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Resumen.

La IL-15 es una citocina que participa en la homeostasis de la respuesta inmune innata y adaptativa,
ademas, se ha documentado su participacion en diferentes enfermedades. Diversos estudios han
demostrado que IL-15 puede tener actividad antitumoral cuando se administra a altas
concentraciones en pacientes con cancer hematoldgico, sin embargo, también se ha reportado que
promueve actividades protumorales en diferentes tipos de cancer. En la actualidad no hay
suficiente informacion que demuestre el papel que desempefia esta citocina en algunos tumores
solidos, por tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar la expresion diferencial de IL-15 y su
receptor IL-15R en diferentes tipos de cancer s6lido como son cancer de cérvix (CC), mama (CDI),
higado (HCC) y pulmoén (CPCNP) para dilucidar su papel en estos tumores. Se analizo la expresion
de IL-15 y su receptor IL-15R en los tumores antes mencionados a partir los datos de expresion
génica de la base TCGA y Gtex. Ademés, mediante RT-PCR y citometria de flujo se valido la
expresion y presencia de IL-15 e IL-15Ra en lineas celulares derivadas de estos tumores. Los
resultados de este trabajo demuestran una mayor expresion de IL-15 en los tumores de CC y una
menor expresion en los tumores de HCC y CDI. En el caso de IL-15Ra se presenta una mayor
expresion en HCC y una menor expresion en CDI y CPCNP. Para IL-15Rp y yc se observa una
mayor expresion en los tumores. El anlisis con respecto a la edad demuestra una mayor expresion
de IL-15 en los tumores HCC y CPCNP. El andlisis de Kaplan-Meier demuestra que la alta
expresion de IL-15Ra disminuye la supervivencia de los pacientes con cancer HCC. Por su parte,
en las lineas celulares se demostr6 una expresion basal de IL-15y su receptor IL-15R, observando
una mayor expresion preferentemente en la linea celular HepG2. Adicionalmente, se demuestra
por citometria de flujo la presencia de IL-15Ra en la membrana de la linea celular HepG2 'y MCF7.
En general los resultados de este trabajo demuestran que IL-15 y su receptor IL-15R tienen una
expresion diferencial en los tumores con respecto a los tejidos normales, esta expresion depende
del tipo de tumor y la edad de los pacientes. Ademas, se encuentra estos genes expresados en las
lineas celulares afines a los tumores de estudio. Los resultados de esta tesis dan evidencia de un
papel importante que puede desempefiar IL-15 y su receptor IL-15R en el desarrollo tumoral, en
algunos casos puede desempefiar acciones pro o antitumorales, esto puede depender del tipo de

tumor y contexto celular.
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1. Introduccién.

La Interleucina-15 (IL-15) es una citocina pleiotropica, crucial para la funcion y homeostasis de
las células asesinas naturales (NK) y linfocitos de memoria T CD8+, vinculando la respuesta
inmune innata y adaptativa (Guo et al., 2017). La IL-15 fue identificada por primera vez en 1994
por Grabstein et al como un factor de crecimiento de linfocitos T que sinergiza en muchas
funciones bioldgicas con Interleucina-2 (IL-2) (Grabstein et al., 1994). Todos los efectos
bioldgicos de IL-15 los desencadena mediante su union al receptor de IL-15 (IL-15R) el cual esta
compuesto por tres subunidades independientes, (1) la subunidad de alta afinidad IL-15Ra, (2) la
subunidad IL-15Rp que comparte con el receptor de IL-2 (IL-2R) y (3) la subunidad y comUn (yc)
que comparte con varios receptores de citocinas (Bamford et al., 1994). Se ha descrito que 1L-15
e IL-15R pueden tener un papel muy importante en el desarrollo tumoral, sin embargo, ain no
queda claro su papel protumoral, ya que se ha reportado que también puede desempefiar papeles
antitumorales cuando se administra a diferentes concentraciones (Azimi et al., 1998) (Yamada et
al., 1998) (Dobbeling et al., 1998) (Waldmann T., 2003). Resultados de nuestro grupo de trabajo
han demostrado que IL-2 promueve la proliferacion de las células tumorales de cérvix cuando se
administra a bajas concentraciones, dado que IL-2 e IL-15 sinergizan en varias funciones
biol6gicas y comparten subunidades en su receptor, se sugiere que IL-15 puede promover el
desarrollo tumoral en diferentes tumores sélidos, asi como lo hace IL-2 en el cancer de cérvix
(Rocha-Zavaleta et al., 2004). El complejo IL-15/1L-15R es de suma importancia en la homedstasis
de la respuesta inmune, sin embargo, en el microambiente tumoral puede impulsar el desarrollo
neoplésico. Debido a que aun no queda claro el papel del complejo IL-15/IL-15R en el desarrollo
tumoral el objetivo de este trabajo fue analizar la expresion de IL-15 e IL-15R en diferentes
tumores solidos como son el de mama, higado, pulmon, cérvix con respecto a tejidos normales.
Adicionalmente, se evalud la expresion de IL-15/IL-15R en lineas celulares afines a los tumores
solidos antes mencionados y se determiné la presencia de IL-15R en la membrana celular por
citometria de flujo. Los resultados de este trabajo nos ayudaran a entender el papel que desempefia

IL-15 en el desarrollo tumoral.

2.1. Biologia de Interleucina-15.

La Interleucina-15 (IL-15) es una citocina crucial para la homeostasis de las células asesinas

naturales (NK) y linfocitos de memoria T CD8 * (Guo et al., 2017). La IL-15 pertenece a la familia
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de las citocinas de cuatro haces a-hélice que incluye citocinas como IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7 e IL-9 (Grabstein et al., 1994). IL-15 es producida constitutivamente por diferentes tipos de
celulas como monocitos, macrofagos, células dendriticas, células estromales, células epiteliales y

celulas musculares (Fiore et al., 2020).

La IL-15 fue identificada por primera vez en 1994 por Grabstein et al como un factor de
crecimiento de linfocitos T que comparte aproximadamente un 19% de homologia de secuencia 'y
muchas de las propiedades bioldgicas de Interleucina-2 (IL-2) (Grabstein et al., 1994) . El gen de
IL-15 fue cartografiado en el cromosoma 4g31 (humano) y en la region central del cromosoma 8

(ratén) mediante hibridacion in situ por fluorescencia (Anderson et al., 1995).

Human IL-15 Gene IL-15 IL-2
Exon (bp) 91 128 W11 98 119 351 4 137 121397
Intron (kb) ﬂ" _[Fu l]‘” H‘ﬂ ,15[]] 58 [l 19 D zo_D HD_D_ Ey:::m:;;: )
1 2 3 4 4 5 6 7 8 5 6 7 B3UTR 12 3 4 3UTR
LSP-L-15 ‘/ \‘ SSPAL-15 P, 3
classical IL-15 mRNA Isoforms alternative Los ,:.000" ma[yow'a:n':olo::e e le] COOK
5'UTR LSP IL-15 3'UTR §'UTR SSP IL15 IUTR * ‘
nunnaia nimnia \ .
1234567 8 m23 44A56 7 & m""n‘, q SQcondnsrz:.g:::ZPronh .’{',
" - ‘: Predicted to be Similar f“ =}
IL-15 Precursor Proteins “4. (4 a-Helix Bundie) & “-&
LsP IL15 SSP IL15 ‘.\.
(48AA) (114AA) (21A8)  (114a4) eA-
[ S (s TN 5 m— [
345 5678 34 4A5 56,78
Shared Receptor Components:
\ / IL-2M5Rp and v
IL-15 Mature Protein Private Receptor Components:
IL-15Ru and IL-2Ra
] m— STATS® STATS
56,78 + *
Figura 1. Estructura de proteina, ARNm y gen de IL-15 Figura 2. Comparacion de la homologia de IL-15 e IL-2 a nivel de
humana. El locus de la IL-15 humana consta de 9 exones y 8 ADN, proteina primaria y proteina terciaria. La estructura general
intrones y est4 ubicado en el cromosoma 4g31. Se han descrito dos de intron/exon de la porcion del gen 1L-15 que codifica la proteina IL-
isoformas de ARNm de IL-15, la LSP clésica y la SSP alternativa, 15 madura (4 exones y 3 intrones) es similar al gen IL-2. Sin embargo,
y ambas codifican una proteina madura 1L-15 idéntica de 114 de acuerdo con otros miembros de la misma familia, hay poca
aminoacidos (AA). Tomado de Fehniger, 2001. homologia primaria entre IL-2 e IL-15 a nivel de nucle6tidos o

proteinas. Tomado de Fehniger, 2001.

El gen de la IL-15 consta de nueve exones (exones 1-8 y un exon 4a recién descubierto) y ocho
intrones que abarcan al menos 35 kb. La proteina de IL-15 es una glicoproteina de 14 a 15 kDa
con dos reticulaciones de disulfuro de cistina en las posiciones Cys42-Cys88 (homologas a 1L-2)
y Cys35-Cys85, y tres residuos de asparagina. La IL-15 tiene dos isoformas: una con 21
aminoacidos de péptido sefial corto (SSP) y la otra con 48 aminoacidos de péptido sefial mas largo
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(LSP). Laisoforma SSP-1L-15 se traduce eficazmente pero no se secreta, limitandola al citoplasma
y al nucleo (Bergamaschi et al., 2009), mientras que la isoforma LSP-1L-15 ha sido detectada
dentro del sistema Reticulo Endoplasmico/Aparato de Golgi. Parece que SSP-1L-15 se traduce de
manera eficiente pero no es secretada, mientras que LSP-IL-15 se traduce de manera menos
eficiente, pero tiene un trafico complejo a través de la via ER/Golgi y se secreta de la célula en
niveles bajos (Kurys et al., 2000). Sin embargo, la forma SSP-1L-15 se secreta en forma de un

complejo con IL-15Ra, con una vida media muy corta (Bergamaschi et al., 2009).

2.2. Receptor de Interleucina-15

La IL-15 existe en varias formas funcionales: (1) una forma monomérica soluble (sIL-15), (2) en
forma de un complejo soluble asociado a la subunidad alfa del receptor (sIL-15/IL-15Ra), (3) la
forma transpresentada (tp-I1L- 15) y (4) la forma transmembrana (tmb-1L-15) (Bamford et al.,
1994). El receptor de Interleucina-15 (IL-15R) consta de tres subunidades independientes, la
subunidad alfa (IL-15Ra), subunidad beta del IL-2R (IL-2RpB/IL-15Rp) y la subunidad gama

comun (yc) de receptores de citocinas (Fiore et al., 2020).

Legend A
IL-15 forms:
© s
=@ siL-151L-15Ra
@  tpL15
~D)  mbiL15

IL-15 Receptor chains:

"IL-15 responding cells IL-15Ra

Ye
\_IL2RD y

IL-15 trans-presentation
membrane-bound forms of IL-15

Paracrine signaling by
soluble forms of IL-15

Figura 3. Diferentes complejos de I1L-15. Tomado de Fiore, 2020. IL-15 existe bajo varias formas funcionales: (1) una forma monomérica
soluble (sIL-15), (2) el complejo soluble asociado a la subunidad alfa del receptor (sIL-15/IL-15Ra), (3) la forma transpresentada (tp-IL- 15)
y (4) la forma transmembrana (tmb-IL-15). a) Sefializacién paracrina para formas solubles de IL-15. b) Diferentes formas de transpresentacion
de IL-15 unida a membrana
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La formasIL-15 se puede unir al dimero IL-15RB/yc de afinidad intermedia o al receptor trimérico
IL-15Ro/IL-15Rp/yc de alta afinidad, mientras que la forma sIL-15/IL-15Ra solo se une al dimero
IL-15Rp /y c (Fiore et al., 2020). Ademas de los complejos solubles, IL-15 puede asociarse a la
membrana celular a través de la comunicacion celular que se da entre células (Giron-Michel et al.,
2005).

La forma tp-1L-15y tmb-IL-15 se pueden asociar a la subunidad IL-15Ra de la membrana de una
célula adyacente, ambas formas van a desencadenar una sefializacion en trans sobre las células
circundantes que expresan el dimero IL-2Rp /yc (transpresentacion). En la forma tp-IL-15, la IL-
15 se asocia a IL-15Ra dentro de las células antes de emerger a la superficie celular o sIL-15 se
puede unir fuera de la membrana a IL-15Ra para promover consecuentemente la transpresentacion
con IL-15Rp / y c. (Fiore et al., 2020).

LegendB

mer( IL-15Ra isoforms
© | -1RExa
truncated isoforms

No cleavage, no
secretion

b.

Natural proteolitic released
42KDa IL-15Ra complexing and neutralizing free IL-15.
sIL-15AL-15Ra complex without biological activity.

— Reverse signal

P

sIL-15Ra IC3AL-15 complex
“«High biological activity»

Figura 4. Complejo tp-1L-15 / IL-15Ra no escindible que lleva las isoformas EX2 de IL-15Ra, competentes para la sefializacion
en cis y trans. Tomado de Fiore, 2020. a) NPR-IL-15Ra sin actividad biologica. b) IL-15Ra-1C-EX2a-AID, competentes para la sefializacion
inversa. ¢) Isoforma IL-15Ra-I1C3 con alta actividad bioldgica. d) NPR, liberacion proteolitica natural.

