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1. Resumen.

Uno de los canceres con mayor incidencia y mortalidad en México es el cancer
cervical (CC), el cual se desarrolla por infecciones recurrentes del Virus del
Papiloma Humano (VPH). A pesar de que el VPH es el principal factor de riesgo
para el desarrollo de CC, se requieren factores adicionales durante el proceso
carcinogénico para consolidar un tumor. El microambiente tumoral es uno de los
factores que contribuye al desarrollo tumoral, las citocinas que estan presentes
en el microambiente permiten la comunicacion entre las células tumorales y
células no tumorales. Una de las citocinas que desempefia un papel importante
durante la respuesta inmune es la Interleucina-15 (IL-15), esta desencadena sus
efectos biolégicos después de su interaccion con su receptor IL-15R. Se ha
reportado que la IL-15 tiene un papel pro-tumorigénico en diferentes tipos de
cancer, sin embargo, en el CC aun no queda claro si contribuye al desarrollo
tumoral. Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que las células de CC
expresan el receptor de IL-2 (IL-2R) y la estimulacion con IL-2 exdgena
promueve la proliferaciéon de las células tumorales. Se ha descrito que la IL-15 e
IL-2 desempeiian procesos similares en la respuesta inmune y comparten
cadenas de su receptor, por lo que, la estrecha relacién entre ambas citocinas y
Sus receptores nos sugiere que ambas tienen un papel importante en desarrollo
tumoral. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar la expresion de IL-15
y su receptor IL-15R en diferentes lineas celulares de CC. Para lograr nuestro
objetivo se obtuvo el ARN de las lineas celulares HelLa, SiHa, CaSki e INBL, y
mediante la técnica de RT-PCR se analiz6 la expresion de IL-15 y las diferentes
subunidades del IL-15R. Los resultados de este trabajo demuestran que las
lineas celulares de CC expresan la IL-15 de manera basal y que sus niveles de
expresion son superiores a los linfocitos. De manera general se observa una
mayor expresion de IL-15 e IL-15Ra en las lineas celulares de CC en
comparacion de los linfocitos. La expresion de IL-15 y su receptor en las células

de CC nos sugiere que desempefia un papel importante en el desarrollo tumoral.



2. Introduccion.

Uno de los factores determinantes para el desarrollo neopléasico es el
microambiente tumoral, las citocinas del microambiente permiten la
comunicacion entre las células tumorales y las células del sistema
inmune. Para que las células tumorales puedan responder a las
citocinas del microambiente deben expresar los receptores
correspondientes a las citocinas. Se ha demostrado que lineas celulares
de cancer cervical (CC) expresan la Interleucina-2 (IL-2) y su receptor
IL-2R, ademds, la estimulacion con IL-2 exdégena promueve su
proliferacion. Por su parte, la Interleucina-15 (IL-15) es una citocina que
sinergiza en diferentes funciones biologicas con IL-2, como son la
proliferacion, activacion y diferenciacion de células del sistema inmune.
Ademas, el receptor de IL-15 (IL-5R) comparte la subunidad g con el IL-

2R, y también activa la via de sefalizacion JAK/STAT.

Debido a la estrecha relacion entre ambas citocinas, en este trabajo se
analizo la expresion de IL-15 y su receptor IL-15R en diferentes lineas
celulares de CC, lo que nos permitira determinar el posible papel de
esta citocina en la carcinogénesis cervical, asi como su posible uso

como marcador tumoral o blanco terapéutico.



3. Marco teorico.
3.1 Cancer.

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion de células de
manera descontrolada que puede aparecer practicamente en cualquier
parte del cuerpo, alterando los mecanismos de homeostasis celular
donde las células viejas o dafadas sobreviven cuando deberian morir

y las células nuevas se forman cuando no son necesarias (OMS 2018).

Se han descrito diferentes caracteristicas distintivas del cancer que
contribuyen al desarrollo y mantenimiento de los tumores, como son,
alteraciones en los mecanismos de control de la proliferacion y
homeostasis (Douglas Hanahan 2000), autosuficiencia en las sefales
de crecimiento, insensibilidad a las senales inhibidoras del crecimiento
(anticrecimiento), evasion de la muerte celular programada (apoptosis),
potencial replicativo ilimitado, angiogénesis, invasion, metastasis
(Douglas Hanahan 2000), reprogramacion del metabolismo energético,
evasion de la respuesta inmune, inestabilidad del genoma e inflamacion
(Douglas Hanahan 2000) (Fig. 1). Cada una de las caracteristicas antes
mencionadas se presenta en diferentes etapas del desarrollo tumoral,
desde una lesidn precancerosa hasta un tumor sélido y la metastasis
(Douglas Hanahan 2000).



Caracteristicas del Cancer
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Fig.1l. Representacion en diagrama de la primera descripciébn de las caracteristicas
distintivas del cancer (hallmarks) en 2001 con la actualizacién y postulacion de 4 nuevas

caracteristicas en el 2011 por los mismos autores Hanahan D y Weinber.



Los canceres se originan por alteraciones genéticas, tomando como
punto de partida la expresion, sobreexpresion o baja expresion de
genes que normalmente regulan procesos esenciales en las células
como la division celular y supervivencia. Los proto-oncogenes son
genes que se asocian al desarrollo de tumores, (Heidi Chial 2008) y se
clasifican como oncogenes (OCG) o genes supresores de tumores
(TSG) dependiendo si promueven o inhiben el desarrollo tumoral (Murali
Dharan 2019).

Los oncogenes por lo general presentan mutaciones recurrentes en
posiciones especificas denominadas puntos calientes “hot-spots”,
generando una ganancia de funcién (Murali Dharan 2019). Por su parte,
los genes supresores de tumores presentan mutaciones que generan
una pérdida de funcion (Murali Dharan 2019). Las alteraciones genéticas
en los oncogenes y genes supresores de tumores se pueden dar por
factores fisicos (radiaciones ultra violeta o ionizantes), quimicos
(aerosoles, tabaco y compuestos diversos), pre-disposiciones geneéticas

y bioldgicos como bacterias y virus (Heidi Chial 2008).

