, el incremento de la
sialilacion en los enlaces tipo 02,6 se ha vinculado con las primeras etapas de la

transformacion epitelial, la metastasis y a un pronéstico desfavorable.

La evidencia indica que el estrogeno puede incrementar la expresion de
ST6GAL1 en modelo animales de artritis reumatoide, mientras que en cancer de
mama ERa* esta hormona esteroidea aumenta la sialilacién de la IgG Fc. No
obstante, se desconoce si esta hormona es capaz de modular la sialilacién en el
CaCu, especialmente en tumores ERa*. El objetivo de esta investigacion fue evaluar
el efecto del estrégeno sobre la expresion de sialiltransferasas y el contenido de

acido sialico en células de CCE.

La metodologia empleada consistié en un enfoque dual. Primero, se realiz
un analisis bioinformatico in silico de los datos del The Cancer Genome Atlas
Program (TCGA) usando los datos de expresion de los ARNm que codifican para
sialiltransferasas considerando la clasificacion molecular de los tumores de las
pacientes con CaCu. Seguido de esto, se llevo a cabo un analisis experimental in

vitro, utilizando células SiHa, que se derivan de CCE, que fueron tratadas con 173-



estradiol para evaluar la sialilacion mediante el uso de las lectinas Sambucus Nigra

y Maackia Amurensis.

Los resultados bioinformaticos revelaron una asociacion entre diez
sialiltransferasas, incluida ST6GAL17, con la expresidon de componentes de la
sefalizacion estrogénica, el ARNm del ERa y de tres genes activados por
estrogeno. Ademas, ocho de estos genes que codifican para sialiltransferasas
presentan Elementos de Respuesta a Estrogeno (EREs) en sus regiones
promotoras, lo cual sugiere que el estrégeno podria estar modulando la expresion
de sialiltransferasas que participan en la sialilacion tipo a-2,3 y a-2,6. Los analisis in
vitro, mostraron que el tratamiento con estrogeno aumenté el contenido de acido
sialico tipo a-2,3 y 0-2,6 en el citoplasma en comparacion con el control. En
conclusién, estos resultados, junto con los analisis in silico, sugieren que el
estroégeno podria estar incrementado la presencia de acido sialico a-2,3 y a-2,6 al
promover la expresion de sialiltransferasa especificas como ST3GAL2 y ST3GALS
para enlaces a-2,3 y ST6GALNAC1, ST6GALNAC2, ST6GALNACS,
ST6GALNAC4, ST6GALNAC6 y ST6GAL1T para enlaces a-2,6. Sin embargo, se
requieren experimentos posteriores para la demostracion definitiva de esta

hipotesis.



MARCO TEORICO

1. CANCER DE CERVIX
1.1 INCIDENCIAYY MORTALIDAD

El Cancer Cervicouterino (CaCu) es una neoplasia que se origina en las
células que revisten el cuello uterino y donde se observa una proliferacién de células
malignas sin control alguno (Fowler et al., 2023). En el ano 2022 a nivel mundial,
CaCu fue ubicado en el cuarto lugar de incidencia en la poblacion femenina y en
tercer lugar como causa de mortalidad por cancer, afectando especialmente en
regiones de medianos y bajos ingresos, como América Latina (Arango-Bravo et al.,
2022). En México, el CaCu es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en mujeres ocupando el segundo lugar tanto en incidencia como en
mortalidad (Sung et al., 2021). Ademas, se estima que la edad en la que se hace el
diagnéstico no influye en la supervivencia global ni en la supervivencia libre de la
enfermedad; y se estima una tasa de supervivencia a 10 afios del 60%,
independientemente de la edad al momento del diagndstico (Isla-Ortiz et al., 2020).

A pesar de que es un tipo de cancer prevenible a través de la vacunacion
contra el virus del papiloma humano (VPH) y de que existen pruebas para la
deteccion de etapas precancerosas, las desigualdades en el acceso a los servicios
de vacunacion, cribado, tratamiento y la falta de seguimiento de esta han limitado la
efectividad en el mundo (Stelzle et al., 2021; Guida et al., 2022). Asi mismo, estos
datos subrayan la importancia de fortalecer no solo la deteccion temprana, si no

personalizar los tratamientos de CaCu para reducir su incidencia y mortalidad.



1.2 FACTORES DE RIESGO

El principal factor de riesgo asociado a CaCu es la infeccion persistente por
ciertos genotipos del VPH en el cérvix, que es la parte fibromuscular encargada de
conectar la cavidad uterina con la vagina (Figura 1). Asi, la infeccion persistente por
los VPH tipos 16 o 18, considerados de alto riesgo, favorece el desarrollo de
lesiones precancerosas del cérvix, denominadas neoplasias intraepiteliales
cervicales (CIN), que de no ser tratadas pueden progresar a CaCu (Zhang et al.,
2020). Si la infeccion por VPH de alto riesgo perdura muchos anos, se pueden
llegar a producir cambios en las células del cérvix, debido a la actividad oncogénica
de las proteinas E6 y E7 del VPH provocando la aparicion de lesiones
precancerosas, que si no se detecta y extirpa a tiempo pueden dar lugar al CaCu

(Yim & Park, 2005).

Asimismo, la presencia del microbiota vaginal (MV) proporciona mecanismos
de defensa para mantener un ambiente saludable y prevenir la proliferacién de
microorganismos potencialmente patégenos (Martin, 2012; Kalia et al., 2020; Nufiez
Troconis, 2022; Nufez-Troconis & Molero, 2024). El CaCu se ha asociado con
alteraciones de la MV, en donde la escasez de lactobacilos o de bacilos de
Doéderlein en MV se asocia con la infeccion del VPH y el desarrollo de CaCu (Mitraet
al., 2015; Brusselaers et al., 2019; Curty et al., 2019; H. Wang et al., 2019; Norenhag
et al., 2020). Se ha detectado la presencia de Gardnerella vaginalis, Ureaplasma
urealitycum, Candida albicans, Bacteroides y también diferentes bacterias
anaerobias en la infeccidon por VPH de alto riesgo (McNicol et al., 1994), también

se ha descrito que otro factor de riesgo asociado a la alteracién de la MV es el



cambio del pH acido (pH>4.5), el cual es producto de los lactobacilos y se ha

correlacionado con las lesiones intraepiteliales y el CaCu (Laniewski et al., 2018).

Ademas de la infeccion por VPH, existen otros factores de riesgo
relacionados con la actividad sexual que son determinantes para el aumento de
riesgo de CaCu como la iniciacién de vida sexual a una edad temprana y tener o
haber tenido varias parejas sexuales (S. Zhang et al., 2020). Por otra parte, el
tabaquismo proporciona el doble de probabilidad de desarrollar CaCu debido a que
se ha encontrado subproductos del tabaco en el moco cervical de pacientes con
CaCu (American Cancer Society, 2025). Asimismo, la infeccion con el virus de
inmunodeficiencia humano (VIH) al debilitar el sistema inmunolégico provoca que
no haya una destruccién de células cancerosas y frena el crecimiento celular y
propagaciéon de las mismas, asimismo, pacientes con VIH con etapas de lesiones
precancerosas cervicales tienen mayor probabilidad de progresar a cancer invasivo

de manera mas rapida (S. Zhang et al., 2020).

Por ultimo, el uso de pildoras anticonceptivas y farmacos hormonales son
factores de riesgo para el desarrollo del CaCu donde se ha descrito que el riesgo
relativo aumenta en relacion con el aumento del tiempo del uso del anticonceptivo
oral (Smith Jennifer S et al., 2003). Asimismo, el uso en especifico de
dietilestilbestrol, un estrogeno sintético no esteroideo administrado entre 1938-1971
con el fin de prevenir abortos espontaneos, hace que las hijas, productos de ese
embarazo, sean mas susceptibles a desarrollar adenocarcinoma de cérvix
(American Cancer Society, 2025). Se ha descrito que, a nivel molecular, las

hormonas sexuales pueden favorecer el desarrollo de lesiones precancerosas



cervicales, en parte, a través de incrementar la expresion de oncoproteinas del VPH

(GADDUCCI et al., 2020) (Delvenne et al., 2007).

1.3 ANATOMIA DEL CUELLO UTERINO

El cérvix mide aproximadamente 4 cm de largo y 3 cm de diametro y tiene
una estructura cilindrica compuesta por estroma y epitelio. Este érgano puede
dividirse en ectocérvix y endocérvix de acuerdo con los revestimientos que posee,
y a la unién donde se encuentran ambos epitelios se le llama unién escamocolumnar

(UEC) (Figura 1).

Caracteri: omi del llo uterino

Orrificio interno—
e Conducto
endocervical

Cuello uterino- [ ~Endocérvix
— Ectocérvix

Orificio externo 1‘
'“Vagina

Figura 1. Anatomia del cuello uterino. Representacion anatomica del cérvix que se encuentra
localizado entre el utero y la vagina. El endocérvix se localiza proximalmente al utero, mientras que
el ectocérvix se localiza proximalmente a la vagina. La union entre los dos tipos de epitelios conforma
la unién escamocolumnar. Imagen tomada del Instituto Nacional del Cancer (2023).

Una de las principales funciones del cérvix es actuar como un conducto entre
el utero y la vagina. A través de él pasa la sangre menstrual y algunos otros fluidos
hacia el exterior. Durante la concepciéon, el cérvix facilita el paso de los
espermatozoides hacia el utero. Asimismo, en el trabajo de parto, este tiene la
capacidad de dilatarse y ensancharse para permitir el paso del bebé (Prendiville &

Sankaranarayanan, 2017; Dong et al., 2023). Ademas, este érgano se caracteriza



por producir un moco cervical, que es producido por células caliciformes y/o
secretoras que estan presenten en el canal endocervical cuya funcion principal se
basa en la produccién y liberacién de mucinas (MUC), componente principal del
moco cervical, y que contribuyen a la proteccion, lubricacion y regulacion del paso
de espermatozoides y microorganismos (De Tomasi et al., 2019; lzadifar et al.,
2024). El moco cervical contiene inmunoglobulinas, proteinas plasmaticas, lipidos,
agua, esteroles, glicanos y proteinas tipo MUC (Dong et al., 2023). Respecto a la
composicidon de glicanos, se ha descrito que los glicanos mas abundantes en el
cérvix son glicanos tipo O-glicanos sialilados, N-glicanos sialilados y los
sialofucosilados (lzadifar et al., 2024). Ademas, tanto la estructura y composicion
del moco cervical puede cambiar en funcion de las alteraciones ambientales y de

las alteraciones hormonales (Izadifar et al., 2024).

Anatémicamente, el cérvix se divide en ectocérvix y endocérvix. El ectocérvix,
localizado en la parte externa del cuello uterino, al igual que gran parte de la longitud
vaginal, estan cubiertos por un epitelio escamoso, estratificado y no queratinizante
(Figura 1). A nivel celular este epitelio esta conformado por varias capas de células
planas (Figura 2a). En la capa mas profunda se encuentran células basales
redondeadas, las cuales presentan escaso citoplasma y nucleos grandes bien
diferenciados. Las células basales forman las siguientes capas celulares donde a
través de su division y diferenciacion se transforman en células parabasales.
Progresivamente, gracias a la diferenciacion de las células parabasales y su
maduracion, se da lugar a capas intermedias con forma poligonal donde se puede

observar nucleos pequefios y redondos, donde ademas son ricos en el area



citoplasmatica. Finalmente, una vez maduras las células, estas forman las capas
superficiales con células grandes, orientadas paralelamente a la membrana basal,
nucleos pequenos y citoplasma transparente. Este proceso de maduracion epitelial
esta regulado en gran medida por los estrogenos (Prendiville & Sankaranarayanan,

2017; Devins et al., 2020).

Por otro lado, el endocérvix comprende la parte interna del cuello uterino que
va desde el ectocérvix hasta la cavidad uterina (Figura 1). Esta region esta cubierta
por epitelio columnar o también llamado epitelio glandular (Figura 2b), conformado
por células columnares mucinosas productoras de moco cervical. El endocérvix esta
conformado por una capa unica de células columnares mucinosas que tienen la
caracteristica de tener nucleos densos, ovalados y uniformes cerca de la membrana

basal (Figura 2b) (Prendiville & Sankaranarayanan, 2017; Devins et al., 2020).
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Figura 2. Representacion esquematica e histolégica de los epitelios cervicales. a) Epitelio
escamoso ectocervical; en la parte mas interna, se representan las células basales con nucleo
grande, que progresivamente se diferencian en células mas grandes en la capa intermedia y
terminan diferenciandose en células escamosas en la parte mas apical, en contacto con el lumen del
canal cervical. b) Epitelio columnar del canal endocervical. Imagenes tomadas de Prendiville &
Sankaranarayanan (2017).



Entre el ectocérvix y el endocérvix se localiza la union escamo columnar
(UEC) (Figura 1), la cual marca el limite entre las células columnares del endocérvix
y las células escamosas del ectocérvix. En esta regién ocurre la metaplasia
escamosa que es un proceso de reemplazo celular en donde, ademas la mayoria
de los canceres de cuello uterino se originan, en especial en las células escamosas
de la UEC (Instituto Nacional del Cancer, 2023). Estas particularidades estructurales
y funcionales convierten al cérvix en una zona anatémica susceptible a procesos
infecciosos y/o de transformaciones celulares, en particular la zona UEC (lzadifar et
al., 2024). En este contexto, la infeccion persistente por el VPH en este sitio puede
provocar la aparicién de lesiones precancerosas que progresivamente pueden dar

lugar al CaCu, si las lesiones precursoras no se detectan y tratan a tiempo.

1.4 ESTADIFICACION Y TRATAMIENTOS

Para realizar el diagnodstico de CaCu es importante la determinacion del
grado de avance de la enfermedad y para ello se utiliza la estadificacion clinica
segun el sistema de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO). Para la estadificacion se consideran parametros como el tamano del tumor,
la extension a los ganglios linfaticos, la afectacion de tejidos subyacentes y la
presencia de metastasis a distancia y comprende los Estadios I, II, lll y IV (Bhatla et
al.,, 2021). En la estadificacién, un numero menor indica que existe una menor
propagacion del cancer y un numero mayor indica un cancer avanzado, asi mismo
el uso de letras A/B denotan la diferencia entre el avance de la enfermedad, pero en

el mismo estadio (Bhatla et al., 2021). Asi, en el Estadio | el cancer esta limitado al



cuello uterino mientras que el Estadio |V indica que el cancer se extiende mas alla

de la pelvis y/o afecta a 6rganos distantes (Bhatla et al., 2021).

Ademas, la estadificacion del cancer es relevante para determinar la
estrategia de tratamiento que se necesita (Figura 3). Por excelencia, los
tratamientos ya conocidos incluyen desde una cirugia para la extirpacion del tumor

hasta la quimioterapia para estadios avanzados (Burmeister et al., 2022).

