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RESUMEN

En México el cancer cervicouterino es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres. Se
estima una ocurrencia anual de 13,960 casos con una incidencia de 23.3 casos por 100,000 mujeres.
Aunado a esto, el panorama empeora en pacientes diagnosticadas en etapas avanzadas con una tasa
de supervivencia de 16.5% a 5 aflos para cancer cervicouterino metastasico, en comparacién con el
91.5% para cancer cervicouterino diagnosticado en etapas tempranas. El cancer cervicouterino esta
asociado con la infeccion del virus del papiloma humano (VPH), el cual afecta mecanismos bioquimicos,
moleculares y de sefializacion, involucrados en el desarrollo de esta neoplasia. Ademas, las células
tumorales han adquirido diversas estrategias para inducir supervivencia, proliferacion, metastasis y
evadir mecanismos de muerte, en este contexto, estudios recientes reportan gue las células tumorales
utilizan diversos receptores como CD95 o el receptor de IL-2(IL-2R), para activar multiples cascadas de
sefializacion como MAP cinasas, NFkB, Src cinasas, PI3K y JAK/STAT. Diversos estudios han
demostrado la expresion del IL-2R en células de cancer cervicouterino, asi como una respuesta
diferencial frente al estimulo con esta citocina, mostrando que, bajas dosis de IL-2 inducen proliferacion
tumoral, sin embargo, altas dosis la disminuyen, que puede ser atribuido a un mecanismo de arresto en
el ciclo celular, entre otros. Otro hallazgo del grupo de trabajo fue la presencia de la molécula CD95 en
lineas celulares tumorales VPH®, sin embargo, se conoce que dichas células son altamente resistentes
a los mecanismos de induccién de muerte celular. Por lo anterior, nuestro principal objetivo fue evaluar
si las células de cancer cervicouterino eran susceptibles a la activacion de la via CD95 y si altas dosis
de IL-2 podian aumentarla favoreciendo la induccion de muerte celular.

Con este proposito, se analizaron lineas celulares de cancer cervicouterino, HeLa (VPH18"), INBL
(VPH18*), HER3" (VPH18*), Caski (VPH16"), SiHa (VPH 16%) y C33A (VPH), tratadas con 100Ul de IL-
2 durante 48 horas, para evaluar la proliferacion celular, observandose disminucion significativa en la
proliferacion de todas las lineas independientemente de la presencia o ausencia del VPH.
Posteriormente, se determind la expresion extracelular e intracelular de CD95 por citometria de flujo en
todas las lineas celulares, nuestros resultados mostraron que las células cancer cervicouterino HPV
positivas expresan niveles altos de CD95 extracelular (80-90%), mientras que la linea celular C33A HPV
negativa expresa niveles muy bajos de CD95 extracelular (16%), pero altos niveles de CD95 intracelular
(73%). El siguiente objetivo fue activar la via CD95 con diferentes concentraciones del anticuerpo
agonista (DX2), lo cual fue evaluado Unicamente en células HelLa (VPH18*). Observamos que bajas
concentraciones del anti-CD95 [0.1-0.2ug/ml] inducen proliferacion celular, concentraciones medias [1-
2ug/ml] autofagia y altas concentraciones [2.5- 5ug/ml] inducen muerte. Finalmente, se realiz6 un
tratamiento conjunto de CD95 [0.1ug/ml] e IL-2 [100UI] en células HelLa de forma simultanea a 48,
ademés de forma escalonada tratando a las células 48H con 100Ul de IL-2 y posteriormente 48H mas
con 100Ul de IL-2 mas anti-CD95 [0.1ug/ml]. Los resultados mostraron disminucién de la proliferacion
inducida por CD95 en los dos esquemas. En conclusion, las lineas celulares VPH* expresan CD95 de
forma extracelular e intracelular, las células VPH (C33A), s6lo expresan CD95 intracelular. La activacion
de la via CD95 en células HelLa es capaz de inducir proliferacion, autofagia y muerte. Altas dosis de IL-
2 (100UI) disminuyen la proliferaciéon inducida por la activacion de la via CD95 en células HelLa.



INTRODUCCION

Desde el siglo pasado el cancer ha sido reconocido como una enfermedad cronico
degenerativa que en la mayoria de los casos conduce a la muerte. La palabra Cancer se
remonta a siglos antiguos, y su definicion se adjudica a Hipécrates (460-370 a. C), quien utilizo
el término para hacer referencia al aspecto clinico que observé en lo que ahora conocemos
como masa tumoral encontrando proyecciones o extensiones hacia tejidos vecinos, dicha
morfologia la relacioné con un cangrejo denominandola Karkinos (Carcinos, habitualmente
denominado por su nombre en latin, cancer, o simplemente como el Cangrejo) (Garza Salazar
J.G, 2014).

Hoy en dia y después de un sinfin de avances en el ambito médico y cientifico, el cancer se
posiciona como una de las enfermedades méas estudiadas alrededor del mundo, debido a que
en pleno siglo XXI sigue causando millones de muertes, ademas la incidencia y prevalencia
continlan siendo muy altas, por lo que queda mucho que esclarecer alrededor de esta

enfermedad.



MARCO TEORICO

1. Tumores malignos (Cancer)

Céancer: es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo; también se habla de «tumores malignos» o

«neoplasias malignas» (Instituto Nacional del Cancer, 2015).

El cancer, es un crecimiento tisular producido por la proliferacion continua de células anormales
con capacidad de invasion y destruccion de otros tejidos, puede originarse a partir de cualquier
tipo de célula en cualquier tejido corporal, se clasifica en funcion del tejido y de la célula de
origen (Instituto Nacional de Cancer, 2015).

Hanahan y Weinberg en su revision del 2012, recopilaron informacion durante la tltima década
sobre los posibles fundamentos mecanicistas en el desarrollo del cancer, proponiendo ocho
funciones biolégicas adquiridas durante el desarrollo de varios tipos de tumores malignos
humanos a los que denominan sellos del cancer, estos incluyen: 1) Mantenimiento de la
sefalizacion autbnoma proliferativa, 2) Evasion de los supresores de proliferacion, 3) Escape
a la muerte celular programada (apoptosis), 4) Potencial replicativo ilimitado (atribuida a la
presencia de telomerasa), 5) Induccion de angiogénesis, 6) Capacidad de invasiéon y
metéastasis, 7) Reprogramacion del metabolismo energético y 8) Evasion del sistema inmune.

Datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), refieren al cancer como la primera causa
de muerte en el mundo, en 2012 se le atribuyeron 8,2 millones de muertes y para el 2015 se
reportaron 8.8 millones de defunciones, lo que significa que aproximadamente una de cada 6
defunciones en el mundo se deben a esta enfermedad, a pesar del intenso trabajo por parte de
miles de investigadores alrededor del mundo en la ultima década, los horizontes no resultan
promisorios ya gque se prevé que los casos anuales de cancer aumenten de 14 millones en

2012 a 22 millones en las préximas dos décadas.

Es importante mencionar que los tipos de cancer con mayor frecuencia en hombres y mujeres
son diferentes; segun el censo del Institute for Health Metrix and Evaluation of the University of
Washington de 2016 se reporta al cancer de prostata con mayor prevalencia en hombres y al
cancer de mama con mayor prevalencia en mujeres, también reporta de forma global

8,927,401.41 muertes a nivel mundial a causa de algun tipo de neoplasia en donde los primeros



lugares los ocupa: cancer de pulmén, estbmago, colon, higado, mama, préstata pancreas,

Cervix y ovario.

A diferencia del contexto mundial que ubica al cancer cervicouterino como la quinta causa de
muerte en mujeres, en México el panorama para esta neoplasia es mas drastica ya que el
cancer cervicouterino es la segunda causa de muerte en la mujer ya rebasado por cancer de
mama, las cuales son las dos neoplasias con mayor incidencia en el pais (Institute for Health
Metrix and Evaluation of the University, 2016). Por esta razén, su estudio es de gran

importancia para nuestra poblacion (Figura 1).

Muerte por cancer en mujeres (Global 2016) Muerte por cancer en mujeres (México 2016)

Cancer de mama 535,341.37 Cancer de mama 6,782.30
Cancer de pulmodn 530,279.49 Cancer de cervix 4,897.99
Cancer colorrectal 379,779.33 Cancer de higado 3,526.73

Cancer de estémago 297,962.87 Cancer colorrectal 3,43191

Cancer de cérvix 247,160.20 Cancer de estomago 3,391.66

Figura 1. En las graficas se muestran los tipos de canceres que ocupan los primeros lugares por muerte a nivel
mundial y en México en 2016 segun estadisticos del Institute for Health Metrix and Evaluation, University of

Washington.



2. Cancer cervicouterino (CaCu)

El céancer cervicouterino es un carcinoma

L . . . “trompa de Falopio  ovario
epitelial que se origina en las células que revisten el :

T

" ~-’f;"Evhd",0m‘etfio

cuello uterino, los dos tipos principales de células que

cubren el cuello del Gtero son las células escamosas

- , N M0 s
(exocérvix) y las células glandulares (endocérvix) 'endo‘cérvix
(Figura 2). Motivo por el cual, la transformacién se GXQCGEV'X vagina

— Vuylva'
puede llevar a cabo en el epitelio escamoso (carcinoma P
escamoso) o en el epitelio glandular (adenocarcinoma). L P
Figura 2. Esquematizacion del aparato
_ _ reproductor ~ femenino,  enfatizando
mujeres es el carcinoma escamoso (80% de 10s casos)  endocérvix y exocérvix. (Tomado de

(Lizano et al, 2009). Control Integral del cancer
cervicouterino, Guia de préacticas

A nivel mundial el cancer cervicouterino representa un  esenciales (OMS, 2016).

El tipo histologico comunmente encontrado en las

severo problema de salud publica ya que ocupa los

primeros lugares en mortalidad y prevalencia. Resulta alarmante que en México esta neoplasia
se posicione en segundo lugar en mortalidad femenina desde la Ultima década, a pesar de los
esfuerzos por controlar y erradicar esta enfermedad, el nUmero de muertes va en aumento

(Instituto Nacional de Cancer, 2015).

Existen diversos factores que estan asociados al desarrollo de CaCu, por ejemplo: inicio
temprano de actividad sexual, multiples parejas sexuales, presencia de infecciones de
transmision sexual, multiparidad, ademas de las ya conocidas como mala alimentacién, falta
de actividad fisica, exposicion a radiaciones, tabaquismo, y uso prolongado de ciertos
farmacos. Sin embargo, desde hace mas de dos décadas se ha correlacionado la infeccion por
Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo como agentes causales del cancer cervico
uterino, esta idea concedio el Premio Novel en 2009 al profesor Herald zur Hausen (Garcia J.
P, 2007).

Actualmente se tiene reportado que la infeccion persistente por tipos oncogénicos de VPH, son
el principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer cérvico uterino, en esencia la mayoria
(<70 %) de los casos de cancer cervicouterino contienen DNA de algun tipo de VPH de alto
riesgo (Lizano et al, 2009; Secretaria de Salud 2013).
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2.1 Virus del Papiloma Humano (VPH)

El virus del papiloma humano (VPH), es un virus de DNA de doble cadena circular con
un tamafo de 7.500 a 8,000 pb, pertenece a la familia de los Papovaviridae incluido en el
género Papilomavirus. Las particulas del VPH son icosaédricas, miden entre 52 y 55 nm de
didmetro. La capside esta constituida por 72 capsdmeros pentaméricos en un arreglo con

namero de triangulacion de 7 (Figura 3) (Santos L.G, 2015).

La infeccion por algunos serotipos de papilomavirus est4 estrechamente relacionada con el
desarrollo de verrugas genitales, verrugas en boca y garganta, canceres orofaringeos, lesiones
epiteliales, cancer in situ, cancer invasor (Concha R.M, 2007). La actividad transformante se
explica principalmente por sus oncoproteinas, el VPH solo codifica 9 a 10 tipos de proteinas,
carece de proteasas, ADN polimerasa o de enzimas involucradas en el metabolismo de los
nucleotidos (Lizano et al, 2009). La organizacion del genoma es la misma para los diferentes

tipos de VPH (Figura 3) y consiste en dos regiones:

E (Early-temprana): contiene genes para la codificacion de proteinas reguladoras,
transformadoras y replicadoras, (E1, E2, E4, E5, E6 y E7).

L (Late- tardia): contiene genes para la codificacion de proteinas estructurales de la capside
(L1, L2).

Los papilomavirus capaces de infectar a humanos se clasifican en cinco géneros (alfa, beta,
gama, mu y nu) y a su vez éstos se clasifican de acuerdo a su capacidad oncogénica, en
serotipos de alto riesgo (16, 18, 26, 30, 31,33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67,68,
69, 70, 73, 82) y de bajo riesgo (6, 11,13, 32, 42, 43, 44,54, 55, 61, 71, 72, 74, 81, 83, 84 y 85)
(Janaina C. et al, 2011).

Figura 3. A. Proteinas estructurales L1 y L2, siendo L1 la mas abundante, en los mosaicos se
muestra el arreglo con triangulacion en 7 de cada uno de los capsdmeros pentaméricos
(Tomado y modificado de Modis. Y, 2002). B. Diagrama del genoma del VPH 16 y la
distribucion de sus proteinas (Tomado v modificado de Santos L.G, 2015).
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2.2 Infeccion por VPH

La infeccidén por VPH de alto riesgo es comun, mas del 80% de mujeres con vida sexual
activa han estado en contacto con el virus en algin momento de su vida. Sin embargo, la
mayoria de las infecciones son eliminadas gracias a la activacion del sistema inmune. Es
importante considerar que la persistencia y las re-infecciones, dentro de otros factores de riesgo
pueden contribuir al desarrollo de lesiones y de cancer en sitios estratificados y glandulares
(Torsen E. et al, 1998).

El VPH logra establecerse en el tejido mediante la infeccion de queratinocitos basales, lo cual
ocurre a través de lesiones o abrasiones en el tejido. Por ser un DNA virus necesita infectar
células con actividad mitotica para producir progenie viral. La introduccion de los viriones en la
célula es iniciada por la interaccién de la proteina L1 (principal proteina de la capside) con
heparan-sulfato y sindecano 3 presente en la superficie celular, otra molécula implicada en el
ingreso de las particulas virales es la integrina alfa-6 y cuya interaccion puede inducir sefiales
inhibidoras de la apoptosis a través de la activacién de las vias de sefalizacion Ras/MAP y
PI3K/Akt (Figura 4) (Evander M, et al, 1997; Fothergill T y Mc Millan NA, 2006).

