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RESUMEN

En M¢éxico, el cancer de cérvix ocupa el segundo lugar entre las neoplasias
ginecologicas con mayor prevalencia y mortalidad, por lo que se considera un problema de
salud publica. Esta neoplasia posee multiples factores de riesgo; sin embargo, se destaca entre
todos ellos la infeccion persistente con virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo,
principalmente el tipo 16y 18. El VPH se ha encontrado en mas del 99% de los casos de cancer
de cérvix a nivel mundial. Se sabe que la mayoria de los tumores solidos, entre ellos el cancer
de cérvix, presentan en su microambiente células inmunologicas infiltradas (TILs por sus
siglas en inglés) y que promueven la progresion neoplasica; sin embargo, poco se sabe acerca
de como estas células ayudan al tumor en vez de eliminarlo. Investigaciones enfocadas en
descubrir como funciona este mecanismo han llevado al descubrimiento de receptores
funcionales para interleucina 2 (IL-2R) en la membrana de células de cancer de cérvix, a
pesar de que el epitelio cervical normal carece de este receptor. Por ello, se ha buscado
desvelar la funcion de esta citocina sobre las células de tumores cervicales. Estudios muestran
que la IL-2 tiene un efecto dosis~-dependiente sobre lineas celulares de cancer cérvix VPH*, ya
que bajas dosis de IL-2 inducen su proliferacion, mientras que con altas dosis de IL-2 se
obtiene el efecto opuesto. No obstante, estos estudios se han enfocado principalmente en lineas
celulares VPH18*, por lo que existe poca informacion sobre el efecto que la IL-2 tiene sobre
c¢lulas de cancer de cérvix VPH16*.

Con este propésito, se utilizé la linea celular SiHa (cancer de cérvix VPH16") tratada
con 10 UI/mLy 100 Ul/mL de IL-2 para evaluar el efecto sobre la proliferaciéon celular a las
24,48, 72 y 96 horas. Los resultados muestran un aumento significativo con el tratamiento
de 10 UIl/mL de IL-2, y una disminucion significativa en la proliferacion con 100 Ul/mlL de
IL-2. Ademas, se analizo la fosforilacion de STATS para determinar su migracion al nucleo.
Nuestros resultados mostraron aumento en la fosforilacion de STATS citoplasmatico con
ambos tratamientos; las células tratadas con 10 Ul/mL de IL-2 presentaron el maximo de
fosforilacion a los 5 minutos (73.2%) y con 100 UI/mL de IL-2 lo presentaron a los 15 minutos
(56.55%). Por otro lado, se observd que la translocacion de STATS fosforilado al nucleo
solamente ocurrid a los 30 minutos tras el tratamiento con 100 Ul/mL de IL-2 (43.98%). Con
los resultados obtenidos, concluimos que la linea celular SiHa tiene una respuesta dosis-
dependiente de la IL-2, ya que 10 Ul de IL-2 favorecen la proliferacion celular, mientras que
100 UI tienen el efecto opuesto. Sin embargo, esta linea celular es mas resistente a la
disminucion de su proliferacion con 100 Ul/mL de IL-2 en comparacidon con otras lineas
celulares de cancer de cérvix VPH18*. Por otro lado, la fosforilacion de STAT5 es inducida con
ambas dosis; sin embargo, solo las dosis de 100 UI promueven su migracion al nucleo para
favorecer la regulacion génica con 10 Ul se favorece la permanencia de esta fosfoproteina en
el citoplasma, tal vez para activar vias de senalizacion que promueven la proliferacion celular.




INTRODUCCION

Cancer

El término “cancer” es utilizado para englobar a un amplio grupo de mas de
100 enfermedades capaces de afectar cualquier tipo de célula. La principal
caracteristica que comparten estas enfermedades es la proliferacion celular
descontrolada, invadiendo el tejido circundante y posteriormente disemindndose a
otros drganos (Organizacion Mundial de 1a Salud, 2018; Secretaria de Salud, 2015;
American Cancer Society, 2018). El crecimiento anormal de células es denominado
tumor, el cual se puede categorizar como tumor benigno o maligno. Un tumor
benigno carece de la capacidad de abandonar su zona de origen, lo que lo mantiene
localizado. El tumor maligno (o neoplasia), por otro lado, es referido como cancer y
tiene la capacidad de invadir el tejido cercano al punto de origen e incluso de invadir
otros organos formando tumores secundarios, denominando este fendmeno

“metastasis” (Cooper y Hausman, 2000).

El cancer es considerado una enfermedad genética, ya que la mutacion de
genes especificos lleva al desarrollo de dicha enfermedad. Estos genes se dividen en
dos categorias: oncogenes y genes supresores de tumores. En condiciones de una
c¢lula normal, estos genes se encuentran en un equilibrio, regulando asi las senales
de muerte celular (apoptosis), de proliferacion e incluso de procesos metabodlicos.
Sin embargo, cuando cualquiera de estos dos grupos es alterado por mutagénesis, el
equilibrio puede romperse, aumentando el riesgo de pérdida del control
proliferativo (Alberts et al., 2005).

Existen diversos factores de riesgo que son capaces de aumentar el riesgo de
desarrollar cancer. Estos carcindgenos son clasificados en tres categorias: quimicos,
los cuales son moléculas que al estar en contacto con el organismo humano tienen
la capacidad de generar mutaciones o alteraciones postraduccionales; fisicos, como
la radiacion, que afectan directamente al ADN de la célula; y los bioldgicos, los

cuales son agentes infecciosos capaces de alterar los procesos celulares y asi



http://www.who.int/topics/cancer/es/
https://www.gob.mx/salud/articulos/dia-mundial-contra-el-cancer-2018?idiom=es
https://www.cancer.org/cancer/cancer-basics/what-is-cancer.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9839/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21054/

aumentar el riesgo a desarrollar cancer, tales como los virus; como ejemplos
tenemos al virus del papiloma humano (VPH) o el virus de Epstein-Barr. Estos
agentes afectan a la célula a nivel genodmico aumentando las mutaciones y confieren
ciertas caracteristicas necesarias para que pueda considerarse maligna
(Organizacion Mundial de la Salud, 2018).