En el caso de que se detecten células anormales por la prueba de
Papanicolau y la presencia de VPH de alto riesgo, se toma una biopsia para su
analisis por los servicios de patologia. En los casos en los cuales se detectan
lesiones precancerosas, como la neoplasia intraepitelial cervical de bajo grado
(CIN1), no se requiere un tratamiento de manera inmediata, por ello, que se opta
por tener un control hacia la observacién y el seguimiento peridédico. En contraste,
cuando se hace la identificacion de lesiones como CIN2 o CIN3, el riesgo de
progresion a cancer es mayor, por lo que se recomienda como tratamiento una
conizaciéon cervical, escision electroquirurgica con asa (LEEP) o crioterapia, en
donde la eleccion del procedimiento va en funcion del tamano de la lesion,

localizacion y el deseo de conservar la fertilidad del paciente (Marth et al., 2017).
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Figura 3. Descripcion de los tratamientos de acuerdo con estadio de la enfermedad de cancer
de cuello uterino. CIN: Neoplasia intraepitelial; FIGO: Federacion Internacional de Ginecologia y
Obstetricia, PLND: diseccién de ganglio linfatico de la pelvis; SNL: biopsia de ganglio linfatico
centinela; TC:tomografia computarizada; CRT: quimioradioterapia; RT: radioterapia. Imagen tomada
y traducida de Burmeister et al. (2022).




Cuando se diagnostica CaCu, el tratamiento terapéutico se establece de
acuerdo con la clasificacion FIGO (Figura 3). En estadios tempranos de la deteccion:
IA1 y IA2, se consideran intervenciones quirdrgicas como la histerectomia simple,
radical o acompanada con una evaluacién ganglionar a través de linfadenectomia
pélvica (PLND) o biopsia del ganglio centinela (SLN). En estadios aun tempranos,
pero con mayor volumen de tumor, como en IB2 o lIA, el tratamiento ademas puede
incluir quimiorradioterapia concomitante (CRT). La eleccidon entre una intervencion
quirurgica o CRT dependera de la extension tumoral, condiciones clinicas del

paciente, asi como del tamario del tumor (Marth et al., 2017; Burmeister et al., 2022).

Cuando la enfermedad alcanza un grado localmente avanzado, como en los
estadios 1IB, IlIB o IVA, se caracteriza por la localizacion del tumor con invasién
parametrial hasta incluso propagarse a los 6rganos adyacentes pélvicos. Como
tratamiento se combina radioterapia dirigida con quimioterapia basada en
compuestos de platino, asi como en algunos casos, se puede considerar la
quimioterapia neoadyuvante que es complementada con radioterapia dependiente
de la respuesta inicial del paciente. En estadios avanzados como IVA, en donde el
tumor ha invadido 6rganos vecinos, el tratamiento sugiere la exenteracion pélvica

que puede ser complementada con quimioterapia (Burmeister et al., 2022).

Finalmente, en casos mas avanzados como los estadios VB, en donde el
tumor se ha propagado a 6rganos distantes o se ha producido una metastasis, el
objetivo del tratamiento es paliativo, en donde se busca mejorar la calidad de vida y

controlar la sintomatologia del paciente. Generalmente se realiza quimioterapia



paliativa en combinacién con un tratamiento de bevacizumab (Burmeister et al.,

2022).

1.5 CLASIFICACION HISTOLOGICA

La estadificacion clinica de CaCu es un factor importante para definir el
avance del tumor y el abordaje terapéutico mas adecuado; sin embargo, la
clasificacion histologica del tumor tiene una participacién fundamental en la toma de
decisiones clinicas (Hohn et al., 2021). De acuerdo con la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), los tumores malignos presentes en el cuello uterino se agrupan en
tres categorias principales de acuerdo con su histologia: los carcinomas de células
escamosas, los adenocarcinomas y otros tumores epiteliales (Jhingran et al., 2003).
El carcinoma de células escamosas (CCE) representa aproximadamente el 70-75%
de los casos de CaCu, los cuales se clasifican en queratinizantes y no
queratinizantes que se diferencian por la presencia de cuerpos de queratina y su
comportamiento bioldgico. Por su parte, los adenocarcinomas (AC) constituyen el
10-25% de los casos y se origina en las células glandulares. Finalmente, el
carcinoma adenoescamoso contiene caracteristicas de CCE y de AC y representan

entre 3-5% de los casos (Jhingran et al., 2003; Gallardo Alvarado et al., 2022).

1.6 CLASIFICACION MOLECULAR

En 2017 la Red de Investigacion del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA)
realizé la clasificacion molecular a partir de 306 muestras de CaCu, se tomaron 155
para la caracterizacion molecular y gendmica en pacientes de Estados Unidos (The
Cancer Genome Atlas Research Network [TCGA], 2017). Asi, se identificaron tres

grupos moleculares principales con caracteristicas distintivas en funcion de la



expresion génica, marcas epigenéticas y alteraciones gendmicas: a) grupo
€scamoso con expresion alta de genes de queratina: b) grupo escamoso con baja
expresion de genes de queratina y ¢) grupo adenocarcinoma (TCGA, 2017). De
estos grupos, es importante mencionar que tumores histolégicamente clasificados
como escamosos, son clasificados como tipo molecular adenocarcinoma por las
caracteristicas moleculares que exhiben. Ademas de esta clasificaciéon, de acuerdo
con su proteoma, los tumores de cérvix se pueden clasificar en los grupos
moleculares: a) Transicion Epitelio Mesénquima (TEM); b) Fosfoinositol-3-kinasa
(PI3K) y c) Hormonal. Este grupo, se caracteriza por la expresion enriquecida del
receptor de estrogeno a (ERa), y del receptor de progesterona y esta constituido
por los tipos histologicos AC y CCE (TCGA, 2017). Estos datos sugieren que este

tipo molecular podria estar respondiendo a la sefalizacion hormonal tipo estrégeno.

2. ESTROGENO

2.1 CARACTERIZACION

El término estroégeno deriva del griego oistros que significa frenesi-en celo y
gennan que se refiere a producir (Fuentes & Silveyra, 2019). Dichas hormonas se
descubrieron a principios del siglo XX cuando a roedores se les inyectaron extractos
ovaricos de bovinos y porcinos donde se identificé que estas hormonas eran
funcionales para inducir el estro o la actividad sexual; sin embargo, fue hasta afios
posteriores donde se llegd a la determinacion sobre el estrogeno y su papel en
la produccién de este por foliculos ovaricos maduros en especimenes hembras
(Fuentes & Silveyra, 2019). Debido a que existe una notable relevancia fisiolégica y

de predominio durante los afios reproductivos, el 173-estradiol es el estrégeno que



se usa para referirse hacia este tipo de hormona esteroidea, el cual, en humanos,
es secretado por células de la granulosa de los foliculos ovaricos y de los cuerpos

luteos principalmente (Hu et al., 2010).

A partir de descubrimientos histéricos, actualmente se entiende que los
estrogenos se sintetizan a partir del colesterol mediante una serie de reacciones en
las células esteroidogénicas del ovario (Hu et al., 2010). Asi, el estrogeno es una
hormona esteroidea y esta estrechamente relacionada con el desarrollo de las
caracteristicas sexuales femeninas y con el funcionamiento de los &rganos
reproductores femeninos. El uso del estrogeno ha sido autorizado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) como
tratamiento para la terapia de reemplazo hormonal (TRH) en la sintomatologia
asociada a la menopausia. De acuerdo con su composicion quimica, los estrégenos
pertenecen a la familia de los esteroides, los cuales poseen una estructura central
que esta compuesta por diecisiete enlaces carbono-carbono agrupados en cuatro
anillos fusionados (Figura 4). Ademas, el estrogeno puede presentarse en forma de
estrona, estradiol, estriol o estetrol que se conocen como esteroides C18 por
contener dieciocho carbonos (C1sH2402). Se distinguen entre si por el numero y tipo
de grupos funcionales presentes en su estructura: la estrona (E1) posee un grupo
cetona en uno de sus extremos y no cuenta con grupos hidroxilo, el estradiol (E2)
contiene un grupo hidroxilo, el estriol (E3) presenta dos grupos hidroxilo y el estetrol
(E4) se caracteriza por la presencia de tres grupos hidroxilo (Figura 4) (Fuentes &

Silveyra, 2019; Delgado & Lopez Ojeda, 2023).
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Figura 4. Representacion de la estructura quimica de los estrégenos endégenos. Estrona (E,);
Estradiol (E;); estriol (Es3); Estetrol (E,). Estas hormonas esteroideas derivadas del colesterol se
diferencian por el nimero y posiciéon de grupos hidroxilo. (Imagen de autoria propia).

2.2 BIOSINTESIS DE ESTROGENOS

El colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL) es uno de los
principales sustratos para que se lleve a cabo la esteroidogénesis. En este proceso,
el colesterol se transforma en hormonas esteroides (Figura 5) como los pregnanos
y progestagenos de 21 carbonos, en androstanos de 19 carbonos y en estranos de
18 carbonos localizados en la corteza suprarrenal, el tejido adiposo y en las gonadas

(Carr et al., 1982).

Los principales sitios de sintesis de estrégenos son los ovarios y en
especifico las células de granulosa donde una de las caracteristicas esenciales de
los ovarios sanos es la sintesis de estrogenos en mujeres en etapa reproductiva
donde se encuentran células tecales y células granulosas (Figura 5) (Fuentes &

Silveyra, 2019). La biosintesis del estrogeno ocurre en varios pasos. En primer



lugar, la hormona liberadora de gonadotropina es la encargada de desencadenar la
secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH)
localizadas en la glandula pituitaria menor. Posterior a esto, las hormonas LH y FSH
hacen que el foliculo ovarico produzca cantidades de estrogeno (Xu et al., 2022).
Durante el crecimiento folicular, se producen andrégenos que se liberan de las
células tecales, los cuales son transportados a las células de la granulosa donde es
metabolizado por la enzima aromatasa CYP19A1 (P450Arom) para su conversion
en estradiol y asi este proceso coordinado asegura la produccion ciclica de

estrégenos durante la fase folicular del ciclo menstrual (Cui et al., 2013).
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Figura 5. Biosintesis de estrogeno. a) Foliculogénesis. Representacion del proceso de crecimiento
del foliculo ovarico hasta la ovulacion. Las células que participan en este proceso son las células de
la granulosa que rodean al ovocito y juegan un papel importante en el desarrollo y maduracion de
este y las células de la teca que se localizan en la capa externa del foliculo. b) Sintesis de estrégeno
en el ovario. El proceso de produccion de estrdgenos comienza con la conversion del colesterol en
pregnenolona, gracias a la enzima P450scc. Posteriormente, la pregnenolona se transforma en
progesterona tanto en las células de la teca como en las de la granulosa. Durante la fase folicular,
las células de la teca convierten la progesterona en androgenos mediante las enzimas P45017a y
17B-HSD. Finalmente, los andrégenos formados cruzan la membrana basal hacia las células de la
granulosa donde la enzima aromatasa convierte los androgenos en estradiol. Imagen tomada de Cui
et al. (2013).




2.3 RECEPTORES ESTROGENICOS

Una vez sintetizados, los estrégenos son secretados y ejercen sus funciones
biolégicas mediante su union a receptores especificos. ElI descubrimiento del
receptor de estrogeno (ER) fue en el ano 1958 por Elwood Jensen quién demostrd
que tejidos reproductivos femeninos pueden captar estrégeno uniéndose a
proteinas. Aflos mas tarde, en 1985 se cloné el gen que codifica para el ER humano
alpha (ERa) haciendo uso de la linea celular MCF-7 proveniente de cancer de mama
y diez afios mas tarde se describié el segundo receptor de estrogeno beta (ERp)

por Jan-Ake Gustafsson (Fuentes & Silveyra, 2019; Chen et al., 2022).

En los ultimos afos, se identificé un tercero, el receptor de estrégeno
acoplado a proteina G (GPR30) debido a que se demostré que E2 induce vias de
senalizacion celulares a través de GPR30 en células de cancer de mama que
carecen de receptores alpha de estrogeno pero que expresan GPR30 (Maggiolini et
al., 2004). Tiempo después, se refutd esta investigacion con datos experimentales
que indicaron la existencia de una union directa a GPR30 por E2 que sugiere un

papel como receptor de estrégeno unido a la membrana (Thomas et al., 2005).

Con respecto a los ERa y ER[3, ambos son receptores a estrogeno con alta
homologia y son parte de la familia de receptores nucleares de hormonas de
reguladores de transcripciéon (NHR) (Fuentes & Silveyra, 2019). Estos tipos de
receptores son factores de transcripcion activados por ligando, asi, en presencia de
estrogeno, los NHR se acumulan en el nucleo para modular la expresion de sus
genes diana (Ortega-Dominguez et al., 2015). Especificamente, el ERa consta de

595 aminoacidos y tiene una masa molecular de 67 kDa, mientras que el ER[3 es de



530 aminoacidos de longitud y tiene una masa molecular de 59 kDa (Fuentes &
Silveyra, 2019). Estos receptores estan codificados por dos genes distintos; sin
embargo, se pueden expresar en el mismo tejido. El gen que codifica para el ERa
humano (ESR1) abarca 300kb, tiene 8 exones y se ubica en la posicién g24-g27 del
cromosoma 6, mientras que el gen ESR2 que codifica para el ER[ esta formado por
254 kb y ocho exones y esta ubicado en la posicion q22-24 del cromosoma 14

(Yasar et al., 2017).

Los ER tienen caracteristicas estructurales similares; sin embargo, difieren
principalmente en el dominio amino terminal, donde en ERB es mas corto en
comparacion de ERa (Figura 6). Los ER constan de seis dominios A/B, C, Dy E/F
que se localizan en ambas estructuras de longitud del receptor (Figura 6). El dominio
A/B corresponde al dominio amino-terminal (NTD) y participa en la interaccién del
ligando con los factores de transcripcion; dentro de esta region se localiza la funcién
de activaciéon (AF-1), que tiene la capacidad de activar la transcripcion de genes de
manera independiente del ligando. EI dominio C corresponde al dominio de unién al
ADN (DBD, por sus siglas en inglés), este dominio esta formado por dos dedos de
zinc, cada uno coordinado a cuatro residuos de cisteina, que estabilizan la
estructura y permiten la interaccion con los elementos de respuesta a estrogeno
(EREs, localizados en la secuencia de ADN) y median la dimerizacién del receptor;
el dominio C es altamente conservado estructuralmente. El dominio D cumple una
funcién de bisagra, conecta el DBD con el dominio de unién al ligando (LBD) este
dominio cuenta con un segmento de aminoacidos que son reconocidos por

proteinas transportadoras (NIF), que, gracias a su reconocimiento, pueden



interactuar con los componentes del complejo de poro. Gracias a esto, el complejo
hormona-receptor puede ser transportado hacia el interior del nucleo, a esa
secuencia de aminoacidos se le ha denominado como secuencia de localizacidon
nuclear (NLS). EI dominio E/F corresponde a la region carboxiterminal, en el dominio
E, se encuentra la region de aminoacidos (LBD) la cual permite la unién de la
hormona en una forma estéreo-especifica al receptor, la secuencia LBD tiene
funciones especificas como la unién del ligando y la interaccion con proteinas.
Ademas, en este dominio se pueden unir proteinas que inducen una variacion
estructural del complejo, es especial las proteinas de choque térmico (HSP), cuya
funcion es estabilizar el receptor que se encuentra en espera del ligando.
Adicionalmente el dominio E/F contiene la funcion de activacion 2 (AF-2) la cual es
dependiente del ligando y es activada tras su unién al receptor permitiendo asi que
exista el reclutamiento de coactivadores (Aguilar Setién et al., 2005; Fuentes &

Silveyra, 2019).