Posterior al proceso de internalizacion viral, las proteinas E1 y E2 comienzan a transcribirse y
traducirse, lo cual genera un control en el nimero de copias del genoma viral episomal (no
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Figura 4. Mecanismo de infeccion por VPH, el virus del papiloma humano (VPH) tiene acceso a las
células basales a través de micro abrasiones en el epitelio cervical. Después de la infeccidn, se expresan
los genes E1, E2, E4, E5, E6y E7 del VPH tempranos y el ADN viral se replica a partir del ADN episomal
(nacleos parpuras). En las capas superiores del epitelio (zona media y zona superficial) se reproduce de
nuevo el genoma viral y se expresan los Gltimos genes L1, L2 y E4. L1 y L2 encapsulan los genomas
virales para formar viriones de progenie en el ntcleo (Tomado y modificado de Ciaran B. J.et al 2007).
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integrado al genoma celular). Esas proteinas se mantienen entre 20 y 100 copias por célula.
Ambas forman un complejo para reclutar la maquinaria de polimerizacion celular y factores

accesorios para la replicacion del genoma (Conway M.J et al, 2009).

En la capa suprabasal la expresion de los genes E1, E2, E5, E6 y E7 contribuye al
mantenimiento del genoma viral e induce la proliferacion celular, incrementando el numero de
células susceptibles de ser infectadas, lo cual redunda en una mayor progenie viral (Figura 4).
En las zonas donde se encuentran las células mas diferenciadas se mantiene la expresion de
los genes E1, E2, E6 y E7, ademas se comienza a expresar el gen E4, que tiene la funcion de
amplificar la replicacion del genoma viral, incrementando significativamente el numero de
copias del genoma, mientras que se activa la transcripcién de los genes tardios L1 y L2,

involucrados en el ensamble y en la salida de los nuevos viriones (Santos L.G, 2015).

2.3 Transformacion de células cervicales.

La infeccion por virus de papiloma humano se puede clasificar a nivel clinico como una
infeccion latente, caracterizada por la presencia del virus en las células o tejidos aparentemente
normales y sin ninguna manifestacion de la enfermedad. Sin embargo, el virus esta presente y
puede ser detectado por técnicas especificas. Otro comportamiento es la infeccién subclinica,
la cual se manifiesta por cambios microscopicos en el epitelio cervical (coilositos, displasias)

detectados en las citologias o cortes histologicos de tejidos afectados (Lizano et al., 2009).

Estas anormalidades histolégicas denominadas Neoplasia Intraepitelial Cervical se han
clasificado de acuerdo a su severidad en NIC | o displasia leve, NIC Il o displasia moderada,
NIC Il o displasia severa (carcinoma in situ) y finalmente cancer invasor. En los ultimos
estadios la infeccion clinica se manifiesta por la aparicion de tumores visibles (Woodman J.B
et al., 2007).

A nivel genético y molecular existen cambios y alteraciones durante la progresion de la
enfermedad, los cuales originan procesos de transformacion celular que implican: la activacion
de la telomerasa con una subsecuente desregulacién del niumero de divisiones mitéticas, que
a su vez conlleva a sobre expresion de receptores y de sus ligandos, factores de crecimiento y
sintetizacion de nuevas proteinas que ayudan a la activacion de vias de sefalizacion
proliferativas en la mayoria de los casos; degradacion de proteinas supresoras de tumor (pRB
y p53), desregulacion del ciclo celular y la apoptosis. Es importante mencionar que
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practicamente todos estos mecanismos de transformacion y resistencia a la muerte celular son

causados por las oncoproteinas E6 y E7 (Lizano et al., 2009).

3. Induccién de apoptosis

Existen diversos mecanismos de inducciéon de muerte para el mantenimiento de la
homeostasis celular, la cual incluye la eliminacién de células transformadas. El tipo de muerte
celular mayormente reportado es el denominado apoptosis, término introducido en 1972, por
Kerr y colaboradores, para describir el mecanismo de suicidio celular involucrado en el

recambio normal de hepatocitos.

En condiciones fisioloégicas normales las células transformadas, dafiadas, senescentes,
infectadas por virus o bacterias son eliminadas a través de este tipo de muerte celular (Carmen
M.E, et al, 2001), Sin embargo, durante el desarrollo del cancer, las células tumorales pueden
generar mecanismos de evasion de muerte celular, favoreciendo la progresion del tumor vy la

resistencia a las terapias antitumorales comunes.

Las caracteristicas de las células que mueren por apoptosis son: la condensacién de la
cromatina con la subsecuente fragmentacién del material genético y la generacion de cuerpos
apoptéticos, sin embargo, una de las caracteristicas primordiales de este proceso es la falta de
inflamacion con lo que se logra no provocar dafio a células aledafias, esto gracias a cambios
en la superficie celular que promueven la exposicion de moléculas que permiten

inmediatamente la fagocitosis por células del sistema inmune (Gupta, 2000).

El proceso apoptético es organizado, dependiente de energia y de sintesis de nuevas proteinas
y puede llevarse a cabo de dos diferentes maneras, la activacion de la via extrinseca o via
dependiente de receptores de muerte y de la via intrinseca o via mitocondrial (Alberts et al.,
2006). Sin embargo, ambas vias tienen puntos de convergencia, que tienen como finalidad la
activacion de un grupo de proteasas especificas para aspartatos y cisteinas denominadas
caspasas, las cuales tienen diversos blancos moleculares que conllevan al desarrollo de la
muerte (Gupta, 2000).

La via extrinseca de la apoptosis puede ser activada por varios tipos de receptores de muerte,
la mayoria pertenecientes a la superfamilia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF), entre los
gue destacan TNF-R, TRAIL-R1, TRAIL-R2 y FAS, este ultimo con especial relevancia para el
presente trabajo.
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3.1 Receptor Fas (CD95)

El receptor Fas también conocido como proteina dependiente de citotoxicidad (CD95),

proteina apoptética-1 (Apo-1) o TNFRSF6 es un miembro prototipo de la superfamilia de

receptores de muerte del factor de necrosis tumoral, juega un papel muy importante en

induccion de apoptosis (Fuster G.J., 2005).

El gen FAS esta ubicado en el brazo largo del cromosoma 10 en la region 23.3, abarca

aproximadamente 25kb (Figura 5) que se traduce, en una proteina de 335 aa con un peso de

entre 42-52 KDa (NCBI, 2018).

Fas es una proteina transmembranal de tipo | que presenta en su dominio extracelular dos

lugares de N-glicosilacién y una region rica en cisteinas donde se une a su ligando (Fas-L), y

un dominio de muerte intracelular cercano al extremo carboxilo terminal de la molécula (Nagata

S. et al, 1995). CD95 contiene tres dominios ricos en cisteina (CRD) CRD2 y la parte superior
de CRD3 interactian con CD95L (Figura 5) (Schneider et al., 1998).
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Figura 5. CD95 es una glicoproteina transmembrana de 335 aminoacidos tipo 1. El péptido sefial
corresponde a los aminoacidos 1 a 16 (Itoh et al., 1991). La PLAD (dominio de ensamblaje pre-
ligando) y los CRD (dominio rico en cisteina) estan codificados por el exdn 2 a 5. El exon 6 abarca el
dominio transmembrana (TM), y la region intracelular CD95 consiste en los exones 7 a 9. EI FAS DD
esta codificado por el exén 9 (Tomado de Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and

Hematology)
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La regioén intracelular de CD95 abarca una region de 87 aminoacidos denominado dominio de
muerte (DD) cuya estructura consiste en seis a- hélices anfipaticas dispuestas de forma
antiparalela (Figura 6). Los 15 ultimos aminoacidos de CD95 ejercen una accion inhibidora
sobre la sefal apoptotica mediada por CD95 debido al reclutamiento de la proteina tirosina
fosfatasa no receptor 13 (PTPN13/FAP-1) (Huang et al., 1997; Yanagisawa et al., 1997).

El receptor Fas se expresa ubicuamente en la membrana celular de diversos 6rganos y tejidos,
particularmente en el timo, higado, corazon, riiidn y en linfocitos T activados, también existen
formas solubles del receptor, sin embargo, las funciones de éste no son claras. CD95 enlazada
a la membrana celular es la forma predominante y biol6gicamente activa, una vez que
interactia con su ligando natural CD95L (CD178) o con anticuerpos agonistas. La funcién
primordial del receptor CD95 es la induccion de apoptosis, sin embargo, recientemente se ha
descrito que su activacion puede inducir actividades no apoptoéticas (Guicciardi M.E, 2005;
Shatnyeva M.O, 2011).

Debido a su actividad apoptética, la expresion de Fas esta altamente regulada a través de
diferentes mecanismos, uno de éstos es la minima expresion en la membrana plasmatica y un
alto contenido de receptores en el citosol y en la red trans del complejo de Golgi (Guicciardi
M.E, 2005). Fas también puede ser modulado a nivel post-transcripcional de manera directa
por el factor nuclear x B (NFxB) también se ha demostrado que la IL-2 regula al RNA mensajero
de CD95 en células de cancer cervicouterino VPH 18* (Aguilar-Solis, 2014; Guicciardi M.E,
2005). Estos mecanismos proveen de una herramienta efectiva para regular la densidad de
receptores de muerte en la membrana plasmatica, y asi se evita la activacion espontanea del

receptor. Ademas, Fas (mondmero) se encuentra en su forma cerrada evitando el contacto con

FADD (Figura 6). & —

CD95 ECD

CD95 ECD glycans

 cpesTM

CD95 DD
in inactive (closed)
conformation

Figura 6. Modelado in silico de Fas (CD95, APO 1). Se observan las tres unidades de Fas que formaran el
trimero al unirse a FAS L y sus sitios de glicosilacion que permiten la unién del receptor a su ligando (ECD).
Se distingue la region transmembranal (TM). En verde de lado izquierdo se muestra la forma inactiva o cerrada
de Fas (CD95) en el Dominio de Muerte (DD) al contacto con su ligando (lado derecho) se vuelve activo, lo
cual representa el cambio conformacional a la forma abierta (Tomado y modificado de Shatnyeva M.O, 2011).
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3.2 Ligando de Fas (CD95L)

El gen de FAS L, o también llamado ligando de FAS o CD95L, esta ubicado en el brazo
largo del cromosoma 1, en la region 2, el cual codifica para una proteina de 281aa, miembro
de la familia TNF y factor de crecimiento neuronal. Esta glicoproteina de superficie celular
homotrimérica de tipo Il, pesa aproximadamente 40 kDa, cuenta con un extremo N terminal que

se encuentra en el espacio citoplasmatico y el C terminal, en el extracelular (Nagata S., 1999).

En contraste con el receptor Fas, que se expresa constitutivamente en gran nimero de tipos
celulares, la expresion de su ligando (Fas-L o CD95L) esta restringida (Lambert C. et al., 2003).
Se expresa en células T activadas y células NK “natural killer’; aunque también se encuentra
en algunos tejidos como los testiculos y el ojo. Fas-L participa en el mantenimiento de la
homeostasis de las células periféricas B y T, asi como en la eliminacion de células dafiadas,
tales como células infectadas por virus. Fas-L también puede ser detectado de forma soluble
funcional, circulando en el torrente en forma de trimero y se ha encontrado incrementado en
pacientes con algunos tipos de cancer. La forma soluble de Fas-L se encuentra presente en el
suero; sin embargo, la efectividad biologica es considerablemente reducida comparada con la

forma que se encuentra ligada a la membrana (Figura 7) (Schneider P. et al., 1998)

Figura 7. Complejo proteico Fas L / Fas, se observan los sitios de union
(glicosilacién) (Tomado y modificado de Shatnyeva M.O, 2011).
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3.3 Activacion de la via Fas (Via Candnica)

Tras la interacciéon del receptor Fas con
su ligando soluble o asociado a la célula, la

proteina trimeriza formando microagregados. La

agregacion de los dominios de muerte (DD) del FADD

Fas tetramer
interactions

receptor Fas (CD95) conlleva al reclutamiento
de la proteina con dominio de muerte asociada
a Fas (FADD) (Figura 8) (Fuster G.J, 2005), con

Dimer * Dimer

el subsecuente reclutamiento y activacion de la  Figura 8. Estructura general del complejo de

(panel izquierdo) muestra una disposicion

tetramérica de complejos de dominio de muerte
inductor de muerte (DISC) el cual se forma Fas-FADD. El panel derecho muestra una
representacion de la estructura compleja Fas-
FADD. Complejo de dominio de muerte se
CD95L (Shatnyeva M. et al., 2011). muestra en verde (Fas) y azul (FADD) cintas,

o mientras que los restantes tres complejos son de
El dominio de muerte (DD) del receptor color rojo, magentay azul (Scott L.F, 2009).

interactda con el DD de FADD, mientras que el

se conoce como, complejo de sefializacion

segundos después de la estimulacion con el

dominio efector de muerte (DED) de FADD interactia con los DED en el N-terminal de
procaspasas-8, -10 y c-FLIP-/S/R segln los requerimientos celulares. La procaspasa-8 al
unirse al DISC sufre una oligomerizacién que resulta en el procesamiento del zimdgeno,
rompiéndose autoliticamente para generar caspasa-8 (forma activa) que activa a su vez
caspasas efectoras 3, 6 y 7 para inducir la muerte celular (apoptosis) (Shatnyeva M. et al.,
2011).

Hasta ahora se han identificado dos formas de activacion de la via apoptética tras la interaccién
de Fas con su ligando. Una caracterizada por altos niveles de formacion de DISC y grandes
cantidades de caspasa-8 activa, que a su vez activa a las caspasas efectoras 3y 7. La segunda
caracterizada por niveles bajos de formacion de DISC vy, por tanto, bajos niveles de caspasa-8
activa. En este caso, la sefalizacion requiere un bucle de amplificacion adicional que implica
la escisidon de la proteina de la familia Bcl-2, Bid, por la caspasa-8 para generar la Bid trunca (t

Bid) y la subsiguiente liberacion de citocromo C de las mitocondrias.
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La liberacion del citocromo C a partir de las mitocondrias da como resultado la formaciéon de
un apoptosoma seguido de la activacion de la procaspasa-9, que a su vez escinde las caspasas
efectoras 3 y 7 generando la muerte celular (Lambert C. et al., 2003). En la Figura 9 se

esquematiza la via canonica de Fas [el codigo QR contiene a la via digitalizada en 3D (Anexo

).

