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No hay en el mundo fortuna mayor, creo, que la incapacidad de la mente humana para
relacionar entre si todo lo que hay en ella. Vivimos en una isla de plicida ignorancia,
rodeados por los negros mares de lo infinito, y no es nuestro destino emprender largos

viajes. Las ciencias, que siguen sus caminos propios, no han causado mucho dafio hasta

ahora; pero algiin dia la union de esos disociados conocimientos nos abrird a la
realidad, y a la endele ble posicion que en ella ocupamos, perspectivas tan terribles que
enloqueceremos ante la revelacion, o huiremos de esa funesta luz, refugidndonos en la

sequridad y la paz de una nueva edad de las tinieblas.

3. ®. Lovecraft, La lamada de Ctfulliu (1928)

La ciencia se llama ciencia justamente porque no reconoce fetiches, porque no teme
acabar con lo que se hace viejo y caduco y porque presta oido atento a la voz de la
experiencia y de la prictica.

I. V. D. Stalin

... One day, we imagine that cancer biology and treatment—at present, a patchwork,

quilt of cell biology, genetics, histopathology, biochemistry, immunology, and

pharmacology—will become a science with a conceptual structure and logical
coherence that rivals that of chemistry or physics.

Hanahan D & Weinberg RA. The hallmarks of cancer (2000).
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Resumen

El cancer es un fendbmeno que representa la segunda causa de muerte en el
mundo; en 2015, ocasiond 8,8 millones de defunciones. La deteccion de cancer
en una fase avanzada y la falta de diagndstico y tratamiento son problemas
frecuentes. En 2017, solo el 26% de los paises de ingresos bajos informaron que
la sanidad publica contaba con servicios de patologia para atender ala poblacién
en general. En el caso de México el cancer se ha mantenido en segundo o tercer
puesto como una de las principales causas de muerte, la mortalidad por
neoplasias fue mayor en mujeres (13.97%) que en hombres (10.74%) siendo el
cancer de cérvix el tercer lugar en incidencia con un total de 7869 casos nuevos
y la segunda causa de muerte por cancer entre las mujeres con 4121
defunciones.

El factor de riesgo mas importante para el desarrollo de este padecimiento es la
infeccién por Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo, que gracias a la
actividad de las células que infecta y a la accion de las proteinas virales,
particularmente E6y E7, puede generar un desequilibrio en el ciclo celular y por
lo tanto en la proliferacion celular. Ya que CDK2 es una importante cinasa que
regula diferentes etapas del ciclo celular, entre ellas la transicion de la fase G1 a
la fase S, en este trabajo nos enfocamos en analizar el papel de CDK2 en lineas
de cancer de cérvix tratadas con interleucina 2 (IL-2).

Nuestros resultados demuestran que 10 UI/mL de IL-2 disminuye la expresion
de CDK2 en las lineas de cancer de cérvix HeLa e INBL después de 24 horas de
incubacién, mientras que a una concentracion de 100 UI/mL aumenta la
expresion de CDK2 en ambas lineas celulares. Debido a este comportamiento
decidimos analizar CDK2 a nivel de proteina pero en este caso evaluando la
transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. Previamente nuestro equipo
de trabajo report6 arresto en la fase G1 del ciclo celular en células de cancer de
cérvix tratadas con 100 UI/mL de IL-2, por lo que también nos interesé dilucidar
qué papel jugaba CDK2 en dicha detencién del ciclo celular. Determinamos que
la transicion de la fase G1-S del ciclo celular inicia aproximadamente a las siete
horas de cultivo en la linea HeLa mientras que en la linea INBL inicia alrededor
de las 10 horas de cultivo. Por ultimo observamos que la activacion de CDK2 en
la transicion G1-S aumenta ya sea con 10 0 100 UI/mL de IL-2 en la linea HelLa,
resultado que no esperabamos por lo menos para el tratamiento de 100 U/mL
de IL-2. También observamos que la IL-2 induce la inhibicion de CDK2 activa
después de la transicion G1-S en ambas lineas celulares.

Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que CDK2 podria estar implicado
en otros procesos celulares, como la activacion de vias de sefializacion en
respuesta por dafio al ADN, que lleven a la detencion del ciclo celular y no
necesariamente esté participando en la regulacion de la transicién G1-S del ciclo
celular bajo un tratamiento con IL-2, sin embargo es necesario profundizar en el
papel que juega CDK2 bajo este tipo de tratamientos.



Introduccioén

Cancer

En el estudio del cancer se han establecido algunas premisas como que las
células cancerosas derivan de una sola célula que ha acumulado mutaciones a
lo largo del tiempo y que las mutaciones ocurren en genes que controlan la
proliferacion y/o el ciclo celular. Esto ha llevado a que los investigadores busquen
las causas del cancer “dentro” de la célula y en especial, mutaciones en los
llamados oncogenes y genes supresores de tumores [1].

Por ello, el cancer se puede definir como un grupo de méas de 100 diferentes
padecimientos que son causados por multiples alteraciones en el material
genético de la célula [2]. Al menos tomando en cuenta la teoria convencional
gue trata de explicar la carcinogénesis, conocida como Teoria de Mutacion
Somética (TMS). Bajo el enfoque de esta teoria una caracteristica definitoria del
cancer es la multiplicacion rapida de células anormales, dichas células se
caracterizan por poseer dos propiedades hereditarias: 1) Se dividen a pesar de
las restricciones normales, y 2) se extienden mas alla de sus limites habituales
y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, un
proceso que se denomina metéstasis. La capacidad de invasion es una
caracteristica de las células cancerosas, les permite liberarse del tejido, entrar
en el torrente sanguineo y formar tumores secundarios en otros lugares del
cuerpo. Asi, las células cancerosas muestran inestabilidad genémica que deriva
en su proliferaciébn descontrolada ocasionada por la desregulacion del ciclo
celular [3,4].

En el afio 2000 y 2011 Douglas Hanahan y Robert A. Weinberg publicaron dos
articulos en los que enlistan, lo que ellos denominan “caracteristicas o sellos
distintivos del cancer” [5, 6]. Proponen una lista de ocho caracteristicas para dar
explicacion al por qué de las células cancerosas:

1) Sefalizacion proliferativa sostenida.

2) Evasion de las sefales inhibitorias de crecimiento.

3) Resistencia a la muerte celular.

4) Inmortalidad replicativa.

5) Induccién de angiogénesis.

6) Activacion de la invasion y metastasis.

7) Reprogramacion del metabolismo energético.

8) Evasion de la respuesta inmune.
Con base en ello describen a las células cancerosas dentro de los tumores como
poblaciones celulares razonablemente homogéneas hasta relativamente tarde
en el curso de la progresion del tumor, cuando la hiperproliferacion combinada
con un aumento de inestabilidad genética genera distintas subpoblaciones
clonales. Como reflejo de dicha heterogeneidad clonal, muchos tumores
humanos son histopatolégicamente diversos, y contienen regiones demarcadas
por diversos grados de diferenciacion, proliferacion, vascularidad, inflamacion
y/o invasividad [5, 6].



Carlos Sonnenschein y Ana M. Soto [7], mencionan que esto refleja una vision
reduccionista del fendbmeno ya que todo se reduce a:

a) El cancer es un padecimiento genético y
b) Todo lo que ahora no puede vincularse a un origen genético, finalmente
se asociara a una interpretacion genética de la enfermedad en un futuro
proximo [7].
Aportando un enfoque diferente de abordar el cancer, ellos proponen una nueva
teoria ala que llaman TOFT, por sus siglas en inglés (Tissue Organization Field
Theory). Esta teoria analiza y critica cada una de las caracteristicas del cancer
propuestas por Hanahan y Weinberg. Asi, mientras que bajo el enfoque de la
TMS el cancer es un padecimiento de origen genético basado en la célula; la
teoria TOFT lo reconoce como alteracion entre las interacciones de la célula con
el tejido adyacente, mostrando inestabilidad genética como subproducto del
céancer [8].

Una de las diferencias mas notables entre ambas teorias es que a diferencia de
la TMS en donde un estado no proliferativo es el estado predeterminado de las
células, la TOFT asume la proliferacion como un estado “sine qua non” para la
vida. Ademas sugieren revisar algunos puntos clave como la resistencia o
evasion de la apoptosis ya que posiblemente este proceso puede disminuir el
tamafo del tumor en un principio pero sea necesario después para una evasion
agresiva de las células tumorales [7]. Stuart G. Baker realiza una comparacion
entre ambas teorias (tabla 1) mencionando que la complejidad del paisaje
gendémico del cancer puede sugerir: 1) mas investigaciones de secuenciacion,
bioinformética y biologia de sistemas bajo la premisa de que se estd acercando
una comprension completa de la TMS, o 2) mas investigaciones sobre el papel
de los morfostatos, fuerzas mecéanicas y sefiales bioeléctricas en la
carcinogénesis bajo la premisa de que un enfoque desde la teoria TOFT es mas
relevante u ofrece un mayor campo de investigacion [8].

Sea cual sea el enfoque que se utilice para entender el cancer, este fendbmeno
representa la segunda causa de muerte en el mundo; en 2015, ocasion0 8,8
millones de defunciones. La deteccion de cancer en una fase avanzada y la falta
de diagnostico y tratamiento son problemas frecuentes. En 2017, solo el 26% de
los paises de ingresos bajos informaron que la sanidad publica contaba con
servicios de patologia para atender a la poblacion en general. Mas del 90% de
los paises de ingresos altos ofrecen tratamiento a los enfermos oncoldgicos,
mientras que en los paises de ingresos bajos este porcentaje es inferior al 30%,
sin embargo solo uno de cada cinco paises de ingresos medianos o bajos
dispone de los datos necesarios para impulsar politicas de lucha contra la
enfermedad [9].

El cancer también representa la segunda causa de muerte en el continente
Americano, en el 2018 caus6 1.3 millones de muertes y 3.7 millones de nuevos
casos [10]. El cancer constituye una enorme carga para la sociedad en paises
ya sea econémicamente desarrollados o en vias de desarrollo.



Tabla 1. Algunas diferencias entre TMS y TOFT.

del cancer

Concepto TMS TOFT
Idea central 1) Padecimiento genético 1) Desarrollo erréneo
2) Se enfoca en la célula 2) Se enfoca en las
cancerosa interacciones del tejido
Mutaciones Necesarias para el desarrollo 1) Noson necesarias para

el surgimiento del cancer

2) Inestabilidad genética
como subproducto del
cancer

3) Hipétesis adicional: En
algunos casos las
mutaciones conducen al
cancer por disrupcién de
morfostatos, fuerzas
mecanicaso senales
bioeléctricas

Tejido Adyacente

Papel de apoyo:
1) Afectala condicion
fisica de las clonas
2) Neoplasias incipientes
reclutan células del
estroma

Papel clave:

1) Céncer surge debido ala
disrupcion de las
interacciones con el
tejido adyacente

Localizacion del cancer en
relacion a la exposicion de
agentes carcinogénicos.

El cdncer solo surge en tejido
que ha sido expuesto a
carcinégenos

El cdncer puede surgir en tejido
que no ha sido expuesto a
carcinégenos

Tomado y modificado de Baker SG, 2014 [8].

La incidencia de céancer estd aumentando debido al

crecimiento y el

envejecimiento de la poblacién, asi como a la creciente prevalencia de factores
de riesgo asociados con las principales causas de muerte por cancer como el
tabaquismo (cancer de pulmédn, colorrectal, estbmago e higado)
sobrepeso/obesidad e inactividad fisica (cancer de mama y colorrectal) e
infeccion y cambios en los patrones reproductivos asociados con la urbanizacion
y el desarrollo econdémico (cancer de higado, estdbmago y cuello uterino)[11].

En el caso de México el cancer se ha mantenido en segundo o tercer puesto
como una de las principales causas de muerte, la mortalidad por neoplasias fue
mayor en mujeres (13.97%) que en hombres (10.74%) siendo el cancer de cérvix
la segunda causa de defunciones en mujeres [12].



