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l. Resumen

El cancer cervicouterino (CaCu), es la segunda causa de muerte femenina en todo
el mundo segun la OMS. Es una de las principales causas de muerte por cancer en
paises de bajos recursos. En México la incidencia mas alta en tumores
ginecoldgicos es el cancer de mama y en segundo lugar el cancer cervicouterino.
Para el tratamiento del cancer cervicouterino se han utilizado diversos
medicamentos utilizados en inmunoterapia, terapia génica entre otros métodos
basados en citocinas. El IFN-y, IL-2, IL-12 y GM-CSF son excelentes candidatos
como activadores de la respuesta inmune antitumoral y se han empleado en
diversos modelos preclinicos con alta efectividad.

Investigaciones de la Unidad de Investigacion en Diferenciacion Celular y Cancer
FES- ZARAGOZA UNAM, han demostrado que células de cancer cervicouterino
CALO e INBL presentan el receptor funcional para IL-2, por lo que se considera un
modelo biologico para dilucidar el efecto que tiene ésta interleucina sobre el cancer
de cérvix.

La IL-2 es muy importante para la activacion de la via de sefializacion JAK-STAT, la
cual esta involucrada en proliferacion celular. Se sabe que el efecto de IL-2 sobre
células no hematopoyéticas parece ser diferencial ya que altas concentraciones
inhiben la proliferacion en un 50% de lineas celulares de carcinoma escamoso de
cabeza y cuello tanto in vitro como in vivo. Ademas se ha observado que el
tratamiento con 100Ul de IL-2 induce la activacién y la proliferacion de linfocitos de
sangre periférica de donadores sanos.

En este estudio de IL-2 se decidi6 tratar células de cancer de cérvix con 100Ul/ml
de IL-2 para determinar su efecto sobre la proliferacién celular sobre la fosforilacién
de las proteinas JAK3, STAT3 y STAT5. Ademas, determinar el efecto sobre la
apoptosis.

Los resultados de este trabajo muestran que la proliferacion de las lineas celulares
CALO e INBL tratadas con 100Ul/ml de IL-2 es inhibida. Se observé disminucion
en la fosforilacion de la cinasa JAK3 pero no de STAT3 y STATS. Se determind que
la disminucién en la proliferacién celular no era debido a un proceso de apoptosis.
El andlisis de las fases del ciclo celular muestra que en ambas lineas celulares el
tratamiento con 100UI/ml de IL-2 induce un arresto de las células en la fase G1 del
ciclo celular.

En conclusion, la modulacion de la fosforilacién afecta la funcion de las proteinas
JAK-STAT interviniendo en la correcta transduccién y transcripcion de genes
involucrados en proliferacion celular, esto probablemente induce el arresto del ciclo
en fase G1 evitando de esta manera la proliferaciéon de células de carcinoma de
CErViX.
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Abstract

Cervical Cancer is the second cause of death in women worldwide according to
WHO. It is one of the major causes of cancer death in low resource countries. In
Mexico the highest incidence in gynecological tumors is breast cancer and secondly
cervical cancer. Several therapies have been used for the treatment of cervical
cancer, such as immunotherapy,, gene therapy and some other based on cytokines.
The IFN-y, IL-2, IL-12 and GM-CSF are excellent candidates as activators of the
antitumor immune response and they were used in various preclinical models with
high effectiveness.

Research conducted at the laboratory of in Cell Differentiation and Cancer Research
FES- ZARAGOZA UNAM, have been demonstrated that cervical cancer cell lines
CALO and INBL show a functional receptor for IL-2, so this considered a biological
model to elucidate the effect of this interleukin in cervical cancer.

It is known that the effect of IL-2 on non-hematopoietic cells appears to be
differential since higher concentrations inhibit proliferation by 50% of squamous
carcinoma head and neck cell lines, either in vitro or in vivo. Observed that
treatment with 100 IU of IL-2 induces activation and proliferation of peripheral blood
lymphocytes. we decided to treat cervical cancer cells with high concentrations of IL-
2 to determine its effect on the proliferation of the cell lines CALO and INBL and
upon phosphorylation of JAK3, STAT3 and STATS proteins.

Results from this study show that cell proliferation in cell lines CALO and INBL when
treated with 100 Ul/ml of IL-2 is inhibited. A decrease was observed in the
phosphorylation of JAK3 kinase but not the phosphorylation of STAT3 or STAT5 of
IL-2. We analysed if the inhibition of proliferation was the to an apoptotic process but
our results show that this was not the case. Therefore we decided to analyze the cell
cycle phases and our results show that in both cell lines the treatment whit 200Ul/ml
of IL-2 induces an arrest of cells in the G1 phase of the cell cycle.

In conclusion, modulation of the phosphorylation affects the function of the JAK-
STAT proteins intervening in the correct transduction and transcription of genes
involved in cell proliferation, that induces probably cell cycle arrest in G1 phase thus
preventing cell proliferation of cervical carcinoma cell lines.



Pagina |3

1. Introduccion
a. Cancer

El cancer es una enfermedad neoplasica con transformacién de las células, que
proliferan de manera anormal e incontrolada, tiene un origen multifactorial,
acumulacion de mutaciones en el genoma (genética, epigenética, ambiental, etc.)
gue se desarrolla en organismos superiores, en la mayoria de los tejidos y en todo
tipo de células somaticas. Las células presentan crecimiento desordenado (tumor) y
podria presentarse una colonizacion tisular (metastasis). Cada cancer es una
situacién distinta con peculiaridades dependientes del tipo de célula donde se
origina, su etiologia, el grado de malignidad y otros factores (Parkin et al., 1999).

El cancer comienza en las células que constituyen los ladrillos del cuerpo.
Normalmente, el cuerpo forma células nuevas a medida que se necesitan para
reemplazar a las células envejecidas que mueren. Algunas veces, este proceso no
resulta ser el esperado. Crecen células nuevas que no son necesarias y las células
envejecidas no mueren cuando deberian. Estas células adicionales pueden formar
una masa llamada tumor. Los tumores pueden ser benignos o malignos.
Los tumores benignos no son cancer, mientras que los malignos si lo son. Las
células de los tumores malignos pueden invadir los tejidos cercanos. También

pueden desprenderse y diseminarse a otras partes del cuerpo. (Parkin et al., 1999)

Existen mas de 100 tipos de cancer, la mayoria de éstos se nombran por su lugar
de origen. La diseminacion de un cancer desde una parte del cuerpo a otra se
denomina metastasis. Los sintomas y el tratamiento dependen del tipo de cancer y
de lo avanzada que esté la enfermedad. La mayoria de los tratamientos incluye
cirugia, radiacion y/o quimioterapia. Algunos pueden también incluir terapia
hormonal, terapia biolégica o trasplante de células madres (Parkin et al., 1999).

El cancer es posiblemente la enfermedad mas estudiada desde diferentes puntos
de vista, se ha pasado en los ultimos afios de un conocimiento casi nulo a gran

avance en numerosos aspectos moleculares, desde los que explican la proliferacién


http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/benigntumors.html
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/radiationtherapy.html
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/cancerchemotherapy.html
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excesiva y la pérdida de células por apoptosis hasta los mecanismos por los que el

cancer genera metastasis.

b. Cancer de cérvix

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer de cérvix (CaCu) es la
segunda causa de mortalidad femenina en todo el mundo, con unas 300,000
muertes al afio. El 80% de los casos corresponden a los paises en vias de
desarrollo (Parkin et al., 1999) vy cerca de 500,000 casos nuevos se presentan
cada afo (Globocan, 2008). En el afio 2010 en México, los principales tumores
malignos que afectaron a la poblacién femenina fueron el cadncer de mama (24.3%),
el CaCu (9.7%) y el de colon (3.2%).
(http://www.inegi.org.mx/inegi/contenidos/espanol/prensa/Contenidos/estadisticas/2
013/cancer0.doc, 2013)

Casi todos (99.8%) los casos de cancer de cérvix se deben a la infeccién con virus
del papiloma humano (VPH) transmitido por via sexual. El enlace entre el CaCu y el
VPH fue demostrado a principios de los afos 80’s por el doctor Harald Zur Hausen
aunque la infeccibn no es un requisito necesario para el desarrollo de esta

enfermedad (Walboomers et al., 1999).

El genoma del VPH consiste de una molécula de DNA circular de doble cadena,
aproximadamente de 8 Kb. Se divide en tres regiones: la regién larga de control,
LCR, que no contiene marco de lectura alguno; la region que corresponde a las
proteinas tempranas (E1 a E8) y la region que corresponde a las proteinas tardias
(L1yL2) (Monroy et al., 1999).

La proteina E7 del HPV inactiva la proteina supresora Rb y la proteina E6 degrada
la proteina supresora de tumor p53 via interaccion con E6AP. Esto lleva a la
progresion del ciclo celular de la fase G1 a la fase S (Kaczkowski et al., 2012).

El CaCu se ha tratado de prevenir con vacunas profilacticas. Las vacunas contra el

cancer son medicamentos que pertenecen a una clase de sustancias conocidas


http://www.inegi.org.mx/inegi/contenidos/espanol/prensa/Contenidos/estadisticas/2013/cancer0.doc
http://www.inegi.org.mx/inegi/contenidos/espanol/prensa/Contenidos/estadisticas/2013/cancer0.doc
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como modificadores de la respuesta biolégica. Los modificadores de la respuesta
biologica trabajan al estimular o restaurar la capacidad del sistema inmunitario para
combatir las infecciones y enfermedades. Muchas de las vacunas preventivas,
incluso las vacunas contra el VPH, estimulan la produccién de anticuerpos que se
adhieren a microbios especificos y bloquean su capacidad de causar infeccion. Las
células T citotoxicas, destruyen las células anormales o infectadas al emitir
sustancias quimicas téxicas o al impulsar a esas células a que se destruyan ellas

mismas (Hernandez et al., 2006).