Via de sefalizacion Fas (CD95)
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Figura 9. Activacién de la via CD95. (A) La union de 3 moléculas FasL con Fas conduce a oligomerizacion
del receptor, reclutando la proteina adaptadora FADD (proteina asociada a Fas con dominio de muerte) y
procaspasa-8 a través de su dominio efector de muerte (DED) en un complejo de sefializacion inductor de
muerte (DISC). La activacion de la procaspasa-8 mediante autocatalisis inicia la via de apoptosis extrinseca
mediante la conversién de las procaspasas efectoras inactivas-3, -6 y -7 en las enzimas activas mediante
transprotedlisis. Ademas, activa la via de apoptosis intrinseca mediante escision de BiD, liberacion de
citocromo c y activacion de caspasa -9.
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4. Mecanismos de evasion de muerte por Apoptosis

Durante la carcinogénesis, las células tumorales desarrollan multiples mecanismos para
evadir al sistema inmune y suprimir la respuesta antitumoral, algunos de estos mecanismos

activan nuevas vias de sefalizacion.

4.1 Via no candnica de Fas (CD95)

Diferentes estudios sefialan la resistencia en diferentes células tumorales a la induccion
de apoptosis via CD95, aun cuando son estimuladas con altas dosis de Fas-L (Lina C. et al.,
2010). Sin embargo, las células tumorales expresan Fas (CD95), lo que lleva al
cuestionamiento del papel de este receptor en el desarrollo tumoral (Ramirez PA. et al., 2009).

Recientemente se han descrito nuevas vias de sefalizacion tras la activacion de CD95,
antecedentes muestran la importancia de este receptor en mecanismos de proliferacion,
metastasis y de resistencia a la eliminacién tumoral, activando rutas que involucran la
sefializacion a través de MAPK, NFkB, PI3K Sck y JAK (Peter M. et al., 2015).

En un estudio reciente Qadir SA'y colaboradores (2017) mencionan que dentro de las funciones
no apoptoticas de CD95 destaca su capacidad para acoplarse a multiples vias de sefalizacion
como las que involucran a proteinas activadas por mitdgeno (MAPK/ ERK), al factor nuclear
Kappa B (NFkB) y a fosfatidilinositol-3-cinasa (PI13K) (Figura 10). Sin embargo, el aporte mas
importante es la activacion de la via de STAT 1, en su articulo destacan que la estimulacion a
largo plazo de la via CD95 en células de cancer de mama (MCF-7) dio como resultado la

produccion de IFN de tipo I, que a su vez activa a STAT 1 confiriendo a las células radio

resistencia.
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Figura 10. A. Via candnica de Fas (CD95). B. Via no candnica de Fas (CD95) que involucra vias
de sobrevida, proliferacion y metastasis (tomado y modificado de Martin -Villalba y colaboradores
2013). 20



Por su parte Teodorczyk M, y colaboradores (2015), asocian la via CD95 con mecanismos de
transicion epitelio mesénquima (TEM), por medio de una via alterna de sefalizacién (no
canonica). En este articulo se aborda el mecanismo molecular mediante el cual CD95 impulsa
el crecimiento del tumor en células de adenocarcinoma ductal pancreatico, demostrando que
la activacion de la via promueve una cascada de sefializacion que involucra las vias PI3K y

MAPK a través de la cinasa Sck (Figura 11).

CD95L
Ras-siRNA
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Figura 11. La estimulacion del receptor CD95 con CD95L conduce el
reclutamiento de Sck y la activacion de las vias PI3K / ERK, lo que resulta en la
progresion del ciclo celular (Tomado de Teodorczyk. My colaboradores 2015).

4.2 Inhibicion de la via FAS (CD95) por E6

Existen reportes de la resistencia a la activacion de la muerte celular en cancer
cervicouterino, una de las estrategias del virus para llevar a cabo este efecto es mediante el
uso de su proteina E6, aunque el papel mejor comprendido de dicha proteina es por la
capacidad de mediar la rapida degradacion del supresor de tumores p53, la mayoria de las
proteinas virales tienen mas de una funcién. En un articulo publicado por Filippova y
colaboradores en 2004 se muestra como la proteina E6 del VPH16 es capaz de unirse al
extremo C-terminal de TNF R1, para bloquear la transmision de la sefial apoptética del TNF R1
asociado al dominio de muerte (TRADD). Posteriormente, el mismo grupo de trabajo muestra
la capacidad de E6 de unirse al dominio de muerte asociado a Fas (FADD) para evitar la
activacion de la via apoptética (Tungteakkhun, S et al., 2008). Esto muestra el papel de las
oncoproteinas virales en la evasion de diversas rutas de muerte celular y su posible desviacion

hacia vias de sobrevida, proliferacion e incluso migracion celular.
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4.3 Tumores y Fas-L (CD95L)

Algunas células neoplasicas (de vejiga, colon, higado, pulmén, ovario, tiroides, riidn, sarcoma
y melanoma) expresan en su membrana o son capaces de secretar a Fas L, lo cual podria
representar un mecanismo para inducir apoptosis en los linfocitos T activados infiltrados en el
tumor y con ello un escape del sistema inmune. Ademas, reportes recientes indican el uso del
receptor para promover el crecimiento tumoral. Chen L y colaboradores en 2010, refieren la
estimulacién de 22 lineas celulares tumorales dentro de las que destacan ovario (HeyAS8,
SKOV3), colon (HCT116), renal (CAKI-1) mama (MCF7) higado (HepG2) con Fas-L, sin
observar aumento en la proliferacion. Sin embargo, cuando las células fueron incubadas en
presencia de un anticuerpo monoclonal neutralizante para Fas-L (NOK-1) encontraron una
reduccion significativa del crecimiento celular. Lo que indica el uso de la via CD95 / CD95L en

la promocién del crecimiento tumoral (Chen L. et al., 2010).

4.4 Induccion de autofagia en células tumorales

Recientemente y a consecuencia de la alta resistencia en las células tumorales al
proceso de muerte celular, se han estudiado con mas detalle diversas vias que pueden activar
las células tumorales. Una de ellas es la activacién de autofagia, mecanismo de homeostasis
gue utilizan las células normales para degradar proteinas y organelos disfuncionales, que
ocurre en vacuolas especializadas de doble membrana denominadas autofagosomas y que
requiere la participacion de lisosomas. Este proceso permite el auto-abastecimiento celular de
energia a través del reciclaje de diversos substratos energéticos y con eso la homeostasis
celular. Se activa en respuesta a diversas formas de estrés, principalmente debido a la
ausencia de nutrientes (Pefla S, 2013). Sin embargo, este proceso ha sido involucrado
recientemente en la progresion tumoral y el desarrollo de resistencia a diversos farmacos

quimioterapéuticos.

Con frecuencia se reporta que la autofagia tiene una funcién paraddjica durante la
carcinogénesis y la respuesta a tratamiento; si bien se ha reportado la presencia de autofagia
como regulador negativo en etapas tempranas de cancer, también se ha documentado que, en
células neoplasicas establecidas, el estrés metabdlico (originado como resultado de
deficiencias de nutrientes, hipoxia, incremento en la demanda energética producto de una
replicacion acelerada) induce autofagia.
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Este proceso genera ventajas selectivas a las células tumorales tanto en el microambiente
tumoral como durante la diseminacion y metastasis, incrementando agresividad neoplasica y/o
resistencia a farmacos. En diferentes lineas celulares la terapia antineoplasica, radioterapia y
guimioterapia inducen autofagia que a su vez conduce a la sobrevida de las células tumorales.
Sin embargo, aun falta mucho por dilucidar en los diferentes escenarios que regulan la

autofagia durante la carcinogénesis (Choi K, 2012; Aredia F, 2012).

5. Estrategias en la eliminacion de células tumorales: inmunoterapia

Por afios se han buscado nuevas y mejores estrategias en la eliminacion de células
tumorales con la introduccion de nuevos farmacos quimioterapéuticos, y recientemente se ha
puesto especial énfasis en la inmunoterapia. La inmunoterapia busca la eliminacion de las
células tumorales mediante la activacion del sistema inmune, ademas, se han descrito algunas
ventajas sobre la terapia convencional, como son la especificidad y una disminucion de efectos
secundarios (Rosenberg SA et al., 1985; Gutiérrez Y.P, 1997)

5.1 Interleucina 2 (IL-2)

La interleucina 2 (IL-2) es una

glicoproteina compuesta por 133 aminoéacidos
cuyo peso molecular es de 15KD. De manera

normal, lo producen principalmente las células T

(CD4+) y las NK activadas. Su funcién consiste

en estimular la proliferacion de células T
activadas, por lo que forma parte de la respuesta
de tipo Thl (Chabner. B, 2008). La interleucina 2,

actla a través de su receptor para activar la via

Figura 12. Estructura del
humano. Se  muestran

receptor
las vistas laterales

para

IL-2
Ay

de sefializacion JAK/STAT. El IL-2

consta de tres componentes: Una cadena alfa de

receptor

55kD, cuya funcién principal es unirse a IL-2; una

cadena beta de 75kD con un dominio intracelular

superior (B) del conjunto de sefializacién de IL-2
cuaternario. Se pueden observar las 3 subunidades
IL2Ra (rosa), IL2RP (azul) y [L2Ry (verde) y la union
de IL-2 (amarillo) al receptor de alta afinidad
(Tomado de Deborah J.S, 2006).

implicado en la sefializacion, y la cadena gamma comun de 64kD, llamada comun porque

también es un componente de sefializacion compartido por los receptores para IL-4, IL-7, IL-9,
IL-15 e IL-21 (Figura 12) (Rebollo A. 1994; Ching. et al., 2001).
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5.2 Interleucina 2 en cancer
El analisis del efecto terapéutico de la IL-2 se realiz6 en modelos animales donde se demostro

que el tratamiento era capaz de inhibir la metéstasis de diferentes tipos de tumores.
Posteriormente, se demostré en estos mismos modelos que la combinacién de IL-2 con células
citotoxicas (LAK y CTL) producia mejores efectos terapéuticos que cualquiera de los
tratamientos por separado. La Interleucina-2 recombinante fue una de las citocinas mas

ampliamente utilizadas en la inmunoterapia de tumores sélidos (Rosenberg SA et al., 1985).

5.3 1IL-2 en CaCu

Se ha reportado que células de cancer cervicouterino expresan el receptor para IL-2 (IL-2R), y
gue al ser activado con bajas dosis de IL-2 incrementa la proliferacion de estas células
(Alvarado MJ, 1997). Ademas, se observa que la fosforilacion constitutiva de JAK-3 y STAT-5
aumenta en dichas células, confiriéndoles proteccion ante mecanismos de muerte celular. Sin
embargo, las citocinas tienen efecto pleiotrépico, motivo por el cual una misma cantidad de
citocina puede tener efecto sobre diversas estirpes celulares, a su vez, diferentes dosis de una
misma citocina pueden tener efectos diferenciales en una misma estirpe celular (Valle-Mendiola
et al., 2016). co2s

F : 5 e u
Trimeric Dimeric -~

Nuestro grupo de trabajo evidencié que el tratamiento con &8~ e
100Ul de IL-2 en células de CaCu VPH 18+ (INBL y CALO)
inhiben su proliferacion a 48 horas (Alvarado MJ, 1997; Valle-

J
: . )
Mendiola et al., 2016), datos posteriores mostraron que esta [
disminucion en la proliferacion es debida a un arresto en la
. .
fase G1 del ciclo celular y que este arresto no induce IR 3
3
senescencia 0 muerte celular por apoptosis (Lagunas-Cruz et = Ql.:,l:,[% - .
&
al., 2019). Por otro lado, recientemente nuestro grupo de G%XZMJE')

trabajo evidencio la presencia del receptor de muerte CD95 Figura 13. Vias activadas al

en diversas lineas de CaCu (Gutiérrez-Hoya et al., 2019). interactuar IL-2 con su receptor
, . . (tomado y modificado de Boyman

Ademas, datos mostrados por el grupo de trabajo de Aguilar- 0. 2012)

Lemarroy et al., 2001, muestran que el tratamiento conjunto de células de CaCu HelLa y SiHa

con ciclohexamida mas anticuerpo agonista anti CD95 6 TNF-a, potenciaba la muerte celular,

por lo cual, decidimos evaluar si el tratamiento conjunto de altas dosis de IL-2 mas el anticuerpo

agonista anti-CD95 podria potenciar la inhibicion de la proliferacion.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Antecedentes del grupo de trabajo describen que células HelLa positivas para VPH 18
expresan el IL-2R y que al ser estimuladas con 100Ul/mL de IL-2, disminuyen
significativamente su proliferacion. Ademas, se ha demostrado que las células tumorales
expresan el receptor de muerte Fas (CD95) sin embargo, estas son altamente resistentes a la
induccion de apoptosis por el sistema inmune. Por tanto, es importante llevar a cabo este
estudio ya que se desconoce si el estimulo con 100Ul de IL-2 mas la activacion de la via CD95,
influye en la susceptibilidad de las células de cancer cervicouterino para activar procesos de

muerte celular o para potenciar la disminucion proliferativa.

JUSTIFICACION

El CaCu es un importante problema de salud publica a nivel mundial, en México ocupa el
segundo lugar por muerte e incidencia en mujeres. Se estima una ocurrencia anual de 13,960
casos con una incidencia de 23.3 casos por 100,000 mujeres, ademas se conoce que la
probabilidad de sobrevida disminuye hasta en un 16.5% en personas diagnosticadas con
metastasis en comparacion con el 91.5% en cancer localizado, esto debido principalmente a
los mecanismos de resistencia a la muerte celular. Las células de CaCu VPH18+, son
altamente resistentes a la induccién de apoptosis, por lo cual, es necesario establecer nuevos
tratamientos que contribuyan en la eliminacién tumoral y la activacion del sistema inmune (Sl).
Por lo anterior se planted, evaluar un tratamiento conjunto con altas dosis de IL-2 y anticuerpos

agonistas para la via CD95.
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HIPOTESIS

El tratamiento de células HelLa con altas dosis de IL-2 en combinacién con el

anticuerpo agonista para CD95 inhibira la proliferacion celular.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la activacion de la via CD95 en células de cancer cervicouterino HelLa afecta
la proliferacién o muerte de estas células al ser tratadas simultaneamente con 100UI/mL de IL-
2 y anticuerpo agonista para CD95.

OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar un andlisis comparativo de la proliferacion de células de cancer cervicouterino
HelLa (VPH18*), INBL (VPH18*), HER3* (VPH18*), Caski (VPH16") SiHa (VPH16" y C33A
(VPH) cultivadas en presencia de 100Ul de IL-2.

= Determinar la presencia del receptor CD95 en las lineas de cancer cervicouterino, HelLa
(VPH18%), INBL (VPH18*), HER3* (VPH18"), Caski (VPH16%) SiHa (VPH16%) y C33A (VPH)).