Se han definido caracteristicas biologicas fundamentales que transforman a
una c¢lula normal en una maligna, y se encuentran presentes en casi todos los tipos
de cancer humano (Figura 1), siendo éstas: 1) el mantenimiento de senal
proliferativa; 2) la capacidad de poder invadir tejido y metastasis; 3) la induccion
de angiogénesis; 4) la resistencia a la apoptosis; 5) la capacidad de replicacion
ilimitada; 6) la evasion de supresores del crecimiento; 7) el favorecimiento de la
inflamacion; 8) la evasion de la respuesta inmunologica; 9) la reprogramacion del
metabolismo energético; 10) el favorecimiento de la inestabilidad gendmica, con

presencia de mutaciones (Hanahan y Weinberg, 2011).

Célula

tumoral

Figura 1. Caracteristicas bioldgicas fundamentales involucradas en
la transformacion de una célula normal a maligna. Modificada de
Hanahan y Weinberg, 2011.
El cancer se ha posicionado como la segunda causa de muerte a nivel mundial.
Solo en el 2018 se registraron 9.8 millones de muertes, y se presentaron mas de 17
millones de casos nuevos (Bray et al., 2018). En México el cancer se encuentra entre
las cuatro principales causas de muerte. En 2018 se registraron mas de 83 mil

muertes relacionadas a algun tipo de cancer, con una incidencia de 190 667 mil
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http://www.who.int/topics/cancer/es/
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(11)00127-9

(Organizacion Mundial de la Salud, 2018). De esta manera, el cancer se ha
convertido en una de las principales problematicas sanitarias a nivel mundial y por
ello se encuentra como topico primordial en la investigacion. En 2018, las cinco
neoplasias con mayor tasa de mortalidad en mujeres en el mundo fueron: cancer de
mama, cancer de pulmon, colorrectal, cérvix y estomago, respectivamente (Figura
2) (Organizacion Mundial de la Salud, 2018). En los paises del primer mundo se ha
logrado disminuir la incidencia de ciertos tipos de cancer, como el de cérvix; sin
embargo, México permanece con una alta mortalidad y prevalencia respecto a este

cancer.
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Mama Pulmén Colorrectal Cérvix Estomago

Figura 2. Muertes por cancer en mujeres a nivel mundial en 2018.
Basado en Organizacion Mundial de la Salud, 2018.

En México, el cancer de cérvix es la segunda neoplasia ginecoldgica con
mayor mortalidad. Tan solo en 2018 se diagnosticaron mas de 7 800 casos de cancer
de cérvix. Ese mismo ano, se repor8taron alrededor de 4800 fallecimientos

relacionados a esta neoplasia (Figura 3) (Organizacion Mundial de la Salud, 2018).
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Figura 3. Muertes por cancer en mujeres en México en 2018. Basado en
Organizacién Mundial de la Salud, 2018.

Cancer de cérvix

El cérvix, también conocido como cuello uterino, es una estructura que
conecta el utero (6rgano en forma de pera invertida donde se desarrolla el feto) con
la vagina (canal de nacimiento). La parte que conecta con el cuerpo del utero es
conocida como endocérvix, mientras que la parte conectada con la vagina es el
ectocérvix (Figura 4) (American Cancer Society, 2018). El epitelio cervical presenta
una organizacion estratificada, donde las células basales conservan su potencial
mitotico. Estas se dividen, generando dos células; una de ellas migrara a los
siguientes estratos superiores, diferenciandose, mientras que la segunda se
mantendra en el estrato basal como célula de ciclado lento y de recambio (Martinez,
2013).

Matriz

Figura 4. Aparato reproductor femenino. Los 6rganos que comprenden este
sistema son: el utero, trompas de Falopio, ovarios, vagina y el cérvix. Este
ultimo se puede dividir en endocérvix y exocérvix. Modificada de
https://pt.123rf.com.
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https://www.cancer.org/
https://www.zaragoza.unam.mx/portal/wp-content/Portal2015/Licenciaturas/biologia/tesis/tesis_martinez_mata.pdf
https://www.zaragoza.unam.mx/portal/wp-content/Portal2015/Licenciaturas/biologia/tesis/tesis_martinez_mata.pdf

El cancer de cérvix es una transformacion celular en el epitelio del cuello
uterino. Se manifiesta inicialmente en forma de lesiones precursoras de lenta y
progresiva evolucion, que pueden derivar en displasia leve, moderada y severa,
evolucionando a cancer in sifu o invasor, donde éste ultimo puede propagarse a la
membrana basal. Este cancer puede presentarse de dos formas; el primero como
carcinoma, que corresponde al 90% de los casos, mientras que el adenocarcinoma

solo se presenta en el 10% (Lopez y Lizano, 2006).

A principios de los anos 80, el Dr. Harald zur Hausen demostrd la relacion
entre el cancer de cérvix y el virus del papiloma humano (VPH) (Lopez y Lizano,
2006), hoy en dia se considera el 99.8% de los casos de CaCu son debido al VPH,
por ello, este virus es considerado el mayor factor de riesgo para desarrollar
neoplasias malignas en el cuello uterino, no obstante, por si sélo no es capaz de
generar esta neoplasia (Yepes, 2003). Se Requieren otros factores de riesgo, tales
como la multiparidad, inicio de la vida sexual a temprana edad, haber tenido
multiples parejas sexuales, la edad, ser activamente fumador, el uso prolongado de
pildoras anticonceptivas hormonales, la predisposicion genética y la presencia de

condilomas.

Virus del papiloma humano

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae. Esta familia posee miembros
capaces de infectar a una amplia gama de organismos, ya que invade de manera
especifica el epitelio escamoso de mds de 20 distintas especies de mamiferos, aves y

reptiles (Lopez y Lizano, 2000).

Se pueden clasificar segun el tejido que invadan, que pueden ser cutdneo o
mucoso. La OMS y la IARC (International Agency for Research on Cancer, 2018)
clasifican a los distintos tipos de VPH segun su capacidad oncogénica en alto y bajo
riesgo (Yepes, 2003). Hoy en dia se reconocen aproximadamente 40 tipos de VPH
que son capaces de infectar epitelio del tracto anogenital. Los VPH de bajo riesgo,
tales como el VPH 6 y 11, son capaces de generar verrugas genitales y muy rara vez

generan lesiones malignas progresivas, mientras que los VPH de alto riesgo, como
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http://incan-mexico.org/revistainvestiga/elementos/documentosPortada/1172193073.pdf
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http://incan-mexico.org/revistainvestiga/elementos/documentosPortada/1172193073.pdf
https://www.redalyc.org/html/1952/195214308005/
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https://www.redalyc.org/html/1952/195214308005/

VPH 16 y 18, son recurrentemente asociados a lesiones premalignas o malignas,
estos VPH también se asocian a diversas neoplasias, como el de pene, vulva,
colorrectal, cabeza y cuello, ademds de contribuir al 40% de los carcinomas orales
(Fernandes y de Medeiros, 2012).