Los investigadores suelen afadir otros ingredientes, conocidos como adyuvantes, a
las vacunas de tratamiento. Estas sustancias refuerzan las reacciones inmunitarias
gue han sido activadas por la exposicion a antigenos o de otras formas. Las
citocinas naturales o sintéticas pueden usarse como adyuvantes. Las citocinas son
sustancias producidas naturalmente por los glébulos blancos para regular y
perfeccionar la respuesta inmunitaria. Algunas citocinas aumentan la actividad de
las células B y de los linfocitos T citotdxicos, mientras que otras citocinas suprimen
la actividad de estas células. Las citocinas que se usan con frecuencia en las
vacunas de tratamiento del cancer o que se administran junto con ellas son
la interleucina 2(IL-2), el interferén alfa (INF-a) y el factor estimulador de colonias de

granulocitos y macréfagos (GM-CSF).

Las células de CaCu expresan el receptor funcional de IL-2 compuesto por las
cadenas B y vy, dicha IL-2 media la fosforilacién de JAK3 y STATS5 influyendo en el

proceso de proliferacion celular (Rangel et al.,2010).

c. Citocinas

Las citocinas son moléculas de bajo peso molecular de + 30 kD secretadas durante
la sinapsis inmunitaria, son los mensajeros efectores entre ambas células de la
sinapsis. Intervienen en la regulacién de la respuesta inmune y de los procesos
inflamatorios, se sintetizan a partir de un estimulo, su accién es rapida y corta en el
tiempo, y funcionan en el momento justo para producir una respuesta precisa
(Hulme et al., 2012).


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046069&version=Patient&language=%20Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045324&version=Patient&language=%20Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045649&version=Patient&language=%20Spanish
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La funcion general de las citocinas es regular la respuesta inmune modulando su
duracion e intensidad y regular la hematopoyesis en el sentido de numero de
células del sistema inmune y de la sangre presentes en cada momento (Hulme et
al., 2012).
Las citocinas se secretan de forma transitoria y actian sobre receptores especificos
gue se expresan en las diferentes estirpes celulares produciendo respuestas
diferentes. Una sola citocina puede actuar en una cascada de transduccion de
sefiales activando la sintesis de otras citocinas.
Estas moléculas cuentan con caracteristicas que les permiten ejercer su accion
biologica:
Pleiotropismo. Una misma citocina puede tener varias dianas y por tanto
ejercer una distinta respuesta dependiendo de la diana sobre la que actue.
Redundancia. Distintas citocinas pueden producir el mismo efecto.
Sinergismo. Distintas citocinas actuando simultaneamente pueden potenciar
mutuamente su accion
Antagonismo. Una citocina puede inhibir la sintesis o bloquear el efecto de
otra. (Feldmann, 2008; Manzoor, 2008).

Las células sintetizan una citocina y expresan el receptor para esa misma citocina
permitiendo su autorregulacion, este efecto se conoce como autdcrino. El efecto
paracrino involucra células vecinas dénde la citocina actia a distancias cortas.
Estos efectos si bien son propios de las citocinas, no es exclusivo de éstas (Feghali,
1997).

Las citocinas se unen a receptores que muestran a menudo elevada afinidad por
sus ligandos con constantes de disociacién entre 10™° y 102 La expresion de
muchos receptores de citocinas esta regulada por sefiales especificas, la mayor
parte de las respuestas celulares a citocinas precisan ARNm nuevo y la sintesis
proteica, para muchas células blanco las citocinas actian como reguladores de la
division celular, o sea, como factores de proliferacion (Katsutoshi, 2002; Feghali,
1997).

Existen familias de citocinas segun sus caracteristicas estructurales:
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e Familia de interferdn

e Familia del TNF

e Familiade lalIL-1

e Familia de los factores de crecimiento
e Familia de las quimiocinas

e Familia de receptores hematopoyéticos

Familia de receptores hematopoyéticos. Estan relacionados con procesos
hematopoyéticos, el mas conocido es el receptor de la EPO.
El receptor prototipo es el receptor de IL-2, que es una molécula esencial para
dirigir la inmunidad celular. Esta formado por tres cadenas: a [CD25], B [CD122] y y
[CD132].
Segun el grado de activacién del linfocito T, podemos encontrar tres formas del
receptor de IL-2:

e Receptor de alta afinidad — Cadenas a,Byy

e Receptor de afinidad intermedia — Cadenas Byy

e Receptor de baja afinidad — Cadena y
En condiciones normales los leucocitos tienen el receptor de afinidad intermedia

para IL-2 (formado unicamente por cadena By v).

Cuando al linfocito reconoce al antigeno se conforma el receptor de alta afinidad de
IL-2 en la presencia de la cadena a (CD25), por lo que ante cantidades picomolares
de IL-2 produce una reaccion. Las subunidades del receptor presentan diferentes
constantes de disociacion (Kd). Asi la cadena a(p55), tiene una Kd de 108 M, la
cadena B(p75), una Kd de 10° M, vy la cadena y (p64), una Kd de 10°.El complejo
formado por la asociacion de las tres cadenas tiene una Kd de 10 M. Por su
afinidad la IL-2 las cadenas dan origen a tres tipos de receptor como se mencioné

previamente.

Los receptores de interleucina comparten estructuralmente la cadena gamma (y)
por lo que ésta es llamada cadena y comun, la cual forma parte de numerosos

receptores de citocinas. Algunos receptores tienen mas cadenas comunes ademas
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de la y, por lo que pueden unirse varias citocinas al mismo receptor, de forma
inespecifica y baja afinidad, ya que para que exista afinidad media o alta deben
estar presentes al menos dos cadenas o subunidades del receptor (Lindemann et
al., 2003)

Las interleucinas son proteinas solubles de bajo peso molecular que promueven
activacion, crecimiento, diferenciacion, reparacion, inflamacion y regulacion de la
inmunidad celular. Estas moléculas efectoras son producidas transitoriamente y
controlan localmente la amplitud y duracion de la respuesta (Hernandez- Alvarado,
2001).

d. Interleucina 2 (IL-2)

La citocina IL-2 es una proteina de 14-17 kDa codificada por un solo gen que
contiene 3662 bases con 3 intrones en el cromosoma 4 humano. Es producida por
células T CD4" y en menor cantidad por células T CD8" (Anderson-Sorenson,
1994).

Esta proteina puede actuar en las mismas células que la producen (autdcrina) o
actuar en linfocitos T periféricos incluyendo a células CD4" y CD8" (paracrino).
Durante la respuesta inmune la IL-2 no circula en sangre sino que actla a distancia.
(valle, 2001).

El receptor de alta afinidad para IL-2 es un complejo proteico formado por tres
subunidades o cadenas, a (p55), B (p75) y v (p64)(Ching et al, 2001) las cuales se
expresan unidas no covalentemente en la superficie de linfocitos T, B, NK,
macrofagos y monocitos (Théze et al., 1996). Se ha detectado la presencia del
receptor en células normales no hematopoyéticas como queratinocitos,
oligodendrocitos, células intestinales, de origen nervioso, endoteliales de corddn
umbilical, fibroblastos de médula 6sea, fibroblastos embridnicos humanos y células
pituitarias (Théze et al., 1996) (Figura 1).



Pagina |9

L139

IL-2Rp

Figura 1. Interaccion ligando receptor de IL-2. (A) Representacion del complejo cuaternario muestra
IL-2R alfa, beta, gamma. (B) Puentes de hidrogeno, interacciones entre IL-2RBeta y gamma
mostrando los amino &cidos con los que estan interactuando H138 (Histidina 138), L139, 157
(Leucina 139, 157), D181 (Aspértico 181), R 183 (Arginina 183), W166 (Triftofano 166), Y167
(Tirosina 167), Q147 (4cido glutamico) tomada de Wuang et al., 2005.

Si la cadena a se une sola a la IL-2 la afinidad es baja; el IL-2R, el IL-2Ry no se
unen solos a la IL-2; sin embargo, la combinacion de B y y se une a la IL-2 con
afinidad intermedia y transmiten la sefial en ausencia de la subunidad a. Las
subunidades B y y, pero no la subunidad a, pertenecen a la familia de receptores

clase | y son indispensables para la sefializacion (Cosman et al., 1990).

La cadena o descrita originalmente como el antigeno Tac es una glicoproteina de
55kDa (p55), su expresion es inducida en células T activadas con mitdgeno o
antigeno. Esta compuesta de 251 aminoacidos (aa), asi como un péptido sefial de
21 aa de longitud. La estructura primaria del IL-2Ro. N0 muestra una secuencia
homaologa importante con otras moléculas de receptores conocidos y no pertenecen

a la familia de receptores clase | de citocinas (Taniguchi, 1993).

La cadena B del receptor de IL-2 (IL-2RB) (p75) es una proteina transmembranal
gue consiste de 551 aa. La proteina presenta una secuencia sefial seguida de 525
residuos de aminoacidos que forman parte de la proteina madura de IL-

2Rp (Hatakeyama et al., 1993).
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La cadena ydel IL-2R es la forma madura de la cadena (p64), consiste de 347
residuos de aa con una secuencia tipica que lo incluye en la familia de receptores
de clase | (Taniguchi, 1993). IL-2R yesta involucrado en la formacion de los

receptores de IL-2 de afinidad alta e intermedia (Figura 2).

i
(CD122)

Figura 2. Receptor de membrana de IL- 2. Las subunidades que lo conforman: a (CD25), 3(CD122)
y Y(CD132). Tomada y modificada de
http://www.sec.gov/Archives/edgar/containers/fix330/1441848/000110465910005539/a10-

3358 1ex99d1.htm

La proteina IL-2 madura contiene 3 residuos de cisteina, dos de los cuales forman

una union disulfuro que es requerida para la actividad biolégica (Mizel, 1989).

