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RESUMEN

El glioblastoma es el cancer del sistema nervioso central mas recurrente y agresivo en
pacientes con 64 afos en promedio. ES un tumor altamente invasivo y progresa
rapidamente, resultando en una esperanza de vida reducida que ronda los 14 meses.
El microambiente tumoral en el glioblastoma fomenta su agresividad por la accion de
las citocinas secretadas por las células tumorales, la microglia y los macrofagos. Una
de las citocinas mas relevante es el IFN-y, que activa al factor de transcripcion STAT1
para promover la expresion de IRF1, otro factor de transcripcion que induce la
expresion de genes secundarios como el PD-L1 que restringe la actividad antitumoral
de las células T. Sin embargo, se sabe poco sobre la sefializacion del IFN-y sobre la
regulacion transcripcional en el glioblastoma. Por otro lado, en el glioblastoma,
diversos miRNAs estan relacionados con la regulacién de la proliferacion, la evasion
de la apoptosis, y la radioresistencia, pero la modulacién de su expresion por el IFN-y
no se ha estudiado. Por lo tanto, el interés de este proyecto fue identificar los miRNAs
asociados con la progresion del tumor que son inducidos por la activacion de la via del
IFN-y. Para lo anterior se realiz6 un andlisis in silico sobre la expresion de los
componentes de la via del IFN-y en glioblastoma, se analizé la activacion de la via en
células de glioblastoma a través de western blot, se realiz6 un ensayo de viabilidad
celular e invasion y finalmente un tamizaje de miRNAs, todo esto bajo el estimulo de
100 ng/mL de IFN-y. Los resultados de este trabajo indican que la expresion de los
elementos de la via de sefalizacion del IFN-y esta aumentada en muestras de
pacientes con glioblastoma, especialmente el receptor del IFN-y (subunidades
IFNGR1 e IFNGR2) y los factores de transcripcion STAT1 e IRF1. La activacion de la
via candnica de sefalizacion del IFN-y en las células de glioblastoma LN-18 aumento
los niveles proteinicos del factor de transcripcién IRF1 y de uno de sus productos
geénicos el PD-L1, dando cuenta de su actividad pro-tumoral. El estimulo con IFN-y no
afectd la viabilidad celular, pero si favorecio significativamente la migracion de las
células LN-18. Finalmente, se identific6 una firma de miRNAs que es regulada
diferencialmente por el IFN-y y que se asocia con un efecto pro-tumoral por influir en
respuestas celulares como la proliferacion celular, la evasion de la apoptosis, la

progresion del ciclo celular, la EMT, y la angiogénesis. En conclusion, en este estudio
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se demostrd que la activacion de la via de sefalizacion del IFN-y modula los niveles
de expresion de una firma de miRNAs asociados con su efecto pro-tumoral en las

células de glioblastoma.
ABSTRACT

Glioblastoma is the most recurrent and aggressive cancer of the central nervous
system in 64 years old patients. It is a highly invasive tumor that progresses rapidly,
resulting in a short lifespan of around 14 months on average. The tumor
microenvironment in glioblastoma promotes its aggressiveness due to the cytokines
secreted by tumor cells, microglia, and macrophages. One of the most relevant
cytokines is IFN-y; its signaling pathway activates the transcription factor STAT1 to
promote IRF1 expression, another transcription factor that induces the expression of
secondary genes as PD-L1, which restricts the anti-tumor activity of T cells.
Nevertheless, the impact of the IFN-y signaling at the transcriptional level is not
completely known. Moreover, in glioblastoma, several miRNAs are related to
proliferation, apoptosis evasion, and radioresistance, but the modulation of their
expression by IFN-y has not been studied. Therefore, this project's main interest was
identifying IFN-y-induced miRNAs associated with tumor progression. The results
indicate that the IFN-y signaling pathway elements expression is incremented in
glioblastoma patient’'s samples, especially in two specific points of this pathway: the
IFN-y receptor (IFNGR1 and IFNGR2 subunits) and the downstream transcription
factors of this pathway, STAT1, and IRF1. The IFN-y canonical signaling pathway
activation augmented the protein levels of transcription factor IRF1 and the expression
of PD-L1, one of its target genes, in the LN-18 glioblastoma cell line. Finally, a miRNA
gene signature was identified that was upregulated and downregulated by IFN-y and
was also associated with its pro-tumor effect by inducing cellular responses such as
cell proliferation, apoptosis evasion, and cell cycle progression, EMT, and
angiogenesis. In conclusion, in this study, we demonstrated that the IFN-y signaling
pathway modulates the expression levels of a miRNA gene signature associated with

its pro-tumor effect in glioblastoma cells.
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INTRODUCCION

Generalidades del glioblastoma

Los gliomas son el tipo de tumor primario mas comun en el cerebro, contribuyendo a
las principales causas de muerte por tumores primarios en los Estados Unidos de
América (Ostrom et al., 2022). Los gliomas se clasifican dentro de seis grupos: 1)
Gliomas difusos de tipo adulto dentro del que se encuentra el glioblastoma. 2) Gliomas
difusos de bajo grado de tipo pediatrico. 3) Gliomas difusos de alto grado de tipo
pediatrico. 4) Gliomas astrociticos circunscritos. 5) Tumores neuronales vy
glioneuronales. 6) Ependimomas (Louis et al., 2021).

El glioblastoma, un tipo de glioma tipo adulto de grado 4, es un tumor astrocitico difuso,
caracterizado por la presencia de necrosis, proliferaciébn microvascular, mutacion del
promotor del gen TERT, amplificacion del gen EGFR, ganancia de copias del
cromosoma 7 y pérdida de copias del cromosoma 10 (Louis et al., 2021). Este tipo de
cancer es altamente letal y su incidencia incrementa con la edad, siendo los adultos
de 75 a 84 afos los méas afectados (Ostrom et al., 2022). La sintomatologia en esta
enfermedad es variada, sin embargo, la mayoria de los pacientes presentan dolores
de cabeza, déficits sensomotores y afasia. El tratamiento estandar consta de la
remocidén quirdrgica del tumor acompafiada de radioterapia y quimioterapia con
Temozolomida (TMZ), el agente alquilante mas usado para estos fines. Sin embargo,
a pesar del tratamiento descrito, la esperanza de vida de los pacientes se ve reducida
considerablemente, rondando los 15 meses después del diagnéstico (Figura 1) (Lim et
al., 2011).

13



Figura 1. Imagenes de resonancia magnética de un paciente con glioblastoma de rapida evolucion. Ay B) Tumor
alojado en el I6bulo temporal derecho. C y D) Imagenes del mismo tumor, 20 dias después de las imagenes Ay
B (Alexander & Cloughesy, 2017).

Tipos de glioblastoma

Para estudiar a fondo este tipo de cancer, se ha recurrido a la clasificacion basada en
diferentes criterios, como: el origen del tumor, su histologia y las caracteristicas
génicas de las células tumorales que lo conforman (Louis et al., 2021).

El glioblastoma es un tumor primario que se origina de las células astrociticas del SNC
que, al transformarse en células cancerosas, ganan una 0 mas alteraciones
moleculares como son: ganancia de copias del cromosoma 7, pérdida de copias del
cromosoma 10, mutaciones en el promotor del gen TERT, amplificacion del gen EGFR
y delecién homocigota del gen CDKN2A/2B (Berger et al., 2022).

En afios anteriores la clasificacion de los tumores de glioblastoma se apoyaba del uso
de un marcador molecular como la mutacion del gen de IDH, este gen codifica para la
enzima IDH participante en el ciclo de Krebs que convierte el isocitrato en a-
cetoglutarato; sin embargo, existen mutaciones en este gen que dan como resultado
una ganancia de funcién, lo que conlleva a la generacién del oncometabolito 2-
hidroxiglutarato que, al acumularse, favorece un metabolismo dependiente de
glutamina, inhibe a las desmetilasas de histonas, beneficia la hipermetilacion del DNA,
causa la inhibicion de genes supresores de tumores, aumenta la proliferacion y el

desarrollo del cancer(Louis et al., 2007).

Anteriormente se contemplaba una subdivisién del glioblastoma de acuerdo con el

estado mutacional de IDH, considerando dos subtipos de glioblastoma, uno
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expresando a IDH-wt (wild type, por su significado en inglés) y otro a la IDH-mutante
con un mejor pronostico (Quinones & Le, 2018). Sin embargo, con la reciente
actualizacion de la Clasificacion de Tumores del Sistema Nervioso Central (SNC) por
la Organizacién Mundial de la Salud (5ta edicién), para que un tumor pueda ser
considerado como glioblastoma, estrictamente debe expresar a IDH-wt (Louis et al.,
2021).

Adicionalmente se han establecido parametros moleculares para diferenciar cuatro
subtipos principales de glioblastoma con base en las alteraciones génicas mas
frecuentes en las células que conforman el tumor. Estos subtipos son proneural,
neural, clasico y mesenquimal (Z. Chen & Hambardzumyan, 2018). El glioblastoma
proneural presenta células con caracteristicas oligodendrogliales, se desarrolla como
un glioblastoma secundario principalmente en pacientes jovenes y tiene una menor
tasa de incidencia. El glioblastoma neural se desarrolla a partir de células astrociticas
y oligodendrociticas; aunque presenta una firma genética similar a las neuronas
normales, se caracteriza por presentar altos niveles de los receptores del Factor de
Crecimiento Epidermal (del inglés, EGFR) y una expresion similar al tejido cerebral

normal.

El glioblastoma clasico expresa marcadores de precursores de células neuronales y
células troncales, asi como caracteristicas de astrocitos mientras que los
glioblastomas mesenquimales cuentan con caracteristicas de gliomas astrociticos en
cultivo (Quinones & Le, 2018; Soomro et al., 2017).

Sin embargo, estudios recientes muestran que dentro de un tumor de glioblastoma se
puede encontrar una gran heterogeneidad celular, dado que es comun que un solo
tumor presente caracteristicas de diferentes subtipos de glioblastoma, las cuales son
dinamicas en funcion del tiempo de desarrollo del tumor y la respuesta a terapias. Mas
aun, dentro de esta heterogeneidad celular, se han identificado cuatro estadios
celulares: células tipo mesenquimales, tipo astrociticas, tipo precursoras de células
oligodendrociticas y tipo progenitoras de células neurales. Ademas, se reconoce una
dominancia de estadios celulares determinados en cada tipo de tumor de glioblastoma

(p. €j., los tumores de glioblastoma proneurales presentan enriquecimiento en células
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del tipo precursoras de células oligodendrociticas y del tipo progenitoras de células

neurales) (Antunes et al., 2020).
Aspectos clinicos del glioblastoma

Los sintomas del glioblastoma son variados entre pacientes y esta variacion se ha visto
influenciada por la localizacion y tamafio del tumor (Alexander & Cloughesy, 2017;
lacob & Dinca, 2009). El tumor de glioblastoma se aloja principalmente en el I16bulo
frontal seguido del l6bulo temporal y el parietal; sin embargo, en casos raros el
glioblastoma también se desarrolla en el I6bulo occipital, el cerebelo, el tallo encefalico
y la médula espinal. Cerca de la mitad de los glioblastomas se infiltran en mas de un
l6bulo cerebral y cerca del 5% crecen de forma multifocal (Wirsching et al., 2016).

Los principales sintomas que presentan los pacientes con glioblastoma son producto
del aumento de la presién intracraneal por el rapido crecimiento de la masa tumoral,
tales como cefaleas, fatiga, entumecimiento, pérdida o dificultades para la visién,
afasia, hemiparesia, hemiplejia, nauseas, vomitos, mareos, entre otros (lacob & Dinca,
2009; Wirsching et al., 2016).

La epilepsia es un sintoma que ocurre con frecuencia en pacientes cuyo tumor se
localiza en el I6bulo temporal. Este se presenta en mas de la mitad de los casos de
glioblastoma durante el curso de la enfermedad y esta asociado con una supervivencia
mas larga por facilitar un diagnostico mas temprano, su ubicacion cortical y un tamafio

tumoral menor, lo que favorece una buena resecabilidad (Wirsching et al., 2016).

La aparicion de algunos sintomas sutiles da lugar al diagnostico errbneo en los
pacientes, lo que reduce significativamente su calidad de vida y la probabilidad de
supervivencia. Los cambios de personalidad y desérdenes de caracter son sintomas
gue presentan pacientes con tumores localizados en el |6bulo frontal y con frecuencia
se interpretan como condiciones psicoldgicas o trastornos psiquiatricos. Por otra parte,
sintomas como confusion, pérdida de la memoria o hemiparesia se traducen como
signos del proceso de envejecimiento normal del paciente (Yuile et al., 2006). Por lo
tanto, la calidad de vida en la mayoria de los pacientes con glioblastoma se ve
impactada severamente por la acumulacion gradual de sintomas y el aumento en la

gravedad de los ya existentes.
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El glioblastoma es el tumor maligno de grado 4 mas comun dentro del SNC; representa
el 14.2% de todos los tumores en el SNC y el 50.1% de los tumores primarios malignos
del cerebro en el periodo 2015-2019 en los Estados Unidos de América. En México los
datos de la epidemiologia del glioblastoma son limitados, sin embargo, Aguirre-Cruz y
sus colaboradores en 2020 reportaron que de 1965 a 2014 se presentaron 1270 casos
de glioblastoma en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, lo que
corresponde al 55.5% de los tumores astrociticos de ese periodo (Aguirre-Cruz et al.,
2020). La incidencia anual de este tipo de tumor es de 3.26 por cada 100,000
habitantes y su probabilidad incrementa conforme avanza la edad, siendo
diagnosticado principalmente en pacientes de 65 afios, aunque la ventana de
incidencias va de los 65 a los 84 afos. El glioblastoma es 1.6 veces mas comun en
hombres y 1.95 veces mas comun en la poblacion caucésica (Figura 2) (Ostrom et al.,
2022).
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Figura 2. Epidemiologia del glioblastoma. El glioblastoma es el més recurrente de los tumores malignos del SNC
(A). Sucede principalmente en hombres (B) caucasicos (C) de 64 afios en promedio (Ostrom et al., 2022).

La supervivencia de los pacientes que padecen glioblastoma es baja y esta

influenciada por la edad del paciente. Sélo el 6.9% de los pacientes sobreviven mas
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alla de los 5 afios después de ser diagnosticados, pero es mayor en aquellos pacientes

diagnosticados en edades menores a los 20 afios (Ostrom et al., 2022).

Los pacientes que padecen glioblastoma a menudo reciben un diagnostico tardio
debido a la presencia frecuente de sintomas sutiles e inespecificos como dolores de
cabeza, confusion, pérdida de memoria, y cambios de personalidad. Sin embargo, a
medida que avanza la enfermedad, frecuentemente se presentan sintomas como
convulsiones o déficits neurolégicos que favorecen el inicio de estudios en busca de
un diagnéstico (JovCevska, 2019). Para el diagnostico, se utilizan técnicas como la
resonancia magneética y la tomografia computarizada con contraste, y se confirma con

inmunohistoquimica (IHQ), principalmente (Wirsching et al., 2016).

La resonancia magnética es la herramienta mas utilizada ya que es la mas sensible y
especifica. Bajo este método, el tumor se observa como una lesion infiltrante,
heterogénea, realzada por un anillo con necrosis central y edema circundante. La
apariencia del glioblastoma puede variar y en ocasiones se observa una lesion inicial
pequefia sin realce, que, al pasar algunos dias, crece y se ajusta a la descripcion previa
(Alexander & Cloughesy, 2017). Las imagenes obtenidas pueden ser confundidas con
otras lesiones como abscesos o metastasis de tumores cerebrales, por lo que es
necesario el uso de técnicas de andlisis del tejido para confirmar el diagndstico, como
la IHQ. A pesar de no contar con la misma exactitud y sensibilidad que la resonancia
magneética, en casos puntuales (p. ej., cuando el paciente posee marcapasos) la
tomografia computarizada con contraste también es utilizada como herramienta inicial

de diagnadstico (Wirsching et al., 2016).