Cancer de cérvix

El céancer de cérvix ocupa a nivel mundial la cuarta posicion en cuanto a
incidencia y mortalidad en mujeres, con un estimado de 569 847 casos nuevos
en 2018 segun la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC,
por sus siglas en inglés). Se tiene un estimado de 311 365 mil muertes por cancer
de cérvix en todo el mundo lo que representa el 7.5% de todas las muertes por
cancer en mujeres [13]. En México este tipo de cancer ocupa el tercer lugar en
incidencia con un total de 7869 casos nuevos Yy es la segunda causa de muerte
entre las mujeres con 4121 defunciones [14].

El tabaquismo, el uso de anticonceptivos orales, mantener relaciones sexuales
a temprana edad asi como la promiscuidad sexual, son algunos de los factores
de riesgo para el desarrollo de cancer de cérvix, sin embargo, el factor de riesgo
mas importante para el desarrollo de este padecimiento es la infeccién por el
Virus del Papiloma Humano (VPH) [15-18].

Patofisiologia

El cuello uterino, que se encuentra entre la vagina y el utero, es un canal con dos
aberturas: el orificio interno superior que conduce al Utero y el orificio externo
inferior que conecta con la cavidad vaginal. La histologia del canal cervical se
puede dividir en:

1) endocérvix, que se caracteriza por un epitelio secretor columnar simple,
las células epiteliales del endocérvix pueden aparecer altas y delgadas, y
estan estrechamente adheridas entre si; el cuello uterino no tiene
glandulas, en cambio, los pliegues del epitelio de la columna crean
estructuras extensas similares a criptas que secretan moco cervical y
actian como sitios de almacenamiento para los espermatozoides
después del coito.

2) exocérvix, el cual esta revestido por epitelio escamoso estratificado no
gueratinizante.

3) Unidbn escamocolumnar, es la zona donde se unen los epitelios que
recubren el endocérvix y el exocérvix; ésta es una zona de gran

importancia, ya que es el &rea mas vulnerable a la infeccién por VPH
(figura 1) [19, 20].

Esta vulnerabilidad de la zona de unibn escamocolumnar es causada por la
metaplasia que ocurre a lo largo de la vida de la mujer, este es un proceso
normal, por el cual el epitelio columnar en esta region puede convertirse en un
epitelio estratificado diferenciado. Ocurre en la pubertad cuando el endocérvix
se expone al ambiente acido de la vagina, pero también ocurre en respuesta a
la irritacion local. Aunque este modelo es persuasivo, nuestra comprension de
los tipos de células que mantienen la homeostasis epitelial normal en las
proximidades de la union escamocolumnar esta poco desarrollada [21].



A

Ectocervix Endocervix
(escamoso) (columnar)
Endocervix
Ectocervix —§—
ectocervix union escamocolumnar endocervix

zona de transformacion

Figura 1. A) Esquema que muestra la zona del ectocérvix y endocérvix, B) y C)
corte histolégico y esquema donde se puede apreciar la union escamocolumnar.
Tomado y modificado de Herfs M et. al. y Doorbar J et. al. [20, 21].

Se reconoce asi que el VPH puede inducir una neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) (ver tabla 2), que generalmente se convierten en cancer cervical debido a
la infeccién continua con VPH de alto riesgo. Dado que la zona de transicion
incluye dos tipos de células epiteliales (células glandulares y escamosas),
pueden ocurrir dos formas diferentes de cancer en el cuello uterino. Un répido
aumento no regulado de células glandulares en el endocérvix genera un
adenocarcinoma mientras que una neoplasia maligna de células escamosas es
la causa del carcinoma de células escamosas. Este Ultimo es mucho mas
frecuente y suele ser asintomatico en sus primeras etapas, pero puede causar
dolor coital y pélvico y sangrado y flujo vaginales a medida que progresa. El
origen de los canceres asociados al VPH, por lo tanto, a menudo tiene que ver
tanto con el sitio epitelial, como con el rango de tipos de VPH de alto riesgo que
lo infectan [21, 22].

Al final de la década de los 70°s y principios de los 80’s diferentes investigadores
sugerian que la infeccion por un virus podria jugar un papel clave en el desarrollo
de diferentes tipos de cancer, especificamente de neoplasias cervicales [23],
poco tiempo bastdé para que se propusieran a los virus de papiloma humano
como agentes causales del desarrollo del cancer de cérvix [24, 25]. Al analizar
diferentes muestras provenientes de biopsias de pacientes con cancer de cérvix,
Harald zur Hausen y colaboradores demostraron que se encontraba presente
ADN viral de los tipos VPH 6, 11, 16 y un nuevo tipo (en ese entonces) al que



denominaron VPH 18; incluso encontraron ADN viral de VPH 18 en lineas
celulares derivadas de cancer de cérvix como HelLa y KB, por lo que se propuso
a la linea celular HeLa como un importante modelo de estudio para entender
mejor este tipo de cancer [26].

Todos los papilomavirus pertenecen a la familia Papillomaviridae la cual incluye
16 géneros diferentes. Los papilomavirus del género Alpha se han subdividido
en virus de bajo riesgo, los cuales han sido encontrados principalmente en
verrugas genitales (VPH 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81) y virus de alto
riesgo los cuales estan intimamente relacionados con el proceso de desarrollo
de cancer de cérvix (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) ademas
de tres posibles VPH de alto riesgo (VPH 26, 53, 66) [27, 28].

Tabla 2. Lesiones cervicouterinas precancerosas: terminologia para la
notificacion citologica e histolégica

Clasificacidn citologica Clasificacion histolégica
(utilizada para tamizaje) (utilizada para diagndstico)
Papanicolaou Sistema de Bethesda NIC Clasificaciones

descriptivas de la OMS

Clase | Normal Normal Normal
ASCUS . .
Clase Il ASC-H Atipia Atipia
NIC1 inclusion d
Clase IlI LSIL , CON INCIUSION G 1 3y citosis
condiloma plano
Clase Il HSIL NIC2 Displasia moderada
Clase Il HSIL NIC3 Displasia grave
Clase IV HSIL NIC3 Carcinoma in situ
Clase V Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasor

ASC-H: células escamosas atipicas: no se puede excluir una lesion intraepitelial
escamosa de alto grado; ASCUS: células escamosas atipicas de significado
indeterminado; NIC: neoplasia intraepitelial cervicouterina; HSIL: lesion intraepitelial
escamosa de alto grado; LSIL: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado. Tomadoy
modificado de OPS, 2016 [29].

Si bien los tipos de VPH 16 y 18 han sido identificados como los mas prevalentes
en el cancer de cérvix en el mundo alcanzando esta relacion hasta un 66%, se
ha reportado para nuestro pais un porcentaje cadavez mayor de casos en donde
se encuentran diferentes tipos de VPH como el VPH 31, 33, 45, 52 y 58; a pesar
de ello, el ADN viral se identifica en el 99.7% de los casos de cancer de cérvix
invasor lo que demuestra su importante papel en el desarrollo de este
padecimiento [30, 31].



La organizacién gendémica del VPH consta de aproximadamente 8000 pares de
bases con ocho o nueve marcos de lectura abiertos (ORF por sus siglas en
inglés). El genoma del VPH puede dividirse en tres diferentes regiones: i) una
region que codifica para los genes de expresion temprana E1, E2, E4, E5, E6 y
E7; ii) otra regidn que codifica para los genes de expresion tardia L1 y L2 vy iii)
una regiéon no codificante nombraba Regién Larga de Control (LCR por sus siglas
en inglés) que esta localizada entre los ORFs L1 y E6 y contiene los elementos
necesarios para la replicacion y transcripcion viral (figura 2) [32].

La proteina viral E1 (VPH E1) tiene actividad de helicasa dependiente de ATP
gue puede unirse al origen de replicacion rico en AT y a las proteinas VPH E2
gue participan en la transcripcion y replicacion viral. La proteina VPH E2 de
longitud completa es un activador transcripcional, en contraste, una forma
truncada de VPH E2 y la proteina de fusion VPH E8 ™ E2 reprimen la
transcripcion. VPH E4 estd incrustado dentro del gen E2 y se expresa
principalmente como una proteina de fusion VPH E1 ™ E4 durante las ultimas
etapas del ciclo de vida viral. VPH E4 se une a los filamentos de citoqueratina,
interrumpiendo su estructura, y se cree que desempeia un papel clave en el
escape viral de las capas epiteliales cornificadas. VPH E5 participa en la evasion
de la apoptosis y de la respuesta inmune. La region tardia codifica las proteinas
de la cépside mayor (L1) y menor (L2). Dado que el ORF L1 es el mas
conservado entre los papilomavirus, se utiliza para la organizacion filogenética y
la clasificacion del VPH [33].

Proteina | Funcion.
viral
E1 Forma complejos con E2 y controla la
i replicacion viral.
NN07 ¢ —d E 7
1001 \\ B2 Regula la expresion temprana de genes.
E4 Puede mediar la liberaciéon de particulas
7000 virales desestabilizando los filamentos de
L1 citoqueratina.
~ BE5 Estimula sefales mitogénicas y factores
6000 HPV16 2000 E1 de crecimiento.
E6 Inactiva mlltiples proteinas del huésped,
tiene gran potencial oncogénico.
5000
4000 E7 Inactiva mlltiples proteinas del huésped,
tiene gran potencial oncogénico.
L1 Conforma la capside viral, componente de
vacunas profilacticas.
—
ES L2 Conforma la capside viral en menor grado
que L1.

Figura 2. Organizacion gendmica del VPH (género alpha), asi como una breve
descripcion de la funcion de sus proteinas. Tomado y modificado de Tommasino M.

2014 [32].




Ingreso del VPH a la célula huésped

En el epitelio cervical, la zona de transformacion dentro de la unidn
escamocolumnar es un nicho de células con un perfil de expresion unico y
caracteristicas embrionarias. Las principales células diana para la infeccion por
VPH de alto riesgo son células epiteliales cuboidales dentro de dicha zona
(consideradas las células madre del epitelio cervical), que estan involucradas en
la transformacion maligna [34].

El VPH ingresa a las células epiteliales de las superficies cutaneas o mucosas a
través de la abrasion y ademas requiere heridas o micro heridas para permitir el
acceso del virus a la lamina basal (figura 3). En la mayoria de los casos, la
infeccion por VPH se resuelve espontdneamente y es transitoria y asintomatica.
El desarrollo de infecciones por VPH y la formacién de lesiones pueden generar
una respuesta de curacion de la herida que promueve la divisiéon celular activa y
la proliferacion de células infectadas [35].

Apariencia del cérvix mediante colposcopia

Lesion intraepitelial escamosa

Cénvix sano De bajo grado De alto grado Carcinoma invasor

Infeccién de VPH : 5
| llustracién de histologia cervical

L w w w i 1

Particula de Cérvix sano NIC1 NIC2 - NIC3 Carcinoma invasor
VPH .
@\ .' °
. - \
Epitelio escamoso % o B

Capa superficial [ |
| %

Zona media o de
transformacién

Capabasal [
Dermis [

@ Célula normal

Célula infectada
por VPH

@ Célula transformada
por VPH

Figura 3. Progresion maligna debido a la infeccion por VPH. En la parte superior
se muestra la apariencia del cérvix mediante colposcopia; en la parte inferior un
esquema de histologia cervical. Tomado y modificado de Jin XW, et. al. y
Piersma SJ [36, 37].



Se ha sugerido que el VPH se une inicialmente a la membrana basal antes de
ser transferido a la superficie celular de los queratinocitos. Es importante tener
en cuenta que la entrada del VPH in vitro se inicia uniéndose a un receptor de
superficie celular en contraste con la situacion in vivo donde la membrana basal
ha sido identificada recientemente como el sitio primario de union del virus. Los
glicosaminoglicanos (GAG), especialmente los proteoglicanos de heparan
sulfato (HSPG), se sugirieron como receptores de union inicial para el VPH. Los
HSPG se encuentran con frecuencia en la matriz extracelular y en la superficie
de la mayoria de las células. Los sindecanos son los HSPG predominantes en
las células epiteliales, las proteinas blanco del VPH, especialmente sindecano-1
(Sdc-1) puede servir como el principal receptor de unién in vivo debido a su alto
nivel de expresion en dichas células y a su regulacién positiva durante la
cicatrizacion de heridas [38-40]. El virus se une alas cadenas de HSPG ubicadas
en la membrana celular o en la matriz extracelular a través de la proteina
principal de la capside L1, lo que conduce a cambios conformacionales en su
estructura mediados por ciclofiina B (CyPB), que expone la proteina menor de
la capside L2 en la superficie de la particula viral. La escision de L1 en el espacio
extracelular por una serina proteasa, la calicreina-8, parece ser crucial para la
externalizacion eficiente de L2. En la matriz extracelular, el virus también puede
unirse a un receptor de union transitorio, laminina-332 (anteriormente llamada
laminina-5). Posteriormente, el extremo N terminal de la proteina menor de la
capside L2 se escinde con un mecanismo independiente de CyPB, un sitio
consenso de escisién de furina para exponer los aminoacidos 17-36 de la
proteina viral L2, esto parece ser importante para la interaccion de la cépside
con un receptor secundario; [41-43].

