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Efecto de IL-2 sobre el ciclo celular y la apoptosis en células de carcinoma

de cérvix

Resumen

El cancer es una enfermedad multifactorial y representa un problema de salud
publica a nivel mundial. En México el cancer de cérvix, ocupa el segundo lugar en
incidencia precedido por el cAncer mama. Algunos tipos de cancer como cancer
de rindn, melanoma, han sido tratados con interleucina 2. Considerando que en
México el cancer de cérvix es un grave problema de salud publica, se buscan
terapias que permitan disminuir la proliferacién de las células malignas, por lo que
se ha considerado a la interleucina 2 como un posible candidato.

La interleucina 2 (IL-2) se ha utilizado para tratar diferentes tipos de cancer que
expresan el receptor de IL-2 (IL2-R). Sin embargo, el efecto de IL-2 en las células
de cancer de cérvix no ha sido totalmente dilucidado. El IL-2R esta presente en las
células normales del sistema inmune, pero no en el cérvix normal. Nuestro equipo
de trabajo ha reportado que diferentes concentraciones de IL-2 tienen efecto
diferencial en las células de cancer de cérvix. También ha reportado que el IL-2R
se expresa en células de cancer de cérvix. Sin embargo se desconoce el papel de
la IL-2 sobre la inhibicion de la proliferacién en células de cancer de cérvix. Para
responder a esta pregunta analizamos el papel de IL-2 sobre la proliferacién y la
induccion de apoptosis en las lineas de cancer de cérvix HeLa e INBL. Nuestros
resultados muestran que las tres subunidades del receptor son inducibles y que el
tratamiento con IL-2 induce disminucion de la proliferacion en ambas lineas
celulares. Mediante una curva de proliferacion con diferentes concentraciones de
IL-2 obtuvimos la dosis necesaria para inhibir la proliferacion. El tratamiento con
100 Ul de IL-2 indujo apoptosis en una pequena porcién de la poblaciéon de ambas
lineas celulares; tampoco indujo senescencia en ninguna de las lineas celulares.
La IL-2 indujo un arresto en la fase G1 del ciclo celular de la linea INBL. El arresto

celular puede ser debido al aumento de las proteinas reguladoras del ciclo celular




p53, p21 y a la disminucion de ciclina D. Considerando que el arresto celular haria
sensibles a las células a morir por apoptosis, las células se arrestaron en la fase
G1 del ciclo y se incubaron con cisplatino. Nosotros reportamos que tanto en las
células HeLa como INBL, disminuye el efecto apoptético del cisplatino cuando las

células son previamente tratadas con IL-2.

Teniendo en cuenta estos resultados, concluimos que la IL-2 podria conferir

proteccion a las células contra la apoptosis.




Abstract

Cancer is a multifactorial disease and is a public health problem worldwide. In
Mexico, cervical cancer ranks second in incidence preceded by breast cancer.
Some types of cancer, such as kidney cancer, melanoma, among others, have
been treated with interleukin 2. Considering that cervical cancer is a severe public
health problem in Mexico, therapies are sought to reduce the proliferation of
malignant cells. Interleukin-2 is a possible candidate for such treatments.
Interleukin-2 (IL-2) has been used to treat different types of cancer that express the
IL-2 receptor (IL-2R). However, the effect of IL-2 on cervical cancer cells is not
clear. IL-2R is present in healthy cells of the immune system, but not in the normal
cervix. Our workgroup has reported that IL-2R is expressed in cervical cancer cells
and the role of IL-2 on cell proliferation. In this study, we demonstrate that the three
subunits of the receptor are inducible and that the treatment with 100 IU of IL-2
inhibits cell proliferation. We found that treatment with IL-2 induced apoptosis in a
small portion of the cell population and did not induce senescence in any of the cell
lines. Also, the IL-2 induced a cell cycle arrest in G1. The cellular arrest may be
due to an increase of the cell cycle regulatory proteins p53, p21 and the decrease
of cyclin D. In subsequent experiments, cells were arrested in G1 phase and
incubated with cisplatin. We observed that IL-2 decreases the apoptotic effect
induced by cisplatin when the cells arrested in G1. Considering these results, we

conclude that IL-2 could be conferring protection to cells against apoptosis.




Introduccion
El cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial caracterizada por el crecimiento y la
proliferacion celular descontrolada (American Cancer Society, 2018). En 2018, se
registraron 569 847 nuevos casos de cancer de cérvix en todo el mundo, el
registro de mortalidad fue de 311 365 casos. En México en el 2018, se
presentaron 7869 nuevos casos de cancer de cérvix (Globocan 2018).

El cancer de cérvix

El cancer de cérvix es una enfermedad en la que las células del cuello uterino se
vuelven anormales y comienzan a crecer sin control. Es causada principalmente
por la infeccién persistente con tipos oncogénicos del virus del papiloma humano
(VPH) (Zur, 2002) Aunque el cancer de cérvix en etapa temprana es altamente
curable, las etapas avanzadas o metastasicas aun son dificiles de tratar; por lo
tanto, el desarrollo de mejores estrategias terapéuticas es una tarea urgente
(Tamura et al., 2018).

El tratamiento del cancer de cérvix depende de la etapa o estadio del cancer, el
tamano y forma del tumor, la edad y salud general de la mujer y su deseo de tener
hijos en el futuro. Los tratamientos incluyen cirugia, radioterapia, terapia hormonal
y quimioterapia (Steed et al., 2004; Thomas, 1999; Boice et al, 1995). La
posibilidad de la radioterapia para curar el cancer de cérvix localmente avanzado
esta limitada por el tamano del tumor, ya que las dosis requeridas para tratar
tumores grandes superan el limite de toxicidad en el tejido normal (Rose et al.,
1999). El efecto de la radioterapia o quimioterapia, con tratamiento concomitante
con cisplatino, ha aumentado la tasa de control local en un 35 por ciento de un
grupo de estudio de 45 pacientes con cancer de cérvix, en comparacion con la
radioterapia y la quimioterapia utilizadas de manera independiente (Rose et al.,
1999). Se ha propuesto aumentar la tasa de respuesta al introducir citocinas en los

regimenes terapéuticos, como el interferdn alfa o la interleucina 2 (IL-2).




Interleucina 2 (IL-2)

La IL-2 es una citocina de bajo peso molecular producida principalmente por
células T CD4+ estimuladas por antigeno (Keene y Forman, 1982) y en menor
cantidad por células T CD8+ (Paliard et al., 1988), células NKT (Yui et al., 2004),
monocitos (Hershko et al., 2011) y células dendriticas mieloides (Granucci, 2001).
La IL-2 se expresa en células hematopoyéticas, asi como en una amplia variedad
de células no hematopoyéticas, incluyendo células normales y malignas de origen
epitelial (Saneto et al., 1986).

La IL-2 esta constituida por alfa-hélices (Figura 1), estd constituida de 153
aminoacidos con un peso molecular de 15.5 KDa (Taniguchi et al., 1983). En
humanos el gen que la especifica se localiza en el cromosoma 4 (Sykora et al.,
1984).

Figura 1. Representacién esquematica de la interleucina 2 (IL-2) determinada por cristalografia en
rayos X. Constituida por alfa hélices. Tomada y modificada de Arkin et al., 2003.

La IL-2 es sintetizada tanto por células normales (7.5-8 Ul/ml encontrada en suero)
(Gonzélez et al., 2007), como por células tumorales (40-50 Ul/ml, CALO e INBL)
(Rangel et al., 2010). La IL-2 fue aprobada por la FDA (del inglés Food and Drug
Administration) para uso clinico en Estados Unidos desde 1992 (Safar y Junghans
2000), desde entonces la IL-2 se ha utilizado como tratamiento contra diversos

tipos de cancer que presentan el receptor para interleucina 2 (IL-2R) (cuadro 1).




Presencia del IL-2R en diferentes tipos celulares

Sistema inmune

No S. Inmune

Tumorales

e Alfa: Treg!, NK%
CcD?

 Alfa inducible:
LB*

* Beta: Treg, LB,

* Alfa: FH®, tejido
adiposo’

* Alfa inducible:
No reportado

* Beta: epitelio

o Alfa: cérvix
(INBL9, CALO9)

¢ Alfainducible:
No reportado

e Beta: cérvix

CD, monocitos® intestinal® (CALOY1L
e Gamma: Treg, fibroblastos tipo Hela!? e
LB, monocitos sinoviocitos® INBL1OL1)
e Gamma: Epitelio e Gamma: cérvix
intestinal (CALOMAL
Helal?e
INBLLO22)

Sakaguchi et al., 19957, Rudnicka etal. 20152 Balachander et al. 2015% Bergiund et 2l 20134 Bosco et al.
1994 3 Gruss et al., 1996°%; Martinez y Garcia 20137; Reinecker et al 1995% Corigall et al, 20C1° Rangsl et
al., 1998'%; Rocha etal., 20047 : Otero et al.. 199512,

Cuadro 1. Se muestran las diferentes células en que estd presente el receptor de IL-2. Treg,
células T reguladoras. NK, natural killer. CD, células dendriticas. LB, linfocitos B. Células de cancer
de cérvix: CALO, Hela e INBL.

Receptor de IL-2

El receptor para IL-2 (IL-2R) es un complejo de tres subunidades denominadas
alfa (a), beta (8) y gamma (y). La cadena IL-2Ra (p55) se une a la IL-2 con baja
afinidad (Kg=10°M), mientras las cadena IL-2RB (p70/75) en asociacién con la
cadena IL-2Ry (p64) se unen a la IL-2 con afinidad intermedia (Ks=10°M). La
asociacion no covalente de la IL-2Ra, IL-2Rp e IL-2Ry conforma al receptor de alta
afinidad (Kg=10""M) (Taniguchi and Minami, 1993). En células normales del
sistema inmune, la formacion del receptor de alta afinidad inicia con el
reclutamiento de la subunidad alfa, seguido de la subunidad beta y finalmente la
subunidad gamma (Stauber et al., 2006; Wang et al., 2005). La unién con afinidad
intermedia entre el ligando IL-2 y el IL-2R dada por la presencia de la subunidades




B y vy activa vias de senalizacion como PI3K/AKT, Ras-MAP cinasas y JAK/STAT.
En esta dltima via se activan JAK1, JAK3, STAT3, STAT5A Y STAT5B, las cuales
median crecimiento, proliferacidn, diferenciacion y muerte celular (Kim et al., 2006;
Friedmann et al., 1996; Lin et al., 1995).