La heterogeneidad en el tamafio de la proteina madura se debe a los sitios de
glicosilacion variables en el polipéptido de aproximadamente 130 aa. Normalmente
la IL-2 es transcrita, sintetizada y secretada por células T Unicamente bajo la
activacion de antigenos. La sintesis de la misma es usualmente transitoria con un

pico de secrecion que ocurre después de su activacion (Abbas et al., 1996).

En humanos la IL-2 se empezd a aplicar en 1982 a partir de una purificaciéon parcial
del cultivo de linfocitos humanos normales estimulados, y posteriormente del
material de un tumor humano de células T. En 1983 la IL-2 comenzo a utilizarse de
manera pura. Los ensayos clinicos con la IL-2 recombinante comenzaron en 1984
(Quan et al., 1994).


http://www.sec.gov/Archives/edgar/containers/fix330/1441848/000110465910005539/a10-3358_1ex99d1.htm
http://www.sec.gov/Archives/edgar/containers/fix330/1441848/000110465910005539/a10-3358_1ex99d1.htm
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En el humano las concentraciones fisioldgicas de IL-2 en suero van de 7.5 a 8
Ul/ml de IL-2 (Gonzales et al., 2007). La IL-2 es una citocina que es sintetizada
tanto por células normales (7.5-8 Ul/ml encontrado en suero) (Gonzalez et al.,
2007), como por células tumorales (40-50 Ul/ml, CALO e INBL) (Rangel et al.,
2010). La IL-2 se ha utilizado como tratamiento contra diversos tipos de cancer

(cabeza, cuello, entre otros).

La IL-2 es ampliamente utilizada en la inmunoterapia de tumores sélidos, dada su
capacidad de activar algunos sistemas citotoxicos antitumorales del huésped
(Gutiérrez, 1997). Es fundamental para la activacion y modulacion de la respuesta
inmunitaria, es la principal citocina responsable de la progresion de linfocitos T de la
fase G1 a la S del ciclo celular (Anderon -Sorenson, 1994).

La IL-2 juega un papel importante en la regulacion de la proliferacién de linfocitos
(Luxemburgo et al, 1998), modula in vitro e in vivo diversas funciones en células del
sistema inmune, es producida por linfocitos normales de sangre periférica, favorece
la proliferacion de células B y la produccién de anticuerpos, regula el crecimiento y
actividad de células citotoxicas, aumenta la produccion de interferon gamma,
modula la expresion del receptor de IL-2 y regula la actividad tumoral (Hulme et al,
2012).

La IL-2 tiene capacidad antiviral, presenta un papel importante en el rechazo de
injertos y debido a que es considerada un potente activador de células
inmunocompetentes, ha sido empleada durante los Ultimos afios en importantes
protocolos de tratamientos clinicos, con el propésito de estimular y mantener la
actividad de células citotoxicas en enfermedades malignas, particularmente en
carcinoma renal y melanoma maligno (Rosenberg, 1989), en donde se han obtenido
resultados interesantes de rechazo tumoral (Smith, 1988).

La IL-2 ejerce su funcion mediante la unidén a su receptor presente en estas células.
Se ha reportado que otros tipos de células normales como fibroblastos de pulmén y
células pancreéticas poseen receptores para IL-2 funcionales; sin embargo, poco se

sabe acerca de su funcion (Plaisance et al., 1993).
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También se ha encontrado que células tumorales de mama, pulmon e higado, entre
otras, poseen receptores funcionales para esta citocina. En estudios realizados en
el laboratorio de Oncologia Celular, de la Unidad De Investigacion en Diferenciacion
Celular y Cancer de FES Zaragoza se ha determinado la expresion diferencial del
receptor para IL-2 en lineas celulares provenientes de CaCu en diferentes estadios,

siendo méas abundante en aquellas de estadio IV metastésico (Rangel et al., 1998).

La union de la IL-2 con su receptor induce activacion de dos miembros de la familia
de proteinas de tirosina cinasa JAK1 y JAK3. La expresion de JAK3 es esencial
para la induccion de genes ciclina involucrados en la transicion de G1 a S del ciclo
celular (Hodaka, 2007).

La activacion del receptor de IL-2 induce una cascada de sefializacion que no es
bien conocida en el caso de los tumores sdlidos (Rocha et al., 2004)

En las células tumorales se ha observado una abundante expresion de la cadena a
y B del IL-2R (Yasumura, 1994). Por su parte, la cadena y del IL-2R ha sido
detectada en un 50% de lineas celulares de melanoma y en lineas celulares de
carcinoma de cabeza y cuello, gastrico y renal; de igual forma se detectaron en
células epiteliales intestinales (Dignass and Podoswky 1996).

Usando anticuerpos especificos contra las cadenas a y B del IL-2R se ha
demostrado que en tumores malignos humanos de diversas histogénesis, las
células neoplasicas, pero no el tejido normal adyacente, expresan la IL-2R[; sin
embargo, no se detectd la presencia de IL-2Ra en dichas células. Por otra parte,
ademas de la expresion de las cadenas a y B del IL-2R en células tumorales,
también se ha detectado la presencia intracelular de IL-2 en tumores de pulmén,
mama, colorrectal y melanoma, lo cual indica que dichos receptores son

funcionales, ya que permiten la internalizacion de citocinas (McMillan,1995).

La interleucina 2 (IL-2) ha sido usada para activar linfocitos citotoxicos que atacan

células tumorales in vivo e in vitro (Rangel et al., 2010).

La localizacion de las cadenas By y del IL-2R en las células tumorales de

carcinoma de mama, pulmon, colorectal y melanoma sugiere que estas células son
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capaces por un lado de producir IL-2, y por el otro la IL-2 endégena puede unirse al
IL-2RB expresado en la superficie de las células tumorales. Asi mismo, se ha
observado que al adicionar un anticuerpo especifico que bloquea la cadena  del IL-
2R en estas células se observa una inhibicion de la proliferacion. Por esta razén se
sugiere que la expresion de la cadena P parece ser necesaria para el crecimiento
celular del tumor y que la IL-2 enddgena puede estar involucrada en la regulacion
del crecimiento tumoral, ya que se ha demostrado que esta IL-2 es biologicamente
activa (Alieche et al., 1993: Mc Millan, et al 1995).

Con el descubrimiento de que las células tumorales no linfoides humanas son
capaces de producir citocinas, existe la posibilidad de una estimulacion autécrina
del crecimiento celular del tumor, lo cual conduce a mantener en el microambiente
tumoral las condiciones adecuadas para continuar con esta proliferacion (Wu et al.,
1993).

e. Proteinas con actividad de cinasa de tirosina

Las proteinas cinasas de tirosina (PTK) constituyen una clase de enzimas que
catalizan la transferencia del grupo y-fosfato, principalmente del ATP (Flockhart,
1984) y en algunos casos del GTP, al grupo fendlico de la tirosina presente en
ciertas proteinas. Aunque la fosforilacién en residuos de tirosina constituye menos
de un 0.01% del total de la fosforilacion intracelular (Soto et al., 1999), el
descubrimiento de que el producto del gen transformante del virus del sarcoma de
Rous era una proteina cinasa que fosforila residuos de tirosina, supuso un gran
impulso para el estudio de estas enzimas. Desde entonces una gran variedad de
PTKs han sido identificadas como oncogenes (Hunter et al., 1998). Estas enzimas
son importantes mediadores de transduccion de sefial desde el exterior al interior
de la célula, ademas de efectores intracelulares para algunos receptores de
hormonas de crecimiento (Veillette et al.,, 1989). De los mas de 90 genes

codificadores para PTKs que existen en el genoma humano, 58 codifican para
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receptores con actividad PTK (PTK-receptor) clasificadas en 20 subfamilias y 32

codifican para PTK citosélicas clasificadas en 10 subfamilias (Hoessli et al., 2000).

f. Fosforilacién

La fosforilacion es el tipo de modificacion post-traduccional mas frecuente en las
células eucaribticas. Se caracteriza por ser reversible y especifica de residuo,
participando en el control de numerosos procesos fisiolégicos. Las actividades
proteicas generalmente reguladas por fosforilacion son: plegamiento estructural
correcto; incremento o inhibicion de la actividad enzimatica; sitio de unién para el
ensamblaje de otras proteinas; sitio de reconocimiento para otra modificacién

posterior y cambios en la localizacion subcelular (Preisinger et al., 2008).

Las proteinas encargadas de realizar este proceso son las proteinas-cinasas,
existiendo mas de 500 en humanos, lo cual supone el 2% de nuestro genoma
(Manning et al., 2002). El numero estimado de sitios de fosforilacion en el proteoma
de mamiferos seria del orden de 10° y se supone que entre un 30-50% de las
proteinas podrian ser fosforiladas en algin momento. La fosforilacion ocurre mas
frecuentemente en residuos de serina y treonina que en los de tirosina, con un radio
aproximado de 1800:200:1 para pSer/pThr/pTyr (Kalume et al., 2003).

g. Janus cinasa (JAK)

Las proteinas Janus cinasas (JAK) son componentes cruciales de diversas vias de
sefalizacion involucradas en supervivencia celular, proliferacion, diferenciacion y

apoptosis.

Su funcion puede integrar componentes de diferentes cascadas de sefalizacion. La
fosforilacion de los receptores de factores de transcripcion y de citocinas puede ser
la funcion principal atribuida a las cinasas JAK, considerando que este es un primer
punto de regulacion de activacién rio abajo en la cascada de sefalizacion (Rane y
Reddy, 2000).
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Varios eventos pueden observarse después de la activacion de las JAK, incluyendo:
el reclutamiento y la activaciéon de STAT, el reclutamiento y activacion de la via Shc-
Grb2-Sos-Ras-Raf1-MAPK, llevando a la transcripcion de los genes tempranos (c-
fos, c-jun); y la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina (IRSs), seguido por
el reclutamiento y activacion de la PI-3K (Notarangelo et al., 2001).