El 12,1% de los canceres humanos se asocian a los virus (Adalucy
Alvarez 2012), es importante mencionar que, de los siete principales
virus oncogénicos, dos actlan como carcindgenos indirectos via
inflamacién cronica: el Virus de Hepatitis B (VHB) y el Virus de Hepatitis
C (VHC). El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH-1) actia como
carcindgeno indirecto via inmunosupresion crénica (Adalucy Alvarez
2012)y los cuatro restantes actian como carcinogenos directos: el Virus
linfotropico de células T Humanas (HTLV-l), Virus de Epstein-Barr
(VEB), Virus de Herpes Humano 8 (VHH8/VHKS) y el Virus de Papiloma
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Humano (VPH). El VPH se encuentra en el 95% del CC, demostrando
una estrecha relacion del VPH con el desarrollo de esta neoplasia
(Martha Eugenia 2012).

3.2 Cancer cervical.

El cancer cervical (CC) es una enfermedad que se desarrolla por
infecciones recurrentes del Virus del Papiloma Humano (VPH) en la zona
de transformacion (unién escamo-columnar) del cuello uterino (Raffaella
Ghittoni 2010). El CC tienen una patogenia distinta a los canceres no virales
debido al material gendmico y las proteinas del virus (Brittany Holmes
2019).

Se han identificado mas de 200 tipos de VPH, algunos son causantes de
las verrugas comunes que crecen en manos y pies. Sin embargo, algunos
VPH se asocian a genitales pudiendo dar origen a procesos neoplasicos.
Existen VPHs que se han catalogado como de alto riesgo para el desarrollo
de CC, como son el VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 66
(Fig. 2) (Adalucy Alvarez 2012).

Tipos de VPH

T
- .

‘jij ‘ 16, 18, 31, 33

W {

- 'S 35 39, &, 51, ¢
T 52 S6, 58, 59,

68, 69, 73, 82
Papilomavirus

> 150 tipos

_ VERRUGAS
42 genitales BAJO RIESGO 6, 11 GENITALES

Fig.2. Clasificaciéon de los VPH. Los diferentes VPH se clasifican en base a su
potencial carcinogénico, algunos estan catalogados como de alto o bajo riesgo

oncogénico.

12



Dentro de los VPH de alto riesgo los tipos virales 16 y 18 son los mas
frecuentes en el CC, en paises en vias de desarrollo se encuentran en el
50% y el 20% de los tumores respectivamente (Raffaella Ghittoni 2010). El
VPH infecta las células epiteliales basales del cérvix mediante dos
proteinas que se encuentran en su capside viral, la proteina L1 (mayor) de
55 kDa que representa el 80% de la capside, y la proteina L2 (menor) de
74 kDa (Adalucy Alvarez 2012).

Para iniciar la transformacion de las células infectadas, el VPH necesita la
expresion de sus proteinas. EI genoma del VPH presenta un promotor
temprano que controla la expresién de transcritos policistrénicos que
codifican las proteinas virales E6, E7, E1, E2, E4 y E5 (Fig.3). También
presenta un promotor tardio, que dirige la expresion de los transcritos que
codifican las proteinas E1, E4, E5, L1 y L2. Estos promotores se activan
durante la diferenciacion de las células que son infectadas por el VPH.
(Adalucy Alvarez 2012).
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Fig.3. Imagen que representa el genoma del VPH con sus diferentes genes virales que

interfieren en la transformacién de las células infectadas
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Después de una infeccién por el VPH las células infectadas activan
mecanismos de defensa para eliminar la infeccién. Las células
infectadas promueven la produccion de IFN para activar el sistema
inmune, la presentacion de antigenos virales mediante el MHC vy la
revision de la integridad del ADN (Audirac Chalifour 2016). La revision
de la integridad del ADN consiste en un escaneo de la secuencia
genomica antes de dividirse para evitar la presencia secuencias
dafiadas, mutaciones y material genético extrafio. Cuando se detecta
una alteracion en el material genético de la célula, se activan
mecanismos de muerte celular por apoptosis, dirigida por una cascada

de proteinas entre las que se destacan p53 y Rb (Olga Rincén 2007).

El VPH utiliza principalmente las proteinas virales E6 y E7 para promover
la proliferacion celular, prolongar la progresion del ciclo celular y evitar la
apoptosis y eliminacion viral (Emma Crosbie 2013). E6 es una de las
proteinas virales que se expresan al inicio de la infeccién por VPH, es una
proteina de 151 aminoéacidos con un peso molecular de 16 a 18 kDa que
interacciona con diferentes moléculas de la célula huésped, una de la mas

importantes es p53 (Adalucy Alvarez 2012).

La proteina p53 se activa cuando el ADN celular sufre algin dafio e induce
la expresién de la proteina p21, esta es una proteina inhibidora de ciclinas
dependientes de cinasas (CDK) que se une a los complejos de ciclina G1
CDKZ2, lo que conduce a la célula mas alla del punto de control G1 del ciclo
celular. La proteina p21 bloquea la actividad cinasa de estos complejos,
evitando asi la progresion de la célula a la fase Sy la replicacion del ADN.
Las células que no progresan a la fase S del ciclo celular se arrestan en la

fase G1 y/o moriran por apoptosis (Adalucy Alvarez 2012).
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La proteina viral E6 interacciona con p53 e induce su degradacion
proteolitica mediada por ubiquitina. La degradacion de p53 tiene como
consecuencia la evasion del punto de control del ciclo celular G1/S, dando
lugar a la desregulacion del ciclo celular y evasion de la apoptosis (Mayra
Vega 2018).

Por su parte, la proteina viral E7 posee aproximadamente 98 aminoacidos
con un peso molecular de 10 kDa que interacciona preferentemente con la
proteina pRB y sobre las proteinas asociadas p107 y p130 (Olga Rincon
2007). La proteina pRB interacciona de manera natural con el factor de
transcripcion E2F, este promueve la proliferacion celular en presencia de
factores de crecimiento. La unién de E7 con pRB conduce a la liberacion
de E2F de manera independiente a la presencia de factores de crecimiento
externos, esto promueve el progreso de la fase S del ciclo celular y por

tanto la proliferacion celular (Mayra Vega 2018).