Por otro lado, se ha reportado que en algunos tipos de cancer esta presente el IL-
2R asociado con el aumento de la proliferacion, resistencia a farmacos y a la
capacidad de transformacién; por ejemplo en cancer de cabeza y cuello (Kuhn et
al 2003; Reichert et al.,, 1998). En tejido de pacientes con displasia intraepitelial
cervical (NIC) se ha reportado que el RIL-2 aumenta conforme avanza la lesion ya
que hay mayor expresion en neoplasia intraepitelial cervical etapas 2y 3 (NIC 2 y
NIC3) (Mindiola et al.,2008).

Muerte celular. Apoptosis

En organismos multicelulares, la muerte celular es un proceso critico y activo que
mantiene la homeostasis del tejido y elimina las células potencialmente darfinas.
Existen tres tipos principales de muerte celular morfolégicamente distinta:
apoptosis (muerte celular tipo I), muerte celular autofagica (tipo Il) y necrosis (tipo
lll). Los tres pueden ejecutarse a través de vias de senalizacién distintas, su
activacion puede ser independiente o cruzada de acuerdo a la respuesta a
estimulos especificos (Green y Llambi, 2015).

La apoptosis es un proceso de muerte celular, morfolégicamente caracterizado por
condensacion de la cromatina nuclear, condensacién del citoplasma, perdida de la
distribucién asimétrica de lipidos de membrana, el fraccionamiento del DNA y la
formacion de cuerpos apoptéticos (Maldonado et al., 1997; Zhang y Xu, 2000).

Una caracteristica de las células normales es la distribuciéon asimétrica de los
fosfolipidos, entre el interior y el exterior de la membrana plasmatica. En
condiciones fisiolégicas los fosfolipidos de colina (fosfatidilcolina y esfingomielina)
estdn expuestos en la cara externa de la membrana, mientras que los
aminofosfolipidos (fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina) se localizan

exclusivamente hacia el citoplasma. La fosfatidilserina constituye menos del 10%




de los fosfolipidos totales de membrana, y en el proceso de apoptosis se transloca
hacia el exterior de la membrana celular. La exposicion de la fosfatidilserina en la
superficie celular proporciona sefnalizacion a los macréfagos, debido a los
receptores de PS (PSRs) presentes en los macrofagos, aunado a la quimiotaxis
(Arias et al., 1999), lo cual permite la fagocitosis de células apoptéticas y cuerpos
apoptéticos. La deteccion de fosfatidilserina expuesta permite la estimacion del
inicio de apoptosis (Wlodkowic et al., 2011). Otra caracteristica de la apoptosis es
la formacion de distintos fragmentos de DNA de oligonucleosomas con tamarios
que oscilan entre 180 a 200 pares de bases (Maldonado et al., 1997).

La apoptosis tiene dos procesos de activacién la intrinseca y la extrinseca. Ambos
tipos de activacion consisten en una cascada de sefales que activan la muerte
celular. La apoptosis extrinseca consiste en la activacién via receptores celulares
de membrana por su ligando. Hay evidencia de que las dos vias se unen y que las
moléculas de cada via influyen en la otra (Igney y Krammer, 2002).

Las caspasas tienen actividad proteolitica y son capaces de cortar proteinas, de
residuos de acido aspartico. Las caspasas se dividen en caspasas iniciadoras (2,
8, 9 y 10), caspasas ejecutoras (3, 6 y 7) y en caspasas inflamatorias (1, 4, 5)
(Cohen, 1991; Rai et al., 2005).

Via extrinseca: las vias de sefalizacion extrinseca que inician la apoptosis
involucran interacciones mediadas por receptores transmembrana. Estos implican
receptores de muerte que son miembros de la superfamilia de genes del receptor
del factor de necrosis tumoral (TNF) (Locksley et al., 2001). Los miembros de la
familia de receptores de TNF comparten dominios extracelulares ricos en cisteina
y tienen un dominio citoplasmico de aproximadamente 80 amino&cidos llamado
dominio de muerte (Ashkenazi y Dixit, 1998). Este dominio de muerte desempenia
un papel critico en la transmisién de la sefial de muerte desde la superficie celular
hacia las vias de senalizacion intracelular. Hasta la fecha, los ligandos y
receptores mejor caracterizados incluyen FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3,
Apo2L/DR4 y Apo2L/DR5 (Chicheportiche et al., 1997; Ashkenazi et al., 1998;
Peter y Kramer, 1998; Suliman et al., 2001; Rubio-Moscardo et al., 2005).




Via intrinseca: las vias de sefalizacion intrinseca que inician la apoptosis implican
un conjunto de estimulos no mediados por receptores que producen sehales
intracelulares que actuan directamente sobre objetivos dentro de la célula y son
eventos iniciados por dafo a la mitocondria. Los estimulos que inician la ruta
intrinseca producen senales intracelulares que pueden actuar de forma positiva o
negativa. Las sefales negativas implican la ausencia de ciertos factores de
crecimiento, hormonas y citocinas que pueden conducir a la activacién de
apoptosis. Los estimulos que actian de manera positiva son: radiacion, toxinas,

hipoxia, hipertermia, infecciones virales y radicales libres (Elmore, 2007).

La apoptosis es un proceso regulado por genes especificos, como p53. La
proteina p53 es una proteina de unién a DNA especifica de secuencia, que actua
como un factor de transcripcion. Se ha propuesto que p53 puede estar involucrado
en la respuesta celular de dano a DNA, produciendo arresto en la fase G1 del ciclo
celular para permitir la reparacion eficiente del DNA antes de entrar en la fase S o
activar muerte celular si el dafio no se repara (Prives y Manfresi, 1993).

El gen supresor de tumores p53 es el integrador central de la respuesta celular al
dano del ADN, la transformacién oncogénica y la disminucion del factor de
crecimiento. La regulacion del ciclo celular y las funciones de reparacién del ADN
se ejecutan en gran medida mediante la transactivaciéon de los genes de respuesta
de p53, como p21/WAF1/CIP1 (Nozell et al., 2002). El supresor de tumores p53
ejerce efecto antiproliferativo a través de su capacidad para funcionar como un
factor de transcripcion de unién a ADN especifico de secuencia. p53 puede ser
modificado por acetilacién. Sorprendentemente, el sitio de p53 que esta acetilado
por su coactivador, p300, reside en un dominio C-terminal que se sabe es critico
para la regulacién de la union del ADN de p53. Ademas, la acetilacién de p53
puede estimular dramaticamente su actividad de unibn a ADN especifica de
secuencia, posiblemente como resultado de un cambio conformacional inducido

por acetilacién.

Se ha reportado que p53 induce la apoptosis regulando el balance entre proteinas
pro y anti-apoptéticas como Bax y Bcl-2 (Miyashita, 1995; Budhram-Mahadeo et




al., 1999). Bax es una proteina central en la cascada apoptética encargada de
promover la muerte celular (Oltvai et al.,, 1993). Bax puede heterodimerizar con
Bcl-2, la cual tiene funcién antiapoptética; el radio Bcl-2-Bax determina la
susceptibilidad a la muerte celular seguida del estimulo apoptético (Oltvai et al.,
1993). Los efectores pro-apoptéticos residen en células en formas inactivas
ancladas a la membrana mitocondrial externa (Bak) o solubles en el citosol (Bax).
Tras la activacion, Bax y Bak se oligomerizan y se insertan en la membrana, lo
que provoca la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial y, por lo

tanto, la apoptosis (Green y Llambi, 2015).

Bax puede formar canales i6nicos en la membrana lipidica externa bajo
condiciones neutrales y fisiol6gicas (Antonsson et al., 1997; Schlesinger et al.,
1997). La localizacién mitocondrial de la proteina Bax es esencial en su funcién,
promoviendo la muerte celular al liberar del interior de la mitocondria al citocromo
c (Jurgensmeier et al., 1998; Cai et al., 1998). La liberacion del citocromo c al
citosol es un paso clave en la cascada apoptética. El citocromo ¢ una vez liberado
se une al factor de activacion de la proteasa apoptética 1 (Apaf-1) formando el
apoptosoma (Wang, 2001). El apoptosoma recluta a la procaspasa-9 y promueve
su escisién a una forma activa, conocida como iniciadora de la apoptosis. La
caspasa-9 unida al apoptosoma actia como el factor de escisién de caspasa-3 lo

cual permite la ejecucion de la apoptosis (Green, 2000; Wang, 2001).

La apoptosis juega un papel muy importante en gran numero de enfermedades.
Se ha sugerido que los medicamentos antineoplasicos pueden ejercer efecto por
induccion de muerte celular por apoptosis. Al respecto, se ha reportado que el
cisplatino induce apoptosis en diversas lineas celulares. El cisplatino [cis-
diclorodiamino-platino (ll)] es un efectivo agente entrecruzador entre cadenas de
DNA o entre cadenas de DNA y proteinas. En el caso del cisplatino se lleva a cabo
un entrecruzamiento entre el cisplatino, el DNA y el glutation formando mono
aductos que causan arresto del ciclo celular en la fase G2/M, que es reconocido
como dafo irreparable del DNA lo cual induce la activacién de la apoptosis
(Maldonado et al., 1997; He et al., 2005; Blankenberg, 2004; Cipak et al., 2003). El
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cisplatino es un importante agente quimioterapéutico ampliamente usado en el
tratamiento clinico de distintos tipos de cancer, tales como cancer de ovario,
testicular, vejiga, pulmon, gatrico, cabeza y cuello y cervical (Blankenberg., 2004;
Cipak et al, 2003). En el caso del cancer de cérvix en etapa inicial, se ha
reportado que la quimio-radioterapia concurrente con cisplatino puede usarse
como terapia adyuvante principalmente en los casos positivos para metastasis
ganglionar debido a la clara induccién a apoptosis en estos casos. (Kato et al.,
2015).