Los dominios estructurales que caracterizan a la familia de las JAK se conocen
como dominios de homologia JAK (JH), estos dominios van de JH1 a JH7.
(Figura.3) (Rane y Reddy, 2000).
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Figura 3. Organizacion estructural de las Janus cinasa (JAK). JH1 presente en el carboxilo terminal

es el dominio catalitico para la actividad enzimatica por constar con tirosinas conservadas; el
pseudodominio cinasa JH2 es un dominio estructuralmente similar a una tirosina cinasa y esencial
para una actividad normal cinasa, sin embargo, carece de actividad enzimética. Los dominios JH3-
JH4 comparten homologia con SrcS y del JH5 al JH7 comparten homologia con los dominios FERM.

Se muestran también las estructuras reguladoras CIS y SOCS. Tomada de Rane y Reddy, 2000.

Numerosos estudios muestran que las cinasas JAK estan involucradas en
sefalizacion activada por interleucinas como IL2, IL4, IL7, IL9 e IL15. La cinasa
JAK3 transmite sefales al ser activada por IL2, IL4, IL7 e IL19. La activacion de las
JAK puede ser constitutiva o por la presencia de un ligando. Al fosforilarse los sitios
de fosfotirosina presentes en el receptor pueden servir como sitios de unién para el
dominio SH2 de moléculas de sefalizacion como STAT, Src-cinasas, proteinas
fosfatasas u adaptadores de proteinas de sefializacion como Shc, Grb2 y Cbl (Rane
y Reddy, 2000).
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Las JAK tienen diferentes sustratos incluyendo los receptores a los que se une. Las
STAT se encuentran entre las proteinas mejor caracterizadas que fungen como

sustrato de las cinasas JAK.

h. Traductor y activador de la sefial de transduccion (STAT)

Al menos siete STAT han sido identificadas en los mamiferos, dentro del rango de
90 a 115kDa (Figura. 4).

Las STAT comparten algunos dominios con alta homologia. Se han demostrado dos
papeles funcionales para el dominio SH2. Primero este dominio es requerido para la
fosforilacién de Tirosinas (Tyr) de las STATs en respuesta a la estimulacion con
citocinas; ademas, estos dominios median la activacion especifica de las STATs en
respuesta a la estimulacion. La segunda funcién de los dominios SH2 es la
formacion de dimeros (Shuai, 1999). Para formar los dimeros, el dominios Src de
homologia 2 (SH2) de un monémero se une a una fosfotirosina opuesta de otra
STAT o de alguna molécula; esta tirosina en las STAT, la cual se encuentra cerca
de C-terminal est4 altamente conservada, y es fosforilada en respuesta a los
ligandos (Kiu-Nicholson, 2012; Lin-Leonard, 2000).

Las STAT juegan un papel importante en las vias de transduccién de sefial
asociadas con varias citocinas, neurocinas incluyendo las interleucinas, los
interferones, la eritropoyetina, la prolactina, la hormona del crecimiento, la

oncostatina M (OSM) y el factor neutréficociliar (CNTF).

Los factores de transcripcion STAT3 y STATS5 existe en 2 isoformas: STAT3A y
STAT3B; STAT5A y STAT5B. Las dos proteinas presentan homologia (Rane y
Reddy, 2000).
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Figura 4. Organizacion estructural de las STAT. Familia conformada por STAT1, STAT2, STATS3,
STAT4 y STAT6. Los factores de trascripcion STAT3 y STATS existe en 2 isoformas: STAT3A y
STAT3B; STAT5A y STAT5B. Tomada de Rane y Reddy, 2000.

La region amino terminal de las STAT estd bien conservada y parece ser
indispensable en su funcion, ya que con pequefias deleciones en esta region se

elimina la capacidad de STAT para ser fosforilada (Rane y Reddy, 2000).

i. Viade sefalizacion JAK-STAT

Hasta hace pocos afios se ha descrito una via de sefializacion, que inicia en el
citoplasma y que rapidamente se trasloca al nicleo para activar la transcripciéon de

genes.

Los eventos de fosforilacién de tirosina son esenciales para el inicio de esta via de

sefalizacion.

La via JAK-STAT fue originalmente descubierta a través del estudio de la
transduccion de sefales intracelulares inducidas por interferén. Entretanto se han
encontrado un gran nimero de citocinas, hormonas y factores de crecimiento que
activan a las proteinas JAK y STAT. Las proteinas JAK son la Unica clase de

proteinas con actividad de tirosina cinasa que se asocian con receptores de
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citocinas. En la union del ligando las cinasas JAK activan a los miembros de la
familia de las STAT (Heim, 1999).

El primer paso en el proceso de sefializacion a través de citocinas, es la induccion
por ligando de la homo o heterodimerizacion de los componentes de los receptores,
cuyas regiones citoplasmaticas estan acopladas con moléculas de sefalizacion
(Cosman et al., 1990). El siguiente paso, es la transfosforilacion y activacion de las
proteinas JAK asociadas al receptor, una vez activadas son capaces de fosforilar en
residuos de tirosina a las cadenas del receptor, creando sitios de union para los
dominios homélogos a Src2 (SH2) de las STAT, asi como para otras moléculas,
tales como la proteina adaptadora Shc (Cacalano et al., 1999).

STAT3 y STATS fosforiladas forman homodimeros y se translocan al nucleo para
servir como factores de transcripcion que activan genes que promueven la
supervivencia e inhiben la apoptosis, como Bcl-xl, p27, p21, ciclina D1, etcétera
(Geddis et al., 2002).

La fuerza cinética y especificidad de la via JAK-STAT esta modulada a muchos
niveles por distintas proteinas, la clave de la regulacion incluye proteinas
supresoras de la sefializacién de citocinas (SOCS) y las proteinas inhibidoras de la
activacion de STAT (PIAS), asi como varias proteinas fosfatasas de tirosina (PTPs)
(Shuai y Liu, 2003).

La modulacion de la via JAK-STAT, por modificaciones de proteinas y el cross-talk
entre diferentes JAK-STAT y otras vias de sefalizacion celular proporcionan
diferentes niveles de regulacidon que pueden ser muy importantes para la via (Shuai
y Liu, 2003).

El proceso de sefalizacion a través de las citocinas es la induccion por ligando ya
sea homo o heterodimerizacion de los componentes de los receptores cuyas
regiones citoplasmaticas estdn acopladas con moléculas de sefalizacion
(Taniguchi, 1993). Posterior a esto se lleva a cabo la transfosforilacién y activaciéon
de las JAK asociadas al receptor, una vez activadas son capaces de fosforilar en
residuos de tirosina a las cadenas del receptor, creando sitios de union para los
dominios homodlogos a Src (SH2) de las STAT, asi como para otras moléculas, tales

como las proteina adaptadora Shc (Taniguchi, 1993).
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Las STAT son reclutadas por el receptor fosforilado, para que a su vez sean
fosforiladas por las JAK. Las proteinas STAT después de ser fosforiladas, se
dimerizan, se translocan al nucleo, y estimulan la expresion de los genes inducibles

por citocinas. (Valle y Soto, 2005). Figura 5.
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Figura 5. Via de sefializacién JAK-STAT. Cuando el ligando activador de la via se une con su
receptor, las cinasas se transfosforilan y fosforilan la parte citoplasmatica del receptor, esta
transfosforilacion  recluta la maquinaria de transcripcion, en este caso las proteinas
citoplasmaticas STAT, éstas proteinas son fosforiladas por las cinasas, dimerizan, migran a
nicleo y se ensamblan en el DNA permitiendo la transcripcion de genes involucrados en
proliferacion celular. de Tomada de http://epidemiologiamolecular.com/citocinas/
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j. Apoptosis

La muerte celular es un proceso fundamental en la homeostasis de cualquier
organismo.

La apoptosis es la muerte celular que se acompafa de cambios morfolégicos como
reduccion del volumen celular (picnosis), condensacion de la cromatina,
fragmentacion del nudcleo (cariorexis), con escasa o0 nula modificacion
ultraestructural de los organelos citoplasmaticos, formacion de cuerpos apoptoticos
y integridad de la membrana plasmatica hasta que el proceso finaliza. Cambios
bioquimicos: proceso activo dependiente de ATP, sintesis de macromoléculas,
transcripcion de genes de novo, fragmentacién especifica del DNA y pre-litica del
DNA. Proceso fisiolégico: muerte de células individuales, muerte inducida por
estimulos fisiolégicos o patologicos y sin respuesta inflamatoria (Wlodkowic et al,
2011).

La apoptosis es un proceso altamente selectivo, es importante tanto en condiciones
fisiologicas como patologicas. La desregulacién de este proceso puede conducir a
estados patolégicos que involucran enfermedades con excesiva acumulacion
celular o con excesiva pérdida celular (Rojas et al., 2009).