El VPH posee una capside icosaédrica compuesta de 72 capsdmeros y carece
de envoltura. Su capsdmero se encuentra formado por las proteinas L1 y L2. Su
genoma del VPH (Figura 5) consiste en una molécula de ADN de doble cadena
circular de aproximadamente 8000 pb, que contiene de manera regular, ocho
marcos de lectura abiertos (ORF por sus siglas en inglés) (National Human Genome
Research Institute, 2018). El genoma se encuentra divido en tres regiones
funcionales; la primera consiste en una region reguladora no codificante rio arriba
denominada Region Larga de Control (LCR) que tiene como funcion regular la
expresion de los genes virales E6 y E7; la segunda es denominada region temprana
(E), que consiste en seis ORFs: E1, E2, E4, E5, E6, y E7, genes que codifican para
proteinas involucradas en la replicacion viral y la transformacion celular. La tercera
region es la tardia (L), en la cual se encuentran los genes para las proteinas

estructurales L1 y L2 (Fehrmann y Laimins, 2003).

A) E6 E7
LCR "

Proteina L1

Proteina parecida
a histona

ADN viral

Figura 5. Estructura bioldgica del virus del papiloma humano (VPH). A) El ADN de VPH
esta compuesto por tres regiones: regién larga de control (LCR por sus siglas en
inglés); regidn temprana y la region tardia. B) Estructura viral donde se puede
observar la capside, el ADN viral y las proteinas parecidas a histonas del VPH.
Modificada de Fernandes y de Medeiros, 2012.
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http://cdn.intechopen.com/pdfs/26297/InTech-Human_papillomavirus_biology_and_pathogenesis.pdf
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Se conocen al menos 15 tipos de VPH de alto riesgo. A nivel mundial, los VPH
16y 18 son los mas comunes, que también son los méds comunes en México (Lopez,
etal., 2012).

Interleucina 2

En los ultimos anos, se han encontrado multiples tumores sélidos densamente
infiltrados por células del sistema inmunoldgico (Dvprak, 1986); sin embargo, estas
c¢lulas no solo ignoran al tumor, sino que las c¢lulas tumorales son capaces de
reclutar a células inflamatorias inmunoldgicas capaces de producir agentes
inmunosupresores y a su vez citocinas proinflamatorias, como es la IL-2 (Ostrand-
Rosenberg y Sinha, 2009; Mougiajajos et al., 2010). No obstante, aun no es claro

como las células neopldsicas se ven beneficiadas ante la presencia de estas citocinas.

La IL-2 es una glicoproteina codificada por el gen localizado en el cromosoma
4q26-27, consta de 133 aminodcidos (aa), con un peso de 15.5 kDa con una
marcada hidrofobicidad (Soto et al., 1999). Es producida principalmente por
linfocitos T CD4* luego de la presentacion antigénica, que conlleva a un aumento
de su expresion inducido por otras citocinas, tales como IL-1 e IL-6. La IL-2 tiene
efectos inmunomoduladores importantes, como la activacion de linfocitos T para
inducir su proliferacion y produccion de citocinas. También contribuye en la
proliferacion y activacion citotdxica de las células NK (Lopez et al., 2009). Esta
citocina es el principal factor de progresion en linfocitos T, y ejerce su funcion de

manera autocrina y paracrina (Barrios, 2013).

Las células responsivas a la IL-2 expresan el receptor para esta citocina (IL-~
2R). El IL-2R es un complejo formado por 3 subunidades denominadas en funcion
a su peso molecular; p55 (subunidad o), p70 (subunidad ) y p64 (subunidad y.).
Al combinarse forman el receptor de alta («, B, yo), media (3, yo) o baja (a) afinidad
(Rebolloy Silva, 1994). De manera basal, Los linfocitos T CD4* expresan el receptor
de alta afinidad, mientras que las cé¢lulas T CD8*, NK y B expresan el de media
afinidad (Geng et al., 2012). La IL-2 ejerce su funcion mediante la via JAK/STAT, la
cual esta involucrada en diversos procesos celulares asi como metabolicos,

proliferacion, pro- y anti~ apoptoticos (de Oliveria et al., 2011).
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En condiciones normales, casi ningun epitelio expresa IL-2R; sin
embargo, hay reportes de multiples tumores solidos que expresan de manera
funcional este receptor, como el cancer de mama, colorrectal, prostata, cuello y
cabeza, gastrico, pulmon, piel y cérvix (Rocha et al., 2004; Weidmann et al., 1992;
Lin et al., 1995; Rimoldi et al., 1993; McMillan et al., 1995; Reichert et al., 2000;
Ciacci et al., 1993). En células de cancer de cérvix se ha identificado una
dependencia a la IL-2 para estimular la proliferacion, ademds de que a mayor
severidad de la lesion, aumenta la expresion de IL-2R, por lo que se ha propuesto
que en el cancer de cérvix, las células malignas podrian estar compitiendo por la
IL-2 con las células del sistema inmune, lo que genera la estimulacidon de la
proliferacion de las células neopldsicas y un deficiente funcionamiento de los
mecanismos inmunoldgicos (Rangel et al., 2010). Esto explicaria por qué los

tumores reclutan células inmunoldgicas capaces de producir IL-2.

Via JAK/STAT

La familia de las Janus Cinasas (JAKs) comprende cuatro proteinas (JAKI,
JAKZ2,JAK3 y Tyk?2). Poseen entre 1100y 1200 aa, con un peso molecular entre 120
y 130 kDa, organizados en siete dominios de homologia Janus (JH). El dominio JH1
corresponde a su sitio catalitico, mientras que el JH2 es un dominio pseudocinasa,
los otros 5 dominios son vitales para interactuar con los receptores de varios
sistemas. El dominio JHZ es lo que distingue a esta familia de otras cinasas de tirosina
(Valle y Soto, 2005).