Senescencia celular

A lo largo de su vida las células experimentan continuamente estrés y dano por
fuentes exdgenas y endogenas, y sus respuestas van desde la recuperacion
completa hasta la muerte celular. Las células proliferativas pueden iniciar una
respuesta adicional adoptando un estado de senescencia celular. Comprender las
causas y consecuencias de la senescencia celular ha proporcionado nuevos
conocimientos sobre como las células reaccionan ante el estrés, especialmente el
estrés genotdxico, y cémo esta respuesta celular puede afectar procesos
complejos como el desarrollo del cancer y el envejecimiento (Campisi et al., 2007).

La expresién de varios genes es alterada por senescencia celular y varias
citocinas como el interferon 3 (Moisseva et al., 2006), IL-6, IL-8 (Lee y Lee., 2014),
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
(Coppé et al.,, 2006) y algunas enzimas tienen funcién de biomarcadores para
determinar senescencia celular. El primer marcador de senescencia identificado
fue la B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-gal). Los reguladores
negativos del ciclo celular, por ejemplo p15, p16, ARF y p21, han sido identificados
como inductores de senescencia (Lee y Lee, 2014)

Las células senescentes tienen altos niveles de inhibicion de cinasas
dependientes de ciclinas asi como de las ciclinas D y E en respuesta al estimulo

de crecimiento. La induccion de la senescencia también puede ser el resultado
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celular del dano en el ADN, el cual esta determinado por la duracién y la extensién
del estimulo de una manera dependiente de p53. En respuesta a los niveles
transitorios o bajos de dafio en el ADN, la p53 desencadena la detencién
reversible de la fase G2 del ciclo celular, mientras que con niveles prolongados o
altos de dafo en el ADN se extiende la detencidn del ciclo celular dependientes de
p53 (Lukin et al., 2015). En organismos adultos, la mayoria del las células pueden

ser arrestadas en alguna fase del ciclo celular pero no entrar en senescencia.

Ciclo celular. Arresto del ciclo celular

En células normales durante la fase G1, la célula se prepara para la sintesis de
ADN, la célula esta creciendo y su carga cromosémica es diploide (2n). (Collins y
Garrett, 2005; Vermeulen et al., 2003). En la subsiguiente etapa, Fase S, se
produce duplicacion de ADN y al final de la fase el contenido de ADN ha
alcanzado 4n. En la fase G2, las células estan en crecimiento y por lo tanto estan
preparadas para la division celular. Durante la mitosis se produce la separacion en
dos células hijas. Existe otra etapa llamada fase GO (quiescencia) donde las
células no estan en ciclo activo (Collins y Garrett, 2005). Para evitar la
proliferacion celular inadecuada, existen mecanismos de control. Las proteinas
reguladoras clave que permiten la transicion de una fase del ciclo celular a otra se
llaman cinasas dependientes de ciclina (CDK), una familia de proteinas cinasas
serina/treonina que se activan en puntos especificos durante el ciclo celular
(Collins y Garrett, 2005; Vermeulen et al., 2003).

La regulacién positiva de la actividad de CDK se produce mediante la asociacion
con una segunda subunidad, la ciclina. Se producen ciclinas en cada una de las
fases del ciclo celular y forman un complejo con su CDK. Los niveles de activacion
de ciclinas en diferentes etapas del ciclo celular difieren, mientras que los niveles
de proteina CDK permanecen estables (Vermeulen et al., 2003). Durante la
transicion de las fases de GO a S se activan las ciclinas D1, D2 y D3. Las ciclinas
D1, D2 y D3 se unen a CDK4 y CDK®6.
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La progresion a través de G1 estd mediada por el complejo ciclina D/CDK2, CDK4
y CDK6 (Schwartz y Shah, 2005; Vermeulen et al., 2003). La ciclina E se asocia
durante la transicion de G1 a la fase S y activa CDK2. Ciclina A se activa durante
la transicién de la fase S y se une a CDK1 y CDK2. Las ciclinas de tipo B estan
presentes durante la salida de G2 y la fase de mitosis esta asociada con CDK1
(Coqueret, 2003).

Una célula normal replica el ADN y se duplica a si misma influenciada por la
senalizacién extracelular. Una vez iniciada la replicacién del ADN debe estar
terminada. Por lo tanto, las sefales extracelulares como los factores de
crecimiento no deben controlar la progresién de la fase S. Después de completar
con éxito la sintesis de ADN, las células entran en la fase G2 en preparacion para
la mitosis. La mayoria de los tipos de células de mamiferos son diploides, por lo
que después de la duplicacion del ADN, una célula debe dividirse. Por lo tanto, el
control por factores de crecimiento también es innecesario en la fase G2. Este es
un momento para verificar los eventos de sefalizacion interna, como el dafio al
ADN (Vermeulen et al., 2003).

Las lesiones al ADN causadas por diferentes agentes pueden activar puntos de
control e inhibicion de cinasas dependientes de ciclinas (CDK): CDK4/ciclina D y
CDK2/ciclina E para el punto de control en la fase G1 del ciclo celular;
CDK2/ciclina A para el punto de control S y CDK2/ciclina A y CDK2/ciclina B para
el punto de control de la fase G2 (Attardi et al., 2004; Buscemi et al., 2004; Sancar
et al., 2004; He et al., 2005).

La desregulaciéon del ciclo celular en cancer de cérvix se debe principalmente a las
proteinas E6 y E7 del virus del papiloma humano, estas proteinas son oncogenes
virales importantes que promueven la proliferacion de células hospederas y la
disminucién de la apoptosis celular, y aumentan la inestabilidad genémica para
facilitar la migracién de células infectadas por VPH. Las proteinas E6 y E7 forman
complejos con p53 y Rb, respectivamente, lo que conduce a la desregulacién de
los mecanismos de control del ciclo celular y la liberacién del factor de
transcripciéon E2F, que posteriormente activa la expresion de genes asociados al
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ciclo celular. Los oncogenes virales E6 y E7 son esenciales para la carcinogénesis
cervical inducida por el VPH y apoyan el ciclo de vida viral (Govan, 2005; Wu et
al., 2017). Se ha reportado que las células de cancer de cérvix contienen baja
cantidad de proteina p53 normal como resultado de la degradacién inducida por el
virus del papiloma humano, o células que expresan p53 mutado, por lo tanto se
pierde la capacidad de arrestar la progresion del ciclo celular y continuar la
proliferacion permitiendo la inestabilidad genética y eventualmente malignidad
(Maldonado et al., 1997).

El gen supresor de tumores p53 activa puntos de revision en el ciclo celular en
respuesta al dafo en el DNA produciendo arresto en la fase G1 del ciclo celular
para permitir la reparacién eficiente del DNA antes de entrar a la fase S, o0 muerte
celular si el dano no puede ser reparado (Barnum y O’connell, 2014). En contraste,
se ha reportado que p53 puede ser requerido para la supervivencia celular (Lukin
et al., 2015). Tras el tratamiento transitorio con agentes que danan el ADN, las
células p53 de tipo silvestre detienen y reparan el dano de forma reversible,
mientras que las células knockout para p53 no lo hacen y mueren. Estos datos
indican que p53 puede promover la supervivencia celular al inducir la detencion
reversible del ciclo celular, lo que permite la reparacién del ADN. Por lo tanto, los
tratamientos transitorios pueden explotar las diferencias entre p53 de tipo silvestre
y células carentes de p53 (Maldonado et al., 1997).

En diversos tipos de tumores humanos el gen supresor tumoral p53, funciona
como un factor de transcripcion especifico del gen y como un inhibidor especifico
de la transcripcidbn de ciertos genes como, antigeno nuclear de células en
proliferacion (PCNA), c-fos, c-jun, mdmz2, IL-2, Bcl, entre otros (Lépez et al., 2001).
Los dos resultados fisiologicos de la re-expresion de p53 de tipo silvestre en
células tumorales, que no expresan p53 de tipo silvestre, son la detencién de G1 y
la apoptosis. EI mecanismo de detencién de G1 por p53 estda mucho mejor
documentado que su capacidad para desencadenar la apoptosis. p53 como factor
de transcripcion induce la expresion de p21WAF1/CIP1/Sdi1, un inhibidor de las
CDK tipo 2, 3, 4 y 6. Por lo tanto, el arresto en G1 puede resultar simplemente por
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la expresion inducida por p53 de p21WAF1/CIP1/Sdi1. p53 también regula la
expresion de ciclina A, al proporcionar una ruptura secundaria en la progresion del

ciclo celular en la fase S (Shaw, 1996).

Las células humanas individuales varian en su capacidad para mantener la
detencién del ciclo celular, en el transcurso de la primera semana después del
dano al ADN. Las fluctuaciones en las dindmicas oscilatorias del gen supresor de
tumores p53 puede desencadenar el cambio de un estado detenido a un estado
proliferativo (Reyes et al., 2018). La proteina p53 regula rio abajo a la proteina p21
la cual es capaz de arrestar la fase G1 al inhibir especificamente la actividad
CDK2 mediada por la proteina del retinoblastoma pRb (Miettinen et al., 2001).

Como ya se ha mencionado, las células cancerosas tienen muchas caracteristicas
particulares que las distinguen de sus contrapartes normales (Hanahan y
Weinberg, 2011). Dos caracteristicas destacadas de las células cancerosas son la
capacidad de sobrevivir y proliferar en circunstancias inapropiadas y la capacidad
de migrar de su ubicacién original de tejido a lugares distantes, y alli contintan
proliferando. Se cree que esta migracién celular depende de la capacidad de las
células cancerosas para cambiar sus propiedades adhesivas de célula a célula y
célula a matriz y para sobrevivir durante el proceso. La acumulacion de evidencias
sugiere que el gen supresor tumoral RB puede regular estas dos caracteristicas
clave del cancer, lo que explica su importancia como supresor tumoral (Engel et
al., 2015).

La caracterizacion inicial de la funcién pRb fue guiada por estudios de virus
tumorales de ADN (Chellappan et al., 1991; Cress y Nevins, 1996) que apuntaban
al papel de pRb como un regulador de la transicién G1/S (Sellers y Kaelin, 1997).
Ahora se sabe que tanto las fases G1/S como G2/M del ciclo celular de los
mamiferos esta controlado por una via molecular compleja y redundante que
involucra miembros del factor de unién del promotor E2 (E2F) (Kovesdi et al.,
1987; Engel et al., 2015), pRb4, cinasas dependientes de ciclina (CDK), ciclinas
(Ewen et al., 1993) e inhibidores de familias de CDK (CDKN) (Sherr y Robets,
1999). Esta via se ve alterada en la mayoria de los tumores sélidos (Kaelin, 1999).
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La fosforilacion que inactiva a Rb, es inducida por subunidades cataliticas de las
CDK en combinacion con subunidades reguladoras especificas de la ciclinaD y E
(Okinaga, 2013).