La confirmacion del diagnéstico usualmente se realiza con muestras de tejido tomadas
tras la extraccion del tumor, o de biopsias para realizar una técnica histolégica e IHQ.
El aspecto histologico del glioblastoma incluye necrosis, proliferacion microvascular,
pleomorfismo, anaplasia, invasividad, entre otros. Se utilizan marcadores para IHQ
como la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) para confirmar la diferenciacién del linaje
astrocitico, MIB-1/Ki-67 para evaluar la proliferacion celular y el anticuerpo para la

proteina IDH-1 mutante para obtener mas informacion sobre la firma génica del tumor.
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Estrategias terapéuticas actuales para el glioblastoma

La estrategia terapéutica estandar que se sigue para tratar a los pacientes con
glioblastoma esta conformada por tres métodos: cirugia, radioterapia y quimioterapia.

La extraccion quirargica del tumor es el primer paso en el tratamiento contra el
glioblastoma, la extension de la cirugia depende de la localizacion y las é&reas
cerebrales involucradas. Con este procedimiento, los pacientes reportan mejoras,
como la liberacion de la presion intracraneal, la reversion de déficits neurologicos,
entre otros (Alexander & Cloughesy, 2017). Sin embargo, la cirugia no garantiza la
eliminacion definitiva del tumor. Por la naturaleza altamente infiltrativa de este tipo de
células tumorales, el tumor de glioblastoma no puede extirparse por completo
(Wirsching et al., 2016). Se ha reportado que, a partir del borde visible del tumor, en
un margen de 0 a 2 cm es posible encontrar hasta un 6% de células cancerosas dentro
de la poblacién celular total, en un margen de 2 a 4 cm se encuentra 1.8% de células
cancerosas y 0.2% en un margen mayor a 4 cm (lacob & Dinca, 2009). Por esta razén,

la cirugia debe ser acompafiada por otros enfoques terapéuticos.

La radioterapia es la estrategia de seguimiento posterior a la cirugia. El tratamiento
inicia en promedio a los 5 dias posteriores a la intervencion quirdrgica y se administra
durante 6 a 7 semanas, 5 veces a la semana, en areas del cerebro especificas
definidas por resonancia magnética. Este enfoque terapéutico representa una ventaja
modesta en la evolucion de los pacientes, aunque el crecimiento del tumor durante la
radioterapia es un signo de mal prondstico, ya que indica la radioresistencia del tumor.
La principal razén de la radioresistencia es la hipoxia que presentan los tumores en
comparacion con el tejido saludable adyacente, que puede evaluarse cuantificando el
nivel del factor de transcripcion HIF-1a que es un marcador de la hipoxia y de la
radioresistencia en los tumores. En general, la radioresistencia de algunos tumores, la
naturaleza infiltrativa de los tumores de glioblastoma, el riesgo de necrosis por
radiacion y el dafio neuronal permanente inducido por la radiacién, hacen necesario el

acompafnamiento de la radioterapia con quimioterapia (lacob & Dinca, 2009).

La quimioterapia es el factor complementario del tratamiento de rutina en pacientes

con glioblastoma, con la que se busca favorecer la supervivencia de los pacientes en
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conjunto con la radioterapia. Los agentes alquilantes son los agentes
qguimioterapéuticos mas usados en glioblastoma, dentro de los que se encuentra la
TMZ, un farmaco que ha sido ampliamente utilizado por sus bajos niveles de toxicidad
hacia las células normales y por la tolerancia del paciente (S. Wang et al., 2019). Es
un agente de metilacion que, en el DNA de células cancerosas, genera lesiones
llamadas O6-metilguanina (O6-mG), lo que induce el arresto del ciclo celular en el
checkpoint G2/M y la eventual apoptosis de las células (Sasmita et al., 2018). Sin
embargo, este dafio puede ser reparado por una DNA alquil-transferasa codificada por
el gen O6-metilguanina-metiltransferasa de DNA (MGMT), por lo que el nivel de
expresion del gen MGMT estd estrechamente relacionado con la eficacia del
tratamiento con TMZ. Este farmaco, solo o en conjunto con la radioterapia ha mejorado
significativamente la supervivencia de los pacientes con glioblastoma mas alla de 2
afos, lo que, en glioblastoma es considerado como una supervivencia de largo tiempo
(lacob & Dinca, 2009).

Se ha demostrado que el uso de terapias coadyuvantes mejora en gran medida el
estado fisico y la supervivencia de los pacientes. La terapia anti-angiogénica ha sido
de las mas utilizadas, ya que la angiogénesis es una caracteristica definitoria del
glioblastoma, que es mediada principalmente por el VEGF (del inglés, Vascular
Endotelial Growth Factor). Por esta razon, los anticuerpos anti-VEGF como el
bevacizumab han sido ampliamente aplicados en glioblastoma y otros tumores,
teniendo resultados favorables entre los pacientes. Esta terapia se administra en dosis
de 10 mg/kg de peso corporal de manera intravenosa de forma semanal y en general,
esta dosis es tolerada adecuadamente por la mayoria de los pacientes, aunque
algunos desarrollan efectos adversos como hipertension arterial, en la mayoria de los
casos Yy algunos otros efectos raros como hemorragias, eventos tromboembdlicos,
complicaciones en la cicatrizacibn de heridas, falla congestiva del corazén y

perforaciones gastrointestinales (lacob & Dinca, 2009).
El microambiente tumoral en el glioblastoma

Los tumores son capaces de modificar el fenotipo de las células estromales creando

un TME favorecedor para el desarrollo y progresiéon del propio tumor. En el caso de
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glioblastoma, el TME es altamente complejo, conformado por diferentes tipos celulares
como ceélulas endoteliales, células inmunes, células de glioblastoma, CGT (células de
glioblastoma tipo troncales), astrocitos, fibroblastos, microglia y macroéfagos, asi como
factores secretados por estas células como polisacaridos, hormonas, citocinas, entre
otros (Hernandez et al., 2021; Simon et al., 2020).

La complejidad del TME en el glioblastoma permite la formacion de regiones dentro
del tumor llamadas “nichos” con caracteristicas especificas. En glioblastoma se han
descrito cuatro principales nichos, como el nicho inflamatorio, el nicho
hipoxico/necrotico situado al centro del tumor, el nicho perivascular y el nicho
infiltrativo/frente invasivo situado en los bordes del tumor (Figura 3) (Dapash et al.,
2021; Sovrea et al., 2022).

Las células de glioblastoma son los componentes principales que inician la formacion
del TME. Estas células propician un gran dinamismo en el flujo de informacién junto
con otros tipos celulares a través de la secrecion de moléculas, y como resultado
diferentes mecanismos moleculares expresados por factores genéticos y epigenéticos
inducen la proliferacion descontrolada del tumor, la angiogénesis y la invasion (Sovrea
et al., 2022). Las células cancerosas secretan quimiocinas al TME que favorecen la
angiogénesis y atraen macréfagos y microglia, a su vez, interaccionan con la microglia

para incrementar su invasividad a través de citocinas y factores de crecimiento.

21



Infiltrative/invasive front

Immune/inflammatory niche

Perivascular niche

Hypoxic/necrotic niche

Figura 3. Esquematizacion de la distribucion de los nichos en el TME de glioblastoma. El glioblastoma presenta
areas dentro de su TME con capacidades especificas llamadas nichos, dentro de estos se encuentran el nicho
inflamatorio, el nicho perivascular, el nicho hipoxico y el nicho infiltrativo (Sovrea et al., 2022).

Las vesiculas extracelulares (EV) son una de las principales herramientas de las que
se valen las células de glioblastoma para comunicarse bidireccionalmente con el resto
de los elementos del TME. Las EV son vesiculas rodeadas por una membrana que se
desprenden de las células hacia el TME, transportan en su interior moléculas como
proteinas y acidos nucleicos y los entregan a células receptoras que pueden estar a
cortas o largas distancias para modular su comportamiento (Yekula et al., 2020). Al
interaccionar con células endoteliales, las EV promueven la angiogénesis, cuando lo
hacen con los astrocitos promueven la degradaciéon de la ECM, pueden inducir la
evasion de la apoptosis de los astrocitos y la expresion de PD-L1 en su superficie como

para favorecer un TME inmunosupresor (Dapash et al., 2021).

Por su parte las células de glioblastoma tipo troncales (CGT) son un reservorio de
autorrenovacion y diferenciacion en diferentes linajes celulares que contribuyen a la
heterogeneidad del tumor. Esta reportado que existe una asociacién entre el nimero
de CGT en la masa tumoral con la capacidad de invasion del tumor que son

favorecidas por los tumores asociados al tumor (TAMs) (Dapash et al., 2021).

La barrera hematoencefalica (BBB) supone un filtro para el flujo selectivo de células y

moléculas hacia y desde el cerebro. Esta formada por la interaccion de la membrana
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basal que rodea los capilares sanguineos, los podocitos de astrocitos adheridos a la
superficie de capilares y por células endoteliales de capilares sanguineos, entre las
cuales se forman uniones estrechas que son las principales responsables de esta
barrera selectiva (Snell, 2014). La BBB se ve comprometida bajo la influencia del
glioblastoma por el estimulo inflamatorio prolongado y el aumento de la vascularizacion
por la concentracion elevada del VEGF, lo que aumenta su permeabilidad y permite el
paso de células inmunes contribuyendo al incremento del nicho inflamatorio. Por otra
parte, el flujo limitado de sangre a areas necroéticas centrales del tumor habilita
regiones hipdxicas que atraen macréfagos y promueven su fenotipo inmunosupresor
(Dapash et al., 2021).

Una porcion importante del TME de glioblastoma lo conforman las células residentes
del SNC como las células gliales. Durante el crecimiento del tumor, los astrocitos
normales son desplazados por astrocitos asociados al tumor y sufren astrogliosis
reactiva que se caracteriza por cambios morfologicos y funcionales ante estimulos
inflamatorios, contribuyendo a la infiltracion celular del tumor (Henrik Heiland et al.,
2019). Ademas, se ha reportado que los astrocitos asociados al tumor contribuyen a
la evasion inmune en el glioblastoma. Por su parte la microglia es reclutada al TME
por sefales de las células tumorales, como GM-CSF, SDF-1, GDNF y EV que inducen
cambios genotipicos y fenotipicos que disminuyen su actividad anti-tumoral lo que a
su vez promueve la secrecion de factores como GM-CSF, CXC3CL1 y SDF1,

contribuyendo a un efecto inmunosupresor dentro del TME (Dapash et al., 2021).

En el glioblastoma, la ECM dentro del TME sufre cambios que conllevan al incremento
de la rigidez de la ECM por el aumento de la secrecion de factores como el &cido
hialurénico, la fibronectina, la trombospondina y la tenascina-C por las células de
glioblastoma, lo que, en conjunto con el edema presente, son los factores de estrés
fisico que desencadenan el aumento de rigidez en la ECM y que originan y favorecen
la gliomagénesis (mecanismos moleculares y celulares que originan el glioma). Un
elemento que resalta en el TME de glioblastoma es su nicho inflamatorio que lo
convierte en un tumor “frio” por su alto contenido en células B y T, asi como células

mieloides, lo que genera un escenario inmunosupresor rico en citocinas, quimiocinas
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y células inmunes que complica el desempefio de inmunoterapias dirigidas contra el

glioblastoma (Dapash et al., 2021).
Factores inflamatorios en el TME

A diferencia de un tejido saludable, en el que, al presentarse una amenaza, las células
inmunes detectan el dafo, y responden produciendo citocinas y quimiocinas para
reclutar a otras células inmunes, e inician el ataque y, activan a las células estromales,
para después de eliminada la amenaza, resolver la inflamacion y devolver el tejido a
la homeostasis; en un tumor, la resolucion de la inflamacién no ocurre y asi es como

se desarrolla el TME inflamatorio (Pitt et al., 2016).

Al TME lo conforman las interacciones entre diferentes factores, como células
tumorales, células inmunes, fibroblastos, células estromales, matriz extracelular y
factores solubles (p. ej., citocinas y quimiocinas). Dentro de este microambiente, la
influencia de las células cancerosas sobre el resto del TME, comienza a crear una
atmaosfera inmunosupresora que protege al tumor del atague inmune, promoviendo asi
el crecimiento y progresion de este. Los factores solubles que favorecen este
escenario son factores de crecimiento y citocinas como el EGF, el TGF-$ y algunos
factores de crecimiento de fibroblastos, por mencionar algunos; ademas, existen
diferentes proteasas secretadas por macrofagos, monocitos y granulocitos, capaces

de modificar la matriz extracelular (Figura 4) (Pitt et al., 2016).
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Figura 4. Complejidad del TME de glioblastoma. Dentro del TME se encuentran Macréfagos, células dendriticas,
MDSCs, neutrdfilos, linfocitos B, linfocitos T, NK, células cancerosas, factores solubles y ECM (Dapash et al.,
2021)

En el TME con una composicion tan diversa, cada tipo celular tiene su propio papel
que en conjunto propician un ambiente inflamatorio. Las MDSCs son células que
derivan de células progenitoras mieloides, que en vez de diferenciarse en células
dendriticas, granulocitos o macréfagos como se haria en un contexto homeostatico,
en patologias como el cancer, son reclutadas al TME por las células cancerosas y son
capaces de suprimir a las células NK y a las células T, a través de la secrecion de
citocinas, asi como por una regulacién positiva del éxido nitrico, de la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y actividad incrementada de la L-arginasa que
reduce la concentracion en el microambiente de la L-arginina, de la cual depende la
activacion y proliferacion de las células T (Varner & Schmid, 2010). Las células T
reguladoras (Treg), por su parte inhiben la inmunidad anti-tumoral por interferir en la
inmunidad innata y adaptativa. Esto lo hacen a través de la inhibicion de la funcion de

las células NK, de las células presentadoras de antigeno (APC) y de las células T. Las
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iTregs se generan en el TME por su migracién del sistema linfatico o circulatorio,
gracias a la supresion de las APCs por moléculas en el TME, por su diferenciacion, en
respuesta a la estimulacion y expansion de las células dendriticas (DC), y por la
conversion de células T efectoras a Tregs bajo el estimulo del TGF-B. Los TAMs tienen
un fenotipo similar a los macréfagos M2 (inmunosupresores), ya que propician el
crecimiento tumoral y la metastasis, previniendo la proliferacion y la activacion de las
células T a través de la secrecion de quimioatrayentes como la IL-10, prostaglandinas
y TGF-B (Maimela et al., 2019). Las células T efectoras (células Thl, Th2, Thl7, de
memoria y citotoxicas) funcionan en respuesta a reconocimiento de complejos péptido-
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en presencia de moléculas co-
estimuladoras. Un sublinaje de células T efectoras son las células T citotdxicas (T
CD8+), que junto con las células NK son muy importantes para la eliminacién de las
células cancerosas. Estas secretan interleucinas como el IFN-y en el TME, lo que

promueve la funcion citotoxica de este tipo de células (Alshaker & Matalka, 2011).

