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Abstract

Cervical cancer (CC) is the second lead of women's death worldwide;
infection with high-risk human papillomavirus (HPV) is the major risk agent for
this cancer. In women with HPV-positive cancer and premalignant lesions,
high serum cytokine levels such as IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, and TNF-a have
been detected. TNF-a is one of the main pro-inflammatory pleiotropic
cytokines of the immune system; besides the well-recognized functions, its
expression mechanisms are not well established. Our objective is to establish
a model to investigate the regulation of TNF-a in epithelial cells (HaCaT cell
line). Through in silico analysis, PCR, ELISA, Western blot, and genetic
engineering, we find that level of TNF-a regulation is not at the level of the
proccesing by TACE but probably it is the level post-translational or the level
post-transcriptional further studies are needed to understand deep the
regulation of this cytokine.



Resumen

El cdncer de cuello uterino (CaCu) es la segunda causa mas importante
de muerte relacionada con el cancer en mujeres de todo el mundo y su
principal factor de riesgo asociado es la infeccidn por genotipos de alto riesgo
de VPH. En mujeres con CaCu y con lesiones premalignas se ha detectado
niveles séricos elevados de citocinas, entre otras: IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6 y
TNF-a. Ademas, entre los genes sobre expresados en este cancer con
VPH16 se encuentra el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). EI TNF-a es
una de las principales citocinas proinflamatorias pleiotropicas del sistema
inmunolégico, y no se conoce con exactitud los mecanismos de regulacion
de su expresion post-transcripcional y post-traduccional. Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo, es establecer un modelo experimental que nos
permita investigar y comprender la regulacion de TNF-a en células epiteliales
de piel (linea celular HaCaT). Mediante analisis in silico, PCR, ELISA,
Western blot e ingenieria genética, encontramos que el nivel de la regulacion
de TNF-a no es a nivel del procesamiento por TACE, pero probablemente
puede ser a nivel post-traduccional o post-transcripcional, sin embargo,
hacen falta mas estudios para entender mejor la regulacién de esta citocina.



Introduccién

El cancer cérvico uterino es la segunda causa de muerte en mujeres a
nivel mundial. No existe un tratamiento eficaz para pacientes con cancer de
cuello uterino avanzado, este se origina en las células que revisten el cuello
uterino. Los factores de riesgo asociados a CaCu incluyen: microbiota,
relaciones sexuales a temprana edad, mdltiples parejas, inmunosupresion,
infecciones de transmision sexual, tabaquismo y la infeccion por genotipos
de alto riesgo del VPH los mas frecuentes son 16 y 18; Este virus representa
una de las infecciones de transmision sexual méas frecuente en la poblacion
mundial con vida sexual activa. En CaCu y en las lesiones premalignas se ha
encontrado expresion sérica de citocinas como: IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6 y TNF-
a; Ademas entre los genes sobre expresados en este cancer con VPH16 se
encuentra el del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Se desconocen con
exactitud los mecanismos de regulaciéon de la expresion post-transcripcional
y post-traduccional del TNF-a, por lo cual nuestro objetivo es establecer un
modelo para investigar la regulacion de TNF-a en células HaCaT vy tratar de

establecer un mecanismo de regulacion.

Cancer

El cancer se caracteriza por el crecimiento no controlado de un conjunto
de células mediante mitosis repetida y an6mala, extendiéndose e invadiendo
mas alla de los limites normales [1, 2]. En la actualidad, se reconoce el
cancer como el resultado de anomalias genéticas en el ambito celular que
implica la mutacion o el silenciamiento de genes [3], y en consecuencia
suprimen o favorecen la continuidad del ciclo celular, por lo que su alteracién
conlleva a una divisiéon celular descontrolada y a la formacion de tumores [1,
4]. Ademas, el proceso estd sujeto a diversas sefiales como factores de
crecimiento, citocinas, estimulos quimiotacticos y modificaciones de la matriz
extracelular [3]. EI mecanismo de carcinogénesis se desarrolla en tres

etapas: iniciacion, promocion y progresion [1].



La iniciacion ocurre cuando la célula es afectada por algin agente
genotdxico y ocasiona una 0 mas mutaciones en los genes supresores de
tumores o los protooncogenes. Los protooncogenes son genes dominantes
codificantes de proteinas involucradas positivamente en la proliferacion
celular y se clasifican en: factores de crecimiento, receptores de factores de
crecimiento, transductores intracelulares, factores de transcripcion nuclear y
proteinas de control del ciclo celular. Un protooncogén es un gene normal
que al mutar puntualmente o por translocaciéon de un alelo, puede ser
activado o sobre expresado para promover el desarrollo tumoral. A diferencia
de los protooncogenes, los genes supresores de tumores son genes
recesivos que codifican proteinas involucradas negativamente en la
proliferacion celular incontrolada asociada a cancer, se requiere mutacion de

los 2 alelos y por tanto la pérdida de su actividad [1].

La célula transformada va acumulando mutaciones que afectan el
control del ciclo celular, defectos en la reparacién y replicacion del DNA,
segregaciéon anormal de cromosomas, termina perdiendo gradualmente su
estabilidad gendmica [3]. Con el paso del tiempo se produce "heterogeneidad
tumoral" que hace alusion a la aparicion de subclonas con diferentes
fenotipos de la célula primera, originando una gran variedad de tipos
celulares [5]. Durante la promocién hay un incremento de mutaciones en una
célula, mediado por la accion de los carcindégenos; cabe sefialar que ni el
agente promotor ni sus metabolitos producen mutaciones. Cuando la célula
se divide sin control en contacto con agentes de dafio, mutagénicos o
carcinégenos pueden producirse un mayor niamero de mutaciones, por lo
que, la célula puede tener cambios en su genoma y ganar autonomia; al no
depender de las sefiales de factores de crecimiento para proliferar, se
desarrolla un tumor. La acumulacion de las células transformadas forma un

tumor primario in situ [1].

En la progresion, algunas de las células del tumor penetran en los

tejidos cercanos, fendmeno conocido como invasion. Estas células
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transformadas alteran el patron de expresion de las proteinas de adhesién, lo
cual favorece la separacion con las células vecinas y su migracion a la
membrana basal. Las células tumorales son capaces de sintetizar enzimas
proteoliticas, que degradan la membrana basal, pasando a circulacién a
través de los vasos sanguineos o via linfatica hasta ser fijadas en una red
capilar, durante este proceso mas del 99% de las células mueren, las que
sobreviven pasan a traves de las células endoteliales, que revisten el interior
de la pared capilar, penetran en la matriz extracelular (ECM) para invadir
hasta alcanzar una nueva ubicacion y establecer un tumor secundario; el

proceso anterior se denomina metastasis [1].

El proceso de metastasis implica cambios en el fenotipo biofisico de
las células y el tejido, como la mecénica de la fuerza adhesiva responsable
de las interacciones matriz célula-célula y célula-extracelular [3]. En
particular, el virus del papiloma humano (VPH) se ha relacionado con
diferentes tipos de cancer en el humano, como el cancer anal, de cérvix, de
pene y bucofaringeo [5, 6]. Estos tejidos tienen propiedades similares: una
zona de transformacion celular y epitelios mucosos. La OMS reporta que el
95% de los casos de cancer cervicouterino presentan infeccion por VPH, en
2009 se estableci6 como agente causal del cancer cervicouterino a la

infeccion recurrente de VPH [6].

Cancer cervical

El cancer de cuello uterino es la segunda causa mas importante de
muerte relacionada con el cancer en mujeres en todo el mundo [7] y la cuarta
mas comun [8]. Anualmente se registran a nivel mundial, casi 50 millones de
pacientes nuevos con cancer de cuello uterino. En la actualidad, no existe un
tratamiento eficaz para pacientes con cancer de cuello uterino avanzado [9].
El cuello uterino conecta el cuerpo del Utero con la vagina (Fig. 1) y esta
compuesto por dos partes (endoceérvix y exocérvix). El endocérvix es la
abertura del cuello uterino que lleva hasta el Gtero, y estd cubierto de

células glandulares; Y el exocérvix es la parte externa del cuello uterino y
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esta cubierto de células escamosas [10]. El cancer se origina en las células
que revisten el cuello uterino, la parte inferior del tero (matriz). El punto en el
que estos dos tipos de células se encuentran en el cuello uterino, se
llama zona de transformacion; la mayoria de los canceres de cuello uterino

(cervicales) se originan en las células de la zona de transformacion [10].

‘/TrompasdeFalopio\ :
Mwﬂ}f ‘ M&_}\
T ‘ Ovario/ Ovario
N | [ derecho Cuerpo/ izquierdo
del
Utero |, }Cuello uterino
Endocérvix S .
———Vagina

Exocérvix

Figura 1. Anatomia del sistema reproductor femenino. Se compone por trompas de Falopio,

ovarios (derecho e izquierdo), cuerpo del Gtero, endocérvix, exocérvix y vagina.

Los factores de riesgo asociados a el cancer cervical incluyen:
microbiota cervical [11], las relaciones sexuales a temprana edad, multiples
parejas sexuales, inmunosupresion, antecedentes de infecciones de
transmision sexual, tabaquismo, y la infeccion crénica por genotipos de alto
riesgo del VPH [7].

Virus del papiloma humano

El VPH es el causante de una de las infecciones de transmision sexual
mas frecuente en la poblacion mundial con vida sexual activa. Alrededor del
mundo, la prevalencia de infeccién por VPH en mujeres oscila de un 2%
hasta 44%, presentandose en mujeres jovenes principalmente. Se han
identificado més de 150 genotipos de VPH que se clasifican por su tropismo

cutdneo o mucoso [12].

En cérvix, la infeccién por VPH puede ser incidental o persistente. La
infeccion incidental se detecta por coilocitos (células con anomalias
nucleares y presencia de vacuola perinuclear) escamosos, tiene un tiempo

de persistencia entre 3 y 6 meses, el 85% de las infecciones se eliminan por
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el sistema inmune del huésped. La infeccion persistente no se elimina, dura
mas de 12 meses y se relaciona con mayor riesgo de desarrollar una lesion

intraepitelial cervical [13].

Genoma de VPH

El genoma del VPH es un DNA de doble cadena circular de
aproximadamente 8,000 pb y tiene 10 marcos abiertos de lectura (ORF), su
estructura consiste en tres regiones: region reguladora, regidon temprana

(Early) y region tardia (Later) [14].

Region reguladora: O region de control, no codifica par a ninguna
proteina, su funcion es regular la transcripcion y replicacion del genoma viral,
corresponde al 10% del genoma (Fig. 2) [14]. Regién temprana (E): Cubre
alrededor del 50% del genoma total del virus y esta constituido por los genes
de expresion temprana. Region tardia (L): Ocupa alrededor del 40% del
genoma y contiene los genes de expresion tardia (L1 y L2) [14]. Como ya se
menciono6 el genoma de VPH codifica 8 proteinas, 6 de la region temprana
(E1, E2, E4, E5, E6 y E7) y 2 de la region tardia (L1 y L2), su funcion se
explica en el cuadro 1.

E2

ES
E4 %

4.000

L2

3.000

E1

L4

LCR

Figura 2. Organizacién gendémica del VPH 16. El genoma se divide en tres regiones de
genes tempranos E (E1, E2, E4, E5, E6 y E7), tardios L (L1 y L2) y reguladores (LCR).
Modificado de: [15].
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Cuadro 1. Proteinas virales de VPH con la descripcién de sus funciones

Proteinas

virales

Funcién

El

Proteina con actividad de ATPasa y DNA helicasa, tiene un tamafio de 68

a 85 kDa, se une al origen de replicacion del DNA viral.

E2

Proteina reguladora de la transcripcion de los genes virales, tiene un
tamafio de 45 kDa, se une a E1, ademas reprime los promotores p97 y
p105.

E4

Se fusiona con regiones de E1 formando una proteina mixta de 10-44
kDa. Interviene en el ciclo celular en G2, alterando el soporte estructural

del citoesqueleto produciendo dafio mitocondrial y apoptosis.

ES

Se localiza principalmente en la membrana citoplasmatica de la célula
huésped, tiene un tamafio de 14 kDa. Inhibe la apoptosis y la migracion

del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) a la superficie celular.

E6

Induce la sintesis de DNA, activa la actividad de la telomerasa, interactlal
e interfiere con la funcién de proteinas celulares. La union de E6 a p53
conduce a la degradacion de p53; en ausencia de p53 los reguladores
negativos del ciclo celular no se expresan y la proliferacion celular sigue

incluso en condiciones inadecuadas, tiene un tamafio de 17 kDa.

E7

Induce la proliferacién celular no programada; interactlia con factores de
transcripcion, enzimas y remodeladores de cromatina; activa los
reguladores positivos del ciclo celular e inhibe reguladores negativos y

supresores de tumores, tiene un tamafio de 10 kDa.

L1

Es la proteina mayor de la cdpside viral, se auto-ensambla en capsémeros
y capside, interactla con L2 y los receptores de la célula, su tamafio es de
57 kDa.

L2

Es la proteina menor de la cépside viral, interactiia con el DNA y su
tamafio es de 43-53 kDa.
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Clasificacion de VPH

Los virus de papiloma componen una familia denominada
Papillomaviridae, la cual contiene 170 integrantes reconocidos como
papilomavirus humanos. Los cuales estan agrupados en 16 géneros, los
cuales son llamados con una letra griega como prefijo y con la terminacién
papillomavirus. Los dos géneros de VPH con mayor relevancia son los
papilomavirus alpha (a) y beta (), gran parte de los virus que infectan el &rea
genital pertenecen al género a, por sus caracteristicas clinicas son

clasificados de alto riesgo oncogénico [16, 17].