El arresto celular puede ser causado por deprivacion de factores de crecimiento y
nutrientes. Sin factores de crecimiento las células llegan a ser quiescentes,
disminuye su metabolismo, sintesis de proteinas, funcién y crecimiento celular
(Blagosklonny, 2011). La ausencia de nutrientes no es el Unico factor que permite
el arresto del ciclo celular, también se puede inducir mediante la inhibicion de CDK
p21, p16, p57, aun en presencia de suero (Blagosklonny, 2011).

Papel de IL-2 en células de cancer de cérvix

Existen evidencias que anticuerpos contra el IL-2R inhiben la proliferacién de
células de cancer de cérvix (Rocha et al., 2004; Rangel et al., 2010). También, se
ha reportado que bajas dosis de IL-2 (10Ul/ml) inducen proliferacion de las células
tumorales, sin embargo, altas dosis de IL-2 (100Ul/ml) inducen disminucién en la
proliferacion de células de cancer de cérvix, es importante sefalar que esta
concentracién induce mayor proliferacion de linfocitos normales (Valle et al.,
2014). Altas dosis de IL-2 inducen la inactivacibn de JAKS, esto lleva a la
disminucién de la fosforilacién de STATS5, la cual es capaz de regular la expresién
de la proteina anti-apoptética Bcl-2, 1o cual probablemente podria favorecer la

muerte celular por apoptosis (Valle et al., 2014).

Estudios recientes demuestran que la regulacién de la apoptosis por las proteinas
STAT es muy importante debido a la activacidén transcripcional de genes que
codifican para proteinas que desencadenan el proceso de muerte celular
programada conocido como apoptosis. Por ejemplo BCL-xL, caspasas, Fas y
TRAIL (Battle y Frank, 2002), asi como proteinas que regulan progresion del ciclo
celular como: p21waf1, p53, p16Kkip, las ciclinas D y E, entre otras (Taylor et al.,
2008).
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Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que lineas celulares provenientes de
cancer cervical, establecidas a partir de biopsias de pacientes mexicanas,
expresan el receptor para IL-2 (IL-2R), y que la activacion del receptor por IL-2
exogena activa la cascada de sefalizacién que lleva a la proliferaciéon (Rocha et
al., 2004). Ademas, se ha encontrado que la expresion del IL-2R se incrementa
con la severidad de la lesién. Se ha observado una expresién muy baja del IL-2R
en lesiones pre-cancerosas, mientras que la expresion en los tumores
metastésicos es mayor (Rangel et al.,, 1998). También han demostrado que el
tratamiento con IL-2 induce una disminucion en la fosforilacién de proteinas
involucradas en la proliferacion de células cancerosas del cuello uterino, lo que
podria inducir la disminucion en la proliferacién celular. Sin embargo, en las
células de céancer de cuello uterino, se desconoce por qué la IL-2 inhibe la

proliferacion de células de cancer de cérvix.
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Planteamiento del problema

Actualmente en Meéxico, el cancer de cérvix ocupa el segundo lugar de los
principales tumores malignos que afectan a la poblacién femenina. En los ultimos
anos se ha avanzado en el conocimiento de la etiologia, diagndstico y tratamiento
del cancer de cérvix, sin embargo, aun no es claro el papel de la IL-2 en la
proliferacion, senescencia, ciclo celular y muerte en células de cancer de cérvix.
Desde hace varios anos se han llevado a cabo estudios in vitro con lineas
celulares derivadas de cancer de cérvix, como HelLa e INBL (linea celular derivada
de céncer de cérvix de una paciente mexicana); ambas lineas celulares expresan
el receptor funcional para IL-2, una vez activado este receptor participa en la
activacion de vias de sefalizacién, como la via JAK-STAT, involucradas en

proliferacion, diferenciacion y muerte celular.

Se ha reportado que el tratamiento con 100 Ul de IL-2 induce inhibicion de la
proliferacion de células INBL tanto in vivo como in vitro y, por el contrario aumenta
la proliferacién de linfocitos de sangre periférica in vitro. Pero aun se desconoce el
mecanismo de accidén de esta citocina para inhibir la proliferacion de células de

cancer de cérvix.

Por tal motivo, en este trabajo se plantea analizar el efecto de IL-2 sobre la
proliferacion, apoptosis, senescencia y el ciclo celular de las lineas de cancer de
cérvix INBL y Hela.
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Hipotesis

El tratamiento con IL-2 sobre las células de cancer de cérvix HeLa e INBL

detendrd la proliferacién celular e inducira apoptosis.
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Objetivo general

Analizar el efecto de IL-2 sobre la proliferacion y apoptosis en las lineas de
carcinoma de cérvix HelLa e INBL.

Objetivos particulares

1. Determinar la presencia de las cadenas alfa, beta y gama del receptor de IL-2
en la linea celular de carcinoma de cérvix Hela.

2. Determinar la concentracion de IL-2 inhibitoria de la proliferacion celular.
3. Determinar si el tratamiento con IL-2

a) Induce apoptosis de las lineas celulares HeLa e INBL

b) Induce senescencia de las lineas celulares HelLa e INBL

c) Afecta el ciclo celular en HelLa e INBL

4. Determinar el efecto del tratamiento con IL-2 sobre la expresién de ciclina D1,
p21, p53 y Bax en las lineas celulares HelLa e INBL.
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Materiales y métodos

Material biolégico: La linea celular HeLa (HPV 18, derivada de un
adenocarcinoma), y la linea celular INBL (HPV 18, derivada de un carcinoma
escamoso invasor estadio IVB), se cultivaron en medio RPMI-1640 (Microlab,
México) suplementado con 5% suero fetal de bovino (SFB; Invitrogen, USA).
Todos los cultivos se mantuvieron en incubadora en un ambiente al 5% de CO2,
37°C y humedad saturante.

Deteccion de proteinas de superficie

Para detectar proteinas de superficie se sembraron 3X10° células de cancer de
cérvix HeLa e INBL en cajas petri de 60mm (Nunclon, Denmark), se incubaron en
presencia y ausencia 100Ul/ml de IL-2 por 48 horas. Transcurrido este tiempo las
células se cosecharon, se realiz6 un lavado con 1ml de PBS y se pasaron a tubos
eppendof. Los cultivos se fijaron con paraformaldehido (1%) por 20 minutos. La
incubacién con el anticuerpo primario anti-lIL-2Ra (BD Biociences) acoplado con
PE se incubo por hora y media a 4°C en agitacién. La incubacién con el
anticuerpo anti-IL-2Ry (Santa Cruz Biotecnology) (1:100), se llevé a cabo por hora
y media a 4°C en agitacién. Pasado el tiempo de incubacién, se lavaron las
células, se adiciono el anticuerpo secundario conjugado con FITC (Santa Cruz
Biotecnology) (1:500) y se incubaron por 45 minutos a 4°C en agitacién. La
presencia de las proteinas se determind por citometria de flujo en un citbmetro
FACSAria Il de BD, USA. Los datos se analizaron con el programa Flowing

Software version 2.5.1.

Deteccion de proteinas intracelulares
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Para detectar proteinas intracelulares se sembraron 3X10° células de cancer de
cérvix HelLa e INBL en cajas petri de 60mm, se incubaron en presencia y ausencia
100Ul/ml de IL-2 por 48 horas. Transcurrido este tiempo las células se
cosecharon, se realizé un lavado con 1ml de PBS y se pasaron a tubos eppendof.
Las células se fijaron con paraformaldehido (1%) por 20 minutos. Se adicioné el
anticuerpo primario (1:100) anti-IL-2RB, Anticuerpos: IL-2Ra acoplado a PE,
monoclonal antihumano CD25, clon M-A251, (Catalogo 555432, BD, EE. UU.). IL-
2RB CD122 FITC anticuerpo monoclonal de ratén, clon TU27, (Catalogo 11-1228-
42, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). IL-2Ry CD98 anticuerpo monoclonal, clon
E-5, (Catdlogo sc-376815, Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.). Anticuerpo
secundario policlonal, cabra anti-raton IgG1-FITC (Sigma Aldrich). Control de
isotipos; anticuerpo monoclonal anti-lgG3-FITC ratén anti humano, clon HP-6050,
(Catalogo F4641, Sigma Aldrich). Se incubaron por hora y media a 4°C en
agitacién. Pasado el tiempo de incubacion se lavaron las células, se adicioné el
anticuerpo secundario acoplado a FITC (Santa Cruz Biotecnology) (1:1500) y se
incubaron por 45 minutos. Se utilizaron controles de isotipo para medir el nivel de
senal de fondo no especifica causada por anticuerpos primarios. Las células
fueron incubadas con anticuerpos de control de isotipo (1:100) durante 1.5 horas a
4°C. PE Mouse IgG1, control de isotipo k, clon MOPC-31C, (Catalogo 555749, BD
Pharmingen) la mezcla se incubd durante 45 minutos. Los resultados se
obtuvieron por citometria de flujo en un citbmetro FACSAria Il (BD, EE. UU.). Los
datos obtenidos se analizaron con el programa Flowing Software version 2.5.1.

Tincidn con cristal violeta.

El ensayo de proliferacién celular se llevé a cabo sembrando 2x10° células de la
linea celular de cancer de cérvix HeLa e INBL en placas de 96 pozos y se
incubaron en presencia de 10, 50 y 100Ul/ml de IL-2 (R&D Systems) por 24 y 48
horas a 37° C. Se considero el control negativo incubando a las células a los
mismos tiempos pero sin tratamiento. Una vez transcurrido el tiempo, se desech6

el medio y las células fueron fijadas con glutaraldehido (SIGMA, USA) al 1.1% por
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20 minutos. Posteriormente, fueron tefiidas con cristal violeta (SIGMA, USA) al
0.1%, el cual se incorpord a los acidos nucleicos. Finalmente, se agreg6 acido
acético al 10% y se leyd en un lector Microplate Reader (Modelo 3550, BIO-RAD)
a 750nm.