También se ha demostrado que la infeccion por VPH depende en gran medida
de metaloproteinasas de matriz (MMP), metaloproteinasas ADAM y heparinasas
para liberar ectodominios de heparan sulfato soluble y Sdc-1. Las particulas de
VPH unidas a queratinocitos y a la matriz extracelular liberadas posteriormente
por MMPs permanecen asociadas con heparan sulfato soluble, HSPG vy factores
de crecimiento de la familia EGF, un proceso denominado “"decoracion de
particulas de VPH" (figura 4). Estos viriones de VPH decorados solubles pueden
infectar células deficientes en HSPG, lo que respalda la idea de que los viriones
unidos a heparan sulfato soluble pueden evitar la necesidad de HSPG en la
membrana celular [44]

Ya que se ha llevado a cabo dicha “decoracién del VPH’ y se instala en la
membrana celular, la sefializacion de la cinasa de adhesién focal (FAK) a través
de la integrina a6B4 y la senalizacion a través de EGFR (receptor del factor de
crecimiento epidermal, por sus siglas en inglés) y KGFR (receptor del factor de
crecimiento de queratinocitos, por sus siglas en inglés) son importantes para la
infeccion. Incluso las tetraspaninas CD63 y CD151, que estan involucradas en la
entrada del VPH, influyen en la sefalizacion de la integrina a través de sus
interacciones con FAK; también son reguladoras de la sefalizacion y el tréfico
de EGFR. La sefializacion de EGFR activa la cinasa Src para fosforilar a anexina
A2, esto promueve la translocacion extracelular del heterotetrdamero de anexina
A2 (A2t), un complejo que interactia con EGFR vy regula su absorcion en las
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Lesion epitelial cenvical

células. La union del VPH a un receptor secundario como EGFR permite su
posterior internalizacion [44-47].

Posteriormente se inicia un proceso endocitico no candnico e independiente de
clatrina, que implica la participacion de actina, OBSL1 (proteina adaptadora del
citoesqueleto 1, por sus siglas en inglés), A2t y la tetraspanina CD151. El VPH
internalizado en estos endosomas tempranos sera mantenido hasta su
maduracion en cuerpos multivesiculares acidificados donde ocurre el
desensamble de la capside viral. EI complejo tetraspanina CD63- sintenina-1-
ALIX juegan un importante papel en la regulacion de dicho proceso [48, 49].

Hit

& '
’Q'J’\/ H \ GF funid e
A i | GF {unido 3 MMP/ADAM A
o S a l [ membrana) Furinz &
HS O 2 ’ . CD151 '.
Sdc-1/4 LN332 integrina EGFR/ 4
HSPG a6p4 GF (soluble)  GFR Kk PISK
MEC CDe3

Figura 4. Modelo propuesto para representar la interaccion del VPH con el
microambiente de una lesion epitelial cervical. Tomado y modificado de Ozbun

MA [44].

Una vez que las ciclofilinas han llevado a cabo la separacion de la proteina viral
L1 del complejo L2/ADNv (proteina viral L2 y ADN de VPH), este complejo puede
transitar a la red Trans-Golgi de una manera dependiente de retrdmero, donde
reside hasta el inicio de la mitosis. Aunque también se ha demostrado que una
fraccion de la proteina viral L1, en forma de pentdmeros intactos
conformacionalmente, acompafa al complejo L2/ADNv a la red Trans-Golgi y al
nucleo, pero no queda claro el papel funcional de estos pentameros L1 [50].
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Después del inicio de la mitosis, la red Trans-Golgi sufre fragmentacion y
vesiculacion, y las vesiculas que contienen el complejo L2/ADNv se asocian con
los microtabulos, luego migran a lo largo de los microtabulos hacia los
cromosomas condensados. Se ha sugerido que la proteina L2 podria interactuar
con los cromosomas condensados utilizando su dominio de union a la cromatina
para garantizar que las vesiculas de L2/ADNv permanezcan en el huso mitético.
En este modelo, las vesiculas mitéticas positivas para L2/ADNv permanecerian
unidas al cromosoma durante un periodo prolongado hasta que el complejo
L2/ADNv translogue al nucleo en la fase G1 después de completar la mitosis, de
esta manera se favorece la infeccion de ambas células hijas [51].

Una vez dentro de la célula huésped, el ciclo de vida del VPH se puede separar
en dos etapas: no productiva y productiva. En la etapa no productiva, el virus
mantiene su genoma como un episoma de bajo nimero de copias mediante el
uso de la maquinaria de replicacion del ADN de la célula huésped para sintetizar
su ADN en las células de la capa basal del epitelio. La etapa productiva ocurre
en las capas suprabasales de diferenciacion terminal del epitelio. En estas
células, el virus cambia su modo de replicacién y amplifica su genoma a un
niamero de copias mas alto, expresa genes tardios que codifican proteinas de la
capside y produce progenie viral [52].

Para ambas etapas el VPH utiliza multiples mecanismos, quiza las primeras
proteinas expresadas durante la infeccion son VPH E1 y VPH E2. La proteina
VPH E2 es el principal regulador transcripcional de los VPH. VPH E2
principalmente recluta factores celulares para los genomas virales, que activan
o reprimen los procesos transcripcionales. VPH E2 se une especificamente a
secuencias en la LCR del genoma viral (sitios de union a E2) y pueden activar o
reprimir la transcripcién, dependiendo del contexto de estos sitios de union y la
naturaleza de los factores celulares asociados [53]. En el origen de la replicacion
del ADN de la célula huésped, VPH E2 interactia con el ori y recluta a VPH E1,
una tarea que realiza debido a su capacidad de unirse simultaneamente a VPH
E1l gracias a su dominio de transactivacion, y a los sitios de unién a VPH E2
presentes en el ori a través de su dominio de unién al ADN. VPH E1 a su vez
recluta la maquinaria de replicacion del ADN celular como el complejo ADN
polimerasa a-primasa, la proteina de replicacion Ay la topoisomerasa |, con lo
gue puede comenzar la expresion del resto de las proteinas virales [54, 55].

Las oncoproteinas VPH E6 y VPH E7 son los principales factores virales
responsables de la transformacion de las células epiteliales en el cancer de
cérvix; VPH EG6 tiene la capacidad de reclutar a la proteina E6AP (también
nombrada UBE3A), se une a ella mediante la secuencia de aminoacidos LXXLL
en el dominio conservado de E6AP, el complejo E6/E6AP resultante luego
recluta a la proteina supresora de tumores antiapoptética p53, provocando su
poliubiquitinaciéon y posterior degradacién por el proteosoma. VPH E6 también
promueve la desestabilizacion de p53 al alterar la actividad de las enzimas
involucradas en la modificacion de p53. De hecho, la acetilacion de p53, que
aumenta su estabilidad, es necesaria para la respuesta al dafio del ADN. La
acetilacion de p53 en el extremo C terminal por p300/CBP provoca un aumento
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de la actividad transcripcional de p53 que conduce a la detencion del crecimiento
y la apoptosis. El VPH E6 de alto riesgo previene la transactivacion mediada por
p300/CBP de p53 a través de la union de la histona acetiltransferasa en multiples
sitios y provoca la degradacion de la histona acetiltransferasa hADA3, que
también es necesaria para la activacion transcripcional mediada por p53 y la
apoptosis. La fosforilacion de p53 mediada por ATR previene su degradacién por
la oncoproteina MDM2 y activa la maquinaria de reparacion de ADN dependiente
de p53. Sin embargo, HPV E6 puede retrasar la activacion de ATR con la
consiguiente degradacion de p53y la abrogacion de la detencion del ciclo celular
y la reparacion del ADN. Aunque p53 a menudo no se degrada por completo en
las células que expresan VPH EG6. Sin embargo las tareas a su cargo estan
bloqueadas [56-58].

VPH E7 por su parte mediante su dominio LXCXE puede unirse a pRb, proteina
gue funge como supresor tumoral, parece que el complejo formado por pRb, VPH
E7 y la ubiquitina ligasa cullina 2 es responsable de la degradacion de pRb.
Ademés, VPH E7 también interactia con otros dos miembros de la familia de
proteinas “pocket”, p107 y p130, que también regulan negativamente la actividad
del factor de transcripcién E2F. Este es un paso importante para lograr la
segunda fase productiva de la replicacion del genoma viral en las células
cervicales huésped que normalmente saldrian del ciclo celular. Asi, E2F se
encuentra libre para activar la transcripcién de varios genes relacionados con el
ciclo celular, como las ciclinas A y E, estimulando asi la transicién de la fase G1
a fase S. VPH E7 también puede interactuar y anular la actividad del complejo
de transcripcion inhibitoria E2F que conduce a la estimulacion de la actividad
promotora de los genes de control del crecimiento, a esto se agrega una serie
compleja de posibles actividades estimuladoras e inhibidoras de VPH E7 en
factores de transcripcién celular como STAT1, NF-kB, IRF1, SMAD2/3, TBP, Miz
1, B-Myb, c-Myc, c-Jun, c-Fos, E2F1 y E2F6. VPH E7 también interrumpe el
proceso de muerte celular conocido como anoikis a través de la interaccion con
la proteina p600 asociada a RB que funciona como una ubiquitina ligasa. p600
es una proteina citoplasmatica, lo que sugiere que VPH E7 puede atacar factores
celulares tanto en el citoplasma como en el nicleo. A través de estas
interacciones, VPH E7 funciona principalmente para modular el estado de
proliferacion de las células infectadas (figura 5) [59-62].

Aunque las oncoproteinas VPH E6 y VPH E7 proveen los principales
mecanismos moleculares de transformacion, VPH E5 también contribuye a dicho
proceso. La expresion de VPH E5 aumenta con la diferenciacion para promover
proliferacién celular y la replicacion viral productiva. VPH E5 esta presente en el
reticulo endoplasmico, en la envoltura nuclear, en el aparato de Golgi y en
endosomas tempranos; dicha localizacion sugiere que su actividad puede estar
relacionada con el trafico de proteinas de la membrana citoplasmatica a través
de estos compartimentos celulares. Esto es consistente con la identificacion de
la proteina BAP31 (proteina asociada al receptor de células B 31, por sus siglas
en inglés), un regulador del transporte de proteinas de membrana, como una
proteina de unién de VPH E5. También se ha informado que VPH E5 altera la
actividad de EGFR, que puede ocurrir a través de su union a la ATPasa vacuolar,
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lo que resulta en la alteracion del pH endosémico y, por lo tanto, interfiere con la
renovacion o reciclamiento del EGFR [63, 64].