= Evaluar el efecto a diferentes concentraciones del anticuerpo agonista para la via CD95
(DX2) en células HelLa (VPH18%).

= Evaluar el desarrollo de autofagia, determinando la presencia de focos de fluorescencia para

LC3B en células tratadas con el anticuerpo agonista (DX2) en células HeLa (VPH18").

= Medir el porcentaje de muerte celular por apoptosis en células mononucleares al ser

estimuladas con anticuerpo agonista para CD95 (DX2).

= Determinar el efecto de 100Ul de IL-2 al ser activada la via CD95 (DX2) en células HelLa
(VPH18").
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MATERIALY METODOS

Material Bioldgico

Se cultivaron lineas celulares de cancer cervicouterino: HelL a, linea celular humana proveniente
de adenocarcinoma cervical metastasico positivo para VPH 18 estadio IVB; INBL linea celular
humana proveniente de células metastésicas no queratinizadas positivas para VPH18 estadio
IVB; HER3 * linea derivada de INBL positiva para receptores HER 3 (VPH 18*) (Monrroy-
Garcia, 1999) estadio IVB; CaSki, linea celular humana proveniente de un carcinoma
epidermoide de cérvix derivado de una metastasis de intestino delgado positivo para VPH 16;
SiHa, linea celular humana proveniente de carcinoma escamosos de cérvix positiva para VPH
16 estadio IIA; C33A linea celular humana proveniente de carcinoma de cérvix negativa para
VPH (ATCC, 2019).

Se mantuvieron en placas de cultivo, medio RPMI-1640 o DMEM (Microlab, México)
suplementado con 10% suero fetal de bovino (SFB Gibco, USA), incubadas en una atmdésfera
de 5% de CO2 a 37°C. Para llevar a cabo los ensayos se mantuvieron siempre condiciones de
esterilidad y los cultivos se utilizaron Unicamente a un 60-70 % de confluencia para 6ptimos

resultados.
1. Estimulacién con 100Ul de IL-2

Se sembraron 1,500 células HelLa, INBL, HER3*, Caski, SiHa y C33A en placas de 96 pozos,
se dejaron adherir durante 3 horas a 37°C con medio RPMI-1640 al 10% de SFB, transcurrido
el tiempo, se adiciono el estimulo, 100Ul de IL-2 por un lapso de 48 horas. Una vez transcurrido
el tiempo se desechd el medio y se fijaron las células con glutaraldehido (SIGMA USA) al 1.1%;
posteriormente se lavaron las células con agua destilada y se tifieron con cristal violeta (SIGMA
USA) al 0.1%, finalmente 15 min antes de la lectura se agregé acido acético al 10% y se leyo
en un lector Microplate Reader (Modelo 3550, BIO-RAD) a 550nm. Los ensayos se llevaron a
cabo por triplicado y en tres ensayos independientes, adicionando un control por linea celular.

Los resultados fueron analizados estadisticamente con el software Prisma 6.0.
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2. Evaluacion de CD95 por citometria de flujo

Se midi6 la expresion de CD95 intracelular y extracelular, para lo cual se contabilizaron 1X10°
células Hela, INBL, HER3*, Caski, SiHa y C33A con ayuda de un hemocitdmetro. Las células
fueron colocadas en tubos para citometria (Falcon- Thermo Fisher Scientific) y resuspendidas
en solucion buffer fosfatos (PBS 1X) 100pul, cada muestra con su respectivo control de auto-

florescencia (CAF) como se muestra a continuacion:

HelLa INBL Caski C33A

Posteriormente se agregaron 4ul de anti CD95 conjugado con APC (BD Biosciences)
Unicamente a los tubos tefiidos (con anticuerpo para CD95) y se dejaron incubando por 45
minutos a 4°C y en oscuridad. Transcurrido el tiempo se realizaron dos lavados con 250 pl de
PBS 1X al 1% de albumina sérica bovina (ASB). Posteriormente se agregaron 100ul de
solucion de fijacion/permeabilizacion (Cytofix/citoperm BD Biosciences) durante 15min a 4°C,

posteriormente las células fueron lavadas con Buffer 1X (amortiguador BD).

Se agregaron 3pul de anti-CD95 conjugado con PE Cy7 (BD Pharmingen) para la tincion

intracelular y se dejaron incubando en oscuridad por 45min a 4°C.

Finalmente se repitieron dos lavados con 250 pl de PBS 1X al 1% de albumina sérica bovina
(ASB), inmediatamente después se leyeron los resultados por citometria de flujo (FACS ARIA
II) adquiriéndose 10,000 eventos. Los ensayos se realizaron por triplicado conservando las
mismas condiciones. Los resultados fueron analizados con ayuda del software (FACS DIVA 'y
Summit 4.3).

3. Estimulacion de células HeLa con anticuerpo agonista para CD95

Se activo la via CD95 con un anticuerpo agonista para CD95 (Biolegend, clona DX2), con el fin
de evaluar el comportamiento proliferativo de células HeLa a diferentes concentraciones, para
ello, se sembraron 3,000 células HelLa en placas de 96 pozos y se dejaron adherir, posterior
se coloco el anticuerpo CD95 (Biolegend clona DX2) por triplicado y con su respectivo control

durante 48 horas. Las concentraciones se muestran a continuacion:
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Analisis morfoldgico:

Una vez colocado el estimulo se realizaron fotografias en microscopio 6ptico convencional
(Microstar American Optical) a diferentes tiempos y con ayuda de una camara ocular Electronic
Eyepiece (QUASAR), prestando atencion a cambios morfologicos o presencia de cuerpos
apoptoticos, los cambios mas significativos se observaron a las 48horas del tratamiento. Las
imagenes fueron analizadas en el software image J (Image Processing and Analysis in Java)
en donde se midio el area, perimetro celular y distancia en pixeles para con ello realizar un

analisis comparativo respecto al control.
Proliferacion celular:

Transcurrido el tiempo de estimulo (48 horas) con las diferentes concentraciones de CD95 se
evaluo la proliferacidon celular con la técnica de cristal violeta, el medio fue desechado y se
fijaron las células con glutaraldehido (SIGMA USA) al 1.1%. Posteriormente se lavaron las
células con agua destilada y se tifieron con cristal violeta (SIGMA USA) al 0.1%; finalmente
15min antes de la lectura se agregé acido acético al 10% y se leyé la densidad Gptica en un
lector Microplate Reader (Modelo 3550, BIO-RAD) a 550nm. Los ensayos se llevaron a cabo
por triplicado y en tres ensayos independientes, adicionando un control por linea celular. Los

resultados fueron analizados estadisticamente con ayuda del software Prisma 6.0.

4. Deteccion de focos fluorescentes de la proteina LC3B mediante

microscopia confocal

Se analiz6 la induccion de autofagia en respuesta al estimulo con CD95, por lo que se realizé
un analisis de la proteina LC3B en células HelLa. Para ello se sembraron 50,000 células en
cubreobjetos (Corning de 22 X 22 mm) previamente esterilizados, se dejaron adherir de 3 a 4
horas. Posteriormente, se colocaron 300 pl de medio al 10% de suero fetal bovino (SFB) con
estimulo 0.5 pg/ml de CD95 (anti-CD95 PE Cy7 DX2 BD Pharmingen) y se incubaron por 48

horas.
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Una vez transcurridas las 48 horas de estimulo el medio fue retirado, y se realizaron 2 lavados
con 250 pl de soluciéon buffer fosfatos (PBS 1X) adicionado al 5% de SFB, para la posterior
permeabilizacién y fijacion de las células con solucién Cytofix/citoperm (BD Biosciences)
durante 20 minutos. Para retirar la solucion se realizaron 2 lavados con la solucion de lavado
amortiguador Buffer Permwash (BD Biosciences 1X). Posteriormente se agrego el anticuerpo
primario LC3B en una dilucion 1:200 (Anti-body Santa Cruz Biotechnology) y se incub6 a 4°C
durante 40 min. Las células fueron nuevamente lavadas con 250 ul de buffer Permwash 1X,
para agregar el anticuerpo secundario dilucion 1:200ul (FITC-Thermo Fisher Scientific) por un
lapso de 30 min. Finalmente se agregd DAPI en una disolucion inicial de 1:2000ul. La muestra
control se tifid Gnicamente con DAPI siguiendo el mismo protocolo. Las muestras fueron

lavadas dos veces mas con PBS antes de ser montadas.

Para el montaje se retir6 todo el PBS y las muestras se dejaron secar de 20 a 30 minutos en
obscuridad a 4°C. Una vez secas, se agreg6 una gota de solucién de montaje para colocar el
cubreobjetos (Leica CV ultra Biosystems) y portaobjetos, para enseguida ser analizadas con
ayuda del microscopio optico confocal (Leica invertido DMI8) y del software Leica (LASX
3.30.16799).

5. Evaluacion de muerte celular con Anexina V /IP

Se realiz6 el analisis de muerte celular en linfocitos estimulados con el agonista para CD95
(Biolegend clona DX2), para lo cual se obtuvieron linfocitos de pacientes sanos en muestras
de sangre periférica (SP) por venopuncién siendo ésta depositada en un tubo recubierto con
heparina (BD vacutainer). Inmediatamente después de la obtencion la sangre fue diluida 1:1
en solucion buffer fosfatos (PBS 1X) y se prosiguid a la separacion de células mononucleares
por estratificacion sobre Ficoll - Hypaque en una relacién 1:1, SP: Ficoll. La muestra fue
centrifugada a 1500 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se separé la banda
correspondiente a células mononucleares y se colocaron en tubo siliconizado, se lavaron dos
veces con PBS 1X, centrifugando a 1500rpm durante 5 min, se decantaron y resuspendieron
en PBS para contar 1X10° células mononucleres con ayuda de un hemocitémetro, las cuales
se colocaron en cajas para cultivo (Petri 60X15mm) con 3mL de medio RPMI al 10% de SFB
suplementado con 10Ul de IL-2 para el correcto mantenimiento celular, dos de las muestras se
utilizaron como control (negativo y positivo), las otras dos fueron estimuladas con anti-CD95

(Biologend DX2) a una concentracion de 0.2 y 0.5 pl/ml durante 48 horas.
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Una vez cumplidas las 48 horas las células fueron recuperadas en tubos para citometria, se
lavaron con 200 ul de PBS 1X se centrifugaron a 1500-2000 rpm y se resuspendieron en 100
pl de Buffer Anexin 1X (BD). La muestra control fue separada y el resto de muestras fueron
tefiidas con 2.5 ul de Anexina- V/ FITC y 2 pl de loduro de Propidio (IP) (BD KIT II) y se
incubaron por 10min a temperatura ambiente en obscuridad. Finalmente, se adicionaron 100
pl més de Buffer Anexin 1X, inmediatamente se leyeron por Citometria de Flujo 10,000 eventos
(FACS ARIAII). Los resultados fueron analizados con ayuda del software FACS DIVA y Summit
4.3.

6. Estimulacion CD95 mas 100Ul de IL-2 en células HelLa

Con el fin de evaluar el efecto de 100Ul/ mL de IL-2 sobre el efecto proliferativo de 0.2 pg/ml

de CD95 sobre células Hela, el ensayo se dividié en dos partes:

En una de las placas se sembraron 3000 células HeLa en medio RPMI suplementado con 10%
SFB, se dejaron adherir durante 3 horas; posterior a ese tiempo se retird todo el medio y se
colocé medio nuevo con ambos estimulos 100UI/ mL de IL-2 mas 0.2 ug/ml de CD95 (Biolegend
DX2) segun correspondiera durante 48 horas de estimulo. Al cumplirse el tiempo de
estimulacion las células fueron fijadas y tefiidas por método de Cristal Violeta (utilizando la
misma metodologia mencionada en el punto 1 y 3 referente a este apartado).

En el caso de la segunda placa se sembraron 1500 células HelLa, medio RPMI suplementado
con 10% SFB, se dejaron adherir durante 3 horas, posterior a ese tiempo se retiré todo el medio
y se colocé medio nuevo Unicamente con el primer estimulo 100 Ul/ mL de IL-2 se mantuvieron
en incubacion durante 48 horas a 37°. Cumplido este tiempo se retiré todo el medio; se realizé
un lavado con PBS para enseguida colocar nuevamente medio fresco re-estimulando las
células con 100 Ul/ mL de IL-2, pero esta vez adicionando el segundo estimulo 0.2 pg/ml de
CD95 (Biolegend DX2) segun correspondiera para nuevamente dejar en incubacion durante 48
horas. Finalizado el tiempo total de estimulo (96 horas) las células fueron fijadas y tefiidas por
método de Cristal Violeta (utilizando la misma metodologia mencionada en el punto 1y 3 de
este apartado). Ambos ensayos se leyeron en lector Microplate Reader (Modelo 3550, BIO-
RAD) a 550nm y los resultados fueron analizados estadisticamente con ayuda del software
Prisma 6.0 (prueba estadistica ANOVA).
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RESULTADOS

Altas dosis de IL-2 disminuye la proliferacion de células de cancer

cervicouterino

Lineas celulares de CaCu fueron tratadas con 100Ul de IL-2 durante 48H para analizar el efecto
de esta citocina sobre la proliferacion celular. Las lineas celulares HelLa (VPH18*), INBL
(VPH18*), HER3* (VPH18*), Caski (VPH16*) SiHa (VPH16") y C33A (VPH),
independientemente del tipo de VPH que tienen incorporado, presentan disminucion
significativa (20-30%) de proliferacion a las 48 horas al ser cultivadas con 100Ul de IL-2,
incluyendo la linea C33A que es negativa para VPH (Figura 14). Cada linea celular fue

comparada con su respectivo control sin tratamiento (SE).