En el TME se encuentran las células cancerosas que poseen mecanismos de evasion
inmune como la expresion de receptores co-inhibitorios como PD-L1, que se une a PD-
1 en las células T CD8+ para volverlas anérgicas. También son capaces de expresar
en su superficie CD39 y CD73 que permiten metabolizar el ATP en adenosina, un

conocido inmunosupresor que actia sobre las células T CD8+ (Maimela et al., 2019).

En el TME, se presentan diversos tipos de factores que cooperan en la formacién de
un microambiente inflamatorio, dentro de estos se encuentran la IDO (indoleamina-
2,3-dioxigenasa) que es una enzima que metaboliza el paso de triptéfano a kinurenina,
un metabolito inhibidor de las células T, que, en altas concentraciones, ademas de
inhibirlas, induce su apoptosis y favorece la formacién de Tregs en el TME que

contribuyen a mayor secreciéon de IDO por las DC (Figura 5) (Jung et al., 2022).

En conclusion, el TME esta conformado por una combinacién aparentemente “caética”
pero funcional (para el tumor) de células y factores solubles que permiten el

crecimiento y progresion del tumor.
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Figura 5. Factores solubles en el TME. Ademés de la complejidad en la composicion celular del TME, también
existe una mezcla de factores solubles que funcionan como forma de comunicacién en el TME y que favorecen
el crecimiento y progresion del tumor. Dentro de esta se encuentran citocinas, quimiocinas y algunos
metabolitos inmunosupresores (Lei et al., 2020).

Citocinas importantes en el TME

En el TME, ademas de la compleja composicion celular, coexisten los factores solubles
secretados por las células al microambiente como una forma de comunicacion y
respuesta a las demandas de las células tumorales. Entre los que se encuentran
cohabitando en el TME, estan los metabolitos mencionados previamente, las
guimiocinas encargadas del reclutamiento de células inmunes al TME y las citocinas.
Estas ultimas son muy importantes en la respuesta inmune y bajo un contexto de
cancer, ya que son capaces de inducir diferentes respuestas pro-tumorales, entre las

que se encuentran la proliferacion, la invasion, la EMT, la angiogénesis, entre otros.

La citocina TGF- es producida por la mayoria de las células, por lo que en cancer es
una de las citocinas protagonistas de los eventos pro-tumorales en el TME, aunque

esta reportado que en etapas tempranas de los tumores induce el arresto del ciclo
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celular en lafase G1, a través de la represion de la expresion del gen MYC por SMAD3;
o también lo hace a través de la expresion de p15INK4, p21CIP1, p27KIP1 y p57KIP2
(Batlle & Massagué, 2019). Ademas, esta citocina bloquea la expresion de las
proteinas Id1, 1d2 e 1d3, inhibiendo asi el crecimiento celular; y promueve la apoptosis
a través de TIEG1 que es un supresor de Bcl2. Sin embargo, a medida que el tumor
progresa, las funciones del TGF-B se tornan pro-tumorales. Por ejemplo, el TGF-3
induce el proceso de EMT al incrementar la expresion de SNAIL, ZEB y TWIST que
reprimen la expresion de E-cadherina y asi se modifica la adhesion celular, la
polarizacion y la reorganizacion del citoesqueleto; ademas de favorecer la actividad de
las MMP que remodelan la matriz extracelular (Duivenvoorden, 1999; Ma et al., 2020).
El TGF-B es importante en la promocién de la angiogénesis, ya que induce la expresion
de VEGF, ademas, es un inductor importante de la evasion inmune, ya que reduce la
diferenciacion de células T efectoras y promueve la actividad de las Tregs. Sin
embargo, un consenso en cuanto a la funcion del TGF-B es que las respuestas
celulares inducidas dependen en gran medida del estadio y del tipo de tumor (Zhao et
al., 2020).

Las células CD8+, los neutrdfilos y los eosindfilos secretan IL-17 al TME vy, al unirse a
su receptor expresado en células epiteliales, endoteliales y fibroblastos, induce la
liberacion de IL-1, IL-6, IL-8, IL-23, TNF-a, entre otras citocinas proinflamatorias. Para
la IL-17 se reportan actividades anti-tumorales como el aumento de la presentacion de
antigenos en moléculas del MHC | y Il y la induccién de la inmunidad antitumoral
especifica en lineas de fibrosarcoma (Kryczek et al., 2009). En un modelo de ratones
knockout para IL-17, esta citocina fue esencial para el crecimiento tumoral y la
metastasis a pulmdn, por otra parte, las células Th17 previnieron el desarrollo del
tumor y favorecieron la eficacia de terapias anti-tumorales(Martin-Orozco et al., 2009).
Sin embargo, también se ha reportado que la IL-17 induce angiogénesis actuando
sobre las células estromales, endoteliales y tumorales; estimula la migracion de células
endoteliales-vasculares y favorece la formacion de vasos sanguineos in vitro, lo que
da paso a la vascularizaciéon y crecimiento del tumor; en un modelo murino de cancer
cervical, promovié la tumorigenicidad y el crecimiento tumoral (O’Sullivan et al., 2014;
Takahashi et al., 2005; Wakita et al., 2010). Mientras que la falta de IL-17 redujo el
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crecimiento tumoral en células de cancer de mama, retrasa el desarrollo de papiloma
(Dunn et al., 2006). Estas respuestas son dadas por la via de sefializacion de IL-17
gue induce la secrecion de la IL-6 en las células estromales y las células neoplasicas

que como consecuencia induce a la activacion de STAT3 (Alshaker & Matalka, 2011).

La IL-6 es secretada por fibroblastos, células tumorales y células inmunes en el TME.
Promueve la proliferacidn celular y la metéstasis a través de STAT3 para inhibir a las
DCs. IL-6 puede inducir autofagia a través de la union a su receptor y por la activacion
de AMPK y Akt, lo que promueve la liberacion de IL-6 por la activacion de la via de NF-
kKB (Lu et al., 2018); una via alterna de induccién de autofagia es la regulacion positiva
de la expresion de NS5ATP9 a través de la sefalizacion de NF-kB. Por otra parte, IL-
6 induce la expresién de HIF-1a que inicia el proceso de angiogénesis, ademas de
participar en la resistencia a farmacos al regular la expresion de Bax/Bcl-2, P-gp y
MRP1, asi, la IL-6 protege a las células cancerosas de la citotoxicidad y de la apoptosis

inducida por las quimioterapias (Li et al., 2020).

La TNF-a es una citocina secretada por macrofagos, células T CD4+ y células NK.
Esta citocina induce una serie de sefiales que activan 3 cascadas de sefializacion
importantes como la de NF-kB, las MAPK y la apoptosis (Shen et al., 2018; W. Zhou
et al.,, 2015). A través de la regulacion positiva de IL-8 y VEGF, TNF-a induce la
angiogénesis en glioma (Nabors et al.,, 2003); mientras que en células de cancer
ovarico estimula una serie de citocinas, quimiocinas y factores angiogénicos que
favorecen la neovascularizacion e invasion (Kulbe et al., 2007). En un modelo murino
de metastasis pulmonar, TNF-a induce la neovascularizacion a través de la expresion
de HGF y favorece la invasién a través de las metaloproteasas MMP2, MMP3, MMP9
y MMP12 (Cheng et al., 2007; Estéve et al., 2002; Hagemann, 2004). Por el contrario,
TNF-a también tiene actividades en contra del desarrollo del tumor como las
respuestas inmunes anti-tumorales por parte de los linfocitos T o macréfagos infiltrados
al tumor (X. Wang & Lin, 2009).

Los interferones (IFNs) son una familia de citocinas secretadas por casi todas las
células del organismo, se clasifican en tres grandes grupos: IFNs de tipo | conformados

por IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-k e IFN-w; IFNs de tipo Il con el IFN-y como unico miembro
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y los IFNs de tipo Il integrados por los IFN-A1, IFN-A2, IFN-A3 y IFN-A4. Estas citocinas
inducen respuestas celulares a través de sus cascadas de sefializacion entre las que
destaca la actividad anti-viral (IFNs tipo | y Ill); sin embargo, también generan
respuestas relevantes en el desarrollo del cancer (Parker et al., 2016). Los IFNs estan
completamente involucrados en el ciclo de inmunidad del cancer, que engloba eventos
como: 1) mutacion y/o sobreexpresion de oncogenes en cancer que dan como
resultado neoantigenos. 2) muerte de células tumorales y liberacion de neoantigenos.
3) activacién de células T por los neoantigenos presentados por las APCs, 4)
infiltracion al TME de las células T activadas en donde reconocen y eliminan a las
células cancerosas con los mismos antigenos tumorales y 5) liberacion de mas

antigenos y repeticion del ciclo (Kim et al., 2007).

Los IFNs a y B inducen las vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis en células
tumorales a través de la expresion de TP53; inducen la produccion de los factores
proapoptoticos TRAIL y FAS. De manera similar los IFN-A1, IFN-A2 e IFN-A4 inducen
la muerte celular en algunos tipos de tumores (Kearney et al., 2018; Swann et al.,
2007). Los antigenos tumorales son presentados principalmente a las células T CD8+
a través del MHC |, y todos los tipos de IFNs promueven la presentacién de antigenos
por las DCs; con el reconocimiento de estos antigenos, las células T se activan por un
proceso en el que la presencia de los IFNs es condicionante. Una vez activas, las
células T deben transitar e infiltrarse al TME, para lo cual se requiere de la accion de
qguimiocinas como CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 y CXCL10; estas son
secretadas por DCs, fibroblastos y células tumorales por la influencia de los IFNs.
Finalmente, una vez infiltradas al TME, las células T deben reconocer a las células
tumorales y ejercer su actividad citotoxica a través del reconocimiento de péptidos en
moléculas del MHC | por los TCR, proceso que también esta reforzado por la influencia
de los IFNs, al incrementar la presentacién de antigenos asociados a tumor en la
membrana de células tumorales, al promover la expresion de moléculas del MHC |
(Propper et al., 2003). Aunado a la regulacion del ciclo de inmunidad tumoral, los IFNs
también estan relacionados con procesos celulares en el TME como la angiogénesis
y la regulacién de ciclo celular, procesos esenciales para el desarrollo y progresion de

los tumores (X. Zhang et al., 2021).
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El IFN-y es el unico integrante del grupo Il de IFNs, induce diferentes respuestas de
forma directa o indirecta a través de su vasta influencia en la expresion génica, como

se revisara a continuacion.
ANTECEDENTES
Via de sefalizacion candnica del IFN-y

Las células NK, las células T, las APCs, las células B, e incluso las células tumorales
son las principales productoras de IFN-y, mientras que las principales células con
receptores para esta citocina son los macréfagos, las células T y las células
cancerosas, en donde induce diferentes respuestas a través de la modificacion de la
expresion génica (Burke & Young, 2019). Estas respuestas son llevadas a cabo a
través de la via de sefializacién candnica que inicia con el receptor heterotetramérico
del IFN-y conformado por dos subunidades IFNGR1 y dos subunidades IFNGR2
(Alspach et al., 2019). Cada una de estas subunidades cuentan con un dominio
extracelular y un dominio intracelular con funciones especificas en el receptor. IFNGR1
es la encargada de aumentar la afinidad por el ligando y de asociarse fuertemente a
IFNGR2, mientras que esta ultima es la encargada de transducir la sefial hacia sus
dominios intracelulares. En la region intracelular de este receptor, se encuentran
asociadas las cinasas JAKl1 y JAK2 a las subunidades IFNGR1 e IFNGR2,
respectivamente (Figura 6A) (Bach et al., 1997; Burke & Young, 2019). Durante la
transduccion de la sefal, ocurre un cambio de reorientacibn que acerca a las
subunidades del receptor y junto con ello, acerca a las cinasas JAK1/2 que se activan
por transfosforilaciéon; una vez activas, JAK1/2 fosforilaran a IFNGR1 en el residuo
Y440 lo que genera dos sitios de acoplamiento especificos para el complejo
homodimérico de la proteina citoplasmética STAT1 (Figura 6B) (Bach et al., 1997;
Krause et al., 2006).

Cuando STAT1 se une al receptor del IFN-y, sufre una fosforilacién en el residuo Y701,
lo que resulta en la reorientacion antiparalela del homodimero de STAT1; asi, el
homodimero pSTAT1:pSTAT1 se desacopla del receptor y se encuentra en su forma
activa para translocarse al nacleo y llevar a cabo su funcion de factor de transcripcién

al unirse a las secuencias llamadas GAS (por su significado en inglés, Gamma
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Activated Sequences) en las regiones promotoras de un gran nimero de genes que
en conjunto reciben el nombre de ISGs (por su significado en inglés, Interferon
Stimulated Factors). Para que la accién transcripcional de STAT1 sea llevada a cabo
satisfactoriamente, requiere de proteinas coactivadoras, como p300, CBP y MCM5, a
las que se une a través de su dominio TAD (Figura 6C) (Jorgovanovic et al., 2020;
Schindler et al., 2007).

A) ®IFNGR1 | B) ® IFNGR1
® IFNGR2 ® IFNGR2

STAT1

pSTAT1
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Figura 6. Via de sefializacion candnica del IFN-y. A) El receptor del IFN-y es heterotetramérico (dos subunidades
IFNGR1 y dos subunidades IFNGR2) y en sus dominios intracelulares esta asociado constitutivamente a las
cinasas JAK1/2. Con la union del IFN-y, el receptor se reorienta, las JAKs se acercan, se activan por
transfosforilacion y se generan sitios de acoplamiento especificos para STAT1. B) STAT1 es fosforilado por las
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JAK1/2, se desacopla del receptor y se reorienta anti-paralelamente en su forma activa. C) pSTAT1 se transloca
al ntcleo y lleva a cabo su actividad de factor de transcripcion sobre las secuencias GAS en los promotores de
genes llamados ISGs (Zamora-Salas et al., 2023).

Efecto del IFN-y sobre el transcriptoma y proteoma celular

Una vez que STAT1 es translocado al nucleo, se une a las secuencias consenso GAS:
TTTCCNGGAAA, que se encuentran en los ISGs. La peculiaridad de los ISGs es que
difieren dependiendo del tipo celular y la condicidén patolégica o inflamatoria, dando
como resultado una firma de ISGs especifica de cada contexto (Zamora-Salas et al.,
2023).

Como la mayoria de las secuencias GAS se encuentran repetidas en tandem en las
regiones promotoras de los IGSs, STATL, en conjunto con sus coactivadores, induce
con gran eficiencia la expresion de un gran nimero de genes como una respuesta
primaria al IFN-y. Dentro de este amplio perfil de expresién génica resaltan genes
como TNF gue codifica para una citocina importante en procesos infecciosos y que
favorece el desarrollo del cancer; CXCL11 codificante para una quimiocina de gran
potencia para atraer células T al TME; FCGR1A que codifica para una proteina
importante en la respuesta inmune en procesos patoldgicos y en cancer (Lei et al.,
2020; Shen et al., 2018; van de Vosse & van Dissel, 2017; Xu & Guo, 2020).

En particular, en células de cancer de mama tratadas con IFN-y se regula
negativamente la expresion del gen IFNGR1 codificante para el receptor del IFN-y esto
da como resultado la expresion de los genes HTR7, KIF, AURKA, BIRC3y RALA, que
en la mayoria de los casos estan asociados con la progresion del cancer (Tecalco-
Cruz et al., 2021). Por otra parte, en la linea celular HeLa se reporta que 194 ISGs son
regulados positivamente por STAT1 en respuesta a la sefializacién del IFN-y (Satoh &
Tabunoki, 2013).