Oncopatogénesis e historia natural

Las células basales del epitelio cervical descansan sobre la membrana
basal, que esta sostenida por la dermis (Fig. 3). Se cree que el virus del
papiloma humano infecta a las células basales a través de
microtraumatismos en el epitelio cervical [18, 7]. Después de la infeccion, los
genes del virus del papiloma humano temprano E1, E2, E4, E5, E6y E7 se
expresan y el DNA viral se replica a partir del DNA episomal [18]. EI VPH
depende de la maquinaria de replicacion del DNA celular para completar su
programa de replicacién [7]. En las capas superiores del epitelio (la zona
media y la zona superficial) el genoma viral se replica mas alla, y los genes
tardios L1y L2, se expresan. L1y L2 encapsulan los genomas virales para

formar viriones de progenie en el ndcleo e iniciar nuevas infecciones [18].

La progresion de las lesiones intraepiteliales a cancer se asocia con la
integracion del genoma del virus del papiloma humano de alto riesgo
oncogénico en los cromosomas del huésped, con la pérdida o alteraciéon
asociada de E1 o E2 Los genes E6 y E7 son regulados negativamente por
los genes virales E1 y E2, los cuales pueden fragmentarse ocasionalmente
durante la integracion al genoma del huésped, lo cual produce la pérdida de
control de la transcripcion de las oncoproteinas E6 y E7 [7, 18, 19]. Los 2

principales virus de alto riesgo oncogénico son VPH-16 y VPH-18.
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Clasicamente se han agrupado los genotipos virales de VPH en bajo riesgo
(BR) y alto riesgo (AR), dependiendo de la frecuencia con que se encuentran

en lesiones benignas, LBG, LAG y carcinomas invasores [20].

Las proteinas virales E6 y E7 de estos virus, desempefian un papel
esencial en la transformaciéon maligna de células huésped infectadas. E6
puede revocar funciones de p53, una proteina supresora de tumores que
prohibe la erosion de los telomeros. Estos resultados conducen a un
crecimiento ilimitado, a la inestabilidad genémica y la progresion hacia la
malignidad de las células huésped infectadas con VPH. La proteina E7
puede competir con el factor de transcripcién E2F para unirse a la proteina
retinoblastoma (Rb), otra proteina supresora de tumores, lo que favorece a la
progresion del ciclo celular. La pérdida del complejo Rb-E2F da como
resultado una sobreexpresion de la proteina pl6, un inhibidor del ciclo
celular. Bajo circunstancias normales, la proteina pl6 puede inhibir la
progresion del ciclo celular restringiendo la fosforilacion de Rb durante las
fases G1 y S del ciclo celular. Por otra parte, la pérdida de la funcién de pl16
puede encontrarse en trastornos potencialmente malignos, como la

leucoplasia oral y la eritroplasia [12, 21, 22].

La integracion de las multiples copias del virus al DNA de las células del
huésped favorece la persistencia viral, mecanismo que opera principalmente
en genotipos de alto riesgo. Sin embargo, el DNA del VPH puede estar
dentro de la célula humana de tres formas: integrado al genoma celular; libre
en el ndcleo celular (en forma episdmica), y de forma mixta, es decir,

integrada y episdmica [22, 19].

16



Normal cervix Squamous intraepithelial lesion Invasive cancer

Low grade High grade

Cervical intraepithelial neoplasia
Grade 1 . Grade 2 Grade 3 !

Infectious viral particles _’_,./.\"\/_\
©o :0'. ':\.. - - c‘ft"
o © ° . ‘\@ @‘o

Squamous epithelium —\
Superficial zone I: )

Midzone | |

Basal layer I:
Basement membrane =—

Dermis - — =

Integration

@ Nuclei with episomal D Overexpression of .
oL LR E E2|E

viral DNA E6andE7

@ Nuclei with integrated D Expression of early —TT —TT TN ]
viral DNA and late genes T T T
@ Normal nuclei Host E6  E1 iHost
DNA {DNA

Figura 3. Oncopatogenesis del VPH. El virus entra a las células de la membrana basal por
una lesién del tejido. Se replica de forma episomal e infecta a las células de la zona media,
la zona superficial y el epitelio escamoso estas son neoplasias intraepiteliales cervicales
(NIC) 1y 2. Cuando las células integran el genoma viral a su genoma es la NIC 3, se sobre
expresan las proteinas oncogénicas E6 y E7. Una vez que todas las células sobre expresan
las oncoproteinas y pierden el respeto por la membrana basal se desarrolla un céancer

invasivo.
Clasificacion clinica

La neoplasia intraepitelial cervical (NIC) es una lesién precursora de
cancer del cuello uterino, se caracteriza por alteraciones de la maduracién y
anomalias nucleares y se han subdividido en tres grados segun su
transformacién neoplasica y gravedad: NICI, 1l y Il [20, 23], son mas
frecuentes en mujeres jovenes, con una mayor incidencia entre los 25 y 40
afos [19]. Si la displasia esta confinada al tercio inferior del epitelio estamos
en presencia de una NIC | también conocida como lesion intraepitelial de
bajo grado (LSIL); si implica los dos tercios inferiores se denomina NIC Il y si

las anomalias nucleares afectan a mas de dos tercios de todo el espesor del
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epitelio estan en presencia de una NIC Ill. Estas dos ultimas denominaciones
en conjunto se conocen también como: lesiones intraepiteliales de alto grado
(HSIL) [23].

Inflamacion y cancer

La inflamacién consiste en la activacion y la migracion dirigida de
leucocitos desde el sistema circulatorio a los sitios de dafio, en respuesta a
una lesion causada por una herida, dafio quimico o lesidén. Se inicia y
mantiene una red multifactorial de sefiales quimicas en respuesta a una
lesion tisular para reparar el tejido afectado [24]. El microambiente tumoral es
un sistema complejo que consta de varios tipos de células, como células de
musculo liso, células supresoras derivadas de mieloides y leucocitos [25], las
interacciones complejas entre los tipos de células en este microambiente
regulan el crecimiento, la progresion, la metastasis y la angiogénesis del
tumor [26], produciendo diversas citocinas, quimiocinas, mediadores
citotoxicos que incluyen especies reactivas de oxigeno, serina y cisteina
proteasas y mediadores solubles de la muerte celular, como TNF-q,
interleucinas e interferones (IFN) [24, 27, 26]. Estas proteinas estan
involucradas en la remodelacion de la matriz extracelular, la transicion
epitelial-mesenquimatosa, la angiogénesis, la invasion tumoral, la creacién
de nichos premetastésicos, la extravasacion, el restablecimiento de células
tumorales en 6rganos secundarios y la remodelacion del microambiente

tumoral metastésico [28, 29].

Durante el cancer de estébmago, colon, piel, higado, mama, pulmén y
cabeza / cuello se han reportado citocinas inflamatorias como IL-1B, IL-2, IL-
6, IL-8 e IL-12 y TNF-a [30, 29, 31]. En el cancer de prostata se ha reportado
la elevaciébn de citocinas y quimiocinas las cuales ejercen funciones
moduladoras en la metastasis como: TGFfB, VEGF, IL-1, IL-6 e IL-7 [28, 32].
El crecimiento y la progresion del cancer de mama y ovario se ha asociado
con niveles elevados de citocinas: IL-1, IL-6, IL-8, CXCL1, CCL2, CXCL5 y

TNF-a [33]. Se ha estudiado la expresion de citocinas en las células del
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cancer cérvico uterino y con lesiones premalignas, obteniendo expresion de
interferén y (IFN-y), IL-2, IL-4, IL-6 y TNF-a [34, 35].

El TNF-a es producido por muchas células tumorales incluidas las del
linfoma de células B, el linfoma cutdneo de células T, la leucemia
megacarioblastica, leucemia de células T adultas, AML, CLL, ALL, carcinoma
de mama, carcinoma de colon, carcinoma de pulmon, carcinoma de células
escamosas, cancer de pancreas, carcinoma de ovario, epitelio cervical,
glioblastoma y neuroblastoma; en gran parte de estas células el TNF-a actua
como factor de crecimiento autocrino, sin embargo, en algunos tipos de
células la citocina induce expresion de otros factores de crecimiento, que

favorecen la proliferacion de tumores [36].

Se identificaron varios genes sobre expresados en cancer cérvico
uterino positivos para VPH genotipo 16 (VPH16), entre ellos el gen de TNF-a
[34]. En las NIC se encontré la expresion de TNF-a incrementada con
respecto al grupo control; Y en las NIC 1, 2 y 3 fue constante la expresion de
TNF-a [35]. La expresion alterada de miRNA se correlaciona con la
proliferacion, apoptosis y migracion de las células de céncer de cuello
uterino, y se ha identificado que ciertos miRNA, incluidos miR-27b, miR-24 y
miR-21, se sobre expresan en el cancer de cuello uterino. En células de
cancer de cuello uterino HeLa (VPH18) se ha encontrado una asociacion
entre el miR-21 y el TNF-a, donde miR-21 regula la proliferacién de células

mediante la regulacién a la baja del TNF-a [37].

Se ha reportado la expresién de citocinas en lineas celulares de
cancer cervical por lo cual es probable que no solo las células inmunes
secreten citocinas, sino también otras células del microambiente tumoral
[38]. Se ha reportado niveles plasmaticos elevados de IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-15, TNF-a, MIP-1a, GM-CSF e IL-1a en mujeres con cancer cervical VPH
positivo, donde concluyeron que la infeccion por VPH persistente se asocia
con niveles altos de esas citocinas [39, 38]. El mecanismo de produccion de

TNF-a por las células tumorales no se comprende completamente [36]. El
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TNF-a producido por células tumorales o células inflamatorias en el
microambiente tumoral puede promover la supervivencia de las células
tumorales mediante la induccion de genes que codifican moléculas

antiapoptoticas dependientes de NF-kB [36].

El Factor de necrosis tumoral

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) se identificé en 1975 [40]
como un factor capaz de inducir la necrosis de tumores murinos in vitro e in
vivo previamente inoculados con lipopolisacaridos (LPS). Posteriormente,
una proteina sérica denominada caquexina aislada de conejos infectados
crénicamente con Trypanosoma brucei fue encontrada en el afio 1984 [41],
resultando ser el TNF-a por lo cual también se le conoce como caquexina
[42, 43, 44].

Funcion, expresion y estructura del TNF-a

El Factor de necrosis tumoral a (TNF-a) es una citocina proinflamatoria
pleiotrépica esencial para la regulacion del desarrollo embrionario, el ciclo del
suenio, el foliculo de los ganglios linfaticos y la formacion del centro germinal;
No solo promueve la produccién de citocinas inflamatorias, sino que también
mejora la adhesion y la permeabilidad de las células endoteliales ademas
promueve el reclutamiento de células inmunes como neutréfilos, monocitos y
linfocitos a los sitios de inflamacién. El TNF-a causa apoptosis y necrosis
celular a partir de la induccién de programas de expresion génica. Los
niveles altos de esta citosina causan caquexia y choque séptico [45, 46, 47,
48]. EI TNF-a es producido por muchos tipos de células, incluidos
macrofagos activados, monocitos, linfocitos T y B, queratinocitos, células
endoteliales, células epiteliales, osteoclastos, neutréfilos y fibroblastos [49,
50, 51].

El TNF-a es una proteina transmembranal de tipo Il. EIl mTNF-a tiene
un peso molecular aproximado de 26 kDa. EIl mTNF-a se puede procesar en

TNF-a soluble de 17 kDa (sTNF-a) mediante la accion de la metaloproteinasa
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de matriz conocida como enzima convertidora de TNF-a (TACE: ADAM17)
en la regidbn que separa el dominio de homologia caracteristica de TNF
(THD) del dominio transmembranal y el dominio intracelular (Fig. 4). El
MTNF-a tiene la capacidad de procesar sefiales externas como receptor y
STNF-a circula por todo el cuerpo confiriendo a TNF-a su funciéon endocrina,
lejos del sitio de su sintesis. Tanto sTNF-a como mTNF-a son activos como

homotrimeros unidos no covalentemente a través de la fraccion THD [45, 47].

La mayoria de las funciones efectoras de TNF se han atribuido a
sTNF-a, pero muchas también estan mediadas por mtTNF-a, especialmente
cuando esta involucrada la interaccion de contacto de célula a célula. Se ha
observado que mtTNF-a y sTNF-a poseen bioactividad cuando se
estructuran como homotrimeros [49]. Las actividades biolégicas mediadas
por STNF-qa, incluyen la proliferacion celular, la apoptosis, la produccion de
citocinas en las respuestas inmunes e inflamatorias, activacion y migracion
de linfocitos y leucocitos, fiebre y diferenciacion. Por su parte el mtTNF-a
actla como ligando que activa la sefalizacibn y como un receptor para
transmitir sefiales inversas a las células portadoras de mMtTNF-a, esta
sefalizacion induce la expresion de E-selectina en células T CD4 humanas
activadas [49, 52].
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Figura 4. Procesamiento de la proteina de TNF-a. El pro-TNF-a que llega a la membrana se
trimeriza para formar el tmTNF-a. Esta proteina puede ser escindida por la enzima TACE y
liberar el sTNF-a. tmTNF-a y sTNF-a interacionan con los receptores 1 y 2 de TNFR1 y
TNFR2.

Las funciones de TNF-a dependen de su unién a dos receptores de
membrana distintos en las células blanco: TNFR1 (también conocido como
p55 y TNFRSF1A) y TNFR2 (también conocido como p75 y TNFRSF1B).
TNFR1 se expresa ubicuamente en el sistema linfoide y casi todas las
células del cuerpo, lo que probablemente explica las funciones de amplio
alcance de TNF-a. EI TNFR2 se expresa de una manera mas limitada en
ciertas poblaciones de linfocitos, incluidas las células T reguladoras [45],
células endoteliales, microglia, subtipos de neuronas, oligodendrocitos,
miocitos cardiacos, timocitos, islotes de Langerhans y células madre

mesenquimales humanas [53].