NTD/AF-1  DBD hinge LBD/ AF-2
Era NH,-| A/B | ¢ |p] EIF |-COOH 67kDa
1 180 263 302 595
NTD/ AF-1  DBD hinge LBD/ AF-2
Er NH,-[ AB | C_|D] EIF -COOH 59KDa
1 144 227 255 530

Figura 6. Representacién grafica de la organizacién estructural de los receptores nucleares
de estrogeno. Los receptores de estrégeno ERa y ERB contienen seis dominios estructurales y
funcionales: dominio A/B (NTD), funcion de activacion 1 (AF1); dominio C (DBD); dominio D y dominio
E/F. Imagen tomada de Fuentes y Silveyra (2019).



Cuando los estrégenos se unen a sus receptores, no solo activan su funcion
bioldgica, sino que también inician una serie de mecanismos de sefalizacion dentro
de la célula que participan en la regulacién de diversos procesos tanto fisiologicos

como patolégicos (Locia Espinoza et al., 2013).

2.4 SENALIZACION ESTROGENICA

Los receptores de estrégeno son capaces de desplazarse entre el citoplasma
y el nucleo, asi mismo, se requieren de diferentes vias para dirigirse al ER nuclear
o ER citoplasmatico (Figura 7). Si bien, se ha descrito que por excelencia las vias
de sefalizacion estrogénicas dependen de los ER, existen también mecanismos de
sefalizacion que son independientes (Khan et al., 2022). Ademas, se pueden
encontrar mecanismos interrelacionados que son dependientes de ER, clasificados
como gendémicos a aquellos en donde existe la migracion de los complejos
estrogeno-receptor al nucleo celular y este tiene una interaccidon directa con la
cromatina, por otro lado, los eventos no gendmicos son aquellos que tienen una
regulacion indirecta de la expresion de genes mediante diferentes eventos de

sefalizacion intracelular (Cui et al., 2013; Fuentes & Silveyra, 2019).
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Figura 7. Vias de sefalizacion estrogénicas genémicas y no gendémicas. a) Senalizacion
gendmica directa, se realiza la expresion génica mediante la union del complejo estrégeno-receptor
directamente en las secuencias EREs localizada en las regiones promotoras de sus genes blanco;
b) Sefalizacién gendmica indirecta, el receptor unido a la membrana plasmatica desencadena la
activacion de proteinas y la liberacién de segundos mensajeros que fosforilan a los factores de
transcripcion en el nucleo y que gracias a su modificacion activan o reprimen la expresion génica; c)
Sefializacion independiente del ER; d) Sefializacion independiente del estrégeno, causa la activacion
del receptor y la trascripcidon génica de genes diana a través de la fosforilacion de ER o sus
correguladores que estén asociados. E: estrégeno; ERE: elemento de respuesta a estrégeno; ER:
receptor de estrogeno; HSP: proteina de choque térmico; IGFR: receptor del factor de crecimiento
similar a la insulina; EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico. Imagen tomada de Fuentes
& Silveyra (2019).

2.4.1 SENALIZACION ESTROGENICA GENOMICA DIRECTA

La sefalizacion estrogénica gendmica directa corresponde al mecanismo
clasico mejor caracterizado (Figura 7a). Esta via estrogénica se activa cuando el
estrogeno ingresa a la célula a través de la membrana lipidica, donde se une a su
receptor estrogénico, ya sea ERa o ERpB, que en estado inactivo se encuentran
acoplados a proteinas HSP. La unidn del estrogeno al receptor induce un cambio
conformacional que provoca la liberacién de la HSP y la activacién del receptor

(Klinge, 2001; Vrtacnik et al., 2014; Fuentes & Silveyra, 2019). Una vez conformado



el complejo estrégeno-receptor, el receptor se transloca al nucleo y sufre
dimerizacion, donde posteriormente se hace la unidn a los elementos de respuesta
a estrogeno (ERESs), localizadas en las regiones promotoras o cercanas a los genes
diana (Figura 7a) (Klinge, 2001). En este proceso, los receptores nucleares ejercen
un papel fundamental como factores de transcripcion que son activados por su
ligando, es decir, el estrogeno. También, esta unidbn desencadena la aparicion de
correguladores en donde se ve alterada la estructura de la cromatina y asi se facilita
el reclutamiento de los factores transcripcionales y su maquinaria participante de la
ARN polimerasa Il, por lo tanto, este complejo actua como activador de la

transcripcion que, ademas promueve la expresion de genes (Lodish et al., 2004).

2.4.2 SENALIZACION ESTROGENICA GENOMICA INDIRECTA

A pesar de que la sefalizacion estrogénica directa es la mas descrita,
también se ha demostrado que la transcripcién de genes que no contienen EREs
en sus regiones promotoras puede ser reguladas por estradiol, sin que exista la
unioén directa de los receptores al ADN (Bjornstrom & Sjoberg, 2005; Fuentes &
Silveyra, 2019). La sefalizacién estrogénica gendmica indirecta inicia en la
membrana o citoplasma y se basa en la activacion de la expresién génica por parte
de los ER de membrana, los cuales no se unen directamente al ADN (Figura 7b).
En su lugar, los complejos estrogeno-receptor actuan mediante las interacciones
proteina-proteina con otros factores de transcripcién, los cuales si se unen a sus
correspondientes elementos de respuesta. De tal forma que, esta accion permite la

activacion o represion de la transcripcion génica de genes diana, regulando asi



multiples funciones celulares (Bjornstrom & Sjoberg, 2005; Vrtacnik et al., 2014;

Fuentes & Silveyra, 2019).

2.4.3 VIA INDEPENDIENTE DEL RECEPTOR DE ESTROGENO

En la via independiente de ER, el estrégeno no se une a dicho receptor; en
su lugar, puede regular actividades enzimaticas o proteger contra dafios celulares
interactuando con los receptores nucleares de hormonas esteroides no sexuales
(Figura 7c) (Cui et al., 2013). De la misma forma existe evidencia que respaldan
esta via, como las reportadas por Cui et al. (2013) donde enlistan las diversas
acciones bioldgicas del estrogeno, incluyendo su efecto antioxidante, el cual se
asocia con el anillo A fendlico de su estructura. También es capaz de suprimir el

estrés oxidativo inducido por prooxidantes, entre otros efectos relevantes.

2.4.4 VIA INDEPENDIENTE DEL ESTROGENO

La via independiente del estrégeno ha sido descrita como una forma
alternativa de activacion del ER, en la cual no es necesaria la union directa del
ligando. Esta activacion esta mediada por la fosforilacién del receptor a través de
proteinas quinasas celulares, asi como la fosforilacion de residuos especificos como
serina y tirosina de los propios receptores de proteinas asociadas, incluyendo
correguladores (Figura 7d) (Cui et al., 2013). Asi mismo, esta via puede ser inducida
por diversos factores extracelulares, como neurotransmisores, factores de
crecimiento o activadores de vias de senalizacion intracelular particulares, que
convergen en la activacion del ER y asi modulan la transcripcion de genes (Fuentes

& Silveyra, 2019).



El conocimiento de la sefalizacién estrogénica y sus vias de activacion son
un paso clave para el entendimiento de como esta hormona puede influir en la

regulacién de genes diana.

2.4.5 FOXP1Y PGR COMO GENES DIANA DE LA SENALIZACION
ESTROGENICA

La senalizacion estrogénica es punto clave para el control de procesos
fisiolégicos distintos, esto lo hace mediante la regulacion directa o indirecta de la
transcripcion de genes diana (VrtaCnik et al., 2014). Entre estos genes, destacan
Forkhead Box P1 (FOXP1) y el receptor de progesterona (PGR), ambos genes
modulados por la sefalizacidn estrogénica y estan estrechamente vinculados con
procesos como la proliferacidon celular, diferenciacion y respuestas inflamatorias

(Shigekawa et al., 2011; Fuentes & Silveyra, 2019).

FOXP1 es un factor de transcripcion de la familia forkhead (FOX) cuya
expresion ha estado asociada con cancer de mama, asi como otros tipos de cancer.
En lineas celulares de cancer de mama ERa*, FOXP1 fue identificado como un gen
cuya expresion de ARNm fue aumentada tras la estimulacion estrogénica. La
sobreexpresiéon de FOXP1 da como resultado la proliferacion celular y la
transcripcion dependiente de EREs. Clinicamente, la expresion de la proteina
FOXP1 con localizacién nuclear se correlaciona con la expresion de ERa y con la
de PGR y con una mejor supervivencia en cancer de mama tratado con tamoxifeno

(Shigekawa et al., 2011).

Por otro lado, el gen PGR ha sido identificado como un gen diana principal

regulado por ER en estudios de gendmica en lineas celulares de cancer de mama



ERa*. EIARNm del gen se sobreexpresa tras la exposicion a estradiol, ademas, su
region reguladora contiene ERES, lo que sugiere un reclutamiento de forma directa

del receptor a la regidn reguladora del ADN (Lin et al., 2004).

Asi, la regulacion de genes diana como FOXP1 y PGR pone en evidencia la
capacidad del estrégeno para modular la expresion génica. Estas modulaciones
pueden conducir a cambios como la proliferacién, diferenciacion y ser un punto
clave para un mejor diagnostico en el paciente (Shigekawa et al., 2011; Chen Siru
et al., 2023). En este sentido, comprender como la senalizacién estrogénica impacta
en la modificacion de la expresion génica es esencial para el estudio de sus efectos

biolégicos y su posible aprovechamiento médico.

2.5 MODIFICACIONES EPIGENETICAS MEDIADAS POR ESTROGENO

2.5.1 METILACION Y DESMETILACION DEL ADN POR ESTROGENO

La activacion del ERa por estradiol puede reclutar enzimas ADN
metiltransferasas (DNMTs) y promover metilacién en islas CpG de ciertos genes.
Las DNMTs se encargan de transferir un grupo metilo de la S-adenil metionina
(SAM) al carbono 5 de la citosina para formar 5-metilcitosina (5mC) en islas CpG.
En particular, el estrégeno puede activar indirectamente la funcion de la DNMT3b,
una metiltransferasa de novo que es capaz de establecer nuevos patrones de
metilaciéon en el ADN que no ha sido modificado, ademas, se ha reportado que
estradiol es capaz de alterar la expresion de ARNm y proteina de DNMT3b (Figura
8) (Kovacs et al., 2020). Para iniciar la metilacién, una vez que el ERa se une a sus

EREs, el receptor recluta a correguladores, como el represor de la actividad



estrogénica (REA), la proteina de interaccion con el receptor nuclear (NRIP1) y
factores asociados a la metastasis (MTA1, MTA3). Una vez que estos se han
reclutado, el complejo proteico reune a correpresores adicionales como el complejo
polycomb 2 (PRC2), la cual contiene a su parte enzimatica conocida como el
potenciador del homdlogo zeste 2 (EZH2) y la histona desacetilasa (HDAC1) que
son los encargados de desacetilar las marcas de histonas activadoras y adicional a
esto, colocar un grupo metilo represor en los residuos de lisina de la histona en los
nucleosomas del promotor (Gurevich et al., 2007; Kovacs et al.,, 2020).
Posteriormente, estradiol tiene la capacidad de inducir la expresion del gen EZH?2 el
cual, en conjunto con el complejo, activan la DNMT3. La activacién del complejo de
la DNMT no es suficiente, adicional a esto se necesita la metilacion de las histonas,
asi como la remodelacién de la cromatina para asi poder bloquear la transcripcién
geénica (Kovacs et al., 2020).

La interaccion entre el receptor, correpresores y los distintos complejos
proteicos son los que conducen a la metilacion de los sitios CpG dentro de los EREs
con el fin de silenciar genes especificos en ausencia del ligando o en condiciones

de sefalizacion aberrante (Wiley & Haraldsen, 2014; Kovacs et al., 2020).
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Figura 8. Proceso de metilacion del ADN por estrégeno. Una vez que las secuencias EREs se
encuentran unidas al ERa; a) El receptor reine a HDAC, PRC2 y al potenciador de homoélogo zeste
(EZH2), que es la parte enzimatica de PCR2; b) La HDAC elimina a los grupos acetilo de H3K27 y
EZH2 coloca a tres grupos metilo (3Me) en H3K27; c) La DNMT3b reconoce la H3K27 metilada y
metila la citocina en la posiciéon 5 del carbono de la isla CpG. H3K27; residuo de lisina 27 de la
histona 3; DNMT3b; ADN metiltransferasa 3b. Imagen tomada de Kovacs et al. (2020).

Por el contrario, el estrégeno puede promover la desmetilacién activa, pasiva
0 en combinacién. La mas reportada es la desmetilacién activa de dos maneras
diferentes (Figura 9). La primera se realiza por medio de la oxidacién de un residuo
de metil citosina (5mC) a la hidroxilacion de un residuo de citosina metilado (5hmC)
mediada por enzimas de translocacién diez-once (TETs: TET1-TET3). Una vez
oxidado 5mC, se reoxida a 5-formil.citosina (5fmC) y posterior a este a 5-carboxil
citosina (5caC) (Figura 9A) (Melamed et al., 2018; Kovacs et al., 2020). La segunda
forma de desmetilacién activa es por medio de la desaminaciéon de 5mC que es
mediada por la enzima de edicion del ARNm de Ila citidina
desaminasa/apolipoproteina B inducida por activacion (AID/APOBEC) para asi
formar 5-hidroximetil-uracilo (5hmU) (Figura 9B) (Prochnow et al., 2007; Vasudevan

et al., 2013; Kovacs et al., 2020).

Tanto las modificaciones mediadas por TET y las mediadas por AID/APOBEC
son reconocidas y son reparadas por el complejo de escisidon de bases (BER), cuya

funcion se basa en reemplazar los residuos de citosina modificados por una citosina



sin modificacién quimica (Bayraktar & Kreutz, 2018). Ademas, el complejo timina
ADN glicosilasa (TDG) es esencial para el paso final de la desmetilacién activa
debido a que la enzima de TDG elimina la timina modificada, 5hmU, 5fmC vy los
reemplaza por citosinas para asi promover la expresion génica a traveés del proceso

de desmetilacién. (He et al., 2011; Kohli & Zhang, 2013; Kovacs et al., 2020).

Figura 9. Proceso de desmetilacion del ADN por estrégeno. a) Una vez que el ERa se encuentra
unido a las secuencias EREs, el receptor recluta a TET2, que es el encargado de hidroxilar al residuo
5mC y convertirlo en una hidroximetilcitosina (5hmC) y a TDG que es el encargado de reemplazar a
5hmC con una citosina sin modificacién quimica; b) TDG reemplaza el uracilo con una citosina que
no posee modificacion quimica. ERa:receptor de estrégeno alpha;ERE:elementos de respuesta a
estrégeno; TET2:translocasa diez-once 2;TDG:timina-ADN glicosilasa ;5hmC: hidroxilacion de un
residuo de citosina metilado;5mC: residuo de citosina metilada; AID/APOBEC:enzima de edicién de
ARNm de la citidina desaminasa/apoliproteina B inducida por activacion. Imagen tomada de Kovacs
et al. (2020).