IRF1 es otro gen que se expresa gracias a la accion transcripcional de STAT1. Este,
a su vez es un factor de transcripcion que induce la expresion génica como parte de la
respuesta secundaria ante el IFN-y. Los genes a los que se dirige IRF1 poseen
secuencias ISRE (AGTTTCNNTTTCNC/T) en sus regiones promotoras. Este factor de

transcripcion induce una amplia gama de productos génicos, ya que ademas es capaz
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de reclutar a la RNA polimerasa Il a los promotores de los ISGs, y se une a regiones
enhancers favoreciendo la formacion de asas transcripcionales que promueven la
actividad de las enzimas involucradas en el proceso de la transcripcion (Abou El
Hassan et al., 2017).

Uno de los productos de la actividad transcripcional de IRF1 es el gen CD274
codificante para la proteina PD-L1, que es importante en el proceso de regulacion de
la actividad de las células T y en la evasion inmune en los tumores. PD-L1 es una
proteina transmembranal expresada en la superficie celular de APCs, células B,
células parenquimatosas y células cancerosas. PD-L1 se une a su receptor PD-1
expresado en la superficie de las células T, inhibiendo asi su actividad citotoxica e
induciendo su apoptosis (Shi, 2018). Este mecanismo es utilizado de forma fisiol6gica
para evitar la hiperactividad de las células T en un proceso inmunitario, devolviendo la
homeostasis al tejido. Sin embargo, este mecanismo ha sido adoptado por las células
tumorales en favor de la progresion del tumor, favoreciendo la evasion inmune (Jung
et al., 2022; Litak et al., 2019; Shao et al., 2019). En materia de evasion inmune, otro
factor inducido por el IFN-y a través de IRF1, es IDO1, una enzima secretada por
fibroblastos, células inmunes y células cancerosas; la cual cataboliza la transformacion
de triptéfano a N-formil-quinurenina, un metabolito que imposibilita la activacion de las

células T e induce su apoptosis (Jung et al., 2022; Mondal et al., 2016).

En la via candnica de sefalizacion del IFN-y, STAT1 e IRF1 son proteinas importantes
ya que conforman el centro transcripcional regulador de la expresién génica inducida
de forma primaria y secundaria por el IFN-y, ademas vale la pena resaltar que estos
factores de transcripcion tienen la capacidad de inducir la expresion de genes de forma
individual o también lo hacen de forma cooperativa (Satoh & Tabunoki, 2013; K. Yan
et al., 2021). Por otra parte, es bien sabido que el gen IRF1 en su region promotora
porta secuencias GAS que son blanco de la actividad de STATL1; adicionalmente, se
ha reportado que el gen de STATL1 en su regién promotora posee elementos ISRE que
son blancos de la actividad transcripcional de IRF1, esto nos indica que ademas de
formar una dupla esencial para la expresion génica, estos dos factores de transcripcion
también forman un asa de autorregulacion transcripcional en respuesta al estimulo del
IFN-y (Yuasa & Hijikata, 2016).
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De manera interesante, la via de sefializacién del IFN-y también puede tener un
impacto directo sobre el proteoma celular. Se ha demostrado que el IFN-y incrementa
los niveles de la proteina ISG15 e induce una novedosa modificacién postraduccional
de proteinas conocida como ISGilacién. Esta modificacion consiste en la union
covalente de la proteina ISG15, mediante un proceso catalitico parecido a la
ubiquitinacion, a residuos de lisina de sus proteinas blanco para aumentar o reducir su
estabilidad y/o cambiar su patron de interaccion con otras moléculas. En glioblastoma,
esta regulacion es importante dado que la expresion de 1ISG15 esta incrementada en
comparacion con el tejido no tumoral. Ademas, los pacientes con glioblastoma que
tienen una expresion incrementada de ISG15, tienen una menor supervivencia
(Tecalco-Cruz et al., 2022). Por lo tanto, la via de sefializacion del IFN-y no solo puede
tener un impacto sobre el transcriptoma mediante la induccion de ISGs, sino también
sobre el proteoma, promoviendo la modificacion postraduccional 1SGilacion en las

células cancerosas.

Actividades anti-tumorales y pro-tumorales del IFN-y

Como se ha mencionado hasta el momento, la via del IFN-y tiene gran influencia en la
expresion génica de diferentes procesos celulares que estan relacionados con
migracion, invasioén, viabilidad celular, evasion inmune, entre otras respuestas, que
han resultado ser muy controversiales ya que pueden ser tanto anti-tumorales como

pro-tumorales dependiendo del contexto (Figura 7) (Zamora-Salas et al., 2023).

En algunos reportes iniciales se establecia que el IFN-y presenta una actividad anti-
tumoral (lkeda et al., 2002). La principal respuesta orquestada del IFN-y es con
relacion al sistema inmune, en donde induce la expresion de genes importantes para
la produccion de NO en PMN. La produccion de NO responde al gradiente de IFN-y en
neutrofilos, y estas células despliegan una actividad anti-tumoral dependiente de NO,
asi que existe una relacion directa entre la concentracion de IFN-y y la capacidad
inmunitaria de los neutrofilos (Yamashita et al., 1997). Las células T se activan a la
presentacion antigénica por las moléculas del MHC II, y por la coestimulacion

dependiente de la expresion de CD80 y CD86 en las APC que previamente han sido
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estimuladas por IFN-y (Ellis & Beaman, 2004). En relacion a esto, el IFN-y induce la
expresion de moléculas del MHC I, la presentacion y el procesamiento de antigenos
en el TME del cancer de pristata metastasico resistente a la castracion, lo que
favorece el correcto reconocimiento y funcién citotoxica de las células T (Korentzelos
et al., 2022). En melanoma, el IFN-y es capaz de inducir a las quimiocinas CXCLS9,
CXCL10y CXCL11 que reclutan a las células T efectoras al TME (Mauldin et al., 2016).
Los macrofagos son otro blanco del IFN-y que, al recibir el estimulo de esta citocina,
los macrofagos tumorales (TAM) sufren un proceso de polarizacion hacia el tipo M1,
fase en la cual secretan quimiocinas reclutadoras de células T al TME (Jorgovanovic
et al., 2020).

Dentro del TME se produce una gran concentracién de ROS que induce dafio oxidativo
capaz de afectar a diferentes estructuras celulares, incluyendo el DNA y generando
inestabilidad gendmica, lo que favorece la progresion tumoral, la capacidad de invasion
y la migracién del tumor. Sin embargo, en cancer de pulmén se ha observado que el
IFN-y protege al DNA del dafio causado por el peréxido de hidrégeno e induce la
actividad de las PARP encargadas de la reparacién del DNA (Alhawamdeh et al., 2021;
Torrisi et al., 2022).

Una de las caracteristicas antitumorales mas notables del IFN-y que se han reportado
es la regulacion de la apoptosis y la proliferacion en células tumorales a través del
IRF1. Este factor de transcripcion induce la expresiéon de una firma de genes implicada
en la sefalizaciébn de muerte celular en el cancer de mama, lo que previene el
crecimiento del tumor (Rettino & Nicole, 2013). Adicionalmente, en células de leucemia
este factor de transcripcidn regula negativamente la expresion de Bcl2 y positivamente
la expresion de Bak, de esta manera se libera el citocromo C de la mitocondria y se
activa el movimiento de la caspasa 3, asi como de PARP, que es su sustrato (Y. Zhou
et al., 2008). Un resultado similar fue reportado en una linea de NSCLC y en el cancer
de préstata metastasico resistente a la castracion, en donde el estimulo del IFN-y
induce la activacion de las caspasas 3y 7 (Korentzelos et al., 2022; Song et al., 2019).
Ademas, el IFN-y tiene una actividad antiproliferativa induciendo a través de STAT1 a
p21, que inhibe a las CDKs, de esta manera se regula la progresion del ciclo celular
(Chin et al., 1996).
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También, se ha reportado la actividad antimetastasica del IFN-y en el cancer de
pulmdn, en monocitos que son tratados a corto plazo en los que se indujo la produccion
de IL-17 y, en consecuencia, se expandieron los monocitos y las células NK, lo que da
como resultado el bloqueo de la metastasis (R. Wang et al., 2022). Un resultado similar
se pudo observar en cancer de préstata metastasico resistente a la castracion, en el
que, el uso de IFN-y en conjunto con el quimioterapéutico Paclitaxel impidi6 el
desarrollo de los eventos metastasicos (Korentzelos et al., 2022). En otro tipo de
terapias, como la radioterapia, el IFN-y puede potenciar sus efectos antitumorales ya
que las células T CD8+ pueden producir una gran cantidad de IFN-y que estimula la

actividad citotoxica de las células T y la reduccion del tumor (Gerber et al., 2013).

Sin embargo, a pesar de la amplia gama de efectos anti-tumorales en diferentes tipos
celulares y de tejidos, el IFN-y también promueve con actividades pro-tumorales como
la angiogénesis, que es el proceso a través del cual se generan nuevos vasos de
irrigacion sanguinea para proveer de nutrientes a la masa tumoral y como vehiculo
para el proceso de metastasis. En este rubro, la enzima IDO1 que es inducida por el
IFN-y, se acumula en el TME donde es capaz de inducir la neovascularizacién y
metastasis en el pulmon (Balandeh et al., 2021; Mondal et al., 2016). Por otro lado, en
la via candnica del IFN-y pueden existir alteraciones en la expresion de sus
componentes, lo que induce la insensibilidad al estimulo de este interferon, de esta
manera, se evaden sefiales apoptoticas y antiproliferativas, permitiendo la activacion
de proteinas inhibitorias como SOCS1 y SHP2. Abordando nuevamente el papel de la
IDO, esta enzima también tiene injerencia sobre la proliferacién celular y evasion de
apoptosis, ya que puede activar la via de supervivencia PI3SK-AKT (Benci et al., 2016;
Du et al., 2022).

Otro proceso en el cual también es importante IDO1 es en la evasion inmune, ya que
como se abordo previamente, esta enzima cataboliza el triptofano en N-formil-
quinurenina, que al acumularse en el TME induce la apoptosis de las células T, lo cual
esta relacionado con un mal prondstico en el cancer colorrectal, ya que favorece un
microambiente inmunotolerante (Du et al., 2022). En glioblastoma también se observa
la induccion de IDO1 en conjunto con PD-L1 en respuesta al IFN-y generando un TME
con gran capacidad inmunosupresora (Jung et al., 2022). PD-L1 por su parte, es una
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proteina transmembranal inducida por IRF1 con actividad inmunosupresora, ya que
como se menciono previamente, forma parte del checkpoint inmunitario PD-1/PD-L1
gue limita la actividad citotéxica de las células T en contra de las células que porten a

esta proteina, como las células tumorales (Jiang et al., 2019).

En tumores soélidos como el glioblastoma la regulacion positiva de la expresion de PD-
L1 se utiliza como mecanismo de evasion inmune (Lei et al.,, 2020). En el cancer
gastrico, el uso de anticuerpos anti-PD-L1 permite recuperar la actividad citotoxica de
las células T después del tratamiento con IFN-y, corroborandose que el IFN-y induce
la expresion de PD-L1 y asi favorece la reduccion de la actividad antitumoral de las
células Ty un TME inmunotolerante (Mimura et al., 2018). Otra molécula que favorece
la inmunosupresion y es inducida por el IFN-y es la arginasa, esta enzima hidroliza la
arginina en urea y ornitina, afectando la activacion de las células T CD8+ por accion

de la actividad inmunosupresora de los macréfagos, DCs y MDSCs (Du et al., 2022).

La invasion y metastasis del tumor es un signo de progresion tumoral que indica un
pronéstico grave del paciente portador, en este contexto la sobreexpresion de PD-L1
en respuesta al IFN-y esta relacionado con un evento de EMT (Alshaker & Matalka,
2011; Mimura et al., 2018). Ademas, esta citocina induce la transformacion de células
troncales cancerosas por la induccion del receptor CSCR4 que les provee de la

capacidad de migrar e invadir (H. C. Chen et al., 2011).

El resultado de inmunoterapias contra el cancer se ve afectado en respuesta al IFN-y,
ya que la interaccion de JAK1 con APLNR, induce la pérdida de funcién del receptor
de apelina y junto con ello se reduce la eficacia de las terapias anticancer (Patel et al.,
2017).
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Figura 7. Actividad dual del IFN-y en cancer. En cancer se han reportado tanto actividades anti-tumor como
actividades pro-tumor que estan inducidas por los componentes de la via candnica de sefializacion del IFN-y
(Zamora-Salas et al., 2023).

Como se puede apreciar, existe una marcada dualidad en la actividad del IFN-y, lo cual
ha despertado una gran curiosidad sobre estos efectos. Las posibles razones pueden
ser varias, como gue el IFN-y pueda inducir la expresion de genes a través de vias no
canonica o canonica, teniendo resultados diferentes en cada uno de los casos; la dosis
del IFN-y, el tiempo de exposicion a este estimulo y el tipo de célula / tejido / cancer
son algunos de los factores en discusion acerca del origen de la dualidad de los efectos
de esta citocina; sin embargo, aiin queda mucho por explorar en este campo (Zamora-
Salas et al., 2023). Adicionalmente, el impacto de la sefializacion del IFN-y sobre el
transcriptoma en diferentes tipos de cancer no es completamente conocido, siendo
necesaria la identificacion no solamente de genes codificantes, sino también RNAs no

codificantes, como los miRNAs que son modulados por la sefializacion del IFN-y.
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Generalidades sobre los miRNAs y su importancia en el cancer

Dentro de todas las especies de RNA que existen, las no codificantes para proteinas
conforman cerca del 96%. En este grupo se encuentran los micro-RNAs (miRNAS),
gue son especies pequefias de RNA, de una longitud de 22 nucleétidos en promedio
y capaces de reprimir la traduccion de mRNA a proteina en mas del 60% de los genes
humanos (Vishnoi & Rani, 2017).

Gran parte de los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa I, que genera una
horquilla larga de RNA llamada pri-miRNA con un 5’cap y una cola de poliadenilacion
en el extremo 3’. Aun en el nucleo, el complejo de microprocesamiento compuesto por
la RNAsa Drosha y la proteina de union a la cadena doble de RNA DGCRS8 generan
una escision sobre el pri-miRNA, resultando en una estructura de tallo y asa de 70
nucleodtidos de longitud que recibe el nombre de pre-miRNA (S. Lin & Gregory, 2015).
Una vez conformada esta estructura, los miRNAs se transportan al citoplasma por
SPO5 y RAN por el impulso de GTP; una vez en el citoplasma, la RNasa DICER
escinde al pre-miRNA removiendo la estructura de asa en asociacion con la proteina
TRBP gue se une a la cadena doble de RNA. Esto da como resultado un daplex de
miRNA en el cual, una cadena es la guia y la otra es la cadena pasajera; este duplex
es cargado a la proteina AGO (familia de proteinas AGO 1-4) asistido por proteinas
chaperonas dependientes de ATP. Cuando el duplex de miRNA se carga a AGO, la
cadena pasajera es degradada y la cadena guia es conservada como el miRNA
maduro. De esta manera se conforma el complejo RISC con la capacidad de reconocer
a los mRNAs blanco y regularlos negativamente a través de un mecanismo de
complementariedad de bases con la region “semilla”, compuesta por 8 nucledtidos en
el extremo 5’ del miRNA sobre la regién 3' UTR de los mRNA (Figura 8) (Ahmed et al.,
2021; Mazurek et al., 2020; Peng & Croce, 2016; Saliminejad et al., 2019).