Las células capaces de producir TNF-a son principalmente capaces de
estimularse a si mismas y no entrar en la via apoptética [54]. En el caso de
un estimulo prolongado sobre las células, mediado por tmTNF-a, son méas
sensibles a la induccién de apoptosis [52, 55]. El TNF-a es necesario para la
defensa del huésped contra los patdgenos [47, 56, 57], la vigilancia inmune

contra los tumores malignos, asi como la proliferacion y supervivencia
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celular. Esta citocina es ampliamente considerada como un importante
mediador inflamatorio de varias enfermedades, como las enfermedades
autoinmunes, enfermedad de Crohn [58], artritis reumatoide [59], osteoartritis
[56], cancer [51], enfermedades cardiovasculares [60], enfermedades

neurodegenerativas [61] y fibrosis [62].

Gen de TNF-a

El gen del TNF-a se localiza en el brazo corto del cromosoma 6, en la
regiéon 21 banda 3 (6p21.3) (Fig. 5), se localiza dentro del MHC, que es el
sistema mas polimorfico descrito en mamiferos. El locus del TNF-a esta
formado por 2.76 kilobases (kb) el cual estd conformado por su promotor,
cuatro exones, tres intrones y sus regiones no traducidas 5" y 3" (5"-UTR y
3-UTR). La regién 5" UTR esta formada por aproximadamente 180 pb (pares
de bases) y la 3" UTR, por 793 pb. De esta manera, la unién de los UTR
(tanto de 5" como de 37), mas los cuatro exones, origina un transcrito maduro
de 1,772 nucleétidos [42, 63].

Cromosoma 6

p21.3
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Figura 5. Gen de TNF-a. El gen de TNF-a se ubica en el cromosoma 6, tiene 2.76 kb el cual
esta conformado por un promotor, cuatro exones, tres intrones y sus regiones no traducidas
5 y3 (5-UTRYy 3-UTR).

Sus cuatro exones codifican el RNA para una proteina precursora de
230 aminoacidos (aa), el ultimo exdn codifica para el 80% de la proteina

secretada [64]. La molécula se sintetiza en ribosomas unidos al reticulo
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endoplasmico, tiene un péptido sefial que mantiene a la proteina unida a la
membrana obteniendo el pro-TNF-a, que posee una orientacion de proteina
tipo Il, es decir el extremo amino-terminal es intracelular, el segmento
transmembranal esta cerca del extremo amino-terminal y el gran segmento
carboxilo-terminal es extracelular. La proteina es escindida en el extremo
amino-terminal por la enzima TACE liberando el TNF-a soluble (sTNF-a) de
17 kDa con 157 aa. [49, 50, 63, 65].

Variacion en la secuencia del DNA en la region reguladora podria
interferir con la transcripcion del gen, influyendo en el nivel circulante de
TNF-a y por lo tanto aumenta la susceptibilidad a enfermedades infecciosas,
cancer, enfermedades autoinmunes, neurodegenerativas y otras [66]. Se han
identificado varios polimorfismos de TNF-a dentro del promotor, en las
posiciones, relativas al sitio de inicio de la transcripcién, =1031 (timina (T) /
citocina(C)), -863 (C / adenina (A)), -857 (C / A), - 851 (C / T), -419
(guanina (G)/ C), =376 (G / A), -308 (G / A), -238 (G/A), -162 (G/ A) y 49
(G / A) [67]. Una sustitucion de G a A en la region promotora (-308) del gen
(TNF-a-308G> A) regula al alza la expresion de TNF-a y se asocia con
muchas enfermedades [68], como el sindrome metabdlico, resistencia a la
insulina, apnea del suefio, infertilidad masculina [69], abortos [70] cardiopatia
[71], tuberculosis, cancer de mama [72], cancer colorrectal [73], cancer
cervical [74] y enfermedad de Alzheimer [75].

Las proteinas inducidas por TNF-a (TNFAIP) incluyen principalmente
TNFAIP1, TNFAIP2, TNFAIP3, TNFAIP4, TNFAIP5, TNFAIP6, TNFAIP8 [76]
y TNFAIP9.Todos los miembros de la familia pueden ser inducidos por TNF,
pero tienen menos del 15% de similitud de secuencia de aminoacidos entre
si, lo que indica que pueden tener diferentes caracteristicas biol6gicas [64].
La expresion de TNFAIPs puede regular la diferenciacion celular, apoptosis,
respuesta inmune, respuesta inflamatoria y transduccidon de
sefales. También juegan un papel importante en enfermedades,

especialmente tumores malignos [64, 76]. La expresion de TNFAIP8 esta
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asociada con el desarrollo de mdltiples tipos de cancer que incluyen cancer
de prostata, higado, pulmén, mama, colon, eséfago, ovario, cuello uterino,
pancreas y otros. En cancer TNFAIP8 promueve la proliferacion celular,
invasion, metastasis, resistencia a farmacos, autofagia y tumorigénesis

mediante la inhibicion de la apoptosis celular [77, 78].

Regulacion transcripcional

La transcripcion de TNF-a se activa en respuesta a diversos estimulos
especificos como: la sefializacion de calcio, patbgenos, mitbgenos, estrés
quimico y radiacion [79]. Dentro de los inductores de la transcripcion del gen
también se incluyen ligandos para varias clases de receptores, incluyendo
receptores de antigenos, tales como el receptor de células T; receptores de
reconocimiento de patrones moleculares, los tipo Toll y receptores para
citocinas; incluidos los 2 receptores afines para el propio TNF-a. La induccion
de la transcripcion del gen de TNF-a después de la exposicion a estimulos es
temprana inmediata, independiente de la sintesis de proteinas de novo
[80]. La expresion de TNF-a esta altamente regulada a nivel transcripcional
por una red de factores de transcripcion, epigenética y modificaciones de la

cromatina [81].

Factores en cis y factores de trascripcion

La transcripcién de TNF-a se regula de manera especifica de tejido y de
estimulo. Si bien muchas células pueden producir TNF-a, los productores
dominantes son las células mieloides y las células T. La transcripcion de
TNF-a estd regulada por enhanceosomas, conjuntos de factores de
transcripcion y coactivadores que se asocian en una estructura de orden
superior actuando en sinergia para impulsar la transcripcion; la zona UTR 5'
del gen TNF-a contiene una region promotora proximal de aproximadamente
200 nucledtidos (nt) rio arriba del sitio de la adicion de cap del mRNA, el cual
estd compuesto por una caja TATA y multiples elementos que actian
en cis, que contiene motivos de union para factores de transcripcién. Se han

identificado 5 sitios de uni6on del factor nuclear de células T activadas
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(NFAT), 4 sitios de unién de Ets / EIk y 2 sitios de union de Spl. Tres de los
sitios NFAT se superponen con los sitios Ets / Elk, mientras que un sitio
NFAT se superpone con el sitio Spl rio abajo. También hay 1 sitio de unidn
de Egr, adyacente al sitio Spl rio arriba, y un elemento de respuesta AMP
ciclico (CRE) [44, 80, 82, 81].

En la zona UTR 5’ de TNF-a se encuentran motivos de union a NF-kB:
K1, K2, k3, KB1, kB2 y (; estos sitios excepto el k3, se encuentran en un
promotor distal [80]. Las proteinas del factor nuclear kB (NF-kB) son una
familia importante de factores de transcripcion de TNF-a. Esta familia incluye
p50, p65 (RelA), c-Rel, p52 y RelB, que se unen al DNA como homo- o
heterodimeros. Los co-reguladores son reguladores de la transcripcion que,
carecen de propiedades de union al DNA. Modulan la transcripcion de genes
de varias formas, por ejemplo, mediante actividades de modificacion de

histonas y promoviendo el ensamblaje de un complejo transactivador [81].
Regulacion epigenética

Los genes transcripcionalmente activos estan marcados por una serie
de modificaciones de histonas y DNA. La transcripcion de TNF-a esta
asociada con multiples histonas acetiltransferasas, incluyendo ATF-2,
CBP/p300, p/CAF y GCN5 y SWI/SNF, un componente del complejo
remodelador de cromatina que interactia con las histonas acetiladas. La
induccion de la transcripcion del TNF-a mediada por LPS y glucosa en
concentraciones altas; que se observa en monocitos humanos primarios, se
ha asociado a un aumento de la acetilacion de las histonas H3 y H4, y la
mono-, di- y tri-metilacién de lisina 4 de histona H3 (H3K4) en la region
promotora del TNF-a [44, 80].

Remodelacion de la cromatina

La posicion que ocupa la cromatina dentro del nucleo es también
importante para la regulacién; la cromatina que se localiza en el nucleolo o la
periferia nuclear es menos mévil que la que ocupa el interior del nucleo. Los
telomeros estan anclados en la periferia del ndcleo, donde hay
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heterocromatina anclada a la membrana nuclear y eucromatina adyacente al
poro nuclear. Las regiones del genoma que no se transcriben estan
empacadas en heterocromatina, que esta muy condensada, por lo cual no es
accesible a las proteinas que participan en la transcripcion. Los genes que se
transcriben estdn en la eucromatina, que es mas accesible [83]. La
eucromatina produce sitios hipersensibles a la DNAsa (HSS), el primer HSS
identificado en el locus TNF-a fue el promotor proximal, esto refuerza la
pertenencia a la categoria de genes de respuesta temprana, estos genes

tienen una transcripcion rapida, después de la estimulacion [44, 80].

Regulacion post-transcripcional

Los mecanismos reguladores que operan después de la transcripcion
también tienen un papel clave en el equilibrio de la produccién del transcrito
de TNF-a. La regulacién post-transcripcional incluye la maduracion del
MRNA, estabilidad del mRNA, el transporte de mRNA del nucleo al
citoplasma y la traduccion, sin embargo, se conoce poco acerca de la

regulacion postranscripcional de TNF-a [81].

Maduracién del mRNA.

El mRNA recién sintetizado, es precursor o pre-RNA, el cual debe
pasar por un proceso de maduracion que consiste en la adiciéon del CAP en
el UTR 57, adicion de adeninas en el UTR 3’, la remocién de los intrones
(splicing) y en algunos casos un splicing alternativo produciendo diversidad
de mRNA [84]. Se conoce poco de la regulacién post-trancripcional del TNF-

a.

En el 3' UTR del TNF-a humano, se ubica la secuencia reguladora, 2-
APRE, es unelemento que actia encisy modula el splicing de los
transcritos precursores mediante la activacion de una cinasa Ser / Thr elF2a
dependiente de dsRNA (PKR). La secuencia 2-APRE forma una estructura
estable de tallo-bucle de 17 pb, que activa PKR e induce a la fosforilacion del
factor de iniciacion 2 alfa (elF2a) bloquea el intercambio de GDP / GTP e
impide el reciclaje de elF2 entre las rondas de inicio de la traduccién, por lo

27



tanto, la activacion de PKR reprime la traduccién del mRNA, pero conduce a
un splicing eficiente del pre-RNA de TNF-a, por lo que PKR actia en el
control negativo de la traduccion y control positivo del empalme. PKR se
expresa de forma constitutiva en la mayoria de las células, pero es inducida

por virus, dsRNA e interferones [85, 86].
Estabilidad del mRNA.

Regulacion por proteinas con union al RNA.

En la regiéon 3'UTR del mRNA de TNF-a también se encuentra un
elemento rico en adenosina y uridina (AU) o ARE; esta implicado en el
control de su transporte, traduccion y estabilidad del mRNA [87, 88], este
ARE es conservado y contiene siete u ocho copias de la secuencia AUUUA
[89, 88]. La Triestraprolina (TTP) es una proteina con estructura dedo de
zinc, que se une al ARE produciendo desestabilizacion del mRNA,
disminucién de la produccion de la proteina y la degradacion del mRNA por
la remocion de la cola poliadenilada (deadenilacion) [90, 91, 92, 93, 94, 81].
P38 es una cinasa que fosforila a TTP y promueve la separacion de TTP y
ARE, por tanto, promueve mayor estabilizacion del mRNA [95, 96, 88].
Alternativamente, la proteina HuR estabiliza el mRNA de TNF-q, al unirse al
ARE en respuesta al LPS. La alimentacion cronica con etanol aumenta la
unibn de HuR al ARE [91, 97, 98, 99]. Los ratones knock-out de
Tristetraprolina, desarrollan un fenotipo inflamatorio complejo y presentan
artritis inflamatoria, dermatitis, conjuntivitis e hiperplasia mieloide causada
por un exceso cronico efectivo de TNF-a [81]. Las proteinas TIAR y TIA-1 se
unen al ARE y secuestran el mRNA evitando su traduccion, principalmente
en momentos de estrés [100], se han identificado otras proteinas que se
unen al ARE como AUF1 / hnRNP [98] sin embargo, no es claro el papel que
juegan en la regulaciéon del mRNA de TNF-a [101, 67, 102]. Los ratones
mutantes que expresan un gen de TNF-a con delecion de la region ARE de
TNF-a mostraron niveles mas altos de TNF-a circulante [81], ademas cuando

se elimin6 el ARE no se encontré union de proteinas en la regién 3'UTR, lo
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que sugiere que estas proteinas de union al ARE estan regulando el nivel de
expresion de TNF-a [87, 98].

El elemento de desintegracion constitutiva (CDE), se encuentra en la
UTR 3' de TNF-a, es un segmento de 80 nt rio abajo de ARE, con una
secuencia conservada de 15 nt que se requiere para la actividad de
desestabilizadora del mMRNA. No responde a las sefiales que estabilizan los
MRNA que contienen ARE [103].

Regulacion por microRNASs.