Las proteinas virales E6 y E7 son consideradas oncoproteinas virales
debido a que se requieren durante el proceso de transformacion celular,
por un lado, inhiben la apoptosis y al mismo tiempo promueven la
proliferacion de las células infectadas por el VPH (Olga Rincon 2007).
Generalmente las proteinas E6 y E7 del VPH 16 y 18 tienen una mayor
actividad oncogénica que los VPH de bajo riesgo, ya que son
fundamentales para el inicio, progresion y consolidacion de los tumores de
CC (Olga Rincon 2007) (Fig. 4).
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Fig.4. Diagrama de cémo actuan las diferentes proteinas virales del VPH en las células
infectadas. Durante la transformacién oncogénica las proteinas E6 y E7 interactian con
diferentes moléculas celulares como p53 y pRB inhibiendo su funcion, lo cual induce la
transformacion y division celular. A su vez la proteina E5 aumenta la accion de las cinasas

y E4 regula las proteinas L1 y L2. Por su parte, E2 regula la transcripcion de E6 y E7.

3.3 Citocinas

Durante el proceso de transformacién mediado por E6 y E7 se ha
demostrado que intervienen factores adicionales que contribuyen a la
carcinogénesis cervical. Durante el desarrollo tumoral es vital la presencia
de diferentes moléculas para modificar las condiciones normales del
microambiente cervical, incluido la acidez vaginal y el patron de citocinas
gue pueden conducir a un estado de inmunosupresion local que favorece

las infecciones recurrentes de VPH (Audirac Chalifour 2016).



Las citocinas son elementos del sistema inmune que desempefian un papel
importante para la eliminacion viral, sin embargo, bajo determinadas
circunstancias se convierten en elementos que contribuyen al desarrollo
tumoral. El microambiente del CC estd compuesto de diferentes citocinas
del sistema inmune, como son las citocinas inmunomoduladoras IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y que favorecen la persistencia de la
infeccion del VPH al suprimir la respuesta de las células efectoras del
sistema inmune y generar un ambiente inflamatorio (AudiracChalifour
2016).

Las interleucinas se han catalogado como citocinas promotoras del
desarrollo tumoral dependiendo del tipo de tumor y microambiente. Una de
las interleucinas mas estudiadas en el CC debido a sus multiples funciones
es Interleucina-2 (IL-2) (Rosalva Rangel 2004). La IL-2 es una citocina de
15,5 kDa producida principalmente por las células T CD4 que sefaliza a
través del receptor de IL-2 (IL-2R). Se ha reportado la expresion de IL-2 y
su receptor en diferentes tumores como el cancer de cabeza y cuello,
linfomas y CC (Rosalva Rangel 2004). El IL-2R activa la via de sefalizacion
JAK/STAT en el CC como lo hace en las células linfoides, sin embargo, en
las células de CC se mantiene activa de manera constitutiva y ademas se

amplifica en presencia de IL-2 exdgena (Arturo Valle 2014).
3.4 Interleucina-15

Otra de las interleucinas que desempefia un papel importante en el
microambiente tumoral y que se asocia a IL-2 es Interleucina-15 (IL-15). La
IL-15 es una citocina de aproximadamente 12-14 KD (Fig.5) descubierta
por Grabsteinen 1994 (Qiyue Hu 2018).1L-15 es un factor de
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crecimiento, desarrollo, supervivencia y activacion de células asesinas
naturales (NK), y mantiene a las células T de memoria. Ademas, IL-15
promueve la quimio-atraccion de células T, produccion de IFN-y y la
maduracién funcional de células dendriticas y macréfagos (Tsunao Kishida
2003). La IL-15 pertenece a la familia de citocinas tipo I, que presenta una
estructura comun de 4 alfa hélices antiparalelas, entre las que se
encuentran también IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL13 e IL-21(Alicia Santos 2006)

Fig.5. Estructura tridimensional de Interleucina-15  (IL-15) tomada de

https://www.sinobiological.com/

Una caracteristica importante de IL-15 es que comparte atributos
funcionales con IL-2, presenta aproximadamente un 19% de homologia de

secuencia y propiedades biologicas (Yin Guo 2017), incluida la


https://www.sinobiological.com/

proliferacion, supervivencia y diferenciacion de muchos tipos de células
como NK, Ty B (Cristina Bannwart 2007).

La IL-15 ejerce sus actividades biolégicas mediante su unién a su receptor
IL-15R, este es un receptor trimétrico compuesto por una subunidad alfa
(IL-15Ra), una subunidad beta (IL-15R/IL-2R, (CD122)) que comparte
con el receptor para IL-2 y la subunidad gama (yc, (CD132)) (Fig.6) que es

comun con varios receptores de citocinas (Alicia Santos 2006).

IL-15 presenta diferentes formas funcionales, la forma soluble es secretada
a bajas concentraciones por las células presentadoras de antigenos (PA),
puede asociarse y activar a células que expresan el receptor de alta
afinidad (IL15Ra, IL-15R/IL-2Rp, yc) (Julien Giron 2011).

IL- 2Rex

Cell IL-2/15Rp

surface

| =

Fig.6. Union de IL-2 e IL-15 a su receptor. IL-2 se une a su receptor trimétrico IL-2Ra, IL-2R
y yc. La IL-15 comparte la subunidad IL-2Rp y yc con IL-2 y puede sefalizar en forma de

transpresentacion uniéndose a la subunidad IL-15Ra.
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Por otro lado, la forma unida a membrana de IL-15 (MB-IL15) esta anclada
a través de la cadena IL15Ra, conformado un IL-15R de baja afinidad
(Sebastian Wittnebel 2007). Cuando la IL-15 esta anclada a la membrana
e interactia con ceélulas que expresan el receptor de alta y baja afinidad
puede emitir una sefal inversa a la de las células presentadoras (Julien
Giron 2011).

Las diferentes cadenas de IL15R pueden expresarse individualmente o
juntas, sin embargo, la cadena IL-15Ra es exclusiva del receptor y es la
que le da especificidad a IL-15. La subunidad IL-15Ra es una proteina
transmembrana con una afinidad muy alta por IL-15 que facilita el trafico
de IL-15 desde el reticulo endoplasmico (ER) a través del citoplasma hasta
la conformacién del complejo IL-15/IL-15Ra en la superficie celular, debido
a que permanece asociada fuertemente (Tanya Robinson 2017). La IL-
15Ra se transporta a la superficie celular como un complejo con IL-15 que
estimula eficientemente las células vecinas que presenten las cadenas IL-
15RpB y yc a través de un mecanismo de transpresentacion (Fig.6) (Rosa
Santana 2018).