Se ha demostrado que la transpresentacién es el mecanismo dominante por el cual IL-15 emite su
sefial in vivo para apoyar el desarrollo y las funciones de las células NK y T CD8 (Mortier et al.,
2009). Se requiere que IL-15 se unaa IL-15Ra dentro de las células antes de emerger a la superficie
celular (Mortier et al., 2008). Este mecanismo de sefializacién requiere la escision del complejo
tp-1L-15 de las células presentadoras y su internalizacién por las células que almacenan y utilizan

la forma tp-IL-15 escindida para su propia proliferacion y supervivencia (Tamzalit et al., 2014).
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Debido a que IL-15 tienen un papel importante en el sistema inmune su expresion esta regulada
en tres niveles: transcripcion, traduccion y secrecion (Waldmann T. A., 1999). ElI aumento de
expresion de 1L-15 a nivel de ARNm se ve incrementado cuando las células se encuentran con
patdgenos. Este incremento, estd controlado por los elementos de respuesta de a Interferon (IFN),
el Factor regulador de interferon (IRF) IRF-E y el Factor nuclear KB (NF-xB) (Waldmann T. A.,
1999).

2.3. Senalizacion de IL-15 en células T

En los linfocitos, la unién de 1L-15 al heterodimero IL-15RByc induce la activacion de JAK1
(Janus quinasa 1) que posteriormente fosforila a las proteinas Transductor de sefial y activadoras
de la transcripcion 3 (STATS3) a través de la cadena IL-2RB/IL-15Rp, (Miyazaki et al., 1994) (Lin
J. X., 1995). Las proteinas STAT3 y STATS se fosforilan, forman heterodimeros que luego se
trasladan al nicleo donde activan la transcripcion de la proteina anti-apoptética del linfoma de
células B2 (bcl-2) y los protooncogenes c-myc, c-fos y c-jun (Shibuya et al., 1992) (Lord et al.,
2000). Sin embargo, IL-15 también puede activar vias de sefializacién alternativas como la via de
proteina cinasa B 0 AKT la cual es activada mediante una via dependiente de fosfatodilinositol 3-
quinasa (P13K). En linfocitos este proceso ocurre con la ausencia de sitios de unién a P13K en IL-
2RBY (Gu et al., 2000) (Ellery, 2002). Mediante una proteina adaptadora de fosfotirosina (Shc),
se da el mecanismo de sefializacidn, esta proteina se une a un residuo de fosfotirosina en la IL-
2/15R, lo que conlleva a la activacion de la proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento
(Grb2) y en Akt a través de la via Shc — Grb2 — Gab2 — PI3K — Akt, dando como resultado

una proliferacion celular y/o supervivencia (Gu et al., 2000).

En una tercera via de sefializacién que sigue a la presentacion en trans de IL-15 a IL-15RBy es la
activacion de Grb2 mediada por Shc, esta Gltima se une al factor de intercambio de nucle6tidos de
guanina (SOS) para formar un complejo Grb2-SOS que luego activa el via Ras-Raf al facilitar la
eliminacion de Guanosin Difosfato (GDP) de un miembro de la subfamilia Ras, que a su vez activa
la via de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) para la proliferacion celular
(Adunyah et al., 1997). Por tanto, la fosforilacion de Grb2 mediada por IL-15 regula las vias de
PI3K'y MAPK. En conjunto, estos mecanismos de sefializacién desencadenados por IL-15 inducen
la expresion y activacion de moléculas rio abajo como son c-myc, c-fos, c-jun, Bcl-2 y NF-xB
(Miyazaki et al., 1995).
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Figura 5. Sefializacion intracelular de IL-15. Tomado de Mishra, 2014. IL-15 se une a su IL-15Ra de alta afinidad expresada en una célula
presentadora de antigeno y, a su vez, se presenta en trans al heterodimero IL-2 / 15Rpy. A partir de ahi, la activacion de las células efectoras puede
proceder a través de tres vias distintas: Una implica la activacion de JAK-STAT; Una segunda via implica el reclutamiento de Shc a un sitio
fosforilado en la cadena IL-2 / 15Rf seguido de la activacion de Grb2; Grb2 puede seguir una ruta PI3K para fosforilar Akt, o puede unirse a SOS
para activar RAS-RAF y finalmente MAPK.

2.4. IL-5y células B

La IL-15 regula la localizacion de células B, a través del receptor Ly49D el cual es una
glicoproteina transmembranal tipo Il de las lectinas tipo C, este receptor se localiza en células B
inmaduras, las cuales se uniran al complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHCI) en
los tejidos periféricos, y asi, activando la sefializacion de la Tirosina quinasa del bazo (SyK)Fuente

especificada no valida..

Esta sefializacion regula al alza la secrecién de IL-12 e IL-18, lo que promueve la expresion de
IL-15. La IL-15 regula la secrecién de IFN-y a bajos niveles e inhibe la orientacion de las células
B inmaduras hacia los ganglios linfaticos o sitios inflamatorios a través de su reordenamiento
citoesquelético y migracion. 1L-15 regula la proliferacion de las células B a través de las vias IL-
15-STATS5 e IL-15-SHC-Ras-Raf-ERK, y regula la inhibicion de la apoptosis a través de via IL-
15 — Syk — PCL1(Fosfolipasa C) (Bulanova et al., 2001).
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2.5. IL-15y células NK

Varios estudios han demostrado que la IL-15 aumenta la activacion, proliferacion, supervivencia
y maduracion de las células NK a través de las vias de sefializacion Jak1/Jak3, STAT1/3/5y AKT-
XBP1s (Gotthardt et al., 2019), (Wang et al., 2019), (Konjevi¢ et al., 2019).

La caracteristica mas distintiva de los precursores de NK (NKP) es la expresion de CD122 (IL-
15R/IL2RP), que es fundamental en la transduccién de sefiales de IL-15 a través de JAK1/3 y
STATS. La pérdida de uno de estos componentes excluye el desarrollo de células NK (Gotthardt
y & Sexl, 2016) (Park et al., 1995) . Esto ya destaca el papel central de la cascada de sefializacion
JAK/STAT en el desarrollo y maduracién de las células NK. (Gotthardt et al., 2019).

La via de sefializacion que involucraa AKT y la proteina de unién a X-box 1 (XBP1s) identificada
por Wang, et al., 2019, consiste en un factor de transcripcion que regula los genes de respuesta al
estrés celular (Calfon et al., 2002), que se activa en respuesta a IL-15 en células NK humanas.
La IL-15 induce la fosforilacion de AKT, lo que provoca una desubiquitinacion, aumento de la
estabilidad y acumulacion nuclear de la proteina XBP1s. Las XBP1 se unen al gen y reclutan al
factor de transcripcién T-box TBX21 (T-BET), que codifica la granzima B, esto conduce a un
aumento de la transcripcion. Las XBP1 regulan positivamente la actividad citolitica de las células
NK, contra las células leucémicas y también son necesarias para la supervivencia de las células
NK mediadas por IL-15 a través de un mecanismo anti-apoptético. Por tanto, la via de sefializacion
de IL-15-AKT-XBP1s contribuye a mejorar las funciones efectoras y la supervivencia de las
células NK humanas (Wang et al., 2019).

Ademaés, se ha demostrado que un superagonista de IL-15 (IL-15SA), puede superar la
inmunosupresion de células NK mediada por TGF-B1, la activacién de la via mTOR (diana de la
rapamicina en mamiferos) y el bloqueo de la transcripcién inducida por la via de sefializacion del
factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B) (Mao et al., 2016) (Fujii et al., 2018). La
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) es un mecanismo fundamental de la
terapia antitumoral mediado por las células NK con anticuerpos antitumorales, debido a la
expresion constitutiva del receptor Fc de baja afinidad (FcRIlla o CD16) en células
NK, (Nimmerjahn, 2007). Los estudios han demostrado que la actividad anticancerosa
dependiente de ADCC de las células NK aumenta en presencia de IL-15 (Zhang et al., 2018) (Moga
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et al., 2008) (Fantini et al., 2019) . Ademas, otros estudios han demostrado que la IL-15 afecta la
expresion de proteinas implicadas en la actividad de las células NK. Por ejemplo, INF-y, NKG2D
y granzima B se regulan significativamente hacia arriba en presencia de IL-15 (Waldmann et al.,
2020) (Zhao et al., 2019) (Dubois et al., 2017). Estos y varios otros estudios han demostrado el
efecto estimulante de IL-15 sobre la actividad citotdxica de las células NK y la produccion de
citocinas (Zhang et al., 2021).

2.6. Otras células inmunes

IL-15 al unirse a IL-15R induce el crecimiento de mastocitos mediante la activacion de las vias
JAK2 / STATS5, y la diferenciacion por la via de la Tirosina quinasa 2 (TYK2) /STATG6/IL-4
(Jackson, 2005). Al inducir las proteinas BCL-XL (Linfoma de células B extragrande), la IL-15
también blogquea la apoptosis de los mastocitos (Masuda et al., 2001). IL-15 induce la expresion
de la proteina de diferenciacion de células de leucemia mieloide (Mcl-1) en neutrofilos e inhibe la
apoptosis (Bouchard et al.,, 2004). Para su mantenimiento y supervivencia, los neutréfilos
dependen de la sefializacion de IL-15-JAK2 / 3, IL-15-P38 e IL-15-ERK, en lugar de la via directa
JAK-STAT. LalL-15 regula lafagocitosis de neutrofilos controlando la expresion de
SyK (Ratthé & Girard, 2004) . Activa los neutréfilos estimulando la sintesis de ARN, el

reordenamiento citoesquelético y los cambios morfoldgicos.

2.7. 1L-15 en la respuesta inmune celular.

La activacion de las células T es fundamental para la respuesta inmune adaptativa, la IL-15
producida por células dendriticas (DC), tiene actividades quimiotacticas y quimiocinéticas para las
células T durante la interaccion inicial de DC y células T (Jonuleit et al., 1997). IL-15 promueve
la supervivencia de células T CD8 * de memoria sin estimulacion previa (Berard et al., 2003) y
mejora el cebado cruzado de células T CD4 "y CD8*, asi como la proliferacion de células
efectoras de memoria (TEM) y células T CD8 * % memoria, (CD44 " 0 CD122 ") (Picker et al.,
2006) . La IL-15 regula los subconjuntos de células T mediante la expresion del receptor co-
inhibidor de linfocitos (KLRG1)y CD127 durante la fase de contraccién de la respuesta
inmune (Rubinstein et al., 2008), mantiene la respuesta de las células T de memoria inhibiendo la

muerte celular inducida por IL-2 (AICD) de las células T efectoras (Marks-Konczalik et al., 2000),
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respaldada por la administracion in vivo de rlL-15 que protege a la mayoria de las células T
efectoras (Becker et al., 2002).

2.8. 1I-15 y Neoplasias Hematologicas

La IL-15 es una herramienta terapéutica prometedora, la expresion de 1L-15y su receptor IL-15R
puede detectarse en varias lineas celulares derivadas de leucemias y derivadas de tumores solidos,

donde presentan propiedades protumorigénicas (Fiore et al., 2020).

Se ha sugerido una posible participacion de IL-15 en la patogénesis de la leucemia de células T
adultas (ATL), fundamentalmente durante la fase de infiltracion en tejidos que expresan IL-15,
como piel, pulmon, higado y tracto gastrointestinal (Azimi et al., 1998) (Yamada et al., 1998). En
el linfoma cutaneo de células T (CTCL), la IL15 acttia como un factor que promueve el crecimiento
y la viabilidad de estas células (Ddébbeling et al., 1998). La IL-15 induce la proliferacion de células
B malignas, obtenidas de pacientes con leucemia linfocitica cronica de células B y leucemia de
células pilosas (Trentin et al., 1996), e induce la proliferacion de M-O7e, una linea celular de la

leucemia mieloide aguda (AML) (Meazza et al., 1998).

En humanos, a diferencia de los ratones, la sIL-15Ra no es detectable o esta presente en niveles
muy bajos en los sueros de donantes sanos (HD), pero aumenta en pacientes afectados por
diferentes enfermedades. Por ejemplo, la leucemia de linfocitos grandes de células T (LGL) se
caracteriza por un aumento de los niveles séricos de sIL-15Ra e isoformas de sIL-15Ra, lo que
sugiere que provienen de diferentes fuentes celulares. Ademas, la expresion de IL-15Ra también
se regula al alza en las células mononucleares (PB) de los pacientes, este aumento de IL-15Ra
podria proteger a IL-15 de la protedlisis, disminuir el umbral de respuesta de IL-15 de las células,
y el complejo sIL-15Ra/IL-15 puede generar el complejo soluble. Ambos eventos pueden
participar en la progresion de la enfermedad (Chen et al., 2012). Ademas, las células LGL
expresan tp-1L-1, que a través de la sefializacién en cis y en trans, podria facilitar la expansion de

las células leucémicas (Zambello et al., 1997).

La IL-15 puede actuar como factor de crecimiento y viabilidad de las células T malignas en
pacientes con linfoma. Las lesiones cutaneas y las células T de los pacientes con linfoma cutaneo
de células T muestran una sobreexpresion tanto de ARNm como de proteina de IL-15. En estos
pacientes, la supervivencia de las células T CD4 * malignas depende, en las primeras etapas de la
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IL-15 suministrada por el microambiente, pero durante la progresion de la enfermedad las células
malignas, a traves de la produccion autocrina de IL-15 pueden respaldar de manera auténoma su
crecimiento y supervivencia (D6bbeling et al., 1998). En la leucemia por virus linfocitico de
celulas T humanas, la proteina Tax viral (un gen regulatorio trans-activador de genes
virales/células huésped) induce la produccion de IL-15 e IL-15Ra, Yy estos bucles autocrinos de
IL-15 conducen a la progresion de la leucemia (Azimi et al., 1998). En el mieloma mudltiple, las
celulas plasmaticas malignas presentan un receptor de IL-15 funcional con mayor expresion de la
cadena IL-15Ra y produccion autocrina de IL-15, estos favorecen la supervivencia y proliferacion

de las células malignas independientemente de su microambiente (Tinhofer et al., 2000).