Los microRNA (miRNA) constituyen una gran familia de RNA no
codificantes pequefios, de aproximadamente 21 nucleétidos de longitud. Los
mMIiRNA regulan diversos procesos celulares y moleculares, incluida la
proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis, y regulan mas del 60%
de todos los genes que codifican proteinas dentro del genoma humano [98].
Los miRNA median la represion de la traduccién o la degradacién del mRNA
mediante su apareamiento con los MRNASs; miR-155 [98] y miR-369-3p [81]
estabilizan y mejoran la vida media del mRNA de TNF-a, mientras que miR-
125b [81] y miR-16 desestabilizan los mRNAs de TNF-ae IL-8, de una
manera dependiente de ARE [104, 105, 106, 107, 108, 109].

Regulacion traduccional.

La regulacion de la expresion génica a nivel de traduccion de mRNA
es un mecanismo fundamental para moderar los eventos celulares. La union
de proteinas a elementos reguladores en la region UTR 3' del mRNA puede
facilitar la represion de la traduccion del mRNA (Fig. 6). EI complejo de
represion consta de proteinas que median una interaccion entre las proteinas
de union a UTR 3'y proteinas de unién al cap 5' de mRNA, como el factor de
inicio de la traduccién elF4E [110].

El nivel de poliadenilacion en el extremo 3' del mensajero tiene un
gran impacto en el estado de traduccion de un mMRNA; las longitudes

variables de las regiones no traducidas 3 'creadas por la poliadenilacion
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alternativa, son un objetivo reconocible para la regulacion diferencial y afecta
la traducciéon del mRNA [84]. Los elementos de mRNA que median la
poliadenilacion se pueden encontrar junto con los ARE. La disposicion
relativa de estos elementos puede tener un impacto en el perfil de
poliadenilacion del mRNA [110]. Un mecanismo conservado implica la
fosforilacidon del factor de iniciacion elF2a, que inhibe la formacion de
complejos ternarios e impide la traduccion dependiente de cap de la mayoria
de los mMRNA en la célula, la traduccion de mRNAs que contienen sitios de
entrada de ribosomas internos (IRES). Numerosas proteina cinasas fosforilan
especificamente al elF2a en diferentes etapas celulares o niveles de estrés
[110]. La proteina GAPDH se une al UTR 3’ del TNF-a, ocasionando la
represion de la traduccién, regula la expresion de TNF-a en funcion del
estado metabdlico celular, su unién aumenta cuando la célula esta en un
nivel bajo de glucosa y se puede revertir al anular la expresion de GAPDH o
aumentando el proceso de glucolisis [111], pero se requiere mas
investigacion para definir con certeza cuantos de estos mecanismos
participan en la regulacion de la traduccion mRNA del TNF-a humano.
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Figura 6. Regulacién de la traduccién del mRNA. Se puede regular evitando que el ribosoma

encuentre el sitio de inicio de la traduccion o desaminando el mensajero.

El TNF-a humano maduro se secreta después de la escision de un

péptido de 76 residuos de la prohormona. La proteina madura contiene un
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solo puente disulfuro intramolecular [112]. Las diversas formas cristalinas en
las que la molécula ha sido obtenida tiene simetria triple, lo que sugiere que
la citocina forma trimeros también en estado solido. La subunidad
monomeérica del TNF-a es un sandwich de hoja b de “jelly-roll” (Fig. 7)

construido casi en su totalidad con hebras antiparalelas [112].

Interface Exterior

P

Figura 7. Topologia Jelly-roll de TNF-a. Tiene dos hojas de cuatro hebras beta plegadas
antiparalelas.

El nucleo del jelly-roll consta de dos hojas de cuatro hebras beta
plegadas. La hoja "interna" (hebras a, h, c y f) estd involucrada en los
contactos del trimero mientras que las hojas opuestas (b, g, d y e) forman la
superficie exterior del trimero. Las hebras amino y carboxilo terminales de la
molécula se empaquetan juntas, formando las dos primeras hebras de la
hoja interior. Los residuos 8-12 estan extendidos e involucrados en
interacciones de trimeros [112]. TNF-a tiene un segmento polipeptidico para
flanquear y estabilizar el extremo amino. Por tanto, tanto la hoja interior como
la exterior comprenden cinco hebras b cada una. La hoja interior que mira al
eje del trimero es esencialmente plana mientras que la hoja exterior estd muy
curvada. Progresando desde el borde amino al carboxilo terminal en las
hojas interior y exterior del sdndwich, las hebras b son progresivamente mas
largas, lo que le da a la molécula una apariencia escalonada. EI TNF-a tiene

una longitud de aproximadamente 55A a lo largo de la direccion de la hebra,
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25A a lo largo de la hoja y 20 A de una hoja a otra [112]. Las tres
subunidades del trimero de TNF-a son practicamente idénticas en la

estructura secundaria y terciaria (Fig. 8) [112].

Figura 8. Estructura tridimensional de TNF-a. A. Vista de frente de la proteina, B. Vista de

arriba de la proteina.
Estructura y sefializacion de TNFR

Cada receptor tiene un dominio extracelular caracteristico, un
segmento transmembrana y un dominio intracelular. Los dominios
extracelulares de ambos receptores tienen un motivo rico en cisteina que se
repite de dos a seis veces, estos receptores son activos como homodimeros
[45, 46, 47, 53, 65]. Ambos receptores pueden activar la via canonica NF-kB
y la via de las MAP cinasas, lo que conduce a la generacion de una
respuesta antiapoptética y proinflamatoria 0 a una via apoptética o
necroptotica, segun el entorno y el estado celular. TNFR2 puede activar la
via no canonica NF-kB [42, 65]. Tanto el TNFR1 como el TNFR2 pueden unir
STNF-a monomérico o sTNF-a trimérico, aunque el TNF monomerico no
induce sefializacién, y débil para TNFR2 [53, 113]. El equilibrio entre estas
dos vias depende de muchos factores, como el tipo de célula, el estado de
activacion celular, un microambiente intracelular o extracelular, el
reclutamiento de moléculas adaptadoras, la concentracion de inhibidores
celulares de proteinas de apoptosis (ClAP) o el nivel de expresion de NF-kB
[45, 48]
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El sTNF-a puede unirse a ambos receptores, pero solo activa
adecuadamente TNFR1 El TNF-a de membrana (mTNF-a) o transmembranal
(mMtTNF-a) es el primer ligando activador para el TNFR2. Sin embargo, puede
activar ambos receptores [45, 55]. Los dos TNFR se expresan
diferencialmente [55] y su expresion se regula de forma independiente
[114].Una vez que mTNF-a se une a TNFR2, la combinacion es demasiado
estable para disociarse. Este no es el caso de sTNF-a, que presenta una
baja afinidad por TNFR2 e induce una sefalizacion deébil [65]. La expresion
diferencial de TNFR1 y TNFR2 es regulada por la estructura de sus regiones
promotoras respectivas [49, 50, 65, 45, 46]. El promotor de TNFR1 posee
caracteristicas de un promotor de gen de mantenimiento tipico, mientras que
la expresion del gen de TNFR2 depende de un elemento de respuesta a
cAMP y elementos de consenso para mdultiples factores de transcripcion,
como NF-kB, AP1 e IFN-y [81].

Los receptores de membrana también pueden convertirse en formas
solubles (STNFR1 y sTNFR2) a traves de la actividad de la enzima TACE [45,
46]. Los sTNFR conservan la capacidad de unirse al TNF-a, por lo tanto,
funcionan como inhibidores enddégenos del mismo. Sin embargo, debido a la
falta de cooperacion en la union del ligando, las afinidades de los STNFR son
bajas en comparacién con sus formas unidas a la membrana (MTNFR).
Ambos sTNFRs pueden interactuar con mTNF-a o sTNF-a [115]. El TNFR1
es un receptor de muerte (DR) contiene 434 aminoacidos. Su regién
intracelular de 221 aminoacidos contiene un dominio de la muerte (DD) que
une TRADD o FADD [53, 55]. El proceso de sefalizacién de TNFR1 empieza
con la union del TNF-a al dominio extracelular del receptor, con la
consecuente liberacion de la proteina inhibitoria silenciadora de los dominios
de muerte (SODD) desde el dominio intracelular del receptor (ICD). Lo que
conduce a la interaccion con la proteina adaptadora del dominio de muerte
asociado al TNFR tipo 1 (TRADD) (Fig. 9) [43, 63]. La cual recluta la proteina
1 que interactda con el receptor (RIP-1) y el factor 2 asociado al receptor del

TNF (TRAF-2) para formar el complejo de sefiales I. EI complejo de sefales |
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puede desencadenar la activacion de NF-kB, que inicia las transcripciones de
muchos genes diferentes, incluidos los asociados con la supervivencia
celular, la produccion de citocinas inflamatorias y las vias de los genes
antiapoptoticos. EI complejo de sefiales | también es capaz de activar
cinasas reguladas por sefiales extracelulares, las MAP cinasas p38 activadas
por estrés y la cinasa N-terminal c-Jun (JNK), que son importantes para AP-
1, el importante promotor de la inflamacion, la proliferacion y otros factores

de transcripcion a través de las vias de sefalizacion de MAPK3 [48, 65, 116].

La formacién del complejo | es temporal y se disocia rapidamente de
TNFR1, mediando la unién de la proteina del dominio de muerte asociada a
Fas (FADD) para formar el complejo de sefial Il que coordina la sefalizacion
rio abajo de la cascada de caspasa. Cuando las actividades cinasas de RIP-
1 y RIP-3 inhiben la sefalizacion de la apoptosis, se activa la necrosis.
Recientemente, varios estudios han demostrado que TNFR2 promueve alto
grado de activacion, migracion y proliferacion celular. Cuando TNF-a se une
a TNFR2, los dominios intracelulares reclutan complejos TRAF-2-clAP1-
clAP2 citoplasmicos existentes. CIAP puede ejercer actividad de ubiquitin
ligasa y puede inhibir las caspasas y otros factores inductores de la
apoptosis, lo que resulta en la activacion de ambas vias la candnica y no
canonica de NF-kB [45, 48]. TNFR2 a diferencia de TNFR1, no contiene DD,
es un receptor que interactla con los factores asociados al receptor de TNF
(TRAF), por ejemplo, TRAF2 [65, 55]. TRAF2, a su vez, une TRAF1, TRAF3,
clAP1 y clAP2 [65]. Estas proteinas activan otras proteinas de sefializacion,
produciendo supervivencia celular. La supervivencia celular se asegura
cuando el factor de transcripcion NF-kB se libera de su proteina inhibidora
IkBa en el citoplasma y se transloca al nucleo donde activa genes de pro-

supervivencia [53].

TNFR2 no tiene actividad intrinseca de induccion de muerte celular,
solo activa la sefializacion y activacion de varias cinasas [48]. El receptor

consiste en 439 aminoacidos. Su dominio extracelular esta formado por los
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primeros 235 aminoé&cidos, su dominio transmembrana esta formado por 30
aminoécidos, mientras que su dominio citoplasmatico tiene 174 aminoacidos
[53]. Aunque TNFR2 desencadena NF-kB de una manera mas lenta que
TNFR1, TNFR1 mantiene una mayor duracién de la actividad de NF-kB [55].
Sin embargo, aunque TNFR2 carece de un dominio de muerte, la activacion
de las caspasas y la apoptosis celular pueden iniciarse en condiciones de
estrés o cuando el conjunto de clAP se agota, 0 se secuestra por su la
interaccion con los dominios intracelulares con el complejo de sefial Il, por lo
que la actividad de las clAPs en los receptores TNFR es necesaria por la

sefal de supervivencia celular [45, 48].
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Figura 9. Via de sefializacion de TNF-a. La cascada de sefializacion de TNF, se inicia con la
interaccién de el receptor con la molécula de TNF-a y dar lugar a muerte celular por la via de

apoptosis o supervivencia e inflamacion por las vias de map cinasas y NF-kB.
Antecedentes directos TNF-a y cancer

El TNF-a es una de las principales citocinas proinflamatorias del
sistema inmunoldgico [117] tiene una gran cantidad de funciones e
implicaciones, y esto también se aplica a las células cancerosas [118, 54] es
uno de los mediadores clave de la inflamacion relacionada con el cancer

[119] y se ha encontrado expresién alta en varios tipos de cancer humanos
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(Fig. 10), como mama [51, 120], leucemias y linfomas [54], géstrico, pancreas
[121], de ovario [121], de utero [122], endometrial, renal [123], prostata,
vejiga, colorrectal [121], oral e higado [124]. Los efectos distintos y opuestos
del TNF-a en el cancer dependen de la concentracion de citocinas y de las
isoformas de sTNF-a o tmTNF-a, activacion de diferentes caspasas,
expresion variada de proteinas adaptadoras, diferentes niveles de expresion

de miembros de la familia Bcl-2, entre otros [54, 51].

Se ha demostrado que los tejidos cancerosos estan infiltrados con
monocitos, células T y otras células capaces de producir TNF-a
[120]. También se sabe que los tumores, asi como las células del TME,
producen receptores de TNF-a solubles [125]. EI NF-kB se considera critico
para la iniciacion y progresion del tumor mediada por o-a [118]. Es bien
sabido que el TNF-a participa en todos los pasos del desarrollo del tumor,
incluida la tumorigénesis, la proliferacién, la angiogénesis, la metastasis [56]
y la subversion de las respuestas inmunitarias [120]. EI TNF-a provoca la
acumulacion de células en la fase G2 y la citdlisis en las ultimas etapas de la
mitosis. Los inhibidores de la sintesis de proteinas y la sintesis de RNA
aumentan la citotoxicidad del TNF-a [117, 120]. La inestabilidad del DNA
inducida por TNF-a es comparable a la de la radiacion [56]. En un informe de
2013, se demostré que el TNF-a coopera con el IFN-y para inducir la
senescencia de las células tumorales, un estado celular caracterizado por la
detencion permanente del crecimiento [126]. Sin embargo, también ejerce
mecanismos antitumorales, por ejemplo: mediacién de la apoptosis celular,
dirigir los macréfagos asociados a tumores al perfil M1, guiar a los neutrdfilos
y monocitos a los sitios del tumor, activando macréfagos e inhibiendo la

diferenciacion de monocitos a fenotipos inmunosupresores [54].
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Escala de registro ;, (TPM + 1)

Figura 10. Expresion media de TNF-a. En rojo se muestra en cancer y en verde tejidos
normales.