La familia de los Transductores de Senales y Activadores de la Transcripcion
(STATs) se conforma de siete miembros (STAT1, STATZ, STAT3, STAT4, STAT5a,
STAT5b y STAT6). Las proteinas de esta familia poseen entre 750 y 800 aa, con un
peso molecular entre 90 y 115 kDa; poseen dominios altamente conservados para
poder llevar a cabo su dimerizacion. Consta del dominio N-terminal, involucrado
en diversas interacciones proteina-proteina, en la translocacidén al nucleo y la
desactivacion de las STAT; el dominio de homologia a Src 2 (SH2), el cual reconoce
residuos de tirosina fosforiladas, uniéndose a otras STATs activadas u otras
fosfoproteinas; el dominio de superenrollamiento (Coiled-~coil) involucrado en la

union al receptor, la fosforilacion de tirosina y la exportacion nuclear; el dominio
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de union al ADN, el cual se une a una region especifica del ADN; el dominio de
transactivacion (TAD), necesario para reclutar la maquinaria de transcripcion
génica. Estas proteinas requieren ser fosforiladas para poder dimerizarse, migrar al

nucleo y ejercer su funcion.

La via JAK/STAT es activada por una amplia gama de citocinas. Los receptores
de estas citocinas carecen de actividad enzimatica intrinseca, por lo que requieren
de enzimas cinasas que puedan llevar a cabo la fosforilacion de las proteinas que

participan en la via (Valle y Soto, 2005).

Después de que el ligando es reconocido por su receptor, este ultimo se
dimeriza o trimeriza y las proteinas JAK asociadas al receptor se transfosforilan para
activarse. Después de su activacion, las JAK son capaces de fosforilar residuos de
tirosina presentes en el mismo receptor, lo que promueve el reconocimiento y union
de los dominios SH2 de las proteinas STAT. Tras la union de las STAT, las JAK
fosforilan residuos de tirosina presentes en las STAT, generando que estos factores
de transcripcion se dimericen, transloquen al nucleo y promuevan la expresion de

genes como c-Myc, c-Jun, HIF2a, Bcl-Xi, entre otros (Valle y Soto, 2005).
Via JAK/STAT activada por IL-2 en células normales

Cuando el IL-2R reconoce a su ligando se induce una trimerizacion de sus
subunidades (Figura 6). Asociados a este complejo se encuentran JAK1 y JAK3, las
cuales se fosforilan entre si para activarse. Estas JAKs fosforilan tirosinas de la
subunidad {3 del IL-2R, lo que promueve la union de STAT3 y/o STATS5. Estas
moléculas son activadas por las JAKs, formando dimeros que migran al nucleo para

gjercer su funcion.

17


http://www.revistas.unam.mx/index.php/vertientes/article/view/32945
http://www.revistas.unam.mx/index.php/vertientes/article/view/32945

Figura 6. Via de senalizacion mediada por IL-2. En presencia de IL-2, las
subunidades p55 (subunidad a), p70 (subunidad B) y p64 (subunidad yc) se
heterotrimerizan para formar al complejo IL-2R. Tras este cambio conformacional,
las proteinas Janus cinasas (JAK) 1y 3 se transfosforilan, activandose para poder
fosforilar tirosinas de p70. Esto recluta a los factores de transduccidn de senales y
activadores de la transcripcion (STAT) 3 y 5, que son fosforiladas por las JAK para su
posterior dimerizacion. Hecho esto, son capaces de translocar al nucleo y activar la
maquinaria necesaria para la expresion de genes activados por citocinas. Basado en
R&D Systems, 2019.

De manera normal, se requiere a JAKT como pareja de JAK3 para la correcta
senalizacion del sistema IL-2, ya que promueve senales de supervivencia. Sin
embargo, los tumores solidos que responden a IL-2 presentan modificaciones en

estas proteinas (Valle et al., 2014).

Via JAK/STAT activada por IL-2 en células tumorales

En carcinoma cervical se ha observado que, tras el estimulo con IL-2, JAKI
no se fosforila, mientras que JAK3 si, e incluso se encuentra constitutivamente
fosforilada. A diferencia de los linfocitos, en las células tumorales JAK3 se activa a
si misma y es capaz de continuar con la senalizacion. JAK3 activa el resto de la via,
principalmente a STAT5. En condiciones normales, STAT5 solo se presenta en
c¢lulas linfoides y algunos tejidos como el mamario, mientras que en epitelio

cervical sano no tiene presencia; no obstante, se ha encontrado STAT5 en diversos
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tumores solidos, incluso se encuentra constitutivamente fosforilado. Sin embargo, la
respuesta a esta citocina es dosis-dependiente, ya que 10 Ul/mlL de IL-2 favorecen
el crecimiento y la proliferacion de lineas celulares de cancer de cérvix VPH18",
promueven la fosforilacion de JAK3 y STAT5 y la translocacion al nucleo de STATS.
Asi mismo, se ha demostrado que 100 UI/mL de IL-2 detienen el ciclo celular, no
obstante esta cantidad de IL-2 resulta sumamente toxica para ser implementada en
tratamientos contra el cancer (Valle et al., 2016; Rangel et al., 2010; Valle et al.,
2014).

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que lineas celulares de cancer de
cérvix VPH18* (INBL y CALO) responden de manera diferencial ante el tratamiento
con estas dos dosis de IL-2. Sin embargo, no se ha reportado si las cé¢lulas derivadas
de tumores cervicales VPH16* responden de la misma manera, a pesar de que este
tipo de VPH predomina a nivel mundial y nacional como el principal factor de riesgo

para desarrollar tumores cervicales malignos.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

El cancer cervicouterino es la segunda neoplasia ginecoldgica con mayor incidencia
en México, y se asocia como principal factor de riesgo al virus del papiloma
humano. Se han llevado a cabo trabajos enfocados en definir el efecto de bajas y
altas dosis de IL.-2 sobre lineas celulares VPH18"; sin embargo, se desconoce si los
tumores cervicales VPH16" responden de igual manera o presentan modificaciones
en la respuesta a esta citocina. Esto es de suma importancia, ya que el VPH16 se ha
identificado en el 80% y el 43% de todos los casos de cancer de cérvix a nivel

mundial y en México, respectivamente.