2.5.2 MODIFICACION POSTRADUCCIONAL DE HISTONAS POR
ESTROGENO

La acetilacion y metilacion de histonas son los dos mecanismos
postraduccionales mas comunes que permiten que aumente o reduzca la expresion

génica (Wiley & Haraldsen, 2014).



La acetilacion de histonas ocurre usualmente en los residuos de lisina y
funciona como sefal de activacién de la transcripcion. Este proceso inicia cuando
ERa recluta acetilasas de histonas y junto con la familia de proteinas de unién a los
EREs a AMPc Yy los coactivadores del receptor de esteroides p160. En la acetilacion,
un grupo acetilo de acetil-CoA se coloca en una histona. Por otro lado, la metilaciéon
de histonas esta asociada con la represion o activacion de la transcripcion de genes,
que como su nombre lo dice, se basa en la adicion de un grupo metilo en la histona

(Kovacs et al., 2020).

Estos mecanismos mediados por el receptor de estrogeno reflejan la
capacidad de la hormona para modular de forma precisa la expresion génica
mediante modificaciones epigenéticas. En el caso del cérvix, la exposicion
sostenida a estrégenos y la activacion de ERa pueden contribuir a alteraciones
epigenéticas en los genes que favorezcan la progresion de lesiones cervicales

(Wiley & Haraldsen, 2014).

2.6 SENALIZACION ESTROGENICA EN CERVIX, CANCER Y CANCER DE
CERVIX

Los receptores estrogénicos estan presentes comunmente en el epitelio
cervical, en particular se expresan en células del ectocérvix y del endocérvix
mediando los efectos transcripcionales tras la union con su ligando. A través de la
sefalizacion estrogeénica, el ligando participa en la produccién del moco cervical, la
regeneracion del epitelio en eventos de inflamacidén o infeccion, asi como en la

regulacioén del ciclo celular (Mustafa & Elhanbaly, 2020).



En la region UEC la senalizacion estrogénica contribuye a mantener la
homeostasis del epitelio, pero, su disrupcion puede favorecer procesos de
transformaciéon neoplasica en especial cuando ya estan presentes factores de
riesgo como la infeccion persistente de VPH (Chung et al., 2010; Prendiville &

Sankaranarayanan, 2017; Mustafa & Elhanbaly, 2020).

En CaCu, la funcion del estrégeno parece depender de una compleja
interaccion entre los tipos de receptores a estrégeno, en donde ERa inhibe la
actividad oncogénica de las proteinas virales de VPH, mientras que el tipo ERa-36
estimula su actividad; en contraste la estimulacion de los receptores de membrana
acoplados a proteinas G inhibe el crecimiento celular a través de inhibir la expresion

de ciclina D1 (Z. Xu et al., 2021; Rani et al., 2025).

Ademas, de su impacto en la regulacion del ciclo celular y en la interaccion
con proteinas virales, la sefializacidon estrogénica también influye en la expresion de
genes que codifican para enzimas implicadas en la glicosilacién, lo cual sugiere que
las hormonas esteroideas podrian modular indirectamente la composicion y
estructura de los glicanos de superficie mediante la regulacién transcripcional de

glicosiltransferasas (Z. Xu et al., 2021).

3. GLICOSILACION

A nivel molecular, el cancer de cérvix sufre expresién alterada de glicanos,
asi como de proteinas y enzimas que participan en la sintesis de dichos glicanos.
Los glicanos son una estructura completa de monosacaridos como la fucosa (Fuc),

la galactosa (Gal), la glucosa (Glc) la N-acetilglucosamina (GIcNAc), la manosa



(Man), el acido sialico, entre otros, y estan conectados por enlaces glicésidos (Z. Xu
et al., 2021). Estos glicanos se encuentran unidos a otras moléculas tales como las
proteinas y lipidos en donde desempenan funciones biolégicas importantes tales
como contribuciones estructurales en paredes celulares, matrices extracelulares,
plegamiento y funcion de proteinas, también funge como fuentes de carbono para
almacenamiento y como portadores de informacion, es decir, patrones moleculares
pueden ser reconocidos por proteinas de unién a glicanos (Z. Xu et al., 2021; Hartig

et al., 2024).

Una gran parte de los glicanos se localizan en la superficie externa de las
células, la transferencia de estos monosacaridos implica la formacién de estructuras
mas complejas a través de la glicosilacion que ocurre dentro de la célula
principalmente en el reticulo endoplasmatico (RE) y en el aparato de Golgi,
especialmente en los compartimentos cis, medial y trans del Golgi (Reily et al.,

2019).

El proceso de glicosilacién inicia con la transferencia de glicanos en el RE y
se continla en el aparato de Golgi; durante este proceso diversas
glicosiltransferasas (GT) y glicosidasas participan en la sintesis y maduracion del
glicano. Asi, los diferentes monosacaridos se unen coordinadamente en el espacio
y tiempo para constituir estructuras de glicanos tridimensionales, es decir, se forman
patrones oligoméricos y ramificados que poseen configuraciones estereoquimicas

de tipo a y B para formar estructuras unicas (Reily et al., 2019; M. He et al., 2024).



3.1 CLASIFICACION ESTRUCTURAL DE LOS GLICANOS

Se le llaman glicoconjugados a aquellos que se forman con la adicion de los
monosacaridos a las proteinas y lipidos. En proteinas, la glicosilacion mas comun
consiste en la adicion de N-glicanos con enlaces de asparagina (Asn), la O-
glicosilacion con enlace de serina (Ser) y treonina (Thr), glicanos fosforilados,
glicosaminoglicanos y anclajes de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Por otro lado, en
lipidos la glicosilacion incluye a los glicoesfingolipidos (GSL) (Figura 10). Entre estos
tipos estructurales, la N-glicosilacion y la O-glicosilacion son las mas comunmente
estudiada y, ademas, su desregulacion esta relacionada con la patogénesis y

progresion de diversas enfermedades (Reily et al., 2019; Z. Xu et al., 2021; M. He

et al., 2024).
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Figura 10. Clasificacion estructural de glicoproteinas. Las principales clases de glicoproteinas
consisten en: N-glicanos que pueden ser altos en manosa, complejos o hibridos que estan unidos
covalentemente a residuos de asparagina, O-glicanos unidos a Ser/Thr, las glicoproteinas ancladas
a glicosilfosfatidilinositol (GPI) que se conectan a un fosfatidilinositol, glicosaminoglicanos y los
glicoesfingolipidos. Imagen tomada y traducida de He et al. (2024).



La N-glicosilacion hace referencia a la unién de N-acetilglucosamina
(GIcNAc) al atomo de Nitrégeno de los residuos de Asn en el RE mediante un enlace
B-1N. Este tipo de glicosilacion se puede clasificar en tres subtipos que poseen un
nucleo de GIcNAc y manosa (Man) pero que son diferenciados por la ramificacion
de su cadena lateral en complejos, hibridos y altos en manosa (Figura 10), esta
diferenciacion se debe a adiciones como la galactosilacién, GINAcilacion, sialilacion
y la fucosilacion. La N-glicosilacion ocurre generalmente en el RE y el aparato de

Golgi (Reily et al., 2019; Z. Xu et al., 2021; M. He et al., 2024).

La O-glicosilacion se basa en la uniéon de un oxigeno de los glicanos a
residuos de Ser o Thr continuando con una adicion gradual de monosacaridos, este
proceso ocurre en el nucleo y el citoplasma de la célula. Existen diversos subtipos;
sin embargo, son solo dos los mas comunes: la O-acetilgalactosamina (O-GalNAc)

y la O-acetilglucosamina (O-GIcNAc) (Reily et al., 2019).

Entre las modificaciones terminales mas relevantes de los N y O glicanos se
encuentra la sialilacion en donde se ha visto que cambios en los residuos de acido
sialico y de fucosa se hacen presentes en una etapa temprana de CaCu (Z. Xu et

al., 2021).

4. SIALILACION

La sialilacion es un tipo de glicosilacion en donde se adiciona acido sialico a
los residuos terminales de glicoproteinas o de oligosacaridos. El acido sialico (Sia)
estd conformado por nueve carbonos que, ademas posee un grupo funcional

cetoacido el cual ya en conjunto posee una carga negativa a un pH fisiolégico (Varki



et al., 2009). A lo largo del tiempo, se han descubierto diversas especies de acido
sialico en donde destaca el acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac), el acido N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc), el acido desaminoneuraminico (Kdn) asi como
derivados de estos, sin embargo, Neu5Ac y Neu5Gc son los acidos sialicos mas

predominantes en mamiferos (Figura 11) (Zhu et al., 2024; Wang et al., 2025).
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Figura 11. Representaciéon quimica de los acidos sidlicos mas abundantes en mamiferos.
Estructuras quimicas del acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) y del acido N-glicoliineuraminico
(Neu5Gc), los dos tipos de acido sialico mas comunes en vertebrados. Ambos derivados de la
neuramina se diferencian por el grupo N-acetilo (Neu5Ac) o N-glicolilo (Neu5Gc) en la posicion 5.
Imagen de autoria propia.



En mamiferos, los acidos sialicos se encuentran de forma individual o como
cadenas de acido polisialico (PSA) en N-glicanos y O-glicanos. El proceso de
sialilacion ocurre a través de enlaces 02,3 y 02,6 a unidades tanto de galactosa
(Gal) como de N-acetilgalactosamina (GalNac) de los glicanos (Zhu et al., 2024). En
cuanto a su funcion, los acidos sialicos participan en la adhesién y comunicaciéon
celular, la respuesta inmunoldgica, la interaccién con patdégenos y el desarrollo

neural y se han descrito como potenciales biomarcadores y blancos terapéuticos

para el cancer (Figura 12).
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Figura 12. Importancia del acido siadlico a nivel biolégico y biotecnolégico. El acido sialico
participa en funciones importantes como el desarrollo del sistema nervioso, la comunicacion entre
células, la respuesta del sistema inmune y la interacciéon con virus. En biotecnologia, se usa para
mejorar tratamientos médicos, aumentar el tiempo de accién de los farmacos, disefar terapias contra
el cancer y crear mejores biomarcadores. Imagen tomada de Zapata et al. (2023).



4.1 SINTESIS DEL ACIDO SIALICO

En procesos fisiopatolégicos como el cancer, el acido sialico participa en la
progresion tumoral, y por ello es de suma importancia comprender las rutas de
biosintesis y su regulacion a nivel intracelular. La sintesis de acido sialico ocurre
principalmente en el citoplasma, a partir de la conversion de glucosa por la via de la
glucdlisis a fructosa-6-fosfato para la obtencion de UDP-N-acetilglucosamina (UDP-
GIcNAc) y culminar con la activacion del Neu5Ac para incorporarlo a los

glicoconjugados (Figura 12) (Zhu et al., 2024).
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Figura 13. Ruta de biosintesis del acido sialico y sialilacion de glicoproteinas. Biosintesis del
acido sialico a partir de glucosa, destacando las principales enzimas implicadas y su incorporacion
en glicoconjugados por sialiltransferasas localizadas en el aparato de Golgi. Sia: acido sialico; GNE:
UDP-N-acetilglucosamina2-epimerasa/N-acetiimanosamina quinasa; NANP: N-acetilneuraminato-9-
fosfato fosfatasa; NANS:N-acetiineuraminato sintasa; CMAS: CMP-sialato sintetasa; NEU 1-4:
Neuraminidasa; ST3GAL1-6: Sialiltransferasa que anade Sia en enlace 02,3 a galactosa; ST6GAL1-
2: Sialiltransferasa que anade Sia en enlace 02,6 a galactosa; S6TGALNAC1-6: Sialiltransferasa que
afiade Sia en enlace 02,6 a N-acetilgalactosamina; ST8SIA1-6: Sialiltransferasa que afiade Sia en
enlace 02,8 a otro Sia; B4GALNT1:Beta-1,4-Nacetilgalactosaminiltransferasa 1; UDP-GIcNAc:
Uridina  difosfato-N-acetilglucosamina; ManNAc: N-acetiimannosamina; ManNAc-6P:  N-
acetilmannosamina-6-fosfato; Neu5Ac-9P: N-acetifineuraminico-9-fosfato; Neu5Ac: acido sialico;
CMP-Neu5Ac: Citidina monofosfato-N-acetilneuraminico; EGFR: receptor del factor de crecimiento
epidérmico; GM3/GD3/GD2: Gangliésidos mono-y disialilados. Imagen tomada, adaptada y traducida
de Filipsky & Laubli (2024).

La biosintesis de Sia inicia cuando la glucosa citosdlica se convierte en UDP-
GlcNac a través de varios pasos en la via glucolitica, el UDP-GIcNAc sirve como
precursor para la formacion de N-acetilmanosamina (ManNAc) que esta a cargo de

la enzima bifuncional GNE, que posee actividades de UDP-GIcNAc 2-epimerasa y



de ManNAc quinasa (Figura 13). La enzima UDP-N-acetilglucosamina 2-epimerasa/
N-acetiimannosamina quinasa (GNE) es la encargada de transformar UDP-GIcNAc
en ManNAc y, de manera consecutiva se fosforila para generar ManNAc-6-P.
Posteriormente, el producto se condensa con fosfoenolpiruvato (PEP) y da lugar a
Neu5Ac-9-P, el cual es desfosforilado para formar el acido N-acetilneuraminico libre.
Posteriormente, el Neu5Ac es transportado al nucleo en donde la CMP-Neu5Ac
sintasa (CMAS) cataliza su activacion mediante la formacion de CMP-Neu5Ac con
el uso de citidina trifosfato (CTP) como fuente de energia. Para finalizar, el CMP-
Neub5Ac es transportado al aparato de Golgi en donde el acido sialico se dona para
las reacciones de sialilacion; las enzimas sialiltransferasas son las encargadas de
incorporar el acido sialico tanto a las proteinas como a los lipidos (Figura 12)
(Galeano et al., 2007; Carrillo et al., 2018). Esta modificacion confiere a los
glicoconjugados ciertas propiedades fisicoquimicas y les permite participar en el
reconocimiento y la sefalizacion celular. En cancer, estas modificaciones que no
solo son estructurales, sino que son capaces de alterar las interacciones celulares,

pueden favorecer la progresion tumoral (Zhu et al., 2024).

4.2 SIALILTRANSFERASAS

Las sialiltransferasas son las enzimas encargadas de catalizar la
transferencia de residuos de Sia hacia glicoproteinas o glicolipidos en terminaciones
con galactosa (Gal), N-acetilgalactosamina (GalNAc) o algun otro residuo de Sia (Li
& Chen, 2012). En mamiferos, los acidos sialicos se encuentran en las posiciones
no reductoras de las cadenas de los glicoconjugados que estan unidos en enlaces

02,3 0 a2,6 a residuos de B-D-galactopiranosil (Gal) o 02,6 a residuos de B-D-



acetilgalactosaminilo (GalNAc) o B-D-galactopiranosil (Gal) (Harduin-Lepers et al.,
2001; Li & Chen, 2012). Sin embargo, los Sia se encuentran también unidos en
enlaces 02,8 reportados en gangliésidos y en el acido polisialico (PSA) (Li & Chen,
2012; Zhu et al., 2024).