2.9. IL-15 y tumores s6lidos

Se requiere un analisis mas sistematico de la expresion de IL-15 en tumores solidos, ya que
también se ha publicado un efecto opuesto de la expresion de IL-15 en diferentes tipos de
cancer. Por un lado, la administracion de IL-15 exdgena en pacientes favorece la regresion tumoral
y por el otro lado, se ha demostrado que IL-15 promueve la proliferacion, supervivencia,
migracion, invasion y metastasis de células tumorales en estudios in vitro e in vivo. (Cierna et al.,
2021).

Se ha demostrado que la IL-15 producida en cultivos de células de melanoma primario participa
en los mecanismos de escape tumoral y en la activacion de sefiales proinflamatorias (Pereno et al.,
2000) (Barzegar et al., 1998).La administracion de pequefias concentraciones de IL-15
recombinante humana (rhIL-15) en ratones desnudos provoca el desarrollo de tumores mucho mas
agresivos en implantaciones subcutaneas de células de melanoma humano (Doucet et al.,
1997). Los datos antes mencionados, junto con la deteccion de niveles elevados de sIL-15/IL-
15Ra en el suero de pacientes con melanoma metastasico (Bergamaschi et al., 2012), sugiere
fuertemente que la generacion de complejos sIL-15/IL-15Ra intratumorales y/o circulantes puede
contribuir al desarrollo de un microambiente tumoral favorable para la progresion tumoral y al

escape inmunoldgico (Fiore et al., 2020).

La inmunotincion de 70 biopsias de cancer de colon y la implantacion de células de cancer de
colon humano en ratones desnudos muestran que la IL-15 es producida por células de carcinoma

de colon metastésico, y puede inducir hiperplasia en la mucosa adyacente al cancer de colon,
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contribuyendo asi a la angiogénesis y la progresion del tumor (Kuniyasu et al., 2003). Ademas, la
IL-15 promueve in vitro la proliferacion, la motilidad y la capacidad de invasion de las células de

cancer de colon y aumenta su resistencia a la apoptosis (Kuniyasu et al., 2001).

Los niveles elevados de sIL-15Ra en el suero de pacientes con cancer de cabeza y cuello, y una
alta concentracion de IL-15 intratumoral estan fuertemente correlacionados con un resultado
clinico deficiente (Nguyen et al., 2007) (Badoual et al., 2008). Los estudios clinicos informan una
correlacion entre las concentraciones altas de I1L-15 intratumoral y un resultado clinico deficiente

también en pacientes con cancer de pulmon (Seike et al., 2007).

2.10. Accion antitumoral de IL-15 en cancer de higado

Las células T GBBz (Dominio coestimulador 4-1BB) y el complejo GPC3-CAR (Glypican-3-
CAR-Receptor de antigeno quimérico), que coexpresan IL15y / o 1L21 de forma especifica y
eficaz destruyen células tumorales positivas para GPC3, incluido el Carcinoma Hepatocelular
(HCC), de una manera dependiente del antigeno. Asi mismo, la expresion constitutiva de IL15 e
IL21 en células T menos diferenciadas, son protegidas de apoptosis durante exposiciones repetidas
a células tumorales. La expresion combinada de I1L15 e 1L21 mantiene la expresion del factor de
transcripcion 1 de células T (TCF-1), un factor de transcripcion critico para el desarrollo y la
supervivencia de las células T. Estos resultados proporcionaron una solida justificacion para
evaluar IL15 e IL21 que coexpresan GBBz CAR en pacientes con tumores hepaticos. (Batra et al.,
2020)

La IL-15 puede estimular la funcionalidad de las células NK intrahepéaticas después de la
exposicion a HCC, lo que subraya el potencial terapéutico de esta citocina para aprovechar el
potente potencial antitumoral de este gran componente de los infiltrados de tumores hepaticos
(Easom et al., 2018).

La funcion de las células NK mediada por NKG2D se ve alterada en el carcinoma hepatocelular,
debido a una expresion de NKG2D reducida de manera inapropiada. La estimulacion de IL-15 en
combinacion con un anticuerpo monoclonal (mAb) especifico de la secuencia A/B relacionada con
el polipéptido MHC de clase | (anti-MICA/B) humanizado, podria restaurar la actividad de las
células NK mediante la reconstitucion de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

[20]



(ADCC) eficaz in vitro. Estos hallazgos proporcionan la base para posibles intervenciones

inmunoterapéuticas basadas en células NK en el contexto del HCC (Mantovani et al., 2020).

2.11. 1L-15y cancer de mama

Existen niveles cero de IL-15 en pacientes con cancer de mama invasivo, basado en estos
hallazgos, existe la hipotesis de que el aumento de la expresion de PD-L1 (Ligando 1 de muerte
programada), detectado en pacientes con cancer de mama con bajo nivel de IL-15 circulante es

una consecuencia de la respuesta anti-tumoral atenuada. (Cierna et al., 2021).

Los NK-EVs iL.15s muestran una actividad citolitica significativamente mayor hacia las lineas
celulares de cancer humano (glioblastoma, cancer de mama y cancer de tiroides) y
simultdneamente aumentan la expresion de moléculas asociadas con la citotoxicidad de las células
NK. En comparacion con los Vehiculos extracelulares de células NK (NK-EV), los NK-EV .-
15 inhiben significativamente el crecimiento de células de xenoinjerto de glioblastoma en ratones
(Zhu et al., 2019).
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3. Planteamiento del problema.

El cancer es una de las causas principales de muerte en el mundo, en 2018 hubo 18,1 millones de
casos nuevos y 9,5 millones de muertes por cancer a nivel mundial. Desde la década de los 90°s,
se ha demostrado que IL-15 juega un papel importante tanto en neoplasias hematoldgicas como en
tumores solidos. Se ha descrito que 1L-15 puede desempefar funciones antitumorales cuando se
administra a altas concentraciones a los pacientes, sin embargo, también se ha reportado que IL-
15 es un promotor del desarrollo tumoral dependiendo el tipo de tumor. Estas funciones opuestas
de IL-15 han generado la necesidad de seguir estudiando el papel que desempefia durante el
desarrollo tumoral, ya que, aun no queda claro sus funciones pro o antitumorales en los tumores
solidos. Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que las células de Cancer cervical expresan el
receptor de IL-2, y que su estimulacién con IL-2 exdgena promueve su proliferacion. Dado que
IL-2 e IL-15 sinergizan en diferentes funciones bioldgicas, y ademéas comparten la subunidad beta
del receptor, nos sugiere que IL-15 también puede tener un papel importante en la proliferacion de
las células tumorales. Adicionalmente, el microambiente tumoral se encuentra asociado a un
estado inflamatorio, resultado de la secrecion de citocinas como la IL-15 por parte de las células
del sistema inmunoldgico en respuesta a las células tumorales. La presencia de IL-15 en el
microambiente tumoral puede contribuir a generar un estado de inmunosupresion que contribuya
al desarrollo tumoral. En general, el estudio de IL-15 y su receptor en los tumores s6lidos nos
permitira entender el papel que desempefia esta citocina durante el desarrollo tumoral, y de esta
forma proponer estrategias terapéuticas mas efectivas con IL-15 para los pacientes, puede ser de

manera exdgena o ser propuesto como un blanco terapéutico.
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4. Justificacion.

De acuerdo con GLOBOLCAN 2018, el cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial
siendo responsable de uno de cada ocho muertes. Los carcinomas de mama, pulmonar, higado, y
cervical representan algunos de los principales tumores que de acuerdo con la OMS en el afio 2021
presentaron los mayores indices de mortalidad e incidencia de casos en poblacion mundial y en

Meéxico.

En el afio 2020, se estim0 una incidencia de més de 2 millones de casos de cancer de pulmén y se
registraron 7 mil 811 casos nuevos en México (WHO, 2020). El carcinoma hepatocelular presenta
una incidencia anual de 500 000 a 1 000 000 de casos, y mas de 8 mil anualmente en México. Cada
afio se producen 1.38 millones de nuevos casos de cancer de mama; En México, en 2019, por cada
100 mil mujeres de 20 afios 0 mas, se reportaron 35.24 casos nuevos de cancer de mama (INSP,
2017). El cancer cervical es la décima neoplasia mas frecuente en México, de acuerdo con datos
de Globolcan, durante 2018 hubo més de 7 mil 800 casos nuevos de cancer cervical.

En México, el cancer tiene un alta incidencia y mortalidad, ocupando el cuarto lugar en decesos.
Factores como la disparidad econémica y los precarios servicios de salud del pais agravan la
situacion. Se han implementado diferentes campafias de prevencion y deteccion oportuna, sin
embargo, las costumbres sociales es uno de los factores que contribuye a la alta incidencia de esta
enfermedad. La falta de tratamientos eficaces también puede ocasionar la reincidencia de los
tumores. Recientemente se han propuesto diferentes tratamientos alternativos para tratar el cancer,
sin embargo, se encuentran en fase de validacion y en algunos casos sus resultados no son tan
favorables. Esto genera la necesidad de seguir investigando los mecanismos moleculares del
cancer para que en un futuro se puedan disefiar estrategias que permitan erradicar esta enfermedad.
El andlisis de expresion de I1L-15 y su receptor IL-15 en diferentes tumores s6lidos nos permitira
comprender el papel que desempefian esta citocina durante el desarrollo tumoral.
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5. Hipotesis.

Se ha demostrado que la administracion de altas concentraciones de IL-15 en neoplasias
hematoldgicas promueve acciones antitumorales, sin embargo, también se ha reportado que IL-15
es un promotor tumoral en algunos tumores sélidos (cabeza y cuello, colon, prostata y melanoma)
bajo determinadas circunstancias. Por otro lado, se ha informado que IL-2 promueve la
proliferacion o induce la apoptosis a bajas o altas concentraciones respectivamente, IL-15 sinergiza
con IL-2 en diferentes procesos celulares y comparten subunidades de su receptor. A pesar de estos
estudios, hay tumores sélidos donde alin no queda claro el papel de IL-15. Por tanto, al analizar
la expresion de IL-15y su receptor IL-15R en células tumorales de cérvix, mama, pulmon e higado,

se observara una diferencia de expresion con respecto a los tejidos normales.

6. Objetivos.

General: Analizar la expresion de I1L-15 y su receptor IL-15R en células tumorales de cérvix,
mama, pulmon e higado a partir de la base de datos TCGA/Gtex Yy lineas celulares.

Particulares:

Realizar un analisis de expresion de 1L-15 e IL-15R en tumores de cérvix, mama, pulmon e higado,

y en muestras normales a partir de datos de expresion obtenidos de la base de datos TCGA y Gtex.

Realizar un analisis de expresién de IL-15 e IL-15R con respecto al estadio FIGO, edad y

supervivencia a partir de datos de expresion obtenidos de la base de datos TCGA y Gtex.

Analizar la expresion de IL-15 e IL-15R en las lineas celulares tumorales MCF-7, HepG2, Sklu-1
y HeLa mediante RT-PCR.

Determinar la presencia de IL-15R en la membrana de las lineas celulares tumorales MCF-7,
HepG2, Sklu-1y HelLa mediante citometria de flujo.
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7. Metodologia
7.1. Cultivo y proliferacion de lineas celulares

Las lineas celulares MCF-7, HepG2, Sklu-1 y HeL a se obtuvieron del banco de criopreservacion
del Laboratorio de Oncologia Celular de la Facultad de Estudios Superiores de Zaragoza, se
cultivaron con Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEN). EI medio de cultivo se suplemento
con suero fetal (FBS), al 10%, 100 U/mL de penicilinay 100 pg / mL de estreptomicina. Todas

las células se cultivaron a 37 ° C, 5% de CO2 y una atmdsfera humeda saturada.
7.2. Extraccion de ARN

El ARN total se aislé de células cultivadas durante 24 h utilizando el protocolo descrito por
Chomczynski y Sacchi, con Trizol (Invitrogen). Una vez trascurrido el tiempo de cultivo, las
celulas se retiraron de las botellas, esto se realizo decantando el medio de cultivo a un tubo falcon
y agregando 5 ml de verseno o tripsina, se incubaron por 4 minutos. Tanto el medio de cultivo
decantado como el verseno o tripsina agregados se centrifugaron durante 4 minutos a 2500 rpm,
se procedid a retirar el sobrenadante y se realizaron lavados con PBS al botdn celular, se le agrego
1 mL de Trizol, se resuspendié homogéneamente transfiriendo a un tubo eppendorf de 2 mL y se
dejo reposar 15 minutos a temperatura ambiente, cumplido el tiempo se le adiciono 200 pL de
cloroformo, para una posterior agitacion durante 15 segundos en un vortex, posteriormente se dejo
reposar 10 minutos en hielo, y se centrifugo durante 15 minutos a 12000 rpm a 4°C. La parte
acuosa se recuperd (zona superior transparente) y se paso a otro tubo nuevo donde se le agrego
500 pL de isopropanol, se resuspendi0 y se dejé reposar 30 minutos en hielo, pasado el tiempo se
volvié a centrifugar durante 15 minutos a 12000 rpm a 4°C. Se guardo la muestra 24 horas a -
70°C. Pasado el tiempo nuevamente se centrifugo a las mismas condiciones anteriores (15 minutos
a 12000rpm 40 C), se decantd el isopropanol, al boton que se formd se le adiciono 1 mL de etanol
al 70 %, se resuspendio y centrifugo durante 5 minutos a 9500 rpm a 4°C, se decantd el etanol y

se dejara evaporar a temperatura ambiente de 10 a 30 minutos.
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7.3. Reaccidn en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)