Ensayo de anexina-V

Para determinar la apoptosis celular se sembraron 1x10° células en cajas Petri de
60mm, se incubaron en presencia y ausencia 100Ul/ml de IL-2 por 48 horas.
Como control positivo para apoptosis se utilizaron células tratadas con puromicina
(2ug/mL) durante 24 horas. Como control positivo para necrosis, las células se
incubaron con 200ul de etanol por 20 minutos. La deteccién de apoptosis se
realiz6 mediante la tincion con Annexina-V, usando el kit PE Annexin-V apoptosis
Detection Kit de (BD Pharmingen, USA). Pasadas las 48 horas se despegaron las
células y se tifieron con PE Anexin V Apoptosis Detection Kit, siguiendo el
protocolo del fabricante. El porcentaje de células apoptoticas se evalué mediante
citometria de flujo usando un citometro FACSAria Il de BD. Los datos se
analizaron utilizando el software Flowing Software 2.5.1.

Fragmentacion de ADN

Para determinar la fragmentacién del ADN se sembraron 1x10° células de cancer
de cérvix HelLa e INBL en presencia de 100Ul/ml de IL-2 por 48 horas. Las células
fueron cosechadas, lavadas una vez con PBS y centrifugadas a 2000 rpm por 5
minutos. Se desecho el sobrenadante y se agregd 1ml de DNAzol (Invitrogen), se
resuspendidé suavemente por inversion y se dejo reposar por 15 minutos a 4°C.
Después, se agregd 1ml de etanol absoluto a cada muestra y se agitaron
suavemente por inversion, posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm por 12
minutos. Se retiré el sobrenadante cuidando de no retirar el ADN. Se lavaron dos
veces con etanol al 75% centrifugando a 12,000 rpm por 5 minutos. Se retir6 el
etanol con una micropipeta. Las muestras se dejaron secar a temperatura

ambiente por 30 minutos. Posteriormente, se rehidratdé con agua libre de DNAsas
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y RNAsas. Finalmente, los productos fueron separados mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 1.5% en una camara de electroforesis con TBE 0.5% a 90
volts por 90 minutos. Las bandas se observan en el Digi-DOCIT imaging system
(UVP High performance, USA).

Extraccion de ARN

Para llevar a cabo la extraccion de ARN se sembraron 1x10° células de cancer de
cérvix HelLa e INBL con y sin 100Ul/ml de IL-2 por 24 y 48 horas. Las células
fueron lavadas con PBS y se agreg6é 1mL de trizol (Life Technologies). Las
muestras homogeneizadas se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se adicionaron 200uL de cloroformo, se agitaron suavemente y se
centrifugaron a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se separ6 la fase acuosa y se
agregaron 500uL de isopropanol al 100%, se incubaron por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugaron a 13000 rpm a 4°C por 15 minutos. Se
retir6 el sobrenadante, se realizaron lavados con etanol al 75% y se centrifugaron
a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se secaron a temperatura ambiente. Sé
adicionaron 50 pL de agua libre de nucleasas y se disolvié el ARN. Se cuantifico el
contenido de ARN disolviendo 1 uL en 199 uL agua libre de nucleasas para tener
una concentracién de 1:200. Se determind la concentracibn de ARN en un

biofotdbmetro a una absorbancia de 260/280 nm (Biorad, California).

Retrotranscripcion (RT-PCR)

El ADNc fue sintetizado con 3 ug de ARNm usando por reaccién enzima RevertAid
M-MuLVRT 1 pL, 5X First Strand Buffer 4 pL, Oligo (dT) 4 pL, 10 mM dNTP mix 2
uL, RiboLockRnase Inhibitor 1 pyL (20 U/uL, llevado a un volumen de 20 pL con
agua libre de nucleasas. Las condiciones de reaccién en el termociclador fueron
37°C por 1 hora.
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PCR

Primer Forward Reverse bp

BAX GTGGTTGGGTGAGACTCCTC GCAGGGTAGATGAATCGGGG 216
p53 GACACGCTTCCCTGGATTGG GCTGCCCTGGTAGGTTTTCT 240
Ciclina D1 GCTGCGAAGTGGAAACCATC CCTCCTTCTGCACACATTTGA 135
p21 ACTTCCTCCTCCCCACTTGT CACCCTGCCCAACCTTAGAG 228
GAPDH TTCTTTTGCGTCGCCAGCC GATGACCCTTTTGGCTCCCC 500

El ADNc se amplifica con TagPolimerasa usando los primers correspondientes:

Cada reaccién se prepar6é con 3 uL de Taqg Buffer de reaccion 10X, 2.5 uL de
MgCly, 0.1 uL de Taq Polimerasa, 0.5 uL de dNTPs 10 mM, 0.2 yL del cebador de
interés y 1,5 yL de ADNc para un volumen final de 20 pyL con agua libre de
RNasas. La amplificacion se realiz6é en un termociclador (PTC-200 Peltier Thermal
Cycler ALO28386) como sigue: 2 minutos a 94 °C; seguido de 30 ciclos a 94 °C
durante 30s, 55 °C por 30s, y 72 °C por 60s; y 10 minutos a 72 °C. Los productos
de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1.5% a 90 a 100 voltios.
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Determinacion de senescencia

Se determind la senescencia utilizando el kit Senescence Detection Kit (Biovision,
USA). Se sembraron 2.5 x 10° células de cancer de cérvix HelLa e INBL en placas
de 12 pozos, incubadas en presencia de 100Ul/ml IL-2 por 96 horas. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion, las células se lavaron con 1ml de PBS y se
incubaron de 10 a 15 minutos con 500uL de solucién de fijacion a temperatura
ambiente. Se lavaron 2 veces con PBS, se adicionaron 500uL de mezcla de
solucién de tincién (470 uL de solucién de tincién, 5 uL de suplemento de tincion y
25 plL de una solucién 20mg/ml de X-gal) por cada pozo. Como control positivo de
senescencia se utilizaron células incubadas en presencia de H»O.. El peréxido
induce la presencia de radicales libres que activan la senescencia. Pasado el
tiempo de incubacion, se observaron las células al microscopio para determinar el
desarrollo de color azul. Se contaron células en 10 campos segun las

instrucciones del fabricante para determinar el porcentaje de células senescentes.
Analisis del ciclo celular

La determinacion del ciclo celular se realiz6 mediante la técnica de incorporacion
de yoduro de propidio (Sigma, USA). Se sembraron 1x10° células de cancer de
cérvix HelLa e INBL en cajas Petri de 60mm y se incubaron con y sin 100Ul/ml de
IL-2 por 24 y 48 horas. Las células se fijaron usando etanol (JT Baker, USA) al
70% por 12 horas y luego se elimin6 el RNA incubando con RNAsa (Sigma, USA)
durante una hora a 37°C. Las células se incubaron por 10 min con 3uL de yoduro
de propidio (50mg/mL). Las fases del ciclo se determinaron usando citometria de
flujo en un citdmetro FACSAria Il de BD, USA.

Efecto de IL-2 con cisplatino

Para determinar la cantidad de cisplatino necesaria para matar la mitad de la
poblacién celular (ICso) se llevo a cabo una curva dosis respuesta. Se sembraron
1x10° células de cancer de cérvix HeLa e INBL en cajas Petri de 60mm y se
incubaron con y sin 1, 2.5, 5, 10, 20, 30 pg de cisplatino. Las células se incubaron

por 48 horas.
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Para determinar el efecto del cisplatino sobre células arrestadas en la fase G1 del

ciclo celular se sembraron 1x10° células de cancer de cérvix HeLa e INBL en cajas
Petri de 60mm y se incubaron con y sin 100Ul/ml de IL-2 por 48 horas. Pasado el
tiempo se agrego cisplatino (5ug/ml) por 24 y 48 horas. La deteccién de apoptosis
se realiz6 mediante la tinciébn con Annexina-V, usando el kit PE Annexin-V
apoptosis Detection Kit de (BD Pharmingen, USA). Se despegaron las células y se
tineron con PE Anexin V Apoptosis Detection Kit, siguiendo el protocolo del
fabricante. El porcentaje de células apoptéticas se evalué mediante citometria de
flujo usando un citdmetro FACSAria Il de BD. Los datos se analizaron utilizando el
software Flowing Software 2.5.1.

Analisis estadistico

Se utiliz6 el programa estadistico GraphPad Prism 5. Las comparaciones

estadisticas de los resultados se evaluaron utilizando la prueba t de Student.
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Resultados

Las lineas HeLa e INBL presentan las subunidades alfa, beta y gamma del
receptor de IL-2 y su expresion aumenta con el tratamiento de IL-2

Con el fin de determinar si las células HeLa e INBL son sensibles al tratamiento
con IL-2, se analizé la presencia del IL-2R en la membrana celular (Figura 2).

Los resultados muestran que las tres subunidades, tanto la cadena alfa, beta y
gamma del receptor para IL-2 estan presentes constitutivamente en las lineas
celulares HelLa e INBL. Cuando las células se incuban en presencia de IL-2
aumenta la expresion de las subunidades. En la figura 2 se muestran los

histogramas de las subunidades del receptor, A) HeLa y B) INBL.