Se han reportado alrededor de veinte sialiltransferasas (ST) en mamiferos,
aunque enzimas homologas, también se han identificado en otros eucariotas (Petit
et al., 2018). Estas enzimas pertenecen a la familia glicosiltransferasa 29 (CAZy
GT29), que, ademas, debido a su diversidad se han clasificado en cuatro grupos
segun el tipo de enlace formado, asi como de la naturaleza del aceptor del
monosacarido. Esta clasificacion incluye a las seis [(-galactésido a2,3-
sialiltransferasa (ST3Gal I-VI), a dos B-galactésido a2,6-sialiltransferasa (ST6Gal |-
II), seis GalNAc a2,6-sialiltransferasas (ST6GalNAc I-V) y, por ultimo, seis a2,8-
sialiltransferasas (ST8Sia-I-VI). Las ST se localizan en el aparato de Golgi y se
caracterizan porque contienen un dominio citoplasmatico N-terminal, un dominio
transmembrana corto (16 a 20 residuos de aminoacidos) y un dominio catalitico C-
terminal que es soluble y que contiene alrededor de 300 residuos de aminoacidos
en el lumen del aparato de Golgi (Harduin-Lepers et al., 2001; Li & Chen, 2012; Zhu
et al., 2024).

La actividad y expresion de las sialiltransferasas condicionan tanto la
cantidad, tipo y en qué posicion estaran los residuos de Sia en la superficie celular.
En varios tipos de cancer se han descrito alteraciones en la sialilacién, que pueden
ser debida a cambios en la actividad, mutaciones o cambios en la expresién de ST.

Es por ello, que el estudio de las alteraciones en la sialilacion ha cobrado



importancia en cancer y en el caso del CaCu su desregulacién parece ser relevante

(Li & Chen, 2012; Zhu et al., 2024).

4.3 SIALILACION EN CANCER DE CERVIX
En cancer, la hipersialilacion se ha implicado en la resistencia de las células
tumorales a la apoptosis y promocién de la proliferacion y supervivencia de estas

(Habeeb et al., 2024; Zhu et al., 2024).

En CaCu se ha considerado que los cambios en los patrones de sialilaciéon
inciden en una etapa temprana del cancer (Zhu et al., 2024). Asi, existe un
incremento en el contenido de acido sidlico tipo 02,3 y a2,6 conforme las lesiones
precancerosas avanzan de CIN1 a CIN2 y a CIN3 (Lépez-Morales et al., 2010).
Ademas, en cérvix sano, la expresion de acido sialico tipo 02,3 y a2,6 se localiza en
la capa basal del ectocérvix, mientras que en lesiones precancerosas CIN1 y CIN2
su expresion esta presente en las capas intermedias (Lopez-Morales et al., 2010).
En CIN3, algunas lesiones precancerosas presentan ausencia de expresion de
acido sialico tipo a2,6 en las capas basales del ectocérvix, pero se presenta en las
capas medias y apicales (Lopez-Morales et al., 2010). Para acido sialico tipo a2,3,
las lesiones precancerosas CIN3 esta presente en todas las capas del ectocérvix
(Lépez-Morales et al.,, 2010). Estos datos sugieren que existe un cambio en la
sialilacion del cérvix antes del desarrollo del cancer y que puede estar teniendo un

papel importante en la transformacién celular (Lépez-Morales et al., 2010).

Por otra parte, en CaCu se ha descrito incremento en la expresion del ARNm
de ST6GAL1T y disminucion en la expresion de ST3GAL1, ST3GAL3y ST3GAL4 en

CCE en comparacion con cérvix sano (Wang et al., 2001). En cuanto a la sialilacién,



se ha descrito que, en general, la sialilacion tipo a2,6 se encuentra reducida en el
tejido de cancer de cérvix en comparacion con tejidos de cérvix sano (Z. Xu et al.,
2021). Sin embargo, hasta ahora no se han descrito si hay diferencias entre los
tipos histoldgicos o si la expresion de las sialiltranferasas y del contenido de acido
sialico podria estar relacionada con los tipos moleculares de CaCu.

Con respecto a su importancia clinica, la sobreexpresion de la proteina
ST6Gall y ST3Gal3, codificadas por los genes ST6GALT y ST3GAL3
respectivamente, esta asociada a la invasion del cancer al estroma y al espacio
linfovascular, asi como a la metastasis a nddulos linfaticos; es decir su
sobreexpresion esta asociada con mal prondstico de las pacientes de CaCu (Yang
et al., 2023).

Es importante hacer mencion sobre la sialiltransferasa ST6Gal1, que al ser
inhibida, aumenta la sensibilidad al cisplatino en células CaCu (Zhang et al., 2016).
Asimismo, en modelos celulares, la disminucion de la expresién de ST6gal1
promueve la apoptosis celular, inhibe la capacidad invasiva, asi como inhibe el

crecimiento tumoral en modelos animales (X. Zhang et al., 2016; Z. Xu et al., 2021).

Algunos datos indican que las oncoproteinas del VPH podrian tener un efecto
sobre la sialilacidon, ya que, la proteina E6 del VPH es capaz de incrementar los
niveles de acido sialico tipo 02,6, aumentando a su vez la expresién de los genes
ST6GAL1 y ST6GAL2, que codifican para enzimas encargadas en la sialilacion

(Martinez-Morales, 2024).



En resumen, la evidencia actual indica que la alteracion en la sialilacion es
un componente clave en la progresion del cancer cervical. Por ello, el estudio de su
regulacion podria ser relevante, ya que podria ser un blanco terapéutico.

En este estudio, se analizara la posible participacion del estrégeno en la
regulacion de la expresion de las sialiltranferasas y en el contenido de acido sialico
en células de cancer de cérvix. A continuacion, se presentaran los antecedentes que
sugieren el posible efecto del estrogeno en la sialilacion del cancer de cérvix y que

constituyen la base para el planteamiento del presente estudio.

ANTECEDENTES

Estudios en donde se usaron chips de érgano de cérvix, es decir, un modelo
que recrea la interfaz epitelial-estromal del cérvix humano con una barrera epitelial
y produccion de moco con respuesta hormonal similar al de un cérvix vivo, indican
que las células de cérvix expresan ERa y el receptor de progesterona, que se
caracteriza por su alto contenido de O-glicanos sialilados, N-glicanos sialilados y
sialofucosilados (lzadifar et al., 2024). Ademas, los altos niveles de estrégeno
incrementan el contenido de glicanos tipo o-mucina y la expresion del gen MUCSB,
que codifica para la proteina Mucin-5B altamente o-glicosilada presente en el moco

cervical (Izadifar et al., 2024; Tajadura-Ortega et al., 2025).

En CaCu, se han identificado la expresion alterada de al menos quince genes
implicados en glicosilacion en comparacion de un cérvix normal, en donde se
destaca el incremento en la expresion de ST6GAL1 (Martinez-Morales et al., 2021).
En adicidn, se identifico que la expresidn de genes implicados en la glicosilacion

difiere entre los tipos histolégicos AC y el CCE (Martinez-Morales et al., 2021). Con



respecto a los genes que codifican para sialiltransferasas, se identific6 que AC
presenta incremento en la expresion de ST3GAL4, ST6GAL1, ST6GALNACT,
ST6GALNAC4y ST6GALNACG6 y disminucion en ST6GALNAC?2, mientras que CCE
presenta aumento en la expresion de ST3GAL3, ST3GAL4, ST3GAL2, ST6GAL?2,
ST6GALNAC3, ST6GALNACS5 y ST8SIA2 y disminucion en ST3GALS, ST8SIA1 y
ST8SIA4 (Martinez-Morales et al., 2021). Hasta ahora se desconoce las senales si
la expresion de estas sialiltransferasas podria estar asociada a la senalizacion
estrogénica en CaCu.

El tipo molecular Hormonal de CaCu, constituido por los tipos histologico AC
y CCE (TCGA) presenta una firma de activacion de la sefializacién via ERa (TCGA).
Este tipo de sefalizacion podria estar ejerciendo un efecto sobre la expresion de
sialiltransferasas o sobre el contenido de acido sialico en células de CaCu, ya que
diversos estudios han demostrado que las hormonas sexuales son capaces de
regular la expresion de genes implicados en la glicosilacion, en especifico en la
sialilacion.

En células tumorales de cancer de prostata, se han identificado veinticinco
genes que codifican para enzimas implicadas en la glicosilaciéon y que estan
regulados por androgeno, precursor del estrégeno (Munkley, 2017). Los genes
modificados por andrégenos incluyen los genes de sialiltranferasas ST6GALT y
ST6GalNAc1; esta ultima implicada en la sintesis del antigeno sialil-Tn que esta
vinculado a mal prondstico, promocion del crecimiento tumoral y metastasis
(Munkley, 2017). Asi mismo, en cancer de mama se demostré que la sialilacion de
las inmunoglobulinas tipo IgG aumenta en respuesta al tamoxifeno, un inhibidor

selectivo de ERa (Rapc&an et al., 2024).



Por otro lado, en modelos animales y en pacientes con artritis reumatoide se
demostré que el estradiol es capaz, por una parte, de inducir la expresion de
ST6GAL1 y, por otra parte, aumentar la sialilaciéon las inmunoglobulinas tipo IgG
(Engdahl et al., 2018).

Estudios en lineas celulares de CaCu, en donde se demuestra que el
estradiol induce la disfuncion mitocondrial y que permite la supervivencia celular
bajo estrés metabdlico, también es capaz de modificar la expresion génica,
incluyendo la de genes implicados en la glicosilacion (Leal et al., 2020). En el caso
especifico de genes que codifican para sialiltranferasas, en lineas celulares
derivadas de CCE, el estradiol disminuye la expresion génica de ST3GALT,
ST3GAL2, ST6GALNAC4y ST6GALNACE (Leal et al., 2020).

Por otra parte, en un estudio in silico realizado por el grupo de trabajo en
donde se analiz6 la posible asociacion de la expresion de glicogenes con la
sefalizacion estrogénica usando la base de datos del estudio de TCGA en CaCu,
se evidencio que 43 genes de glicosilacion estan asociados al tipo hormonal y que
presentan alta expresion de ESR71 y de los genes diana de la senalizacion
estrogénica PGR y FOXP1 (Cortés-Peralta 2025). De los 43 genes, resaltan los
genes ST6GAL1, STEGALNAC1, ST6GALNAC4 y ST6GALNACG6 implicados en la
sialilacion tipo 02,6 (Cortés-Peralta 2025). Estos hallazgos remarcan la posibilidad
de que la senalizacién estrogénica en CaCu tenga un papel relevante en la
expresion de sialiltranferasas o en el contenido de acido sialico de las células
cancerosas. Por ello, resulta relevante evaluar si el estrogeno modifica la expresion

de genes que codifican para sialiltransferasas o en el contenido de Sia en CaCu.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaCu representa una significativa amenaza para la salud femenina a nivel
mundial, porque es la causa de miles de muertes cada ano. EI CaCu a nivel
molecular se caracteriza por la alteracion de los patrones de glicosilacion,
especificamente la sialilacion. Los mecanismos moleculares que regulan la
sialilacién no han sido estudiado ampliamente en CaCu, en donde particularmente
en el CCE, se ha reportado un aumento en la sialilacion y expresion aberrante de
sialiltransferasas, tales como ST6GAL1y ST3GAL3, que estan asociadas con mal

prondstico.

Por otra parte, se ha demostrado que el estrogeno es capaz de modular la
expresion de genes que estan relacionados con la sialilacion en distintos modelos
celulares y lineas tumorales de mama y de préstata. En algunos casos, se ha
observado que el estradiol incrementa la expresion de ST6GAL1 y la sialilacion de
IgG. De igual manera, en la linea celular SiHa derivada de CCE de cancer
cervicouterino, se ha documentado la capacidad del estradiol para alterar la
expresion de genes codificantes para sialiltransferasas. Sin embargo, existe un
desconocimiento respecto a si esta hormona regula directamente la expresion de

sialiltransferasas y el contenido de acido sialico en células de carcinoma escamoso.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué efecto tiene el estrogeno en la expresién de sialiltransferasas y el

contenido de acido sialico en células de cancer de cérvix escamoso?



HIPOTESIS

El estrégeno modifica la expresion de sialiltransferasas y el contenido de

acido sialico de las células de cancer escamoso de cérvix.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion de sialiltransferasas y de acido sialico asociada con la

sefalizacion estrogénica en células de cancer de cérvix escamoso.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar las sialiltransferasas cuya expresion esta asociada con la de los
componentes de la sefializacién estrogénica en muestras de cancer de
Cérvix.

2. ldentificar los genes de sialiltransferasas cuya expresién esta asociada con
el grupo molecular hormonal en muestras de cancer de cérvix.

3. Identificar los genes de sialiltransferasas que se expresan en el grupo
molecular hormonal que sean exclusivas de carcinoma escamoso en
muestras de cancer de cérvix.

4. Identificar posibles EREs en las regiones promotoras de genes
seleccionados que codifican para sialiltransferasas asociadas a la
sefalizacion estrogénica en cancer de cérvix.

5. Evaluar el efecto del estrégeno sobre el contenido de acido sialico en células

de carcinoma escamoso de cérvix.



MATERIAL Y METODOS

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
Para este estudio se implementaron dos enfoques complementarios: a) un
analisis in silico utilizando la base de datos de ARNseq del TCGA de pacientes con
CaCu de genes que codifican para glicosiltranferasas; y b) un analisis experimental
in vitro donde se cultivaron células en presencia de estradiol para analizar el

contenido de acido sialico en células de CCE.

ANALISIS BIOINFORMATICO

Poblacion de estudio de cancer de cérvix

Se uso la base de datos del proyecto del TCGA de CaCu a través del portal

“cBioPortal for Cancer Genomics” (https://www.cbioportal.org/). Se obtuvo un total

de 306 muestras, de las cuales 256 corresponden a CCE, 27 a AC, 17 a carcinoma
mucinoso y 6 a carcinoma adenoescamoso. Para los analisis se excluyeron a las
pacientes con carcinoma adenoescamoso. La edad de las pacientes al momento

del diagndstico se encontraba entre los 40 y 55 afos.

Como parte del analisis de la poblacion, se realizé una busqueda de muestras
de pacientes con CaCu del TCGA, especificamente aquellas que contaban con
clasificacion molecular (The Cancer Genome Atlas Research Network [TCGA],
2017). Debido a que el proyecto presenta el subtipo molecular hormonal, asi como
el analisis de la expresion de genes de glicosilacion. Se obtuvo un total de 155

muestras, de las cuales 37 corresponden al subtipo molecular TEM, todas


https://www.cbioportal.org/

identificadas como carcinoma escamoso; 51 muestras pertenecian al subtipo PI3K,
de las cuales 49 eran carcinomas escamosos y 2 adenocarcinoma; y finalmente, 67
muestras estaban clasificadas dentro del subtipo hormonal que esta constituido por

44 carcinomas escamosos, 20 adenocarcinomas y 3 adenoescamosos.

Creacién de base de datos de genes de sialiltransferasas y de genes diana
de la senalizacion estrogénica a analizar
Se realizd una busqueda en la base de datos “GlyCosmos Portal”

(https://glycosmos.org/) con el objetivo de identificar y extraer todos los genes de

las sialiltransferasas reportadas hasta la fecha. Se encontré un total de 20 genes :
ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GALS3, ST3GAL4, ST3GALS5, ST3GAL6, ST6GALT,
ST6GAL2, ST6GALNAC1, ST6GALNAC2, ST6GALNAC3, ST6GALNACH,
ST6GALNACS, ST6GALNACG6, ST8SIA1, ST8SIA2, ST8SIA3, ST8SIA4, ST8SIAS

y ST8SIAS.