Las dos vias apoptéticas comunmente descritas son la intrinseca (mitocondrial) y la

extrinseca (o del receptor de muerte) (Taylor et al, 2008). (Figura. 6).
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Figura 6. Apoptosis. La via extrinseca de la apoptosis involucra interacciones mediadas por
receptores transmembranas. (FasL/FasR y TNF-a/TNFR1) que activan la cascada de caspasas. La
via intrinseca de la apoptosis puede ser desencadenada por dafio en el ADN o estrés celular. Esto
activa la expresién del gen supresor de tumores p53. Algunos genes participantes del el proceso
proapoptéticoson como Bax y Bik, los antiapoptoético como Bcl-2 y Bcl-XL. Tomada de
http://www.ebioscience.com/resources/pathways/p53-mediated-apoptosis-pathway.htm

Las proteinas STAT median citocinas y factores de crecimiento que inducen
sefiales que culminan en varias respuestas bioldgicas, incluyendo proliferacion y
diferenciacion. Estudios indican que las STAT estan estrechamente relacionadas
con el proceso apoptotico. Dependiendo del ligando y del tipo de célula las STAT
pueden mediar sefiales anti y pro apoptoticas. Las STAT3 y STAT5 han sido
implicadas en promover supervivencia celular. Recientes estudios demuestran que

la regulacién de la apoptosis por las STAT es muy importante debido a la activacién
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transcripcional de genes que codifican para proteinas que desencadenan el
proceso de muerte celular. Por ejemplo BCL-xL, caspasas, Fas y TRAIL (Lessene
et al., 2008), asi como proteinas que regulan progresion del ciclo celular como:
p21lwafl, p53, pl6kip, Rb, las ciclinas D, ciclina E entre otras (Taylor et al., 2008)
Es destacable que las proteinas STAT pueden regular apoptosis a través de un
mecanismo no transcripcional inhibiendo la proteina apoptotica NF-kappaB.
Considerando que la desregulacion de las STAT en células tumorales es comudn, es
posible que los mecanismos subyacentes a la regulacion de la supervivencia
celular, puedan representar estrategias exitosas para usar las proteinas STAT como

blanco en la terapia contra el cancer (Wlodkowic et al., 2011)

k. Ciclo celular

Las células cancerosas difieren de las células normales en muchas caracteristicas,
incluyendo la pérdida de la capacidad de diferenciacion, el aumento de invasividad
y la disminucion de la sensibilidad a las drogas citotoxicas. Estas caracteristicas son
resultado de la proliferacién celular descontrolada y del proceso de evolucion de la
célula normal hacia una célula con potencial tumorigénico. La alta incidencia de
cancer como una funcion de la longevidad celular sugiere que multiples alteraciones
génicas se requieren para el proceso de tumorigénesis. Se ha sugerido que las
células cancerosas presentan mutaciones que inducen inestabilidad gendmica, y
por lo tanto, aceleran la tasa de mutaciones del genoma. Algunas de estas
mutaciones afectan a genes que codifican para componentes de los mecanismos
de control del ciclo celular (puntos de control), los cuales determinan el orden de los
eventos en dicho ciclo, asi como la fidelidad e integridad de los sistemas de
replicacion y reparacion del ADN (Peralta et al., 1997)

El funcionamiento correcto de los procesos del ciclo celular requiere de cambios
complejos enzimaticos, entre los que se encuentran las ciclinas, las cinasas
dependientes de ciclinas y los complejos que se forman entre ambas. Las formas
activas de los complejos CDK-ciclina estan constituidos de dos proteinas (una
cinasa y una ciclina). Las cinasas son enzimas que realizan la fosforilacion de
proteinas y este evento es de gran importancia para la regulacion del ciclo celular
(Malumbres-Barbacid, 2009). (Figura. 7).
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Los complejos CDK-ciclina dirigen a la célula de una fase a otra del ciclo celular. La
dinamica del ciclo dependera de las formas activas o inactivas de los complejos
CDK-ciclina, entre otros muchos sucesos. Cuando existe algin dafio genético, los
mecanismos de control transcripcional de los complejos CDK-ciclina inducen la
interrupcion del ciclo celular hasta que el dafio se corrige (Malumbres-Barbacid,
2009).
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Figura 7. Ciclo celular. Elciclo celular es un conjunto ordenado de fases (G;-S-G,y M) que
conducen al crecimiento de la célula y la divisién en dos células hijas. El ciclo esta regulado por la
presencia de ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (CDK). Tomada y modificada de Purbes
2009.
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lll.  Planteamiento del problema

En el afio 2010 en México, el CaCu ocupo el segundo lugar de los principales

tumores malignos que afectaron a la poblacion femenina.

En los ultimos afios se han realizado investigaciones que han permitido el avance
en el conocimiento de la etiologia, diagndstico y tratamiento del CaCu. En estudios
realizados por nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que las lineas celulares
derivadas de CaCu de pacientes mexicanas CALO e INBL expresan el receptor
funcional para IL-2, una vez activado este receptor participa en la activacion de la
via JAK-STAT (involucrada en proliferacion celular). Se ha reportado que con el
tratamiento de 100Ul/ml de IL-2 se activan mas del 50% de linfocitos de sangre
periférica in vitro, se inhibe la proliferacion de células de CaCu (CALO e INBL) tanto
in vivo como in vitro. Sin embargo, se desconoce el papel que juega la IL-2 en el
CaCu asi como su via de sefializacion, por ello es importante establecer el efecto
de 100UI/ml de IL-2 sobre células de cancer de cérvix y dilucidar su papel sobre la

proliferacion celular y la fosforilacién de las proteinas JAK3, STAT3y STATS.
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IV. Hipotesis

Si se trataran células de cancer de cérvix con 100Ul/ml de IL-2 se podria inhibir
la fosforilacion de las cinasas JAK3 y por tanto inactivar los factores de
transcripcion STAT3 y STATS lo que provocaria disminucién de la proliferacion y

activacion de vias apoptoticas permitiendo asi la muerte de las células tumorales.

V. Objetivo General

Analizar el efecto de 100UI/ml sobre la proliferacion celular y la via de sefalizacion
JAK-STAT en las lineas de carcinoma de cérvix CALO e INBL.

VI. Objetivos Particulares

1. Determinar el efecto de 100Ul/ml de IL-2 sobre:
» La proliferacion de las lineas celulares CALO e INBL.

» La fosforilacion de las cinasa JAK 3y de los factores de transcripcion STAT3
y STAT5 en las lineas celulares CALO e INBL.
2. Determinar si el tratamiento con 100UI/ml de IL-2 induce apoptosis de las lineas
celulares CALO e INBL
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VIl. Metodologia cientifica

Material bioldgico: Las lineas celulares CALO (HPV 18, deriva de un carcinoma
escamoso invasor del cérvix estadio 11B) e INBL (HPV 18, deriva de un carcinoma
escamoso invasor estadio IVB) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado
con 10% suero fetal de bovino. Todos los cultivos se mantuvieron en incubadora en

un ambiente al 5% de CO,, 37° C y humedad saturante.

Tincién con cristal violeta

Se sembraron 2x10* células de cancer de cérvix CALO e INBL, en placas de 24
pozos (NUN, Dinamarca), se incubaron por 24 horas a 37° C con RPMI-1640
(Microlab, México) al 0.5% de suero fetal bovino (SFB; invitrogen, USA),
transcurrido este tiempo se cambié el medio por medio fresco al 5% y se trataron
con 100U de IL-2 por 24, 48, 72 y 96 horas. Una vez transcurrido el tiempo se
desech6 el medio, las células fueron fijadas con glutaraldehido (SIGMA, USA) al
1.1%. Posteriormente fueron tefiidas con cristal violeta (SIGMA, USA) al 0.1%, el
cual se incorpor6 a los acidos nucléicos, finalmente se agregd acido acético ( al
10% y se leyd en un lector Microplate Reader (Modelo 3550, BIO-RAD) a 750nm.

Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado y en 3 ensayos diferentes.
Lisis celular e inmunoprecipitacién

Se sembraron 2 x 10° células por caja, se incubaron toda la noche a 37° C con
RPMI-1640 al 0.5% de SFB, transcurrido este tiempo se reemplaz6 el medio con
1ml de medio RPMI-1640 libre de suero y se incubaron por 15 minutos. Pasado
este tiempo se estimularon las células de cada linea con 100 Ul/ml de IL-2 (R&D
Sistems), por 1, 10 y 30 minutos para determinar el tiempo en que se presenta la
maxima activacion de las proteinas. Se lisaron las células con buffer de lisis en
presencia de inhibidores de proteasas (1% Triton X-100, 5 mM EDTA, 140 mM
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NaCl, 50 mM Tris (pH 7.5), 1 mM PMSF, 1 mM NaF, 1% aprotinina, 1uM leupeptina,
1 uM pepstatina 'y 100 uM NazVOy,).

Se obtuvieron lisados celulares y se incubaron con esferas de agarosa conjugadas
con proteina A (Invitrogen, USA) previamente acopladas al anticuerpo (Santa Cruz,
USA) especifico para las proteinas de interés, durante tres horas a 4° C con
agitacion constante. Las esferas se lavaron con buffer de lisis 2 veces y se
agregaron 25ul de buffer de Laemmli reductor a cada tubo, se hirvieron por 5 miny

se guardaron a —20° C.
Electroforesis (SDS-PAGE) y Western blot

La electroforesis SDS-PAGE se realiz6 de acuerdo al método de Laemmli, excepto
gue la concentraciéon del gel concentrador fue de 4.5%. Las concentraciones finales
en el gel separador fueron de 0.375 M Tris-HCI (Sigma, USA) (pH 8.9y 0.1% p/v de
SDS (Sigma, USA), y las concentraciones de acrilamida (Invitrogen, USA) usadas
fueron 12.5% y 10% p/v). Los geles se polimerizaron por la adicién de 0.05% p/v de
persulfato de amonio (Sigma, USA) y tetrametileno-diamina (TEMED;Sigma USA)
para el gel separador 6 0.1% de cada catalizador en el gel concentrador. El buffer
de corrida (pH 8.3) contenia 0.025 M Tris, 0.192 M glicina (Invitrogen, USA). Se
utilizaron marcadores de peso (Gibco, USA) en el rango de 200 a 16 kDa.

La electroforesis se realizd6 con un voltaje constante de 85V por 2 horas en una
camara vertical (ATTO, Japodn).

Las proteinas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE fueron transferidas a
membrana de nitrocelulosa (Biorad, USA) segun el método de Kyhse- Andersen
(valle, 2001) en un aparato de transferencia semiseca, a corriente constante de 125
mA durante 1.5 horas utilizando para este fin buffer de transferencia. La membrana
de nitrocelulosa con las proteinas inmovilizadas se bloque6 con albumina bovina al
1% (p/v) en buffer TBS durante toda la noche a 4°C.

Todas las membranas fueron incubadas con el anticuerpo anti-fosfotirosina

(1:2000) durante 1.5 horas a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo
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de la incubacion las membranas se lavaron 5 veces con TBS-Tween por 5 minutos

cada uno y se revel6 utilizando quimioluminiscencia (Pierce, USA).