La sefalizacion mediada por IL-15 se debe en gran parte a la cadena IL-
15RB que comparte con el IL-2R. La activacion de la cadena [ favorece el
reclutamiento de JAK1 mientras que la cadena yc activa JAK3, lo que a su
vez resulta en la fosforilacion y activacion del transductor de sefial y
activador de transcripcion 5 (STAT5) (Cristina Bannwart 2007). La
fosforilacion de STAT5 permite la formacion de dimeros de STAT5 que

luego se trasladan al nucleo donde activan la transcripcion de la proteina
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antiapoptética bcl-2 y los protooncogenes c-myc, c-fos, c-jun, Mcl-1, NF-Kb
(Anjali Mishra 2014).

La IL-15 también puede unirse al receptor de afinidad intermedia IL-
15RB/yc en ausencia de la subunidad IL-15Ra, lo que resulta en la
activacion de las tirosinas cinasas Lck, Fyn, Lyn, Syk y la sefalizacion
cruzada con las vias PI3K y MAPK (Yin Guo 2017).

Cada una de las vias de sefializacion activadas por IL-15 favorece la
proliferacion, supervivencia, diferenciacion y activacion celular. Algunas
células estimuladas con IL-15 presentan mecanismos de retroalimentacion
positiva a través de NF-kB e IRF-E, ambas vias regulan la expresion de IL-
15 (Anjali Mishra 2014).

La IL-15 es una citocina que se expresa constitutivamente en una gran
variedad de tipos de células, como monocitos/macrofagos, células
dendriticas, linfocitos T y células no linfoides (Tanya Robinson 2017) de
la placenta, el musculo esquelético, el rifion, el pulmon y el corazén
(Anjali Mishra 2014). Sin embargo, en el CC aun no se ha determinado
la presenciay el papel de IL-15 en la carcinogénesis cervical. Por tanto,
en este trabajo se analizd la expresion de IL-15 y su receptor en

diferentes lineas celulares de CC.
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4. Antecedentes directos.

En diversos estudios se ha propuesto que la IL-15 puede conducir a una
transformacion maligna debido a la modulacién del microambiente y de las
células del sistema inmune. Ademas, se ha reportado que la expresion
cronica de IL-15 es un factor que favorece la carcinogénesis en diversos
tumores (Anjali Mishra 2014).

De igual forma se ha demostrado la presencia de IL-15 en la Leucemia de
células B (B-CLL), Linfoma folicular (FL), Linfoma de Hodgkin (HL), Linfoma
cutaneo de células T (CTC), Mieloma multiple (MM), Linfoma de células T
asociado a enteropatia (EATL) y Leucemia de células T adultas (ATL)
(Marina Fabbi 2016).

A su vez en lineas celulares de melanoma humano se ha encontrado la
expresion de receptores para IL-2 e IL-15 (Yu Guang He 2004). Ademas,
la presencia de IL-2 e IL-15 producida por linfocitos y macréfagos que se
infiltran en los tumores pueden afectar el comportamiento maligno del
melanoma humano al estimular su proliferacion y reducir la susceptibilidad
de las células del melanoma a la citélisis mediada por células NK y la

apoptosis inducida por cisplatino (Yu Guang He 2004).

En el cancer de colon se ha informado que IL15 actia de forma autocrina
y paracrina promoviendo la proliferacion, motilidad, capacidad de invasion

y aumento de tolerancia a la apoptosis (Hiroki Kuniyasu 2003).

Por su parte, en células de cancer renal (CCR) se ha encontrado la
expresion de IL-15 (Peter Trinder 1999). La IL-15 en CCR se expresa en 2

isoformas, la primera isoforma esta anclada a la membrana celular a través
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de la cadena IL-15Ra Yy actla sobre las células circundantes que expresan
IL-15Ra (Huagin Yuan 2015), mientras que la segunda isoforma esta
anclada a través de un mecanismo independiente que puede dar una sefal
inversa en respuesta a su ligando S-IL-15Ra« (Huagin Yuan 2015). Al ser
estimuladas de esta forma, las células adquieren propiedades migratorias
e invasoras que favorecen la transicion epitelio-mesenquimal (EMT)
(Huagin Yuan 2015).

También se ha encontrado la expresiéon de IL-15 en tejidos de Hiperplasia
Benigna de Préstata (BPH) (Chantal Mengus 2011) donde ocasiona una
inflamacién cronica que promueve una hiperproliferacion del estroma y del
epitelio. Ademas, el IFN-y un producto de los linfocitos T estimula la
produccion de IL-15 prostatica (Alessandra Handisurya 2001). Lo anterior
sugiere que la IL-15 tiene un papel importante en lesiones pre-malignas
gue pueden derivar a un cancer de préstata (CaP) (Alessandra Handisurya
2001).

Estos antecedentes refuerzan la hipotesis de que la IL-15 y su receptor
tienen un papel importante en el desarrollo tumoral, sin embargo, en el CC
no hay evidencias del papel de IL-15. Como ya se ha mencion0 las células
de CC expresan IL-2 y su receptor IL-2R, y la estimulacién con IL-2
exdgena promueve su proliferacion. Esto demuestra que IL-2 actia como
un factor de proliferacion para las células tumorales de CC (Rosalva
Rangel 2004). Este antecedente y la similitud de accion de IL-15 nos
sugiere que las células de CC podrian expresar a IL-15 y su receptor,

desempeinando un papel similar a IL-2.
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5. Justificacion.

EL cancer cervical (CC) es un grave problema de salud publica a nivel
mundial, principalmente en paises en vias de desarrollo como los de
Ameérica Latina. En México se estiman 13,960 nuevos casos de CC segun
la secretaria de salud (SDS 2015), siendo la segunda causa de muerte en
mujeres, esto debido a las diferencias economicas y sociales que limitan
su identificacién y tratamiento oportuno. A pesar del disefio de nuevas
herramientas y tratamientos como la vacuna contra el VPH la cual promete
disminuir la incidencia y mortalidad ain no se ha podido erradicar. Por
tanto, se requieren mas estudios de los mecanismos que contribuyen al
desarrollo del CC para poder proponer estrategias mas eficaces para su
tratamiento. Es importante tener en cuenta que la vacuna contra VPH solo
es eficiente cuando nunca se ha tenido contacto con el virus y, por otro
lado, la vacuna aun no se aplica de manera rutinaria en la poblacion
general. Por lo cual, el estudio de la expresion del complejo IL-15 e IL-15R
permitird tener un mayor entendimiento de los factores adicionales que
contribuyen al CC y proponer su uso en estrategias de deteccion y

tratamiento oportuno.
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6. Hipotesis.