El mecanismo de biogénesis de miRNAs descrito previamente es conocido como la
via candnica de biogénesis de los miRNAs; sin embargo, también existen vias no
canonicas que son independientes de Drosha o de Dicer. En la via independiente de
Drosha y DGCRS los intrones son procesados por el spliceosome y se pliegan en la
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estructura de horquilla del pre-miRNA y contindan con la via de maduracién de un

MIiRNA; este tipo de miRNAs son llamados mirtrones (Saliminejad et al., 2019).
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Figura 8. Biogénesis de los miRNAs. Los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa Il que genera un
producto llamado pri-miRNA al cual, la maquinaria de micro-procesamiento escinde y genera un segundo
producto llamado pre-miRNA. El pre-miRNA es exportado al citoplasma y aqui es procesado por DICER en
conjunto con TRBP generando un duplex de miRNA que se cagara a las proteinas AGO para conservar la cadena
lider, degradar la complementaria y formar el complejo RISC activo para regular los mMRNAs y secuestrarlos en
P-body’s o degradarlos (S. Lin & Gregory, 2015).

Los miRNAs, con su region semilla conformada por 8 nucle6tidos y localizada en su
extremo 5’, son capaces de regular a sus mRNAs blanco por complementariedad de
bases con la region 3' UTR. La regién semilla, al ser una secuencia tan pequefia, le da
la facultad a los miRNAs de regular promiscuamente a los mensajeros, ya que un
mismo MiRNA puede regular a diferentes mMRNAs y un solo mRNA puede ser regulado
por diferentes miRNAs. Adicionalmente, en algunos casos los miRNAs pueden regular
de formas alternativas a los mRNAs, como por ejemplo con una complementariedad
débil de la regién 3’ del mRNA con la 3’ del miRNA, o utilizando la secuencia de

poliadenilacion del mRNA; aunque estos casos son raros y menos efectivos
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(Saliminejad et al., 2019). Este mecanismo es utilizado por los miRNAs para regular a
mas del 60% de los genes humanos, lo que destaca la importancia de los miRNAs en
diferentes patologias como el cancer, en el que se ven desregulados miRNAs
importantes en el desarrollo de los tumores y que dependiendo del gen al que se
dirijan, adquieren capacidades de inducir efectos pro-tumorales (onco-miRNAS) o

efectos anti-tumorales (MiRNAs supresores de tumor).

Los hallmarks o sellos distintivos del cancer son capacidades biologicas adquiridas
que le permiten al tumor desarrollarse y progresar. Algunos de ellos son: la
autosuficiencia en sefiales de crecimiento, la evasién de apoptosis, el crecimiento
celular, la angiogénesis, el potencial replicativo ilimitado, la invasion y la metastasis; y
se ha reportado que los miRNAs se encuentran implicados en estos procesos
(Hanahan & Weinberg, 2000). Por ejemplo, se sabe que el cluster de miRNAs miR-17-
92 regula negativamente a E2F1, un vigilante de la progresion del ciclo celular a través
de la transcripcion de genes en la transicion G1-S; de esta manera, el cluster miR-17-
92 favorece la evasion de la regulacion del ciclo celular y la proliferacion de las células
tumorales. Por otra parte, en una gran variedad de tumores se ha observado que los
miR-221/222, miR-663 y miR302 estan sobreexpresados y regulan directamente a
p27, p21 y pl6, respectivamente, las cuales son proteinas reguladoras de la
progresién del ciclo celular, favoreciendo asi la proliferacién celular. En mieloma, los
mMiR-192, miR-194 y miR-215 suprimen a Mdm2 y previenen la degradacién de p53,
favoreciendo su actividad de supresor tumoral; por otro lado, si se desregula el cluster
miR-17-92 permite que las células tumorales bajo hipoxia, evadan la apoptosis. El miR-
155 se sobreexpresa en cancer y promueve la EMT a través de la GTPasa RhoA. En
angiogénesis, uno de los miRNAs mas reconocidos es miR-210 ya que induce la
formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de VEGF (Peng & Croce, 2016). Como
podemos observar, existe una gran variedad de blancos génicos sobre los cuales los
mMiRNAs actuan directamente e inducen una respuesta especifica en diferentes tipos

de cancer.
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MiRNAs desregulados en glioblastoma

El glioblastoma es uno de los tumores mas agresivos y recurrentes del SNC que
reduce la esperanza de vida en los pacientes a cerca de 14 meses. Por lo cual el
estudio de los miRNAs implicados en la progresion del glioblastoma es un area
importante para conocer el comportamiento de este tumor e identificar posibles
biomarcadores y / o blancos terapéuticos. En este sentido, los estudios conducidos
sobre glioblastoma han identificado un gran niumero de miRNAs que favorecen su
malignidad y la regulacién positiva de onco-miRNAs. Dentro de los miRNAs
sobreexpresados en glioblastoma, se encuentra el cluster miR-17-92 que incluye a
miR-17-3p, mMiR-17-5p, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a y miR-92a; y esta
relacionado con procesos como la proliferacion celular, la angiogénesis, la reparacion
del DNA y la evasion de apoptosis. El miR-21 se encuentra sobreexpresado en
diferentes tipos de cancer incluyendo el glioblastoma, donde esta relacionado con
actividades como proliferacion a través de la regulacion negativa de genes como
PTEN, ANP32A y SPRY2 entre otros; también en vias de proliferacion a través de NF-
kB y Ras. Ademas, en el glioblastoma también se regulan negativamente miRNAs que
en lo general son MiRNAs supresores de tumores, como el miR-7 que tiene como
blanco directo a FAK, haciendo que su regulacion negativa tenga repercusiones en la
migracion e invasion de las células cancerosas. El miR-34a se regula negativamente
en el glioblastoma y al sobreexpresarse, se inhiben procesos como la proliferacién, y
la invasion, y se induce la apoptosis de las células de glioblastoma (Mazurek et al.,
2020; Mgller et al., 2013).

Los procesos celulares que permiten que los miRNAs se regulen positiva o

negativamente en cancer son principalmente cuatro:

I.  Laamplificacion o delecion de los genes codificantes para miRNAs: esto puede
ser por la amplificacién, delecién o translocacién del nUmero de copias de genes
codificantes para miRNAs, ya que muchos de estos genes se encuentran en
regiones del DNA codificantes para onco-genes o areas con pérdida de

heterocigosidad de genes supresores de tumores.
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Il. El control transcripcional de miRNAs: la expresion de estos RNAs no
codificantes esta controlada por diferentes factores de transcripcion, que si se
encuentran alterados en cancer, también podria alterarse el resultado de la
expresion de los miRNAs.

lll.  Cambios epigenéticos desregulados: uno de los principales procesos alterados
en cancer son las modificaciones epigenéticas como la metilaciébn en genes
supresores de tumores y a estos mismos cambios podrian estar sujetos los
genes codificantes para miRNAs.

IV. Defectos en la maquinaria de biogénesis de los miRNAs: como se menciond
previamente, la biogénesis de los miRNAs depende de la accion de diferentes
enzimas que estan desreguladas en cancer, lo que impacta también la

expresion de estos RNAs.

Con base en lo anterior, se infiere que la desregulacién de los miRNAs en el
glioblastoma podria estar sujeta a cualquiera de estos mecanismos de regulacion o a

una combinacion de ellos (Peng & Croce, 2016).

Ademas, se han identificado, como potenciales biomarcadores del glioblastoma
algunos miRNAs cuyos niveles se mantienen consistentes en sangre periférica de
pacientes con glioblastoma. Ejemplo de esto son los miR-497 y miR-125b que
mantienen niveles bajos en pacientes de glioblastoma en comparacién con otros tipos
de cancer. En otro caso, el miR18d est4 relacionado directamente con un mal
prondstico de sobrevida del paciente que utiliza el quimioterapéutico TMZ. A pesar de
gue existen pruebas sobre estos y otros miRNAs como potenciales biomarcadores, se
requieren mas estudios en glioblastoma para lograr obtener un biomarcador valido
(Rezaei et al., 2020).

El IFN-y es una citocina de gran importancia en cancer ya que puede inducir
respuestas pro-tumorales o anti-tumorales. Sin embargo, en el glioblastoma las
acciones de la sefalizacion del IFN-y no son completamente claras, dado que, a la
fecha, solo se conoce que los genes que codifican para IDO-1y PD-L1 son regulados
inducidos por IFN-y, sugiriendo que la sefalizacion desencadenada por el IFN-y tiene

principalmente una funcién pro-tumoral en el glioblastoma. Por otro lado, los miRNAs
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son actores centrales en la progresion del glioblastoma, pero se desconoce si pueden
ser modulados en respuesta a la activacion de la sefializacion del IFN-y. Considerando
los antecedentes, en este trabajo nos enfocamos en una sola pregunta de
investigacion: ¢ Cuales son los miRNAs modulados por la via del IFN-y en células de

glioblastoma que se asocian con la progresion del glioblastoma?
JUSTIFICACION

La via candnica de IFN-y tiene actividad anti-tumorales como pro-tumorales en
diferentes tipos de cancer y algunos miRNAs podrian estar involucrados en este
proceso. Sin embargo, aun no se conocen qué miRNAs se encuentran modulados por
la via de sefalizacion del IFN-y, y si estos pudieran ser importantes en la fisiologia de
las células LN-18 derivadas de glioblastoma. Por lo tanto, la identificaciéon de los
mMiRNAs modulados por IFN-y podria contribuir a entender algunos de sus efectos en
las células de glioblastoma y generar una base de conocimientos para estudios
posteriores sobre la identificacion de potenciales biomarcadores y blancos

terapéuticos.
HIPOTESIS

El IFN-y inducira la expresién de una firma de miRNAs asociados con la progresion de

los glioblastomas.
OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar los miRNAs asociados con un efecto pro-tumorigénico que son modulados

por la via de sefializacion del IFN-y en las células de glioblastoma.
Objetivos Particulares

1. Analizar in silico la expresion de los elementos de la via canonica del IFN-y
(IFNGR1/2, JAK1/2, STAT1, IRF1, CD274) en células de glioblastoma.
2. Determinar si existe una activacion de la via de sefializaciéon del IFN-y en células

de glioblastoma.
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3. Evaluar el efecto del IFN-y sobre la viabilidad y migracion de las células de
glioblastoma.

4. Identificar los miIRNAs modulados por IFN-y en células de glioblastoma.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Anélisis in silico

Expresion de elementos de la via
del IFN-y en glioblastoma

\ 4

[ Determinar la activacién de la via del IFN-y en células derivadas de glioblastoma. ]

v \ 4 \ 4

Linea celular: +IFN-y -IFN-y
LN-18

\ 4

Evaluar el efecto del tratamiento del IFN-y sobre la viabilidad y migracién de las
células LN-18 de glioblastoma

A 4 v

[ Calceina-Yoduro de Propidio ] [ Cierre de herida ]

Viabilidad Celular Migracion

\ 4

[ Identificar los mMiIRNAs modulados por IFN-y en células derivadas de glioblastoma. ]

\ 4

Andlisis de expresion de
un panel de miRNAs
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MATERIALES Y METODOS

Andlisis in silico

Se obtuvo informacién sobre la expresion de los elementos de la via de sefializacion
del IFN-y (IFNGR1, IFNGR2, JAK1, JAK2, STAT1, IRF1 y CD274 codificante para PD-
L1) a partir de bases de datos de microarreglos y RNAseq de pacientes con
glioblastoma. Las plataformas que se utilizaron fueron UALCAN y GEPIA, que
almacenan informacion del Atlas del genoma del cancer (TCGA) y del proyecto de
Expresion Genotipica de Tejido (GTEx), lo que permitié realizar un analisis de

expresion diferencial, un analisis de correlacion y un andlisis de supervivencia del
paciente (Chandrashekar et al., 2017; Tang et al., 2017).

Cultivo celular y tratamiento con IFN-y

Se utilizé la linea celular humana LN-18 (tabla 1) derivada de glioblastoma que ha sido
ampliamente utilizada y ha permitido dilucidar los mecanismos moleculares del
glioblastoma. Esta linea celular fue cultivada en el medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino y a una temperatura de 37°C. Una vez
alcanzada una densidad celular cercana al 80%, se generaron dos grupos
experimentales: control y +IFN-y. Bajo condiciones de ayuno (ausencia de suero), un
grupo de células se estimularon con 100 ng/mL de IFN-y durante diferentes tiempos

para evaluar la activacion de la via de sefializacion.

Linea celular | LN-18 Referencia

P53 mutado
PTEN mutado | (Vazquez
Delecibn  en | Cervantes et al.,
cromosoma 16 | 2021)

IDHwt

Tabla 1. Linea células LN-18 de glioblastoma utilizada en este proyecto y las principales alteraciones genéticas que

Alteraciones
genéticas

porta.

Obtencién de extractos proteicos totales.

Posterior a la estimulacion con IFN-y se retiré el medio del cultivo y se lavé con PBS

1X frio. Una vez realizado el lavado, se aspiré el PBS y se adicioné buffer de lisis TNTE
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al 0.5%, e inhibidores de proteasas y fosfatasas, para posteriormente colectar a las
células en microtubos de 1.5 mL. Los microtubos se llevaron a agitacion a 4°C por 15
min, seguido de un proceso de centrifugaciéon a 13000 rpm a 4°C durante 5 min. El
sobrenadante, que contenia al extracto proteico total se transfiri6 a un nuevo

microtubo.
Electroforesis SDS-PAGE y Western blot

Las proteinas fueron separadas por electroforesis en geles de acrilamida SDS-PAGE.
Una vez transcurrido el tiempo de la electroforesis, se llevo a cabo la transferencia de
proteinas a una membrana de PVDF. La transferencia se realiz6 a 100 V durante 80
min. Posteriormente, la membrana se bloque6 por 1 h usando una solucién de leche
descremada en polvo al 5% en TBS-T, para después incubarse con los anticuerpos
primarios durante una noche a 4°C. Después se lavd la membrana con TBS-T y se
incubd con los anticuerpos secundarios durante 1 h, seguido de lavados nuevamente.
Por ultimo, se llevo a cabo lainmunodeteccion de las proteinas STAT1, pSTATL, IRF1,
PD-L1 y Tubulina como control de carga, usando las condiciones previamente
estandarizadas para cada anticuerpo primario y usando el sustrato quimioluminiscente

del kit SuperSignal West Pico Stable Peroxidase Solution y Luminol/Enhancer Solution.
Ensayo calceina-yoduro de propidio

Para evaluar la viabilidad celular, se realiz6 el ensayo de calceina — yoduro de propidio.
El metabolismo activo de las células viables permite a las esterasas intracelulares
transformar la calceina-AM (un compuesto no fluorescente) en calceina, un compuesto
verde fluorescente. Mientras que, en las células no viables, el yoduro de propidio se
une con facilidad al DNA indicando que la viabilidad de la membrana se ha perdido,
resultando en una tincion roja en un andlisis de fluorescencia. Las células con o sin
tratamiento de IFN-y fueron incubadas con calceina a una concentracion de 1 uM y
con yoduro de propidio a una concentracion de 5 mM a 37°C durante 30 min.
Finalmente fueron analizadas con microscopia de fluorescencia para determinar la

viabilidad celular (Tecalco-Cruz, A. et al., 2019).
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Prueba de cierre de herida

Para analizar la capacidad de migracion de las células de glioblastoma con y sin
tratamiento con IFN-y, se realizé una herida a la monocapa celular después de 12 h
de cultivo, utilizando una punta de plastico de 1mm. Se tomaron fotografias a las 0, 24

y 48 h después de realizar la herida (Tecalco-Cruz et al., 2012).
Obtencion de RNA y microarreglo para miRNAs

Se utilizaron las células LN-18 sin y con estimulo de 100 ng/mL de IFN-y durante 24h
y a partir de 1x10° células se realizé la extraccion de RNA con el kit miRNeasy Mini
Kit. Con el kit miIRCURY LNA RT se realizo la sintesis de cDNA. Finalmente se utilizd
el kit miRCURY LNA SYBR Green PCR kit y dos placas miRCURY LNA miRNA Focus
PCR Panel Human Brain Cancer Focus para realizar el tamizaje de miRNAs a través
de una gPCR. Todos los kits fueron obtenidos de Qiagen y los ensayos fueron llevados
a cabo segun las instrucciones del fabricante. Los datos obtenidos del gPCR fueron
analizados por el método 2AACT para identificar a los miRNAs regulados positiva y
negativamente en respuesta al tratamiento con IFN-y en las células derivadas de
glioblastoma. El andlisis de enriquecimiento funcional se llevé a cabo mediante la
plataforma Mienturnet que reune informaciébn de bases de datos como Kegg,

Reactome, TargetScan, entre otras.
RESULTADOS

1. Analisis in silico de la expresién de los componentes de la via del IFN-y en
glioblastoma.

Expresion de los elementos de la via del IFN-y en glioblastoma

La via de sefializacion canodnica del IFN-y inicia con la activacion de su receptor
heterotetramérico compuesto por dos subunidades IFNGR-1 y dos subunidades
IFNGR-2. La subunidad IFNGR-1 interacciona con IFN-y y la IFNGR-2 se encarga de
transducir la sefial hacia sus dominios intracelulares, en donde se encuentran
asociadas constitutivamente con las cinasas JAK1 y JAK2, respectivamente. Por tal

motivo, el primer analisis realizado consisti6 en hacer un analisis in silico para
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comparar la expresion de estos elementos de la via de sefalizacion del IFN-y en

muestras de glioblastoma respecto a un tejido de cerebro saludable.