HIPOTESIS

La linea celular SiHa (carcinoma cervical VPH16%) respondera a 10 Ul/mL
de IL-2 al aumentar su proliferacion, al igual que la fosforilacion de STATS y la
translocacion al nucleo; mientras que con 100 Ul/mlL de IL-2 tendra el efecto
opuesto, debido a que este comportamiento se ha registrado en lineas celulares
similares como CALO e INBL.
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OBJETIVOS

General

Determinar el efecto de 10 y 100 Ul/mlL de IL-2 sobre la proliferacion, el
estado de fosforilacion de STAT5 y su translocacion al nucleo en la linea celular de

cancer de cérvix SiHa positiva a VPHI6.

Particulares

~Analizar el efecto de 10 y 100 Ul/mL de IL-2 sobre la proliferacion de las células
SiHa.

~Analizar el efecto de 10y 100 UI/mL de IL-2 sobre la fosforilacion de STATS en el
citoplasma de células SiHa.

~Analizar el efecto de 10y 100 UIl/mL de IL-2 sobre la translocacion de pSTATS5 al
nucleo de las células SiHa.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

La linea celular SiHa fue obtenida del banco de criopreservacion de la Unidad
de Investigacion en Diferenciacion Celular y Cancer de la FES Zaragoza. Se
mantuvieron en cajas de cultivo de 75 cm? (Sarstedt, Alemania), con 8 mL de RPMI
1640 (Microlab, México) suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB)
previamente inactivado (Gibco, Estados Unidos). Los cultivos se mantuvieron en una
incubadora (Samsung, Corea del Sur) a 37°C, 5% de CO2 y un ambiente saturado
de humedad.

Ensayo de proliferacion

Se sembraron 1500 células por pozo en placas para cultivo con fondo plano
de 96 pozos (Sarstedt, Alemania) y se dejaron durante tres horas para su adherencia.
Tras este lapso, se retird el medio y se adiciond medio nuevo con IL-2. Las
condiciones por placa fueron: células control sin tratamiento; células tratadas con
10 UI/mL de IL-2; y células tratadas con 100 Ul/mL de IL-2. A las 48 horas las
c¢lulas fueron estimuladas nuevamente con medio fresco con su respectivo
tratamiento. La proliferacion fue medida a las 24, 48, 72 y 96 horas. Para
determinar la proliferacion célular, se utilizo la técnica de incorporacion de cristal
violeta (Kueng et al., 1986). Una vez transcurrido el tiempo, se retird el medio a las
c¢lulas y se fijaron con 100 ul de glutaraldehido 1.1% (Sigma, EUA) durante 20
minutos. Después de este tiempo, el fijador se retird mediante chorro indirecto de
agua corriente y se dejo secar al aire. Posterior a esto, se agregaron 100 ul de cristal
violeta 0.1% (Sigma, EUA) y las muestras se incubaron 20 minutos con agitacion
suave. El cristal violeta fue retirado a chorro indirecto con agua corriente y se dejo
secar al aire. Se adicionaron 100 pl de acido acético al 10% en agitacion suave
durante 20 minutos; las muestras se leyeron a 590 nm en un lector de placas 3550
Microplate Reader (Bio~Rad, EUA).
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Determinacion de pSTATS5 citoplasmatico

Se utilizaron 1x10¢ células por condicion. Las células se sembraron en cajas
Petri de 60x15 mm (Nunc, Dinamarca) con RPMI-1640 (5% SFB) durante 24 horas
para su adherencia. Se retird el medio y se agregd RPMI-1640 sin SFB durante 15
minutos para retirar moléculas externas capaces de alterar la fosforilacion. Tras ese
lapso, se retird el medio y se adiciond medio (sin SFB) con tratamiento. Las
condiciones empleadas fueron; células control sin tratamiento; tratamiento con 10
UIl/mL de IL-2 durante 5, 15 y 30 minutos; tratamiento con 100 Ul/mL de IL-2
durante 5, 15y 30 minutos. Pasado el tiempo, todas las muestras se mantuvieron en
condiciones frias para no perder la fosforilacion. Las células se despegaron mediante
verseno 1X (Anexo 1), colocadas en microtubos de 1.5 mL (Axygen, EUA) y
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos en una centrifuga 5415 C (Eppendorf,
Hamburgo). Se retird el sobrenadante y el botén se lavo con PBS 1X (Anexo 1),
retirandolo posteriormente por centrifugacion (3000rpm/5min). Las células se
fijaron y permearon con el reactivo Cytofix/Cytoperm (BD, EUA) por 15 minutos
en la obscuridad y en agitacion constante. Se retiro el reactivo Cytofix/Cytoperm y
se realizaron dos lavados con disolucion de lavado (BD, EUA) a 3000 rpm por 5
minutos. La mitad de la poblacion de cada muestra fue separada en microtubos
nuevos para obtener los controles de autofluorescencia (CAF). Las muestras
destinadas a tenirse fueron tratadas con el anticuerpo murino anti-pSTAT5S (pTyr
694), conjugado con el fluorocromo PE-efluor 610 (Thermo Fisher, EUA) con una
dilucion de 1:50 durante 90 minutos en la obscuridad. Se retiro el sobrenadante y
se realizaron 3 lavados con disolucion de lavado BD a 3000 rpm por 5 minutos.
Todas las muestras fueron resuspendidas con disolucion de lavado BD y leidas en
un citometro de flujo FACSAria II (BD y EUA). Los datos se analizaron en el

programa Flowing Software 2.