Las muestras de ARN se trataron con ADNasa | (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los ADN complementarios (ADNC) se sintetizaron a partir de 2 ug de ARN utilizando
un sistemade RT-PCR (M-MLV, Invitrogen). En un volumen de reaccion 25 uL con 1 uL de Oligo
DT, 1.25 uL de desoxinucle6tido trifosfato (ANTP), tampon 5 uL (Buffer M-MLV RT 5x) y 200
U/uL de la enzima M-MLV. La reaccion siguiente se incubo a 37°C durante 60 min y
posteriormente a 70 ° C para inactivarla. La amplificacion por PCR para cada cebador se realizé
con 5 uLL de cDNA en un volumen de reaccion de 25 pL con el kit Gotaq Hot Start (Promega) con
2,5 uM de MgClz, dNTPs 0.2 uM, tampon 1,4x (5x Green GoTaqg Reaction Buffer), 1 uM de cada
cebador, 0.65U de polimerasa GoTag y una de temperatura de 2 min a 95 ° C, seguido de 30 ciclos
de 50s a 95 °C, 50s a 50-55 °C y 2 min a 72 °C. Los siguientes transcritos se utilizaron para PCR:

Tabla 1. Listado de las caracteristicas de los primers empleados en los ensayos de RT-PCR

_ Tamario ) )
Transcrito Primer Secuencia Tm
(pb)
) 5-ATTTTG GGC TGTTTC
Sentido
AGT GC-3’ 54.3°C
IL-15 152
] ) 5’-ACT TTG CAA CTG GGG
Antisentido
TGA AC-3’ 56.0 °C
) 5’-GAC TTT GCC CACTCT
Sentido
CTT CG-3 55.7°C
IL-15Ra 183
] ) 5’-GCT CCC TGG AGT ACA
Antisentido
AGC TG-3’ 57.6°C
) 5’-GCT GAT CAA CTG CAG
Sentido 55.5°C
GAA CA-3’
IL-2/IL-15Rp 206
) ) 5’-TGT CCC TCT CCA GCA
Antisentido 57.9°C
CTTCT-3
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] 5’-GTG CTC AGC ATT GGA
Sentido 55.5°C
159 GTG AA-3°
yC
_ ) 5°>-TCC GTT CCA GCC AGA
Antisentido 54.8°C
AAT AC-3
) 5’-GGG TCA GAAGGATTC
Sentido CTA TG 53.5°C
-Actina 234
B
_ ] 5’-GGT CTC AAA CAT GAT
Antisentido 55.5°C
CTG GG -3’

Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% .y se

visualizaron bajo luz ultravioleta mediante tincion con bromuro de etidio.
7.4. Citometria de flujo

Posteriormente al cultivo, se realizara un lavado con PBS, se despegaran las células del sustrato
agregando verseno y se centrifugara a 1500 rpm durante 7 minutos. Se resuspendera en 100 uL de
PSB y se afiadirdn 10 pL del anticuerpo anti-IL15Ra., se homogenizara suavemente la suspension,
se incubara a temperatura ambiente y en oscuridad por 45 minutos. Se seguira con el protocolo
establecido por el proveedor. Pasado el tiempo de incubacion se centrifugo a 3 000 rpm durante 5
minutos, el pellet celular sera resuspendid6 en 1 mL de PBS, se repetira el lavado 2 veces mas. Se
descartara el sobrenadante y se resuspenderd en 500 pL de solucion FACS para evaluar en un
Clitometro de Flujo FACSARIA [|BD Biosciences | g resyltados se analizaran con el software

Flowing Software 2.5.1.
7.5. Adquisicion de datos y comparacion de la expresiéon de ARN

Los datos de secuenciacion de ARN (RNA-Seq) de muestras normales de la base de datos del
proyecto Genotype Tissue Expression (GTEX; https://gtexportal.org/home/) y datos de muestras
Tumorales de The Cancer Genome Atlas (TCGA; https: //portal.gdc.cancer.gov), se procesaron
y obtuvieron utilizando la plataforma Xena ( http://xena.ucsc.edu ), alojada por el Laboratorio
de Gendmica Computacional de la  Universidad de California Santa Cruz (

UCSC,; https://cglgenomics.ucsc.edu ). Aunque el TCGA incluye muestras tumorales, estas
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muestras de “tejido solido normal” se derivan de tejidos normales localizados proximales a
tumores. En consecuencia, se puede poseer perfiles transcriptomicos tumorales en estas muestras
“normales”. Por el contrario, las muestras del proyecto GTEx proporcionan datos de expresion del
tejido normal de individuos sanos sin cancer. Los conjunto de datos por proyecto no se pueden
comparar directamente, por tanto, los datos de GTEx y TCGA fueron realineados por Xena Toil

aplicando la normalizacion RESEM y extraidos en Microsoft Excel para su organizacion.
7.6. Analisis Estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism v9 (software
GraphPad Prism, San Diego, CA, EE. UU.). Los datos se expresan como media + desviacion
estandar. Kruskal Wallis se utilizé para comparar las medias de dos muestras independientes, una

P <0,05 se considero una diferencia estadisticamente significativa.

Se realiz6 una prueba de rango logaritmico en la salida de supervivencia de KM, se utilizd un
modelo de riesgo proporcional de Cox para calcular las razones de riesgo y las diferencias entre
los grupos se compararon con pruebas de Log-Rank. La supervivencia libre de progresion (SLP)
se calcul6 como el intervalo desde la fecha de muestreo hasta la fecha de progresion, muerte o
altimo seguimiento adecuado. Todos los analisis estadisticos se realizaron con intervalos de
confianza del 95% con significancia determinada en P <0,05. El andlisis de riesgo proporcional de

Cox se realizé utilizando GraphPad Prism version v9.
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8. Resultados

8.1. Analisis de la expresion de IL-15 en tejidos normales y tumorales de Cérvix, Mama,
Higado y Pulmon a partir de la base de datos TCGA/Gtex.

La IL-15 es una citocina inmunomoduladora que puede tener actividades antitumorales cuando se
administra a altas concentraciones en pacientes con cancer hematolégico, sin embargo, tambiéen se
ha reportado que promueve actividades protumorales en diferentes tipos de cancer. Estas
actividades anti y protumorales depende del tipo de tumor y contexto celular. En la actualidad no
hay suficiente informacién que demuestre el papel que desempefia esta citocina en los tumores
solidos de cancer de cérvix (CC), mama (CDI), pulmén (CPCNP) e higado (HCC), por tanto, se
analizo la diferencia de expresion de 1L-15 en tejidos normales con respecto a tejidos tumorales.
Para esto, se descargaron datos de expresiéon RNA-Seq de la base TCGA y GTEx mediante la
plataforma XENA.
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Figura 1. Expresion de IL-15 en tumores de Adenocarcinoma de Cérvix, Mama, Pulmén e Higado y normales sanos. La expresion de IL-15 en
tejidos sanos (GTEX) y tumores (TCGA) se descargaron de la herramienta de navegacion UCSC Xena. Los nimeros entre paréntesis se refieren al
nimero de muestras incluidas en cada andlisis. Los valores de significancia obtenidos después de un analisis de Mann Whitney no paramétrico se
indican como * (p <0.05), ** (p <0.01) y **x* (p <0.001), ns no significativo.

El analisis de la expresién de IL-15 (Figura 1), demuestra una expresion basal de IL-15 en todos
los tejidos y tumores estudiados. Sin embargo, cuando se compara la expresion en tejidos normales
con respecto a los tumores se puede observar que en los tumores de CC hay una mayor expresion
de IL-15 que en los tejidos normales de cérvix. En el caso de los tumores de HCC y CDI se observa
una menor expresion de I1L-15 con respecto a los tejidos normales. Por su parte, en los tumores de

pulmon no se observa una diferencia de expresion de I1L-15. Estos resultados nos demuestran que
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la expresion de IL-15 depende del tipo de tumor y su participacion puede ser mas relevante en los

tumores de Cérvix, Mama e Higado, ya que se observa una diferencia de expresion.

8.2. Analisis de la expresion de IL-15Ra en tejidos normales y tumorales de Cérvix, Mama,
Higado y Pulmon a partir de la base de datos TCGA/Gtex.

La subunidad IL-15Ra forma parte del IL-15R, esta subunidad es exclusiva para IL-15 y se une a
ella con alta afinidad para desencadenar diferentes procesos celulares como la proliferacion,

diferenciacion y supervivencia de las células del sistema inmune.
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Figura 2. Expresion de las subunidades de IL-15Ro en tumores de Adenocarcinoma de Cérvix, Mama, Pulmén e Higado y normales sanos. La
expresion en tejidos sanos (GTEx) y tumores CC (TCGA) se descargaron de la herramienta de navegacion UCSC Xena. Los nimeros entre
paréntesis se refieren al nimero de muestras incluidas en cada analisis. Los valores de significancia obtenidos después de un andlisis de Mann
Whitney no paramétrico se indican como * (p <0.05), ** (p <0.01) y *** (p <0.001), ns no significativo.

Al analizar la expresion de la subunidad IL-15Ra (Figura 2), se observa una expresion basal en
todos los tejidos estudiados. Sin embargo, al comparar los niveles de expresién en tejidos normales
y tumorales, se demuestra que en los tumores de HCC hay una mayor expresion de IL-15Ra con
respecto a los tejidos normales. Por su parte, en los tumores de CDI e CPCNP se observa una
menor expresion de IL-15Ra con respecto a los tejidos normales. En el caso de los tumores de CC
no se observa una diferencia en la expresion de la subunidad o. De igual forma, estos resultados
nos sugieren que la expresion de IL-15Ra depende del tipo de tumor. La alta expresion IL-15Ra
en el HCC se puede correlacionar con un papel relevante para desencadenar diferentes procesos
celulares que regulan el desarrollo tumoral, se ha demostrado que el complejo IL-15/ IL-15Ra por
si solo puede sefializar sin la presencia de las subunidades IL-15Rp y yc (Marra et al., 2014).
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8.3. Analisis de la expresion de IL-15Rp en tejidos normales y tumorales de Cérvix, Mama,
Higado y Pulmon a partir de la base de datos TCGA/Gtex.

La subunidad IL-15Rp y yc son compartidas por la IL-15 e IL-2, esta es una de las razones por las
cuales estas citocinas pueden sinergizar en diferentes procesos celulares durante la respuesta

inmune, sin embargo, también pueden desempefiar funciones particulares.
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Figura 3. Expresion de las subunidades de IL-15Rp en tumores de Adenocarcinoma de Cérvix, Mama, Pulmoén e Higado y normales sanos. La
expresion en tejidos sanos (GTEx) y tumores CC (TCGA) se descargaron de la herramienta de navegacion UCSC Xena. Los nimeros entre
paréntesis se refieren al nimero de muestras incluidas en cada andlisis. Los valores de significancia obtenidos después de un analisis de Mann

Whitney no paramétrico se indican como = (p <0.05), ** (p <0.01) y *x* (p <0.001), ns no significativo.

El andlisis de la expresion de IL-15Rp (Figura 3), demuestra una expresion basal en todos los
tejidos analizados. En los tumores de CC, CDI y CPCNP la expresion de IL-15 R es mayor con
respecto a los tejidos normales (Figura 3A, B, C). En el caso del HCC se presenta una menor
expresion de esta subunidad con respecto a los tejidos normales. Los resultados nos sugieren que
en el caso de los tumores que presentan una alta expresion de IL-15Rf pudieran activar el IL-15R
con bajas concentraciones de 1L-15.
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8.4. Analisis de la expresion de yc en tejidos normales y tumorales de Cérvix, Mama, Higado
y Pulmon a partir de la base de datos TCGA/Gtex.

El andlisis de la expresién de la subunidad yc demuestra una expresion basal en todos los tejidos
analizados. Al comparar los niveles de expresion en tejidos normales y tumorales se observa que
los tumores de CC, CDI, CPCNP e HCC presentan una sobreexpresion de la subunidad yc con
respecto a los tejidos normales. Estos resultados nos sugieren que esta subunidad desempefia un
papel relevante en todos los tumores, esta alta expresion se puede deber a que esta subunidad no
es exclusiva del IL-15R, ya que forma de los receptores de otras Interleucinas y receptores de
factores de crecimiento.
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Figura 4. Expresion de las subunidades de IL-15Ry. en tumores de Adenocarcinoma de Cérvix, Mama, Pulmén e Higado y normales sanos. La
expresion en tejidos sanos (GTEXx) y tumores CC (TCGA) se descargaron de la herramienta de navegacion UCSC Xena. Los nimeros entre
paréntesis se refieren al nimero de muestras incluidas en cada analisis. Los valores de significancia obtenidos después de un andlisis de Mann

Whitney no paramétrico se indican como * (p <0.05), ** (p <0.01) y =** (p <0.001), ns no significativo.
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8.5 Analisis de la expresion de IL-15 en tumores de Cérvix, Mama, Higado y Pulmon de
pacientes menores y mayores de 50 a partir de la base de datos TCGA/Gtex.

Diversos estudios han demostrado que la expresion de genes relacionados al desarrollo tumoral se
modifica con respecto a la edad de los pacientes, ya sea en pacientes jovenes o adultos, algunos
genes se ven aumentados o disminuidos. Para determinar si la expresion de IL-15 se correlaciona
con la edad de los pacientes, los valores de RNA-Seq se agruparon en pacientes jovenes (< 49
afios) o adultos (> 50 afios). Los resultados demuestran que en HCC y CPCNP (Figura 6C, D) hay
una mayor expresion de IL-15 en pacientes mayores de 50 afios en comparacion de los pacientes
jovenes (< 49 afios). En el caso de CC y CDI (Figura 3A, B) no hay una diferencia de expresion
de IL-15 con respecto a la edad de los pacientes. Estos resultados nos permiten proponer que para
el caso de los pacientes de edad avanzada con HCC y CPCNP la expresion de IL-15 puede ser uno
de los factores que contribuye al desarrollo tumoral y a la agresividad de esos tumores, ya que el

diagnostico para los pacientes de estas edades es mas comprometido.
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Figura 6. Expresion del gen IL-15 en células de diferentes adenocarcinomas y su correlacion con tejidos de personas mayores de 50 afios. La
expresion en tejidos tumorales (TCGA) se descargaron de la herramienta de navegacién UCSC Xena. Los nimeros entre paréntesis se refieren al
nimero de muestras incluidas en cada analisis. Los valores de significancia obtenidos después de un analisis de Mann Whitney no paramétrico se
indican como * (p <0.05), ** (p <0.01) y *** (p <0.001), ns no significativo.