En conjunto, VPH E5, VPH E6 y VPH E7 pueden alterar diferentes vias de
sefalizacion celular que estan involucradas en procesos de proliferacion y
apoptosis celular como la via de las ERK/MAPK, PI3K/Akt, EFGR/VEGFR,
Fas/TRAIL, la via activada por Wnt y TGFf, entre otras. Lo cual conduce a la
acumulacion de mutaciones que dotaran a la célula infectada por VPH de
caracteristicas ventajosas sobre las no infectadas [65, 66], incluso evadiendo
mecanismos esenciales para la célula comolo es la respuesta por dafio al ADN,
ya sea exbégeno y/o enddgeno. Este mecanismo juega un importante papel

Membrana plasmatca ___ ——— e e

] \ | /\
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Célula normal Célula infectada por VPH

Figura 5. La oncoproteina VPH E7, afecta numerosos procesos celulares a
través de su interaccion con multiples proteinas de la célula huésped. Tomado
y modificado de Moody CA & Laimins LA [64].

en la preparacion de la célula para continuar con la division celular. Una vez que
se repara el dafio, la célula puede seguir dividiéndose. Si este dafio al ADN no
puede ser reparado la célula sufre apoptosis. Sin embargo, los puntos de ruptura
no reparados son los requisitos previos para que ocurra la integracién. Las
células que expresan las oncoproteinas VPH E6 y VPH E7 también muestran
una menor respuesta a la reparacion del dafio al ADN que podria deberse a la
pérdida de la funcion de p53 y pRb. El incremento en la ruptura del ADN o el mal
funcionamiento de las vias de reparaciéon del ADN aumentan la posibilidad de
integrar ADN extrafio que puede promover la integracion del ADN viral en el
genoma del huésped. En el cancer de cérvix, se ha reportado que mas del 80%
de los canceres positivos para VPH16 y casi todos los canceres positivos para
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VPH18 tienen el genoma viral integrado en el genoma del huésped. Se ha
observado que mas del 50% de las integraciones de VPH ocurrieron dentro de
una de las regiones conocidas como Sitios Fragiles Comunes (CFS, por sus
siglas en inglés) los cuales son altamente inestables. Como en el caso de la linea
celular HelLa, la cual es positiva para VPH18; la secuenciacion del genoma
completo de HelLa reveld que estas células tienen el VPH18 integrado dentro de
una de las regiones CFS que rodean el oncogén c-Myc. Este evento de
integracion resulta en la amplificacion de porciones del genoma del VPH entre 8
y 32 veces y también causa una ruptura dramatica del genoma humano
alrededor de ese sitio de integracion [67, 68].

Todos estos eventos establecen un ambiente que permite la progresion maligna
del cancer, sin embargo, el virus aun debe evadir el sistemainmune del huésped
para asegurar su continua replicacion. Las principales células responsables de
vigilar el microambiente cervical son las mismas células epiteliales, células
dentriticas y células de Langerhans, estas ultimas son responsables, aunque no
de manera exclusiva, del reconocimiento, procesamiento y la presentacion
antigénica a los linfocitos T mediante el Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC, por sus siglas en inglés) clase | y Il para la eliminacion de las células
infectadas por VPH [69], sin embargo, el virus tiene la capacidad de desregular
la maquinaria del procesamiento de antigeno. Existe evidencia de una pérdida o
disminucion en la expresion del MHC clase | en cancer de cérvix ya que VPH E7
reprime a los promotores que regulan la expresion de la cadena pesada del MHC
clase I, de TAP1 y LMP2. Por otro lado se ha mostrado que debido a la
disminucion de la acidez en los endosomas, VPH E5 evita la degradacion de la
cadena invariante (li), una proteina chaperona importante en la maduracion del
complejo MHC I, logrando con ello la disminucion en la expresion de MHC clase
Il en la superficie celular y su reconocimiento por los linfocitos T CD4+ [70].

Otro mecanismo por el cual los macroéfagos, células de Langerhans y células NK
tratan de inhibir al VPH es mediante la expresion de receptores tipo Toll (TLR,
por sus siglas en inglés); se ha establecido que los TLR3, 4, 7, 8 y 9 juegan un
papel fundamental en la inmunidad antiviral debido a su participacion en la
produccién de citocinas [71]. Una vez que los linfocitos T se acoplan a la célula
presentadora de antigeno mediante el receptor de células T (TCR, por sus siglas
en inglés), su proliferacion y diferenciacién es impulsada por la interleucina 2 (IL-
2), una citocina que produce la misma célula T activada, es decir, se convierte
en un factor autécrino de crecimiento [72]. Sin embargo, se ha reportado que
células de cancer de cérvix podrian utilizar este mismo proceso a su favor ya que
de manera interesante, también presentan el receptor de IL-2 (IL.-2R) y son
capaces de secretar IL-2 [73, 74].

Interleucina 2

Francis W. Ruscetti, Doris A. Morgan y Robert C. Gallo informaron en 1976 y
1977 sobre el descubrimiento del factor de crecimiento de células T (TCGF, por
sus siglas en inglés), nombrandolo de esta manera porque pudieron mantener y
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expandir linfocitos T durante nueve meses mediante la adicion de TCGF. Esto
condujo a una comprension de como las células T reconocen antigenos y a la
identificacion de receptores para TCGF. Posteriormente se propuso utilizar el
término “interleucina-2” (IL-2) en lugar de TCGF ya que también se descubrio
gue podia actuar en diferentes células como NK vy células B. El descubrimiento
de la IL-2 ha llevado a nuestra apreciacion de los factores de crecimiento de las
células T no solo como promotores de la supervivencia y proliferacién de las
células efectoras y asesinas inmunitarias, sino también como inductores
fundamentales de las células T reguladoras [75].

La IL-2 es una glicoproteina de 15.5 kDa que posee un estructura globular que
presenta cuatro hélices a. Es producida principalmente por células T CD4+
activadas, pero también en menor grado por células T CD8+, células NK, células
dendriticas activadas y células cebadas. La transcripcion de IL-2 estd mediada
por multiples factores de transcripcion, incluidas las proteinas de la familia NFAT,
la proteina activadora 1 (AP-1), NF-kB vy el factor de transcripciéon OCT-1[76]. IL-
2 es un factor importante para el mantenimiento de las células T reguladoras
CD4+ y puede promover la actividad de citotoxicidad de células T CD8+ y células
NK asi como modular los programas de diferenciacién de células T en respuesta
al antigeno, promoviendo la diferenciacion de células T CD4+ nativas en células
Thl y Th2, mientras que inhibe la diferenciacion de células Thl7 [77].

El receptor de alta afinidad para IL-2 (IL-2R) es un complejo formado por tres
subunidades: IL-2Ra (CD25), IL-2RB (CD122) e IL-2Ry (CD132) que se
comparte con otros receptores como el receptor para IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-
21. El IL-2Ra se une a la IL-2 con baja afinidad (K; 10~8 M) una vez unida, el
receptor sufre un cambio conformacional el cual ocasiona la asociacion del IL-
2Rp a través de interacciones polares, y por ultimo este complejo recluta a IL-
2Ry; la unién de las tres subunidades conforma el receptor de alta afinidad (K,
10~ M). Las subunidades IL-28 e IL-2y no se unen por separado a la IL-2, pero
el complejo IL-2RB /IL-2Ry del receptor se une ala IL-2 con afinidad intermedia
(Kz; 10710 M) [78].

IL-2R utiliza miembros de la familia Janus cinasas (JAK) para inducir la
transduccion de sefiales una vez que se une a su ligando IL-2. La cadena IL-2Rf3
recluta a JAK1, mientras que el IL-2Ry recluta a JAK3 lo que da como resultado
la transactivacion de JAK1/3, una vez activadas son capaces de fosforilar en
residuos de tirosina a IL-2RB, creando sitios de unidon para los dominios
homologos a Src2 (SH2) de los Transductores y Activadores de las Sefiales de
Transcripcion (STATS), principalmente STAT5a y STAT5b, pero también STAT1
y STAT3. Los STAT fosforilados se dimerizan y este dimero ingresa al nucleo
donde puede activar una variedad de genes dependiendo del tipo de célula y
otras sefales presentes. Ademas de las STATS, otras moléculas de sefalizacion
como SHC, también son reclutadas hacia el domino citoplasmatico de IL-2R[3
después de su fosforilacion por las JAK. Las proteinas SHC luego activan las
vias de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) y de la proteina cinasa activada por
mitdgeno (MAPK) (figura 6). Tanto en la ruta MAPK como en la ruta PI3K, la
fosforilacion de SHC hace que se una a un complejo de varias proteinas: Ras
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contribuye a la activacion de RAF, que activa a la proteina cinasa activada por
mitégeno (MEK); MEK pasa a activar a MAPK, las cuales actian como factores
de transcripcién para una variedad de mediadores de la proliferacion celular. En
la ruta PI3K, la activacion de Ras activa PI3K, que luego activa a Akt, y esta a su
vez activa a mTOR. Hay una gran cantidad de subtipos de muchos de los
participantes en las rutas MAPK y PI3K. Ademas, muchos pasos de ambas
cascadas estan regulados por mecanismos de retroalimentacion desde dentro
de laruta y eventos de sefializacion en otras rutas. Las vias MAPK y PI3K estan
asociadas con la proliferacién celular y muy probablemente contribuyen a la
expansion de las células T efectoras en respuesta a la IL-2. Por lo tanto, esta
claro que la sefializacion de IL-2 es complicada, depende del tipo de célula, esta
ampliamente regulada y probablemente contribuye a la expansion celular en
algunos tipos de células [79-81].

| Division celular, prevencion de Inflamacion y expansion
apoptosis, eic celular

Figura 6. Sefalizacion del receptor para IL-2. La union de IL-2 a su receptor

inicia la sefalizacion de las vias JAK-STAT, MAPK y PI3K. Tomado y modificado
de Doersch KM, et. al. [81].
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Los hallazgos sobre la actividad de IL-2 sobre células del sistema inmune
tuvieron un profundo impacto en el desarrollo de la inmunoterapia contra el
cancer. En 1985 se reportd un estudio sobre 25 pacientes con cancer
metastasico que fueron tratados con dosis crecientes de IL-2, aunque la mayoria
de los pacientes tratados en la fase inicial de ese estudio recibieron 60,000 Ul/kg
cada 8 h, los pacientes tratados posteriormente recibieron 180,000 o 600,000
Ullkg. En esta primera serie de 25 pacientes, 4 de 7 pacientes con melanoma
metastasico y 3 de 3 pacientes con cancer renal metastasico mostraron
regresion del cancer. Posteriormente en 1987, se informo6 de 157 pacientes con
cancer en etapa avanzada tratados con altas dosis de IL-2. Treinta de los 157
pacientes mostraron regresiones del cancer, incluidos 13 de 57 pacientes con
cancer de células renales (23%) y 12 de 42 pacientes con melanoma (29%); se
establecié entonces una dosis maxima de 600,000—720,000 Ul/kg cada 8 h como
la dosis maxima tolerada. La administracion de IL-2 representd la primera
inmunoterapia eficaz para el cancer en humanos, estos estudios jugaron un
papel importante al permitir que la inmunoterapia se uniera ala corriente principal
del tratamiento del cancer [82].

Desde entonces se ha buscado disminuir o evitar efectos adversos ocasionados
por la implementacién de terapias basadas en la utilizacion de IL-2, que van
desde el aumento en los niveles séricos de creatinina y bilirrubina, y aumento de
peso sustancial en los pacientes, hasta hipotension, sindrome de fuga vascular
generalizada que resulta en infiltrados pulmonares intersticiales y edema,
arritmias cardiacas, asi como toxicidades hematolégicas y renales adicionales,
gue requieren un tratamiento adecuado [82, 83]. Para ello se han explorado
diversas maneras de administrar la IL-2, por ejemplo: Disminuir las dosis de IL-
2 utlizadas, IL-2 en complejo con anticuerpo anti IL-2, modificaciones en
aminoacidos de IL-2, proteinas de fusion de IL-2, IL-2 en combinacion con otras
citocinas, quimioterapia o radioterapia, también en combinacion con otras
terapias de anticuerpos o vacunas, en combinacion con otras terapias celulares
gue implementan células T y NK; o incluso se ha intentado su administracion por
aerosol. Todo ello con la esperanza de que la IL-2 también pueda ser empleada
para combatir otros tipos de céncer [77, 84-87].

En el caso del cancer de cérvix la utilizacion de IL-2 es algo complejo ya que si
bien lineas celulares derivadas de pacientes con este tipo de cancer presentan
el IL-2R funcional (lo cual no sucede en tejido cervical sano), también se ha
reportado que estas células producen y secretan IL-2, indicando con ello que la
IL-2 puede actuar como un factor de crecimiento autocrino también en células
tumorales y no solo en células hematopoyéticas. Existe evidencia de que al
administrar bajas dosis de IL-2 (10 UI/ml) a células derivadas de cancer de cérvix
aumenta la proliferacion celular y fosforilacion de la via JAK/STAT, de manera
contraria a lo que ocurre cuando se agrega 100 Ul/ml de IL-2 donde disminuyen
dichos procesos, indicando con ello que las vias de sefializacion activadas por
IL-2 se encuentran alteradas en este tipo de células. Las proteinas JAK1 y JAK3
se encuentran presentes pero mientras que JAK3 aparece constitutivamente
fosforilada, JAK1 no lo esta, lo cual sugiere el papel preponderante de JAK3 en
la sefalizacion desencadenada por IL-2. Estos hallazgos podrian explicar el
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porqué de la reducciéon tumoral al utilizar la IL-2 en otros tipos de cancer, sin
embargo en este caso las células de cancer de cérvix podrian verse beneficiadas
al utilizar la IL-2 para desencadenar procesos tan importantes como la
proliferacion celular, proceso que depende de la correcta regulacién del ciclo
celular, el cual se encuentra alterado a causa del VPH [88-91].