Determinacion de pSTAT5 nuclear

Para determinar la translocacién nuclear de pSTATS en la linea celular SiHa
tras el estimulo con IL-2, se utilizaron 1x10¢ c¢lulas por tratamiento. Las células
fueron sembradas en cajas Petri de 60x15 mm con RPMI-1640 (5% SFB) durante
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24 horas para su adherencia. Se retiro el medio y se agregd RPMI-1640 sin SFB
durante 15 minutos para retirar moléculas externas capaces de alterar la
fosforilacion. Tras ese lapso, se retird el medio y se adiciond medio sin SFB con el
correspondiente estimulo. La translocacion de pSTAT5 se determind con las
siguientes condiciones; células control sin tratamiento; tratamiento con 10 Ul/mL
de IL-2 durante 5, 15 y 30 minutos; tratamiento con 100 Ul/mL de IL-2 durante 5,
15y 30 minutos. Pasado el tiempo, todas las muestras fueron procesadas sobre hielo
para no perder la fosforilacion. Las células fueron despegadas con verseno 1X y
depositadas en microtubos de 1.5 mlL (Axigen, Estados Unidos). Fueron
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos en una centrifuga 5415 C (Eppendorf,
Alemania). Se retiro el sobrenadante y el boton fue lavado con PBS 1X, retirandolo
posteriormente mediante centrifugacion (3000 rpm/5’). Para la extraccion de los
nucleos, las c¢lulas fueron tratadas con el reactivo “extranuc” (Anexo 1). Se agitd
durante 10 segundos con un agitador Vortex Genie 2 (Daigger, EUA) y se incubaron
durante 10 minutos, se retird el reactivo y se lavaron con la disolucion de lavado, la
disolucidn se retird con centrifugacion (4500 rpm por 3 minutos). Fueron fijadas y
permeadas con la disolucion Cytofix/Cytoperm por 25 minutos en la obscuridad y
en agitacion suave constante. Se retird el reactivo Cytofix/Cytoperm mediante
centrifugacion (3000 rpm por 3 minutos) y se realizaron dos lavados con disolucion
de lavado a 3000 rpm por 5 minutos. La mitad de la poblacion de cada muestra fue
separada en microtubos nuevos para obtener los controles de autofluorescencia
(CAF). Las muestras destinadas a tenirse se incubaron con el anticuerpo murino
anti-pSTATS (pTyr 694), conjugado con el fluorocromo PE-efluor 610 (Thermo
Fisher, EUA) con una dilucion de 1:50 durante 90 minutos en la obscuridad. Se
retird el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con disolucion de lavado a 3000
rpm por 5 minutos. Todas las muestras fueron resuspendidas con disolucion de
lavado y leidas en un citometro de flujo FACS ARIA II. Los datos se analizaron en el

programa Flowing Software 2.
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Analisis estadistico

Para los resultados de proliferacion con cristal violeta individuales, se realizo
la prueba ANOVA de una via con prueba Dunnet para determinar diferencias
estadisticamente significativas. Para los resultados globales de proliferacion, se uséd
la prueba ANOVA de dos vias con prueba Bonferroni. Los resultados de citometria
de flujo para determinacion de pSTATS citoplasmatico y nuclear fueron analizados
con la prueba ANOVA de dos vias con prueba Bonferroni cada una. El analisis
estadistico se realizd mediante el programa Prism 5 software. Se considero un valor

de P<0.05 como significativo.
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RESULTADOS

La linea celular SiHa responde a 10 Ul/mL de IL-2 para
favorecer su proliferacion, mientras que 100 Ul/mL de
IL-2 tienen el efecto opuesto

Los resultados muestran que la dosis de 10 Ul/mL de IL-2 estimula la
proliferacidon, mientras que 100 UI/mL tienen un efecto antiproliferativo. Tras 24
horas, 10 UI/mL estimularon la proliferaciéon al aumentarla un 29.5% respecto a su
control, mientras que el tratamiento con 100 Ul/mL inhibieron la proliferacién al
disminuirla un 12.8% respecto a su control. A las 48 horas, el tratamiento con 10
UIl/mL indujo una estimulacion del 32.66%, por el contrario, el tratamiento con
100 UI/mlL indujo una inhibicion del 29.7%. A las 72 horas, el tratamiento con 10
UIl/mL indujo una estimulacién del 28.6%, y el tratamiento de 100 Ul/mL indujo
una inhibicion del 19.8%. A las 96 horas, el tratamiento con 10 Ul/mL indujo un
estimulo del 30%, y el tratamiento 100 Ul/mL indujo una inhibicion del 20.2%
(Figura 7).
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Figura 7. Efecto de 10 y 100
Ul/mL de 1IL-2 sobre Ila
proliferacion de la linea celular
SiHa. Las células fueron
cultivadas en placas de 96 pozos
y estimuladas con diferentes
concentraciones de IL-2 por 24,
48, 72 y 96 horas para evaluar
el efecto de la citocina sobre la
linea de cancer cervical. SE
corresponde a las células sin
estimulo que se utilizaron como
control; 10 UI corresponde a las
células estimuladas con 10
Ul/mL de 1IL-2; 100 Ul
corresponde a las células
estimuladas con 100 Ul/mL de
IL-2. A) Células cultivadas por
24 horas. B) Células cultivadas
por 48 horas. C) Células
cultivadas por 72 horas. D)
Células cultivadas por 96 horas.
E) Representacion grafica de los
4 tiempos juntos, tomando SE de
96 horas como el control. Donde
**P<0.01, **P<0.001.

IL~2 aumenta la fosforilacion citoplasmatica de STAT5

Con la intencion de establecer si la via JAK/STAT se encontraba involucrada
en la respuesta proliferativa inducida por la IL-2 en las células SiHa, determinamos
la fosforilacion de STAT5 en citoplasma y su migracion al nucleo. Como se observa
en la Figura 8, tras 5 minutos del estimulo se detectd un aumento en la fosforilacion
de STAT5 con ambas dosis, el estimulo con 10 UI/mL indujo un aumento de 73.2%
en comparacion con el control, mientras que en las c¢lulas tratadas con 100 Ul/mL
el aumento fue de 29.54%. Después de 15 minutos de estimulacion, las células
tratadas con 10 Ul/mlL presentaron 38.8% de su poblacidén con pSTATS, las células
tratadas con 100 Ul/mlL presentaron 56.55% en comparacion con el control. A los
30 minutos del estimulo disminuy¢ la fosforilacion, 5% para las cé¢lulas tratadas con
10 UI/ml de IL-2 y 5.6% para las c¢lulas tratadas con 100 Ul/mL de IL-2.
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Figura 8. Efecto de la interleucina 2 sobre la fosforilacion de STATS5 en la linea celular

SiHa. Células SiHa fueron sembradas en cajas petri (1x10° células por caja) y
estimuladas con IL-2 durante 5, 15 y 30 minutos para evaluar el efecto de IL-2 sobre
la fosforilacion de STATS. SE corresponde a las células sin estimulo que se utilizaron
como control; 10 UI corresponde a las células estimuladas con 10 Ul/mL de IL-2;
100 Ul corresponde a las células estimuladas con 100 UI/mL de IL-2. A) Histogramas
representativos de tres ensayos independientes. B) Representacion gréfica de tres
ensayos independientes. El analisis estadistico se realizd con una prueba ANOVA de
dos vias, seguida por una prueba posterior Bonferroni con un intervalo de confianza
del 95%. Donde * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001.