8.6 Analisis de la expresion de IL-15 en tumores de Cérvix, Mama, Higado y Pulmon con

respecto al estadio FIGO a partir de la base de datos TCGA/Gtex.

La clasificacion FIGO hace referencia a la extension, tamafio y desaminacion de los tumores, a su

vez esta clasificacion permite a los médicos buscar el tratamiento mas adecuado para los pacientes.
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Por otro lado, se ha demostrado que la expresion de algunos genes relacionados al desarrollo
tumoral se modifica con respeto a esta clasificacion, por ejemplo, los genes relacionados al
mantenimiento y evasion de la respuesta inmune se expresan en etapas iniciales, mientras que los
genes relacionados a eventos angiogénicos 0 metastasicos en etapas avanzadas (Berek et al., 2023)
.Para determinar si la expresion de IL-15 se correlaciona preferentemente a algun estadio FIGO
los valores de RNA-Seq se agruparon en estadio I, I1, 111, IV respecto al tumor correspondiente. El
andlisis nos demuestra que no hay una diferencia de la expresion de 1L-15 con respecto a las etapas
del tumor. Por tanto, podemos pensar que IL-15 puede participar en cualquier etapa del estadio
FIGO regulado diferentes procesos de cada etapa. Sin embargo, se requieren mas estudios para

confirmar esta aseveracion.
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Figura 7. La expresion de IL-15 no se ve alterada por el estadio tumoral. La expresion en tejidos tumorales (TCGA) se descargaron de la
herramienta de navegaciéon UCSC Xena. Los nimeros entre paréntesis se refieren al nimero de muestras incluidas en cada andlisis. Los valores de
significancia obtenidos después de un analisis de Kruskal Wallis no paramétrico se indican como * (p <0.05), #x (p <0.01) y *xx (p <0.001), ns no
significativo.
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9. Analisis de supervivencia de pacientes con cancer de Cérvix, Mama, Higado y Pulmon con
respecto a la baja o alta expresion de IL-15, IL-15Ra, IL-15Rp y yc a partir de la base de
datos TCGA/Gtex.

A partir de la plataforma UCSC Xena se descargaron los datos de sobrevivencia de los pacientes
de céncer de Cérvix, Mama, Pulmdn e Higado, y los valores RNA-Seq se agruparon con respecto
a la baja (linea azul) o alta expresion (linea roja) de IL-15, IL-15Ra, IL-15RB y yc para
correlacionarlo con la sobrevivencia de los pacientes y proceder a realizar un andlisis de
sobrevivencia por el método de Kaplan-Meier. En el caso del CC los resultados demuestra que alta
expresion IL-15Ra tiene una tendencia a disminuir la superpervivencia de los pacientes con
respecto a la baja expresion de esta, sin embargo, esta tendencia no es significativa (Figura 8B).
En el caso IL-15, IL-15RpB y yc no hay una tendencia de la disminucion de la supervivencia con
respecto a la baja o alta expresion de estos genes (Figura 8A, C, D). Para CDI (Figura 9) y CPCNP
(Figura 10) no se observa una tendencia significativa de disminucion de la sobrevivencia con
respecto a la bajo o alta expresion de los genes estudiados. En el caso del HCC los resultados
demuestran que la alta expresion de IL-15Ra disminuye la sobrevivencia de los pacientes, esta
disminucion es significativa aplicando la prueba estadistica (Figura 11B). Sin embargo, para IL-
15, IL-15RB y yc no hay una tendencia de la disminucion de la supervivencia con respecto a la
baja o alta expresion de estos genes (Figura 11A, C, D) En general podemos hacer notar que la
alta expresion de IL-15Ra disminuye significativamente la sobrevivencia de los pacientes con
HCC, este resultado nos hace pensar que IL-15 a través de su receptor IL-15R desempefian un

papel importante en la agresividad de este tumor.
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9.1 Analisis del Prondstico de Supervivencia en Cérvix
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Figura 8. Correlacion entre la expresion del gen IL-15 y IL-15R, y el pronéstico de supervivencia en pacientes con tumores de adenocarcinoma
de cérvix tomados de la base de datos TCGA. La diferencia de supervivencia entre pacientes con CC con puntuaciones de riego, ya sea alta o baja
de IL-15 (A), y las subunidades que conforman a su receptor IL-15Ra (B), IL-15Rp (C), y IL-15Ry. (D) fueron obtenidas y comparadas mediante
el método de Kaplan-Meier. La linea azul indica la baja expresion del gen de IL-15 con respecto a la tasa de supervivencia de pacientes con CC.
La linea roja indica la alta expresion del gen de 1L-15 con respecto a la tasa de supervivencia de pacientes con CC. Se realizo la prueba Long Rank

para identificar diferencias significativas (*=p<0.05).
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Figura 9. Correlacion entre la expresion del gen IL-15 y IL-15R, y el pronéstico de supervivencia en pacientes con tumores de adenocarcinoma
de Mama tomados de la base de datos TCGA. La diferencia de supervivencia entre pacientes con CDI con puntuaciones de riesgo ya sea alta o baja
de IL-15 (A), y las subunidades que conforman a su receptor IL-15Ra (B), IL-15Rp (C), y IL-15Ry. (D) fueron obtenidas y comparadas mediante
el método de Kaplan-Meier. La linea azul indica la baja expresion del gen de I1L-15 con respecto a la tasa de supervivencia de pacientes con CDI.
La linea roja indica la alta expresion del gen de IL-15 con respecto a la tasa de supervivencia de pacientes con CDI. Se realizo la prueba Long Rank

para identificar diferencias significativas (*=p<0.05).
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9.3 Analisis del Prondstico de Supervivencia en Pulmon
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Figura 10. Correlacion entre la expresion del gen IL-15y IL-15R, y el pronéstico de supervivencia en pacientes con tumores de adenocarcinoma
de Pulmén tomados de la base de datos TCGA. La diferencia de supervivencia entre pacientes con CPCNP con puntuaciones de riesgo ya sea alta
0 baja de IL-15 (A), y las subunidades que conforman a su receptor IL-15Ra (B), IL-15Rp (C), y IL-15Ry. (D) fueron obtenidas y comparadas
mediante el método de Kaplan-Meier. La linea azul indica la baja expresion del gen de IL-15 con respecto a la tasa de supervivencia de pacientes
con CPCNP. La linea roja indica la alta expresion del gen de IL-15 con respecto a la tasa de supervivencia de pacientes con CPCNP. Se realizo la

prueba Long Rank para identificar diferencias significativas (*=p<0.05).
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9.4 Analisis del Prondstico de Supervivencia en Higado
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Figura 11. Correlacion entre la expresion del gen IL-15 y IL-15R, y el pronéstico de supervivencia en pacientes con tumores de adenocarcinoma
de Higado tomados de la base de datos TCGA. La diferencia de supervivencia entre pacientes con HCC con puntuaciones de riego, ya sea alta o
baja de IL-15 (A), y las subunidades que conforman a su receptor IL-15Ra (B), IL-15R (C), y IL-15Ry. (D) fueron obtenidas y comparadas
mediante el método de Kaplan-Meier. La linea azul indica la baja expresion del gen de IL-15 con respecto a la tasa de supervivencia de pacientes
con HCC. La linea roja indica la alta expresion del gen de IL-15 con respecto a la tasa de supervivencia de pacientes con HCC. Se realizo la prueba

Long Rank para identificar diferencias significativas (*=p<0.05).
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10. Gel de integridad de ARN en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1 y HepG2

Una vez analizada la expresion de IL-15 y su receptor IL-15R a partir de la base de datos
TCGA/Gtex, se procedio analizar su expresion en diferentes lineas celulares afines a los tumores
de estudio. Para los estudios de expresidn génica es necesario contar con un ARN de buena calidad
para dar resultados confiables, la PCR es una técnica muy sensible que es capaz de amplificar
muestras de ARN degradado, esto genera errores en los analisis de expresion diferencia. Para
confirmar la integridad del ARN obtenido de las lineas celulares HeLa (Cérvix), MCF-7 (Mama),
Sklu-1 (Pulmon) y HepG2 (Higado) mediante el método de Trizol se realizd un gel de
electroforesis al 1% de agarosa. El gel de integridad muestra la presencia de las bandas 28s y 18s
del ARN ribosomal (ARNr) en todas las lineas celulares analizadas. Las bandas de ARNr son
claras y nitidas, donde la banda 28s es aproximadamente dos veces mas intensa que la banda 18s
(Figura 12). Este resultado nos demuestra que el ARN obtenido de las células HeLa, MCF-7, SKlu-
1y HepG2 mediante el método de Trizol es adecuado para el analisis de expresion génica mediante
la técnica de RT-PCR.

A)
¢ A A J
ARN \5&\’ wf&' s%w \“\\G
28s
18s

Figura 12. Integridad del ARN extraido de las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1 y HepG2. Se visualiza, mediante electroforesis en

gel de agarosa al 2%, las subunidades 28s y 18s de ARN ribosémico como indicadores de integridad de ARN extraido de las lineas

10.1 Expresion de 11-15 en LSPH como control positivo

Antes de proceder a analizar la expresion de IL-15, IL-15Ra, IL-15Rp y yc en las diferentes lineas
celulares tumorales, se amplifico por RT-PCR cada uno de estos genes en linfocitos de sangre

periférica humana (LSPH) como un control positivo de expresion, ya que se sabe que las células
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del sistema inmune los expresan de manera rutinaria. EI gel de electroforesis nos muestra un
producto de amplificacion de 152 pb que corresponde a IL-15, 183 pb para IL-15Ra, 206 pb para
IL-15Rp, 159 pb para yc, y 234 pb para B actina como control interno de la técnica. Este resultado
nos demuestra que el disefio de los primer es el adecuado para proceder analizar estos genes en las

diferentes lineas celulares tumorales de interés.
B)

RT-PCR IL-15R

IL-15 a p ye p-a

200pb

Figura 13. Evaluacion de la expresion del gen IL-15y su receptor IL-15RA en linfocitos de sangre periférica humana (LSPH). A) Amplificacion
por RT-PCR para el transcrito de IL-15 (152pb), y los transcritos que componen al receptor de I1L-15; o (183pb), B (206pb) y yc (159pb). En la
imagen se muestra el producto de amplificacion mediante RT-PCR de B-Actina (234pb) como control positivo. Los productos de amplificacion se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%, y fue visualizado bajo luz ultravioleta por tincién con bromuro de etidio en un

Fotodocumentador Bio-Rad.

10.2 Expresion del 1L-15 en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1y HepG2.

Una vez confirmado el disefio de los primer en LSPH y la expresion de IL-15, IL-15Ra, IL-15Rp
y yc en tumores mediante el analisis de expresion de RNA-Seq (TCGA/Gtex), se procedid analizar
cada uno de estos genes en diferentes lineas células para cada tumor de estudio; HeLa (Cérvix),
MCF-7 (Mama), Sklu-1 (Pulmén) y HepG2 (Higado). En el caso de la expresion de IL-15 se
observa en el gel de electroforesis una expresion basal en todas las lineas celulares, sin embargo,
el producto de amplificacion (152 pb) es mas abundante en la linea celular MCF-7 y HepG2, a
diferencia de las células HeLa y Sklu-1. Este resultado nos demuestra que las lineas celulares
HeLa, MCF-7, Sklu-1 y HepG2 expresan IL-15, teniendo una alta expresion en Mcf-7 Y HepG2
donde posiblemente la IL-15 pueda contribuir a su proliferacion, asi como se ha reportado para el
caso de IL-2 (Rocha-Zavaleta et al., 2004).
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Figura 14. Evaluacion de la expresion del gen 1L-15 en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1 y HepG2. A) Amplificacién por RT-PCR para
el transcrito de 1L-15 (152pb). B) En la imagen se muestra el producto de amplificacion mediante RT-PCR de -Actina (234pb) como control
positivo para cada linea celular. Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%, y fue visualizado bajo luz

ultravioleta por tincién con bromuro de etidio en un Fotodocumentador Bio-Rad.

10.3 Expresion del IL-15Ra en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1y HepG2.

En caso de IL-15Ra podemos observar una expresion basal en cada una de las lineas, sin embargo,
para el caso de HeLay HepG2 se tiene un producto de amplificacion (183 pb) méas abundante. Con
esto podemos decir que las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1 y HepG2 expresan IL-15Ra y

que esta subunidad puede tener una participacion mas relevante en Hela y HepG2.
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Figura 15. Evaluacion de la expresion de la subunidad a en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1 y HepG2. A) Amplificacién por RT-PCR
para el transcrito de la subunidad o (183pb). B) En la imagen se muestra el producto de amplificacion mediante RT-PCR de B-Actina (234pb)
como control positivo para cada linea celular. Los productos de amplificacién se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%, y fue

visualizado bajo luz ultravioleta por tincidn con bromuro de etidio en un Fotodocumentador Bio-Rad.
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10.4 Expresion del 15Rp en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1 y HepG2.