Se encontrd una sobreexpresion estadisticamente significativa del gen
de TNF-a en diferentes tipos de cancer (Fig. 11), el carcinoma de células
escamosas de cuello uterino y adenocarcinoma endocervical (CESC), en la
neoplasia linfoide linfoma difuso de células B grandes (DLBC), en la leucemia
mieloide aguda (LAML), en el cistadenocarcinoma seroso de ovario (OV), en
tumores de células germinales testiculares (TGCT) y en el carcinoma
endometrial del cuerpo uterino (UCEC). Esta sobreexpresidon es a

comparacion de tejidos sanos como control.
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Figura 11. Gréfico de puntos del perfil de expresién de TNF-a en muestras de tumores y

tejidos normales, normalizados. Letras rojas los tumores donde hay una sobre expresion del

gen.

Como se comentd antes las lineas celulares de cancer cérvico uterino
secretan citocinas, en el laboratorio se ha investigado la presencia del
mensajero de TNF-a en la linea celular HaCaT, la cual son queratinocitos
inmortalizados no malignos previamente transfectada con el bisistron de los
oncogenes E6/E7 con el vector constitutivo de sleep beauty. En presencia de
doxiciclina se obtuvo una alta expresion del mensajero de TNF-a (lvan
Bautista, datos no publicados). Por lo tanto, la presencia del mensajero de
los oncogenes de VPH de alguna forma esta modulando la expresion de

TNF-a. Se utilizo la expresion de GAPDH como control (Fig. 12).
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Figura 12. Expresion de TNF en HaCaT previamente transfectada con los oncogenes de
VPH. MW: Marcador de peso molecular, CN: Control negativo se utiliz6 HaCaT sin
transfectar. TC: Constitutivo, CP: Control positivo se utilizé la linea celular CaSki (VPH16),

Dox: Doxiciclina.

Se investigo la presencia de la proteina membranal de TNF-a en la
linea celular HaCaT en presencia del inhibidor de las proteinas
antiapoptoticas (IAP) a 1 y 5uM, como control de carga se utilizd TACE, se
encontré6 una acumulacion de mtTNF-a cuando las células estaban con el
inhibidor independiente de la concentraciéon de este, a comparacion de
cuando no lo tenian, a pesar de tener la misma presencia de TACE (Fig. 13),
esto nos sugiere que las IAP podrian estar influyendo en la regulacién de

TNF-a favoreciendo de alguna manera el corte de la proteina.
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Figura 13. Presencia de mtTNF-a en HaCaT. BNPT: Birinapant inhibidor de las proteinas

antiapoptoticas (IAP), TACE: enzima convertidora de TNF-a.
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Justificacion

Hay expresion de citocinas en tumores de CaCu, es poco claro si todas
las expresan las células inmunes, pero algunas pueden ser expresadas por
células tumorales (TNF-a). Es importante conocer cual podria ser la funcion
de las citocinas para la célula tumoral, por lo que es vital estudiar su

expresion en las lineas celulares.

El conocimiento de la expresion y las funciones de estas citocinas en
las células tumorales sera un avance fundamental para tener un panorama
mas amplio de su regulacion y del papel que ejercen en cancer y en células

epiteliales.

Se desconocen con exactitud los mecanismos de regulacién de la
expresion post-transcripcional y post-traduccional del TNF-a, tanto en las

células del sistema inmune, como de las células epiteliales.
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Hipotesis
Hay mecanismos no identificados que controlan a nivel post-

trancripcional o post-traduccional la produccion de TNF-a en células

epiteliales y epitelioides de cancer cérvico uterino.

Objetivo general

Establecer un modelo para investigar los mecanismos de la regulaciéon
de TNF-a en células HaCaT.

Objetivos especificos

1) Andlisis in silico del perfil de expresiéon diferencial de transcritos en

muestras de cancer cérvico uterino.

2) Determinacién de citocinas (TNF-a e IL6) en lineas celulares de

cancer cérvico uterino y células HaCaT.

3) Construir células HaCaT que expresen establemente un reportero de
TNF-arGFP.

a) Clonacion del NH3 de TNF-a.

b) Construir la fusion del NH3*"GFP

c) Transfectar establemente células HaCaT con el plasmido
codificante de la fusion del NH3"GFP.
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Estrategia Experimental

Analizar el . .
{Buscar muestras de} diferencial de Analizar genes relacionados
CaCu en GEO . a la via de TNF-a
expresion
Cultivo celular Construccion
HaCaT, C-33A, Extraccion de del plasmido de Transfeccion en
Kers, CaSkiy RNA la fusion de HaCaT
SiHa NH3"GFP
Extraccion ,de RTETJCSIX \é\gB Y Extraccién de
RNAy proteinas sobrenadante. RNAy proteinas

Se realizo una busqueda en Gene Expression Omnibus (GEO) de
muestras de cancer cérvico uterino, para analizar el diferencial de expresion
de RNA y se analizaron los genes relacionados a la via de TNF-a. A partir del
cultivo celular HaCaT, C-33A, Kers, CaSki y SiHa se realizé una extraccién
de RNA y proteinas totales y se analizé el mensajero de TNF-q, IL-2, IL-6 y
E7 de VPH 16 por RT-PCR y las proteinas TNF-A e IL-6 se analizaron por
ELISA de sobrenadante. A partir del cultivo de células HaCaT previamente
transfectadas con los oncogenes de VPH E6/E7, se extrajo el RNA total para
hacer la construccién del vector pEGF.N1 con la fusion del amino de la
proteina TNF-a con la proteina verde fluorescente (GFP). Las células HaCaT
se trasfectaron con la construccion se realizaron extracciones de RNA y

proteinas totales, para su posterior andlisis por RT-PCR y western blot.
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Materiales y métodos

Datos de GEO

El conjunto de datos de expresion GPL23126 son microarreglos de
RNA total de Affymetrix Human Clariom D Assay que contiene 20 muestras
de 3 grupos de epidermis de cérvix de las cuales, 7 son de cancer cérvico
uterino VPH 16 (CaCu), 6 pertenecen a de lesiones cervicales de alto grado
VPH 16 y 7 son de epitelio normal. Sin embargo, no todas las muestras
tuvieron la calidad deseada, al final nos quedamos con 4 de CaCu, 6 de HSIL

y 3 control.

Andlisis diferencial GEO2R y TAC

El analisis diferencial de genes se realizé por GEO2R http: // www.

Ncbi.nim.nih.gov/geo/geo2r/ y por Transcriptome Analysis Console version 4.0.2.15,

donde se seleccionaron los genes relacionados a la ruta de sefializacion de TNF-a
que estaban expresados diferencial mente con un fold change <2 y >2 y un valor
ajustado de p de <.05, se realizé un mapa de calor con las tres poblaciones vy la
expresion de los genes TNF-a, IL-6, TNFRSF1A, TRAF3, TRAF4, TRAF5, ADAM17,
NF-KB1, REL, CASP8, CASP3, BIRC2 Y BIRCS se visualizaron individualmente.

GEPIA expresion de citocinas

Se ingreso a la pagina en linea de GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/)
se busco la expresion media de TNF-a en todos los tejidos, en un grafico de
puntos se visualizé la expresion diferencial de TNF-a en los casos de cancer
de la base de datos. Se observo la expresién de TNF-q, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8
e IL-10 en el carcihoma de células escamosas de cuello uterino y

adernocarcinoma endocervical.

Cultivos celulares

La linea celular HaCaT, exhibe remarcada estabilidad genética al ser
cultivadas por largos periodos y con un fenotipo tumorogenico [127]. Se
cultivara en el medio DMEM alto en glucosa, Glutamax 0.05%, adicionado
con suero fetal bovino (FBS) al 10%, Penicilina/Streptomicina 0.05%, a 37°C

44



y 5% de CO2. El medio DMEM, una vez preparado, suplementara con 2g de
NaHCO3, 2.4 de HEPES. Se ajustara pH a 7.4 y se filtrara con Millipore

0.22um. Finalmente se hara una prueba de esterilidad.

Extraccion de RNA con TRIzol™ LS Reagent

La extraccion de RNA se realiz6 con el reactivo Trizol, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la preparacién de la muestra, se agrego
0.75 mL de reactivo TRIzol ™ LS por 0.25 mL de células y se homogenizo la
muestra subiendo y bajando con la pipeta varias veces. Para la precipitacion
del RNA, se agregd 0.5 mL de isopropanol a la fase acuosa, por 0.75 mL de
reactivo TRIzol ™ LS utilizado para la lisis, se incubo por 10 min, se
centrifugo durante 10 min a 12,000 x g a 4°C el precipitado de RNA total
formo un granulo blanco similar a un gel en la parte inferior del tubo y se
desecho6 el sobrenadante con la micropipeta. Para el lavado del RNA se
resuspendio el sedimento en 1 ml de etanol al 75% por 0,75 ml de reactivo
TRIzol ™ LS utilizado para la lisis, se utiliz6 el vortex y luego se centrifugo
durante 5 min. a 7500 x g a 4° C. Se desech6 el sobrenadante con una

micropipeta y se seco al aire el sedimento de RNA durante 10 min.

Se resuspendio el sedimento en 50 pL de agua libre de RNasa, EDTA 0.1
mM, o solucion SDS al 0.5%, pipeteando de arriba y abajo. Se incubo en un
bafio maria o bloque de calor a 55°C durante 15 min. El RNA se almaceno a
-70°C.

RT-PCR

Es una técnica que permite amplificar in vitro un fragmento especifico
de DNA y obtener millones de copias del fragmento de interés. Se utilizan
ciclos que incluyen las etapas de desnaturalizacion, alineamiento y
extensién. Para ello se disefiaron los oligonucledtidos a los cuales se
introdujo los sitios de corte para enzimas de restriccibn apropiados en la
secuencia de tipo wild type durante de la amplificacion, para facilitar la

posterior construccion de un vector.
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Se delimito la region de interés dentro de la secuencia codificante del
RNA mensajero de TNF-a, la cual corresponde a la region amino de la
proteina, que incluye el sitio de corte para la proteasa Adaml17 (TACE) y la
region transmembranal, se disefiaron los oligos que se utilizaron para la

amplificacion por PCR generando un amplicon de 242 pb (Tabla 2).

acgtggag ctggccgagg aggcgctccc caagaagaca
ggggggcccc  agggctccag gcggtgettg  ttcctcagec  tcttctcctt  cctgatcgtg
gcaggcgcca ccacgctctt ctgcctgetg cactttggag tgatcggccc ccagagggaa
gagttcccca gggacctctc tctaatcagce cct t cgaaccccga
gtgacaagcc tgtagcccat gttgtagcaa accctcaagce tgaggggcag — ctccagtgge tgaaccgecg
ggccaatgcec ctcctggeca atggegtgga getgagagat aaccagctgg tggtgccatc agagggectg
tacctcatct actcccaggt cctcttcaag ggccaaggct gcccctccac ccatgtgctc ctcacccaca
ccatcagccg catcgecgtc tcctaccaga ccaaggtcaa cctcctctct geccatcaaga geccctgeca
gagggagacc ccagaggggg ctgaggccaa gccctggtat gagcccatct atctgggagg ggtcttccag
ctggagaagg gtgaccgact cagcgctgag atcaatcggc ccgactatct cgactttgcc gagtctgggce
aggtctactt tgggatcatt gccctgtga

Se muestra la secuencia en aminoacidos de la proteina completa TNF-a

(en negrita la regién que se amplifico):

MSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTLFCLLHFGVI
GPQREEFPRDLSLISPLAQAVRSSSRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLQWLNRRAN
ALLANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQVLFKGQGCPSTHVLLTHTISRIAVSYQTKV
NLLSAIKSPCQRETPEGAEAKPWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAEINRPDYLDFAESG
QVYFGIIAL

Cuadro 2. Oligonucleétidos para amplificar el amino terminal de TNF-a, fragmento de 242
pb.

Secuencia Condiciones de PCR
Forward 5’-ctcgagatgagcactgaaagcatgatccggg 94°C; 1min, 55°C; 30", 72°C;
457, 72°C;7min

Reverse  5’-ggatccagatgatgtgactgcctgggcecag
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Con azul las secuencias de corte para las enzimas de restriccion Xhol y
BamHI

Con los oligonucleotidos se llevo a cabo la amplificacion por PCR del
amino de TNF-a (242pb) lo cual permitidé la incorporacion de los sitios de
restriccion Xhol y BamHI que fueron los sitios seleccionados para ligar el

amplicon al vector pEGFP-N1.

Se muestra la secuencia teérica del producto amplificado con los sitios

de restriccion Xhol-BamHI incorporados:

(Xhol) ctc gag atg agc act gaa agc atg atc cgg gac gtg gag ctg gcc gag gag gcg ctc
CCC aag aag aga ggg ggg ccc cag ggc tcc agg cgg tgc ttg ttc ctc agc ctc ttc tce ttc ctg
atc gtg gca ggc gcc acc acg ctc ttc tge ctg ctg cac ttt gga gtg atc ggc ccc cag agg
gaa gag ttc ccc agg gac ctc tct cta atc agc cct ctg gcc cag gca gtc aga tca tct tcg

gat cc (Bam HI)

Construccion del plasmido reportero

El producto de PCR amplificado se incorporé en un vector intermedio
llamado pBluescript KS+ (Fig. 14), el cual previamente se manipulo para
darle la capacidad de incorporar productos de PCR y posteriormente permitir

la amplificacion y subclonacion del producto en el vector final pPEGFP-N1.
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Mia, LA Y2Zu37
-stratagene.com

Nae | 131

< 0
Ssp | 442
Ssp 12850 Sspl19

Xmn | 2645 Nae | 330

Sca 1 2526
Pvu 1500

Pvu 12416 Pvu Il 529

BssH 11619 1
Sac 1 657

pBluescript I KS (+/-) .
phagemid vector A i
2961 bp

Pvu 1 977

Afl 1 1153

Figura 14. Vector pBluescript KS+ que se utilizé para incorporar el producto de PCR.