IL~2 aumenta la translocacion de pSTATS5 al nucleo

Para que la molécula STAT5 pueda ejercer sus efectos debe de translocar al

nucleo, por lo que decidimos determinar si este factor de transcripcidon

efectivamente migraba al nucleo. Las células fueron estimuladas con IL-2 durante

diferentes periodos de tiempo. Tras 5 minutos, el tratamiento con 10 Ul/mL de IL-

2 indujo una migracion de 4.1%, de 4.5% a los 15 minutos y de 11% a los 30
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minutos. El tratamiento con 100 Ul/mL de IL-2 indujo la migracion de 5.9% a los 5

minutos, de 9.4% a los 15 minutos y de 43.98% a los 30 minutos (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la interleucina 2 sobre la translocacién al nicleo de STATS
activada en la linea celular SiHa. Células SiHa fueron sembradas en cajas petri

IN
e

pSTATS %

acion con
N
?

Hi

Pobl

=

o

de 60x15mm (1x106 células por caja petri) y estimuladas con IL-2 durante 5, 15
y 30 minutos para evaluar el efecto de IL-2 sobre la translocacion nuclear de
pSTATS5. SE corresponde a las células sin estimulo que se utilizaron como
control; 10 Ul corresponde a las células estimuladas con 10 Ul/mL de IL-2; 100
Ul corresponde a las células estimuladas con 100 Ul/mL de IL-2. A) Histogramas
representativos de tres ensayos independientes. B) Representacion grafica de
tres ensayos independientes. El analisis estadistico se realizd con una prueba
ANOVA de dos vias, seguida por una prueba posterior Bonferroni con un
intervalo de confianza del 95%. Donde ** P<0.01.
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DISCUSION

Cuando el IL-2R reconoce a su ligando (IL-2), inicia la transduccion de
senales que desemboca en la fosforilacion de STAT5 (pSTATS), lo que favorece su
translocacion al nucleo. Una vez en el nucleo, pSTATS es capaz de unirse al ADN y
regular la expresion de genes relacionados con la proliferacion celular, la induccion
de senales de sobrevivencia y progresion del ciclo celular en células normales (Valle
y Soto, 2005). El epitelio cervical normal no responde a IL-2, ya que no se ha
encontrado la expresion de este receptor, sin embargo, el carcinoma cervical
infectado por VPH es capaz de expresar proteinas como IL-2, IL-2R, JAK3 y STAT5,
lo que puede promover la evasion del sistema inmune, evasion de apoptosis y
estimulacion de la angiogénesis (Rangel et al., 2010; Valle et al., 2014). Pacientes
con carcinoma de cérvix infectadas con VPH 16, 18 o ambos, han mostrado
aumento significativo en la expresion de la proteina STAT5, lo cual esta
directamente relacionado con la gravedad de la lesion (Sobti et al., 2010). Aunado
a esto, se ha demostrado que STAT5 se encuentra constitutivamente activo en
multiples lineas celulares de cancer y biopsias de cancer cervicouterino VPH*.
Cuando se inhibe la expresion de este factor de transcripcion o su activacion, las
c¢lulas cancerosas disminuyen su proliferacion, ademas de ser mas vulnerables a la

apoptosis (Xiong et al., 2009).

La expresion del receptor de afinidad intermedia para IL-2 se ha identificado en
lineas celulares de cancer de cérvix VPH18" (Rocha et al., 2004), asi mismo, Rangel
et al., (2010) demostraron que estas células son capaces de producir IL-2. Valle et
al., (2014) demostraron que al estimular cé¢lulas VPH18* con 10 y 100 Ul/mL de
IL-2 se induce una senalizacion diferencial, en la que 10 Ul/mL promueven la
fosforilacion de JAK3 y STAT5 y la translocacion de pSTATS al nucleo, lo que induce
un aumento en la proliferacion celular. Por otro lado, el tratamiento con 100 UI/mL
redujo la fosforilacion de JAK3 y STATS, aunado a una reduccion en la migracion

de pSTAT5 al nucleo, y en consecuencia una marcada disminuciéon de la
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proliferacion en lineas celulares VPH* (Valle et al., 2014; Lagunas et al., en
revision). Debido a que no se han realizado estos estudios en lineas celulares de
cancer de cérvix VPH16", decidimos realizar este estudio en la linea celular SiHa.
Al evaluar la proliferacion de la linea celular SiHa en presencia 10y 100 Ul/mL de
IL-2, se observd que el tratamiento con 10 Ul/mL de IL-2 favorece la proliferacion
celular en un 30% en comparacion con el control, mientras que con altas dosis la
proliferacion disminuye un 20% (Figura 7). Este comportamiento es similar a las
c¢lulas que son positivas para VPH18", lo que sugiere que las lineas celulares VPH™,
sin importar el tipo de virus, responden de manera similar al tratamiento con IL-2

respecto a su proliferacion.

Aun se desconoce la activacion rio abajo de la cascada de senalizacion de IL-
2 en células de cancer de cérvix VPH 167, por lo que decidimos analizar parte de
esta via. Los resultados muestran que STAT5 esta fosforilado de manera constitutiva.
Al analizar la fosforilacion de STAT5 citoplasmatico en células SiHa tratadas con 10
y 100 UI/mL, se observo un aumento significativo de pSTAT5 con ambas dosis. El
mayor aumento de esta fosfoproteina en respuesta al tratamiento con 10 Ul/mL fue
a los 5 minutos (73.2%), y con 100 Ul/mL a los 15 minutos (56.55%). A los 30
minutos la fosforilacion regreso a los niveles basales con ambos tratamientos (Figura
8). Este comportamiento difiere respecto a las c¢lulas VPH18*, debido a que se ha
mostrado en estudios previos que éstas aumentan la cantidad de pSTATS5 al cabo de
30 minutos y unicamente con 10 Ul/mL de IL-2, mientras que con 100 Ul/mL
disminuye la fosforilacion basal. Esto sugiere que hay una respuesta diferencial en
la via JAK/STAT inducida por IL-2 dependiendo del tipo de VPH con el que el epitelio
se encuentra infectado. Asi mismo, los resultados obtenidos sobre la migracion de
pSTATS al nucleo en células SiHa muestran un comportamiento distinto a las cé¢lulas
VPH18", pues se observd que el tratamiento con 10 Ul/mL de IL-2 no modifica la
translocacion de pSTATS5 en los tiempos evaluados. Por el contrario, el tratamiento
con 100 Ul/ml, durante 30 minutos, induce un aumento en la migracién al nucleo
de pSTATS (43.98%) (Figura 9).