Elucion de anticuerpos

Esta técnica se utiliza para probar anticuerpos diferentes sobre una misma
membrana, en este caso se utilizd para determinar la identidad de las proteinas
fosforiladas en tirosina.

- Lavar la membrana 1 vez con TBS

- Incubar con buffer de elucion durante 1 hora a 70-80°C

- Lavar 1 vez con TBS-Tween por 15min. con agitacion constante.

- Lavar 3 veces con TBS-Tween por 5 min. cada una

- Bloquear toda la noche con BSA 3%

Una vez hecho esto se puede probar otro anticuerpo sobre la membrana, los
anticuerpos probados fueron anti-JAK 3, STAT3 y STAT5, la diluciobn de estos
anticuerpos fue de 1:1000, se incubaron por 2 horas, se lavaron las membranas con
TBS-Tween 5 veces bmin/cu. Estas membranas se incubaron con un anticuerpo
secundario antiratén conjugado con HRP, a una dilucién de 1:6000 en TBS-Tween-
BSA 1% por 1 hora. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se lavaron las
membranas 5 veces con TBS-Tween por 5min/cu. El revelado se hizo por

guimioluminiscencia. Se realizaron 3 ensayos independientes.

Determinacion de apoptosis

Se utilizaron células sin tefir para determinar y ubicar la poblacion celular en el
citometro, células con 200ul etanol al 96° por 20 minutos para inducir necrosis,
células con 15ul campototecina (10mg/ml) por 48 horas para inducir apoptosis,
células sin tratamiento para observar el comportamiento de muerte celular en
condiciones normales y finalmente células tratadas con 100Ul/ml de IL-2 por 48
horas. Se utilizaron 1x10° células para cada condicién experimental.

La deteccion de apoptosis se realizé6 mediante la tincibn con Annexina-V, usando el
kit PE Annexin-V apoptosis Detection Kit de (BD Pharmingen, USA) de acuerdo al

protocolo del fabricante. Se cultivaron las células durante 48hr adicionando los
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compuestos de prueba, se despegaron las células y se tifieron con PE Anexin V
Apoptosis Detection Kit, siguiendo el protocolo del fabricante.

El porcentaje de células apoptéticas se midié6 usando un citbmetro FACSAria Il de
BD. Los datos se analizaron utilizando el software Flowing software 2.5.0.

Se realizaron 3 ensayos independientes.

Determinacion de las fases del ciclo celular

La determinacion del ciclo celular se realiz6 mediante la técnica de incorporacién de
yoduro de propidio (Sigma, USA), la cual consiste en sembrar 1x10° células durante
48 horas adicionando los compuestos de prueba; las células se fijan usando etanol
(JT Baker, USA) al 70% por 12 hrs y luego se elimina el RNA incubando con RNAsa
(Sigma, USA) durante una hora a 37°C. Las células se incuban por 10 min con 3uL
de yoduro de propidio (50mg/mL). Las fases del ciclo se determinaron usando un
citbmetro FACSAria Il de BD, USA. Los datos se analizaron en el programa Flowing

Sofware version 2.5.1.

Se cultivaron células deprivadas de SFB, para sincronizar las fases del ciclo celular,
células cultivadas con 10% de SFB sin tratamiento y células con 10% de SFB con

tratamiento (100Ul/ml de IL-2). Se realizaron 3 ensayos independientes.
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VIll.  Resultados

Evaluacion de la proliferaciéon de las células de CaCu tratadas con IL-2.

En estudios realizados por nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que las
células de carcinoma de cérvix expresan el receptor para IL-2 funcional, mediante el
cual se activa la via JAK-STAT (Rangel et a., 2010; Soto., et al 1999). También se
ha demostrado la presencia de las cinasas JAK1 y JAK3, asi como de los factores
reguladores de la transcripcion de la familia STAT (STAT1, STAT3y STATS5) (Valle,
2001).

En este trabajo se analiz6 el efecto de 100Ul/ml de IL-2 sobre la proliferacion de las
células CALO e INBL y la fosforilacion de las proteinas JAK3, STAT3 y STATS.

Para determinar el efecto de 100Ul/ml de IL-2 sobre la proliferacion de CALO e
INBL se realizaron ensayos de cinética de proliferacion utilizando cristal violeta, por
24, 48, 72 y 96 horas. El ensayo se ley6 en un lector de placas y se obtuvieron

valores de D.O (nm).

Cinética de proliferacion de CALO. El tratamiento de células CALO con 100UI/ml
de IL-2 inhibe la proliferacion a partir de las 24 horas en comparacion con ceélulas

sin tratamiento (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de 100Ul/ml de IL-2 sobre la proliferacion de células CALO por 24, 48, 72 y 96

horas. Imagen representativa de tres ensayos independientes.

Cinética de proliferacion de INBL. El tratamiento de células INBL con 100UIl/ml de

IL-2 inhibe la proliferacion a partir de las 48 horas en comparacion con células sin

tratamiento (Figura 9).

e

\.

N
Cinética de proliferacionde INBL
0.6
0.5
E 0.4 /,.—Q_
E__ 0.3
0.1 ‘A—I* — -
0 24HRS = 48HRS 72HRS 96HRS |
—_) 0.086 0.26 0.366 0.42
== 100U |/m| 0.081 0.107 0.084 0.084 )

Fig. 9. Efecto de 100 Ul/ml sobre la proliferacion de células INBL por 24, 48, 72 y 96 hrs. Imagen
representativa de tres ensayos independientes.
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Fosforilacion de la cinasa JAK3 en las lineas celulares CALO e INBL tratada
con 100Ul/ml de IL-2. Se ha demostrado que la proliferacion de las células de
cancer de cérvix CALO e INBL esta relacionada con la fosforilacion en tirosina de
las proteinas involucradas en la via de sefalizacion JAK-STAT en respuesta a
10Ul/ml de IL-2.

Para analizar el efecto de 100UIl/ml de IL-2 sobre el patron de fosforilacion de la
cinasa JAK3 se incubaron las células CALO e INBL en presencia de IL-2 por 1, 10y

30 minutos.

Las proteinas inmunoprecipitadas fueron separadas mediante SDS-PAGE e
inmovilizadas en una membrana de nitrocelulosa, posteriormente fueron analizadas

mediante inmunoblot.

Las células sin tratamiento representan la fosforilacion basal de las proteinas
(control negativo). En ambas lineas celulares se observa fosforilaciéon constitutiva

sin tratamiento por lo que el control negativo representa el 100% de la fosforilacion.

Tanto en las células CALO como en las células INBL tratadas con 100Ul/ml de IL-2
se observa mayor inhibicién de la fosforilacion a los 30 minutos de tratamiento en
comparacién con el control negativo, siendo mas evidente en la linea celular INBL
(Figura 10).
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Figura 10. Efecto de 100 Ul/ml de IL-2 sobre la fosforilacién de la cinasa JAK3 en las lineas CALO e
INBL. El tratamiento se realizé con 100Ul/ml de IL-2 durante diferentes periodos de tiempo. La
cinasa JAK3 fue inmunoprecipitada utilizando un anticuerpo anti-JAK3. El revelado se hizo en primer
lugar con anti-pY. Para comprobar la presencia de JAK3, se eluyeron los anticuerpos, y las
membranas se incubaron con anticuerpo anti-JAK3. Posteriormente se realizé el andlisis
densitométrico para obtener el radio de fosforilacion y se obtuvo el porcentaje para cada caso.
Imagen representativa de tres ensayos independientes.

Para corroborar la identidad de la proteina JAK3 se utilizaron anticuerpos
especificos anti-cinasa JAK3. Se eluyeron los anticuerpos anti-pY y las membranas
se incubaron con anticuerpo especifico anti-JAK3. Los resultados muestran que las
proteinas reconocidas por el anticuerpo especifico anti-JAK3 coinciden con las
bandas reconocidas en el inmunoblot anti-pY, confirmando que se trata de JAK3
(125 KDa) (Figura 10).

Las proteinas STAT son fosforiladas por las cinasas JAK (Valle et al., 2014), por lo
tanto analizamos la fosforilacion de STAT3 y STATS5, ya que activadas son capaces
de inducir la activacién de los genes encargados de la proliferacién (c-myc, c-jun 'y
c-fos) y de los genes antiapoptoticos (bcl-2, bel-xL, bel-W, Bfl-1 y Mcl-1) (Wlodkowic
etal., 2011)

Para analizar el patron de fosforilacion en tirosinas presentes en STAT3 y STAT5 se
trataron las células CALO e INBL con 100Ul/ml de IL-2 por 1, 10 y 30 minutos. Se
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obtuvo el lisado celular, las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se realizé un inmunoblot con
anticuerpos anti-fosfotirosina (anti-pY), observandose proteinas fosforiladas en un
rango de peso molecular correspondiente a las proteinas STAT (95kDa). Las
bandas obtenidas tras el revelado fueron sometidas a un analisis densitométrico

para obtener el radio de fosforilacion con respecto al control.

Fosforilacion de STAT3 en las lineas celulares CALO e INBL tratadas con
100Ul/ml de IL-2. En ambas lineas celulares se observa fosforilacion constitutiva de

las proteinas STAT en células sin tratamiento.

d CALO INBL 3
1000 m] 100U V/ml
delL-2 delL-2
= 1 10 30 min = 1 10 30 min

PSTATS pSTAT 3

09

0.9
0.8

0.7
0.6
0.5
D4
0.3
0.2
0.1

0.6
05
04
0.3
0.2
U1

radio de fosforilaciin de STAT 3
Radio de fosforilacion deSTAT 3

pY- Imin 10min 30min pY- 1min 10min 30min

100U /L2 100U 1/IL-2
., vy

Figura 11. Efecto de 100 Ul/ml de IL-2 sobre la fosforilacion del factor de transcripcion STAT3 en las
lineas CALO e INBL. La estimulacién se realizé con 100Ul/ml de IL-2 durante diferentes periodos de
tiempo. La STAT3 fue inmunoprecipitada utilizando un anticuerpo anti-STAT3. El revelado se hizo en
primer lugar con anti-pY. Para comprobar la presencia de STAT3, se eluyeron los anticuerpos, vy las
membranas se incubaron con anticuerpo anti-STAT3. Posteriormente se realizé el analisis
densitométrico para obtener el radio de fosforilacion y se obtuvo el porcentaje para cada caso.
Imagen representativa de tres ensayos independientes.