Cuando se analiza la expresion de la subunidad 15Rp en las lineas celulares se obtiene una
expresion basal en cada una de ellas, siendo mas abundante el producto de amplificacién (206 pb)
en las lineas Mcf-7 y Hepg?2. Este resultado nos demuestra que la subunidad 15Rp puede tener un

papel importante en cada una de estas lineas celulares, en particular en Mcf-7 y HepG2.
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Figura 16. Evaluacion de la expresion de la subunidad {3 en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1y HepG2. A) Amplificacién por RT-PCR
para el transcrito de la subunidad B (206pb). B) En la imagen se muestra el producto de amplificacion mediante RT-PCR de B-Actina (234pb)
como control positivo para cada linea celular. Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%, y fue

visualizado bajo luz ultravioleta por tincién con bromuro de etidio en un Fotodocumentador Bio-Rad.

10.5 Expresion del yc en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1y HepG2.

Como se ha mencionado anteriormente la subunidad yc no es exclusiva del receptor de IL-5, es
una subunidad que comparte con otros receptores de interleucina y factores de crecimiento, por
tanto, su expresion es normal en tumores y lineas celulares tumorales. Los resultados nos muestran
un producto de amplificacion de 159 pb en cada una de las lineas celulares, observando una mayor
expresion en HelLa. En general podemos decir que las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1 y

HepG2 expresan las tres subunidades del IL-15R, por tanto, pueden reconocer a I1L-15.
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Figura 17. Evaluacion de la expresion de la subunidad yc en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1 y HepG2. A) Amplificacion por RT-PCR
para el transcrito de la subunidad yc (159pb). B) En la imagen se muestra el producto de amplificacién mediante RT-PCR de B-Actina (234pb)
como control positivo para cada linea celular. Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%, y fue

visualizado bajo luz ultravioleta por tincién con bromuro de etidio en un Fotodocumentador Bio-Rad.

11. Presencia de IL-15Ra en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1y HepG2 a nivel intra
y extracelular.

Una vez confirmada la expresion de IL-15 y las tres subunidades de IL-15R, se procedi6 analizar
la presencia de IL-15Ra a nivel de proteina en las lineas celulares HeLa, MCF-7, Sklu-1 y HepG2
intra y extracelularmente por citometria de flujo. La subunidad IL-15Ra es la inica subunidad
exclusiva y de alta afinidad para IL-15, por tanto, su presencia hace referencia a una participacion
en las células que la presentan, siempre tomando en cuenta en tipo y el contexto celular en el que
se encuentren. En este ensayo se utilizaron a los LSPH como un control positivo de la presencia
de IL-15Ro.

Los resultados en formato de histograma nos demuestran la presencia de IL-15Ra a nivel
intracelular (linea roja) en LSPH (Figura 18A) y todas las lineas celulares tumorales (Figura 18B,
C, D, E). A nivel extracelular (membrana celular) podemos notar la presencia de IL-15Ra solo en
las lineas celulares Mcf-7 y HepG2 (Figura 18C, E). Este resultado nos confirma que todas las
lineas celulares expresan y presenta a nivel de proteina la subunidad IL-15Ra, sin embargo, para
el caso de HeLa y Sklu-1 solo est4 presente a nivel intracelular, requiriendo un estimulo para
translocarla a la membrana. En el caso de las lineas celulares Mcf-7 y HepG2 expresan la
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subunidad IL-15Ra en la membrana, por tanto, pueden tener la capacidad de reconocer a IL-15
enddgeno o exdgena, y desencadenar diferentes procesos celulares. Cabe mencionar que la I1L-15
puede sefializar solo con la subunidad IL-15Ra sin la necesidad de las otras dos subunidades. En
general podemos proponer a las lineas celulares Mcf-7 y HepG2 como modelos de estudio del

papel de IL-15 en el desarrollo tumoral.
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Figura 18. Abundancia del receptor de IL-15 intra-extracelular. Histograma representativo de IL-15RA por ensayo de citometria de flujo a partir
de 10,000 celulas de LSPH permeadas y no permeadas, donde se grafica la fluorescencia relativa emitida de ficoeritrina (PE). A) En color negro
se observa el histograma correspondiente al grupo control de células de LSPH sin anticuerpo (autoflorescencia). En color azul se observa el
histograma de las células de LSPH incubadas con el anticuerpo Anti-IL-15RA conjugado con el fluorocromo PE (no permeabilizadas). En color
rojo se observa el histograma de las células de LSPH incubadas con el anticuerpo Anti-IL-15RA conjugado con el fluorocromo PE
(permeabilizadas). A) Se observa un mayor desplazamiento en la emision de fluorescencia en las células de LSPH permeabilizadas (%) en
comparacion con las células no permeabilizadas (%) y su propia autofluorenscencia. By D) Solo hay presencia de IL-15Ra a nivel intracelular en

las lineas celulares HelLa y Sklu-1. C y E) Presencia del IL-15Ra a nivel intracelular y extracelular en las lineas celulares MCF-7 y HepG2.
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12. Discusion

Existen mdltiples evidencias que demuestran que las citocinas del microambiente tumoral
desempefian una actividad relevante tanto en el inicio como durante la progresion tumoral, ya que
pueden estimular la proliferacion de las células cancerigenas, permitir la evasion de la respuesta
inmune antitumoral y favorecer la resistencia a la induccion de apoptosis por agentes
quimioterapéeuticos. No obstante, las citocinas del microambiente tumoral no s6lo son producidas
por células inmunolégicas como los linfocitos infiltrantes de tumor o los macréfagos asociados a
tumor, sino que incluso las propias células tumorales son productoras de estas moléculas (Aravalli,
2013; Budhu & Wang, 2006; Greten & Grivennikov, 2019; Sachdeva et al., 2015; Schreiber et al.,
2011; Sun & Karin, 2013; Whiteside, 2008). IL-15 es una citocina proinflamatoria que al igual
que IL-2 participa en el proceso inmunologico antitumoral, sin embargo, también se ha demostrado
que la expresion de la IL-15 y/o de los receptores de IL-15 se puede detectar en varias lineas
celulares derivadas de leucemia y de tumores sdélidos, donde muestran propiedades
protumorigénicas. A pesar de esto, ain se desconoce el papel que puede desempefiar esta citocina

y/o su receptor en diferentes tumores sélidos (Waldman, 2006) (Fiore et al., 2020).

Diversas neoplasias hematoldgicas como la leucemia de linfocitos granulares grandes (LGL) de
células T se caracteriza por niveles séricos elevados de sIL-15Ra. Ademas, la regulacion positiva
de IL-15Ra podria proteger a IL-15 de la proteolisis, disminuir el umbral de respuesta de IL-15 de
las células, y sIL-15Ra en complejo con IL-15 circulante monomérica (sIL-15) puede generar el
complejo soluble. Ambos eventos pueden participar en la progresion de la enfermedad. Asi como
lo antes mencionado, IL-15 actia como factor de crecimiento y viabilidad de células T malignas
en pacientes con linfoma, incluso las lesiones cutaneas y las células T PB de pacientes con linfoma
cutaneo de células T muestran una sobreexpresion tanto del ARNm como de la proteina IL-15
(Chen et al., 2012).

Por su parte, (Pereno et al., 2000) ha reportado mecanismos de escape tumoral y activacion de
sefiales proinflamatorias inducidos por la produccion de I1L-15 en cultivos de melanoma primario.
Analogo a esto, pequefias concentraciones de IL-15 recombinante humana (rhIL-15) en ratones
provoca el desarrollo de tumores agresivos en implantes subcutaneos de células de melanoma
humano. En el caso de las células renales de carcinoma claro (CCR) no existe secrecion de 1L-15,

pero expresa tmb-IL-15 y no expresa ni in vitro ni in vivo la cadena yc y JAK3. Asi, en los CCR,
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tanto la IL-15 recombinante (rhlL-15) como la tmb-IL-IL5 transducen una sefial desequilibrada
que promueve la transicion mesenquimatosa epitelial, comportandose como factores
protumorigénicos. Utilizando datos de RNA-Seq de tumores de CC, HCC, CDI y CPCNP
analizamos la expresion de IL-15 y su receptor IL-15R con respecto a tejidos normales. Este
analisis de expresion demuestra una expresion de basal de IL-15 e IL-15R en todos los tejidos y
tumores estudiados. Sin embargo, se observa una mayor expresion de IL-15 en los tumores de CC
y una menor expresion en los tumores de HCC y CD. En el caso de IL-15Ra se presenta una mayor
expresion en HCC y una menor expresion en CDI y CPCNP. Para IL-15Rp3 y yc se observa una
mayor expresion en los tumores. Esta diferencia de expresion puede estar asociada al desarrollo
tumoral, ya que la sub o sobreexpresion de IL-15 y/o receptores de IL-15 se puede detectar en
varias lineas celulares derivadas de leucemia y de tumores solidos, donde se han mostrado
propiedades pro o antitumorigénicas, en concordancia con los antecedentes antes sefialados, donde
el complejos sIL-15/IL-15Ra intratumorales y/o circulantes puede contribuir a un microambiente

tumoral favorable para la progresion y escape inmunitario.

AUn se desconoce el papel de IL-15 en los tumores de este trabajo, y aunque se han implementado
el uso de antagonistas de esta citocina como tratamientos terapéuticos contra estas neoplasias, no
se ha descrito si IL-15 promueve el desarrollo de un microambiente tumoral en dichos tumores. Si
bien la IL-15 se expresa principalmente en monocitos y macrofagos, también se ha detectado
ARNmM de IL-15 en otros tejidos y tipos celulares como son células epiteliales, musculo y placenta
(Fehniger, 2001) (Grabstein et al., 1994). Sin embargo, la expresion de I1L-15 y/o su receptor IL-

15R en células de dichos tumores no habia sido analizada a nivel de ARN mensajero/ o proteina.

Aun cuando se ha identificado IL-15 en sobrenadantes de cultivo de dos lineas celulares (Cv-
1/EBNA y HuT-102) que estimulan la proliferacion de la linea de células T dependiente de
citoquinas CTLL-2 en presencia de anticuerpos anti-IL-2 (Bamford et al., 1994) (Grabstein et al.,
1994). En este estudio hemos demostrado a través de un analisis de RNA-seq que existe una mayor
expresion de IL-15, y las subunidades B y yc en tejidos tumorales de cérvix en comparacion con
tejidos normales sanos, contrario a esto, no encontramos una diferencia de expresion de la
subunidad o de alta afinidad en este tumor. Aunado a esto, (Escobar Contreras, 2023) se ha
demostrado la expresion basal de ARNm de IL-15 en diferentes lineas celulares de CC y asi

mismo, que la expresion de esta es superior en comparacion con LSPH. Asi mismo, nuestros
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productos de amplificacion de ARNm de IL-15 y las subunidades a, B y yc Se expresan en la linea
celular HeLa, y aun cuando se expresan de manera basal, varian en comparacién con el anélisis de

RNA-seq, siendo més abundante la subunidad a, y yc en comparacion de IL-15/p.

Adicionalmente, a través de un analisis de ARN-seq, demostramos que la expresion de IL15 es
mayor en células VPH+ con respecto a las VPH- (resultado en anexo), esta diferencia de expresion
es estadisticamente significativa. Este resultado nos sugiere que la presencia del virus en las células
tumorales de CC promueve la subrexpresion de 11-15. En este sentido se ha reportado que el VPH
puede alterar la expresion de genes en una célula infectada (Wan et al., 2008). Ademas, se
demuestra que la expresion de IL-15 se ve alterada por el tipo viral del VPH, esto nos sugiere que
la regulacion de la expresion de 1L-15 es dependiente del tipo viral. Se ha reportado que el VPH16
y 18 son los principales oncoproteinas en el CC ya que alteran la expresion de los genes supresores
de tumores P53 y pRb (Wan et al., 2008), en este analisis observamos una modificacion de la

expresion de IL-15 con relacion al VPH16 y 18.

Resultados de nuestro grupo de trabajo han demostrado que IL-2 promueve la proliferacion de las
células tumorales de cérvix positivas a VPH que expresan el IL-2R cuando se administra a bajas
concentraciones, mientras que altas concentraciones inhibe su proliferacion; dado que IL-2 e IL-
15 sinergizan en varias funciones bioldgicas y comparten subunidades en su receptor se sugiere
que IL-15 puede promover el fenotipo maligno en el cancer cervical y en diferentes tumores
solidos (Rocha-Zavaleta et al., 2004). Esto puede deberse a la pérdida de la fosforilacion de JAK1
y la activacion constitutiva de JAK3 en las células CC asociadas al VPH, lo que podria ser una
caracteristica de las células tumorales que expresan IL-2R (Valle-Mendiola et al., 2014, 2016)
(Trujillo-Cirilo et al., 2021).

De igual forma, se ha demostrado que las lineas celulares VPH negativas transfectadas con E6 y
E7 del VPH16 y 18 muestran niveles elevados de IL-2R en comparacion con las lineas celulares
negativas, por lo que las células CC podrian utilizar el IL-2R para impulsar un crecimiento tumoral,
contribuyendo a una sefializacion proliferativa sostenida, un sello distintivo del cancer. (Trujillo-
Cirilo et al., 2021). Planteamos la posibilidad de que en celulas de CC puedan ocurrir dos
mecanismos diferentes de sefializacion para promover la proliferacion tumoral, en presencia de
diferentes concentraciones de IL-15, en primera instancia, a través de la subunidad IL-2Rp

activando la via de sefializacion JAK/STAT vy una posible fosforilacién constitutiva de JAK3
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debido a la alta expresion de celulas VHP+. Como segundo mecanismo de sefializacion y dado
que nuestros resultados por citometria de flujo nos permiten demostrar la expresion intracelular a
nivel de proteina del IL-15Ra. Planteamos la posibilidad de que las celulas HelLa sean capaces de
responder a una estimulacion con IL-15 ex6gena, debido a la nula expresion extracelular del 1L-
15Raq, y a la baja expresion de 11-15 y la subunidad B, requiriendo un estimulo para translocarla a

la membrana.