Se incorporo el producto de PCR dentro del vector pBluescript KS+, se
obtuvieron clonas y se verifico la incorporacion del fragmento de DNA de dos
maneras, por PCR y por digestion enzimatica usando las enzimas de
restriccion Xhol y BamHI, una vez verificada la presencia del inserto se

prepard la muestra para su secuenciacion.

Se muestra la secuencia obtenida para el plasmido pBluescript KS+
intermedio que contiene el amplicon (clona 7) secuenciada con los oligos T3
y T7, que permitid verificar que no hay cambios en la secuencia de
nucledtidos con respecto a la secuencia de referencia (en amarillo se
muestran los nucle6tidos correspondientes amino de TNF-a y en azul la

secuencia de corte para las enzimas Xhol y Bam HI):

pBS-TNF(7).T3
CATGGGGTTCGGGGACCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATTIEE
cc
GAAGATGATCTGACTGCCTGGGCCAGAGGGCTGATTAGAGAGAGGTCCCTGG
GGA
ACTCTTCCCTCTGGGGGCCGATCACTCCAAAGTGCAGCAGGCAGAAGAGCGTG
GT
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GGCGCCTGCCACGATCAGGAAGGAGAAGAGGCTGAGGAACAAGCACCGCCTG
GA
GCCCTGGGGCCCCCCTGTCTTCTTGGGGAGCGCCTCCTCGGCCAGCTCCACG
TC
CCGGATCATGCTTTCAGTGCTCATIIEEAATCGAATTCCTGCAGCCCGGGG
GAT
CCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAATTCGCCCTATAG
TG
AGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAA
AAC
CCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTG
GCG
TAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGA
AT
GGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTG
GTA
CGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTCGCTT
CT
TCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCGTCAGTTCTAATCGGGGCT
TC
CTTTAGGTTCAATTATTGCTTACGGGCCTCACCCAAAAACTTGATAGGTGAGGT
TACT
AAGGGCCTCGCCTATAACGGGTTTCGCCCTTGACGGGGATCCAGTTCTTAAAA
G

pBS-TNF (7). T7

CGAGCCCGGGCGGGGGGCGGCCGCTCTAGACTAGTGGATCCCCCGGGCTGC
AGGAATTCGATTIICTCTAGCACTGAAAGCATGATCCGGGACGTGGAGC
TGGCCGAGGAGGCGCTCCCCAAGAAGACAGGGGGGCCCCAGGGCTCCAGGC
GGTGCTTGTTCCTCAGCCTCTTCTCCTTCCTGATCGTGGCAGGCGCCACCACG
CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTGGAGTGATCGGCCCCCAGAGGGAAGAGTTCCC
CAGGGACCTCTCTCTAATCAGCCCTCTGGCCCAGGCAGTCAGATCATCTTCIHE
B/ A TCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAG
CTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATA
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GCTGTTTCCTGTGTGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACATCATACGAGCC
GGGAGCATAAAGTGGAAAACCCGGGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAAATTCAC
ATTAATTGCGTTGCGCTCACTGGCCCGCTTTTCCAGTCGGGAAACCTTGTCTGG
CAGCTGCTTTAATGGAATCGGCCAACGCGCGGGGAAGAGGGCGTTTGGGTATT
GGGGGGCTTCTTCGCTTTCCCTCGCTCATGAATCCGCTGGGCTTGG

Se procedio a digerir con las enzimas Xhol y BamHI para subclonar en el

vector pEGFPNL1 (Fig. 15).

PEGFP-N1 Vector Information PT3027-5
GenBank Accession #U55762 Catalog #6085-1

Apal |

4362)
puC Pemv 1
ori

' A pEGRP-NT

MCsS
(591-671)

Eco01091
(3856)

BsrG | (1389)

4.7 kb
Kan'/ SOY"% Not 1 (1402)
Neo' . s Xba I* (1412)
SV40 ori f1
Psvao %
8 Afll (1640)

Dralll (1874)

Stul

(2579)
Sf| tl:| S:‘ ’\:I t\';ﬂ (-:| 651 (1:1 6:‘ EGFP
G CTAGCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG
Nhel Ecod7 Il Bglll  Xhol S}cl Hind Il EcoR1 Pstl  Sall Kpnl Apal BamH| Agel

Accl Asplisl Bsp1201 Xmal
Sacll

Ecif3sll Smal

Figura 15. Esquema del vector pEGFP-N1 que se utiliza como aceptor final del amplicén que

sera expresado como proteina de fusion junto con la proteina verde fluorescente.

Se muestra la fusion esperada del amino de TNF-a con la proteina
reportera GFP en el vector pEGFP-N1 (solo se muestra el codén de inicio de
la GFP):

B a2tg agc act gaa age atg atc cgg gac gtg gag ctg gcc gag gag geg ctc ccc aag
aag aga ggg ggg ccc cag ggc tcc agg cgg tgc ttg ttc ctc agce cte tte tece tte ctg atc gtg
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gca ggce gee acc acg cte ttc tge ctg ctg cac ttt gga gtg atc gge ccc cag agg gaa gag
ttc ccc agg gac ctc tct cta atc age cct ctg gec cag gea gic aga tca tct tcff [ ililla

ccg gtc gec acc atg

Secuencia de corte para Xhol y Bam HI con azul, amino de TNF-a

amarillo y el primer codon (atg) de GFP en verde.

Se muestra la secuencia (antisentido) obtenida para la clona que se
utilizara en los ensayos de transfeccion, la cual muestra la correcta
incorporacion del fragmento en los sitios Xhol y BamHI sin alteraciones en la
secuencia de nucledtidos, ademas se mantiene el marco de lectura con

respecto a la GFP.

GGCGGGCGGGGCAGCTTGCCGGTGGTGCAGATGAACTTCAGGGTCAGCTTGC
CGTAGGTGGCATCGCCCTCGCCCTCGCCGGACACGCTGAACTTGTGGCCGTTT
ACGTCGCCGTCCAGCTCGACCAGGATGGGCACCACCCCGGTGAACAGCTCCT
CGCCCTTGCTCACECATGGTGGCGACCGGTIGAAGATGATCTGACTGCC
TGGGCCAGAGGGCTGATTAGAGAGAGGTCCCTGGGGAACTCTTCCCTCTGGG
GGCCGATCACTCCAAAGTGCAGCAGGCAGAAGAGCGTGGTGGCGCCTGCCAC
GATCAGGAAGGAGAAGAGGCTGAGGAACAAGCACCGCCTGGAGCCCTGGGGC
CCCCCTGTCTTCTTGGGGAGCGCCTCCTCGGCCAGCTCCACGTCCCGGATCAT
GCTTTCAGTGCTCATIIIEEEATCTGAGTCCGGTAGCGCTAGCGGATCTGACG
GTTCACTAAACCAGCTCTGCTTATATAGACCTCCCACCGTACACGCCTACCGCC
CATTTGCGTCAATGGGGCGGAGTTGTTACGACATTTTGGAAAGTCCCGTTGATT
TTGGTGCCAAAACAAACTCCCATTGACGTCAATGGGGTGGAGACTTGGAAATCC
CCGTGAGTCAAACCGCTATCCACGCCCATTGATGTACTGCCAAAACCGCATCAC
CATGGTAATAGCGATGACTAATACGTAGATGTACTGCCAAGTAGGAAAGTCCCA
TAAGGTCATGTACTGGGGCATAAT

Secuencia de corte para Xhol y Bam HI con azul, amino de TNF-a

amarillo y el primer codon (atg) de GFP en verde.
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Digestion enzimética
Se tomo el producto de PCR y se llevé a un volumen de 20 pL con agua
estéril. Se agrego 2 yL de buffer 10X y 1 uL de las enzimas Xhol-BamHI. Se

incubo por 1 h, la reaccién se detuvo incubando a 75°C por 15 min y

adicionando 0.5 M de EDTA (pH 8.0) a una concentracion final de 10 mM.

Transfeccion con lipofectamina

Se colocaron las células en una placa con 95% de confluencia en el
momento de la transfeccion. Se diluyo la lipofectamina en Opti-MEM™
Medium, por separado se diluyo el DNA en Opti-MEM™ Medium, luego se
agrego el reactivo P3000™ Reagent y se agito. Se agrego el DNA diluido a
cada tubo de lipofectamina (para formar el compejo DNA-lipido), relacion 1:1
y se incubo por 15 min. a temperatura ambiente. Por ultimo, se agregé el
complejo DNA-lipido a las células. 3 dias después las células se

seleccionaron con G418.

Extraccion de proteinas con Ripa

RIPA es un reactivo que permite la extraccibn de proteinas
membranales, del citoplasma y el nucleo, Su uso fue de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Para concentrar las células se centrifugaron a
2500 x g durante 5 min, se deseché el sobrenadante. Las células se lavaron
2 veces con PBS frio y se centrifugaron a 2500 x g durante 5 min. Se agrego
1ml del tampon RIPA al sedimento celular, se agito suavemente por 15 min
en hielo y se centrifugo la mezcla a ~14.000 x g durante 15 min para
sedimentar los restos celulares y se transfiri el sobrenadante (las proteinas)

a un tubo nuevo.

Western blot

El western blot se inicia con una electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) que es una técnica analitica empleada para separar proteinas. SDS-
PAGE permite separar les proteinas en funcion de su peso molecular. Ya

separadas las proteinas seran transferidas a una membrana de nilén
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mediante electrotransferencia. De esta forma las proteinas quedaran
adheridas en la membrana en la misma posicion y orden que ocupaban en el
gel de poliacrilamida. Para revelar la presencia de proteinas en la membrana
se utilizaran anticuerpos especificos para la proteina de interés en nuestro
caso GFP.

Lisis de la muestra

Se coloco el cultivo celular en hielo y se lavaron las células con PBS
frio. Se retiro el PBS y se agregé 1ml de tampdn de lisis frio. Se rasparon las
células adherentes y se transfirieron a un tubo de microcentrifuga. Se
mantuvieron en agitacion constante durante 30 min a 4°C. Se cetrifugaron en
una microcentrifuga a 4°C 20 min a 12.000 rpm. Los tubos se colocaron el
hielo, con una micropipera se tomé el sobrenadante y se puso en un tubo
nuevo mantenido en hielo. Se determino la cantidad de proteina para la
carga y se afadié un tampon de muestra Laemmli 2X igual volumen. Para
reducir y desnaturalizar las muestras, se hirvio cada lisado celular en tampén
de muestra a 100°C durante 5 min. Se cargo cantidades iguales de proteina
en los pocillos del gel 20% SDS-PAGE, junto con el marcador de peso
molecular y se corrié el gel durante 1 h a 100 V. Se transfiri6 el gel SDS-PAGE

a una membrana de nitrocelulosa (Fig. 16).
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Figura 16. Ejemplo de transferencia del gel a la membrana de nitrocelulosa.
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La membrana se bloqueé durante 1h a temperatura ambiente y se
incubo durante la noche a 4°C con el anticuerpo primario a la dilucion
establecida en tampdén de bloqueo. Se lavo la membrana tres veces en
TBST, durante 5 min cada lavado y se incubo el anticuerpo secundario
conjugado diluido en tampdn de bloqueo a temperatura ambiente durante 1h.
Se lavo la membrana tres veces en TBST, durante 5 min cada uno.

ELISA

La placa de ELISA se sensibilizo con 50uL del anticuerpo de captura a
una concentracion de 2ug/mL en PBS en cada pocillo. La placa se sell6 y se
incubo a 4°C durante una noche. Al dia siguiente se la placa se lava 3 veces
con 300uL de tampon de lavado 3 veces, y se bloquea la placa agregando
300uL de tampdn de bloqueo con albumina en cada pocillo y se incuba a
temperatura ambiente por 2h. Se lavo la placa con 300uL de tampdn de
lavado cada pocillo 5 veces. Se agrego 50uL/pocillo de solucion de antigeno
y 50uL/pocillo de tampdén de bloqueo con albumina. Se sell6 la placa y se
incubd durante la noche a 4°C. Se lavo la placa con 300uL de tampdn de
lavado/pocillo 5 veces.

Se agregaron las muestras, estandares y controles (50ul/pocillo), se sell6 la
placa y se incubo 1h a temperatura ambiente. Las muestras y controles se
diluyeron en tampoén de bloqueo 1/100 y la curva estdndar se prepar6
obteniendo un volumen final de 250uL cada uno incubandose con o0 sin
antigeno por duplicado. Se lavé la placa con 300 pL/pocillo de tampdn de
lavado 5 veces. Se afiadio 50uL/pocillo del anticuerpo de deteccion diluido en
tampon de bloqueo. Y es incubo durante 30 min a temperatura ambiente. Se
lavé la placa con 300 pL/pocillo de tampén de lavado 5 veces, se agrego
50uL de solucion de sustrato a cada pocillo y se incubo a temperatura
ambiente en oscuridad. Se agrego 50uL de solucion de parada a cada
pocillo. Y se golped suavemente la placa para asegurarnos de mezclarlo. Se
determino la densidad éptica de cada pocillo inmediatamente, utilizando un

lector de microplacas ajustado a 492 nm. La concentracién de proteinas de
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sobrenadante de cultivo. Se realizo mediante spin didlisis usando
Centriprep® con un tamafo de filtro de 10 kDa se tomaron 2 ml del

sobrenadante del medio de cultivo y se concentraron a 20 pl.

Resultados

1.Analisis in silico del perfil de expresion en muestras de cancer

cervical.