Fekek *% * Fk %k *
100+
o
0 T
8 |
(1]
[ .
P
Q
s 7 = 2
™~ o)
S 3 o
0-
¢ & S K S K S K S F S
v & 7S S S S S
X N Y o ov‘?’ &Y &>

Figura 14. Analisis de la proliferacion de células de CaCu tratadas con 100Ul de
IL-2 durante 48 horas. Se observa una disminucion significativa de la proliferacion
celular en diferentes lineas de CaCu HeLa, INBL, HER3", Caski, SiHa (VPH") y C33A
(VPH"), p<0.05. Para las células HeLa se obtuvo una disminucion del 12.8%, para INBL
35.3%, HER3* 36.2%, Caski 34.9%, 31.1% y para la linea C33A un 26.4%.
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Expresion de CD95 en lineas celulares de CaCu

Mediante citometria de flujo se analizo la expresion del receptor CD95 intracelular y extracelular

en las diferentes lineas celulares de CaCu. Se observo que las células VPH* expresan al

receptor CD95 en un alto porcentaje (80-97.7%) de forma extracelular, en comparacion con, la

linea C33A VPH"que expresa un bajo porcentaje de CD95 extracelular (16.9%). Sin embargo,

independientemente de la presencia o ausencia del virus, todas las lineas celulares expresan

un alto porcentaje de forma intracelular (73-90%) como se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Determinacion de CD95 intracelular y extracelular en células de CaCu. Lineas de CaCu positivas para
VPH expresan altas cantidades de CD95 intra y extracelular (>80%), en contraste con la linea celular negativa para VPH
que Unicamente expresa CD95 intracelular significativamente (73%) de lado izquierdo se tiene el control de
autoflorescencia (CAF) para cada muestra. A) Células HeLa (VPH 18*) 90.6% expresan el receptor intra y extracelular
B) Células INBL (VPH 18*) 81.7% C) Células HER 3* (VPH 18%) 86.8% D) Células Caski (VPH 16%) 85.8% E) Células
SiHa (VPH 16%) 97.7% siendo esta linea la que mayor porcentaje de CD95 intra y extracelular expreso. F) Células C33A
(VPH negativas) en contraste con todas las lineas anteriores, expresé Unicamente 16.9%o extracelular, el mayor porcentaje
de expresion se haya en el cuadrante Q1 con un 73.0%, es decir la mayor parte del receptor esta internalizado.

La activacion de la via CD95 en células HelLa puede inducir proliferacion,

autofagia o muerte de forma dosis dependiente

Se evalud el efecto de la activacion de la via CD95 en células HelLa (VPH18*), utilizando un
anticuerpo agonista de la via CD95 (DX2) en diferentes concentraciones. Por medio de andlisis
de imagenes y de proliferacion celular, se evaluaron cambios morfoldgicos y la densidad celular
con tinciones por cristal violeta. Para evaluar cambios morfolégicos se dio seguimiento a los
cultivos celulares con la toma de fotografias a diferentes tiempos y concentraciones de

estimulo, como se observa en la figura 16.

Los cambios morfolégicos, mas significativos se presentaron 48 horas posteriores al estimulo,
observandose que a bajas dosis de CD95 [0.1 - 0.25 pg/ml] hubo un incremento en la densidad
celular, a concentraciones medias [0.5 -2.0ug/ml] no se observaron cambios en la densidad
celular. Sin embargo, las células presentaron una morfologia anormal, visualmente con
prolongaciones celulares y mayor tamafo respecto al control, lo cual fue confirmado analizando
las imagenes con el programa imageJ, el cual indicé un aumento en el area celular mayor al
doble con respecto al control (Tablas Anexo 1). Finalmente, con altas concentraciones del
anticuerpo agonista para CD95 [2.5-5.0ug/ml] indujeron cambios morfolGgicos caracteristicos

de células apoptéticas (Figura 16 y 17).
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Figura 16. Analisis morfologico de células HelLa tratadas con diferentes dosis del anticuerpo agonista
anti-CD95. A-F. Fotografias de células HeLa estimuladas con diferentes concentraciones del anticuerpo
agonista para CD95 (DX2) durante 48 horas (campo claro objetivo 10X), se analizaron células al azar por
cuadrante y se obtuvo la media (mean) y desviacion estandar (SD) de cada grupo. A) Células sin estimulo (SE)
promedio de area celular ( X=481.64 um?) B) Células estimuladas con 0.2 pg/ml de anti-CD95, se observa un
incremento en la densidad celular respecto al control, pero no se aprecia incremento significativo en el tamafio
celular (X=511.43um?) C) Células Hela estimuladas con 0.5 pg/ml de anti-CD95, se puede observar
incremento en la densidad celular, e incremento en el tamafio (X=806.6 um?) D) Células estimuladas con 1.0
pg/ml de anti-CD95, no se observa aumento en la densidad celular pero si en el tamafio celular que se puede
apreciar claramente en las células ubicadas dentro del circulo rojo (X=1071.38um3?) E) Células estimuladas
con 2.5 pg/ml de anti-CD95, en las cuales observa aumento de tamafio (X=916.15 pm?), sin embargo, se
comienzan a distinguir cuerpos apoptoéticos (sefialados con la flecha roja) F) Células estimuladas con 5.0 pg/ml
de anti CD95, se observan claramente cuerpos apoptoticos en todo el cuadrante y pocas células adheridas que
presentan disminucion de su tamafio (X=393.97um?). 35
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Figura 17. Andlisis estadistico de area celular por cada grupo estimulado de células HeL a.
La Gréafica muestra el area celular de células HeLa en um?. Se midieron 15 células al azar por
grupo. Para el andlisis se tom6 como base la escala de 50 pm colocada por la cdmara al
momento de la captura, cada grupo estimulado fue comparado estadisticamente con el grupo
control (SE) por medio de Analisis de varianza (ANOVA) y se encontro significancia en los
grupos tratados con 0.5, 1.0 y 2.5 pg/ml con una p<0.05.
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Curva de proliferacién con anticuerpo agonista para CD95

Para evaluar la densidad celular en cada grupo se realiz6 el analisis de proliferacion con la
técnica de Cristal Violeta con el cual se corroboro el incremento en la proliferacion celular en
células HelLa estimuladas con 0.2 pg/ml de anti CD95 y una disminucion en la densidad celular
cuando las células HelLa se estimularon con concentraciones elevadas (5 pg/ml) de anti-CD95
(Figura 18).
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Figura 18. Gréfica de proliferacion en células HeLa estimuladas con diferentes dosis de CD95 a 48H.
La gréafica muestra el comportamiento celular dependiendo de la dosis de anti-CD95 utilizada. A bajas dosis
0.1, 0.2 y 0.25 (barras en violeta) muestran un incremento proliferativo (excepto 0.05 pg/ml), en donde 0.2
pg/ml es significativo respecto al control (p<0.05). En el caso de las dosis medias 0.5, 1.0, 1.25 pg/ml (barras
en rosa) se observa que no hay incremento ni decremento en la proliferacion celular, incluso se puede observar
que estan cerca del control. Sin embargo, a altas dosis del agonista para CD95 2.5y 5.0 pug/ml (barras en azul)
se observa decremento, debido a la muerte celular observada a estas concentraciones en donde 5.0 pg/ml
presenta significancia (p<0.05); todos los estimulos fueron comparados con el control (barra gris).
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La estimulacion de la via CD95 induce acumulacion de la proteina

autofagica LC3B

Después de observar incremento en el tamafio de las células HelLa al estimularse con 0.5, 1.0
y 2.5 ug/ml y debido a que no se observaron cambios en el porcentaje de proliferacion con
respecto al control, ni la presencia de cuerpos apoptéticos, surgio la pregunta de si las células
podrian estar activando el proceso de autofagia. Para responder la pregunta, se evaludé por
microscopia confocal la presencia de la proteina LC3B focalizada en células Hela tratadas con
0.5 pg/ml, como se puede apreciar en la figura 16, existen pequefias acumulaciones de
proteina LC3B “focos de fluorescencia” caracteristicos de células en autofagia (Figura 19 C y
D).

Figura 19. Células HelLa tratadas con anti CD95, evaluacién de LC3B por microscopia
confocal. A) Células HeLa sin estimulo B) Células HeLa tratadas con cisplatino [0.2ug / mL
48H] como control positivo C) y D). Células HeLa estimuladas con CD95 [0.5 ug / mL 48H].
En las células HeLa estimuladas con cisplatino y anti CD95, se observan algunos “focos de
florescencia” lo que significa que hay acumulacion de la proteina LC3B. En Azul -DAPI, Verde-

FITC para la proteina de autofagia LC3B y Rojo-PE-Cy7 para CD95.
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La activacion de la via CD95 induce muerte en células mononucleares de

sangre periférica

Después de observar que en células HelLa dosis de 0.2ug/ml de anti-CD95 indujeron
proliferacion y de 0.5 pg/ml de anti-CD95 autofagia, se decidid evaluar el efecto de estas
concentraciones en células mononucleares obtenidas de sangre periférica (SP), las cuales
fueron estimuladas durante 48 horas, para posteriormente evaluar el porcentaje de muerte

celular por medio de citometria de flujo obteniendo los siguientes resultados (Figura 20 y 21).

A B C
Specimen_001-lc caf 1 0ui Specimen_001-Ic 10uit Specirnen_001-cd95t
o] CAF | ] SE o] 0.2 pg/ml
L < ]
¢ -
%ﬂgz g‘"’g_-
E Z“pnnmm'rrrrmq T TTTT T TTT T TTTTT T g»—-ullllll TTTTTI T T T TT0T T T TTITT] T Ef é”' TTTTITT T T 11T l‘|‘|||7|l'"i_.'_
0 102 :I]Da Té‘ ml "o {gl 10 u;‘ I||] a4 -1ézul1$2 10° IE‘I‘ 0?
oS FITC-A : ANNEXIN FITC-A ANNEXIN FITC-4
D
(%) Porcentaje de muerte celular
Condicién / cuadrante Linfocitos CAF Linfocitos Sin Estimulo | Linfocitos 0.2 pg/ml CD95
Necrosis Q1 1.3 2.8 55
Apoptosis tardia Q2 2.9 29.5 37.4
Apoptosis tempranal Q4 0.2 16.6 21.3
Células vivas Q3 956 51.1 359

Figura 20. Evaluacion de apoptosis por citometria de flujo. A) Control de auto-florescencia (CAF) B)
Linfocitos sin estimulo tefiidos con Anexina V/ IP con un total de apoptosis del 46.1% C) Linfocitos tratados
con 0.2 ug/ml de CD95 y tefiidos con Anexina V/IP con un total de apoptosis del 58.7% D) Tabla de porcentajes
de células positivas para el marcaje de FITC conjugado con Anexina V y con loduro de Propidio (IP), por
cada cuadrante, Q1 representa células en necrosis; Q2 células en apoptosis tardia; Q3 células normales; Q4
células en apoptosis temprana. Los valores obtenidos son producto de 10,000 eventos.
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Se observo que células mononucleares estimuladas con dosis de 0.2ug/ml de anti-CD95,

aumentan ligeramente el porcentaje de apoptosis (12.6%) con respecto al control y el total de

apoptosis (temprana y tardia ) fue del 58.7% (Figura 20), mientras que, en células

mononucleares estimuladas con dosis de 0.5ug/ml de anti CD95 el aumento en el niumero de

células apoptoticas fue mayor (39.9%) con respecto al control y el total de apoptosis fue de

63.8 % como se observa en la figura 21.
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Condicién f cuadrante
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Necrosis Q1 0.4 0.5 1.1

Apoptosis tardia Q2 0.1 8.2 34.4
Apoptosis temprana | Q4 0.0 15.7 294
Células vivas Q3 99.4 75.5 35.0

Figura 21. Evaluacién de apoptosis por citometria de flujo. A) Control de auto-florescencia (CAF) B)
Linfocitos sin estimulo teflidos con Anexina V/ IP con un total de apoptosis del 23.9% C) Linfocitos tratados
con 0.2 pug/ml de CD95 vy tefildos con Anexina V/IP con un total de apoptosis del 63.8% D) Tabla de
porcentajes de células positivas para el marcaje de FITC conjugado con Anexina V' y con loduro de Propidio
(IP), por cada cuadrante, Q1 representa células en necrosis; Q2 células en apoptosis tardia; Q3 células normales;
Q4 células en apoptosis temprana. Los valores obtenidos son producto de 10,000 eventos.

Estos datos indican que concentraciones que inducen proliferacion en células HelLa (0.2pg/ml

de anti-CD95) inducen apoptosis en un pequeio porcentaje de células mononucleares, y que

concentraciones que inducen autofagia en células HelLa (0.5ug/ml de anti CD95) inducen

apoptosis en alto porcentaje de células mononucleares (39.9%).
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Altas dosis de IL-2 inhiben la proliferacion inducida por CD95 en células
HelLa

Después de establecer el efecto anti-proliferativo de 100UI/ml de IL-2 en células HelLa y la
induccion de proliferacion en las mismas con bajas dosis del anticuerpo agonista para CD95,
se determiné el efecto del estimulo de forma simultdnea y escalonada sobre la proliferacion
celular. Los resultados obtenidos se muestran en las siguientes graficas a 48 y 96 horas (Figura
22,23y 24).

Se observa que a 48 horas 100Ul de IL-2 disminuyen la proliferacion, 0.2ug/ml de anti-CD95
inducen proliferacion y el tratamiento simultaneo de 0.2ug/ml de anti-CD95 mas 100Ul de IL-2
disminuyen significativamente la proliferacion de células HelLa. Los resultados muestran que
es mayor el efecto inhibidor de la IL-2 a 96 horas como se observa en la figura 23 y 24, la IL-2

inhibe la proliferacion inducida por la activacion de la via CD95 con mayor eficiencia.
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Figura 22. Gréfica de proliferacion en células HeLa después de 48 horas de tratamiento con 100Ul/ml
mas CD95. Se muestra el comportamiento celular al estimular simultaneamente células Hela. La barra gris
representa las células control (SE). La barra rosa muestra los resultados obtenidos con 100U1/ml se observa una
disminucién de la proliferacion de 13.75% respecto al control lo cual result6 significativo (p<0.05). La barra
verde representa las células estimuladas con 0.2 pg/ml de CD95, se encontré significancia con incremento en la
proliferacion del 10.4% respecto al control. Finalmente, la barra en azul representa el grupo tratado con ambos
estimulos simultdneamente 100UI/ml de IL-2 més 0.2 pug/ml de CD95 lo que resulto significativo con una
disminucion de la proliferacion del 17.84% respecto al control y del 28.31% respecto al grupo estimulado con
0.2 pg/ml de CD95 (p<0.05).
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Figura 23. Gréfica de proliferacion en células HeLa después de 96 horas de tratamiento con 100Ul/ml
mas CD95. Se muestra el comportamiento celular al estimular simultaneamente células HeLa. La barra gris
representa las células control (SE). La barra rosa muestra los resultados obtenidos con 100UI/ml después de
96 horas, se observa una disminucion de la proliferacion de 16.21% respecto al control lo cual resultd
significativo (p<0.05). La barra verde representa las células estimuladas con 0.2 pg/ml de CD95, se encontro
significancia con incremento en la proliferacion del 8.30% respecto al control. Finalmente, la barra en azul
representa el grupo tratado con ambos estimulos simultdneamente 100UI/ml de IL-2 mé&s 0.2 pg/ml de CD95
lo que resultd significativo con una disminucién de la proliferacion del 34.59% respecto al control y del
42.89% respecto al grupo estimulado con 0.2 pg/ml de CD95 (p<0.05). B. Fotografias de células HelLa
estimuladas con 100Ul de I1L-2, 0.2 pg/ml de CD95 y estimulacién simultanea a 96 horas (campo claro objetivo
10X) se observa claramente la disminucién proliferativa al estimular simultdneamente, sin embargo, no se
observan cuerpos apoptéticos, pero si un incremento en area celular.
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Figura 24. Gréfica de proliferacion en células HeLa después de 96 horas de tratamiento con 100UI/ml
mas CD95. A. Se muestra el comportamiento celular al estimular simultdneamente células HelLa. La barra gris
representa las células control (SE). La barra rosa muestra los resultados obtenidos con 100UI/ml después de 96
horas, se observa una disminucion de la proliferacion de 20.81% respecto al control lo cual result6 significativo
(p<0.05). La barra verde representa las células estimuladas con 0.2 pg/ml de CD95, se encontro significancia
con incremento en la proliferacion del 8.30% respecto al control. Finalmente, la barra en azul representa el
grupo tratado con ambos estimulos simultdneamente 100Ul/ml de IL-2 mé&s 0.2 pg/ml de CD95 lo que resultd
significativo con una disminucion de la proliferacion del 26.82% respecto al control y del 43.04% respecto al
grupo estimulado con 0.2 pg/ml de CD95 (p<0.05) B. Fotografias de células HeLa estimuladas con 100Ul de
IL-2, 0.2 pg/ml de CD95 y estimulacion simultdnea a 96 horas (campo claro objetivo 10X) se observa
claramente la disminucion proliferativa al estimular simultaneamente, sin embargo no se observan cuerpos
apoptaticos pero si incremento en area celular.
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DISCUSION