Los tumores de pulmén tienden a generar un ambiente inmunosupresor donde las células tumorales
pueden reclutar factores inmunosupresores para alterar la funcion citotoxica de las células T o NK,
lo que resulta en un crecimiento tumoral continuo (Aerts & Hegmans, 2013). De acuerdo con
diversos estudios, se ha observado una actividad antitumoral mejorada en los pulmones con una
terapia combinada de gemcitabina y transferencia del gen II-15/sll-15Ra. Sin embargo, los
tumores en los pulmones se vuelven resistentes al tratamiento mas adelante, lo que lleva a un
crecimiento tumoral agresivo posterior (Sun & Liu, 2016). En este estudio hemos encontrado en
tejidos tumorales y celulas de CPCNP, una similitud en los niveles de expresion de 11-15 e IL-15R.
Nuestros productos de amplificacion de ARNm de IL-15 y las subunidades a, B y yc Se expresan
en la linea celular Sklu-1, y aun cuando se expresan de manera basal, varian en comparacién con
el analisis de RNA-seq, siendo mas abundantes los productos de amplificacién de las subunidades
a, y ve que IL-15/B. También se ha informado la expresion de un IL-2R funcional en varias lineas
celulares humanas derivadas de tumores solidos. En algunos casos, la IL-2 inhibe el crecimiento
celular (carcinomas de cabeza y cuello, gastricos y renales), pero en otros tumores se ha informado
de estimulacién del crecimiento y aumento de la expresion de marcadores de progresion tumoral,
entre ellos (carcinomas de pulmdn). Ademés, se ha informado de la secrecion de IL-2
biol6gicamente activa en algunas lineas celulares de melanoma y cancer de mama. Se han
encontrado transcripciones de IL-15, que utiliza las cadenas beta y gamma del IL2-R, en células
de melanoma y los mAb anti-1L-15 inhiben la expresion de HLA clase | en estas células. Por tanto,
estas citocinas pueden modificar, dentro de un tumor, el comportamiento tanto de las células
estromales como de las neoplasicas (Azzarone, 1996). Nuestros resultados por citometria de flujo
nos permiten demostrar la expresion intracelular a nivel de proteina de IL-15Ra. Ante esto,
planteamos la posibilidad de que las celulas SKlu-1 sean incapaces de responder a una

estimulacion con IL-15 exdgena, debido a la nula expresion extracelular del 1L-15Raq, y a la baja
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expresion de ARNm de IL-15 y la subunidad B, requiriendo un estimulo para translocarla a la

membrana.

Se ha reportado el uso de ratones inmunodeficientes que carecen de células T, células B y células
NK para estudiar la IL-15 e identificar su papel en la promocion tumoral del pulmén. Las células
mieloides CD215+, pero no las células CD215- , responden a la IL-15 y promueven el crecimiento
tumoral. Por lo tanto, se sugiere que las células mieloides CD215+ desempefian un papel
importante en el microambiente tumoral y en la progresion del cancer. Por otra parte, se ha
demostrado que IL-15 promueve el crecimiento de las células mieloides CD215+ y media el
crecimiento de estas mismas mediante la expresion de Bcl-2, Bcl-xl, Sox4 y Lefl, y los genes
regulados positivamente en células CD215+ estimulados con IL-15 indican que la via de
sefializacion Wnt puede ser critica para la proliferacion de células CD215+. (Lin et al., 2017).
Aunado a esto, se sabe que IL-15 aumenta la expresion del inhibidor de la apoptosis Bcl-xL
posiblemente a través de la activacion transcripcional de STAT6 (Masuda et al., 2001), y también
regula positivamente al factor de sobrevivencia Bcl-2 (Inagaki-Ohara et al., 1997). Por lo que
podemos inferir que las celulas CD215+ podrian tener un papel importante en el microambiente
tumoral y la progresion anormal en los tumores de pulmaén en presencia de I1L-15 ex6gena, lo que
provocaria de manera transactiva al receptor Axl asociado constitutivamente a la subunidad IL-
15Ra, se ha reportado que esta expresado en las celulas Sklu-1, para inducir la activacion de la via
de sefializacion PI3K/Akt y como consecuencia regular al alza a Bel-xL y Bcl-2s.

Por otro lado, se ha reportado en diversos estudios que IL-15 puede inducir la proliferacién de
celulas NK mediante la activacion de la telomerasa (Watkinson et al., 2021) .Adicionalmente, se
ha observado que la exposicion de las células cancerigenas a IL-15 reduce la sensibilidad a la
muerte inducida por las células NK (YG et al., 2004), esto debido a que IL-15 inhibe la apoptosis
mediada por Fas/FasL (Tinhofer et al., 2000), una de las vias mayormente utilizada por las células
NK para inducir la muerte de las células tumorales (Screpanti et al., 2001) .La capacidad de la IL-
15 para afectar la formacion de tumores y sus efectos tanto en las células NK como en las celulas
T CD8 se han estudiado en una variedad de modelos tumorales. Desafortunadamente, muy pocos
estudios han examinado exhaustivamente el papel de la IL-15 en la metastasis y sus efectos en las

células inmunes distintas de las células NK o las células T CD8.
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Se ha sugerido una posible participacion de IL-15 en la patogénesis de la leucemia de células T
adultas (ATL), fundamentalmente durante la fase de infiltracion en tejidos que expresan IL-15,
como piel, pulmén, higado y tracto gastrointestinal (Azimi et al., 1998) (Yamada et al., 1998). En
este estudio, confirmamos que tanto células tumorales como tejidos normales, expresan de manera
basal a IL-15 e II-15R. A partir de nuestro analisis de RNA-seq observamos una subrexpresion de
IL-15 y la subunidad B con respecto a nuestros productos de amplificacion, donde el ARNm de
IL-15 y las subunidades que conforman al receptor IL-15R se sobreexpresan en la linea celular
HepG2. (Reyes Mercado, 2023) ha demostrado la sobreexpresion de IL-15y IL-15R en células de
Carcinoma Hepatocelular, posiblemente por la presencia de IL-6 reportada en las células HepG2
y aumentada en el suero de pacientes con HCC (Hu et al., 2017) ya que 1L-6 puede regular al alza
la expresion de IL-15 mediante la activacion de las vias de sefializacion MAPKs-ERK1/2 y PI3K-
AKT (Shakiba et al., 2018).

Se ha propuesto que el IL-15Ra en la superficie de las células de Carcinoma Gastrico (GC)
promueve el crecimiento de células cancerosas a través de multiples vias (sin PBMC), o activa las
PBMC para destruir células cancerosas. Cuando las PBMC estan ausentes, el IL-15Ra expresado
en la superficie de las células GC puede unirse a la IL-15 con alta afinidad, lo que puede estimular
el crecimiento de células cancerosas mediante la activacion de las vias STAT y ERK. Contrario a
esto, cuando hay PBMC presentes, el IL-15Ra expresado en células GC presenta IL-15 unida en
trans a células inmunitarias como las células T y NK que se infiltran en el microambiente, lo que
puede activar estas células inmunitarias para que proliferen y desencadenen la actividad citolitica
(Wei et al., 2020). En este estudio la alta expresion de ARNm de IL-15 e IL-15Ra y nuestros
resultados por citometria de flujo nos permiten demostrar la expresion a nivel de proteina de IL-
15Ra intra y extracelularmente. Ya que se ha demostrado que el complejo IL-15/ IL-15Ra por si
solo puede sefalizar sin la presencia de las subunidades IL-15RB y yc (Marra et al., 2014) .
Proponemos que la secrecion del complejo IL-15/IL-15Ra en las células tumorales de HCC de la
linea celular HepG2 pudiese favorecer una infiltracion de células NK en el microambiente tumoral
inducido por un agotamiento de células T, lo cual permitiria una respuesta de las células NK de
inmunidad innata pero que a su vez podrian inhibir la respuesta adaptativa de memoria de células
T, lo que ocasionaria la evasion del sistema inmune, la progresion tumoral y una menor
sobrevivencia, asi como se ha reportado en un estudio de leucemia en un modelo murino donde un

agotamiento de células T promueve la progresion tumoral (Berger et al., 2019).
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Existen distintas neoplasias hematoldgicas en las cuales se ha reportado que células T y B malignas
sobreexpresan IL-15 y presentan al receptor IL-15R, por lo que utilizan de manera autocrina a la
IL-15 como un mecanismo que favorece su propagacion (Yamada et al., 1998) (Tinhofer et al.,
2000). (Ddbbeling et al., 1998) ha demostrado que IL-15 se traduce eficientemente en proteina e
incluso que una secrecion menor de esta misma puede ser eficiente a distancias cortas, al haber
mutaciones en las regiones del péptido lider del gen de IL-15 puede conducir a una mayor
produccion y secrecién de 11-15 que, a su vez, podria estimular el crecimiento de las células CTCL
de forma autocrina. Sin embargo, la IL-15 extracelular puede no ser la Unica forma importante
para las células CTCL, (Tagaya et al., 1997) demostro que la forma peptidica lider corta de IL-15
se retiene en la célula y se acumula en el nucleo, sugiriendo que esta forma de IL-15 puede ser un
ligando para una proteina intracelular que puede influir en la expresion genética. Aunado a esto,
se han descrito 4 formas del complejo IL-15/IL-15Ra relacionadas con la isoforma de la cadena
IL-15Ra involucrada en el complejo: (1) formas no escindibles unidas a membrana que llevan las
isoformas EX2 de IL-15Ra competentes para la seializacion en cis y trans (2) un complejo soluble
que contiene NPR-IL-15Ra sin actividad bioldgica (3) formas no escindibles unidas a membrana
que contienen isoformas de IL-15Ra-IC-AID competentes para la sefializacion inversa y (4) un
complejo soluble que consiste en la isoforma IL-15Ra-1C3 con alta actividad bioldgica (Fiore et
al., 2020).

Los complejos IL-15/IL-15Ra secretados y unidos a membrana estan continuamente presentes
durante la progresién del melanoma. Es de destacar que, aunque IL-15/IL-15Ra inicialmente
promueve la produccion de células T y NK citotdxicas, en la etapa de metastasis se ha observado
una promocion del desarrollo de ceélulas NK citotoxicas anérgicas y disfuncionales. En un
subgrupo de pacientes con melanoma metastasico, la secrecion continua de grandes cantidades del
complejo soluble podria representar un nuevo mecanismo de escape inmunolégico de las células
NK (Di Matteo et al., 2023).

Al igual que en otras lineas celulares que utilizan una via autocrina como mecanismo de
propagacién, proponemos que IL-15 podria actuar en las células HepG2 a través de dos
mecanismos de sefializacion. En una primera instancia sugerimos que IL-15 pudiese estar siendo
traducida a través de la via ER/Golgi y se secretada en forma de un complejo con IL-15Ra,
(Bergamaschi et al., 2009) de manera autocrina/paracrina, a través de un complejo soluble de IL-
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15/IL-15Ra, aunque desconocemos la isoforma de la cadena IL-15Ra asociada al complejo,
sugerimos que este complejo soluble podria estar implicado en un mecanismo de escape
inmunoldgico de las células NK y o agotamiento de celulas T; asi como lo ha propuesto (Reyes
Mercado, 2023), quien ha mencionado que la transcripcion de 1L-15 podria ser traducida mediante
dos vias de sefializacion, una autocrina y otra yuxtacrina a través de dos diferentes complejos que

pudiesen actuar como un mecanismo entre el sistema inmune innato y adaptativo.

Ademas, sugerimos que el segundo mecanismo de sefializacion que pudiese estar actuando en las
celulas HepG2 de HCC, seria a traves de una via yuxtacrina por medio de una sefializacion en
trans del complejo 11-15/11-15Raq, el cual se ha demostrado como mecanismo favorable en diversas
neoplasias activando la proliferacion y la funcién citolitica antitumoral de las células
inmunoldgicas infiltrantes de tumor, como son las células NK o linfocitos T. Inclusive se ha
demostrado que la administracion de IL-15 restaura la actividad de las células NK en el HCC
(Easom N. J. et al., 2018). Sin embargo, inhibir la presentacidn en forma trans de IL-15 a células
inmunoldgicas ya sea por un agotamiento o falta de infiltracion de las células inmunoldgicas en el
microambiente tumoral, puede impulsar un fenotipo protumoral ya que la IL-15 al unirse con
alta afinidad a la subunidad IL15Ra de las células cancerigenas puede estimular su proliferacion
a través de la activacion de las vias de sefializacion STAT y ERK (Santana Carrero et al.,
2019) (Wei et al., 2020), asi como se ha reportado que una estimulacion continua con IL15 puede
inducir un agotamiento de las células NK (Felices et al., 2018), lo que eventualmente ocasionaria

la evasion del sistema inmune, la progresion tumoral y una menor sobrevivencia.

Asi mismo, se ha reportado que células de cancer de mama triple negativas sobreexpresan IL-
15Ra, y la expresion concomitante de IL-15 en células que expresan IL-15Ra estimula una cascada
de sefializacion autocrina en ausencia de IL-2R- e IL-2Ryc, promoviendo la proliferacion celular,
la migracion y bloqueando la apoptosis (Marra et al., 2014). Sin embargo, en este subgrupo de
tumores de mama de alto grado, la coexpresion de IL-15 e IL-15Ra se asocia con mejores
resultados de supervivencia. En este estudio, demostramos la expresion basal de IL-15 e IL15R,
tanto en tejidos tumorales con respecto a tejidos sanos, como en la linea celular MCF-7, donde
nuestros productos de amplificacion de ARNm expresan en una menor cantidad a IL-15Ra, asi

como en nuestro analisis de ARN-seq.
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(Gillgrass et al., 2014) ha demostrado en un modelo de metastasis de cancer de mama que la
sobreexpresion de IL-15 o el tratamiento con IL-15/IL-15Ra disminuyen en gran medida la
formacion de sitios metastasicos en el pulmén, mientras que la falta de IL-15 promueve en gran
medida la formacion de metéstasis, tanto en el modelo de cancer de mama como en el modelo de
melanoma B16F10, por lo que sugerimos que una baja expresion de IL-15 y la subunidad o podria
promover la proliferacion celular. Adicionalmente, los resultados de los ensayos por citometria de

flujo en las células MCF-7 demuestran la presencia de IL-15Ra de manera intra y extracelular.