La IL-15 es una citocina secretada principalmente por los linfocitos T que
sinérgiza con IL-2 en diferentes procesos celulares como la proliferacion,
activacion y diferenciacion de células del sistema inmune de forma
autocrina y paracrina. Se ha reportado que las células de cancer cervical
(CC) expresan el receptor de IL-2 (IL-2R) y la estimulacion con IL-2
exdgena regula su proliferacion. El IL-2R comparte la subunidad 3 con el
IL-15R y se requiere la presencia de ambas interleucinas para una correcta
activacion de los procesos celulares. Por tanto, al analizar la expresion de
IL-15 e IL-15R en diferentes lineas celulares CC, se observara la presencia

de transcritos para IL-15 y las diferentes subunidades de IL-15R.
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7. Objetivo general.

Analizar la expresion de IL-15 y su receptor IL-15R en lineas celulares de

cancer cervical mediante la técnica de RT-PCR.

8. Objetivos particulares.

e Cultivar las lineas celulares de cancer cervical: HelLa, SiHa, CaSki e
INBL hasta obtener un nimero adecuado de células para el estudio.

e Realizar la extraccion de ARN total de las lineas celulares; Hela,
SiHa, CaSki e INBL y determinar su integridad por electroforesis.

e Disefar sondas especificas para IL-15 y las diferentes subunidades
de IL-15R.

e Analizar la expresion de IL-15 y su receptor IL-15R por la técnica

de RT-PCR vy validar la amplificacion por electroforesis.
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9. Material y Métodos.
9.1 Cultivo celular.

Se realizo el cultivo de las lineas celulares de CC; Hela, SiHa, CaSki e
INBL en cajas de cultivo de 25ml con medio RPMI 1640 y suero fetal
bovino (SFB) al 10% en una incubadora con regulacion de CO2 al 5%.
Las lineas celulares fueron obtenidas del banco de crio-preservacion del
Laboratorio de Oncologia Celular de la Facultad de Estudios Superiores

Zaragoza ClII.
9.2 Extraccion de ARN de lineas celulares de cancer cervical.

Se cultivaron 2x10° de células de cada linea celular en cajas Petri de
10cm con medio de cultivo RPMI 1640 con 10% de SFB y se incubaron
durante 24hrs. Pasado el tiempo de incubacion se retiré el medio de
cultivo y realiz6 un lavado con PBS para posteriormente agregar 1ml de
Trizol™ realizando lavados para lisar las células adheridas a la caja petri
y el lisado de la mezcla se coloco en un tubo eppendorf (2 mL). Se
adicionaron 200 uL de cloroformo y centrifugé a 15000rpm durante 15
min a 4°C, se tomo la fase acuosa y se precipito el ARN agregando 500
uL de isopropanol (frio) para posteriormente centrifugar a 1200rpm
durante 15 min. El botén de ARN se lavo con 1mL de etanol al 75%
realizando una ultima centrifugacion a 9500rpm durante 5 min, y se re-

suspendié el boton en 200 uL de agua inyectable
9.3 Cuantificacion de ARN de lineas celulares de cancer cervical.

Se tomo 2 uL de ARN total y 98 uL de agua inyectable para realizar una

dilucidn de las muestras. La lectura de la concentracion de ARN se
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realizé en un espectrofotometro a 260 nm, tomando como prueba de

pureza el factor 260/280 en un rango de 1.5-2.
9.4 Gel de integridad de ARN.

Para determinar la integridad del ARN de cada una de las muestras, se
prepard un gel de agarosa al 1% en solucién TBE al 1X calentando la
mezcla para una mejor disolucion, se agrego 2 ug/mL de bromuro de
etidio. Las muestras de ARN se mezclaron con buffer Green 5x y se
realizé un corrimiento a 75 volts por 30-40 minutos. Las muestras se

visualizaron en un transiluminador bajo luz UV.
9.5 RT de lineas celulares de cancer cervical.

La retro-transcripcion (RT) se realizé para una mezcla total de 25uL,
agregando 5 ug de ARN, 500 ug/mL de Oligo DT, 0.5mM de Mixs
DNTPs. Se mezclo ligeramente y se incubo en un termociclador a 65°
durante 5 minutos. Una vez transcurrido el primer ciclo se le agregd 1X
de buffer 5X First-strand y 1 mM de MDTT, se mezclé ligeramente y
coloco la muestra en el termociclador a 37°C por 2 min. Por ultimo, se
agrego 1 U/uL de enzima M-MLV (Invitrogen™) y se Incubo durante 50
min a 37°C.

9.6 PCR y electroforesis en lineas celulares de cancer cervical.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 para una
mezcla de reaccion de 25 ulL totales, utilizando las sondas para IL-15,
IL-15Ra, IL-2Rp e IL-15Ryc. La amplificacion por PCR de cada sonda
especifica se realizé con 10 ng/mL de ADNCc utilizando el kit Gotag Hot
Start (Promega™) con 2.5 mM de MgClz, 0.2 mM de dNTPs, 1.4X de
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buffer 5X, 1 yM de cada sonda, 0.5U de Hot Star polymerase (5U/uL) y
un cambio de temperaturas de 2 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos
de 50 segundos a 95°C, 50 segundos a 50-55°C y 2 minutos a a 72°C.