Ademas, para evaluar el comportamiento de los genes de las
sialiltransferasas con respecto a la via estrogénica, se agregaron a los genes diana
Forkhead Box P1 (FOXP1) y el receptor de progesterona (PGR) que han sido
reportados como genes capaces de ser modulados por estrogeno como control

positivo (Lin et al., 2004; Shigekawa et al., 2011).

Mapas de calor y agrupamiento jerarquico

Se extrajeron los datos de expresion de ARNm de los genes codificantes para
sialiltransferasas y genes diana participantes en la via estrogénica (RNA-Seq V2

RSEM) Genes del estudio del TCGA de CaCu de los tipos histolégicos AC y CCE


https://glycosmos.org/

de la plataforma “cBioPortal for Cancer Genomics” (https://www.cbioportal.org/). Los

datos de expresidon génica tuvieron un umbral de puntuacion de z + 2.0.

Con estos datos se realizé un mapa de calor con agrupamiento jerarquico,
utilizando como meétrica la correlacion de Pearson menos uno y el método de
agrupamiento basado en el promedio (average linkage method). El analisis se
realizé considerando genes codificantes para sialiltransferasas y genes diana de la
sefalizacion estrogénica. Los datos se agruparon con el objetivo de identificar
genes de sialiltransferasas asociados con la expresion de los ARNm de ESR1, PGR
y FOXP1 o asociados al grupo molecular hormonal en muestras de AC y CCE. Para
ello, se utilizd el software “Morpheus”

(https://software.broadinstitute.org/morpheus/).

Diagrama de Venn
Para identificar glicogenes que codifican para sialiltransferasas que se
expresan en comun en presencia de genes diana de la sefalizacion estrogénica,
en el grupo Hormonal y que sea exclusiva de CCE, se elaboré un diagrama de Venn
utilizando el software  “Bioinformatics &  evolutionary =~ genomics”

(https://biocinformatics.psb.ugent.be/webtools/\VVenn/).

Identificacion de posibles EREs en las regiones promotoras de genes de
sialiltransferasas

Para identificar posibles elementos de respuesta a estrégenos (ERESs) en las

regiones promotoras, se consulté la base de datos “Eukaryotic Promoter Database

(EPD)” (https://epd.expasy.org/epd/) utilizando los genes participantes en la
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sialilacion resultantes del panel previamente identificado. Posteriormente, se realizé
la busqueda de motivos de factores de transcripcidon, especificamente aquellos

correspondientes a ESR1 (valor p= 0.001), para cada uno de los genes analizados.

ANALISIS IN VITRO

Cultivo de lineas celulares
La linea celular de CCE humana SiHa son positivas a VPH tipo 16. Las
células fueron donadas por el Centro de Investigacion Biomédica de Oriente
(CIBIOR) ubicado en Metepec, Puebla. Estas fueron gentilmente proporcionadas
por la Dra. Verdnica Vallejo Ruiz, investigadora del Laboratorio de Biologia
Molecular del Centro de Investigacion Biomédica de Oriente del Instituto Mexicano

del Seguro Social (IMSS), Atlixco-Metepec, Puebla.

Las células se cultivaron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
con alta concentracion de glucosa (D6429; Sigma-Aldrich), ademas fue
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) (F4135; Sigma-Aldrich) y 1% de
antibidticos/ antimicéticos. El cultivo celular se mantuvo en incubacién a 37°C en
una atmosfera humidificada con 5% de COz. Para los experimentos, las células se
cultivaron hasta alcanzar una confluencia del 80%, momento en el cual se realizaba

pasaje celular con tripsina al 0.25%.

Tincidén fluorescente de acido sialico con lectinas
La deteccién de residuos de acido sialico con enlaces 02,3 y 02,6 se llevé a
cabo utilizando lectinas vegetales biotiniladas: Sambucus Nigra (SNA B-1305-2;

Vector Lab) que identifica el enlace 02,6 y Maackia Amurensis (MAL 1l 1265; Vector



Lab) capaz de identificar el enlace 02,3 a una concentraciéon de 20 ug/mL, el

protocolo se realizé conforme a las recomendaciones del fabricante.

Para el experimento, se sembraron 20,000 células SiHa por pocillo de una
laminilla de ocho pocillos (177402; Thermo Scientific™ Nunc™ Lab-Tek™ Chamber
Slide™). Después de 48 horas de sembrado teniendo una confluencia de 75-80%,
las células fueron fijadas con formaldehido al 4% para preservar el contenido celular
y detener su ciclo celular. Posterior a la fijacion, las células se lavaron con solucién
salina tamponada con fosfato (PBS1X) y se realiz6 el bloqueo con una solucion de
albumina sérica bovina (BSA) 1x con PBS para evitar uniones inespecificas durante
30 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se colocaron las lectinas MAL
[I'y SNA biotiniladas durante toda la noche a 4°C protegido de la luz. Al dia siguiente,
las células se lavaron con PBS, se afiadio estreptavidina conjugada con el fluoréforo
ficoeritrina (ST-PE) a una concentracion de 10 ug/mL durante una hora a
temperatura ambiente protegido de la luz. El uso de lectinas biotiniladas facilita la
deteccién del acido sialico, debido a que las lectinas se unen al acido sialico, y la
biotina de estas lectinas es reconocida por la ST-PE por su alta afinidad, quedando
asi marcado y permitiendo su deteccion a una longitud de onda de emisién de ~575-
585 nm. Como control de especificidad, a unas muestras no se le anadié las lectinas

biotiniladas, pero si ST-PE.

Para la visualizacidén nuclear se realizé una tincion nuclear fluorescente con
el tinte fluorescente 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (D9542; Sigma-Aldrich) a 1
ug/mL durante 15 minutos a temperatura ambiente, en condiciones de oscuridad.

Finalmente, los portaobjetos tefiidos se montaron con una mezcla de glicerol-PBS



a pH 8 en una proporcién 1:10 y se cubrieron con un cubreobjetos limpio para su

visualizacion en un microscopio de fluorescencia de la marca Motic (BA410).

Tratamiento de las células con 17- estradiol
Se sembraron 15,000 células por pocillo en un portaobjetos de 8 pocillos
(177402; Thermo Scientific™ Nunc™ Lab-Tek™ Chamber Slide™). Las células
fueron cultivadas en medio DMEM alto en glucosa suplementado con 5% de SFB,
1% de antibidticos/antimicéticos en una incubadora a 37°C en una atmosfera

humidificada con 5% de COa.

Tras 24 horas después del sembrado, se afadié una solucion de 17(3-
estradiol (E 2758-1G; Sigma-Aldrich) a 10nM disuelto en etanol absoluto. Después
de 48 horas de tratamiento, las células se fijaron con formaldehido al 4% y se
continué con el procedimiento de tincion con lectinas previamente descrito. Como
control, se incubaron las células en ausencia de 17B-estradiol, pero en presencia

de etanol.

Analisis de imagenes de tinciones fluorescentes
Las imagenes de las tinciones se obtuvieron utilizando un microscopio
trinocular de fluorescencia de la marca Motic (BA410), con el objetivo p/contraste
de fase CCIS EC-H PL Ph40x y con la camara de la marca JENOPTIK (ProgRes
C14 plus). Estos equipos se localizan en la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla (BUAP) en el edificio Multiaulas 6 (EMA 6) laboratorio 305 en el laboratorio

de Biotecnologia Molecular y de Cultivos.



La cuantificacion de la sefal de fluorescencia se realizd con ayuda del

software “ImageJ” (https://imagej.net/ij/), midiendo la intensidad media de

fluorescencia (IMF) en regiones de interés (ROIs) seleccionadas manualmente
sobre las imagenes adquiridas, por cada pocillo del experimento, se tomaron tres

fotos.

Para asegurar la consistencia, todas las imagenes fueron capturadas bajo
los mismos parametros de exposicion y ganancia, asi como se aseguré que el

perimetro de la cuantificacion fuera constante.

Anidlisis estadisticos
Se realizaron 3 ensayos independientes de tratamiento con 17B-estradiol y
cada ensayo se hizo por duplicado. Los valores de IMF se analizaron
estadisticamente con el software “GraphPad Prism” (version 8.0.2)

(https://www.graphpad.com/features). Se aplicaron pruebas de normalidad y la

prueba de t de Student y se utilizaron métodos de deteccion de outliers. Se compard

la IMF promedio por pozo entre los grupos tratados y el control sin tratamiento.

Adicionalmente, las diferencias entre los grupos tratados con 17[3- estradiol
y el control se evaluaron en un modelo lineal generalizado con distribucion
gaussiana (GLM) para estimar el efecto de este tratamiento en términos de
coeficientes (), asi como para evaluar formalmente la variabilidad y el ajuste del

modelo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de la expresibn de genes que codifican para
sialiltransferasas asociadas a los componentes de la senalizacion
estrogénica en cancer de cérvix
Para identificar glicogenes codificantes para sialiltransferasas que estén
potencialmente asociados a la sefalizacion estrogénica, se construyeron mapas de
calor con agrupamiento jerarquico usando los datos de expresion de los ARNm de
20 sialiltransferasas y de los ARNm de ESR1, PGR y FOXP1 usando 306 muestras
de CaCu de los tipos histologicos AC y CCE. Este tipo de analisis nos permite
detectar aquellos genes de sialilacién cuya expresion es similar a la de ESR1, PGR
y FOXP1. Los resultados indican que, aunque existe un patron heterogéneo de
expresion de genes codificantes para sialiltransferasas (Martinez Morales., et al
2021), existe un grupo de genes que se expresan de forma similar a FOXP1 y un
segundo grupo que se expresa de forma similar a ESR71 y PGR en muestras de
CaCu (Figura 14). El primer grupo, cuya expresion muestra un comportamiento
similar a FOXP1 (en recuadro azul), comprende a los genes ST6GALT,
ST6GALNAC1, ST6GALNAC4, ST6GALNAC6, ST8SIA3, ST3GAL4, ST8SIA6 y
ST8SIA2. El segundo grupo con patrén de expresion génica similar a ESR1 y PGR
(en recuadro rojo), incluye los genes ST8SIA1, ST3GALS, ST8SIA4, ST3GAL2,

ST6GALNACS, ST6GAL2, STEGALNACS, ST8SIAS y ST3GALS.

En estudios transcriptdmicos se ha confirmado que el gen ESR1 se expresa
en tejido colonico de ratones, ademas, los genes ST3GAL1, ST3GALS,

ST6GALNAC1, ST6GALNACZ2 y ST6GALNAC4 tienen una asociacion positiva con



la expresion de ESR1. Se ha demostrado que la expresion de ESR17 es la
responsable de los aumentos en la expresion de genes codificantes para
sialiltransferasas en el colon proximal de murinos silvestres (Bennett et al., 2024).
Los resultados de este estudio in silico sugieren que existe un posible patron de
expresion similar entre genes que codifican para sialiltransferasas y componentes

participantes en la sefalizacién estrogénica en CaCu.
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Figura 14. Mapa de calor de la expresi

sefializacion estrogénica en muestras de cancer cervicouterino. Se muestran dos

comportamientos de expresion génica; el primero patrén de genes de expresion similar a FOXP1
(recuadro azul) y el segundo patron de genes con expresion similar a ESR71y PGR (recuadro rojo).

La escala de color representa los niveles relativos de expresién génica donde el rojo indica alta
expresion y el azul indica baja expresién. La figura 14 fue recortada para una mejor visualizacion

del agrupamiento de los genes.



Identificacion de la expresion de genes de sialilacion asociados al grupo
molecular hormonal en cancer de cérvix
Para identificar la expresiéon de genes codificantes para sialiltransferasas que
estén asociados al grupo molecular hormonal, primero, se construyé un mapa de
calor con agrupamiento jerarquico usando los datos de expresion de los ARNm de
20 sialiltransferasas y de los ARNm de ESR1, PGR y FOXP1 solo de 155 muestras
que estaban clasificadas molecularmente por el TCGA. En este estudio se incluyo
a los tres grupos moleculares; sin embargo, no mostraba un perfil unico de genes

codificantes para sialiltransferasas. (DATOS NO MOSTRADOQS).

A continuacion, usando exclusivamente las muestras de CaCu con
clasificacion molecular Hormonal, se construyé un mapa de calor con el objetivo
detectar genes que codifican para sialiltransferasas que se comportan de forma
similar a los componentes de la sefializacion de la via estrogénica (Figura 15). En
los resultados se pueden destacar la presencia de dos grupos, uno nuevamente
asociado a la expresién de FOXP1 y un segundo grupo relacionado con la expresiéon
de ESR1y PGR. En el primer cluster (remarcado en color azul) se destacan los
genes ST3GAL1, ST8SIA3, ST8SIA6, ST3GAL4, ST6GAL1, ST6GALNACT,
ST6GALNAC4 y ST6GALNACG6 cuya expresion génica es similar a FOXP1, lo que
sugiere una posible coexpresion. Por otro lado, el segundo grupo (remarcado en
rojo), se destacan los genes ST3GAL2, ST8SIA1, ST3GALS5, ST8SIA4,
ST6GALNAC3, ST6GAL2 y ST6GALNACS que tienen un patron de expresion

génica similar a los genes ESR1y PGR.



En estudios en cancer de mama se ha encontrado que existe una vinculacién
funcional entre sialiltransferasas y la sefalizacion estrogénica: en especifico,
ST3GAL1 regula y es regulada por distintas vias que activan a ERa (Fan et al.,
2018). Ademas, diversos estudios indican que la expresion de sialiltransferasas
varia segun el estado del receptor hormonal (Dobie & Skropeta, 2021; Dorsett et al.,
2021). En este estudio, se identifican dos clusteres bien diferenciados asociados a
ESR1/PGR y a FOXP1 respectivamente, que podria deberse a dos tipos de rutas

de sefializaciones estrogénica diferentes.
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Figura 15. Mapa de calor sobre la expresion de genes codificantes para sialiltransferasas y
componentes de la via estrogénica en el grupo molecular hormonal en CaCu. Se hizo la
identificacion de dos clusters: el primero corresponde a genes que tienen un patron de expresion
similar a FOXP1 remarcado en azul; el segundo corresponde a genes que tienen un patrén de
expresion similar a ESR1 y PGR remarcado en rojo. El color rojo indica alta expresién y el azul indica

baja expresion.



Identificacion de la expresion de genes de sialilacion asociados al grupo
molecular Hormonal que sean exclusivas de carcinoma escamoso en
muestras de cancer de cérvix
Para descartar posibles diferencias en la expresion de sialiltransferasas y de
componentes de la sefializacién estrogénica debido a los tipos histologicos, se
realizaron mapas de calor de forma independiente con aquellas muestras
pertenecientes al grupo hormonal con CCE (Figura 16) y al grupo Hormonal con AC

(Figura17).