Ciclo celular

El ciclo celular es un proceso ubicuo y complejo involucrado en el crecimiento y
proliferacion celular, en la regulacion de la reparacion por dafio al ADN, en
hiperplasia de tejidos como respuesta a una lesién y en enfermedades como el
cancer. El ciclo celular emplea numerosas proteinas de regulacion que dirigen a
la célula a través de una secuencia especifica de eventos que culminan en la
mitosis y en la produccién de dos células hijas; para ello el ADN debe replicarse
con precision y distribuirse copias cromosOmicas idénticas a las células
resultantes. Las fases del ciclo celular son G1, S, G2 y M; durante G1, la célula
estd sujeta a estimulacion por mitdégenos extracelulares y factores de
crecimiento; en respuesta a estos estimulos, la célula pasa a través de Gl y
continda con la sintesis de ADN en fase S; G2 es el intervalo entre la finalizacion
de la sintesis de ADN y la mitosis; la fase M se conoce como el proceso de
division nuclear y consta de las etapas profase, metafase, anafase y telofase. La
regulacion del ciclo celular debe garantizar que los eventos en cada fase se
completen de manera correcta antes de pasar a la siguiente. Por lo tanto, existen
puntos de control para asegurar la integridad del ADN y asi evitar la progresion
y proliferacion de células mutadas o dafiadas. El funcionamiento de estos puntos
de control se basa en proteinas Cinasa Dependientes de Ciclina (CDKs) [92, 93].

Las CDKs son proteinas cinasa de serina/treonina que se caracterizan por la
dependencia de subunidades proteicas separadas requeridas para la actividad
enzimatica conocidas como ciclinas. Cada complejo de CDK/ciclina es
responsable de la transicion o progresion de una fase dada en el ciclo celular.
Aunque cabe sefalar que existen CDKs que no participan de manera directa en
el control del ciclo celular pero son importantes en fendmenos celulares como la
transcripcion del ADN (como CDK7), el mantenimiento de la estabilidad
gendémica (CDK12, CDK13), el desarrollo embrionario (CDK14), procesos
apoptoticos (CDK15), neurolégicos (CDK5), entre otros [94-97].

Una vez que llega la sefial mitogénica comienza la acumulacién de ciclina D
(existen 3 miembros: D1, D2 y D3) debido a que se suprime su fosforilacion y
posterior ubiquitinacion por GSKR y enzimas de la familia SCF respectivamente,
esta acumulacion lleva a su mayor disposicion para poder unirse a CDK4/6, el
complejo CDK4,6/ciclina D resultante puede entonces fosforilar a pRb pero solo
en algunos de los sitios disponibles, manteniéndola hipofosforilada, sin embargo
es suficiente para que disminuya su afinidad por el factor de transcripcién E2F y
este quede libre. Esto hace posible que comience la transcripcion de genes
involucrados en la transicion de la fase G1 a la fase S como ciclina E lo que hace
posible que ahora se forme el complejo CDK2/ciclina E; este complejo es de gran
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importancia ya que se encargara de fosforilar en los sitios restantes a pRb, con
lo cual se mantendra hiperfosforilada para que E2F pueda seguir con la
transcripcion de genes involucrados en la fase S, por lo que el complejo
CDKZ2/ciclina E promueve la iniciacion de la replicacion del ADN. Posteriormente
CDK2 puede unirse a la ciclina A para asegurar la progresion a lo largo de la
fase S. El complejo CDK1/ciclina A participa en el transito de la fase S a la fase
G2 y por ultimo el complejo CDK1/ciclina B regula la transicion de la fase G2 a
la fase M fosforilando sustratos que participan en la ruptura de la envoltura
nuclear, condensacion de los cromosomas y formacién del uso mitético [94, 98-
100].
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Figura 7. Vision general del ciclo celular. Los complejos CDK/ciclina son los
encargados de asegurar la correcta progresion del ciclo celular, regulando cada
fase del mismo mediante fosforilaciones de proteinas clave o siendo inhibidos
por proteinas de la familia Cip/Kip e INK4. Ademas existen mecanismos que

salvaguardan la integridad del ADN como la activacion de la via ATM-ATR.
Tomado y modificado de Santo L, et al. [101].
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La actividad de las CDKs a su vez estd sometida al control de proteinas
inhibidoras conocidas como CKIs que hacen mucho mas robusto el control del
ciclo celular; estas CKis impiden la progresion del ciclo celular en respuesta a
sefiales extacelulares o bien debido a que algin evento durante determinada
fase no se llevd a cabo correctamente; dichas CKls se han dividido en dos
familias [102, 103]:

e Familia CIP/KIP. Incluye a las proteinas: p21, p27 y p57; las cuales
inhiben a los complejos CDK4/ciclina D, CDK2/ciclina E, CDK2/ciclina Ay
CDKZ1/ciclina B.

e Familia INK4. Incluye a las proteinas: pl15, p16, p18y p19. Estas proteinas
se unen solo alas CDKen el sitio de unién a la ciclina D, por lo que inhiben
a CDK4 y CDKG6 [102, 103].

Aunado a estas proteinas inhibidoras de la actividad de CDKs podemos
encontrar otros mecanismo que trabajan junto con las CKIs como la via
ATM/ATR. Estas dos proteinas evitan que las células con dafio en ADN puedan
seguir transitando el ciclo celular. ATM es una cinasa que se activa cuando existe
dafio a ADN por ruptura de doble cadena, una vez activada puede fosforilar a
p53, ya sea de manera directa o mediante la activacion de CHK2, esta
fosforilacion de p53 conduce a su estabilizacion y evita que sea ubiquitinada para
su degradacion. Una vez que p53 se encuentra activa actia como factor de
transcripcion e induce la expresion de genes como p21. Por su parte ATR puede
activar a CHK1 para inhibir a las fosfatasas involucradas en la activacion de los
complejos CDK/ciclina, de esta manera ATM/ATR evitan que continde la
actividad de los complejos CDK/ciclina y detienen el ciclo celular para que se
lleve a cabo la reparacion del dafio al ADN [104, 105].

Desregulacién del ciclo celular en el cancer.

Las células pueden detenerse temporalmente en los puntos de control del ciclo
celular para permitir: 1) que el dafio sea reparado, 2) la disipacién de alguna
sefal exdgena de estrés celular, o 3) censar la disponibilidad de factores de
crecimiento o nutrientes. Defectos en estos puntos de control pueden
desencadenar eventos por los cuales la célula pierde el control sobre el ciclo
celular y a la postre puede derivar en una célula maligna o tumoral, esta
alteracion puede deberse a diferentes factores como radiacion ultravioleta, tipo
de alimentacion, exposicidn a agentes carcinogénicos, estrés, infecciones por
virus, dafio espontaneo al ADN, entre otros [106, 107].

Este mal funcionamiento en los puntos de control los podemos encontrar en
diferentes padecimientos como en el cancer. CDK6 se ha encontrado sobre
expresada en linfomas, leucemias, carcinoma de células escamosas, gliomas y
meduloblastomas. La sobre expresion de CDK4 se ha reportado en melanoma,
cancer de mama, rabdomiosarcoma, osteosarcoma, glioblastoma vy
neuroblastoma. En el caso de CDK2 se ha encontrado sobre expresada en
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carcinoma de células escamosas de laringe, melanoma avanzado y cancer de
mama, mientras que su hiperactivacion, que se encuentra relacionada a la sobre
expresion de ciclina A y E, se ha demostrado en osteosarcoma, melanoma,
carcinoma de pulmoén y tiroides, cancer de ovario y carcinomas endometriales.
[101].

Gracias al estudio de estos complejos CDK/ciclina se ha logrado una mayor
comprension de su papel en la regulacion del ciclo celular y su participacion en
procesos como el cancer, por lo que constituyen un atractivo blanco terapéutico
a emplear contra dicho padecimiento. Ya se ha avanzado en el desarrollo de
medicamentos dirigidos hacia los complejos CDK/ciclina para tratar de
restablecer su actividad normal, sin embargo, el desafio es desarrollar
medicamentos que inhiban la hiperactividad de estos complejos con alta
eficiencia, especificidad y selectividad, al mismo tiempo de provocar el minimo
de efectos secundarios téxicos y la aparicion de resistencia con el paso del
tiempo [108].

CDK2

CDK2 es una proteina cinasa de Ser/Thr con un peso molecular de 33.931 kDa
con 298 residuos de aminoacidos en su estructura. Conocida anteriormente
como proteina cinasa de divisién celular 2, proteina cinasa p33 o DKN2; CDK2
juega un papel crucial en la regulacion de multiples eventos en el ciclo celular,
como la duplicacion del centrosoma, la sintesis de ADN, la transiciéon de la fase
Gl ala fase Sy la progresion de la fase S [109].

El mecanismo de regulacion de CDK2 ha sido investigado en estudios
estructurales, mutacionales, y teoricos; ahora es extensamente empleado como
modelo general de activacion de CDKs. La activacion completa de CDK2
requiere la union de ciclina A o E y la fosforilacién en el residuo Treonina 160
(Thr160) en el segmento de activacion (también conocido como T-loop) por una
cinasa activadora de CDK. En ausencia de estas caracteristicas no puede estar
activa porque los residuos que forman los sitios de reconocimiento catalitico y de
sustrato estan desordenados. La estructura de la ciclina no cambia
significativamente durante la activacion de CDK2 pero muchos de los residuos
de CDK2 se realinean hacia su configuracion activa [110].

Existen dos segmentos importantes en el dominio C-terminal de CDK2, ademas
de los residuos cataliticos que estan a cargo de la fosforilacion, asi como el
segmento de activacion. Entre ellos, este segmento de activacion abarca
residuos entre el motivo conservado DFG (residuos 145-147) y el motivo APE
(residuos 170-172), y también incluye el sitio de fosforilacion, es decir, el residuo
Thrl60, aunque éste se encuentra escondido debido a la conformacién proteica.
El T-loop que se encuentra en la entrada de la hendidura catalitica, retiene los
sustratos polipeptidicos y, de esta manera, evita que entren en la hendidura para
interactuar con el ATP. Ademas, el residuo Glu51 que se ubica en la hélice
PSTAIRE, se encuentra hacia el exterior de la hendidura de catélisis. Incluso la
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disposicion de los residuos de arginina (Arg50, Arg126 y Argl50) en la hendidura
catalitica también es de gran importancia para la activacion de CDK2. Cuando la
ciclina se une a CDK2, se producen algunos cambios estructurales que
conducen a una ligera ampliacion del sitio activo, luego liberan la hendidura
catalitica y exponen el sitio de fosforilacién en el T-loop gracias a que la hélice
PSTAIRE gira 90°. Una vez que ocurre esto, se necesita la fosforilacion
activadora en Thr160 por parte de la cinasa activadora de CDK (CAK), el cual es
un complejo formado por CDK7/ciclina H/Matl. Esta fosforilacion da como
resultado la total activacién de CDK2 y una nueva conformacién en donde existe
una mayor accesibilidad al sitio activo y de unién a sustrato; por ultimo, cuando
el sustrato se encuentra presente, el G-loop muestra mayor flexibilidad y se
mueve hacia él. Un mecanismo mas para regular la actividad de CDK2 es la
fosforilaciéon inhibitoria en los residuos Thrl4 y Tyrl5, ambos se encuentran en
medio del G-loop rico en glicina que sirve como un ancla de fosfato en la union
de ATP; la fosforilacion en uno o ambos de estos sitios también podria inhibir la
actividad de la cinasa al interferir con la union del sustrato o al afectar
indirectamente la orientacion de ATP al cambiar la conformacion del G-loop.
[110-114].