Estos resultados sugieren que las células VPH16* tratadas con 10 Ul/mL de
IL-2 aumentan la presencia citoplasmatica de pSTAT5; sin embargo, dicho factor de

transcripcion no migra al nucleo, probablemente porque participa en el citoplasma
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activando vias proliferativas. Esto concuerda con resultados en cé¢lulas de carcinoma
colorrectal, en las cuales se encontrd que pSTATS en citoplasma se encontraba
asociado con ERK1/ERK2 y SAPK/JNK (Xiong et al, 2009). Asi mismo, en leucemia
mieloide, pSTATS se encontrd asociado con PI3K (Harir et al, 2009). Por tanto, se
puede especular que en las células de cancer de cérvix VPH16* tratadas con 10
Ul/mL de IL-2, la proteina STATS5 se fosforila, pero no migra al nucleo debido a que
podria interaccionar con vias tales como MAPK (via de las cinasas activadas por
mitdgenos), c-Jun y/o PI3K, para inducir la proliferacion sin ejercer funcion

directamente en el nucleo.

Por otro lado, la estimulacion con 100 Ul/mL de IL-2 también promueve la
activacion de STATS, sin embargo, este factor de transcripcion migra al nucleo
donde, probablemente, actua directamente sobre la expresion de genes como Bcl-
X1, c-Myc y HIF2a, confiriéndole a la célula proteccidon contra la apoptosis lo que
induce un arresto en la fase G1 del ciclo celular. Se ha demostrado que 100 UI/mL
de IL-2 disminuyen notablemente la proliferacion de lineas celulares VPH*, pero no
afecta su resistencia anti-apoptdtica contra tratamientos como cisplatino (Lagunas

Cruz et al., en revision).
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CONCLUSIONES

La linea de cancer de cérvix SiHa VPH16" modifica su proliferacion cuando es
estimulada con IL-2, aumenta con 10 UI/mL; por el contrario, disminuye con 100
Ul/mlL.

Bajas dosis de IL-2 promueven la fosforilacion de STAT5 y su permanencia en
citoplasma para la activacion de vias de senalizacion que promueven la
proliferacion celular.

Altas dosis de IL-2 promueven la fosforilacion de STATS y su translocacion al nucleo

para regular la expresion de genes.

PERSPECTIVAS

Determinar el efecto que 10 y 100 Ul/mlL de IL-2 tienen sobre la proliferacion
celular, fosforilacion y translocacion al nucleo de STATS en células SiHa silenciadas
para STATS.

Determinar si con 10 Ul/mL de IL-2, pSTATS5 interactua con la via de senalizacidon
MAPK o la via PI3K en citoplasma mediante co-inmunoprecipitacion en células
VPH* y VPH".

Determinar el efecto de 100 Ul/mL de IL-2 sobre fosfoSTAT5 para regular la
expresion génica de Bcl-Xi, c-Myc y HIFZa en células VPH*y VPH-.
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ANEXO 1: REACTIVOS

Cristal Violeta 0.1%

En un tubo de 50mL limpio agregar 2.15mlL de cristal violeta 2.3% (Sigma-Aldrich, EUA),
posteriormente aforar a 50mL con agua destilada, agitar suavemente para homogeneizar la

mezcla para su uso. Almacenar a temperatura ambiente.

Acido Acético 10%

En un tubo de 50mlL limpio agregar Sml de acido acético glacial (J.T. Baker, México),
posteriormente aforar a 50mL con agua destilada, agitar suavemente para homogeneizar la

mezcla para su uso. Almacenar bien cerrado a temperatura ambiente

Glutaraldehido 1.1%

En un tubo de 50mL limpio agregar 2.2mlL de Glutaraldehido al 25% (Sigma-Aldrich EUA),
posteriormente aforar a 50ml con agua destilada, agitar suavemente para homogeneizar la

mezcla para su uso. Almacenar a 4°C protegido de la luz.

Verseno 1X

EDTA 0.2¢
Tris 3.04¢
NaCl 8g
KCI 0.4g

Agregar 500mL de agua destilada a un recipiente limpio. Pesados ya los reactivos,
agregar uno a uno al recipiente con agua destilada y disolver con la ayuda de un agitador
magnético y una placa magnética a temperatura ambiente. Cuando el ultimo reactivo se
encuentre homogeneizado en la disolucion, llevar el volumen a 900 mL con agua destilada,

agitar brevemente y ajustar el pH a 7.7 con HCl y/o NaOH y un potenciémetro. Ya ajustado
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el pH, aforar a 1000 mL. Repartir en varios recipientes de cristal y esterilizar mediante el uso

de autoclave para su posterior uso y almacenamiento.

PBS 1X
NacCl 8g
KClI 0.2g

NaZHPO3 | 2.88¢
KHZPO3 |0.4g

Agregar 500mL de agua destilada a un recipiente limpio. Pesados ya los reactivos,
agregar uno a uno al recipiente con agua destilada y disolver con la ayuda de un agitador
magnético y una placa magnética a temperatura ambiente. Cuando el ultimo reactivo se
encuentre homogeneizado en la disolucion, llevar el volumen a 900 mL con agua destilada,
agitar brevemente y ajustar el pH a 7.3 con HCl y/o NaOH y un potenciémetro. Ya ajustado
el pH, aforar a 1000 mlL, repartir en varios recipientes de cristal y esterilizar mediante el uso

de autoclave para su posterior uso y almacenamiento.

Reactivo Extranuc

MgCl. 0.2 mg
Tris IMpH 7.5 | 10mL
Tritdn X~100 0.25mL

Agregar 10mL de agua destilada en un tubo de 50mL. Adicionar los reactivos, uno
por uno hasta que la mezcla se homogenice. Aforar a 50mL con agua destilada, agitar

suavemente para su uso y almacenar a 4°C aislado de la luz.
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