Los resultados obtenidos al incubar las lineas celulares CALO e INBL con 100Ul/ml
de IL-2 muestran que no tiene efecto sobre la fosforilacion del factor de
transcripcion STAT3 (Figura 11).
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Fosforilacion de STAT5 en las lineas celulares CALO e INBL tratadas con
100Ul/ml de IL-2. Las células se trataron con 100Ul/ml de IL-2 por 1,10 y 30
minutos para analizar su efecto sobre la fosforilacion del factor de transcripcion
STATS5. En ambas lineas celulares se observa fosforilacion constitutiva.

La inhibicién de la fosforilacién en células CALO tratadas con 100UI/ml de IL-2 se
observo al minuto de tratamiento con respecto al control. Por el contrario, en las

células INBL se observa a los 30 minutos de tratamiento.
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Figura 12. Efecto de 100 Ul/ml de IL-2 sobre la fosforilacién del factor de transcripcion STATS en las
lineas CALO e INBL. La estimulacion se realizé con 100Ul/ml de IL-2 durante diferentes periodos de
tiempo. La STATS5 fue inmunoprecipitada utilizando un anticuerpo anti-STATS5. El revelado se hizo en
primer lugar con anti-pY. Para comprobar la presencia de STAT5, se eluyeron los anticuerpos, y las
membranas se incubaron con anticuerpo anti-STAT5. Posteriormente se realizé el andlisis
densitométrico para obtener el radio de fosforilacion y se obtuvo el porcentaje para cada caso.
Imagen representativa de tres ensayos independientes.



Pagina |36

Determinacion de apoptosis en las lineas celulares CALO e INBL.

Debido a que observamos que hubo disminucion en la proliferacion de las lineas
celulares CALO e INBL con el tratamiento de 100Ul/ml de IL-2 analizamos si la

inhibicion de la proliferacion se debia a un proceso apoptotico.

Para los ensayos de determinacion de apoptosis se utilizaron células tratadas con
un agente inductor de apoptosis (camptotecina) como control positivo, células sin
tratamiento y células tratadas con 100Ul/ml de IL-2. Las lecturas fueron obtenidas

por citometria de flujo. Se leyeron 10, 000 eventos en total (100%).

Para la obtencion de estos resultados se tomaron en cuenta los controles
correspondientes (descritos en material y métodos) para ser comparados con
células tratadas con 100UI/ml de IL-2. En ambas lineas se observé bajo porcentaje
de apoptosis. Para las células CALO, se observd 51.78% de células en apoptosis
en el control positivo y 13.35% de células en apoptosis en las células tratadas con
100Ul/ml de IL-2 (Figura 13). En el caso de INBL, para el control positivo de
apoptosis se observo 52.72% de células en apoptosis y en las células tratadas con
IL-2 se observo un 10.25% de células en apoptosis. Los resultados fueron
obtenidos por citometria de flujo 48 horas después del tratamiento con IL-2 (Figura
14).



Pagina |37

y Y
CALO
3. Células sitefir e Células sitratamiento
%1 0.01 0.01 i 3.11
< ] < ]
O gy ~ h N E
¥ T T 2 £l
x4 e7.84 M : P 5.19
1 |
= PE-4 221 : E-.':'. 2214
i Control. Necrosis 1€ il St
B1ss5.02 .86 ®10.00 0.84.
1] <]
C 3 ; o g
. g a
< 3| =< 3
T ] 51.75
I 139,66 ) 1.48 <
1. |
B E-":" i T E‘Ell:::':" T T T TTTIT _-le”_'_
= 100uILz
= n
B16.4d5 7. a0
<]
C 3
<L B
= 4
-~ 1.
i
L 221
\ PE-& y

Figura 13. Determinacion de apoptosis por la técnica de Anexina V. Linea celular CALO tratadas con
100Ul/ml de IL-2. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado en tres experimentos
independientes.
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Fig. 14. Determinacion de apoptosis por la técnica de Anexina V. Linea celular INBL tratada con
100Ul/ml de IL-2. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado en tres experimentos
independientes.
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Debido a que la disminucion en la proliferacion celular no se explica completamente
por el bajo porcentaje de apoptosis encontrado, consideramos que la clave de la
inhibicion celular podria deberse al efecto que tienen 100Ul/ml de IL-2 sobre las
fases del ciclo celular de CALO e INBL.

Para cuantificar el porcentaje de células presentes en cada una de las fases del
ciclo celular de CALO e INBL se utilizaron células deprivadas de suero para
observar la disminucion de la proliferacion celular, células sin tratamiento y células
tratadas con 100UI/ml de IL-2. Los resultados fueron obtenidos por citometria de

flujo 48 horas después del tratamiento con IL-2.

Determinacion de las fases del ciclo celular en la linea CALO incubada con
100Ul/ml de IL-2. Las células con tratamiento de 100UIl/ml de IL-2 presentan mayor
porcentaje de células en la fase G1 (71.07%) y menor porcentaje de células en la
fase S (19.72%) comparado con las células deprivadas (G1 68.56% y S 23.88%) y
con las células sin tratamiento (G1 58.75% y S 33.49%). EI porcentaje de células
en G2/M es similar en las tres condiciones (Tabla 1 y Figura 14). Estos resultados
sugieren que el tratamiento con 100Ul/ml de IL-2 arresta las células en la fase G1
del ciclo celular de las células CALO.
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Figura 15. Efecto de 100Ul/ml de IL-2 sobre las fases del ciclo celular de la linea CALO. Se
sembraron 1x10 ° células CALO vy se cultivaron por 48 horas. Se usé un control de arresto celular
(células deprivadas), células sin tratamiento en presencia de 10% de SFB y células con tratamiento
en presencia de 10% de SFB. Se leyeron 10, 000 eventos para cada condicién en el citdbmetro
FACS ARIA II. Se llevaron a cabo en tres experimentos independientes.

Tabla 1. Porcentaje de células CALO encontradas en cada fase del ciclo celular.

Grupos SUB G1 G1 S G2/M
DEPRIVADAS 0.01% 68.56% 23.88% 7.55%
S/TRATAMIENTO 0.01% 58.75% 33.49% 7.74%

100 UI/ml IL-2 0.01% 71.07% 19.72% 9.19%

El ciclo celular fue determinado mediante el analisis por citometria de flujo. Se muestra la proporcién de las
fases G1, S, G2/M y células fuera de ciclo. Los datos mostrados corresponden a un ensayo representativo. Los

experimentos fueron hechos por triplicado y se realizaron tres ensayos independientes.
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Determinacion de las fases del ciclo celular en la linea INBL incubada con
100Ul/ml de IL-2. Las células con tratamiento de 100Ul/ml de IL-2 presentan mayor
porcentaje de células en la fase G1 (74.78%) y menor porcentaje de células en la
fase S (21.50%) comparado con las células deprivadas (G1 69.67% y S 25.70%) y
con las células sin tratamiento (G1 60.68% y S 32.20%). El porcentaje en G2/M en
las células con tratamiento de 100UI/ml de IL-2 es el menor (3.71%), seguido de las
células deprivadas (4.62%), el mayor porcentaje se observé en las células sin
tratamiento (7.10%). (Tabla 2 y Figura 16). Estos resultados nos sugieren que el
tratamiento con 100UI/ml de IL-2 arresta las células en la fase G1 del ciclo celular

de las células INBL.
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Figura 16. Efecto de 100Ul/ml de IL-2 sobre las fases del ciclo celular de la linea CALO. Se
sembraron 1x10 ° células CALO vy se cultivaron por 48 horas. Se usé un control de arresto celular
(células deprivadas) , células sin tratamiento en presencia de 10% de SFB y células con tratamiento
en presencia de 10% de SFB. Se leyeron 10, 000 eventos para cada condicién en el citbmetro
FACS ARIA II. Se llevaron a cabo en tres experimentos independientes.

Tabla 2. Porcentaje de células INBL encontradas en cada fase del ciclo celular.

Grupos SUB G1 G1 S G2/M
Deprivadas 0.01% 69.67 % 25.70% 4.62%
S/Tratamiento 0.01% 60.68 % 32.20% 7.10%

100UI/ml IL-2 0.01% 74.78% 21.50% 3.71%

El ciclo celular fue determinado mediante el analisis por citometria de flujo. Se muestra la proporcién de
las fases G1, S, G2/M y células fuera de ciclo. Los datos mostrados corresponden a un ensayo
representativo. Los experimentos fueron hechos por triplicado y se realizaron tres ensayos

independientes.
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IX. Discusioén

La interleucina 2 (IL-2) ha sido utilizada como tratamiento para el melanoma
metastasico, cancer de rifién, de cabeza, de cuello y de esbfago; también es una
citocina capaz de activar los linfocitos del sistema inmune. Desde hace 20 afos se
han llevado a cabo estudios con IL-2, la cual se clasifica como un "modificador de la
respuesta biolégica”, que modula la respuesta del organismo frente a las células
cancerosas.

Aunque la IL-2 es utilizada en tratamientos contra diferentes tipos de cancer, poco
se sabe de su efecto sobre las lineas de carcinoma de cérvix CALO e INBL, las
cuales se establecieron a partir de biopsias de pacientes mexicanas. En estudios
realizados por nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que las lineas celulares
derivadas de carcinoma de cérvix CALO e INBL expresan el receptor para IL-2 y
este es funcional ya que responden al tratamiento exégeno de IL-2 influyendo sobre
la proliferacion de dichas células (Rangel et al., 2010; Soto et al., 1999). Se sabe
que la IL-2 participa en la activacion de la via JAK-STAT la cual estd involucrada en
apoptosis y proliferacion celular (Nagy et al., 2013; Jonsthon et al., 1995; Gilmour et
al., 1995).