Inactive Semi activo Complejo Active

Figura 8. A) Estructura secundaria de CDK2, B) Representacion esquematica
de las a hélices y laminas B de CDK2, C) Activacion de CDK2 mediante unién de
ciclina y fosforilacion en Thr160. Tomado y modificado de Béartova, et. al., 2008
[110].
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La forma activa del complejo CDK2/ciclina E la podemos encontrar al final de la
fase G1 e inicio de la fase S, por lo tanto su actividad da como resultado la
replicacion del ADN y la progresion del ciclo celular, lo cual deriva en la
consecuente proliferacion celular. Sin embargo, el mal funcionamiento en los
circuitos de regulacion de dicho proceso se produce con frecuencia en el cancer
en humanos. La correlacion entre la actividad de CDK2 y la tasa mitética en los
tumores implica un papel importante para esta cinasa en la proliferacién del
cancer, incluso la alta actividad de CDK2 se ha asociado con un mejor resultado
en el cancer de colon, pero un peor resultado en otros canceres, los cuales
muestran baja actividad de CDK2. Por lo tanto, el aumento en la actividad de
CDK2 puede tener actividad oncogénica incluso en tumores con bajo contenido
de esta cinasa [115, 116].

En el caso del cancer de cérvix, la proteina viral VPH E7 desregula inicialmente
a pRb permitiendo la liberacion de E2F y este factor de transcripcion a su vez
desencadena la expresion de ciclina E, facilitando con ello que se forme el
complejo CDK2/ciclina E, el cual puede fosforilar e inactivar a pRb; mientras que
VPH EG6 al inducir la degradacién de p53, interfiere con la activacion de los
inhibidores del complejo CDK2/ciclina E y CDK2/ciclina A como p21 y p27,
estableciendo asi un mecanismo que asegura la activacion de los complejos
CDKZ2/ciclina en todo momento, es por esarazén que tanto ciclina E como CDK2
se encuentran sobre expresadas en el cancer de cérvix [117, 118].
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Figura 9. Mecanismos moleculares desencadenados por la actividad de las
oncoproteinas VPH E6 y VPHE7 mediante los cuales pueden inhibir la actividad
de p53 y la familia pRb para provocar la activacion de CDK2/ciclina E. Tomado
y modificado de Lehoux M, et. al., [118].
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Wu K y colaboradores, mediante herramientas informaticas, encontraron que la
expresion de CDK2 era mayor en tejido proveniente de cancer de cérvix en
comparacion con epitelio cervical sano. También realizaron un estudio de PPI
(red de interaccién proteina-proteina) en donde obtuvieron un grupo de genes
expresados en lesiones pre invasivas (asociados a procesos como replicacion
de ADN vy ciclo celular) y otro grupo de genes expresados en lesiones invasivas
(asociados a procesos de adhesion celular). De manera interesante, CDK2 se
encontré dentro de los cuatro genes que conectaban a ambos grupos, sugiriendo
un papel importante en la progresion del cancer de cérvix [119].

Debido a la importancia de CDK2 para la regulacion del ciclo celular tanto en
células normales como de cancer, no sorprende el hecho de que sea sefalada
como un potencial blanco terapéutico para el desarrollo de farmacos o terapias
gue puedan inhibir su actividad, por lo que es necesario realizar una
investigacion mas exhaustiva y asi evitar causar un mayor dafio en el aparato de
control del ciclo celular [109, 120].
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Planteamiento del problema

En la basqueda de alternativas para combatir diversos tipos de cancer, se han
propuesto citocinas, como la interleucina-2 (IL-2), para su uso terapéutico y de
esta manera lograr un mecanismo que coadyuve con los tratamientos
convencionales como cirugia, radioterapia y quimioterapia. Datos obtenidos por
nuestro equipo de trabajo han demostrado que células de céancer de cérvix
proliferan con un tratamiento de 10 U/mL de IL-2 y que disminuye su
proliferaciébn con un tratamiento de 100 UVmL de IL-2, lo cual sugiere que la
actividad de la IL-2 est& involucrada en proliferacion celular, ofreciendo asi una
ventana de oportunidad para su implementacién terapéutica. Ya que se ha
reportado que la expresion de CDK2 es mayor en tejido proveniente de cancer
de cérvix en comparacion con epitelio cervical sano y ademas es una proteina
clave en el proceso de proliferacion celular debido a que participa en la transicion
de la fase G1-S, CDK2 ha sido sefialada como blanco terapéutico, por lo que es
de gran importancia dilucidar si existe algun efecto sobre la expresion y
activacion de CDK2 bajo un tratamiento de 10 U/mL y 100 UI/mL de IL-2 que
pudiera relacionarse con la proliferacién en células de cancer cérvix.
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Hipotesis

La IL-2 en concentracion de 10 U/mL induce un aumento en la expresion y
activacion de CDK2, de manera contraria 100 UV/mL de IL-2 induce una
disminucion en la expresion y activacion de CDK2 en lineas de cancer de cérvix
HelLa e INBL.

Objetivo general

Determinar sila IL-2 a una concentracion de 10 U/mL o 100 U/mL afecta
la expresion y activacion de CDK2 en células de cancer de cérvix HelLa e
INBL.

Objetivos particulares

Disefiar los oligonucleétidos para CDK2 y asi analizar su expresion en
células HelLa e INBL.

Estandarizar las condiciones experimentales para analizar la expresion de
CDK2.

Determinar si existen cambios en los niveles de expresion de CDK2 en
las lineas HelLa e INBL incubadas con 10 6 100 UI/mL de IL-2.

Definir el tiempo (horas) en que ocurre la transicion G1-S del ciclo celular
en las lineas de céncer de cérvix HelLa e INBL.

Estandarizar la técnica de Western-blot para identificar CDK2 en las lineas
de cancer de cérvix HeLa e INBL.

Evaluar la presencia y activacion de la proteina CDK2 en la transicion G1-
S del ciclo celular en las lineas de cancer de cérvix HelLa e INBL.
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Metodologia
Material biologico

Se utilizaron las lineas celulares derivadas de cancer de cérvix HeLa e INBL,
obtenidas de material criopreservado de la Unidad de Investigacion en
Diferenciacion Celular y Céancer, Laboratorio de Oncologia Molecular de la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.

Las células HeLa e INBL se cultivaron en medio DMEM (Microlab S.Ade C.V.) y
medio RPMI-1640 (Microlab S.A de C.V.) respectivamente, suplementado con
5% de suero fetal bovino (Gibco, Thermo Fisher Scientific.) en botellas de cultivo
tratadas para células adherentes en monocapa (Sarstedt, Alemania). Los
cultivos se mantuvieron bajo condiciones constantes a 37°C, 5% de CO2 y
humedad saturada.

Transcripcién reversa

Para determinar la expresiéon de CDK2 se cultivaron 4x10° células durante 24y
48 horas sin IL-2, con 10 U/mL o con 100 U/mL de IL-2. También se cultivd un
grupo mas de células durante 48 horas con 10 U/mL 6 con 100 U/mL de IL-2,
al concluir las 48 horas el medio de cultivo se sustituyd por medio fresco sin IL-
2 incubandolas 24 horas mas (a estas muestras se les denominara en adelante
como condicion de 72 horas). Posteriormente se obtuvo el ARN total por el
método de Trizol (Ambion, Thermo Fisher Scientific.) siguiendo las indicaciones
del fabricante. El ADN complementario se sintetiz6 utilizando 3 pug de ARN total
y 1 pL oligo-dT (0.5ug/uL), incubando a 37°C por una hora, con el buffer de
transcripcion inversa (Tris-HCI 50 mM, pH 8.3; KCI 75 mM; MgCI2 3 mM), dATP,
dTTP, dCTP y dGTP 10 mM Promega (Madison, WI, USA) y 1 uL de
transcriptasa inversa MMLV (200 U/uL) de Gibco BRL Life Technology (Grand
Island, NY, USA).

Disefio de Oligonucledtidos para PCR

Para obtener los oligonucledtidos necesarios para la amplificacion del gene
CDK2 mediante PCR se realizé la busqueda de la secuencia codificante para
nuestra proteina de interés en la base de datos NCBI, posteriormente se usaron
herramientas informaticas para obtener los posibles oligonucleétidos que
pudieran hibridar con el ADN complementario obtenido de la retrotranscripcion.
Por Ultimo, se probaron los mejores pares de oligonuclettidos mediante PCR
virtual (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/epcr/) para determinar el par Util para
los ensayos.
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Amplificacion por PCR

Para cada reaccion se utilizaron 3 pg de ADN complementario, 3 yL de buffer de
reaccion ((NH4)2S0a4), 2.5 uL de MgClz2, 0.2 puL de Tag polimerasa Promega
(Madison, WI, USA), 0.9 uL de dNTPs 10 Mm y por ultimo se llevaron a un
volumen final de 20 pL con agua libre de nucleasas. La amplificacién consistié
en 30 ciclos, cada uno de 95°C por 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y
72°C durante 60 segundos. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5% (Invitrogen, USA). El agente de tincién que se utilizo
fue Bromuro de etidio (Promega, Madison, USA). Finalmente, las imagenes se
obtuvieron después de someter el gel de agarosa a la exposicién de rayos UV
utilizando el transiluminador UVP con sistema DigiDoc-It (UVP, USA).

Andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujo

Se cultivaron 1x10% de células de cada linea, analizandolas a intervalos de una
hora durante 30 horas. Después del tiempo de incubacion las células se lavaron
con PBS y se fijaron con un mililitro de etanol al 75% durante toda una noche a
4°C. Posteriormente se lavaron dos veces con PBS, se les agregé 200 uL de
ribonucleasa A (Sigma Chemical, CO. USA) (1 mg/mL) a 37°C durante una hora
para eliminar el ARN presente. Una vez transcurrida la hora de incubacion se
agregd 3 uL de yoduro de propidio (Sigma Chemical, CO. USA) (50 mg/mL)
agitando suavemente e incubando durante 10 minutos. Por Ultimo, se analizaron
las fases del ciclo celular utilizando el citbmetro FACSAria Il (BD Biosciencies,
CA. USA). Los datos obtenidos se analizaron con ayuda de software Flowing
Software 2.5.1.0 (Flowing Software, Finland).

Lisis celular e inmunoprecipitacion

Las células se incubaron con 10 U/mL 6 100 U/mL de IL-2, ademas de un grupo
sin tratamiento de IL-2 como control, durante 3, 7 y 12 horas para linea HelLa; y
6, 10 y 15 horas para la linea INBL ya que fue el tiempo determinado en que
ocurre la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular.

Después de transcurrido el tiempo de incubacion con el tratamiento de IL-2, las
células se lavaron una vez con PBS frio (4°C), se retir6 el PBS y se agregd 500
puL de buffer de lisis, las células se despegaron utilizando un gendarme.
Posteriormente, se depositd la solucién en tubos Eppendorf y se incubaron
durante 15 minutos en hielo; una vez transcurrido este tiempo las células se
centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante resultante
fue nuestro lisado celular.

En tubos Eppendorf se colocaron 25 pL de esferas de agarosa conjugadas con
proteina A (Gibco, Thermo Fisher Scientific) y se lavaron dos veces con buffer
de lisis. Una vez lavadas se agregaron 40 uL de buffer de lisis mas 1.5 yL de
anticuerpo p-CDK2 (Thr160) (Cell Signaling Technology, USA) y se incubaron
por una hora a 4°C en agitacion. Después de dicho tiempo, las esferas ya con el
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anticuerpo acoplado se lavaron con buffer de lisis y se incubaron durante tres
horas a 4°C en agitacién constante con los lisados de células tratadas con IL-2,
o el lisado de células sin dicho tratamiento como control negativo. Después de
transcurrido el tiempo de incubacion las esferas se lavaron tres veces con buffer
de lisis y se agregaron 20 uL de buffer de Laemmli reductor a cada tubo,
posteriormente se llevaron a un contenedor con agua en ebullicion durante 5
minutos. Finalmente, las muestras estuvieron listas para la posterior
electroforesis o bien para su almacenamiento a -20°C.