Los resultados obtenidos muestran que ambas subunidades del receptor del IFN-y se
encuentran sobreexpresadas de manera estadisticamente significativa en tejido de

pacientes con glioblastoma en comparacion con tejido sano (Figura 9).
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Figura 9. Expresion del receptor del IFN-y en glioblastoma. A) Niveles de expresion de la subunidad IFNGR1
del receptor del IFN-y en glioblastoma en comparacién con tejido sano. B) Niveles de expresion de la

subunidad IFNGR?2 del receptor del IFN-y en glioblastoma en comparacién con tejido sano. ANOVA de una
via, p<0.01.

Seguido de la interaccion del IFN-y con su receptor heterotetramérico, las cinasas:
JAK1 y JAK2 gque fosforilan a los dominios intracelulares IFNGR1 e IFNGR2, de
manera que se forman sitios de acoplamiento especificos para la proteina STAT1. Es
por ello que también se analiz6 la expresion de estas cinasas, mostrando una
tendencia a la sobreexpresion en muestras de pacientes con glioblastoma en
comparacion con tejido sano. Se corroboraron estos resultados con la base de datos
UALCAN que posee informacion del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) con un
numero de muestras diferente a GEPIA (n normal=5 n tumoral= 156 y n normal= 207,
n tumoral= 163, respectivamente) y con informacion obtenida de microarreglos. El
resultado del segundo analisis comprueba que en el tejido de glioblastoma se presenta
una tendencia a la sobreexpresion de las cinasas JAK1 y JAK2 en comparacion con

muestras de pacientes saludables (Figura 10).
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Figura 10. Expresion de JAK1 y JAK2 en glioblastoma. Niveles de expresion de la cinasa JAK1 en tejido
canceroso en comparacion con tejido sano, resultados obtenidos de la base de datos GEPIA (A) y
corroborados con UALCAN (C). Niveles de expresion de la cinasa JAK2 en glioblastoma en comparacion con

tejido sano analizado con la base de datos GEPIA (B) y corroborado con UALCAN (D). Gepia: ANOVA de 1
via, p<0.01. UACAN: t student p<0.05.

En la via de sefalizacion del IFN-y las cinasas JAK1 y JAK2 fosforilan a la proteina
STATL1. Luego de ser fosforilada, STAT1 se homodimeriza y se transloca al nucleo de
la célula en donde desempefiara el papel de factor de transcripcion, regulando la
expresion de genes inducidos por el IFN-y. El analisis in silico de la expresién de
STAT1 muestra que se encuentra sobreexpresado de forma estadisticamente
significativa en el tejido de glioblastoma en comparacion con el tejido normal (Figura
11).
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Figura 11. Expresion de STAT1 en glioblastoma. Los niveles de expresion de STAT1 en tejido canceroso

en comparacion con tejido sano muestran una diferencia estadisticamente significativa. ANOVA de una
via, p<0.01.

La accién que ejerce STAT1 como factor de transcripcion en el nucleo favorece la
transcripcion de genes como el factor regulador de interferén IRF1, que a su vez es un
factor de transcripcion que actua induciendo la expresion de multiples genes entre los
gue se encuentra CD274, un gen de gran relevancia en un escenario del glioblastoma

ya que codifica para el ligando de muerte celular programada PD-L1.

Los resultados obtenidos del andlisis de expresion muestran que IRF-1 se encuentra
sobreexpresado de forma estadisticamente significativa en glioblastoma en
comparacion con el tejido saludable. De la misma manera CD274, gen que codifica
para PD-L1 presenta una tendencia a la sobreexpresion en el tejido tumoral en
comparacion con el tejido normal (Figura 12).
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Figura 12. Expresion de IRF1y CD274 en glioblastoma. A) Niveles de expresion de IRF1 en tejido canceroso

en comparacion con tejido sano. B) Niveles de expresion de CD274 en tejido canceroso en comparacién con
tejido sano. ANOVA de una via, p<0.01.
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Con los resultados del andlisis in silico de la expresion de los componentes de la via
del IFN-y es posible concluir que presentan una marcada sobreexpresion en un
escenario de glioblastoma. Esta sobreexpresion se acentia en puntos clave de la via
de transduccion de sefiales como el receptor conformado por IFNGR1 e IFNGR2, y los
factores de transcripcién inducidos por el IFN-y como STAT1 e IRF1. El mapa de calor
presentado en la figura 6 fue elaborado con datos provenientes de RNA-seq y
contenidos en GEPIA; se puede observar de manera global la notoria sobreexpresion
de los genes que conforman la via de sefializacion del IFN-y en condiciones tumorales

en comparacion con las condiciones normales.

IFNGR1 (N)
iFNGR1 (GaM) [
IFNGR2 (N) |
iFnGR2 (Gev) I
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Figura 13. Mapa de calor con la expresion diferencial de los participantes de la via de sefalizacién del IFN-y
en pacientes con glioblastoma en comparacion con pacientes en condiciones normales. Datos obtenidos de
la base de datos GEPIA. Muestras de tejido normal (n= 163) y de tumor de glioblastoma (n= 207).

Se realiz6é un analisis global de los componentes de la via de sefializacion del IFN-y
con la finalidad de corroborar la informacion presentada en la figura 13. En este
segundo analisis se tomaron en cuenta datos provenientes de microarreglos y
contenidos en la base de datos UALCAN (Figura 14). En este segundo analisis
podemos corroborar que en los tumores hay una tendencia a la sobreexpresion de los
componentes de la via del IFN-y acentuada en participantes importantes como su

receptor y los factores de transcripcion STAT1 e IRF1.
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Figura 14. Mapa de calor con la expresion diferencial de los participantes de la via de sefializacién del IFN-y
en pacientes con glioblastoma en comparacion con pacientes en condiciones normales. Datos obtenidos de
la base de datos UALCAN. Muestras de tejido normal (n=5) y de tumor (n= 156).

Con la informacion obtenida tanto de datos provenientes de microarreglos, asi como
de RNAseq es posible confirmar que la via de sefializacion del IFN-y se encuentra
alterada en un contexto de glioblastoma en comparacion con tejido cerebral sano. La
alteracién de la via se enfoca en puntos clave para la respuesta celular al IFN-y como
las subunidades de su receptor IFNGR1 e IFNGR2 vy los factores de transcripcion

inducidos rio abajo de la via como STAT1 e IRF1.

Relacion de la sobreexpresion de la via de sefalizacién del IFN-y con la

sobrevivencia de los pacientes con glioblastoma.

Tomando en cuenta la sobreexpresion de los participantes en la via del IFN-y en
glioblastoma se analizé la relacion de estos niveles de expresidn con la sobrevida de
los pacientes. Los resultados obtenidos del andlisis muestran que el nivel de expresion
de los genes de los elementos de la via del IFN-y no tiene un efecto en la sobrevida
de pacientes con glioblastoma en comparacién con pacientes saludables (Figura 15),
con la excepcion de la subunidad IFNGR2 del receptor del IFN-y (Figura 15B). La
sobreexpresion de IFNGR2 impacta de forma estadisticamente significativa el tiempo
de sobrevida en pacientes con glioblastoma. En la figura 14 es posible observar que
los pacientes que sobreexpresan a IFNGR2 tienen una menor probabilidad de
sobrevivir mayor tiempo, en contraste con aquellos pacientes que cuentan con niveles
bajos 0 medios de expresion de IFNGR2, quienes tienen una mayor probabilidad de

sobrevivir por mas tiempo. Estos datos sugieren que la expresion de IFNGR2 podria
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afectar la sobrevivencia de los pacientes con glioblastoma, a través de la modulacién

de la via de sefializacion del IFN-y.
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Figura 15. Diagramas de Kaplan Meier sobre la relacion de la expresion de los elementos de la via de IFN-y
con la sobrevida de los pacientes con glioblastoma. Para este analisis se evalu6 la expresion de IFNGR1 (A),
IFNGR2 (B), JAK1 (C) JAK2 (D), STAT1 (E), IRF1 (G) y CD274 (H). La expresion de IFNGR2 fue la Unica
que tuvo un impacto significativo sobre la sobrevida de los pacientes. Prueba de Mantel-Cox, p=0.015.
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2. Determinacion de la activacién de la via del IFN-y en células derivadas de

glioblastoma.

Previamente, se mostr6 que los genes que codifican para la mayoria de los
componentes de la via de sefalizacion canonica del IFN-y se encuentran
sobreexpresados en muestras humanas de pacientes con glioblastoma. Por lo tanto,
se decidid analizar la activacion de la via del IFN-y en células de glioblastoma en
cultivos celulares de una linea celular de globlastoma. Como se menciond
anteriormente, la via candnica de sefalizacion del IFN-y lleva a la activacion de un
factor de transcripcion primario STAT1 que, por accion de las cinasas JAK1/2, es
fosforilado y activado para translocarse al nucleo e inducir la transcripcion de genes
llamados I1SGs (Alspach et al., 2019). Con la finalidad de reproducir datos del
laboratorio previamente estandarizados sobre el estudio del papel del IFN-y en las
células LN-18 de glioblastoma, se realizé un ensayo empleando dos dosis y tiempos
de tratamiento con IFN-y, para evaluar la presencia de la forma inactiva del factor de

transcripcion (STAT1) y su forma activa (pSTAT1) mediante Western blot (Figura 16).

Células LN18

100 ng/ml IFN-y 50 ng/ml IFN-y

oo
i - 16h 24h - 16h 24h
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Tubulina= 55 kDa

Figura 16. Niveles de STAT1y pSTAT1 en la linea celular LN-18 sin estimulo y con estimulo de IFN-y (100
ng/mL y 50 ng/mL) a diferentes tiempos (16h y 24h).

Con este andlisis, se pudo observar que bajo el estimulo de IFN-y a las 16 y 24 h, la
via del IFN-y se activa al detectar un aumento en los niveles de la proteina pSTAT1

(factor de transcripcion en su forma activa, fosforilada). Notablemente, los niveles de
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la proteina STAT1 (en su forma inactiva) también se incrementan ante el estimulo del

IFN-y, lo que sugiere un proceso de autorregulacion positiva de la via.

Una vez que se corrobor6 que pSTAT1 se activa en las células de glioblastoma
estimuladas con IFN-y, analizamos los elementos rio abajo de la via del IFN-y. En la
via de sefalizacion candnica del IFN-y, pSTATL1 es capaz de inducir la expresion de
IRF1, un factor de transcripcion activado por el IFN-y que es clave para la expresion
de genes de importancia en cancer, entre los que se encuentra PD-L1, un elemento
clave de la evasion inmune en diferentes tipos de tumores solidos, como el
glioblastoma (Litak et al., 2019; Sun et al., 2018). Por lo anterior, se evaluaron los
niveles de IRF1y PD-L1 en los mismos extractos de proteinas obtenidos de células de
glioblastoma LN-18 estimuladas con IFN-y. En esta linea celular, el estimulo con
ambas dosis de IFN-y incrementa los niveles de IRF1 y PD-L1; sin embargo, fue
posible observar que el estimulo de 100 ng/mL de IFN-y es capaz de inducir un

aumento notable en los niveles de la proteina pro-tumoral PD-L1 (Figura 17).

Células LN18
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Figura 17. Niveles de IRF1 y PD-L1 en la linea celular LN-18 sin estimulo y con estimulo de IFN-y (100 ng/mL
y 50 ng/mL) a diferentes tiempos (16h y 24h).




En resumen, los niveles de los productos proteicos (IRF1y PD-L1) de genes inducidos
por la via de sefalizacion candnica del IFN-y, se incrementan en respuesta al estimulo

de este interferon en las células de glioblastoma.

Basados en los resultados anteriores, se eligio la dosis de 100 ng/mL de IFN-y para
proceder con los siguientes experimentos y evaluar el efecto pro-tumoral del IFN-y
sobre células de glioblastoma. Se corroboraron los niveles de las proteinas
participantes de la via canonica del IFN-y en células de glioblastoma LN-18
estimuladas con 100 ng/mL de IFN-y durante 24 h (Figura 18A), reafirmando que
aumentan los niveles de las proteinas participantes de la via canénica del IFN-y y se
presentan aumentos significativos en los niveles de las proteinas pSTAT1, IRF1y PD-
L1 en las células que recibieron el tratamiento con esta citocina (Figura 18B).
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Figura 18. Niveles proteicos de los participantes de la via candnica del IFN-y en células de glioblastoma
estimuladas con IFN-y. A) Niveles de las proteinas STAT1, pSTATL, IRF1y PD-L1 en células LN-18 sin 'y con el
estimulo de IFN-y. B) Densitometria de la figura A, las proteinas pSTATL, IRF1y PD-L1 presentaron diferencias
estadisticamente significativas en sus niveles proteicos bajo la influencia del IFN-y. T-student, p<0.05.

Estos datos indican que las células de glioblastoma son sensibles a la sefal del IFN-
Yy, activando su via de sefializacion canonica mediada por pSTATL.
Consecuentemente, el IFN-y es capaz de inducir la expresion de IRF1, y
secundariamente, incrementar los niveles de PD-L1, un factor que promueve la
evasion inmune del tumor. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que a 24 h del
tratamiento con IFN-y, algunos genes pro-tumorigénicos podrian activarse para

promover la progresion del glioblastoma.
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3. Efecto del tratamiento con IFN-y sobre la viabilidad y migracion de las células

de glioblastoma.