En el primer caso que corresponde al analisis exclusivo de CCE, se
identificaron dos clusteres principales. EI primer cluster, destacado en color azul,
agrupa a los genes ST3GAL2, ST3GALS, ST8SIA4, ST8SIA1, ST6GALNACS,
ST6GALNAC4, ST6GALNAC6, ST3GAL3 y ST3GALNAC?2 junto con los genes
ESR1y FOXP1 (Figura 16). Por otro lado, se identifico un segundo cluster marcado
en rojo, donde se agrupan los genes ST8SIA6, ST6GAL1, ST3GAL4 vy

ST6GALNACT junto con PGR.



row min

=

oW max

T

A
A

ABIM-01A
AZ2QG-01A
EK-AZIR-01
AB34-01A
AZLT-01
EK-AZRS-01
ASTH-01A
AASVEDTA
ATCG-01
AZLX-01
ABIM -0
A3Y4-0
A3QD-0
AZ3L-01A
A109-01
ASRQ-01
ASZE-01
AZRT-01

FlU
M1 A

A3SLQ-01
A0V N-01
A439-01
Ad10-01
AZKL-01
AZRM-01

EK-AZ2PM-01
4. )-AA101
HG-AZPA-01A
EK-AZRO-01
JH-ASCWV-01A
Ds-A10B-01
MY-ASBF-01A
IR-A3LK-01A
EK-AZRA-01
IR-A3LT-01A
ZAAXA-01A

FlU
WML
EA
EA
EK:
EX
EA
EA
FL
EA
EK:

M
Ds
Ds
DG
c5

(o431

Ds
Ds

IR-A3ZLC-01A

TCGA
B TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA
TCGA

HEEE TCGA
e
||
||

TCGA
TCGA
TCGA

Wl TCGA
I 0 TCGA

TCGA

[ |

[ |

"l

-E |
£ -
]|

m!

|

||

.I. .I.lll " '.:I. . .

TCGA
TCGA
TCGA

T w Iﬂilii‘ 'iiiimil'ﬂﬂm i 5

L |
IR & || ] | 1] STGGALNAC1

TCGA
TCGA

id

ST3GAL1
ST3GAL6

ST3GAL2
ST3GALS
STESIA4
STESIA1
ST6GALNAG3
STEGALNAC4
STEGALNACE
ST3GAL3
STGGALNACZ

ST8SI IAB
ST6GAL1
ST3GAL4

) s‘re‘sms

ST6GAL2
STEGALNACS

==== Illlllll =Illll lll IIII ST8SIA2

U —

Figura 16. Mapa de calor sobre la expresiéon de genes codificantes para sialiltransferasas y
componentes de la via estrogénica en el grupo molecular hormonal que son exclusivos de
carcinoma escamoso en CaCu. Se muestran dos clusters bien definidos: El primero corresponde
a genes que estan asociados con un patrén similar de expresién de ESR1y FOXP1 y el segundo a
un comportamiento similar a PGR.

Para el caso de las muestras pertenecientes al tipo histolégico AC, se identificaron
dos clusteres definidos (Figura 17). En el primer cliuster se agrupan los genes
ST3GAL6, ST8SIA1, ST8SIA5 ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GAL5, ST8SIA4,
ST6GALNAC3, ST6GAL2, ST6GALNACS, ST8SIA2 y ST3GAL3 junto con ESR1y
PGR; mientras que en el segundo grupo se encuentran los genes ST6GALT,

ST6GALNAC1, ST6GALNAC4y ST6EGALNACE junto con FOXP1.
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Figura 17. Mapa de calor sobre la expresion de genes codificantes para sialiltransferasas y
componentes de la via estrogénica en el grupo molecular hormonal que son exclusivos de
adenocarcinoma en CaCu. Se hace la division de dos clusters bien definidos: El primero
corresponde a genes que estan asociados con un patrén similar de expresion de ESR1y PGRYy el
segundo a un comportamiento similar a FOXP1.

Para la identificacion de un panel de genes implicados en la sialilacién
comunmente expresados entre los tipos histolégicos AC y CCE asi como en el grupo
molecular hormonal, se elabor6é un diagrama de Venn (Figura 18). Los resultados
muestran que del total de 20 genes implicados en la sialilacion analizados en

relacion con los componentes de la sefializacion estrogénica, existen diez genes:



ST3GALS5, ST6GALNAC1, ST3GAL2, ST6GALNAC3, ST6GAL1, ST8SIAT,

ST6GALNACA4, ST8SIA4, STEGALNAC2y ST6GALNACE.

ABREVIATURAS TOTAL  GENES CODIFICANTES
PARA
SIALILTRANSFERASAS
ACHACyCCEACYyCCE 9 ST3GALS
HCCEH STEGALNAC
ST3GAL2
STEGALNAC3
STEGAL1
STESIAT
STEGALNAC4
STESIA4
STEGALNACS
ACyCCEACyCCEH 2 ST3GAL4
CCEH ST8SIAB
ACHACyCCEACYCCE 2 STBGAL2
H STEGALNACS
ACy CCEACyCCEH 1 STESIA3
ACy CCE CCEH 1 ST3GAL3
ACHACyCCE 2 STESIAS
ST8SIA2
ACHACyCCEH 1 ST3GAL1
CCEH 1 STEGALNAC2
ACH 1 ST3GALG

Figura 18. Diagrama de Venn de genes codificantes para sialiltransferasas compartidos en los
tres experimentos. ACC y CC: genes codificantes para sialiltransferasas asociados con los
componentes de la via estrogénica; ACC y CCE H: genes codificantes para sialiliransferasas que se
asocian con la sefalizacion estrogénica y que ademas las muestras pertenecen a la clasificacion
molecular hormonal; CCE H: genes codificantes para sialiltransferasas de muestras de carcinoma
escamoso y clasificacion molecular hormonal; AC H: genes codificantes para sialiltransferasas de
muestras de adenocarcinoma y clasificacion molecular hormonal.

Estos datos revelan a diez genes que estan presentes en AC como en CCE
y pertenecientes al grupo molecular Hormonal previamente mencionados lo cual
puede sugerir que dichos genes tienen una regulacién en comun independiente del
tipo histolégico. Ademas, se ha podido identificar gracias a este estudio que el gen

ST6GALNACZ2 es exclusivo de pacientes con CCE y con clasificacion molecular

Hormonal.



Estos diez genes identificados como asociados al tipo hormonal se pueden
clasificar de acuerdo con el tipo de enlace glicosidico que catalizan (Tabla 1). Asi,
mientras que la familia de genes ST3GAL codifica para enzimas que transfieren
residuos de Sia en enlace 02,3 aresiduos terminales de galactosa, la familia ST6Gal
une Sia a enlaces 02,6 a residuos de galactosa (Tabla 1). Los genes tipo
ST6GALNAC codifican para sialiltransferasas que transfiere Sia a los residuos de
N-galactosamina en un enlace a2,6 y la familia de enzimas codificada por genes
tipo ST8SIA realizan la transferencia de acido sialico a algun otro acido sialico en
enlace 02,8 (Tabla 1). Ademas, los diez genes que codifican para sialiltransferasas
asociadas al tipo Hormonal y expresion de los componentes de la sefalizacidon
estrogénica se han implicado en procesos de cancer (Tabla 2). Entre los genes
identificados se encuentran ST3GALS, ST8SIA1 y ST8SIA4, que su funcidn esta
ligada a la biosintesis de gangliosidos GM3 y GD3, que son glicoesfingolipidos
complejos con residuos de acido sialico, que han sido reportados por modular
procesos como la proliferacién, apoptosis y la migracioén celular (Ishii et al., 1998;
Berselli et al., 2006; Gu & Yu, 2008). En particular, ST8SIA1y ST3GALS son genes
asociados a la sefalizacion membranal, asi como a la proliferacion celular (National
Center for Biotechnology Information [NIH], 2025). Asi mismo, se identificaron genes
de la familia ST6GALNAC, entre los cuales se destaca ST6GALNACS,
ST6GALNAC4 y ST6GALNACG6 que tienen un papel importante en la O-sialilacién
de glicoproteinas y mucinas, cuya participacion se ha basado en la modificacién de
la matriz extracelular, la adhesion celular y la formacion de estructuras como el
antigeno sialil-Tn, que se ha reportado en multiples tipos de cancer (Lee et al., 1999;

Tsuchida et al., 2003; NIH,2025). Asimismo, entre los genes ya mencionados,



ST6GALNAC?2, identificado como exclusivo en carcinoma escamoso tipo Hormonal,
se ha reportado como sobreexpresado en lineas celulares ginecoldgicas (Wang et
al., 2002). Por otra parte, se ha reportado un aumento en los niveles de ARNm de
ST6GAL1 en CCE y una mayor presencia en los canceres de cuello uterino con
metastasis en ganglios linfaticos (Wang et al., 2002; Y. Zhang et al., 2020). En
resumen, el perfil de estos diez genes que codifican para sialiltransferasas asociado
al tipo Hormonal y a la expresion de componentes de la via de la sefializacidon
estrogénica podria sugerir su potencial regulacion por esta via hormonal. En el caso
de artritis reumatoide el estrogeno puede incrementar la expresion de ST6GALTy
aumentar la sialilacion de la inmunoglobulina IgG (Engdahl et al., 2018).
Adicionalmente a esto, se ha reportado en su mayoria el papel de estrégeno en el
incremento de la expresion de genes codificantes para sialiltransferasas (Damian-

Matsumura et al., 1999; Peyrat et al., 2000; Gupta et al., 2023).



Tabla 1. Informacién molecular relevante sobre los genes codificantes para sialiltransferasas
identificados asociados a la sefializacion estrogénica. Informacién adaptada de UniProt y NIH
(UniProt Consortium, 2025; National Center for Biotechnology Information, 2025).

GEN

ENLACE

FUNCION
PRINCIPAL

SUSTRATO

RELEVANCIA BIOLOGICA

ST3GALS

ST3GAL2

a2,3

Biosintesis de
glicolipidos y
biosintesis del
gangliésido
GM3.

Lactosilceramida

La alteracion de ST3GALS
conlleva una modificacion en la
sintesis de GM3 lo que impacta
en la sefalizacion membranal, la
adhesion y proliferacion celular.

Glicosilacién
de proteinas y
sialilacion de

glicoproteinas.

Galactosa
(N-glicanos)

La alteracion de ST3GAL2
afecta en procesos como el
reconocimiento y  adhesion
celular. Ademas, puede alterar la
sialilaciéon de glicoproteinas de
superficie.

ST6GALNACT

ST6GALNAC2

ST6GALNAC3

ST6GALNAC4

a2,6

Glicosilacion
de proteinas,
O-sialilacién
de mucinas y
O-glicanos.

GalNac
(O-ligado)

ST6GALNACT es catalizadora
de la sintesis del antigeno sialil-
Tn que esta presente en células
caliciformes intestinales y en
diversos tipos de cancer.
Ademas, puede alterar la
adhesion celular favoreciendo
asi la diseminacion.

GalNac
(O-ligado)

En la superficie celular, sus
modificaciones contribuyen a
cambios en el perfil de los O-
glicanos que esto afecta en la
comunicacién celular, adhesién
bacteriana y a la fijacion de
proteinas.

GalNac
(O-ligado)

Tiene una alta expresion en el
tracto gastrointestinal, sistema
nervioso, glandulas salivales,
entre otras. También, participa
en la formacion de glicanos
sialilados , la alteracion de
ST6GALNAC3 se asocia con
cambios en la adhesion y
migracioén celular, lo que facilita
la metastasis de células
cancerosas.

GalNac (Galp1-
3GalNAc) en O-
glicanos

Una alteracion de ST6EGALNAC4
impacta en la terminacion de
cadenas O-glicanos lo que altera
las interacciones de la célula con
la matriz extracelular. Ademas,
contribuye a la formacion de la
barrera mucinosa.




ST6GALNAC6 ST6GALNAC6 genera Lc4Cer
GalNac en que conduce la sintesis de
O-ali disialil Lewis a, un antigeno
-glicanos .
reportado en cancer.

ST6GAL1 Una alta expresién de ST6GAL1
Glicosilacion conlleva a tumores malignos.
de proteinas y Galactosa Este ademas es un motivo por el
sialilacion de (N- glicanos) cual se podria aumentar la
glicoproteinas. resistencia a la apoptosis y la

proliferacién celular.

ST8SIA1 a2,8 Biosintesis de Esta implicada en procesos de
glicolipidos y - migracion celular, neurogénesis,
;. . Gangliésido - ;
biosintesis del GM3 reconocimiento celular, asi como
gangliosido en procesos de apoptosis por

GM3. GD3 en células tumorales.

ST8SIA4 L Residuos de Participa en la elongaciéon de
Glicosilacion . L .

acido sialico cadenas polisialiladas, ademas,

de proteinas y
polisialilacion
de glicanos.

(cadenas largas
de polisialilado
(PSA)

puede interferir con la adhesion
celular y facilitar la diseminacién
tumoral.




Tabla 2. Genes identificados como asociados a la senalizaciéon estrogénica y su implicacion
en diversos tipos de cancer.

y cancer renal se ha correlacionado con baja
supervivencia global y baja supervivencia libre de
enfermedad y en cancer de ovario se relaciona
con un mal pronéstico clinico.

Familia Gen Implicacién en cancer Referencias
La expresion de su ARNm esta relacionada con Liang et al., 2013 ;
estadios avanzados y mal prondstico en cancer. | Aloia et al., 2015 ;

ST3GAL2 Aumento en la expresion en células de cancer Mehta et al., 2020
de mama se vincula con un aumento en la ; Hugonnet et al.,
expresiéon de gangliésidos. 2021

ST3GAL Baja expresion de ST3GALS en cancer de vejiga
asociada a una disminucion de la supervivencia | Liang et al., 2013 ;
de pacientes. Ouyang et al.,

ST3GALS Aumento en la expresion en células de cancer de | 2020 ; Hugonnet
mama se vincula con un aumento en la expresion etal., 2021
de gangliésidos.
Expresion incrementada en tumores sodlidos
como cancer pancreatico, ovarico, gastrico,
cervical. Hugonnet et al.,

ST6GAL ST6GAL1 La alta expresién de este gen en carcinoma de 2021 ; Filipsky &
ovario se correlaciona con estadios clinicos Laubli, 2024
avanzados del cancer, metastasis a distancia y
una supervivencia inferior
Asociado a mal pronéstico clinico y su Victorzon et al.,

STE6GALNAC sobreexpresion de ST6GALNACT promueve el 1996 ; Leivonen et
1 crecimiento tumoral y metastasis en modelos al., 2001 ;
animales. Hugonnet et al.,
2021
En cancer de colon se correlaciona con un mal Murugaesu et al.,
ST6GALNAC prondstico, mientras que en cancer de mama 2014 ; Hugonnet
ST6GAL 5 actia como supresor de metastasis y se et al., 2021 ;
NAC correlaciona ademas con mayor supervivencia. Filipsky & Laubli,
2024
STE6GALNAC Asoma_c!o con mal pronoshcp’ clinicoy con Filipsky & Laubli,
induccién de la transformacién mesenquimal
3y4 L 2024
epitelial.
Baja expresién en cancer de colon. : :
ST6GALNAC | Asociado con mal pronéstico clinico y con Zhélgf_z?:li(lli estka I';&
6 induccion de la transformacién mesenquimal L ’in ;022{
epitelial. aubl,
Se ha reportado aumento en la expresién en
células de cancer de mama y se vincula con un . .
.2 e Liang et al., 2013 ;
aumento en la expresién de gangliésidos. Por .
I3 al Iy . Kan et al., 2020 ;
ST8SIA1 otra parte, la alta expresion en cancer de mama Hugonnet et al
y cancer renal se ha correlacionado con baja R .
. ! ) . . 2021 ; Filipsky &
supervivencia global y baja supervivencia libre de W
. . . Laubli, 2024
enfermedad y en cancer de ovario se relaciona
con un mal pronéstico clinico.
ST8SIA Se ha reportado aumento en la expresion en
células de cancer de mama y se vincula con un . A
It ey Filipsky & Laubli,
aumento en la expresién de gangliésidos. Por .
otra parte, la alta expresion en cancer de mama 2024 ; Hugonnet
ST8SIA4 ’ etal., 2021 ; Kan

et al., 2020 ; Liang
etal., 2013




Identificacion de posibles EREs en las regiones promotoras de genes que
codifican para sialiltransferasas asociadas a la senalizacidon estrogénica
en cancer de cérvix
Se analizé la posible presencia de elementos de respuesta a estrogenos
(ERESs) en sus regiones promotoras (Figura 19) que son los responsables de activar
la transcripcion génica por la via gendmica directa de ERa. Los resultados anteriores
sugieren que los diez genes que codifican para sialiltransferasas asociados a la
sefalizacion estrogénica podrian estar regulados por estradiol. Nuestros resultados
de los analisis de las regiones promotoras indican que, de los diez genes
analizados, ocho de ellos poseen ERES en sus regiones promotoras (Figura 19), lo
que indica una posible regulacion hormonal por ERa. Los genes que presentaron
EREs fueron: ST3GAL5, ST6GALNAC1, ST6GALNAC2, ST6GALNACH4,
ST6GALNACG6, ST6GAL1, ST8SIA1y ST8SIA4. Por otro lado, el gen ST6GALNAC3
fue el unico gen en donde no se identificaron EREs en la regién promotora, esto
sugiere que su expresion podria no estar directamente relacionada con la via
genomica directa de estrogeno. Ademas, de los 10 genes, no se encontré su
informacion en la base de datos EPD para ST3GALZ2 y por tal razdn, se desconoce
la posible presencia de EREs, sin embargo, sera necesario usar otras plataformas

para verificar si en verdad carece de estos elementos de respuesta.