Las células tumorales son capaces de utilizar diferentes citocinas y ligandos para
favorecer su sobrevida y/o crecimiento a través de diferentes vias de sefalizacion. Una sobre
activacion de estas vias puede desencadenar procesos en la regulacion de proliferacion,
diferenciacion e incluso la muerte celular. Bajo este contexto, antecedentes del grupo de trabajo
muestran que bajas dosis de la citocina IL-2 favorece la proliferacion de células de cancer
cervicouterino mientras que altas dosis disminuyen la proliferaciéon de estas células, lo cual
sugiere que la IL-2 juega un papel importante en el crecimiento tumoral (Alvarado MJ, 1997;
Valle-Mendiola et al., 2016). Resultados de Lagunas C et al., 2019, muestran que esta
disminucién en la proliferacion celular se debe a un arresto en el ciclo celular en la fase G1 y

este arresto no culmina en senescencia o muerte celular.

Ademas, la resistencia de células de CaCu a la induccion de muerte celular estd ampliamente
reportada, datos previos de nuestro grupo de trabajo, muestran la presencia de uno de los
receptores de muerte celular mas importantes y representativos dentro del sistema inmune Fas
(CD95) sobre la superficie de las células tumorales (Gutiérrez-Hoya et al.,2019). Estudios
recientes describen la importancia de la activacion de las vias de sefializacion para IL-2 y CD95
en diversas células tumorales de forma individual, sin embargo, si se analizan detalladamente,
estas dos vias pueden tener puntos de convergencia que derivan en activacion de la
proliferacion, sobrevida y migracion de células cancerigenas, a través de cascadas de
sefializacion en donde intervienen las MAP cinasas, PI3K, AKT y NF-kB (Boyman O., 2012;
Martin-Villalba et al., 2013).

La estimulacion celular via CD95 e IL-2 pueden tener diversos efectos dependientes de la
estirpe celular y de concentracion, por ejemplo, la activacién de la via CD95 en células de
cancer de mama (MCF7), células de cancer renal (CAKI-1) y en células de adenocarcinoma
ductal pancreético conduce a sobrevida celular contraponiéndose con su papel natural como
inductor de apoptosis (Chen L et al., 2010; Teodorcyk M. 2015). Por otro lado, la activacién via
IL-2 por medio de su receptor de media y alta afinidad ha sido descrito en células de las lineas
de cancer cervicouterino CALO e INBL (VPH18") jugando un papel crucial en la sobrevida y
proliferacion de estas células (Zavaleta RL. et al., 2004). Por lo anterior, se decidio evaluar si

pueden existir efectos antagdnicos o sinérgicos entre las cascadas de sefializacion inducidas
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por la IL-2 y el receptor apoptético Fas (CD95). El andlisis de estas vias representa un punto

clave para una mejor comprensién de la biologia de las células de cancer cervicouterino.

El primer punto que se evalud fue el tratamiento de altas dosis de IL-2 (100Ul/mL) sobre
diferentes lineas de CaCu, comparando la respuesta entre lineas positivas y negativas para
VPH. Como se puede observar en la figura 14, para las células HelLa se obtuvo una disminucion
del 12.8%, para INBL 35.3%, HER3" 36.2%, Caski 34.9%, 31.1% Yy para la linea C33A un 26.4%
por lo que, existe disminucion en la proliferacion celular de manera significativa en todas las
lineas celulares independientemente del tipo de VPH que se encuentra incorporado, incluyendo

la linea C33A negativa para VPH.

Estos resultados son consistentes con los reportados por Valle-Mendiola y colaboradores
(2014), donde observan que lineas celulares VPH18+ (Calo e INBL) disminuyen su proliferacion
al ser tratadas con altas dosis de IL-2 (100Ul/mL). Estudios posteriores de nuestro grupo de
trabajo dilucidaron que esta disminucion se debe a un arresto transitorio del ciclo celular en la
fase G1. Es importante destacar que nuestros resultados muestran que no solo las células
VPH18* disminuyen su proliferacion, si no que células VPH16* o negativas para VPH también

lo hacen.

Hasta el momento, se desconoce si el tratamiento con 100Ul IL-2 podria incrementar la
susceptibilidad de estas células a activar la apoptosis en respuesta a otro tratamiento, ya que,
a estas concentraciones de IL-2 la detencién del ciclo celular parece ser transitoria y no induce
muerte celular por apoptosis. Bajo este contexto datos del grupo de trabajo muestran la
expresion de CD95 en lineas celulares de CaCu (Gutierrez-Hoya et al.,2019), lo cual nos llevé
a hacer méas extensa la determinacion de dicho receptor para esclarecer si la presencia de
CD95 podria inducir a las células a muerte por apoptosis. Recientemente, se demostré que el
tratamiento con 100 Ul de IL-2 induce apoptosis en las lineas de cancer cervicouterino CALO e
INBL (Corioriles-Torres, 2019) lo cual difiere de los resultados obtenidos por nuestro grupo de
trabajo para las células cervicouterino HelLa. Esta diferencia podria deberse a las condiciones
experimentales del cultivo celular y de las técnicas utilizadas para el analisis del proceso de
muerte celular.
Al determinar la expresién de CD95 en células de cancer cervicouterino, se observo que todas
las lineas de CaCu VPH positivas, expresan alto porcentaje de CD95 extracelular (80-90%).
Sin embargo, las células VPH negativas (C33A), expresan un pequefio porcentaje de esta
molécula en su superficie (5 a 16%). Debido a que el porcentaje de células C33A (VPH")
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fluctuaba dependiendo de la confluencia celular o del tiempo de manipulacion, se pensé en la
probabilidad de que estas células presentaran el receptor CD95 de forma intracelular; motivo
por el cual, se analizé la expresion de éste permeabilizando a las células. Los resultados
indican que todas las lineas celulares son positivas para CD95 de forma intracelular,
incluyendo, las células C33A con un alto porcentaje (73%). El mecanismo por el cual las células
C33A evitan la expresion de CD95 extracelular es desconocido, sin embargo, probablemente
es parte de su mecanismo de evasion del sistema inmune e induccién de apoptosis. Estos
resultados destacan la importancia del virus del papiloma humano en el cancer cervicouterino
y su posible relacion con el receptor CD95. Cabe destacar que las células SiHa VPH16*
resultaron positivas en casi un 100 % al receptor de muerte FAS.

Filippova. M y colaboradores (2004), enfatizan la relevancia de la proteina E6 del VPH16, al
unirse al dominio de muerte asociado a Fas (FADD). Sus resultados muestran que al estar
unida la proteina E6 del VPH al dominio de muerte, ésta bloquea la via apoptoética, e incluso
puede estar degradando a FADD y con esto forzando a desviar la via hacia alguna ruta de
sobrevida. Esta idea es de relevancia si se compara con el comportamiento de otros virus que
han desarrollado estrategias especificas para inhibir o bloquear a Fas, tal es el caso de algunos
codigos de adenovirus que forman el complejo llamado RID, éste a su vez media la rapida
internalizacion y degradacién de Fas desde la superficie celular. Otro ejemplo cercano es el
virus del herpes simplex (VHS) en donde la subunidad R1 previene la activacion de caspasa 8
inducida por Fas (Bertin, J et al., 1997; Holzenburg, A., & Bogner, 2002) a diferentes niveles
para muchos virus; Fas es un blanco primordial, por lo que para el VPH no es la excepcion.
Probablemente la proteina E6 de los VPH 18 también pueda llevar a cabo el mismo papel,
confiriendo resistencia a la activacion de la via y como consecuencia al desarrollo de apoptosis,

pero esto aun no se encuentra reportado.

La expresidon de CD95 en diversas células tumorales se encuentra ampliamente descrito (Chen
L et al., 2010; Qadir SA et al., 2017), sin embargo, no se habia realizado algun estudio para
células de cancer cérvico uterino, de ahi la relevancia del presente estudio. Publicaciones
recientes en células tumorales sugieren la activacion de la via CD95 en un contexto no
apoptético por medio de nuevas vias de sefalizacion (Martin-Villalba et al., 2013). Teodorczyk
My colaboradores (2015), muestran la activacion de la via no candnica de CD95 implicada en
la capacidad metastasica via Sck en células de adenocarcinoma ductal pancreatico (PANC-1)

En otro estudio Chen L y colaboradores (2010) destacan la importancia del receptor CD95 y su
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ligando (CD95L) en el crecimiento, proliferacion e incluso angiogénesis de células tumorales,
los resultados fueron obtenidos a través de lineas de cancer renal (CAKI-1), cancer hepético
(HepG2), cancer de mama (MCF7) ovario (SCOV3) y colon (HCT116) y sugieren que la

actividad tumoral de CD95 podria involucrar la via JNK- Jun.

Tomando en cuenta lo anterior analizamos la activaciéon de la via Fas (CD95) en células HelLa
VPH18" utilizando un anticuerpo agonista anti-CD95 de la clona DX2, con base en lo publicado
por Komada y colaboradores en 1999, donde utilizan células leucémicas tratadas con
diferentes anticuerpos agonistas para CD95 en concentraciones de 1 pg/ml; los resultados
muestran que las clonas con mayor efectividad son DX2 y CH11. Este antecedente fue de gran
ayuda para establecer la concentracion y tiempo de estimulo de la via CD95. Para fines
practicos y de entendimiento en este trabajo, denominamos “bajas dosis” a cantidades menores
a 1 pyg/ml, “dosis medias” a concentraciones cercanas a 1 ug/ml y “altas dosis” a cantidades

mayores a 1 pg/ml.

Como se puede observar en la gréfica de la figura 18, la respuesta de las células HelLa (VPH
18%) frente a la activacion de la via CD95 es diferencial. Bajas dosis (0.1-0.2 pg/ml) del
anticuerpo agonista para la via CD95 induce proliferacion celular de manera significativa, el
tratamiento con dosis medias del anticuerpo agonista CD95 (0.5, 1.0 y 1.25 pg/ml) no muestra
cambios en la proliferacion celular con respeto al control y finalmente, se necesitan dosis muy

elevadas (5 pg/ml) para disminuir la proliferacion celular en apenas un 34%.

La induccién de proliferacion en células HelLa cuando son tratadas con bajas dosis del
anticuerpo agonista anti CD95, posiblemente se debe a la activacion de la via no canonica de
CD95. Como se ha mencionado anteriormente, dentro de las funciones no apoptéticas de CD95
esta el acoplamiento a multiples vias de sefalizacion que involucran a ScK, PI3K, MAP cinasas,
NF-xB (Boyman O, 2012; Sancho M. et al., 2009). Recientemente se ha implicado también la
activacion de STAT-1 mediante la estimulacion a largo plazo de CD95 induciendo la
proliferacion de células progenitoras tumorales (Qadir SA. et al., 2017).

Otro reporte relevante sobre el papel de CD95 esta relacionado a su estructura, ya que se
describe la presencia del dominio SH2 que se une a residuos de tirosina. Las bajas
concentraciones de agonista para CD95, podrian estar induciendo fosforilacion a nivel del
propio receptor o de procaspasa 8, ya que en resientes estudios se ha demostrado que la Tyr
291 presente en el dominio de muerte CD95 sufre fosforilacion tras la activacién del receptor

en células tumorales.
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Ademas, la caspasa-8 también contiene un motivo de union similar a SH2 (YXXM) (Teodorczyk
M, et al., 2015), existen reportes de la importancia de Tyr 380 de procaspasa 8 que al ser
fosforilada impide la proteolizacion de la misma y ésta puede ser reclutada por Src activando
asi a PI3K y ERK, claros inductores de proliferacion celular (Barbero S. et al., 2008; Kleber S,
et al., 2008; Sancho M et al., 2009).

Por otro lado, observamos que el tratamiento con dosis medias del anticuerpo agonista para
CD95 (0.5, 1.0 y 1.25 pg/ml), no resulta en aumento o disminucién de la proliferacion, pero
tampoco activo la via apoptética, incluso con 1.0 ug/ml como se ha reportado para células
leucémicas (Komada Y. et al., 1999) Como podemos apreciar en la figura 16, el tratamiento
con estas concentraciones indujo cambios morfoldgicos, las células se visualizan més grandes,
con algunas prolongaciones e incluso se puede ver acumulacion de células, en las cuales no

se distingue con claridad la separacion entre las células.

Lo anterior nos llevé a pensar en algun otro mecanismo de resistencia a la muerte. Una de las
vias que de manera reciente despertd interés como mecanismo de evasion de muerte en
células tumorales, es la activacion de la autofagia, que a su vez puede ser subdividida en micro-
autofagia y macro-autofagia (Choi K, 2012; Aredia F, 2012; Costas MA & Rubio MF, 2017).
Este proceso puede ser desencadenado por diferentes factores como la falta de nutrientes y
oxigeno al interior de la masa tumoral; ademas existen recientes reportes que indican que
tratamientos quimioterapéuticos también pueden inducir la activacion de la via autofagica, por
ejemplo, el tratamiento de células HelLa con cisplatino induce la activacion de esta via (Lin, W.
M., & Li, Z. G. 2015).