Para analizar el efecto que tiene el IFN-y en células de glioblastoma sobre la viabilidad
celular y la migracion, se llevo a cabo el ensayo de calceina-yoduro de propidio en
células sin tratamiento (panel superior) y tratadas con 100 ng/mL de IFN-y (panel
inferior), esta prueba nos permite observar a las células viables (verde) debido a la
calceina y a las células no viables (rojo) por el yoduro de propidio. Como se puede
observar en la figura 19, tanto las células no tratadas como las células que recibieron
el estimulo con IFN-y, no de presentan diferencias en cantidad y viabilidad, lo que nos
permitié comprobar que la dosis de 100 ng/mL de IFN-y no afecta la viabilidad de las
células LN-18 de glioblastoma

Yoduro de
Calceina propidio Fusion

Campo
claro

AFN-y

Figura 19. Prueba de calceina (verde)-yoduro de propidio (rojo) para determinar si el estimulo con 100 ng/mL
de IFN-y afecta la viabilidad celular de la linea LN-18 de glioblastoma. Al comparar el panel superior (con
IFN-y) con el panel inferior (100 ng/mL de IFN-y) se pudo determinar que el IFN-y no impacta sobre la
viabilidad en células de glioblastoma.

Una vez determinado que el IFN-y no afecta la viabilidad celular en la linea celular LN-
18, nos interesé conocer si existia un cambio en la capacidad de migracion de las
células de glioblastoma en respuesta al estimulo con interferén. En este experimento
se trataron a células de glioblastoma con 100 ng/mL de IFN-y, se realizé un raspado
en la monocapa celular simulando una herida y se tomaron registros fotogréaficos a las
0, 24 y 48 h posteriores. De esta manera pudimos observar que el IFN-y es capaz de
regular la capacidad de migracion celular, como se puede observar en la figura 20, ya
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que disminuyé el area de la herida en las células tratadas con esta citocina en
comparacion con aquellas que no recibieron el tratamiento (Figura 20A), ademas fue
notable que, a las 24h, la diferencia es estadisticamente significativa en las células LN-
18 que recibieron el estimulo de esta citocina (Figura 20B).

De esta manera determinamos que el IFN-y favorece la capacidad de migracion de las
células de glioblastoma LN-18.
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Figura 20. Prueba de cierre de herida para determinar la capacidad de migracion de las células LN-18
estimuladas sin y con IFN-y (100 ng/mL). A) Registro fotografico tomado a las 0, 24 y 48h posterior a la
adicion del IFN-y. B) Gréfico con el area de cierre de herida en sin y con IFN-y, se muestra una diferencia
significativa en el area de la herida a las 24 h de recibido el estimulo. T-student, p < 0.05.

Con los resultados anteriores concluimos que a pesar de que el IFN-y no afecta en la
viabilidad celular, si favorece la migraciéon de las células LN-18. Por consiguiente, la

sefalizacién inducida por el IFN-y podria activar una via molecular pro-tumorigénica
en el contexto de glioblastoma.

60



4. miRNAs modulados por el IFN-y en células de glioblastoma

En los apartados anteriores pudimos observar que en las células LN-18 de
glioblastoma, la via candnica del IFN-y se activa en respuesta al estimulo con 100
ng/mL de IFN-y, lo que favorece la expresion de PD-L1 que en este contexto actla
como pro-tumorigénica; ademas, pudimos comprobar que la activacién de esta via
aumenta la capacidad de migracién de las células LN-18 de forma significativa.
Englobando los resultados anteriores, es posible inferir que, en un contexto de
glioblastoma, el IFN-y tiene un efecto pro-tumoral, por lo que fue de nuestro interés
saber si este interferon ejercia su actividad pro-tumoral a través de la modulacion de

mMiRNAs importantes en el desarrollo del glioblastoma.

Se realiz6 el tamizaje de un panel de 84 miRNAs relevantes en diferentes tipos de
cancer del SNC y como resultado, se identificaron dos grupos de miRNAs regulados
por el IFN-y. Se encontrd que los resultados mostraron un aumento en la expresion de
los miRNAs miR-132-3p, miR-153-3p, miR182-5p, miR-27a-3p, miR-29a-3p, miR-29b-
3p, MiR-335-5p, y miR-451a en las células LN-18 de glioblastoma. Por otra parte, la
expresion de los miRNAs miR-106b-5p, miR-127-5p, miR-130b-3p, miR-137-3p, miR-
141-3p, miR-296-5p, miR-320a-3p y miR-486-5p fue disminuida por esta citocina
(Figura 21).
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Figura 21. Nivel de expresién de los miRNAs regulados positivamente (A) y negativamente (B) por el estimulo
de 100 ng/mL de IFN-y durante 24 h sobre células LN-18 de glioblastoma.

En seguida se realiz6 un andlisis de enriquecimiento funcional de los miRNAs
regulados positivamente por el IFN-y. Estos miRNAs se filtraron con la base de datos
Mienturnet (http://userver.bio.uniromal.it/apps/mienturnet/), seleccionando sélo a
aguellos miRNAs que tuvieran al menos dos mRNAs blanco, a partir de lo cual, se
seleccionaron 6 miRNAs: miR-132-3p, miR-153-3p, MiR-182-5p, miR-27a-3p, MiR-
29a-3p y miR-29b-3p. Estos miRNAs seleccionados se analizaron con las bases de
datos KEGG y Reactome (Figura 22). El andlisis de estos miRNAs con la base de
datos KEGG, nos permiti6 observar que se encuentran involucrados en vias
importantes en el desarrollo y progresion distintos tipos del cancer como la via PI3K-
AKT, la via MAPK y en la apoptosis; por otra parte, con la ayuda de la base de datos
Reactome se pudo observar que estos miRNAs estan relacionados con la via del

VEGF y se corroboré su implicacion en la via PI3K-AKT en el cancer.
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Figura 22. Andlisis de enriquecimiento funcional de los miRNAs regulados a la alta por accion del IFN-y en células
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LN-18 de glioblastoma con las bases de datos KEGG (A) y Reactome (B).

Asi mismo, se realizaron analisis de enriquecimiento funcional con los miRNAs que
fueron regulados negativamente por el estimulo con 100 ng/mL de IFN-y en células de
glioblastoma. Con la plataforma Mienturnet se realizé el filtrado y seleccion de miRNAs,
eligiendo a aquellos que tuvieran al menos dos mMRNAs blanco y obteniendo como
resultadola identificacién de miR-106b-5p, miR-130b-3p y miR-141-3p (Figura 23). Con
el andlisis a través de KEGG es posible observar que estos miRNAs, al ser regulados
negativamente repercuten en vias de sefializacion como la de HIF-1, la de mTOR y en
distintos procesos presentes en diferentes tipos de cancer. Ademas, Reactome nos

permitié6 conocer que estos miRNAs también son relevantes en vias de sefalizacion
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importantes en el cancer como la via del TGF-B y en la regulacion de PTEN.
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Figura 23. Andlisis de enriquecimiento funcional de los miRNAs regulados a la baja por accion del IFN-y en
células LN-18 de glioblastoma con las bases de datos KEGG (A) y Reactome (B).

Con estos resultados, podemos concluir que el IFN-y modula diferencialmente el perfil
de expresion de distintos miRNAs, lo cual es relevante al afectar diferentes vias de
sefalizacion y procesos importantes en el desarrollo y progresion del cancer. La
informacion obtenida a partir del andalisis de miRNAs apoya los resultados previos de

este trabajo: el IFN-y posee una actividad pro-tumoral en células de glioblastoma.
DISCUSION

En las dltimas décadas se han incrementado los estudios sobre el IFN-y en el contexto
del cancer, mostrando que es una citocina que juega papeles duales en el desarrollo
y la progresién de esta enfermedad. Esta dualidad se muestra en diferentes aspectos,

como son la expresion de los genes que codifican para los componentes de la via del
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IFN-y, los cambios en los niveles de las proteinas que conforman esta via, en la funcion
de vias de sefializacion importantes y sus efectos celulares, lo que en conjunto
contribuye a determinar los perfiles caracteristicos de cada tipo de cancer (Zamora-
Salas et al., 2023). A pesar de que, con el paso de los afios, se ha incrementado el
conocimiento sobre las acciones de este interferén en diferentes tipos de cancer, en el
caso del glioblastoma aun hay mucho por conocer. Particularmente, es importante
determinar el impacto que tiene la activacion de la via de sefalizacion del IFN-y sobre
el transcriptoma y el perfil pro-tumorigénico de las células cancerosas, lo cual es un

area de estudio que demanda mayor atencion.

Por esta razon en este trabajo nos enfocamos en analizar la participacion del IFN-y
como un posible factor con actividad pro-tumoral en el glioblastoma. Para ello se
efectud un analisis de los niveles de los transcritos codificantes y de las proteinas de
los componentes de su via, asi como su efecto en la viabilidad y la migracion celular,
y finalmente, identificamos a los mMiIRNAs modulados por la accién de esta citocina en

las células de glioblastoma.

Uno de los puntos fundamentales es conocer cual es el perfil de expresion de los
componentes de la via canonica del IFN-y que dan como resultado eventos posteriores
como la induccién de la expresion de genes blanco y la regulacion de distintas
respuestas celulares. En este sentido, primer aspecto a conocer en este trabajo fue el
determinar los niveles de expresion de los elementos de la via de sefalizacion
candnica del IFN-y en glioblastoma. Para esto se utilizo informacion proveniente de las
bases de datos GEPIA y UALCAN que son repositorios de datos de RNA-seq de
muestras de pacientes con glioblastoma y otras patologias, con las cuales se analiz6
el nivel de expresion de los componentes del receptor del IFN-y (IFNGR1 e IFNGR2),
las cinasas JAK1y JAK2, los efectores STATL, IRF1y CD274 y el gen codificante para

la proteina pro-tumoral PD-L1.

Con este analisis observo que, en general, existe una sobreexpresion de los elementos
de la via del IFN-y en glioblastoma; siendo significativa la sobreexpresion en dos

puntos clave de esta via de sefializacion: el primero es el receptor del IFN-y, ya que
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tanto la subunidad IFNGR1 como la subunidad IFNGR2, que presentan una
sobreexpresion con significancia estadistica en glioblastoma en comparacién con
tejido normal. Esto es relevante, ya que la subunidad IFNGR1, es la encargada de la
afinidad con el ligando, mientras que la subunidad IFNGR2 se encarga de fortalecer la
union de todas las subunidades del receptor y de transducir la sefial al interior de la
célula, dando paso al inicio de la cascada de sefalizacion (Bach et al., 1997; Marsters
et al., 1995).

Se ha observado que la falta de la subunidad IFNGRL1 priva de la capacidad de union
del IFN-y a su receptor y, en consecuencia se reduce la sefializacion en la célula
(Christie et al., 2020). Por otra parte, la falta de IFNGR2 no afecta la unién del ligando
al receptor, pero imposibilita la iniciacion de la cascada de sefializacion, ya que no se
transduce la sefial de la union ligando-receptor hacia el interior de la célula (Okada et
al., 2007). Ademas, esta reportado que el nivel de expresion de IFNGR2 es el factor
limitante que define el numero de receptores de IFN-y funcionales y por lo tanto
también es critico en la modulacion de sefiales celulares inducidas por esta citocina
(Bernabei et al., 2001).

En cancer, la unién del IFN-y a su receptor ha sido estudiado por ser determinante
para la induccién de ISGs que generan una respuesta celular de importancia en esta
patologia. En cancer de mama, por ejemplo, se reporta la reduccion en la expresion
de IFNGR1, lo que indica que la via de sefializacién del IFN-y se ve afectada y se
relaciona con la expresion de genes especificos asociados con la progresion del
cancer de mama (Tecalco-Cruz et al., 2021). En glioblastoma, por otro lado, la relacion
de la expresion del receptor con el perfil de expresidén génico y sus efectos anti o pro-
tumorales aun no se encuentran elucidados. Sin embargo, en este trabajo observamos
un incremento en los niveles de los receptores para IFN-y en glioblastoma respecto al
tejido de cerebro normal, es decir, lo opuesto a lo observado en cancer de mama.
Ademas, de acuerdo con nuestro analisis, la sobreexpresion de IFNGR2 se
correlaciona significativamente con una sobrevida reducida en pacientes con

glioblastoma.
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Como se mencion6 previamente, la via de sefializacion canonica del IFN-y activa a
STAT1 que a su vez induce a IRF1y, en conjunto, estos dos factores de transcripcion
son los encargados de favorecer la expresion de un gran numero de genes
relacionados con la proliferacién celular, la apoptosis, el control del ciclo celular, el
crecimiento celular y la expresion de genes supresores de tumor (Jorgovanovic et al.,
2020). Es aqui, en donde se encuentra el segundo punto de sobreexpresion
significativa de esta via, en este estudio se encontro la sobreexpresion tanto de STAT1
como IRF1 en tejido con glioblastoma en comparacién con tejido normal. Existe la
evidencia de que la expresion de STAT1 e IRF1 son de gran importancia para la
expresion robusta de ISGs, ya que se ha descubierto que estos factores de
transcripcion inducen la expresion génica individualmente, pero en mayor medida lo
hacen de forma cooperativa (Abou El Hassan et al., 2017). De esta manera, al tener
un aumento de ambos factores de transcripcion, podemos suponer que se induce la
expresion de genes relacionados a las respuestas inmunes innata y adaptativa, asi
como genes codificantes de reguladores del ciclo y crecimiento celular como p21, de
inductores de apoptosis como las caspasas 7 y 3, de receptores implicados en la
invasion y la migraciéon como CSCR4, y de genes inmunosupresores como PD-L1,
entre otros (R. Q. Chen et al., 2019; Chin et al., 1996; Imai et al., 2020; Song et al.,
2019; Tolomeo et al., 2022) .

En general, el analisis in silico de datos de pacientes muestran que los elementos de
esta via estan sobreexpresados, principalmente el receptor del IFN-y y en los factores
de transcripcion STATL1 e IRF1, lo que sugiere que en el contexto de glioblastoma

existe una mayor sensibilidad a esta citocina.

La activacion de la via de sefalizacion candnica requiere de la fosforilacion de STAT1
por accién de JAK1/2lo que conduce a su homodimerizacién, a su translocacién al
nacleo para comenzar su actividad transcripcional (Zamora-Salas et al., 2023). Existen
diferentes factores que podrian afectar la correcta activacion de esta via de
sefalizacion, uno de ellos es la expresion de IFNGR2 que determina la pronta o tardia
activacion de STAT1 y la 6ptima inducciéon de IRF1, lo que permite las respuestas en
células sensibles al IFN-y (Bernabei et al., 2001). Por otro lado, debido a que también

pueden existir mutaciones en las cinasas JAK1/2 que impidan la fosforilacion de
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STAT1 e interrumpan la cascada de sefalizacion (Lei et al., 2020). Por esta razén, fue
nuestra prioridad corroborar si es que la via de sefializaciéon candnica del IFN-y se
activa en células de glioblastoma LN-18, mediante la deteccion de la forma fosforilada
de STAT1 (pSTAT1). Como resultado, pSTAT1 se detectd incrementada tras la
estimulacién con IFN-y, y ademas se detect6 IRF1y PD-L1, una proteina de respuesta
secundaria que actia como pro-tumorigénica al inhibir la activacion de los linfocitos T.
Estos resultados son concordantes con lo reportado por Jung y sus colaboradores,
quienes observaron una superinduccion de PD-L1 en células de glioblastoma tras 24
h de estimulacién con una dosis de 100 ng/mL de IFN-y (Jung et al., 2022). De este
modo, se comprobd que el IFN-y activa de la via canonica debido al incremento en los
niveles de la proteina pSTATL, responsable de inducir a los ISGs como IRF1, quien a
Su vez cuenta con una actividad transcripcional sobre diferentesgenes, muchos de los
cuales, aun se desconocen en el glioblastoma, pero hay algunas excepciones como
PD-L1 que es un gen secundario con actividad pro-tumoral relacionado a la evasion

inmune (Jung et al., 2022).