Sonda secuencia

IL-15-R 5-ACTTTG CAA CTG GGG TGA AC-3
IL-15-F 5-ATTTTGGGC TGT TTC AGT GC-3°
IL-15a-R 5-GCT CC TGG AGT ACAAGC TG-3
IL-150-F 5-GAC TTT GCC CAC TCT CTT CG-3
IL-15RB-R 5-TGT CCC TCTCCA GCACTT CT-3
IL-15RB-F 5-GCT GAT CAA CTG CAG GAA CA-3
yc-R 5-TCC GTT CCA GCC AGA ATT AC-3
yc-F 5-GTG CTC AGC ATT GGA GTG AA-3
B-actina-R 5-AGGTCTTTG CGG ATGTCC ACG T-3
B-actina-F 5-CAC CAT TGG CAATGA GCG GTT C-3
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Para la electroforesis de los productos de ampliacion se realizé un gel
de agarosa al 1% con TBE 1Xy 2 ug/mL de bromuro de etidio. Se realizo
un corrimiento a 120 volts por 30-40 minutos. Las muestras se
visualizaron en un transiluminador bajo luz UV vy verificaron los
productos de amplificacion con respecto a un marcador de pares de

bases (pb).
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10. Resultados.
10.1. Integridad del ARN de lineas celulares de cancer cervical.

Para los estudios de expresion génica es fundamental un ARN de buena
calidad que permita generar resultados confiables. Para verificar la
integridad del ARN de las muestras de CC se realizO un gel de
electroforesis con 5 ug de ARN total. Se observa la presencia de las
bandas 28s y 18s del ARN ribosomal (ARNTr) en todas las lineas células
de CC vy linfocitos. Las bandas de ARNr son claras y nitidas, donde la
banda 28s es aproximadamente dos veces mas intensa que la banda
18s (Fig. 7). Estos resultados nos demuestran que el ARN obtenido de
las células de CC es adecuado para el analisis de expresion génica
mediante RT-PCR. Adicionalmente se cuantifico ARN total a 260 nm
para confirmar la eficiencia del método de extraccion y para contar con
una concentracion de 5ug/mL para realizar la RT. Las diferentes
muestras de ARN presentaron una relacion 260/280 en el rango de 1.5
a 2 que confirma la pureza de las muestras y concentraciones desde

4ug/uL hasta 4.9ug/uL.
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HelLa CaSki SiHa INBL

Fig.7. Gel de integridad de ARN obtenido de lineas celulares de cancer cervical. Se

extrajo el ARN total de las lineas celulares de CC; HelLa, CaSki, SiHa, INBL y Linfocitos de
Sangre Periférica (LSP) por el método de Trizol™. Se visualizé el ARN mediante una
electroforesis en un gel de agarosa al 2% con 5 uL de bromuro de etidio a 75 volt, se

observan las subunidades 28s y 18s del ARN ribosomal.

10.2. Expresion de Interlecina-15 y su receptor IL-15R en Linfocitos de

Sangre Periférica.

Para confirmar el disefio de las sondaspara IL-15, IL-15Ra, IL-15R, vy
las condiciones de la RT-PCR se evaluo la expresion de cada uno de
los genes antes mencionados en linfocitos de sangre periférica (LSP).
De manera normal los linfocitos y las células del sistema inmune
expresan IL-15, IL-15Ra, IL-15RB y yc durante los procesos de
activacion del sistema inmune, por tanto, nos sirve como un control
positivo de la expresion de dichos genes. Los resultados nos muestran
un producto de amplificacién de 183 pb para IL-15Ra, 206 pb para IL-
15Rp, 159 pb para IL-15Ryc y 152 pb para IL-15 (Fig. 8). Se utilizé la
expresion de B-actina como control interno de la técnica de RT-PCR.
Estos resultados demuestran que los LSP mantienen una expresion

estable de IL-15, IL-15Raq, IL-15B y yc en condiciones de cultivo in viro
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y que las condiciones de la técnica de RT-PCR y el disefio de las sondas
son adecuados para analizar la expresion de IL-15, IL-15Ra, IL-158 y

yc en las lineas celulares de CC.

LSP

a B Y IL-15

Bg-actina

Fig.8. Expresion de IL-15 e IL-15R en linfocitos de sangre periférica. Los linfocitos de
sangre periférica se aislaron de un donante sano y fueron purificados mediante Histopaque-
1077 para posteriormente ser cultivados durante 24 horas en condiciones de cultivo in vitro.

|TM

Se extrajo el ARN total por el método de Trizol "™ y se analizo la expresion de IL-15 (152

pb), IL-15Ra (183 pb), IL-15RpB (206 pb) y yc (159 pb) mediante la técnica de RT-PCR con
sondas especificas. Los productos de amplificacion se visualizado mediante gel de agarosa
al 2% con 5 pL de bromuro de etidio y una electroforesis a 120 volts. Se muestra p-actina

(234 pb) como control interno de la técnica de RT-PCR.

10.3. Lineas celulares de cancer cervical expresan IL-15.

Después de haber validado la expresiéon de IL-15 en LSP, se procedi6
analizar la expresion de IL-15 en las lineas celulares de CC, Hela, SiHa,
CaSki e INBL. Los resultados de la PCR demuestran que todas las lineas

celulares de CC expresan IL-15, con un producto de amplificacién de 152



pb (Fig. 9). Los niveles de expresion son muy parecidos en todas las
lineas celulares, con una relativa mayor expresion en la linea celular
CaSki. Estos resultados demuestran que las lineas celulares de CC
expresan a IL-15 de manera basal, sugiriendo que puede tener un papel

importante en el desarrollo tumoral.

IL-15

HeLa  CasSki SiHa INBL
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Fig.9. Expresion de IL-15 en lineas celulares de cancer cervical. La expresion de IL-15
se analizd en las lineas celulares HelLa, CaSki, SiHa e INBL mediante la técnica de RT-PCR.
Los productos de amplificacion (152 pb) se visualizan mediante una electroforesis con un
gel de agarosa al 2% con 5 uL de bromuro de etidio y una electroforesis a 120 volts. Se

muestra B-actina (234 pb) como control interno de la técnica de RT-PCR

10.4. Lineas celulares de céancer cervical expresan la subunidad IL-
15Ra.

El receptor de IL-15 este compuesto por tres subunidades, la subunidad
IL-15Ra, la subunidad IL-158 y la subunidad yc (Alicia Santos 2006).
Cuando se analiza la expresiéon de la subunidad IL-15Ra en las lineas