En la figura 2C, se muestran las graficas del promedio de tres ensayos
independientes. La subunidad alfa de IL-2R es inducible con tratamiento con IL-2
en ambas lineas celulares, aunque se ve un aumento claro, éste no es
significativo. La expresion basal de la subunidad alfa en las células HeLa aumenta
del 6.07% al 16.36% en comparacion con la expresion en las células INBL que
aumentan del 7.32% al 16.8%. La expresién de la subunidad beta aumenta de
3.24% a 15.87% en células HelLa y de 5.08% a 17.69% en células INBL. La
expresion de la subunidad gamma aumenta de 24.61% a 41.03% en las células
Hela, y en las células INBL, se observa un aumento de 4.48% a 34.25%.
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Figura 2. Cadenas IL-2qa, IL-2B8 e IL-2y del IL2R en células HeLa e INBL. Se
sembraron 3x10° células incubadas con y sin IL-2. En todos los histogramas las
lineas negras punteadas representan el CAF (control de autofluorescencia), las
rayas discontinuas grises representan el isotipo, la linea negra continua representa
el area basal y el area gris sombreada representa las células tratadas con IL-2. Se
muestra un ensayo representativo de tres experimentos independientes. A) Hela.
B) INBL. C) Representacion gréaficade la intensidad de fluorescencia media (IMF)
de la expresion de las subunidades del IL-2R. Se muestra el promedio de tres
experimentos independientes.
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Una vez que se demostrd6 que las células HelLa e INBL presentan el IL2R
determinamos la cantidad de IL-2 necesaria para disminuir la proliferacién celular

en ambas lineas celulares.
IL-2 tiene efecto inhibidor sobre la proliferacion

En investigaciones previas, nuestro equipo de trabajo demostré que el tratamiento
con IL-2 inhibe la proliferacién de células INBL a las 48 horas (Lagunas, 2014).
Para corroborar en INBL y determinar en Hela si la IL-2 afecta la proliferacion de
las lineas de cancer de cérvix, se cultivaron células HeLa e INBL en presencia de
10, 50 y 100 Ul/ml de IL-2 durante 48 horas (Figura 3). En la linea celular Hela,
observamos aumento en la proliferacion celular del 24% con 10 Ul de IL-2, y
0.08% con 50 Ul de IL-2. Por el contrario, con 100 Ul de IL-2 se observa
disminucién del 38.58% de la proliferacidn celular. En las células INBL con 10 Ul la
proliferacion aumenta 18.6%, con 50Ul de IL-2 disminuye de 7.4% y con 100 Ul de
IL-2 disminuye 27.1%. En ambas lineas celulares la disminucion con 100Ul/ml de

IL-2 es estadisticamente significativa.

HelLa INBL
150 1504

1001

50

% proliferacion
% proliferacion

Tiempo

B Control E1oulL2 EB50ulL2 [l 100U IL2

Figura 3. IL-2 inhibe la proliferacion celular. Se sembraron 2x10° células y se
incubaron en presencia de 10, 50 y 100 Ul/ml de IL-2 por 24 y 48h. La proliferacion
se midi6 mediante la tincion con cristal violeta. *P<0.05.

30

——
| S—



Efecto de IL-2 como inductora de apoptosis

Considerando que en ambas lineas celulares se inhibe la proliferacion a las 48
horas en presencia de 100 Ul de IL-2, decidimos analizar si se activa el proceso

de apoptosis con el tratamiento con IL-2.

Una de las caracteristicas de la apoptosis temprana es la exposicion de la
fosfatidilserina en la capa externa de la membrana celular. Para confirmar que el
tratamiento con 100Ul/ml de IL-2 sobre las células INBL y HelLa activa el proceso
apoptético, utilizamos la técnica de tincion con Anexina V. La incubacién con IL-2
se llevd a cabo por 48 horas. Los resultados fueron obtenidos por citometria de
flujo.

El tratamiento de las células HeLa con 100 Ul/ml de IL-2 (Figura 4A) indujo una
apoptosis temprana del 2.3% y una apoptosis tardia del 3.05% en comparacion
con el control. Para la linea celular INBL (Figura 4B), IL-2 indujo apoptosis
temprana del 10.10% y apoptosis tardia del 3.97% en comparacion con el control.
La Figura 3C muestra los controles positivos para la apoptosis de las lineas
celulares HelLa e INBL, y la Figura 3D muestra los graficos de citometria de flujo
del ensayo de apoptosis.
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Figura 4. Determinacion de apoptosis en las células tratadas con IL-2. Se
sembraron 1X10° células incubadas en presencia y ausencia de IL-2 por 48h.En
las células de cancer cervical A) HeLa y B) INBL que fueron tratadas con 100UI/ml
de IL-2 por 48 horas se observo apoptosis en bajo porcentaje de la poblacién. C)
células tratadas con puromicina como control positivo para apoptosis. D) imagen
representativa de tres ensayos independientes. La tincidén se evalué por citometria
de flujo en FACS Aria Il. Andlisis estadistico, T de Student. P<0.001
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En ambas lineas celulares se observd induccién de apoptosis en parte de la
poblacién, en etapa temprana. Para determinar si la apoptosis se mantiene activa
se determiné fragmentacién de DNA y determinacién de la proteina pro-apoptética
Bax.

Uno de los procesos que se asocian con la apoptosis es la degradacién de ADN
de forma especifica entre nucleosomas. Por tanto, las células HeLa e INBL fueron
incubadas en presencia de 100Ul/ml de IL-2 para analizar si el tratamiento induce
fragmentacién del ADN (Figura 5). En las células HelLa y en las células INBL se
puede observar que el ADN de las células tratadas con IL-2 esta integro ya que no
se observa el patrén de escalera, a diferencia del ADN fragmentado de las células

tratadas con puromicina, lo cual indica muerte por apoptosis.

Hela INBL

PM 8] Controlde || -2 Controlde
apoptosis apoptosis

Figura 5. La IL-2 no induce fragmentacion del DNA. Se sembraron 1x10°
células en presencia de IL-2 por 48h.Electroforesis de ADN en gel de agarosa al
1.5% con bromuro de etidio. EI ADN fue obtenido a partir de las células a las 48
horas, usando puromicinacomo control de induccién de fragmentacién. EI ADN de
las células tratadas con IL-2, no se fragmentdé en comparacion con el patron de
fragmentacién de DNA inducido por puromicina. Resultado representativo de uno
de tres ensayos independientes.
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Para definir la induccion de apoptosis se determind la expresion de la proteina pro-
apoptotica Bax en las lineas celulares HelLa e INBL. La expresién de la proteina
Bax no se modifico en las lineas celulares con el tratamiento de la IL-2 (Figura 6 A,
B).

A) B)
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Figura 6. IL-2 no afecta la expresion de Bax. Electroforesis y radio de expresion
de Bax en células de cancer de cérvix. A) HelLa; B) INBL. Se analiz6 GAPDH
como control de expresion. PM, marcador de peso molecular (tamafio en pares de
bases).

La IL-2 no induce senescencia

Una vez que se determiné que la apoptosis solo se induce en menos del 15% de
la poblacion celular, al ser tratadas con IL-2, analizamos si la disminucién de la
proliferacion observada se debia al proceso de senescencia. Utilizamos el kit
comercial para determinar senescencia. De acuerdo con el fabricante, el sustrato

X-gal es degradado por la 3-galactosidasa asociada a senescencia al formar un
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precipitando de color azul, lo cual permite determinar las células senescentes.
Como control positivo usamos peréxido de hidrégeno ya que se ha reportado
como inductor de senescencia (Chen y Ames, 1994). En la figura 7, podemos
observar que la IL-2 no induce senescencia, en comparacion con el control

positivo. Por lo tanto, podemos descartar que la inhibicion de la proliferacién se
deba a este proceso.

Control H,0, IL-2

Hela

50pm 50pm

INBL

S50um

50pm 50um

70%
60% |
50% 0%
40%
30% |

Poblacion celular

20% |
10%
0%

Hela

INBL

H Control H202 =100Ul/mlIL-2

Figura 7. IL-2 no induce senescencia en células HELA e INBL. Las células
HelLa e INBL fueron tratadas con 100 Ul/ml de IL-2 por 96 horas y se analizé la
actividad de beta-galactosidasa caracteristica de células senescentes (color azul).
Imagen representativa de tres ensayos independientes.
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Al observar que la disminucién de la proliferacion no se debe al proceso de

apoptosis, ni senescencia, analizamos las fases del ciclo celular.

Efecto de IL-2 sobre el ciclo celular en células de cancer de cérvix

La regulacion del ciclo celular asegura la fidelidad de la replicacion genomica y la
divisién celular para prevenir transmision errénea de informacion genética. El ciclo
celular es regulado por dos puntos principales localizados en la transicion de G1/S
y G2/M, la célula puede salir de ciclo o quedar detenida. En las lineas celulares de
cancer, evadir los puntos de control constituye una de las caracteristicas mas
importantes.

Una poblacién de células se incubd durante 24 y 48 horas con IL-2. A otra
poblacién celular, pasadas las 48 horas de incubacién se le cambié el medio por
medio fresco ausente de IL-2, y permanecié 24 y 48 horas mas en incubacién para
determinar si el efecto de la IL-2 es permanente o transitorio. La distribucion del
DNA fue determinada durante las fases del ciclo celular mediante la tincion con
yoduro de propidio (IP). En la linea celular HeLa no hubo modificacién en las
células tratadas con IL-2 comparadas con el control, a ningun tiempo (Figura 8A).
En el caso de las células INBL el porcentaje celular aumenta de 44.1% a 59.2% en
la fase G1; los resultados muestran que la IL-2 induce arresto del ciclo celular
estadisticamente significativo en la fase G1 a las 48 horas. (Figura 8B). En las
figuras 7C y D, se muestran los histogramas detallando la poblacion
correspondiente a cada fase del ciclo celular. Una vez que se retir6 el medio con
IL-2 las células salieron del arresto celular siguiendo el ciclo igual que las células

sin tratamiento.
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Figura 8. IL-2 induce arresto del ciclo celular en INBL pero no en Hela. Se
sembraron 1x10° células. Se incubaron con IL-2 por 24 y 48 h. A) Las gréficas
muestran arresto del ciclo celular significativo en INBL a las 48h. B) histogramas
representativos muestran el arresto en la fase G1 ciclo celular.
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Expresion de las proteinas asociadas con la regulacion del ciclo celular p53,
p21 y ciclina D en lineas celulares de cancer de cuello uterino tratadas con
IL-2

Ademas del ciclo celular, se analiz6 la expresidon de moléculas asociadas con la
regulacion del ciclo celular como p53, p21 y ciclina
D. Los resultados muestran que la expresién del ARNm de p53 en la linea celular
INBL tratada con IL-2 por 24h, aumenta de 3.3 a 8.2. A las 48h de tratamiento, la
expresion aumentd de 3.1 a 12.9 (Figura 9A). Considerando estos resultados, p53
podria estar regulando el transito de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. Para
determinar si IL-2 indujo la activacion de p53, la forma acetilada de p53 se midi6
por citometria de flujo, en los resultados se observa que en la linea celular INBL,
p53 se activa a las 24 horas de 2.8 a 34.8% (Figura 9D).

Una vez observada la activacion de p53 analizamos rio abajo la expresion de p21

y ciclina D1.