Electroforesis (SDS-PAGE) y Western blot

Se realizé de acuerdo al método de Laemmli, excepto que la concentracion del
gel concentrador fue de 4.5%. Las concentraciones finales del gel separador
fueron: Tris-HCI 0.375 M (Sigma Chemical, Co. U.S.A.) (pH 8.9), SDS 0.1% pl/v
y poliacrilamida 10% p/v. Los geles se polimerizaron por la adicion de 0.05% de
persulfato de amonio (Sigma Chemical, Co. USA) y tetrametileno-diamina
(TEMED) (Sigma Chemical, Co. USA) para el gel separador o 0.1% de cada
catalizador en el gel concentrador. El buffer de corrida (pH 8.3) contenia Tris
0.025 M y glicina 0.192 M. La electroforesis se realiz6 con un voltaje constante
de 85 V por durante dos horas en una camara vertical (ATTO, Japon).

Las proteinas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE fueron transferidas
a una membrana de nitrocelulosa segun el método de Kyhse-Andersen en una
camara de transferencia semiseca (Nova Blot, GE. USA) a corriente constante
de 125 mA durante una hora utilizando buffer de transferencia. La membrana de
nitrocelulosa con las proteinas inmovilizadas se bloqued con BSA al 3% p/v en
buffer TBS durante toda la noche a 4°C. Posteriormente la membrana se incub6
con el anticuerpo p-CDK2 (Thr160) (Cell Signaling Technology, USA) (1:1000)
durante 1.5 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién la membrana se
lavd tres veces con TBS-Tween y dos veces mas con TBS por cinco minutos
cada uno. Después se incubGd con el anticuerpo anti-rabbit conjugado con
peroxidasa (HRP) (1:7000) durante 40 minutos. Posteriormente, se realizaron
cinco lavados masy se visualizaron las proteinas mediante quimioluminiscencia
(Pierce, USA).

Elucién de anticuerpos

Se lavd una vez la membrana con TBS, después se adicioné buffer de elucién
(Glicina 0.1 M y SDS 0.5%) cubriendo completamente la membrana y se incub6
durante una hora a 80°C. Al término de dicho tiempo se lavé una vez con TBS-
Tween por 15 minutos en agitacion constante, posteriormente se realizaron tres
lavados méas con TBS-Tween por cinco minutos cada uno para finalmente
bloquear la membrana con BSA al 4% durante toda la noche. Una vez hecho
esto se pudo incubar con el anticuerpo anti-CDK2 (Santa Cruz Biotechnology,
USA) (1:1000) durante una hora y media. Al finalizar el tiempo de incubacion de
realizaron cinco lavados de cinco minutos cada uno y se incub6 con el anticuerpo
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anti-mouse conjugado con peroxidasa (1:7000) durante 30 minutos. Finalmente
se lavé la membrana tres veces con TBS-Tween y dos veces mas con TBS por
cinco minutos cada uno. Las proteinas se visualizaron por quimioluminiscencia.

Software utilizado

La densitometria aplicada tanto a los geles de poliacrilamida para observar la
expresion como a los inmunoblots para observar la fosforilacion de CDK2, se
realiz6 con el programa Image Studio Lite version 5.2.

Para el analisis del ciclo celular utilizamos el programa Flowing Software 2
version 2.5.1.0.
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Resultados

Oligonucledtidos para CDK2

El par de oligonucleétidos que se obtuvo al utilizar las herramientas informaticas
fue:

Secuencia (5' > 3')
Forward primer CCTGAAATCCTCCTGGGCTG
Reverse primer ACTGGCTTGGTCACATCCTG

Longitud del

producto 368 pares de bases

Expresion de CDK2 en la linea HelLa

La intencién de cultivar células HeLa durante 24 y 48 horas con 10 U/mL o con
100 U/mL de IL-2 y después cambiar el medio de cultivo por medio fresco sin
IL-2 para cultivarlas por 24 horas mas, fue establecer si los cambios en la
expresion de CDK2 generados por el tratamiento podian mantenerse, incluso
una vez eliminada la IL-2 exdgena.

En lafigura 10 se muestra un gel representativo de tres ensayos independientes,
se observa que después de 24 horas de tratamiento con 10 U/mL de IL-2 la
expresion de CDK2 disminuy6 30.93% mientras que con 100 U/mL de IL-2 la
expresion de CDK2 aumentdé 21.54%, ambos porcentajes con respecto al
control. A las 48 horas de tratamiento con IL-2, ya sea con 10 U/mL o con 100
UI/mL se registr6 un aumento en la expresion de CDK2 siendo de 32.76% y
49.15% respectivamente. Cuando cultivamos las células por 24 horas més en
ausencia de IL-2 se observa una disminucion en la expresion de CDK2. Esta
disminucion fue de 4.5% cuando se trataron previamente con 10 U/mL de IL-2 y
de 19.81% cuando se trataron con 100 UI/mL de IL-2. Estos resultados sugieren
gue el tratamiento con IL-2 exdgena afecta la expresion de CDK2.

Expresion de CDK2 en la linea INBL

Para esta linea celular también se muestra un gel representativo de tres ensayos
independientes, donde se observa un cambio en la expresion de CDK2 (figura
11). Después de las primeras 24 horas de tratamiento con 10 U/mL de IL-2 la
expresion de CDK2 disminuyé 30.8%, mientras que con 100 U/mL de IL-2
aumento 4.8%. Posteriormente, a las 48 horas observamos un aumento en la
expresion de CDK2 con el tratamiento de 10 y 100 U/mL de IL-2 siendo de
81.89% Yy 84.91% respectivamente. Por ultimo, en nuestro grupo de 72 horas se
observé una disminucion en la expresion de CDK2 siendo de 2.88% con el
tratamiento de 10 UI/mL de IL-2 y de 25.27% con el tratamiento de 100 U/mL de
IL-2.
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Expresion del gen CDK2 en HelLa
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Figura 10. Evaluacion de la expresion de CDK2 en la linea HelLa. A) Gel

representativo de tres ensayos independientes donde se realiz6 RT-PCR para
CDK2. PM: Peso molecular, pb: pares de bases. B) Grafica de los datos

obtenidos en la densitometria aplicada al gel de poliacrilamida en donde se
observan las distintas bandas de expresion de CDK2.
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Expresion del gen CDK2 en INBL
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Figura 11. Evaluacion de la expresion de CDK2 en la linea INBL. A) Gel

representativo de tres ensayos independientes donde se realiz6 RT-PCR para
CDK2. PM: Peso molecular, pb: pares de bases. B) Gréfica de los datos

obtenidos en la densitometria aplicada al gel de poliacrilamida en donde se
observan las distintas bandas de expresion de CDK2.
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Transicion de lafase G1 ala fase S del ciclo celular

Ya que se observaron cambios en la expresion de CDK2 en respuesta al
tratamiento con IL-2, ya sea con 10 o 100 UI/mL, nos enfocamos en analizar el
ciclo celular tanto de la linea HeLa como INBL; especificamente nos intereso
examinar la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular ya que ahi se
encuentra uno de los mas importantes puntos de control en donde participa
CDK2 para la progresion del ciclo celular y en consecuencia de la proliferacion
celular. Sin embargo, habia que determinar en qué momento ocurria esta
transicion G1-S para ambas lineas celulares (HeLa e INBL). Por ello se realizé
el ensayo con duracion de 30 horas, el cual nos permitid obtener el porcentaje
de células que se encontraba en cada fase del ciclo celular durante el total de
horas del ensayo.

Para poder establecer en que tiempo ocurre la transicién G1-S, tomamos el valor
mas bajo a partir del cual comenzd el aumento en el porcentaje de células en
fase S, lo cual significa que las células estaban entrando a dicha fase del ciclo
celular. De igual manera, nos apoyamos en la grafica tanto de la fase G1 como
de la fase S para corroborar que el comportamiento de una fase coincidia con el
de la otra. En la linea celular HeLa observamos que la transicion G1-S inicia

alrededor de las siete horas de cultivo, mientras que en la linea celular INBL
inicia después de 10 horas de cultivo (figura 12).
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Analisis de la transicion G1-S del ciclo celular
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Figura 12. Gréfica de los datos obtenidos mediante citometria de flujo. A) En la

linea celular HeLa la transicion G1-S ocurre alrededor de las siete horas de
cultivo. B) En la linea celular INBL se aprecia mejor dicha transicién, la cual

ocurre alrededor de las 10 horas de cultivo. El ensayo se repitié6 dos veces para
cada linea celular y se analiz6é con ayuda del software Flowing Software version

2.5.1.0.
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Activacion de CDK?2

Una vez que se determind el inicio de la transicion de la fase G1 a la fase S del
ciclo celular en ambas lineas celulares, el siguiente paso fue analizar la
activacion de CDK2 (evaluando la fosforilacion en Thrl60) en dicha transicion.
Para ello se seleccionaron tres diferentes tiempos en cada linea celular: I) antes
de la transicién G1-S, Il) el tiempo en que ocurre la transicion G1-S y lll) después
de que ocurre la transicion G1-S. Esto con la finalidad de obtener un panorama
sobre la activacion de CDK2 en esta importante transicion del ciclo celular.

Fosforilacion de CDK2 en lalinea HelLa

En la linea celular HeLa la activacién de CDK2 se evalud a las tres, siete y doce
horas de cultivo con y sin tratamiento de IL-2. Pudimos observar que en los
grupos control (células sin tratamiento de IL-2) la activacion de CDK2 fue
aumentando conforme transcurria el tiempo, siendo su mayor nivel a las 12
horas; de las tres a las siete horas de cultivo la activacion de CDK2 aumento
140%, mientras que de las siete horas a las doce horas aument6 27.91%.

Bajo el tratamiento con 10 U/mL de IL-2, la activacion de CDK2 aument6 con
respecto al control a las tres y siete horas en 154% y 9.58% respectivamente;
pero a diferencia del comportamiento en las muestras control, en donde la
fosforilacion de CDK2 siempre va en aumento, a las 12 horas de tratamiento con
10 U/mL de IL-2 se observa una disminucion de 9.77% en la fosforilacion de
CDK2 con respecto al control pero sin regresar al nivel observado a las tres y
siete horas.

Un comportamiento similar se observé bajo el tratamiento con 100 U/mL de IL-
2 en donde la fosforilacion de CDK2 aument6 en un 111% con respecto al control
a las tres horas, aunque en menor medida que lo mostrado para el tratamiento
de 10 U/mL de IL-2, mientras que a las siete horas el aumento en la fosforilacion
de CDK2 fue de 23.33% con respecto al control. Sin embargo, a las 12 horas de
tratamiento con 100 U/mL de IL-2 se observa una disminucion de 26.38% en la
activacion de CDK2 con respecto al control (figura 13).
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Figura 13. Fosforilacion de CDK2 en HelLa. A) Inmunoblot representativo de tres

ensayos independientes, p-CDK2: CDK2 fosforilada en Thrl160 (activa). CDK2:
Proteina CDK2 total. B) Grafica de los datos obtenidos mediante densitometria

aplicada al inmunoblot.

38



Fosforilacion de CDK2 en lalinea INBL

En la linea celular INBL los tiempos de evaluacion seleccionados fueron: seis,
10y 15 horas. De manera similar a lo observado para la linea HelLa, en nuestros
grupos control la fosforilacion de CDK2 en Thr 160 aumentd con el transcurso
del tiempo, siendo su maximo nivel a las 15 horas de cultivo; de las seis a las 10
horas de cultivo aument6 39.28% vy de las 10 a las 15 horas el aumento fue de
2.56%. En esta linea celular no fueron evidentes cambios en la fosforilacion de
CDK2 con el tratamiento de IL-2 después de seis y 10 horas de incubacion.

Se observé disminucion en la activacion de CDK2 después de 15 horas de
incubacion con IL-2, la cual fue de 20.62% bajo el tratamiento de 10 U/mL de IL-
2 y de 58.81% bajo el tratamiento de 100 UI/mL de IL-2 (figura 14).
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Activacion de CDK2 en la linea INBL
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Figura 14. Fosforilacion de CDK2 en INBL. A) Inmunoblot representativo de tres

ensayos independientes, p-CDK2: CDK2 fosforilada en Thrl160 (activa). CDK2:
Proteina CDK2 total. B) Grafica de los datos obtenidos mediante densitometria
aplicada al inmunoblot.
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Discusion

En los paises en desarrollo la mayor importancia del cancer de cérvix se debe a
las altas tasas de mortalidad reportadas, las cuales estan relacionadas con el
diagndstico tardio en etapas avanzadas de la enfermedad. La tasa de mortalidad
en México disminuyd aproximadamente 2.5% por afio en la década de los
noventa y aproximadamente 5% por afio en la Ultima década, lo cual todavia se
considera excesivamente alto. En relacion con la poblacion derechohabiente del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), institucion de salud que atiende a
cerca de la mitad de la poblacibn en México, se reporta que la tendencia de la
mortalidad continla disminuyendo [121].