celulares de CC, Hela, SiHa, CaSki e INBL los resultados nos muestran



un producto amplificado de 183 pb en todas las lineas celulares. Se
observa una mayor expresion de IL-15Ra en la linea celular HeLa (Fig.
10). Estos resultados demuestran que las lineas celulares de CC, Hela,
SiHa, CaSki e INBL presentan una expresion basal de la subunidad IL-
15Ra. Dado que la subunidad IL-15Ra le da especificidad al receptor
por IL-15y el que las células de CC expresen ambos componentes, nos
sugiere que las células de CC pudieran activar esta via de sefializacion

para promover el desarrollo tumoral.
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Fig.10. Expresion de IL-15Ra en lineas celulares de céncer cervical. Se analizo la
expresion de IL-15Ra en las lineas celulares de CC, Hela, SiHa, CaSki e INBL mediante
la técnica de RT-PCR. Los productos de amplificacion (182 pb) se visualizaron en un gel de
agarosa al 2% con 5 uL bromuro de etidio y una electroforesis a 120 volts, se utilizé a -

actina (234 pb) como control interno de la técnica de RT-PCR

10.5. Lineas celulares de céancer cervical expresan la subunidad IL-
15RB Yy yc.

La expresion de las tres subunidades del IL-15R es necesaria para una

correcta activacion del receptor, por tanto, se analizo la expresion de la



subunidad IL-15RB y yc en las lineas celulares de CC, Hela, SiHa,
CaSki e INBL. Los resultados nos demuestran que todas las lineas
celulares expresan la subunidad IL-15RB con un producto de
amplificacion de 206 pb. De igual forma, todas las lineas celulares
expresan la subunidad yc (159 pb) (Fig. 11). Cabe mencionar que la
subunidad IL-15R[3 se comparte con el receptor de IL-2 y la subunidad
yc forma parte de diferentes receptores de citocinas (Alicia Santos
2006). Estos resultados nos demuestran que las lineas celulares de CC
expresan las tres subunidades del IL-15R, manteniendo una expresion
similar para todas las lineas celulares. ElI que las células de CC
expresen el IL-15R e IL-15 nos sugiere que esta via de sefializacion
pudiera ser importante en el microambiente tumoral, utilizando la IL-15
de forma autocrina o paracrina de manera similar a lo que sucede con
IL-2 (Rosalva Rangel 2004).
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Fig.11. Expresion de la subunidad By yc del receptor de IL-15R en lineas celulares de
cancer cervical. Se analiz6 la expresion de IL-15RB y yc en las lineas celulares de CC;
HelLa, SiHa, CaSki e INBL mediante la técnica de RT-PCR, obteniendo un producto de
amplificacién de 206 pb para IL-15Rp y 159 pb para yc. Los productos de amplificacién se
observaron mediante un gel de agarosa al 2% con 5 uL bromuro de etidio y utilizando -

actina (234 pb) como control interno de la técnica de RT-PCR
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10.6 Lineas celulares de cancer cervical sobreexpresan a IL-15.

Después de haber demostrar que las células de CC expresan IL-15, se
procedio a analizar si la expresion de IL-15 era mayor o menor con
respecto a los LSP. Los linfocitos son células que de manera normal
expresan la IL-15, por tanto, el nivel de expresion en dichas células nos
permitirdA demostrar si hay una sobreexpresion de IL-15. La
comparacion de los niveles de expresion nos demuestra que las lineas
celulares de CC, HelLa, CaSki, SiHa e INBL presentan una mayor
expresion de IL-15 en comparacion de los linfocitos en los geles de
electroforesis (Fig. 12A). Cuando se grafica la intensidad de las bandas
se confirma la sobreexpresion de IL-15 en las células de CC (Fig. 12B).
La presencia de un mayor numero de transcritos para IL-15 en las
células de CC nos sugiere que esta citocina puede desempeifiar un
papel relevante en las células tumorales. Los altos niveles de expresion
de IL-15 pudiera generan un ambiente inflamatorio que contribuye al

desarrollo tumoral.
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Fig. 12. Expresion de IL-15 en células de CC y LSP. (A) Se comparé los niveles de
expresion de IL-15 entre las lineas celulares de CC, Hela, SiHa, CaSki e INBL y LSP. (B)
La intensidad de los pixeles se cuantifico mediante el sofware UVP y se graficaron en Excel.

10.7. Lineas celulares de cancer cervical sobreexpresan la subunidad

IL-15Ra

Al igual que para IL-15, también se compar6 la expresion de IL-15Ra en
las lineas celulares de CC y los LSP. Los resultados demuestran una
mayor expresion de IL-15Ra en las lineas celulares de CC en
comparacién de los LSP en los geles de electroforesis (Fig. 13C).
Cuando se grafica la intensidad de las bandas se confirma una mayor

expresion de IL-15Ra en las lineas celulares de CC, siendo mas
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evidente en las lineas HeLa y CaSki (Fig. 13D). La subunidad IL-15Ra
es determinante para el reconocimiento de IL-15, por tanto, las células
tumorales requieren altos niveles de transcritos de IL-15Ra para
reconocer a la IL-15 secretada por las células tumorales y por las células
del sistema inmune. En general este resultado nos sugiere un papel
importante de IL-15 y su receptor IL-15R en el desarrollo de las células

tumorales.
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Fig. 13. Expresion de IL-15Ra en células de CC y LSP. (A)Se comparo los niveles de
expresion de IL-15Ra entre las lineas celulares de CC, Hela, SiHa, CaSki e INBL y LSP.
(B) La intensidad de los pixeles se cuantifico mediante el software UVP y se graficaron en

Excel.



11. Discusion.

La Interleucina-15 (IL-15) es una citocina pleiotropica del sistema
inmune que regula la homedstasis de los linfocitos T CD8+ de memoria
y células NK (Santana Carrero 2019). Debido a su alta especificidad de
accion la IL-15 se ha catalogado como una citocina prometedora en el
campo de la inmunoterapia contra infecciones y el cancer, al mejorar la
eficacia de las células efectoras del sistema inmune. Sin embargo, a
pesar de ser considerada una herramienta prometedora contra el
cancer, diversos estudios han demostrado que puede desempefiar un
papel importante en el desarrollo de diferentes tumores. En el caso del
cancer cervical (CC) se desconoce la importancia de IL-15 y su receptor

IL-15R durante el desarrollo de esta neoplasia.