La expresion del ARNm de p21 en la linea celular HeLa no se modificé a las 24h,
a las 48h la expresién disminuy6 de 13.5 a 5.8 (Figura 9B).

La expresion del ARNm de ciclina D solo se modificé en la linea celular INBL,
disminuyendo la expresion de 22.6 a 7.7 (Figura 9C). Los resultados muestran
que IL-2 induce un aumento en la expresion de ciclina D1 a las 24 horas en ambas

lineas celulares.
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Figura 9. IL-2 aumenta la expresion de p53 en células HelLa e INBL. Las
células se incubaron en presencia o ausencia de 100 Ul/ml de IL-2 durante 24 y 48
horas. EI ARNm se separd, se cuantifico y se retrotranscribié mediante RT-PCR
estandar. Los productos de PCR se separaron por electroforesis. Se muestra la
expresion y analisis por densitometria de (A) p53, (B) p21 y (C) Ciclina D en
células INBL y HelLa. D) Activacion por acetilaciéon de p53. El analisis estadistico
se realizé utilizando la prueba t de Student de datos pareados no paramétricos. Se
realizé utilizando el paquete estadistico GraphpadPrism5.0. * P <0.05. ***P<0.001.
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Efecto del cisplatino sobre las células tratadas con IL-2

Una vez que determinamos que el tratamiento con IL-2 solo induce apoptosis en
15% de la poblacion y que el arresto celular es transitorio, se disefié un
experimento para determinar si las células arrestadas podrian ser inducidas a
muerte por apoptosis. Consideramos el uso de cisplatino pues se ha demostrado
que induce apoptosis y se hizo una curva dosis respuesta para determinar la 1C50.
La concentracion que se consideré para los subsecuentes experimentos fue de

5ug/ml tanto para células HeLa como para INBL (Figura 10).
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Figura 10. IC50 del cisplatino. Se sembraron 1x10° células HelLa e INBL se
incubaron con 1, 2.5, 5, 10, 20 y 30 pg/ml de cisplatino durante 48 horas. El
célculo de la dosis en escala logaritmica se llevd a cabo con el programa
GraphPad Prism 5.

Una vez determinada la concentraciéon de cisplatino para inducir muerte celular,
las células se arrestaron con IL-2 para posteriormente incubarlas con cisplatino
por 24 y 48 horas.

En todos los casos aumentd la viabilidad celular de los cultivos arrestados vy
posteriormente tratados con cisplatino, en comparacion con las células que
unicamente fueron tratadas con cisplatino. En las células HelLa el porcentaje de
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apoptosis paso6 de 53.7% a 28.9% a las 24h. A las 48h el porcentaje de apoptosis
paso de 61.2% a 48.6% (Figura 11A).

En las células INBL el porcentaje de apoptosis paso de 58.9% a 18.4% a las 24h.

A las 48h el porcentaje de apoptosis paso de 72.3% a 44.6 (Figura 11B). En la

figura C se muestran los dot plots correspondientes.
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Figura 11. HeLa e INBL son resistentes a apoptosis al ser arrestadas en G1 y
posteriormente tratadas con cisplatino. Las células se incubaron con IL-2 por
48 horas para inducir el arresto celular en la fase G1, y posteriormente se adicion6
cisplatino por 24 y 48 horas, se consideraron los controles sin tratamiento y células
tratadas Unicamente con cisplatino. Los resultados se obtuvieron por citometria de
flujo. A) Hela. B) INBL. C) Dot plots representativos de tres ensayos
independientes.

44

——
| S—



Se obtuvieron fotografias de un experimento representativo de tres ensayos
independientes. En las fotografias se observa la morfologia de las células sin
tratamiento, con IL-2, con cisplatino y células arrestadas con IL-2 y posteriormente
tratadas con IL-2. En las células sin tratamiento se pueden observar células
adheridas, con morfologia extendida y con baja cantidad de células en proceso de
muerte. En las células con IL-2 la mayoria de las células permanecen adheridas,
pero se observan mas células en proceso de muerte. En las células con cisplatino
se observa al menos la mitad de las células muertas, han perdido la adherencia y
turgencia. En las células que fueron arrestadas previo a la incubacion con
cisplatino se observan tanto células adheridas, extendidas y turgentes, como

células es proceso de muerte (Figura 12).

A)
IL-2 48h +
Sin tratamiento IL-2 48h Cisplatino 24h cisplatina 24h
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B) IL-2 48h +

Sin tratamiento

IL-2 48h Cisplatina 24h cisplatino 24h

. ) IL-2 48h +48h INBL
Sin tratamiento IL-2 48h Cisplatino 48h cisplatino 24h

Figura 12. IL-2 induce arresto en G1 y protege a las células de apoptosis
inducida por cisplatino. Las células fueron incubadas con IL-2 por 48 horas para
inducir el arresto celular y se trataron con cisplatino por 24 y 48 horas. Se
muestran imagenes de la morfologia de las células. A) Hela. B) INBL. Imagenes
tomadas con una cdmara Leica acoplada al objetivo 10x de un microscopio de
inversion.
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Discusion

Las terapias de blancos moleculares son usadas en el tratamiento de muchos
tipos de cancer como primera linea terapéutica. Muchos canceres se originan por
la desregulacion de las vias de sefalizacién y el desarrollo de farmacos se ha
enfocado en moléculas que bloquean especificamente a las causantes del cancer.
Se ha reportado que la heterogeneidad de las células malignas es la principal
causa de la pobre eficiencia y duracion de los tratamientos. Ademas, las células
tumorales malignas que responden a un tratamiento terapéutico particular pueden
adaptarse rapidamente y desarrollar resistencia al tratamiento cambiando la via de
senalizacién y beneficiandose de la comunicacién cruzada. Por tal motivo, surge la
necesidad de buscar nuevos blancos moleculares e innovar en el desarrollo de

agentes terapéuticos.

Las citocinas, incluyendo a la interleucina 2 (IL-2), son una atractiva soluciéon que
pueda cumplir con las demandas terapéuticas, ya que la IL-2 juega un papel muy
importante en las redes de transduccion de sefiales mediando procesos celulares
fundamentales como diferenciacién celular, proliferacién, apoptosis, transcripcion,

metabolismo y comunicacién intracelular.

Se ha reportado que la IL-2 es una citocina proinflamatoria producida por el
organismo, es capaz de activar a los linfocitos del sistema inmune y ha sido
utilizada como método de control para diabetes tipo 1, melanoma metastasico,
cancer de rindn, cabeza y cuello, intestino, colon y es6fago. Desde hace 20 afos
se han llevado a cabo estudios con IL-2, la cual se clasifica como un "modificador
de la respuesta bioldgica", que modula la respuesta del organismo frente a las
células cancerosas (lwamuro et al, 2016; Pham et al., 2016; Perdigoto et al.,
2016).

Considerando que la IL-2 es utilizada en tratamientos contra diferentes tipos de
enfermedades, incluyendo el cancer, es importante conocer su efecto sobre las
células de carcinoma de cérvix HeLa e INBL para determinar su posible uso como
un agente terapéutico o como adyuvante en el tratamiento de este tipo de cancer.
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En este contexto en este trabajo presentamos evidencias del efecto de 100Ul/ml
de IL-2 sobre la proliferacion, apoptosis, senescencia y ciclo celular de las células
de cancer de cérvix HelLa e INBL.

Algunos grupos han reportado la presencia del receptor para IL-2 en la linea de
carcinoma de cérvix HelLa (Otero 1995, Presnell et al., 2012; Rudnicka et al., 2015;
Zhao et al., 2016), por lo que nuestros resultados concuerdan con lo obtenido por
diversos grupos de trabajo. Como se observa en los resultados, la linea celular
transformada INBL tiene las cadenas afy, tal como lo reporta Rangel, (Rangel et
al., 1998). En este estudio nosotros confirmamos estos datos, ademas de observar
las tres cadenas en la linea celular Hela.

Se ha reportado que carcinomas humanos expresan de manera abundante IL-2Rf
e IL-2Ry y muy poco IL-2Ra en la superficie celular en ratones desnudos. También
se ha reportado la expresion de IL-2Ra, IL-2RB en una variedad de células
normales y malignas incluyendo fibroblastos embriénicos humanos (Plaisance et
al., 1992) células de melanoma (Rimoldi et al.,1993), células de pituitaria (Arzt et
al., 1992) y células del epitelio intestinal (Ciacci et al., 1993). La presencia de la IL-
2RB en carcinoma humano parece ser necesario para el crecimiento de lineas
celulares tumorales (Lin et al., 1995). Nuestros resultados muestran que la IL-2
induce la expresién de las subunidades beta y gamma en las lineas de cancer de
cérvix HeLa e INBL. En previos reportes se mostré la presencia de las
subunidades del IL-2R, pero no habian sido comparadas con la expresion basal de
dichas subunidades. Por lo que en este trabajo se aporta que las subunidades del
IL-2R son inducibles con IL-2 exdgena.

Una vez determinada la presencia de las tres subunidades del receptor de IL-2, las
lineas HelLa e INBL fueron tratadas con 100Ul/ml de IL-2 para evaluar el efecto
sobre la proliferacion celular mediante la técnica de tincion con cristal violeta. Los
resultados muestran que el tratamiento con IL-2 tiene efecto inhibidor de la
proliferacion, tanto en células HeLa como en células INBL a las 48 horas. Estos
resultados muestran que ambas lineas son sensibles al tratamiento, tal como se
ha reportado anteriormente (Zhao et al., 2016; Rangel et al., 2010). En estudios

47

——
| S—



previos se muestra que se inhibe la proliferacion de las células CALO e INBL
tratadas con 100Ul/ml de IL-2 a las 48 horas (Alvarado 1997; Lagunas, 2014).

Una posible explicacion sobre el proceso que induce la disminucién de la
proliferacion con el tratamiento con IL-2 puede ser que se activa el proceso de
muerte por apoptosis en las células de cancer de cérvix. Para determinar si se
induce apoptosis, analizamos el proceso con tres técnicas diferentes, cada una de
ellas destinada a determinar las etapas de la apoptosis (desde el inicio hasta la
culminacién) y para nuestra sorpresa encontramos que no toda la disminucién de
la proliferacién celular es causada por apoptosis, ya que alrededor del 70% de las

células son viables.