Sin embargo, es necesario explorar nuevas estrategias y alternativas para el
tratamiento del cancer de cérvix. En la actualidad, procedimientos como la
criocirugia y electrocirugia acompafiadas de radioterapia y/o quimioterapia,
representan un alto grado de invasividad y toxicidad ya que no solo actian contra
las células malignas, por lo que causan efectos secundarios severos en las
pacientes. Por esta razon, se contindan investigando diferentes blancos
moleculares en el cancer de cérvix [122, 123]. Con el fin de contribuir a un mejor
entendimiento del cancer de cérvix y de una posible opcion para su tratamiento,
este trabajo se enfocd en estudiar un posible blanco terapéutico, la proteina
CDK2, analizando su expresién y activacién en respuesta a 10 y 100 U/mL de
IL-2, citocina que ha sido utilizada para combatir otros tipos de cancer.

Ya que nuestro grupo de trabajo ha observado que con 10 U/mL de IL-2
aumenta la proliferacion celular en lineas de céancer de cérvix y con 100 Ul/mL
de IL-2 disminuye [90], esperdbamos que la expresion de CDK2 se comportara
de la misma manera, es decir, que su expresion aumentara bajo un tratamiento
con 10 U/mL de IL-2 y disminuyera con 100 U/mL de IL-2, pues es necesario
un aumento en los niveles de CDK2 para poder superar el punto de control de la
fase Gl a la fase S del ciclo celular [109]. Sin embargo, nuestros resultados
muestran que tanto en la linea celular HeLa como INBL después de ser tratadas
con 10 U/mL de IL-2 durante 24 horas, la expresion de CDK2 disminuyé con
respecto al control 30.93% y 30.8% respectivamente, mientras que el tratamiento
con 100 UI/mL de IL-2 gener6é un aumento en la expresion de CDK2 de 21.54%
en la linea HeLa y de 4.8% en la linea INBL, es decir, totalmente contrario a lo
esperado. De manera interesante, después de 48 horas de incubacion ya sea
con 10 o 100 U/mL de IL-2, la expresion de CDK2 aumentd con respecto al
control para después comenzar a disminuir cuando retiramos la IL-2 y cultivamos
las células durante 24 horas mas.

Estos datos sugieren que la IL-2 puede inducir cambios en la expresion de CDK2
gue no necesariamente coinciden con el papel principal o canénico que se
conoce, el cual consiste en la regulacion de la transicion de la fase G1 a la fase
S del ciclo celular. Diversos estudios han mostrado que el ARN mensajero de
CDK2 puede ser regulado por micro-ARN y asi participar en otros procesos
celulares como inhibiciébn de la proliferacion en el caso del miR-5582-5p en
células de cancer colorectal, miR--302b en céancer gastrico, miR-223 en
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carcinoma pulmonar de Lewis, o bien en el caso de cancer de cérvix en donde
CDK2 puede serregulado negativamente a nivel post transcripcional por el miR-
372, lo que inhibe la progresion del ciclo celular en células HelLa [124-127].
También, es posible que la IL-2 exdgena sea necesaria para el aumento en la
expresion de CDK2 y al no estar presente comienza la disminucion de dicha
expresion.

Una vez que observamos cambios en la expresion del gen CDK2 en respuesta
al tratamiento con IL-2, decidimos explorar el comportamiento de CDK2 a nivel
de proteina para determinar si se comportaba de la misma manera que en la
expresion del RNA mensajero. Ademas, evaluamos la transicion de la fase G1 a
la fase S del ciclo celular para contribuir a dilucidar el papel de la proteina CDK2
en la detencion del ciclo celular en lineas de cancer de cérvix cuando son
tratadas con IL-2, fendbmeno que se ha observado por nuestro equipo de trabajo
[90, 128, 129]. De manera similar, se ha reportado que en células de cancer de
ovario cultivadas en ausencia de suero, se detiene la proliferacion y se atribuye
a la disminucién en los niveles de la proteina CDK2 [130]. Uno de los obstaculos
gue nos encontramos fue determinar en qué momento del ciclo celular ocurria
dicha transicion. Por tanto, llevamos a cabo un andlisis del ciclo celular en ambas
lineas celulares durante 30 horas. De acuerdo a nuestros resultados, la
transicion G1-S en la linea celular HeLa ocurre aproximadamente a las 7 horas
de cultivo, mientras que para la linea celular INBL es alrededor de las 10 horas
de cultivo.

Una vez establecidos esos tiempos procedimos a evaluar la activacion de CDK2
mediante la deteccion de la fosforilacion en treonina 160. Enla linea celular HeLa
encontramos un mayor nivel de CDK2 activa después de 3 y 7 horas de
incubacion con IL-2, ya sea con 10 o0 100 UVmL. En el caso de la linea INBL no
se observo algun cambio evidente en la activacion de CDK2 después de 6y 10
horas de incubacion con IL-2. También encontramos que después del mayor
tiempo de incubacién con IL-2 en ambas lineas celulares (12 horas en Hela, 15
horas en INBL) el nivel de proteina CDK2 activa comenz6 a disminuir; lo cual se
asemeja a lo reportado por He G. y colaboradores, en donde al someter a células
de cancer de ovario a un tratamiento que buscaba dafiar su ADN para asi
provocar la detencion del ciclo celular en la fase G1, observaron que la actividad
de CDK2 comenzaba a disminuir después de haber alcanzado su nivel maximo
a las seis horas de tratamiento [131].

Anteriormente, nuestro grupo de trabajo demostré que hay una disminucion en
la proliferacion celular al tratar los cultivos de células de cancer de cérvix con
100 U/mL de IL-2, por lo que podriamos suponer que habria una disminucion en
la actividad de CDK2. Sorprendentemente los resultados de este trabajo
muestran que tanto la expresion (en las lineas HelLa e INBL) como la activaciéon
(en la linea HeLa) de CDK2 pueden aumentar con el mismo tratamiento de 100
U/mL de IL-2. Nuestros datos se contraponen a los hallazgos de diversos
autores, que atribuyen la disminucion de la proliferacion celular a la inhibicion de
la expresion y activacion de CDK2 para asi evitar la transicion de la fase G1 a la
fase S del ciclo celular en células de cancer de cérvix [132, 133].
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Una posible explicacion sobre la participacion de CDK2 en este proceso, la
ofrecen Edward Goodwin y Daniel DiMaio, quienes proponen que la detencion
del ciclo celular en células de céancer de cérvix se debe a la regulacion de las
propias proteinas virales, especificamente VPH E2, VPH E6y VPH E7, ya que
si se llega a reducir su actividad se incrementa la actividad de p53 y en
consecuencia la de p21, y por tanto se reduce la actividad de CDK2; esto a su
vez se traduce en el aumento en la concentracion de las proteinas de la familia
Rb “restableciendo” asi el control que tanto p53 como pRb ejercen sobre el ciclo
celular para reprimir la expresion de genes involucrados en la progresion del ciclo
celular dando como resultado la detencion del mismo [134].

Sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados, la pieza que no encaja con
este modelo propuesto es el aumento en la activacion de CDK2 que observamos,
lo que nos lleva a pensar que quiza CDK2 no es indispensable para la detencion
del ciclo celular como ya lo han propuesto otros investigadores [135-137]. O bien,
gue CDK2 puede actuar de manera diferencial dependiendo del contexto en el
gue se encuentre, de manera similar a lo que reportaron Hwang y colaboradores
en donde la induccion de senescencia celular en células normales y la
proliferacion celular de la linea HeLa que evidenciaron tras un tratamiento de
peroxido de hidrogeno lo adjudican al papel que juega CDK2 en dichos procesos
[138]. En nuestro caso, ese contexto seria proporcionado por la concentracion
de IL-2 exdgena administrada.

Una de las propiedades de CDK2 es que puede participar no solo en el control
del ciclo celular de manera directa sino también como parte integral de otras vias,
como en la respuesta por dafio al ADN mediante la activacion de ATM/ATR
llevando a la consecuente detencion del ciclo celular [139-142]. En ese sentido,
seria interesante explorar si el tratamiento con IL-2 es capaz de provocar dafio
al ADN en células de cancer de cérvix, de la misma manera que se ha reportado
para interleucina 6 en células de cancer de higado, y asi analizar qué papel juega
CDK2 en la activacion de la respuesta por dafio al ADN y en la detencién del
ciclo celular en dicho contexto [143].

También se ha reportado que CDK2 participa de diferentes maneras en el
proceso de muerte celular por apoptosis; se han propuesto algunas proteinas
gue parecen estar vinculadas a la actividad de CDK2 y con ello desencadenan
el proceso de apoptosis, como en el caso de la cinasa Akt que puede fosforilar a
CDK2en Thr39 y asi provocar su salida del nacleo hacia el citoplasma con ayuda
de la proteina 14-3-3, lo que resulta en el aumento en los niveles de apoptosis
[144]. Ademés, existen evidencias de que al inhibir CDK2 en células HelLa los
niveles tanto de citocromo C en citoplasma como de caspasa-3 activa
disminuyen, incluso cuando se les aplica un tratamiento con el farmaco
guimioterapéutico paclitaxol [145]. La caspasa-3 activa puede activar a cdc25A,
la cual es una proteina activadora de CDK2; por otro lado, puede inhibir la
actividad de p21, p27 y Weel, todos ellos inhibidores de la actividad de CDK2,
asi como escindir a ciclina E con lo que evita suunién a CDK2y al mismotiempo
induce la disponibilidad de Bax [146]. Todo lo anterior apunta a que a mayor
actividad de CDK2 mayor puede ser el nivel de muerte celular por apoptosis, por
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lo que es importante analizar el papel de CDK2 en la apoptosis de células de
cancer de cérvix cuando son tratadas con IL-2. En ese sentido, nuestro grupo de
trabajo publicd recientemente un articulo en donde no se observd un cambio
significativo en los niveles de apoptosis en células HeLa e INBL al incubarlas con
100 UI/mL de IL-2, por el contrario, se propone que la IL-2 podria estar
protegiendo a las células de cancer de cérvix cuando son tratadas con cisplatino.
Si consideramos trabajos como el de Megyesi y colaboradores en el cual
muestran que el incremento en la actividad de CDK2 esta asociado a muerte
celular inducida por cisplatino, ya que después de la exposicion a este farmaco
CDK2 puede fosforilar a Bcl-xL convirtiéndola asi en una proteina pro-apoptotica;
entonces podriamos proponer que la IL-2 efectivamente esta protegiendo a las
células de céncer de cérvix de la muerte celular interfiriendo quiza con la
actividad de CDK2 [125, 147].

El objetivo de este estudio, asi como el de Sun Y. y colaboradores, trata de
arrojar luz sobre el posible uso terapéutico de IL-2 [148], sin embargo, si se
pretende utilizar IL-2 como parte de un posible tratamiento para combatir el
cancer en general y el cancer de cérvix en particular, es necesario continuar con
la investigacion sobre los efectos que esta interleucina puede generar en
proteinas tan importantes para diversos mecanismos celulares como CDK2.
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo muestran que tanto la expresion (en las lineas
HelLa e INBL) como la activacion (en la linea HelLa) de CDK2 pueden aumentar
con el mismo tratamiento de 100 U/mL de IL-2. Mientras que la expresion de
CDK2 disminuye con el tratamiento de 10 U/mL de IL-2 (en las lineas HelLa e

INBL). Un comportamiento totalmente opuesto a lo esperado de acuerdo a
nuestra hipotesis.

Proyecciones futuras

e Analizar el efecto de IL-2 sobre proteinas clave en la progresion del ciclo
celular como ciclina E, ciclina A, CDK1 y sus respectivos inhibidores.

e Determinar sila IL-2 puede desencadenar algin dafio al ADN en células
de cancer de cérvix.

e Dilucidar si CDK2 es responsable de la activacion en la respuesta por
dafio al ADN en células de céncer de cérvix.
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