Se ha demostrado que IL15 e IL15Ra se unen entre si a lo largo de una via secretora y permanecen
en un complejo al llegar a la membrana plasmatica (Duitman et al., 2008). De hecho, en el linfoma
de células T se produce un mecanismo de sefializacion autocrino mediado por IL15/IL15Ra. Asi
mismo, (Marra et al., 2014) ha descrito una correlacion positiva entre la transcripcion de IL15y
el IL15Ra, tanto en tumores como en diferentes lineas celulares de cancer de mama (BCCL),
donde existe una expresion basal de IL-15 e IL15Ra. Aunado a esto, se sabe que I1L15 es capaz de
unirse a IL15Ra intracelularmente para el cotransporte a la membrana plasmatica (Duitman et al.,
2008), necesaria para el crecimiento, lo que sugiere un fenotipo maligno autocrino impulsado por
IL15/IL15Ra en BCCL. Ante esto, sugerimos que la transcripcion de IL-15 pudiese estar
traduciéndose de dos maneras diferentes, en un principio se podria estar formando el complejo
SIL-15, asociado a IL-15Ra dentro de las células antes de emerger a la superficie celular o la forma
tmb-IL-15 pudiese estar uniéndose fuera de la membrana a IL-15Ra para promover
consecuentemente la transpresentacion con las subunidades IL-15RB/yc, lo cual, no solo indicaria
que las células MCF-7 presenten una sefializacion autocrina sugiriendo un fenotipo maligno por
el complejo SIL15/IL15Ra en consonancia con los antecedentes antes sefialados, sino que también,
por medio de la transpresentacion pudiera ocurrir una sefializacion yuxtacrina a través del
complejo tp- IL15/IL15Ra con células adyacentes que expresen los heterodimeros IL-15Rp / y c,

asi como lo antes sugerido en células de HCC.

Por otro lado, se realizo un analisis de expresion de IL-15 e IL-15R con respecto al estadio tumoral,
edad y probabilidades de supervivencia de los tumores de este estudio. Nuestros resultados
demuestran que en HCC y CPCNP hay una mayor expresion de IL-15 en pacientes mayores de 50
aflos en comparacion de los pacientes jovenes (< 49 anos). En el caso de CC y CDI no hay una

diferencia de expresion de IL-15 con respecto a la edad de los pacientes, por lo que proponemos
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que para el caso de los pacientes de edad avanzada con HCC y CPCNP la expresion de 1L-15
puede ser uno de los factores que contribuye al desarrollo tumoral y a la agresividad de esos
tumores, ya que el diagnostico para los pacientes de estas edades es mas comprometido de acuerdo
con (F. etal., 2018)

En el caso asociativo del estadio del tumor y la probabilidad de supervivencia, observamos que no
existe una diferencia de la expresion de IL-15 con respecto a las etapas de cada tumor analizado.
No obstante, el analisis de supervivencia demuestra que la alta expresion IL-15Ra tiene una
tendencia a disminuir la supervivencia de los pacientes con respecto a la baja expresion en CC, sin
embargo, esta tendencia no es significativa. En el caso del HCC para IL-15Ra los resultados
demuestran que la alta expresion disminuye la sobrevivencia de los pacientes, siendo esta
disminucion significativa. Contrario a esto, para CDI y CPCNP no se observa una tendencia de

disminucion de la sobrevivencia con respecto a la bajo o alta expresion de los genes estudiados.

(Di Matteo et al., 2023) ha reportado que una alta expresion de IL-15 e IL-15Ra, se correlaciona
con una buena supervivencia general en los estadios Il y 111 en pacientes con melanoma, pero esta
correlacion positiva se pierde en el estadio 1V, donde una fuerte expresion de IL-15 e IL-15Ra se
correlaciona significativamente con el alto nivel de expresion de CD5, un marcador presente en
los linfocitos T infiltrantes (TIL), y de NKp46, un receptor activador especifico de NK, sugiriendo
asi, que la IL-15 intratumoral muestra un papel bifasico en la evolucion del melanoma, donde hay
un efecto inmunoldgico positivo que se conserva hasta el estadio 11, pero que se pierde durante el
estadio V. Estos eventos se correlacionan fuertemente con la evolucion de las interacciones entre

la IL-15 intratumoral y las células T.

Por consiguiente, y con base a los antecedentes ya mencionados, podemos pensar que IL-15 puede
participar en cualquier etapa del estadio FIGO regulado diferentes procesos. Sin embargo, se
requieren mas estudios para confirmar esta aseveracion. Aunado a esto, resaltamos que la alta
expresion de IL-15Ra disminuye significativamente la sobrevivencia de los pacientes con HCC,
esto nos hace pensar que IL-15 a través de la subunidad IL-15Ra desempefian un papel importante

en la agresividad de este tumor a través del complejo SIL-15/IL-15Ra.

En general los resultados de este trabajo demuestran que IL-15 y su receptor IL-15R tienen una

expresion diferencial en los tumores con respecto a los tejidos normales, esta expresion depende
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del tipo de tumor y la edad de los pacientes. Ademas, se encuentran estos genes expresados en las

lineas celulares afines a los tumores de estudio.

13. Conclusion

Los resultados de este trabajo demuestran una mayor expresion de IL-15 y su receptor IL-15R en
la mayoria de los tumores sélidos analizados a diferencia de los tejidos normales. Esta diferencia
de expresion puede estar asociada al desarrollo tumoral, ya que, IL-15 desempefia diferentes
actividades bioldgicas. El andlisis con respecto a la edad de los pacientes demuestra una mayor
expresion de IL-15 en los tumores HCC y CPCNP. El analisis de Kaplan-Meier demuestra que la
alta expresion de IL-15Ra disminuye la supervivencia de los pacientes con cancer HCC. Por su
parte, en las lineas celulares se demostrd una expresion basal de IL-15 y su receptor IL-15R,
observando una mayor expresion preferentemente en la linea celular HepG2. Adicionalmente, se
demuestra por citometria de flujo la presencia de IL-15Ra en la membrana de la linea celular
HepG2 y MCF7

Este trabajo nos encamina a entender el papel que desempefia la IL-15 e IL-15R en los tumores

solidos de Cérvix, Mama, Higado y Pulmon, y su posible uso como blancos terapéuticos.
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14. Perspectivas

Los resultados de esta tesis proporcionan evidencia del posible papel que desempefia IL-15/IL-
15R en el desarrollo tumoral, sin embargo, se requieren mas estudios para comprobar las
aseveraciones hechas en este trabajo. Para los estudios futuros se proponen a los tumores de cancer
de mama, cérvix y sus lineas celulares como modelos de estudio para explicar el papel de IL-15
/IL-15R en el desarrollo tumoral.

Para determinar si IL-15 regula la proliferacion celular, se propones estimular a lineas celulares de

mama y cérvix con diferentes concentraciones de IL-15 exdgena.

Para determinar la funcionalidad de IL-15R, se propone utilizar anticuerpos neutralizantes contra

el receptor en lineas celulares de cancer de mamay cérvix.

Adicionalmente, se podrian realizar ensayos de invasion, migracion o resistencia a la induccién de
apoptosis por agentes terapéuticos, al estimular a las lineas celulares de cAncer de mama 'y cérvix

con diferentes concentraciones de IL-15 exdgena.

Para poder demostrar un agotamiento de células NK en cancer de mama y cérvix, se realizarian
co-cultivos de células NK y células tumorales en presencia de IL-15 exdgena, eventualmente este

resultado se correlacionaria con la evasion del sistema inmune y la progresion tumoral.
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ANEXos

A) Impacto del estado del VPH en la expresion de IL-15 en tumores de CC a partir de la base
de datos TCGA/Gtex.

Se han demostrado en diferentes estudios que la infeccidn del Virus del Papiloma Humano (VPH)
suele estar asociado con un mayor riesgo de desarrollo de CC, ademas de que esta relacionado con
cambios en la expresion de ciertos genes en las células infectadas. Para determinar si la expresion
de IL-15 esta asociada al VPH, se compard la expresion de I1L-15 en células tumorales de CC
VPH+ con respecto a células tumorales VPH- utilizando la normalizacion RSEM. Los resultados
muestran una mayor expresion de IL-15 en células tumorales de CC VPH-, esta diferencia de
expresion es estadisticamente significativa. Ademas, este resultado nos demuestra que IL-15 se ve
sobreexpresado en tumores VPH+. Asi mismo se han descrito al VPH16 y VPH18 como los tipos
virales del VPH que estdn mas relacionados con la oncogénesis del CC, por lo que se compard la
expresion de IL-15 en células tumorales de CC VPH+ utilizando la normalizacion RSEM,
comparando a los tipos virales VPH16, VPH18 y los tipos virales restantes se agruparon en un
solo grupo de datos al que se le denomino “Otros VPH”. Los resultados muestran una diferencia
de expresion de IL-15 estadisticamente significativa entro los diferentes tipos virales. Con respecto
al resultado anterior podemos deducir que la simple presencia de cualquier tipo de VPH modifica

la expresion de IL-15.
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Anexo A. Expresion del gen IL-15 en células VPH +y VPH - de CC y su correlacion con el tipo viral de VPH16 y VPH18. La expresion en tejidos
tumorales de CC (TCGA) se descargaron de la herramienta de navegacién UCSC Xena. Los nlimeros entre paréntesis se refieren al nimero de
muestras incluidas en cada andlisis. Los valores de significancia obtenidos después de un analisis de Mann Whitney no paramétrico se indican
como * (p <0.05), ** (p <0.01) y *** (p <0.001), ns no significativo.
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B) Plataforma Xena

Los datos de secuenciacion de ARN (RNA-Seq) de muestras normales de la base de datos del
proyecto Genotype Tissue Expression (GTEX; https://gtexportal.org/home/) y datos de muestras
Tumorales de The Cancer Genome Atlas (TCGA, https: //portal.gdc.cancer.gov), se procesaron y
obtuvieron utilizando la plataforma Xena ( http://xena.ucsc.edu ), alojada por el Laboratorio
de Genomica Computacional de la  Universidad de California Santa Cruz (

UCSC,; https://cglgenomics.ucsc.edu ).
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Anexo B. TCGA incluye muestras tumorales, estas muestras de “tejido solido normal” se derivan de tejidos normales localizados proximales a
tumores. En consecuencia, se puede poseer perfiles transcriptomicos tumorales en estas muestras “normales”. Por el contrario, las muestras del

proyecto GTEX proporcionan datos de expresion del tejido normal de individuos sanos sin cancer.
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C) Adquisicion de datos y comparacion de la expresion de ARN de tejidos tumorales y

normales a partir de la plataforma Xena
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Anexo C. Los conjunto de datos por proyecto no se pueden comparar directamente, por tanto, los datos de GTEx y TCGA fueron realineados por

Xena Toil aplicando la normalizacién RESEM vy extraidos en Microsoft Excel para su organizacion.
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D) Organizacion de datos Tumorales (TCGA) vs Normales (GTEX) extraidos de la

Plataforma Xena.
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15 TOGA-BC-4072-0TCGA-BC-0072-00 1 30 bigh a0 GTEX-13FLU-0326-5M-SH30) 748 TOGA-CC-ASM-01 884
1 TOGA-BC-4073-0TCGA-BC-4073-00 0 843 high 7.38 GTEX-YECK-1326-5M-4W21H 7413 TCGA-GJ-A30U-01 6.666
20 TCGA-BC-A00-0TCGA-BC-AI00-0 1 3 high 643 GTEX-¥BEC-1526-5M-4ATEE T.451 TCGA-DD-A3A1-01 7.683
2 TEGA-BC-AOT-01TEGA-BC-A10T-0 1 837 high 7.8 GTEN-LSNE-1526-5M-dESHT 7665 TEGA-DD-AAEE-01 45
2 TOGA-BC-AOL-0TCGA-BC-A10U-00 1 837 high a.2n GTEX-ZAB4-0626-5M-5LLIS0 7.338 TCBA-CC-ABHT-01 2057
22 TEGA-BC-ATN-0TCGA-BC-AITY -0 1 M high 8.416 GTEX-1437)-0726-5M-50501 7663 TCGA-DO-AACH-01 8.964
24 TCGA-BC-ATIO-01 TCGA-BC-ATIO-01 1 11 high T.614 GTEX-13PVO-1526-5M-SIFEQ 7.333 TEGA-YA-ABST-01 8135
o TOGA-BC-AZE-0TTCGA-BC-AZIE-D 0 1851 bich 7726 GTEX-135L %-1226-SM-53208 7843 TCGA-DD-AAES-01 T.92¢ [
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Anexo D. Los datos de tejidos tumorales (TCGA) y tejidos normales (GTEX) extraidos a partir de la plataforma Xena, se agruparon para poder
comparar los niveles de expresion de IL-15y las subunidades que conforman a su receptor IL-15R. Asi mismo se compararon los niveles bajos/altos
de expresion de IL-15 e IL-15R en tejidos tumorales con respecto a la sobrevivencia.
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