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo han demostrado que las
lineas celulares de CC expresan el receptor de IL-2 (IL-2R) y que la
estimulacion con IL-2 exdgena regula su proliferacion (Rosalva Rangel
2004). Debido a que se ha demostrado que IL-2 e IL-15 sinergizan en
diferentes funciones biologicas y ademas comparten la subunidad IL-
15R/IL-2R, se propuso que las células de CC deberian de expresar IL-
15 y su receptor IL-15R. Por tanto, este trabajo tuvo como objetivo
analizar la expresion de IL-15 e IL-15R en diferentes lineas celulares de
CC.

Los resultados de este trabajo demuestran que diferentes lineas
celulares de CC expresan a IL-15 de manera basal y sus niveles de
expresion son superiores a lo observado en linfocitos. Se ha reportado

que la expresion de IL-15 promueve el crecimiento y viabilidad de
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células T malignas en linfomas (Marina Fabbi 2016). Por su parte, en el
cancer de prostata y colon la expresion de IL-15 genera un estado de
inflamacion que contribuye a la carcinogénesis tumoral (Alessandra
Handisurya 2001). La expresion de IL-15 en las células de CC nos
sugiere que puede actuar como un factor pro-tumoral que contribuye a
la proliferacion de las células tumorales. Esta aseveracion se hace con
base a que IL-15 sinergiza en multiples funciones con IL-2, y con lo
reportado por nuestro grupo de trabajo, donde se observa que la
estimulacion con IL-2 exdgena promueve la proliferacion de las células
de CC (Rosalva Rangel 2004). Adicionalmente, la IL-15 puede generar
un estado de inflamacion en el microambiente tumoral que contribuye al
desarrollo tumoral y suprime la respuesta inmune. De igual forma se
sabe que las infecciones del VPH generan estados de inflamacion
cronica (Raffaella Ghittoni 2010). La IL-15 podria participar en el inicio
de la transformacion tumoral de las células del cérvix, contribuyendo a
la infeccion de VPH. Sin embargo, se requieren mas estudios para

confirmar estas hipotesis.

Para que IL-15 ejerza sus funciones bioldgicas sobre sus células diana
requiere la presencia de su receptor IL-15R. Estudios previos han
demostrado que las células de CC expresan el IL-2R y que sefializan a
través de la via JAK/STAT (Leticia Rocha 2004). Los resultados de este
trabajo demuestran que las lineas células de CC expresan la subunidad
IL-15Ra y que los niveles de expresion son mayores a lo observado en
los linfocitos. Adicionalmente, se confirmé la expresién de la subunidad
IL-2RB y yc (Leticia Rocha 2004). Este resultado nos sugiere que las

células de CC tiene la capacidad de responder a la IL-15, ya que cuenta
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con su receptor, generando un mecanismo de sefializacion autocrino y
paracrino. La activacion del IL-15R promueve la via de sefializacion JAK
(JAK1 y JAK3) y STAT (STAT3 y SAT5) (Alicia Santos 2006). Se ha
informado que la via de sefializacion JAK/STAT en CC se encuentra
alterada, observando una fosforilacion constitutiva de JAK3, la
fosforilacion constitutiva se incrementa en presencia de IL-2 y conduce
a la proliferacion de las células tumorales (Arturo Valle 2014). Por tanto,
nos sugiere que el IL-15R puede activar la via de sefalizacion
JAK/STAT y también puede potenciarse debido a la fosforilacion
constitutiva de JAK3. En el microambiente tumoral la IL-15 e IL-2
pueden actuar en conjunto para promover la proliferacion de las células
tumorales y bajo determinadas circunstancias la IL-15 puede tener un
papel mas relevante ya que su expresion es mas redundante en

diferentes células inmunolégicas y no inmunolégicas.

A diferencia de IL-2, la IL-15 se une con alta afinidad a la subunidad IL-
15Ra, de tal forma que se pueden encontrar asociada al receptor
formando el complejo IL-15/IL-15Ra (Sandy Azzi 2015). La presencia
de este complejo permite la activacion del receptor de manera trans
entre células cercanas. Adicionalmente, se ha reportado que el
complejo IL-15/IL-15Ra puede encontrarse en forma soluble (sIL-15/IL-
15Ra) (Sandy Azzi 2015). Estas variantes del IL-15R permiten una
activacion mas eficiente y diversa de la via de sefializacion JAK/STAT.
En el CC el IL-15R se podria activar por multiples mecanismos, y bajo
determinadas circunstancias cada uno de ellos podria conducir a

diferentes procesos biolégicos en las células tumorales. Se requieren
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mas estudios para dilucidar los mecanismos moleculares que utiliza la

IL-15 para promover el desarrollo tumoral.

En general los resultados de este trabajo demuestran que las células de
CC expresan a IL-15 y las diferentes subunidades del IL-15R, y
posiblemente su expresion contribuya al desarrollo de las células

tumorales.
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12. Conclusion.

Los resultados de este trabajo demuestran que las lineas celulares de
cancer cervical HelLa, SiHa, CaSki e INBL expresan la IL-15 de manera

basal.

Adicionalmente se demuestra que las lineas celulares de cancer
cervical expresan la subunidad IL-15Ra y se valida la expresion de la

subunidad IL-15RB y yc.

La expresion de IL-15 e IL-15Ra es mayor con respecto a los linfocitos

de sangre periférica.

La expresion de IL-15 e IL-15R nos sugiere que puede desempefiar un

papel importante en el desarrollo del cancer cervical.
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13. Perspectivas.

Es evidente que la expresion de IL-15 y el IL-15R desempefia un papel
importante en las células de CC, sin embargo, se requieren mas
estudios para demostrar esta aseveracion. Por tanto, se proponen las

siguientes perspectivas.

e Analizar la presencia de IL-15 y las subunidades del IL-15R a nivel
de proteina en las células de CC para confirmar si nuestros
resultados de expresion se correlacionan con la proteina.

e Cultivar a las células de CC en presencia de diferentes
concentraciones de IL-15 exdgena para demostrar si regula su
proliferacion.

e Cultivar a las células de CC en presencia de antagonistas de IL-
15 y las subunidades del IL-15R para demostrar la dependencia
de las células de CC por IL-15 y la funcionalidad del IL-15R.

e Analizar sila IL-15 regula la migracion e invasion de las células de

CC, asi como lo hace en otras células tumorales reportadas.
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