Entre los genes con mas EREs se destaca el gen ST6GALNACG6 con cinco
sitios localizados en las posiciones (84, 46, -106, -132, -705, -802 y -294), asi como
de los genes ST3GALS y ST6GAL1 que reportan cuatro sitios EREs en las

posiciones (-14, -129. -172y -801) y (-747. -603, -410 y -294), respectivamente. Los



genes ST6GALNAC1, ST6GALNAC2 y ST6GALNAC4 contienen tres sitios EREs
asi como ST8SIA1 y ST8SIA4 que contienen Uunicamente una region (p-

value=0.001).

En general se ha reportado que, para que ERa active la transcripcion génica
con un solo sitio ERE es necesario para ser funcional, que esté localizado en la
region reguladora del gen (Klinge, 2001; Yasar et al.,, 2017). A pesar de que la
secuencia consenso de ERE fue descrita en 1989, solo se han reportado siete EREs
naturales que han sido analizados en funcién de la afinidad que este posee por ERa
y su capacidad de inducir la transcripcién génica (Klinge, 2001). Entre esos siete
genes se encuentra vitelogenina, c-Jun, c-fos y pS2 humano y su actividad se ha

demostrado en células de cancer cervical y cancer de mama (Klinge, 2001).

Por otra parte, se ha descrito que, no es clave el numero absoluto de ERE lo
que explica la respuesta transcripcional, si no, la afinidad, el contexto gendémico, el
acceso a la cromatina y la cooperacion de cofactores como FOXP1 (Klinge, 2001;
Lin et al., 2007; Shigekawa et al., 2011). Por otro lado, Linet al. en sus estudios de
cartografia gendmica del ERa en cancer de mama demostré que la mayoria de los
sitios de union de ER se localizan en regiones distantes al promotor. En este sentido,
la deteccién de EREs en las regiones promotoras de genes codificantes para
sialiltransferasas asociadas al tipo Hormonal de CaCu sugiere que podrian
participar como blancos transcripcionales de la sefalizacidon gendmica directa de
estrégeno independiente del tipo histologico. De igual forma, los sitios identificados
en nuestros genes parecen estar en regiones distales de regulacion como se

observa en el promotor del gen ST6GALNAC6y ST6GAL1.
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Figura 19. Identificacion de Elementos de Respuesta a Estrégeno (EREs) en las regiones
promotoras de genes que codifican para sialiltransferasas seleccionados. Se muestra la
localizacion relativa de los EREs predichos (cuadros rojos) respecto al sitio de inicio de la
transcripcion (flecha azul) de cada gen.




Evaluacion del efecto del estrogeno sobre el contenido de acido sialico en
células de carcinoma escamoso de cérvix
Para evaluar el efecto del estrégeno sobre el acido sialico, se realizaron
incubaciones en las lineas celulares SiHa. Se observo que los resultados obtenidos
en el enfoque bioinformatico revelan la posibilidad de un incremento en el contenido
de acido sialico tipo 02,3 y 02,6 asociada a la sefalizacion estrogénica (Tabla 1;
Figura 18; Figura 19). Asi, los resultados anteriores sugerian que los genes de la
familia ST3GAL, STEGALNAC y el gen ST6GAL1, cuyas enzimas transfieren Sia en
enlaces 02,3 y 02,6, respectivamente, podrian estar activadas por la sefializacion
estrogénica. Por lo tanto, se evalud el efecto del estrogeno sobre el contenido de

acido sialico en estos tipos de enlaces en lineas celulares de CCE.

En primer lugar, se evalud la presencia de acido sialico con enlaces tipo a-
26 y a-2,3 en la linea celulares SiHa derivadas de CCE, usando las lectinas
biotiniladas Maackia Amurensis (MAL Il) y Sambucus Nigra (SNA), que reconocen
dichos enlaces respectivamente (Figura 20). Los resultados muestran que el acido
sialico en enlaces 0-2,3 y 0-2,6, se localiza predominante en la membrana
plasmatica, sin embargo, se puede observar expresion en la regidn del citoplasma
(Figura 20). Estos resultados, en células derivadas de CCE, concuerdan con lo ya
descrito en otros tipos de cancer, en donde la presencia Sia en enlaces a-2,3 y a-
2,6 estan presentes en la membrana plasmatica en otros tipos de cancer (Dobie &
Skropeta, 2021). Ademas, la presencia en citoplasma podria corresponder a
glicoproteinas sialiladas que se encuentran en transito celular en la via secretora

hacia la membrana plasmatica.
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Figura 20. Deteccién de residuos de acido siadlico a-2,3 y a-2,6 en células SiHa. Se muestran
imagenes representativas de los experimentos donde se realizd: a) un control negativo; b) residuos
a-2,3 (MAL Il) y ¢) a-2,6 (SNA). La deteccion se realizé mediante el uso de estreptavidina-ficoeritrina
(ST-PE,canal rojo), los nucleos celulares se tifieron con DAPI (canal azul), la imagen compuesta
(MERGE) Barra de escala: 50 uym con el objetivo 40x.

Una vez confirmada la presencia de acido sialico en las células, se evaluo el
efecto del estradiol sobre el contenido de acido sialico con residuos 02,3 y 02,6. Los
resultados muestran que, en comparacién con el control, las células tratadas con
estradiol tienen aumento en la sefial acido sialico a2,3 y a2,6 en el citoplasma, sin
embargo, en ninguno de los dos casos se observa en la membrana (Figura 21 y
Figura 22). El incremento en acido sialico tipo 02,6 detectado con SNA ya se ha
reportado como incrementado en CaCu con respecto a cérvix normal (Jin et al.,
2016); sin embargo, también se ha reportado reduccion de la sialilacion tipo 02,6
detectado con SNA de proteinas citosélicas de tejido cervical humano con CaCu en
comparacion de un tejido normal (KIM et al., 2014a). Se desconoce si los cambios
observados se deben a alteraciones en el proceso de la expresion de

sialiltransferasas, al proceso enzimatico de la sialilacion o a los efectos que también
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puede ejercer el estradiol en la biologia celular (Leal et al., 2020), que podria ser a

través de otras vias(Fuentes & Silveyra, 2019).

La localizacién predominante en citoplasma podria indicar una acumulacion
intracelular de glicoproteinas sialiladas en proceso de maduracion o un retraso en
el trafico intracelular hacia la membrana celular. Estos hallazgos concuerdan con lo
ya reportado en otros tipos de cancer, en donde la sialilacién es inducida por
hormonas esteroides que participan en la reprogramacion de rutas secretoras y en

la remodelacién del glicocalix (Habeeb et al., 2024; Liu et al., 2017).

ST-PE DAPI MERGE

Figura 21. Deteccion de residuos de acido sialico a-2,3 en células SiHa tratadas con 17j3-
estradiol mediante el uso de Maackia Amurensis (MAL Il). Se muestran imagenes representativas
de los experimentos realizados donde se demuestra la union de la lectina MAL Il a residuos 02,3 de
acido sialico (ST-PE, canal rojo), la tincion nuclear (DAPI, canal azul) y la imagen compuesta
(MERGE). Barra de escala: 50 pm con el objetivo 40x.
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Figura 22. Detecciéon de residuos de acido sialico a-2,6 en células SiHa tratadas con 17f3-
estradiol mediante el uso de Sambucus Nigra (SNA). Se muestran imagenes representativas de
los experimentos realizados donde se demuestra la union de la lectina SNA a residuos a2,6 de acido
sidlico (ST-PE, canal rojo), la tincién nuclear (DAPI, canal azul) y la imagen compuesta (MERGE).
Barra de escala: 50 ym con el objetivo 40x.

Para confirmar los datos anteriores, se evalu6 la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de las uniones especificas para residuos de acido sialico a2,3 y
a2,6 (Figura 23). Asi, se observé un aumento significativo en acido sialico con tipo
de enlace a2,3 la IMF en el grupo tratado con 17B-estradiol con respecto al grupo
control (p< 0.05) (Figura 23a). De manera igual, los resultados muestran un
aumento significativo en el contenido de acido sialico en enlace tipo a2,6 en el grupo
tratado con 17B-estradiol con respecto al control (Figura 23b). Estos resultados
concuerdan con estudios realizados en tejidos con cancer cervical en donde hubo
cambios significativos en la a2,6-sialilacion y la fucosilacion de glicoconjugados
citosdlicos en comparacion de tejidos cervicales sanos (KIM et al., 2014). Ademas,

se ha descrito que, a lo largo del tiempo, el estrégeno es capaz de modificar la



a)

IMF

concentracion de acido sialico (Rodriguez-Lopez et al., 2022). De acuerdo con
Habeeb et al. (2024) la sobreexpresion de sialiltransferasas son las responsables
de impulsar la sialilacion aberrante y, en consecuencia, la hipersialilacion en las
superficies celulares cancerosas lo que ademas se relaciona con el aumento en la

agresividad tumoral.

Estos resultados juntos con los resultados in silico, sugieren que el estrégeno
podria estar incrementando la presencia de acido sialico a-2,3 y 02,6 a través de
promover la expresion de sialiltransferasas tipo ST3GAL2 y ST3GALS para enlaces
0-2,3 'y ST6GALNAC1, ST6GALNAC2, ST6GALNAC3, ST6GALNACH4,

ST6GALNAC6y ST6GALT para enlaces a-2,6.

a2,3 Maackia amurensis b) 02,6 Sambucus nigra
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Figura 23. Efecto del tratamiento con 17B-estradiol sobre la sialilacion en células SiHa
analizadas mediante Maackia Amurensis y Sambucus Nigra. a) Intensidad media de
fluorescencia (IMF) de células marcadas con Maackia amurensis en condiciones como control y tras
tratamiento con 17B-estradiol. b) IMF de células marcadas con Sambucus nigra bajo las mismas
condiciones. Los datos se presentan como media + DE. Se utilizé la prueba t de Student para
comparar los grupos, n = 5 por grupo.



Adicionalmente, para evaluar el efecto del tratamiento con 17B-estradiol, se
ajusté en Rstudio un modelo lineal generalizado con distribucion gaussiana,
considerando el tratamiento como factor explicativo. El analisis revelé un efecto
significativo del tratamiento, observandose un incremento en la IMF en las células
tratadas con 173-estradiol en comparacion con el grupo control (p = 0.007, = 10.87
+ 3.25EE) en acido sialico con tipo de enlace a2,3 (Figura 24 a). De la misma
manera, en acido sialico con tipo de enlace a2,6 el analisis mostré un aumento
significativo del tratamiento, en donde se observa un incremento de la IMF en las
células tratadas con 17B-estradiol en comparacion con el control (p= 0.0288, B =
14.94 + 5.86EE) (Figura 24b). Estos resultados concuerdan con la representacion
grafica (Figura 23), en la que se observa una mayor media de IMF en la condicion
tratada con 17B-estradiol, aun cuando las barras de error presentan un empalme

parcial.

Los datos se presentan como media * error estandar (EE). La significancia
estadistica se evalué mediante un modelo lineal generalizado con distribucién
gaussiana, considerando el tratamiento como factor explicativo, utilizando el

software RStudio (R).
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Figura 24. Efecto del tratamiento con 17@-estradiol sobre la sialilacion en células SiHa
evaluadas en Rstudio. a) Intensidad media de fluorescencia (IMF) de células marcadas con
Maackia amurensis, lectina especifica para residuos de acido sialico 02,3, en condiciones control y
tras tratamiento con 17f3-estradiol. b) Intensidad media de fluorescencia (IMF) de células marcadas
con Sambucus nigra, lectina especifica para residuos de acido sialico a2,6. Bajo las mismas
condiciones experimentales.

Si bien los resultados presentados en esta tesis son consistentes y
estadisticamente significativos, actualmente, el grupo de trabajo se encuentra
realizando experimentos adicionales con el fin de confirmar y ampliar los resultados

obtenidos en este trabajo.

CONCLUSIONES

El cancer cervicouterino es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en mujeres a nivel mundial y a nivel América Latina, a pesar de los
avances en programas de prevencion y tratamiento. Su etiologia se asocia
mayoritariamente con la infeccidén persistente del virus del papiloma humano, sin
embargo, existen otros factores hormonales, epigenéticos y alteraciones

moleculares que contribuyen de manera significativa en el desarrollo y progresion



de este cancer. Entre estos mecanismos, las modificaciones postraduccionales
como la sialilacion, desempefian un papel crucial al modificar la estructura y funcién
de glicoproteinas que estan implicados en la sefalizacion, adhesion y la evasion

inmune.

Los resultados in vitro muestran un aumento del contenido de acido sialico
en el citoplasma tras tratamiento con estradiol. Este efecto puede explicarse
principalmente por el aumento en la expresidn de sialiltransferasas, como sugieren

los analisis in silico.

Esta investigacion aporta evidencia sobre el papel de la sefalizacidon
estrogénica como un modulador de la sialilacion en cancer cervicouterino
escamoso, integrando datos moleculares, bioinformatico y experimentales, los
cuales abren nuevas lineas de investigacion sobre su papel en la progresion de la

enfermedad.
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