En las bases de datos GEO2R y TAC se analizaron un total de
135,750 transcritos del microarreglo de RNA total de 13 muestras de células
de epidermis 4 de CaCu VPH 16, 6 HSIL VPH 16 y 3 son de epitelio normal,
de los cuales 20,414 tienen un valor p <0.05 y un fold change >2 o <2. Se
realiz6 un analisis comparativo entre las muestras de células de CaCu vs
CONTROL, CaCu vs HSIL y HSIL vs CONTROL, obteniendo 17,857, 4,756 y
7,204 transcritos respectivamente, para saber cuantos mensajeros se
comparten se hizo un diagrama de Venn (Fig. 17). Los 3 andlisis
comparativos de las muestras comparten el 2.1% de transcritos (432), el
14.4% (2,937) de los mensajeros son exclusivos de CaCu, el 0.41% (83) de
HSIL y el 27% (5,519) del control. Entre CaCu y control se comparte el 43.9%
(8,969) del total de transcritos, CaCu y HSIL el 6.4% (1,304) y HSIL y control
el 5.79% (1,170).

El conjunto de datos de expresion GPL23126 son microarreglos de
RNA total de Affymetrix Human Clariom D Assay que contiene 20 muestras
de 3 grupos de epidermis de cérvix de las cuales, 7 son de cancer cérvico
uterino VPH 16 (CaCu), 6 pertenecen a de lesiones cervicales de alto grado
VPH 16 y 7 son de epitelio normal. Sin embargo, no todas las muestras
tuvieron la calidad deseada, al final nos quedamos con 4 de CaCu, 6 de HSIL

y 3 control.

55



Total: 20,414
CACU VPH16 vs CONTROL (Default, HSIL VPH16 vs CONTROL (Default)
7.204

CACU VPH16 vs HSIL VPH16 (Default)
4756

Figura 17. Diagrama de Venn de las 3 comparaciones de los grupos de muestras. Cancer

cérvico uterino (CaCu), lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL).

Se realizo un PCA de los 3 grupos de muestras tomando en cuenta su
expresion (Fig. 18). En el primer componente las muestras se separaron
teniendo un 54.6% de varianza, con el segundo se alcanzé un 19.3% de
varianza y con el tercero un 7.1%. La proyeccién de los datos en los 3
componentes muestra que el PCA ha sido capaz de encontrar un claro
patron que diferencia los 3 tipos de tumores en 81%. Se observa que el
cluster de las muestras control y CaCu estéd separado y el cluster de HSIL

comparte semejanza con los otros dos grupos de muestras.
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PCA Mapping 81.0% (CHP)

Condition
PCA2 19.3% Il CONTROL
Bl HSIL VPH16
Il CACU VPH16

PCA1 54.6%

PCA3 7.1%

Figura 18. Analisis de componentes del transcriptoma de los tres grupos de muestras.
Puntos de color azul, en rojo HSIL y morado CaCu. Cancer cérvico uterino (CaCu), lesiones

intraepiteliales de alto grado (HSIL).

La primera comparacion la cual fue entre las muestras de células de
CaCu y de células control, se obtuvieron 17,857 transcritos de los cuales
7,075 (39.62%) estdn siendo sobre expresados y 10,782 (60.38%) sub
expresados (Fig. 19).

Differential Expressed Genes

17857

CACU VPH16 vs CONTROL 7075]

10782]

4756
CACU VPH16 vs HSIL VPH16 3191

7204

HSIL VPH16 vs CONTROL 2529

3929 7858 11787 15716 19645

[ Total O Up-Regulated [0 Down-Regulated

Figura 19. Expresion diferencial de transcritos en los 3 analisis comparativos. Las barras
rojas indican los transcritos sobre expresados y las verdes los sub expresados. Cancer

cérvico uterino (CaCu), lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL).
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Un volcano plot (Fig. 20 parte A.) muestra que lo transcritos con
mayores veces de cambio (fold change) (puntos rojos) o sobre expresados,
estdn mayormente distribuidos que los sub expresados, de los mensajeros
sobre expresados el 74.64% pertenecen a complejos multiples, el 6.86% a
codificantes, el 6.06 a no codificantes, el 4.92 a pseudogenes y otros. A
diferencia de esos transcritos, la mayoria de los transcritos sub expresados
pertenecen a los no codificantes con el 62.68% le siguen los multiples
complejos con el 10.49%, los codificantes con el 11.6% y otros (Fig. 20 parte
B).

Figura 20. Expresion diferencial de los transcritos de CaCu vs los del control. A. Volcano plot

de la comparacién de transcritos entre CaCu y control y B. Grafico tipo pastel que muestra la

P-val vs fold Change

Yo 3 Up-Regulated (7075)
A Coding (6.86%) \

Unassigned (6.37%)

w—NonCoding (6.06%)

Multiple_Complex

Down-Regulated (10782)

P-val (-log10)

Unassigned (6.97%)
Coding (11.6%) ————

409 77605 4703 2186 528 1 s28 218 14103 77605 40
Fold Change

\—————NonCoding

B

Precursor microRNA (2.24%)
I‘.Iulhplt(omp‘eu]fié*»*A'/ bl gl

distribucién de los transcritos desregulados. Cancer cérvico uterino (CaCu), lesiones

intraepiteliales de alto grado (HSIL).

La segunda comparacion que se hizo fue entre las muestras de CaCu
y las HSIL solo 4,756 (3.5%) transcritos pasaron los filtros de criterio, con un
valor p <0.05 y un fold change >2 o <2. En el analisis comparativo se
obtuvieron 3,191 (67.09%) mensajeros sobre expresados y 1,565 (32.91%)
sub expresados (Fig. 19). En el volcano plot de esta comparacion
encontramos un bajo fold change y una baja significancia, 6sea una menor
distribucion de los puntos en el grafico, se observa una concentracion

cercana al origen (Fig. 21 parte A). Los transcritos sobre expresados
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pertenecen a multiples complejos el 75.68%, el 7.99% a codificantes, el
6.14% a los no codificantes y otros. Los transcritos no codificantes son la
mayoria, con el 43.9% de los mensajeros sub expresados, siguiendo los
codificantes con 23.83%, los de multiples complejos con el 17.57% y otros
(Fig. 21 parte B).

P-val vs Fold Change
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Figura 21. Expresion diferencial de los transccritos de CaCu vs los de HSIL. A. Volcano plot
de la comparacion de transcritos entre CaCu y HSIL y B. Grafico tipo pastel de la distribucion
de los transcritos desregulados.

La dltima comparacion fue entre las HSIL y el control se obtuvieron
7,204 (5.31%) transcritos que pasaron los filtros de criterio, los cuales son un
valor p <0.05 y un fold change >2 o <2. En esta comparacion se obtuvieron
2,529 (35.11%) mensajeros estan sobre expresados y 4,675 (64.89%) sub
expresados (Fig. 19). El volcano plot nos ayuddé a conocer la menor
distribucion de los transcritos que estan sub expresados (putos verdes) pero
con alta significancia y los transcritos sobre expresados (puntos rojos) tienen
un mayor fold change que los sub expresados, pero la mayoria tiene una
menor significancia (Fig. 22. Parte A). De los mensajeros sobre expresados
el 69.99% son de multiples complejos, el 7.83% genes no codificantes, el

7.83% pseudogenes, el 6.84 a codificantes y otros. De los transcritos sub
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expresados el 61.39% de ellos pertenecen a la clasificacion de no

codificantes, el 10.42% a los codificantes, el 10.61% a multiples complejos y

otros (Fig. 22 parte B).

10 P-val vs Fold Change
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Figura 22. Expresion diferencial de transcritos HSIL vs el control. A. Volcano plot de la

comparacion de transcritos entre HSIL y control y B. Grafica tipo pastel de la distribucion de

los transcritos desregulados.

Se realizo un mapa de calor en la plataforma TAC de los transcritos de los 3

grupos de muestras, CaCu morado, HSIL rojo y control azul. Donde se puede

observar que hay una sobreexpresion de algunos genes en CaCu, ademas

en medio del grafico se obtuvo un degradado de azul a rojo, mostrando la

expresion progresiva dependiendo el grado de severidad de la muestra

(CaCu>HSIL>Control) (Fig. 23). Los transcritos que estdn mayormente

expresados pertenecen a los genes del ciclo celular, procesos metabdlicos y

regulacion biologica.
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Figura 23. Mapa de calor de los transcritos en los 3 grupos de muestras. El control se marca
con azul, HSIL con rojo y CaCu con morado. La expresién va de menos a mas, de azul a

rojo. Cancer cérvico uterino (CaCu), lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL).

Se seleccionaron los genes relacionados a la via de TNF-a y se realizo
un mapa de calor. La mayoria de los transcritos estaban sobre expresados
en CaCu, dejandonos suponer que la via de TNF-a esta activa en estas
muestras. En algunos transcritos se observa un switch de expresion de sub
expresados a sobre expresados de HSIL a CaCu, sin embargo, en otros

transcritos hay una expresion progresiva de control a CaCu (Fig. 24).
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Figura 24. Mapa de calor de los genes relacionados con la via de TNF-a, en los 3 grupos de
muestras control, HSIL y CaCu (azul, rojo y morado respectivamente). La expresién va de
menos a mas, de azul a rojo. Cancer cérvico uterino (CaCu), lesiones intraepiteliales de alto
grado (HSIL).

La expresion individual de genes en los tres grupos. La barra azul es el
promedio de la expresion de las 4 muestras con cancer cérvico uterino, la
barra rosa es el promedio de la expresion de 3 muestras control y la barra
morada es el promedio de 6 muestras con lesién intraepitelial de alto grado.
La expresion de TNF-a se ve incrementada en las muestras con CaCu y con
HSIL a comparacién con el control (Fig. 25 parte A). La diferencia de
expresion de IL-6 no es estadisticamente significativa entre las muestras
(Fig. 25 parte B). Para TRAF 4 y 5 (Fig. 25 parte C y D) no se encontré una
diferencia estadisticamente significativa, pero se vio un ligero incremento de
la expresion en CaCu a comparacion del control, en ADAM 17 se encontrd
un incremento proporcional a el grado de lesién de las muestras, la expresiéon
mas baja se observo en el control, después HSIL y por ultimo CaCu (Fig. 25
parte E). La expresion de CASP3 se encuentra incrementada en las

muestras con CaCu en comparacion con el control y en CASP8 no se ve
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mucha diferencia entre los grupos de células analizadas (Fig. 25. parte F y
G). Para BIRC3 y BIRC2 no se encontr6 una diferencia estadisticamente
significativa, pero si un aumento de la expresidon en células CaCu en
comparacion a las células control y HSIL en BIRC3 y en BIRC2 un aumento

en CaCu en comparacion del control (Fig. 25. parte H e I).

Los principales 18 transcritos desregulados que encontramos en
nuestro analisis in silico son PTMA, ITM2B, TSPANG6, F11R, DEK, SMC4,
H2BFS, ATP1B3, HIST1H4C, CLEC2B, HMGB2, HNRNPU, STMN1, ACKR3,
CXCL10, PARP14, MUC4 Y TNFSFS10. Estos genes en su mayoria se
encuentran involucrados principalmente en procesos biolégicos, de

regulacion de localizacién y metabdlicos.

Se investigo la expresion media de citocinas en el carcinoma de células
escamosas de cuello uterino y adenocarcinoma endocervical (CESC) (306
tumores, 13 controles) en GEPIA, se encontré una alta expresiéon de TNF-a
(1.25), IL-6 (1.4) e IL-10 (0.5) (Fig. 26).
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Figura 25. Expresion diferencial de los transcritos de TNF-a, IL-6, TRAF3, TRAF4, ADAM17,
CASP3, CASP8, BIRC2 Y BIRC3. En CaCu (azul), HSIL (morado) y control (rojo). Cancer
cérvico uterino (CaCu), lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL).
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Figura 26. Expresion media de citocinas en el carcinoma de células escamosas de cuello

uterino y adenocarcinoma endocervical.

2. Determinacién de citocinas (TNF-a e IL6) en lineas celulares de

cancer cérvico uterino.

Para cumplir este objetivo se realizé una RT-PCR de los mensajeros
de TNF-a, IL2, IL6, el bisistron E6-E7 y como referencia MAD3, usando RNA
total de queratinocitos primarios (kers) tomados de prepucio, de la linea
celular C-33A céancer cervical negativo para VPH y las lineas celulares de
cancer cervical (SiHa y CaSki), positivas a VPH-16 (Panel A de la fig. 27),
véase la metodologia para mas detalle. Se obtuvo expresiéon de RNA de
TNF-a en Kers, C-33A y CaSki, con mayor abundancia del mensajero en las
primeras dos. El mensajero de IL-2 solo se encontré en C-33A, la presencia
de la expresion de IL-6 se observé en Kers, SiHa y CaSki.

Se detecto la proteina soluble de TNF-a e IL-6 a las 24, 48, 72 y 96 h.
en las lineas celulares HaCaT, C-33A, CaSki y SiHa (Panel B fig. 27). No se
encontré secrecién de TNF-a en la linea celular HaCaT y C-33A. Se obtuvo
secrecion en la linea celular CaSki desde las 24h, siendo las 48h cuando se
obtuvo mas citocina con 32.5 pg/ml, también se detecté en SiHa pero mas
tardiamente, hasta las 72h y su maximo a 96h con 31.1 pg/ml. Para IL-6 se
encontré secrecion en HaCaT desde las 24h y su maxima secrecion a las
96h con 1,336 pg/ml, en la linea C-33A no se observo la citocina, en CaSki
se obtuvo una alta secrecion de IL-6 desde las 24h con 1,056 pg/ml y su
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maximo fue a las 72h con 37,906 pg/ml. En la linea celular SiHa se encontré
secrecion de IL-6 desde las 24h y la mayor secrecion fue a las 72h con
12,155 pg/ml.