Al contar con estos antecedentes y observar el comportamiento de nuestras células decidimos
evaluar la presencia de focos de fluorescencia positivos para LC3B, lo cual se llevé a cabo por
medio de microscopia confocal. Como se observa en la figura 19, tanto en el control positivo
(células tratadas con cisplatino) como en células Hela tratadas con 0.5 pg/ml del anticuerpo
anti-CD95, se aprecia acumulacion de LC3B, lo cual sugiere la formacion de focos de
fluorescencia. Estos resultados indican la activacion de la via autofagica en células de cancer
cervicouterino en respuesta a la activacion de la via CD95, lo cual es consistente con resultados
de Zhang Y y colaboradores (2008), en donde demuestran que la activacion de la via Fas
(CD95) puede desencadenar autofagia de forma dependiente de las JNK (Zhang Y, et
al.,2008).
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Finalmente, cuando se utilizaron altas dosis de anti-CD95 (2.5 y 5.0 ug/ml), se logré activar la
via apoptoética en un bajo porcentaje (34%). A estas concentraciones se pueden visualizar
caracteristicas tipicas de la muerte celular por apoptosis como son, la deshidratacion celular,
condensacion del citoplasma, cambios en la forma y el tamafio que pueden ser facilmente
distinguidos con microscopia Optica convencional y finalmente la formacion de cuerpos
apoptoticos (Prado MD et al.,, 1997). Sin embargo, es importante destacar que estas

concentraciones son muy altas y biolégicamente no podrian encontrarse presentes.

Una vez que se determiné el efecto de diferentes concentraciones del anticuerpo agonista anti-
CD95 sobre las células tumorales HeLa (VPH18*), se evalud el efecto de estas dosis sobre
células del sistema inmune de donadores sanos. Para esto utilizamos células mononucleares
de sangre periférica que fueron estimuladas con dosis que en las células tumorales inducian
proliferacion (0.2 pg/ml), como se puede observar en la figura 20, tras la estimulacion de la via
CD95 en células mononucleares se observé un incremento en la apoptosis del 12.6% con
respecto al control y cuando se estimularon con dosis medias (0.5 pg/ml ) en donde inducian
autofagia en células tumorales, las células normales incrementaron el porcentaje de apoptosis
en un 39.9% con respecto al control figura 21. Estos resultados indican que en un contexto en
el cual existan células tumorales y células del sistema inmune (Sl), la activacion de la via CD95
induciria proliferacién en las células tumorales y muerte en un pequefio porcentaje de las
células del sistema inmune. Por el contrario, la activacion de la via CD95 con dosis mas
elevadas (0.5 pg/ml) afectaria en mayor medida a las células del Sl induciéndoles apoptosis,
mientras que las células tumorales activarian el proceso de autofagia para evitar la muerte

celular.

Lo anterior es congruente con antecedentes que muestran que las células tumorales son
capaces de secretar al ligando de CD95 (Barnhart BC et al., 2004), lo que podria servirles como
un mecanismo autocrino para promover su proliferacion. Sin embargo, la sobre activacion de
diferentes vias de sefializacion no solo puede desencadenar la muerte celular programada sino
también puede tener efecto sobre el ciclo celular. Tal como sucede con la estimulacion a bajas
dosis de IL-2 que inducen la proliferacion celular. Sin embargo, altas dosis inducen la detencion
del ciclo celular, pero desconocemos si esta estimulacion previa sensibilice a las células para
desencadenar la muerte celular de forma mas eficiente y si el tratamiento con la IL-2 pueda

inhibir la proliferacion inducida por la activacion de la via CD95.
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Bajo este esquema, analizamos el efecto de estimulos simultdneos y escalonados con altas
dosis de IL-2 mas la estimulacion via CD95. Como se observa en las figuras 22, 23 y 24, cuando
se estimulé de manera simultanea con 100Ul de IL-2 mas 0.1 del anticuerpo CD95, se inhibid
la proliferacion inducida por la activacion de la via CD95 y cuando las células tumorales son
estimuladas previamente con altas dosis de IL-2 durante 48H, la activacion de la via CD95 a
bajas dosis tampoco logra inducir su efecto proliferativo. Estos datos indican que la
estimulacién de las vias CD95 e IL-2/IL-2R podrian estar activando cascadas de sefializacion
simultdneas o que podria existir comunicacion cruzada “crosstalk” entre ambas. Ademas, las
células tumorales podrian responder a la estimulacién via CD95 e IL-2/IL-2R, deteniendo el
ciclo celular o activando la via apoptotica, se requieren estudios posteriores para analizar esta

posibilidad.
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CONCLUSIONES

e Al realizar la comparacién de nuestros resultados con publicaciones previas, confirmamos
gue lineas de cancer cervicouterino VPH 18*, VPH16" y negativas para VPH, disminuyen

significativamente su proliferacion al ser cultivadas por 48 horas con 100Ul/mL de IL-2.

e Las lineas celulares positivas para VPH expresan el receptor CD95 intra y extracelular, sin

embargo, la linea C33A negativa para VPH lo expresa Unicamente de forma intracelular.

e Al ser activada la via CD95 con su agonista, se observa un comportamiento dosis
dependiente, ya que con bajas dosis las células incrementan su proliferacion, a dosis medias
muestran caracteristicas propias de autofagia y a altas dosis las células logran activar la via

apoptotica.

e El anticuerpo agonista para CD95 (DX2) induce apoptosis en células mononucleares a dosis

en las que en células de CaCu (HelLa) induce proliferacion y autofagia.

e El| estimulo simultaneo IL-2 mas CD95, arroj6 que 100Ul/mL de IL-2 disminuye la

proliferacion inducida por el anticuerpo agonista para la via CD95 (DX2).

PERSPECTIVAS

Realizar un analisis comparativo de la respuesta en células HelLa al anticuerpo agonista

CH11 con respecto a la clona DX2.

Evaluar muerte celular por apoptosis en células estimuladas de manera simultanea con
100UI/mL de IL-2 y el anticuerpo agonista para CD95 (DX2).

Analizar genes y/o proteinas que definan a mayor profundidad la induccién de autofagia al
ser estimuladas con anti-CD95 (DX2 o CH11).

51



REFERENCIAS

10.

11.

12.

13.
14.

15.

Aguilar-Lemarroy, A., Kirchhoff, S., Whitaker, N., Gariglio, P., zur Hausen, H., Krammer, P. H., &
Rosl, F. (2001). Differential sensitivity of human papillomavirus type 16+ and type 18+ cervical
carcinoma cells to CD95-mediated apoptosis. International Journal of Cancer, 93(6), 823-831.
Aguilar-Solis E. (2014). Dilucidacién de la via apoptética ejercida por IL-2 en lineas celulares de
carcinoma de cérvix CALO e INBL. Tesis de licenciatura. UNAM; FES Zaragoza.

Alberts B, Bray D, Hopkin K, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, & Walter P. (2006) Introduccion
a la biologia celular, 2a edicion, Editorial Médica Panamericana, México, pp.740

Alvarado M.J (1997). Presencia de la cadena alfa y beta del receptor para IL-2 en células de
carcinoma de cérvix y el efecto proliferativo inducido por IL.2 en estas celulas tumorales: un possible
mecanismo de escape inmunologico, Tesis de licenciatura. UNAM; FES Zaragoza.

Aredia F, Guaman L.M, Giansanti V, Scovassi |. (2012) Autophagy and cancer. Cells; 1: 520-534.
Ashkenazi, A., & Dixit, V. M. (1998) Death receptors: signaling and modulation. Science, 281(5381),
1305-1308.

Barbero, S., Barila, D., Mielgo, A., Stagni, V., Clair, K., & Stupack, D. (2008). Identification of a critical
tyrosine residue in caspase 8 that promotes cell migration. Journal of Biological Chemistry, 283(19),
13031-13034.

Barnhart, B. C., Legembre, P., Pietras, E., Bubici, C., Franzoso, G., & Peter, M. E. (2004). CD95
ligand induces motility and invasiveness of apoptosis-resistant tumor cells. The EMBO
journal, 23(15), 3175-3185.

Bertin, J., Armstrong, R. C., Ottilie, S., Martin, D. A., Wang, Y., Banks, S., ... & Lenardo, M. J. (1997).
Death effector domain-containing herpesvirus and poxvirus proteins inhibit both Fas-and TNFR1-
induced apoptosis. Proceedings of the National Academy of Sciences, 94(4), 1172-1176.

Boyman O & Sprent J. (2012) The role of interleukin-2 during homeostasis and activation of the
immune system. Nat Rev. Immunol. 17;12(3):180-90.

Chabner Bruce A, Lynch Thomas J. Longo Dan L. (2008) Harrison Manual de Oncologia. Traduccién
de primera edicion, Ed. Mc Graw Hill. Capitulo15. 96-98.

Chen, L., Park, S. M., Tumanov, A. V., Hau, A., Sawada, K., Feig, C., ... & Peter, M. E. (2010). CD95
promotes tumour growth. Nature, 465(7297), 492.

Choi, K. S. (2012). Autophagy and cancer. Experimental & molecular medicine, 44(2), 109.

Concha, M. (2007). Diagndstico y terapia del virus papiloma humano. Revista chilena de
infectologia, 24(3), 209-214.

Conway MJ, Meyers C. Replication and assembly of human papillomaviruses. J Dent Res.
2009;88(4):307-17.

52



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.
27.

28.

29.

30.

31.

Costas MA & Rubio MF (2017) Autofagia, una estrategia de supervivencia cellular. Facultad de
Medicina, Universidad de Buenos Aires. Vol 77: 314-320.

Elinos-Baez, C. M., Maldonado, V., & Zajgla, J. M. (2003) Caspasas: moléculas inductoras de
apoptosis. Gaceta Médica de México, 139(5), 493-499.

Evander, M., Frazer, I. H., Payne, E., Qi, Y. M., Hengst, K., & McMillan, N. A. (1997) Identification of
the alpha6 integrin as a candidate receptor for papillomaviruses. Journal of virology, 71(3), 2449-
2456.

Feldmann, M. (2008) Many cytokines are very useful therapeutic targets in disease. The Journal of
clinical investigation, 118(11), 3533-3536.

Filella, X., Molina, R., & Ballesta, A. M. (2002) Formacién continuada del médico practico: estructura
y funcién de las citocinas. Medicina integral: Medicina preventiva y asistencial en atencion primaria
de la salud, 39(2), 63-71.

Filippova, M., Parkhurst, L., & Duerksen-Hughes, P. J. (2004) The human papillomavirus 16 E6
protein binds to Fas-associated death domain and protects cells from Fas-triggered
apoptosis. Journal of Biological Chemistry, 279(24), 25729-25744.

Fotherqill, T., & McMillan, N. A. (2006). Papillomavirus virus-like particles activate the PI3-kinase
pathway via alpha-6 beta-4 integrin upon binding. Virology, 352(2), 319-328.

Fuster Garcia M.J. (2005), La via de sefializacion del receptor apoptético en la adicion a opiaceo.
Tesis de Doctorado. Universitat de Barcelona, Departamento de Bioquimica.

Garcia, P. J. (2007) Que hay en el horizonte sobre el virus del papiloma humano, vacunas y el control
del cancer. Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica, 24(3), 272-279.

Garza Salazar J.G y Juarez Sanchez P. 2014. El Cancer, Universidad Autbnoma de Nuevo Leon,
Primera edicion 23-31pp.

Guicciardi M.E, Gores G (2005), The Fas / FasL signaling patway in liver diseases. Berlin; Springer.
Gupta, S. (2000) Molecular steps of cell suicide: an insight into immune senescence. Journal of
clinical immunology, 20(4), 229-239.

Gutiérrez-Hoya, A., Zerecero-Carredn, O., Valle-Mendiola, A., Moreno-Lafont, M., Lopez-Santiago,
R., Weiss-Steider, B., & Soto-Cruz I. (2019). Cervical Cancer Cells Express Markers Associated with
Immunosurveillance. Journal of Immunology Research. 2019.

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Hallmarks of cancer: the next generation. cell, 144(5), 646-
674.

Holzenburg, A., & Bogner, E. (Eds.). (2002). Structure-function Relationships of Human Pathogenic
Viruses. Kluwer Academic/Plenum Publishers.

Hsieh, Y. J., Chien, K. Y., Lin, S. Y., Sabu, S., Hsu, R. M., Chi, L. M., ... &Yu, J. S. (2012) Photofrin
binds to procaspase-3 and mediates photodynamic treatment-triggered methionine oxidation and

inactivation of procaspase-3. Cell death & disease, 3(7), e347.
53



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.
44,

45,

46.

47.

48.

49.
50.

Huang, B., Eberstadt, M., Olejniczak, E. T., Meadows, R. P., & Fesik, S. W. (1996) NMR structure
and mutagenesis of the Fas (APO-1/CD95) death domain. Nature, 384(6610), 638.

Institute for health Metrix and Evaluation of the University of Washington (2016).

Instituto Nacional del Cancer, Departamento de salud (2015).

Itoh, N., Yonehara, S., Ishii, A. I., Yonehara, M., Mizushima, S. |., Sameshima, M., ... & Nagata, S.
(1991). The polypeptide encoded by the cDNA for human cell surface antigen Fas can mediate
apoptosis. Cell, 66(2), 233-243.

Kerr, J. F., Wyllie, A. H., & Currie, A. R. (1972) Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wideranging implications in tissue kinetics. British journal of cancer, 26(4), 239.

Kleber, S., Sancho-Martinez, I., Wiestler, B., Beisel, A., Gieffers, C., Hill, O., ... & Schregimann, N.
(2008). Yes and PI3K bind CD95 to signal invasion of glioblastoma. Cancer cell, 13(3), 235-248.
Komada, Y., Inaba, H., Li, Q. S., Azuma, E., Zhou, Y. W., Yamamoto, H., & Sakurai, M. (1999)
Epitopes and functional responses defined by a panel of anti-Fas (CD95) monoclonal
antibodies. Hybridoma, 18(5), 391-398.

Lagunas-Cruz, M. D. C., Valle-Mendiola, A., Trejo-Huerta, J., Rocha-Zavaleta, L., de Lourdes Mora-
Garcia, M., Gutiérrez-Hoya, A., Weiss-Steider, B., & Soto-Cruz I. (2019). IL-2 induces transient arrest
in the G1 phase to protect cervical cancer cells from entering apoptosis. Submitted to Journal of
Oncology.