Para determinar si la disminucién celular se debia a que las células eran inducidas
a senescencia se determind la presencia de la Beta-galactosidasa asociada a este
proceso en células tratadas con IL-2 por 96 horas. Los resultados obtenidos
muestran que las células no son senescentes con el tratamiento, ya que la
presencia de la beta-galactosidasa fue la misma que la observada en el control sin

tratamiento.

Hasta este punto no se pudo determinar qué proceso inducia la disminucion de la
proliferacion, por lo que decidimos analizar las fases del ciclo celular. En los
resultados obtenidos al analizar el ciclo celular, se observé arresto en la fase G1 a
las 48 en las células INBL. Cabe mencionar que a los cultivos celulares incubados
con IL-2 por 48 horas les fue retirado el medio condicionado y reemplazado por
medio fresco, los resultados fueron muy interesantes ya que la proliferacién en
ambas lineas celulares sigui6é adelante, por lo que el arresto inducido por IL-2, al
parecer es ftransitorio. En muchas células, el arresto puede culminar en
senescencia 0 apoptosis, pero en la mayoria de los casos el arresto celular es
transitorio. Por ejemplo, la exposicién de los fibroblastos a la radiacién y promueve
detencién reversible en la fase G1 o detencion irreversible, similar a la
senescencia, dependiendo de la tasa de dosis de irradiacion o tasa de dafio en el
ADN (Di Leonardo et al., 1994). Es probable que se haya activado un mecanismo
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similar al inducido por la radiacion, pero esto debera analizarse en otra serie de

experimentos.

Se ha observado en leucemia de células T en adultos (del inglés Adult T-cell
leukemia, ATL), que estas células requieren IL-2 para su proliferacion y
sobrevivencia, y al retirarles la IL-2 se observé el arresto en G1 seguido de
apoptosis; la molécula responsable de esto fue p27Kip1, ademas de que se
detectdé una disminucion de la expresion de Bcl-xL y un ligero aumento de Bax
(Fujimura et al., 2004). La progresion del ciclo celular esta regulada por diversos
mecanismos mediados por IL-2, entre ellos la expresion de miRNAs, por ejemplo,
el factor de transcripcién FOXO1 es capaz de bloquear la progresién del ciclo
celular via induccién del inhibidor p27Kip1; también es capaz de inducir a la
proteina pro-apoptoética Bim. FOXO1 puede ser inhibido de manera
postranscripcional por la IL-2, debido a la induccién del microRNA miR-182
(Stittrich et al., 2010).

Valle y colaboradores en 2014 reportaron que la desfosforilacién de STATS5 podria
estar implicada en la disminucién de la proliferacién celular. Reportes previos han
mostrado que STATS tiene blancos moleculares tanto en vias de muerte (Bcl-XL,
Bcl-2, Fas, TRAIL) como en vias de proliferacion (p21, p53, ciclina D, ciclina E)
(Lessene et al., 2008; Taylor et al., 2008). Varios estudios han reportado
activacion constitutiva de STAT1, STAT3 y STAT5 en diversas lineas celulares
tumorales de humanos. Considerables evidencias sugieren que la activacion
constitutiva de STAT3 y STATS esta involucrada en la formacion y progresion de
tumores, asi como la inhibicién de apoptosis (Xiong et al., 2009). Se ha reportado
que en células tumorales en monocapa y en tumores humanos in situ, la IL-2 es
expresada en células en division (Reichert et al., 1998). En células tumorales la IL-
2 puede mediar la progresién del ciclo celular al regular los niveles de expresion
de los inhibidores de CDK.

Por tanto, analizamos el estado de activacion o inhibicion de proteinas
relacionadas con la regulacion de la fase G1 del ciclo celular como, p53, p21 y
ciclina D, para determinar las causas del arresto celular en la fase G1. Los
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resultados obtenidos para p53 muestran que la disminucion de la proliferacion, asi
como el arresto celular en INBL se debe a que p53 esta activada, ciclina D esta
disminuida y p21 sobre-expresada. En los datos obtenidos para HelLa se observa
que p53 y p21 disminuyen, lo cual puede explicar porque en HelLa no se observa

arresto celular.

En la linea celular HeLa se ha reportado una disminucién de la expresiéon de p53,
como resultado de la degradacion inducida por la proteina E6 del papilomavirus,
es posible que en estas células, p53 no tenga un papel importante en el proceso
de apoptosis. Esto es relevante dado que la funcion de p53 en el arresto de la
fase G1 es abolido (Maldonado et al., 1997).

Para determinar si las células arrestadas en G1 son susceptibles a la apoptosis
inducida por cisplatino, las células HeLa e INBL fueron tratadas con este agente
quimioterapéutico. Al analizar el efecto del cisplatino en células de cancer de
cérvix, encontramos que éste induce muerte celular a la mitad de la poblacion
cuando las células son arrestadas con IL-2 y posteriormente tratadas con
cisplatino, la apoptosis se reduce significativamente. Un estudio realizado en
células HeLa mostré que la reparacion del DNA es una limitante en la resistencia
de los tratamientos inductores de apoptosis (Chao, 1994).

La apoptosis inducida por cisplatino en células tumorales generalmente depende
de la ruta de p53. Sin embargo, cuando los tumores poseen mutaciones de p53, el
cisplatino no induce la apoptosis tan eficazmente, y los efectos clinicos del platino
se restringen en consecuencia. Varios estudios han demostrado que las pacientes
con cancer de ovario avanzado que presentan mutaciones de p53 o
sobreexpresién de p53 muestran baja sensibilidad a la quimioterapia que contiene
cisplatino (Righetti et al.,1996; Sato et al.,1999). El cisplatino es un agente
utilizado como quimioterapéutico ya que causa rompimiento de la doble cadena de
DNA formando aductos (Cohen y Lippard, 2001; Siddik, 2003). Se ha reportado
que el tratamiento de células de cancer humano con cisplatino propicia arresto en
la fase G2 independientemente de la activacion de p53 (Strathdee et al., 2001).
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Reyes y colaboradores en el 2018 reportaron que un subconjunto de células
después de una semana de irradiacion UV, detuvieron su ciclo celular, luego
escaparon del arresto y se dividieron. Usando reporteros fruorescentes y modelos
matematicos, determinaron que las fluctuaciones en el patrén oscilatorio del gen
supresor tumoral p53, desencadenaba un cambio brusco entre p21 y CDK2, lo que

permitié a las células escapar del arresto celular (Reyes et al., 2018).

De acuerdo a los resultados obtenidos, el tratamiento con IL-2 induce arresto
transitorio del ciclo celular y protege a las células de entrar en apoptosis. Todos
estos resultados nos sugiere que deben existir otros factores que permitan a la
célula sobrevivir, uno de esos posibles factores pudieran ser mecanismos

relacionados con la reparacién del ADN.

De acuerdo a nuestros resultados la detencion del ciclo celular en la fase G1
observada en este trabajo esta mediada por la transcripcion dependiente de p53 y
del inhibidor de CDK p21. Al parecer durante la detencién del ciclo celular se esta
reparando el DNA vy la célula continuara hacia la fase S. La reparacion del DNA
activada por p53 no permite el inicio de la apoptosis, por lo que la expresion del
gen pro-apoptoético Bax no aumenta. Posiblemente el efecto dual de accion de la
IL-2 (activacion de muerte y activacion de la proliferacion) permite que las células
sigan proliferando. Considerando los resultados del grupo de trabajo en los que se
ha analizado la via de senalizacion JAK-STAT y se ha observado una disminucion
de la fosforilacion en las proteinas JAK3 y STATS5, consideramos que estas
moléculas podrian ser clave en la activacion rio abajo de proteinas involucradas

en proliferacién como se observa en el modelo propuesto (Figura 13).

Aunque la hipétesis de este trabajo sugiere que la IL-2 podria ser usada como
tratamiento contra el cancer de cérvix, debido a los antecedentes de su uso
favorable en otros tipos de cancer, los resultados de este trabajo muestran que el

tratamiento con IL-2 confiere resistencia a las células de morir por apoptosis.
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Figura 13. Efecto de la IL-2 sobre la proliferacion y resistencia a muerte en
células de cancer de cérvix. La via de senalizacion JAK-STAT activada por IL-2
regula rio abajo la proteina reguladora del ciclo celular, ciclina D. La IL-2 permite la
acetilacién de la lisina 382 activando a p53 el cual regula la expresidon de p21, ésta
a su vez, disminuye la expresién de ciclina D, la cual permite el arresto celular en
la fase G1. Durante el arresto celular se lleva a cabo la reparacion del ADN
inducido por el cisplatino exégeno blogueando asi el proceso de apoptosis.
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Conclusion

De acuerdo a los resultados reportados concluimos que las células HeLa e INBL
presentan el receptor para IL-2. El tratamiento con IL-2 disminuye la proliferacion
en ambas lineas celulares sin inducir significativamente apoptosis. El tratamiento
con IL-2 no indujo senescencia celular. En la linea celular INBL se observé arresto
transitorio en la fase G1 del ciclo celular regulado por p53, p21 y ciclina D. El
tratamiento con cisplatino indujo apoptosis en la mitad de la poblacién, sin
embargo, en las células previamente arrestadas y posteriormente tratadas con
cisplatino, se encontrd, sorprendentemente, que la IL-2 confiere proteccion a las

células evitando la activacién de apoptosis.
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Perspectivas

Para hacer una mejor determinacion de blancos moleculares involucrados en el
arresto celular, se podrian analizar por separado las poblaciones obtenidas en los
cultivos arrestados (células adheridas) y en las células muertas (células flotantes).
Una vez que se aislen las células en arresto se puede utilizar Ki-67 o
carboxifluoresceina para determinar si las células efectivamente contintan su

proliferacion normal o se relentecen.

Considerando el modelo propuesto se propone realizar los mismos experimentos
con STATS silenciada para determinar si estd influyendo directamente en la
proteccion de las células ante la apoptosis.

Se puede considerar la incubacién simultanea de IL-2 con cisplatino posterior al
arresto celular, para saber si el porcentaje de apoptosis aumenta en comparacion
a la incubacion por separado.

También es importante analizar el proceso de reparacion celular en células
tratadas con IL-2, ya que se ha reportado que la reparacion celular ocupa un papel

muy importante en la resistencia a tratamientos antitumorales.
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