Un aspecto que llamd nuestra atencién fue el aumento en los niveles de la proteina
STAT1 en células de glioblastoma tras el estimulo con IFN-y. Hasta antes de la
elaboracion de este trabajo, no se encontraron reportes similares en glioblastoma. Sin
embargo, en fibroblastos esta reportado que existe un asa de regulacion positiva entre
STAT1 e IRF1 a través de un dominio distal en la region regulatoria de STATL,
fendbmeno que pudiera estar replicandose en glioblastoma, pero se requieren mas

estudios para determinarlo (Yuasa & Hijikata, 2016).

En este trabajo se pudo comprobar que la via de sefalizacion candnica del IFN-y se
activa en células de glioblastoma y que también se presenta un incremento en los
niveles de IRF1y PD-L1, lo que sugiere fuertemente que el IFN-y ejerce un efecto pro-
tumoral en el glioblastoma. Adicionalmente, los resultados obtenidos sobre el aumento
en los niveles de la proteina STAT1 sugieren la presencia de un asa de regulacion

positiva.

El perfil de expresion génico en una célula es determinante para la activacion de

diferentes respuestas, que en el mismo tipo celular pueden variar bajo diferentes
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estimulos y contextos. Como se mencion6 previamente, el estimulo con IFN-y no
induce las mismas respuestas en todas las células, ya que estas respuestas varian
dependiendo del tipo celular, el estado patolégico, la dosis y el tiempo de exposicion
al estimulo, etc. Por ejemplo, en NSCLC el tratamiento con dosis bajas de IFN-y induce
la troncalidad de las células por la via ICAM1-PI3K-Akt-Notchl y favorece la EMT; pero
las dosis altas promueven la apoptosis por la activacion de caspasas, gracias a la via
canodnica del IFN-y (Song et al., 2019). Por lo que, una vez comprobada la activacion
de la via candnica del IFN-y en las células de glioblastoma, fue pertinente conocer la
manera en que influye este estimulo en dos efectos de importancia en las células

tumorales: la viabilidad y la migracion.

Los resultados de este trabajo demuestran que el IFN-y no afecta en la viabilidad
celular de la linea LN-18, pero si favorece su migraciéon de una forma significativa,
como lo observamos a las 24 h de estimulacién. Este mismo efecto puede ser
observado en una linea celular metastasica de ganglios linfaticos en las que el IFN-y
favorece un fenotipo de células troncales cancerosas a través de la expresion del
receptor CSCR4 que incrementa el potencial de migracién celular (H. C. Chen et al.,
2011). Ademas, en células de cancer de prostata se aumenta la capacidad de
migracion celular con el estimulo de IFN-y, y un factor determinante para este efecto
es la presencia de STAT1 (Lo et al., 2018). Lo anterior, nos sugiere que STAT1 podria
estar induciendo una serie de ISGs que favorezcan la capacidad de migracion de las
células LN-18 de glioblastoma bajo el estimulo con IFN-y; sin embargo, los

mecanismos de regulacion subyacentes a esta respuesta aln se necesitan explorarse.

En materia de regulacidén génica, los miRNAs cobran especial relevancia, ya que son
capaces de modular la expresion de cerca del 60% del total de genes, y en el cancer
se han identificado onco-miRNAs con actividades pro-tumorales y miRNAs supresores
de tumores. En glioblastoma se tienen identificados un gran nimero de miRNAs
desregulados que impactan en los hallmarks o sellos caracteristicos del cancer como
la proliferacion celular, la respuesta a supresores de crecimiento, la apoptosis, la
migracion, la invasiéon y la angiogénesis, siendo los onco-miRNAs los que se
encuentran con mayor frecuencia sobreexpresados en este tumor (Peng & Croce,
2016; Rezaei et al., 2020).
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En cancer, la modificacion del perfil de expresion de miRNAs es muy caracteristico y
se debe a factores como la amplificacion o delecién de los genes codificantes para
mMiRNAs, el control transcripcional de los genes codificantes para miRNAs, cambios
epigenéticos desregulados, defectos en la maquinaria de biogénesis de los miRNAs y
adicionalmente a las redes de regulaciéon de los ncRNAs (Peng & Croce, 2016). Estos
mecanismos pueden ocurrir en diferentes combinaciones y temporalidades, y en el

estudio del IFN-y en glioblastoma aun estan por elucidarse.

En este contexto, nos interesamos en identificar a los miRNAs modulados por el IFN-
y en las células LN-18 de glioblastoma, un campo inexplorado hasta el momento. A
través de un tamizaje de 83 miRNAs importantes en el cancer del SNC identificamos
una firma de ocho miRNAs modulados positivamente de los cuales se seleccionaron
aguellos con al menos dos mMRNAs blanco, identificando a los miRNAs miR-132-3p,
miR-153-3p, MiR-182-5p, miR-27a-3p, miR-29a-3p y miR-29b-3p. Con el analisis de
enriguecimiento funcional se observd que estos mMIRNAs estan implicados en
mecanismos de relevancia como la via PI3K-AKT primordial en procesos de
crecimiento, proliferacién, apoptosis, metabolismo celular, entre otros (Du et al., 2022);
y en la via de las MAPK reguladora de procesos como proliferacion, diferenciacion,
mitosis, supervivencia celular y apoptosis, entre otras (Alspach et al., 2019; Kursunel
& Esendagli, 2016).

El miR-132 recurrentemente esta relacionado con la progresién de diferentes tipos de
cancer por su implicacion en la regulacion de vias como PI3K / AKT, TGF, mTOR,
Rb1, p53, vias de apoptosis, la glucélisis y por ejercer efectos directos sobre el
crecimiento celular, la proliferacion, la invasién, la migracién, entre otras;
especificamente en el glioblastoma, el miR-132 promueve la quimiorresistencia al
tratamiento con TMZ (Florian et al., 2020; Rafat et al., 2021).

El miR-153 induce efectos tanto anti-tumorales como pro-tumorales dependiendo del
tipo celular, con diferentes perfiles de expresién génica. Este miRNA es de gran
importancia en la carcinogénesis, ya que su sobreexpresion esta implicada en la
represion de PTEN y en la consecuente activacion de PI3K/AKT lo que resulta en la

progresion del ciclo celular y el aumento de la proliferacion. Contrario a lo encontrado
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en el presente trabajo, en glioblastoma se ha reportado la reduccién de la expresiéon
de este miRNA, lo que resulta en la represion de la via AKT y en la inhibicién de la
proliferacion celular (Yousefnia, 2022). Estos resultados contradictorios podrian
deberse a la dosis del IFN-y, al tiempo de exposicion y la linea celular de estudio, lo
cual abre una ventana de estudio sobre el tema. Por su parte, el miR-182-5p se ha
reportado en diferentes lineas celulares de glioblastoma, incluyendo la lines LN-18, en
donde presenta una sobreexpresion, que influye en la sobreexpresion de VEGFR y
promoviendo la angiogénesis, por otro lado esta implicado en la reduccion de los
niveles de proteinas como ocludina, ZO-1 y claudina-5, lo que da como resultado la
EMT y la permeabilidad vascular, asi como el favorecimiento de la proliferacion celular
(Balandeh et al., 2021).

El miR-27a también es un onco-miRNA regulador de vias como la vias como de AKT
con blancos como Bcl-2, PI3K y prohibitina, lo que induce el aumento en la proliferacién
y crecimiento celular; también regula a la via Wnt/B-catenina favoreciendo la EMT; a
la via Ras/IMEK/ERK favoreciendo la proliferacion celular y finalmente a la via del TGF-
B con la que promueve la proliferacion e invasion (J. Zhang et al., 2019). Por otro lado,
el miR-29 también tiene actividades duales en el cancer, influyendo en la proliferacion,
la apoptosis, la metastasis, la EMT, entre otros; sin embargo, existen reportes
individuales en donde el estimulo con IFN-y induce una actividad de reduccion de
apoptosis por la regulaciéon negativa de CDK6, lo que coincide con un reporte en
glioblastoma, en el que funge como gen supresor de tumores por inhibir al gen SREBP-

1y regular el metabolismo de lipidos (Kwon et al., 2019).

De los ocho miRNAs regulados negativamente se seleccionaron a miR-106b-5p, miR-
130b-3p y miR-141-3p y, con el analisis de enriquecimiento funcional se pudo observar
gue influyen en vias como la de HIF-1, factor determinante para la induccion de
angiogénesis en respuesta a la hipoxia, y la via de mTOR que en glioblastoma esta
relacionada con el aumento de la capacidad de migracion y resistencia a tratamientos

de las células tumorales y autofagia (Antunes et al., 2020; Schiffer et al., 2019).

El miR106b también es un miRNA con un papel dual que parece depender del tipo

celular y del tipo de cancer, esta relacionado con procesos de senescencia, ciclo
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celular, proliferacion, apoptosis, migracién, invasion, troncalidad celular y quimio-
sensibilidad. En glioblastoma, se ha reportado la sobreexpresion de este onco-miR lo
gue reduce la expresion de RBL1, RBL2 y CASP8, lo que favorece la proliferacion
celular, la evasion de apoptosis y la migracion celular (Rezaei et al., 2020; Yang et al.,
2019). El miR-141por su parte influye sobre actividades como la EMT a través de la
via TGF-B / HIPK2; la proliferacion celular por regular a TAZ y ZEB2; el arresto del
ciclo celular a través de p21/Kipl y CDKG6; la apoptosis a través de la via PI3K/AKT en
donde AKT es esencial en la regulacion de la senescencia, la supervivencia y la
apoptosis; la invasion y la metastasis tumoral a través de la regulacion de ZEB1 y
ZEB2, Rb/E2F, AKT, EGF; y finalmente en el proceso de angiogénesis por la reducciéon
de los niveles de la proteina KLF6 y el incremento de la secrecion de VEGFA que da

como resultado un proceso de neoangiogénesis (Gao et al., 2016).

Es de gran relevancia para este trabajo la modulacion del miR-130b por el IFN-y en
glioblastoma. Este es un miRNA que, ademas de estar involucrado en la regulacién de
respuestas inflamatorias, quimiorresistencia y proliferacién por tener como blanco a
PTEN, se ha encontrado que en diferentes patologias y tipos celulares, ejerce una
regulacion negativa sobre la regién 3’'UTR de IRF1, en donde se presentan dos sitios
de unién para este miR-130b a través de los cuajes reprime a este factor
transcripcional (Y. H. Lin et al., 2015). En macr6fagos se ha visto que el miR-130b
favorece su polarizacion a M1 por la regulacién negativa de IRF1 (Guo et al., 2021).
En un modelo de isquemia y reperfusion cerebral, se determiné que el IRF1 favorece
la apoptosis en las células tratadas, lo que se relaciona con un proceso de muerte
neuronal por embolia; sin embargo, la sobreexpresion inducida del miR-130b reduce
este efecto, favoreciendo la viabilidad celular (Liu et al., 2020). En células de hepatoma
la presencia del miR-130b reduce en un 40-50% la expresion de IRF1, con lo que se
puede observar una reduccion marcada en la fosforilacion y actividad de mTOR,
STAT3, AKT, ERK1/2, pero no en sus niveles proteicos totales. En consecuencia, se
presenta una reduccion notable en la inhibicion de la migracion y de la invasion celular
(Y. H. Lin et al., 2015). Por otra parte, en un escenario de calcinosis renal, el miR-130b
estd bajo la regulacion negativa del IncRNA NEAT1, lo que reduce su actividad

inhibitoria sobre IRF1, evento que favorece la sefializacion de este factor de
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transcripcion (Q. Yan et al., 2022). En el presente trabajo, este miRNA se encuentra
regulado negativamente en células de glioblastoma tratadas con IFN-y, lo que podria
estar sugiriendo que el miR-130b podria estar sujeto a un eje de regulacion similar,
favoreciendo la actividad transcripcional de IRF1 y en consecuencia las respuestas

celulares pro-tumorales.

Con estos resultados podemos sugerir que el IFN-y es capaz de modular la expresién
de miRNAs tanto positiva como negativamente. Una firma de miRNAs que en su
mayoria coinciden con los reportes previos de nivel de expresion e induccion de
actividades pro-tumorales (Figura 25). Por otra parte, el miR-130b es de gran
relevancia en el contexto de la via candnica de sefializacion del IFN-y, ya que tiene
como blanco directo a IRF1 y, como los antecedentes indican, su expresion reducida
favorece una actividad pro-tumoral. Asi, nuestros resultados sugieren que la via
candnica de sefalizacion del IFN-y tiene una actividad pro-tumoral en el glioblastoma
y que uno de sus mecanismos moleculares es la modulacion a nivel transcripcional de

la expresion de una firma de miRNAs especificos.
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CONCLUSIONES

En muestras de pacientes con glioblastoma, el receptor del IFN-y y STAT1 e IRF1

estan sobreexpresados.

En las células de glioblastoma LN-18, la activacion de la via de sefializacion del IFN-y
incrementa los niveles de STAT1, pSTATL, IRF1 y de uno de sus productos génicos
pro-tumorales (PD-L1), ademas de que, aumentando la capacidad de migracion

celular.

La activacion de la via de sefalizacion del IFN-y modula diferencialmente la expresion
de una firma de miRNAs asociada con un efecto pro-tumorigénico en las células de
glioblastoma. Uno de los miRNAs modulado negativamente por el IFN-y es el miR-
130b que tiene como blanco directo a IRF1, y a través de esta regulacion, podria

incrementar los niveles de IRF1 para inducir un efecto pro-tumoral.
PERSPECTIVAS

Con base en los resultados de este estudio, se proponen las siguientes perspectivas:

e Corroborar que la expresion del miR-130b esté reducida en células de
glioblastoma LN-18 tratadas con IFN-y y que esto se relacione con efectos pro-
tumorales.

e Probar diferentes tiempos largos de exposicion al tratamiento del IFN-y y
analizar su efecto en la expresiéon de miRNAs.

e Analizar si la via no candnica del IFN-y se implica en la sefializacion del IFN-y
sobre células LN-18 de glioblastoma y si esta modula una firma de miRNAs

asociados al efecto pro-tumoral.
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RESUMEN

Los interferones son una familia de proteinas involucradas en actividades antivirales, inmunomoduladoras v antiinflamatorias.
En los Oltimos afios, su estudio se ha incrementado en ¢l contexto del cancer, v uno de los hallazgos mis importantes es que son
parte del microambiente de los tumores, El interferdn-gamma (IFN-y) es uno de los miembros de la familia de los interferones y
tiene funciones protumorales o antitumorales dependiendo del tipo de cancer v del microambiente tumoral, En esta revisidn se
discuten los elementos de la via de transduccion de sefiales candnica del IFN-y v sus implicaciones en el desarrollo de las neoplasias
malignas. Los estudios sugieren que los elementos de la via activada por el IFN-y podrian ser atiles como biomarcadores y/o como
blanco de terapias para el cincer.

Palabras clave: interferon, IFN-y, transduccion de sefiales, cincer,

Interferon-gamma: signaling pathways and their implications in cancer

ABSTRACT

Interferons constitute a family of proteins involved inantiviral, immunomodulatory, and antiinflammatory activities. In the last vears,
the study of interferons in the cancer context has increased, and one of the most important findings is that interferons are part of the
tumor microenvironment. The interferon-gamma (IFN-y) is one of the members of the interferons family and has protumoral and
antitumoral functions depending on the type of cancer and tumoral microenvironment. In this review, we discussed the elements
of the canonical transduction pathway of [FN-y and their implications for the study of malign neoplasms. Studies suggest that the
elements of the pathway activated by IFN-y could be useful as biomarkers and/or therapy targets against cancer.

Key words: interferon, IFN-y, signal transduction, cancer.
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