Se han llevado a cabo diversas investigaciones considerando a la IL-2 como
tratamiento potencial para diversos tipos de tumores considerando altas dosis para
tratar melanoma avanzado (McDermott et al, 2007) y el cancer de cérvix en un
modelo murino, en este caso utilizando células de CALO e INBL. (Rangel et al.,
1998)

Debido a lo mencionado anteriormente, en este trabajo se propuso analizar el
efecto de 100UI/ml de IL-2 sobre la proliferacion de las células de cancer de cérvix y
sobre la fosforilacion de las proteinas JAK3, STAT3 y STATS.

Las lineas CALO e INBL fueron tratadas con 100UI/ml de IL-2, se evalud el efecto
sobre la proliferacion celular mediante la técnica de tincién con cristal violeta. Los
resultados muestran que se inhibe la proliferacién en la linea celular CALO a partir
de las 24 horas y de la linea celular INBL a partir de las 48 horas, lo cual concuerda
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con estudios previos donde mencionan que se inhibe la proliferacion de las células
CALO e INBL tratadas con 100Ul/ml de IL-2 por 96 horas (Alvarado, 1997).

Una de las ventajas al usar IL-2, ademas de ser usada contra tumores malignos, es
gue los linfocitos (in vitro) son activados con 100Ul/ml de IL-2 (Valle, 2001, 2014) y
una vez activados pueden atacar células tumorales (Abbas, 1996), por lo que se

decidi6 usar esta concentracion para los experimentos.

Datos publicados han demostrado que una de las caracteristicas de la IL-2 es que
activa cascadas de sefalizacion (Gaffen, 2001) involucradas en el proceso de
proliferacion celular, tal como la via JAK-STAT. En la via JAK-STAT destaca la
importancia de la formacion del complejo ligando-receptor de IL-2, el cual permite la
activacion de cinasas (JAK) y factores de transcripcion (STAT) (Kiu-Nicholson,
2012). Se ha demostrado que las proteinas JAK3, STAT3 y STATS5 estan presentes
en las células CALO e INBL (Valle, 2001, 2014; Rocha et al., 2004). Para
determinar si la IL-2 modula la fosforilacion de las proteinas JAK3, STAT3 y STAT5
se trataron las células CALO e INBL con 100UI/ml de IL-2, se observé que las
proteinas JAK3, STAT3 y STAT5 se encuentran fosforiladas constitutivamente, lo
cual se puede deber a la produccion enddégena de IL-2 por parte de la célula
tumoral (Rangel et al., 2010). Esto concuerda con los reportes de que la activacion
constitutiva de proteinas involucradas en proliferacion celular se asocia a
transformacion celular y oncogénesis, tanto en neoplasias hematoldgicas como
epiteliales. Por ejemplo, linfocitos T obtenidos de sangre periférica no presentan
fosforilacidon constitutiva de las proteinas JAK-STAT en ausencia de IL-2 (Jonsthon,
1995; Valle, 2001, 2014), sin embargo, en células CALO e INBL se presenta
fosforilacion constitutiva de JAK3, STAT5y STAT3.

El presente estudio también demuestra que una vez que se llevo a cabo el
tratamiento con 100UI/ml de IL-2 se observé disminucién de la fosforilacion de la
proteina JAK3 en ambas lineas celulares al minuto 30. Consistente con esto se ha
reportado que la desfosforilacion de las cinasas JAK esta estrechamente
relacionada con la inactivacion de factores de transcripcion involucrados en
induccion de apoptosis, arresto del ciclo celular y reduccion tumoral (Nagy et al.,

2013). La disminucién de la fosforilacion de JAK3 observada en este trabajo podria
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deberse a la activacion de proteinas fosfatasas (PTP), las cuales pudieron haberse

activado por el tratamiento con 100Ul/ml de IL-2.

Se ha reportado que las JAK son requeridas para una Optima activacion de la
cascada de la cinasa Src, la via Ras-MAPK, la via PI3K-AKT vy la sefializacién por
STAT, posterior a la interaccion del receptor citocina / interferon con su ligando. La
alteracion de la actividad de JAK puede llevar a la desregulacion de una o mas de
las vias de sefializacién, y esto afectar la respuesta celular normal y desencadenar

un estado de enfermedad (Rane y Reddy, 2000).

En este estudio se pudo observar que los factores de transcripcion STAT3 y STAT5

estan fosforilados constitutivamente en las lineas celulares CALO e INBL.

Al incubar las células con 100UI/ml de IL-2 no se observé una disminucion completa
de la fosforilacion en las proteinas STAT3 y STAT5, lo cual sugiere que la proteina
JAK3 no es la tnica molécula que fosforila a las STAT3 y STATS5, esto es que otra
molécula puede estar involucrada en la activacion de los factores de transcripcion.
Se ha reportado que las proteinas STAT3 y STAT5 son activadas por diferentes
cinasas, por ejemplo, JAK1, JAK2 y EGFR (Ren et al., 2013), por la presencia de
otros receptores como HER activado constitutivamente (Soto et al., 2003) o por

diferentes citocinas secretadas por las mismas células (Johnson et al., 1995).

Considerando nuestros resultados de proliferacion, se llevaron a cabo ensayos para
determinar si la inhibicion de la proliferacion en las células CALO e INBL incubadas
con 100Ul/ml de IL-2 se debia a la activacion de la apoptosis. Utilizando la técnica
de Anexina V, se incubaron las mismas lineas celulares en presencia de 100UI/ml
de IL-2 por 48horas.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con IL-2 induce 13.35% en CALO
y 10.25% en INBL de apoptosis a las 48 horas en las células CALO e INBL. Este
hecho se puede explicar con base en la poca o nula inhibicion de la fosforilacion de
las proteinas STAT3 y STATS. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Stephanou-Latchman en el 2003, estos investigadores inhibieron la fosforilacion de
la proteina STAT1 y observaron la activacion de genes proapoptéticos en las

células tumorales en raton. Esto nos permite dilucidar que para activar las vias
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apoptoéticas la desfosforilacion de los factores de transcripcion (STAT) es

importante.

Por otro lado, podemos mencionar que los ensayos de apoptosis se realizaron solo
hasta 48 horas, por lo que es necesario realizar ensayos aumentando el tiempo de
exposicion (72 y 96 horas) para determinar si se presenta mayor porcentaje de
células en apoptosis. Ademas, cabe mencionar que estos resultados no son
concluyentes ya que se necesita utilizar otra técnica para determinacion de
apoptosis, podria ser determinacién de caspasa activa o el ensayo tunel, lo cual nos

permitiria tener resultados concluyentes.

Cuando analizamos el proceso de apoptosis, observamos que el mayor porcentaje
correspondia a las células vivas, estos datos nos llevaron a preguntarnos ¢,como
era posible observar inhibicion de la proliferacién sin observar alto porcentaje de
muerte celular via apoptética o necrética? La respuesta se encontrd al analizar el
efecto que tiene la IL-2 sobre el ciclo celular. En ciertos tipos de cancer, por ejemplo
el pancreético, se ha observado que la inhibicion de la via JAK-STAT disminuye la
proliferacion y la metastasis al modificar la accion de la ciclina D1 (Macha et al,
2013). En cancer de colon, cancer de mama y leucemia se ha observado que la
desfosforilacion de STAT5 inhibe el crecimiento celular del tumor (Xiaoyu et al,
2013).

Esta informacion nos abrié un nuevo panorama para dilucidar el efecto que tiene la
IL-2 sobre las células de cancer de cérvix, tomando en cuenta su efecto sobre la

regulacion del ciclo celular de estas lineas.

Para determinar las fases del ciclo celular de las lineas CALO e INBL, se utilizo la
técnica de marcaje por loduro de propidio y se observo que en ambas lineas se
presentd arresto del ciclo celular en la fase G1. Se ha reportado que una vez
observado arresto celular en la fase G1 en la linea celular Hela (CaCu) el siguiente
paso es la apoptosis celular, por lo que seria conveniente analizar el ciclo celular a
72 y 96 horas para dilucidar el comportamiento de las células CALO e INBL (Chen-
Yang, 2013).
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Desde hace unos afios los factores de transcripcion STAT3 y STAT5 son un blanco
clinico debido a su funcion reguladora de genes como, p53, p21, ciclina D1, Bcl-XL
y la survivina, los cuales estan involucrados en regulacion del ciclo celular (Deng et
al.,2013; Hong-Laimins, 2013)

Se sabe que la IL-2 tiene efecto antiproliferativo (Alvarado 2007), es un
coadyuvante usado para tratar cancer de pulmon, de piel y melanoma, se ha
observado que con el tratamiento de IL-2 se pueden superar diversos tipos de
mecanismos de escape inmunoldgico, en particular sobre las células de cancer de

cérvix se ha observado disminucion del tamafio tumoral (Rangel et al 2010).

Considerando los datos obtenidos durante esta investigacion, tenemos un
acercamiento al comportamiento de las células de cancer de cérvix a nivel de vias
de sefializacion celular, lo cual sugiere a JAK3 como un posible blanco para inhibir
la proliferacion de células de tumores de cérvix. Esto representa una esperanza

para luchar contra un severo problema de salud publica en México.

IX. Conclusiones

La IL-2 a una concentraciéon de 100 Ul/ml inhibi6é la proliferacion, no inhibié la
fosforilacién de la cinasa JAK3 ni de las proteinas STAT3 y STATS5, indujo bajos
porcentajes de células en apoptosis, e indujo arresto en la fase G1 del ciclo celular

en las lineas celulares CALO e INBL.
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