Lambert, C., Landau, A. M., & Desbarats, J. (2003) Fas—beyond death: a regenerative role for Fas
in the nervous system. Apoptosis, 8(6), 551-562.

Lin, W. M., & Li, Z. G. (2015). Blockage of cisplatin-induced autophagy sensitizes cervical cancer
cells to cisplatin. Genet Mol Res, 14(4), 16905-16912.

Lizano-Soberén, M., Carrillo-Garcia, A., & Contreras-Paredes, A. (2009) Infeccién por virus del
papiloma humano: epidemiologia, historia natural y carcinogénesis. Cancerologia, 4, 205-16.
Manzoor MK. (2008). Inmunopharmacology. Primera edicion. Editorial Espringer USA. 61pp
Martin-Villalba, A., Llorens-Bobadilla, E., & Wollny, D. (2013). CD95 in cancer: tool or target? Trends
in molecular medicine, 19(6), 329-335.

Modis Y, Trus BL and Harrison SC, (2002). Atomic model of the papilomavirus capsid. EMBO J.
21:4754-62.

Nagata S, Golstein P. The Fas death factor. Science 267: 1449-1456 (1995)

Nagata S. (1999) Fas ligand-induced apoptosis. Annu. Rev. Genet. 33: 29-55

Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y Organizacién Panamericana de la Salud, (2016) Control
Integral del Cancer Cervicouterino, Guia de practicas esenciales. Segunda Edicion. Washington.
Organizacién Mundial de la Salud, Control Integral del Cancer Cérvico Uterino (2012 -2018)

Pardo F (1998) Anatomia patologia general y especial de las neoplasias, editorial Cientifico-Médico,

Espafia, 335pp.
54



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Peter ME.,Hadji.,A., AE Murmann AE., Brockway S., Putzbach W.,Pattanayak A and Ceppi P (2015)
The role of CD95 and CD95 ligand in cancer.Cell Death and Differentiation vol.22, 549-559.

Peter, M. E., Hadji, A., Murmann, A. E., Brockway, S., Putzbach, W., Pattanayak, A., & Ceppi, P.
(2015). The role of CD95 and CD95 ligand in cancer. Cell death and differentiation, 22(4), 549.
Prado, M. D. C. A,, Fernandez, L. L., Roman, T. D., & Garcia, M. E. F. (1997). La apoptosis: sus
caracteristicas y su papel en la transformacién maligna de la célula. Rev Cubana Oncol, 13(2), 126-
134.

Qadir, A. S., Ceppi, P., Brockway, S., Law, C., Mu, L., Khodarev, N. N., ... & Chen, Z. (2017).
CD95/Fas increases stemness in cancer cells by inducing a STAT1-dependent type | interferon
response. Cell reports, 18(10), 2373-2386.

Ramirez, P. A., Vega, N. A., & Robles, R. G. (2009). Alteracién en la regulacién de la apoptosis via
Fas/FasL en cancer gastrico. Revista Ciencias de la Salud, 7(1), 83.

Rebollo. A y Silva A. (1994). Estructura y funcion del receptor IL-2. Centro de investigaciones
biolégicas. Madrid- Espafia. Vol. 13, Num.2.

Richard ML, Nigel K, Michael JL, (2001) The TNF and TNF Receptor Superfamilies. Vol.104 pp487-
501.

Rocha-Zavaleta, L., Huitron, C., Cacéres-Cortés, J. R., Alvarado-Moreno, J. A., Valle-Mendiola, A.,
Soto-Cruz, I, ... & Rangel-Corona, R. (2004). Interleukin-2 (IL-2) receptor-By signalling is activated
by c-Kit in the absence of IL-2, or by exogenous IL-2 via JAK3/STAT5 in human papillomavirus-
associated cervical cancer. Cellular signalling, 16(11), 1239-1247.

Rosenberg SA, Lotze MT, Muul LM. (1985). Observation on the systemic administration of autologous
lynfokine-activated killer cells and recombinant interleukin-2 to patientswith metastatic cancer. N Engl
J Med 313: 1485-92.

Safa A.R (2012) c-Flip a master anti-apoptotic regulator. Exp Oncologic. 34 (3): 176-184.
Sancho-Martinez, I., & Martin-Villalba, A. (2009). Tyrosine phosphorylation and CD95: a FAScinating
switch. Cell cycle, 8(6), 838-842.

Santos-Lépez G, Marquez-Dominguez L, Reyes-Leyva J y Vallejo-Ruiza V.(2015) Aspectos
generales de la estructura, clasificacion y la replicacion del Virus del Papiloma Humano. Rev Med
Inst Mex Seguro Soc. 2015;53 Supl 2:5166-71

Schneider P, Bodmer JL, Holler N, Mattmann C, Scuderi P, Terskikh A, Peitsch MC, Tschopp J.
(1997) Characterization of Fas (Apo-1, CD95)-Fas ligand interaction. Biol Chem. Jul
25;272(30):18827-33

Schneider P, Holler N, Bodner J.L, Hahne M, Freik, Fontana A, Tschupp J. (1998). Conversion of
membrane bound Fas (CD95) ligand to is soluble form is associated with downregulation of is

proapoptotic activity and loss of liver toxicity. Exp Med; 187: 1205-13

55



65. Scott,L.F., Stec B., Margozatak, P.C., Dobaczewska, J.J., Monosov E., Robinson, H., Salvesen, S.G.,
Scharzenbacher, R and Stefan J. R. 2009. The Fas- FADD death domain complex structure unravels,
signaling by receptor clustering. Nature. Vol.457 07606.

66. Shatnyeva OM, Kubarenko AV, Weber CE, Pappa A, Schwartz-Albiez R, Weber AN, Krammer PH,
Lavrik IN (2011) Modulation of the CD95-Induced Apoptosis: The Role of CD95 N-Glycosylation,
Journal: PLoS ONE 6(5): €19927.

67. Sheu, B. C., Hsu, S. M., Ho, H. N,, Lien, H. C., Huang, S. C., & Lin, R. H. (2001). A novel role of
metalloproteinase in cancer-mediated immunosuppression. Cancer research, 61(1), 237-242.

68. Stauber, D. J., Debler, E. W., Horton, P. A., Smith, K. A., & Wilson, I. A. (2006) Crystal structure of
the IL-2 signaling complex: paradigm for a heterotrimeric cytokine receptor. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 103(8), 2788-2793.

69. Teodorczyk, M., Kleber, S., Wollny, D., Sefrin, J. P., Aykut, B., Mateos, A., ... & Sykora, J. (2015).
CD95 promotes metastatic spread via Sck in pancreatic ductal adenocarcinoma. Cell death and
differentiation, 22(7), 1192.

70. Théze J, Alzari PM and Bertoglio J. (1996). Interleukin 2 and its receptor: recent advances and new
inmunological function. Immunology Today. 17(10):481-486.

71. Torres-Corioriles E., Rio-Ortiz I., Weiss-Steider B., Barrios-Maya M., & Rangel-Corona (2019) IL-2
induces apoptosis,increases the production and expression of cytochrome-C and inhibits COX IV in
cervical cancer cells. Journal and solid tumors. Vol.9 n.1

72. Torsen E.R., Watkins, S., Stanson, J., Johonson, J.T., and Whiteside, L.T., (1998) Endogenous IL-2
in Cancer Cells: A Marker of Celular Proliferaction, The journal of Histochimestry & Cytochemistry.
Vol. 45(5): 603-611.

73. Tungteakkhun, SS., Filippova, M., Neidigh, JW., Fodor, N., and Duerksen-Hughes, PJ. (2008). The
interaction between human papillomavirus type 16 and FADD is mediated by a novel E6 binding
domain. Journal of virology, 82(19), 9600-9614.

74. Valle-Mendiola, A., Gutiérrez-Hoya, A., Lagunas-Cruz, M. D. C., Weiss-Steider, B., & Soto-Cruz, .
(2016). Pleiotropic effects of IL-2 on cancer. its role in cervical cancer. Mediators of
inflammation, 2016.

75. Valle-Mendiola, A., Weiss-Steider, B., Rocha-Zavaleta, L., & Soto-Cruz, |. (2014). IL-2 enhances
cervical cancer cells proliferation and JAK3/STATS phosphorylation at low doses, while at high doses
IL-2 has opposite effects. Cancer investigation, 32(4), 115-125.

76. Woodman CB, Collins SI & Young LS (2007), The natural history of cervical HPV infection: unresolved
issues. Nature Reviews Cancer Vol. 7. 11 - 22.

77. Yanagisawa J, J, Takahashi M, Kanki H, Yano-Yanagisawa H, Tazunoki T, Sawa E, Nishitoba T,

Kamishohara M, Kobayashi E, Kataoka S and Sato T (1997) The molecular interaction of Fas and

56



FAP-1. A tripeptide blocker of human Fas interaction with FAP-1 promotes Fas-induced apoptosis.
Journal Biological Chemistry. Mar 28;272(13):8539-45

78. Zhang, Y., Wu, Y., Cheng, Y., Zhao, Z., Tashiro, S. I., Onodera, S., & Ikejima, T. (2008). Fas-mediated
autophagy requires JNK activation in HelLa cells. Biochemical and biophysical research
communications, 377(4), 1205-1210.

57



ANEXO |

Tablas de areas en um? evaluadas en células HeLa con ayuda del programa Image J

L Results d L Results
File Edit Font File Edit Font File Edit Font

Area tean |Min |Max |F'erim. Area |Mean |Min |Ma}: |Perim. Area |Mean |Min |Ma){ |Perim.
1 513720 96.255 67 132 92596 1 636.806 73790 47 107 100.248 1 552.368 BOS537 53 128 112.793
2 271148 87189 50 162 64.056 2 434722 75842 61 92 80241 2 810847 B6648 50 129 119.070
3 B42848 87632 54 163 99.017 3 432639 76392 52 93 84.095 3 630542 87288 50 126 104.008
4 725086 101105 74 167 103470 4 G23611 74748 32 153 105.190 4 TEEBIT B8EYS 57 127 10313
5  G20717 99586 82 161 109962 5 574306 74.030 42 108 105.659 § 80071 81973 57 133 1153.564
53 AR0554 94830 66 133 87.791 5 6209861 76677 54 113 98803 G G653 687 97550 72 136 112842
7 411375 101468 75 158 78.130 7 BO2.778 76930 55 105 94.218 7 642090 87342 61 131 120877
8 398083 102072 79 153 B2.821 B 431844 78863 58 98  79.028 8 836792 97.644 72 133 123433
9 529005 93197 71 139 89.135 9 515972 78472 59 109 92.365 9 981914 97787 47 131 114871
10 415362 92843 33 158 94869 10 649.306 70312 41 102 101.989 10 730405 34388 68 123 123478
11 427325 94543 854 167 85401 11 393750 76235 a7 112 582036 11 946655 832504 B 113 121.624
12 475174 93815 65 1327 89024 19 3056 75408 23 133 75974 12 1091.309 96473 56 137 137.558
13 492453 90783 62 158 87.092 13 461111 76785 49 120 B9.281 13 863.141 101943 60 147 116416
14 491124 BEEE? 65 147 B1.047 14 438194 73707 41 96 91070 14 957642 97.837 47 131 113.863
15 950898 92168 59 162 70520 15 a78479 74471 23 111 &1 .940 1§ 739746 97411 65 139 102298
Fig.1 Areas de células HeLa SE Fig. 2 Areas de células HelLa Fig .3 Areas de células HelLa

0.2 pg/ml 0.5 pg/ml

‘ Cliphoard L Results
Fie Edt Fort Macros File Edit Font File Edit Font
Area [Mean  [min [max [Perim. Area [wmean  [Min |Max [Perim. |
1 124306 73217368 1200 136504 1 1263.8989 81930 42 120 134.708 1 333845 79781 53 130 GE.A41
2 993 0596 72.366 38 141 119880 5 799167 B2127 38 120 109451 9 418771 76456 43 93 B1481
3 619444 1396933 132 151193 3 836111 84013 38 150 149.230 3 399443 76391 37 138 76.554
4 0796 991178 112 159541 4 997817 88521 51 129 120220 4 370158 78568 25 186 76.796
2 Hggg?; gggéggg gg Egggg 5 £39583 84588 41 143 97.319 5 500766 63634 25 201 94777
7 895833 52'681 % B 119'98? &  B12.500 89174 33 146 111747 B 373.523 B85.023 45 134 79.323
8 915972 s557841 76 122799 7 915972 91663 51 138 124910 T D15346 EO202 A4 11767555
9 779861 5996790 98 109199 8  B91.667 90461 46 132 1034958 8 528881 61951 13 113 86.657
10 E96508 674038 136 118.083 9 577778 86300 36 126 96 A4 5 5483209 91793 62 150 96859
11 1047361 E565743 100 139773 10 707632 91571 46 136 108439 0482811 BBATY 22 144 H3EVH
12 O03472  GOI6BE5 103 131722 111272222 81345 35 131 182320 'l 411197 E1916 85 14z 7734
19 1017961 7601433 145 187766 12 789583 66154 0 172 135921 120 209678 y2793 3399 97047
14 9153477 TIEMA] 133 09517 13 939583 94275 43 162 128792 13414085 34001 56 168 77778
15 1984770 080044 109 142407 14 1200 29401 38 143 136830 14 251262 84089 36 163 61.183
15 1368750 70806 33 192 145448 15 347802 B5015 45 134 72.180
Fig. 4 Areas de células HelLa Fig. 5 Areas de células HelLa Fig. 6 Areas de células HelLa
1.0 pg/ml 2.5 pg/ml 5.0 pg/ml
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PRESENTACION PROYECTO DIGITAL

El presente trabajo surgi6 del interés por implementar el uso de Tecnologias de Informacion y
Comunicacion (TICs) en el area cientifica como un apoyo al aprendizaje autodidactico y de
calidad a nivel superior, de esta forma se desarrolla un proyecto verdaderamente
multidisciplinario, innovador y de vanguardia.

El surgimiento y fortalecimiento del Internet ha propiciado multiples cambios en las diferentes
areas del saber, aunado a esto, en los ultimos afios ha habido un aumento progresivo en el
namero de usuarios de smartphones y tablets, esto ha provocado el incremento de numerosas
aplicaciones orientadas al uso y explotacién de las capacidades de estos dispositivos méviles,
por lo que, la presente aplicacion tiene como fin dar a conocer los nuevos alcances de estas
herramientas, y su utilidad en diferentes disciplinas como lo son las ciencias biolégicas.

“Si quieres llegar donde la mayoria no llega, necesitas hacer
lo que la mayoria no hace”

Andénimo

Por medio de la Aplicacién CD95 (disponible en Play
store) podras visualizar el trabajo digital realizado
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