En conclusion, se detect6 la presencia del mensajero de TNF-a en la
linea celular HaCaT, sin embargo, pero no se observd la secrecion de la
citocina. Esto nos sugiere que hay una regulacion a nivel post-
transcripccional o post-traducccional de la proteina y también sugiere que las
células HaCaT son un buen modelo para estudiar su regulacion
postraduccional. Se observd la secrecion de TNF-a e IL-6 en las lineas
celulares VPH positivas (CaSki y SiHa) mientras que la linea celular C-33A
VPH negativa, no tiene secrecion de ninguna de las citocinas, a pesar de que
las 3 lineas celulares provienen de carcinomas cervicales; por lo que es
posible que la expresién de las citocinas se altere por la presencia de las
proteinas virales, mas que por el proceso oncolégico, ya que C-33A,
proviene de un tumor libre de HPV, esto se podria comprobar al transfectar la
linea celular C-33A con las concoproteinas virales de VPH. La presencia del
HPV podria estar influyendo positivamente en la secrecion de las citocinas.
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Kers C33A SHa Caski A

TNFQ | —

L2

IL6 — s

VPH16-E7 C e—

MAD3 - —— - e

TNFa pg/ml IL-6 pg/ml B
Linea cellular 24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
HaCat nd nd nd nd 432 567 1,193 1,336
C-33A nd nd nd nd nd nd nd nd
CaSki 44 325 17.7 13.95 1,056 3772 37,906 5,586
SiHa ND ND 17.7 311 207 5,183 12,155 11,256

Figura 27. Determinacién de citocinas (TNF-a e IL6) en lineas celulares de céancer cérvico
uterino. A. RT-PCR de TNF-q, IL-2, IL-6, VPH 16-E7 en Kers (querarinocitos primarios de
prepucio), C-33A carcinoma cervical VPH negativo, SiHa y CaSki lineas celulares de
carcinomas cervicales VPH positivas. B. ELISA de TNF-a soluble e IL-6 en la linea celular

HaCat queratinocitos inmortalizados no malignos, C-33A, CaSki y SiHa.

3. Construccién de células HaCaT que expresen un reportero de TNF-
arGFP.

La construccién del vector EGFPN1 con la secuencia codificante para la
proteina reportera (amino de TNF-a con GFP) nos ayuddé a estudiar si la
regulacién de la secreccion TNF-a esta ocurriendo a nivel post-traduccional.
La construccion contiene la secuencia de la region transmembrana y el sitio
de corte por TACE de la proteina. Se analizo la expresion de GFP en las
células transfectadas con EGFP.N1 (control positivo de transfecciéon) y en las
células transfectadas con la construccion de la fusion del amino de TNF-q,
usando un anticuerpo comercial anti GFP. Mediante analisis de western blot
se observo la presencia de GFP con su peso de 27 kDa, en las células
transfectadas con el vector, mientras que en las células transfectadas con la

fusién, se obtuvo la proteina con el peso esperado de 36.6 kDa (Panel A de
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la fig. 28). Sin embargo, no se observd expresion por microscopia de
fluorescencia, por lo que una posibilidad era que la proteina se estuviera
procesando y liberando al medio de cultivo. Si las células fueron
correctamente transfectadas y el gen de la neomicina se estaba
transcribiendo, las células serian resistentes a G418, como se observé, por lo
tanto, como un control del éxito de la transfeccion se busc6é mediante analisis
PCR, la presencian del gen NEO (neomicina) que se encuentra en el
plasmido. Se encontr6 el plasmido, comprobando que las células fueron
transfectadas correctamente, tal como se observo, ademas se detectaron
niveles semejantes de NEO en control y las células transfectadas con la
fusién, comprobandose que la transfeccidn era similarmente eficiente y

estable (Panel B de la figura 28).

Una vez que confirmamos que la transfeccion fue estable, se concentré
el sobrenadante del medio de cultivo aproximadamente 100 veces y se hizo
un western blot, obteniendo la proteina TNF fusionada a GFP (Panel C figura
31). Esto nos confirma que la proteina GFP, se esta procesando por TACE
en la membrana y liberando, este dato nos sugiere que la regulacién de la
fusién de TNF-a-GFP no es a nivel de TACE en las células HaCaT, ya que
se obtiene la proteina GFP. Debido a que esta construccion solo contiene la
porcion Amino Terminal de la proteina TNF, y no contiene secuencias no
codificantes del RNA mensajero, para lograr comprender mas sobre su
regulacion, se requieren construcciones reporteras que contengan las

regiones 5’UTR y 3’ UTR, para una investigacion mas profunda.
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Figura 28. Construccion fusion del amino de TNF-a y la proteina GFP. A. Western blot de
GFP, obtencion de la proteina fusion de 36.6 kDa. B. RT-PCR de NEO para verificar una

transfeccion estable. C. Western blot de GFP en sobrenadante concentrado.

Discusién
El cancer de cérvico uterino es la segunda causa de muerte

relacionada con cancer en mujeres en todo el mundo [7, 8], no existe un

tratamiento eficaz para pacientes con este cancer avanzado [9].
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Se realizo un analisis in silico con biopsias de tejido de cancer
cervicouterino (CaCu) VPH positivas, lesiones intraepiteliales de alto grado
(HSIL) VPH positivas y tejido cervical normal; para ello hicimos 3
comparaciones, 1. CaCu contra el control, 2. CaCu contra HSIL y 3. HSIL
contra el control. La primera comparacion fue la que tuvo mayor numero de
transcritos desregulados y la segunda la que tuvo menos transcritos
desregulados, este ultimo resultado lo esperabamos al ser ambos grupos de
muestras VPH positivos y por consiguiente su transcriptoma pudiera ser

semejante y porque la lesién de alto grado puede evolucionar a CaCu.

Se obtuvo que la expresion del gen TNF-a se incrementa en células
cervicales con cancer VPH positivas y en lineas celulares oncogénicas VPH
positivas en comparacion de los controles, coincide con lo reportado por
Audirac y colaboradores en 2016 su estudio consistié en evaluar los niveles
de expresion cervical de ARNm de IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y
de mujeres mexicanas, reportando una diferencia significativa entre el
mensajero de TNF-a en muestras con cancer cervical VPH positivo y el
control [11], Szlosarek y colaboradores también reportaron un aumento de la
expresion de ARNm de TNF-a en tumores de cuello uterino [128]. Nuestro
estudio revela que la expresion elevada de TNF-a en cancer cervicouterino
VPH positivo se presenta in vivo como in vitro en lineas celulares, por lo
tanto, la célula cancerosa esta induciendo la produccién de esta citocina,
quiza para inducir mayor proliferacion al activar la via de las map cinasas y/o
la via de NF-kB. Se ha reportado niveles plasmaticos elevados de IL-6, IL-8,
TNF-a, MIP-1a, GM-CSF e IL-1a en mujeres con cancer cervical VPH
positivo, donde concluyeron que la infeccion por VPH persistente se asocia

con niveles altos de esas citocinas [39].

En el laboratorio encontramos una expresion de TNF-a en la linea
celular CaSki y en SiHa (VPH+), pero la secrecion en ambas es diferente en
el tiempo, aungque alcanzan niveles similares al 4to dia. La expresion fue

practicamente nula en la linea C-33A, carcinoma cervical negativa para VPH
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y en kers transformados de la Linea celular HaCaT, al contrario de lo
encontrado en IL-6 ya que obtuvimos presencia del mensajero en CaSki,
SiHa y en HaCaT, pero no en C-33A. Este proyecto revelo la deteccion del
mensajero de TNF-a pero no su secrecion en la linea celular HaCaT, sin
embargo, en las lineas celulares VPH positivas CaSki y SiHa se obtuvo una
alta secrecion de la citocina, concuerda con lo reportado en 2012 por Ali, K. y
col. su estudio consistia en 80 mujeres de 25 a 70 aflos con lesiones
cervicales de los cuales 14 fueron VPH positivos y 20 individuos sanos.
Obteniendo una secrecion en los pacientes VPH positivos de 12,18 (+ 3,49)
pg/ml [129], este resultado nos sugiere que la presencia de las proteinas de
VPH E6 y E7 0 el proceso oncogénico per se estdn modificando la expresion

y/o el procesamiento de TNF-a.

Esto contrasta con lo reportado en, 2001 por Hazelbag y col. realizaron
un estudio donde median 20 citocinas en 10 lineas celulares diferentes, entre
ellas SiHa, HelLa, y CaSki, carcinomas cervicales VPH positivos en donde
encontraron la presencia de los RNA mensajeros de TGF-31, IL-5, IL-2, IL-
15, IL-12p35, IL-1, IL-6, IL-8 y MCP1, sin encontrar el mensajero de TNF-a
[38]. Alcocer y colaboradores en 2006, obtuvieron el mismo resultado ya que
no encontraron expresion de TNF-a en las lineas celulares HelLa, SiHa y
CasSki [130].

Como vimos en los resultados la regulacion de TNF-a en la linea celular
HaCaT es compleja tanto a nivel de proteina como de mensajero, ya que se
detecta el mMRNA, pero no la secrecion de la proteina. Con ayuda de la
construccion de la fusion del amino de TNF-a que contiene el sitio de corte
para TACE y la region transmembrana, con la proteina reportera GFP en el
vector EGFP N1, encontramos que la regulacién de la citocina no es a nivel
del procesamiento por TACE, pero pueden ocurrir a nivel post-
transcripccional en la linea celular HaCat ya que la proteina fusion llegaba a
membrana y era cortada por TACE, liberando la proteina GFP al medio de

cultivo; para comprobar si hay algiin mecanismo de regulacién a nivel post-
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transcripcional o de la traduccion, se deben hacer construcciones que
contengan también las secuencias UTR 3’ y &, debido a que la construccion
gue usamos no contiene secuencias no traducidas del mRNA. Ademas, a
futuro, para conocer a fondo la regulacion se puede hacer mutagénesis
dirigida de las secuencias regulatorias ya reportadas o secuencias putativas
por identificar, para tener mas informacion y conocer mejor el mecanismo de
la regulacion [131]. Sera interesante usar la construccion de este proyecto en
presencia del inhibidor de TACE, TAPI, ya que asi podemos estudiar otros
procesos biolégicos como el transporte del TNF-a a la membrana lipidica, la
ubicacién de la proteina dentro de vesiculas u organelos membranosos de la
proteina fusién, y las consecuencias bioldgicas de su retencion como TNF-a

membranal.

Como ya se mencioné el TNF-a es una citocina altamente pleiotropica
actua por los receptores TNFR1 y TNFR2 desencadenando respuestas
celulares que llegan a partir de la inducciébn de programas de expresion
génica inflamatoria y la activacion de programas de muerte celular como la
apoptosis y la necroptosis [48, 132]. Conocer la regulaciéon de esta citocina
es muy importante ya que es un mediador clave de la inflamacion en muchas
enfermedades entre ellas el cancer al participar en la proliferacion, la
angiogénesis y la metastasis, un modulador de la produccién de citocinas
que pueden promover la tumorigenesis y puede producir un efecto
antitumoral [133, 120]. Ademas, se puede profundizar en el conocimiento de

la funcién de esta citocina en los queratinocitos.

Se sabe muy poco acerca de la regulacion de TNF-a, una mayor
comprension de la regulacion post-transcripcional, puede conducir a disefiar
en el futuro farmacos nuevos, mas potentes que pueden ayudar a controlar la
expresion de alterada del TNF-a en enfermedades inflamatorias como cancer

o artritis, por ejemplo [128, 134].
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Conclusion

Los resultados obtenidos en este proyecto sugieren que la regulacion
de TNF-a no ocurre a nivel de procesamiento por TACE, pero puede ocurrir a
nivel post-transcripcional o post-traduccional, en las células epiteliales de la
linea celular HaCaT, nos hacen falta mas estudios para entender mejor la
regulacion de esta citocina. Ademas, la expresion elevada de TNF-a esta
ocurriendo in vivo como in vitro en células con cancer cérvico uterino VPH

positivas.

Perspectivas

=> Volver a realizar los experimentos de ELISA, Western blot y
fluorecencias en presencia de TAPI, inhibidor de TACE.

=>» Generar mas construcciones con herramientas de ingenieria genética
para disefiar experimentos en los que se evalué el papel de las UTRs
5’y 3’ en la regulacion post-transcripccional de TNF- a.

=» Evaluar esas construcciones para la linea célular HaCaT y lineas de

cancer cervical.
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Anexo |
Soluciones y reactivos para Western Blot
Tampodn Triton X-100
e NaCl 150 mM
e 0.1% Triton X-100
e Tris-HCI 50 mM, pH 8.0
¢ Inhibidores de la proteasa
Tampon RIPA
¢ NaCl 150 mM
e |GEPAL CA-630 al 1%
e Desoxicolato de sodio al 0.5%
e SDS al 0.1% (dodecilsulfato de sodio)

e Tris-HCI 50 mM, pH 8.0

inhibidores de la proteasa
Tris-HCI

e Tris-HCI 20 mM

¢ Inhibidores de la proteasa
Bufer / bufer de carga Laemmli 2X

e SDSal4%

e 2-mercaptoetanol al 10%

e 20% de glicerol

e 0,004% de azul de bromofenol

e Tris-HCI0.125 M

e Se ajustoelpHa6.8

74



Tampon de funcionamiento (Tris-Glycine / SDS)

Base Tris de 25 mM

190 mM de glicina

SDS al 0,1%

pH ajustado a 8.3
Tampon de transferencia (humedo)

Base Tris de 25 mM

190 mM de glicina

20% de metanol

pH ajustado a 8.3.
Tampon de transferencia (semiseco)
e Trisde 48 mM
e Glicina 39 mM
e 20% de metanol
e 0.04% de SDS
Bufer de bloqueo
e BSA (albumina de suero bovino) al 3-5%.

e Agregar al bufer TBST, mezclar bien y filtrar.
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