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Resumen

En este proyecto se analizd el efecto de los oncogenes E6 y E7 del VPH-16 en la expresidn
de IL-2, una citocina implicada en la progresidon de diversos tipos de cancer, como el de
pulmén, melanoma, mama y cuello uterino (Chen et al., 2020; Rangel-Corona et al., 2010).
A pesar de la importancia conocida de las citocinas en el cancer cervical positivo para VPH-
18, este estudio busca llenar un vacio de conocimiento en cuse intento tener mas
informacidn del efecto de los oncogenes de VPH-16 en la expresion de IL-2 en células de
cancer cervical. VPH-16 es el tipo viral mas prevalente en este tipo de cancer, utilizando
como modelo célula de cédncer cervical VPH-negativas. Para ello, se empled la linea celular

C-33A, que carece de VPH, pero expresa IL-2.

Mediante la transfeccién de células C-33A con oncogenes E6/E7 de VPH-16, usando los
sistemas pEGFP-N1 (N1) y sleeping beauty (SB), se investigd el efecto de estos oncogenes en
la expresion de IL-2 a través de diversas técnicas, incluyendo RT-PCR, Western blot y ELISA,

analizando su impacto en el mRNA, la proteina y el sobrenadante celular.

Los resultados revelaron que los oncogenes E6/E7 ejercieron un efecto negativo en los
niveles de transcritos de IL-2 y CD25, mientras que se observd un aumento en CD122.
Ademas, se detectd una disminucién en las concentraciones de las proteinas IL-2, CD25 vy
CD122. Es relevante destacar que IL-2 mostré un aumento en el proceso de secrecion
("shedding") en presencia de los oncogenes. Es necesario resaltar que futuras
investigaciones deberan esclarecer si CD25 y CD122 son procesadas y secretadas en
presencia de los oncogenes. En sintesis, este estudio proporciona una vision mdas completa
de cdmo los oncogenes del VPH-16 influyen en la regulacién de IL-2 y sus interacciones, lo

cual contribuye al entendimiento de la progresion del cancer cervical.
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Abstract

The aim of this project was to investigate the effect of the E6/E7 HPV-16 oncogenes over IL-
2 expression using tumor derived cell lines. IL-2 is a cytokine implicated in the progression
of diverse cancers, including lung, melanoma, breast, and cervical cancer (Chen et al., 2020;
Rangel-Corona et al., 2010). Despite of the recognized role of this cytokine in HPV-18
positive cervical cancer cells; this study also aimed to bridge a gap in knowledge concerning
IL-2 expression and secretion in HPV-negative and HPV-16 positive cervical cancer cells, the
predominant virus in this cancer type. The C-33A cell line, lacking HPV but expressing IL-2,

was used for this purpose.

Through transfection of C-33A cells with E6/E7 HPV-16 oncogenes using the pEGFP-N1 (N1)
and the sleeping beauty (SB) systems, the impact of these oncogenes on IL-2 expression was
explored via diverse strategies, encompassing RT-PCR, Western blot, and ELISA assays. These
methods were used to assess the levels of IL-2 protein and mRNA, and IL-2 secretion was

determined by using cell culture supernatants.

Our findings showed that oncogenes E6/E7 elicited a detrimental effect on IL-2 and CD25
transcript levels, while CD122 level was increased. Furthermore, reduced levels of IL-2,
CD25, and CD122 proteins were also noted, in presence of E6/E7. Notably, IL-2 exhibited
enhanced "shedding" in the presence of the oncogenes. It is pertinent to emphasize that
future investigations should elucidate whether CD25 and CD122 undergo processing and
secretion in the presence of the VPH-16 oncogenes. In sum, this study offers a more holistic
perspective on how HPV-16 oncogenes influence the expression of IL-, and it intends to

contribute to the comprehension of cervical cancer progression.
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Introduccion

Los virus del papiloma humano (VPH) pertenecen a la familia de los Papilomaviridae. Son
virus antiguos y exitosos que han evolucionado junto con su huésped para replicarse. Una
de sus caracteristicas, es su especificidad por los tejidos, lo que significa que pueden
provocar enfermedades sintomdticas y/o asintomaticas (McBride, 2021; van Doorslaer,
2013). Los VPH son diversos, ya que sus secuencias de DNA y proteinas virales varian como

mecanismo de adaptacioén en la interaccién entre el virus y el huésped (McBride, 2021).

Los VPH son virus pequeiios, con un diametro de 55 nm. No poseen envoltura y contienen
genomas de DNA de doble cadena, con una longitud aproximada de 8 kb. El genoma se
encuentra en forma de superhélice con histoproteinas derivadas de la célula huésped (Kono
& Laimins, 2021). El genoma se divide en regiones que se expresan en diferentes etapas del
ciclo de vida del VPH: la regidn del gen que codifica las proteinas virales tempranas, llamadas
proteinas E, ocupa aproximadamente el 50% del genoma, y la region tardia. Las proteinas
virales estructurales tardias, llamadas proteinas L; y una region larga de control
transcripcional (LCR) que comprende aproximadamente el 10% del genoma completo
(Kaynarcalidan & Oguzoglu, 2021a). Se han identificado los genes E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7,

E8, L1y L2 en el genoma del virus (della Fera et al., 2021; Kono & Laimins, 2021).

Hasta el ano 2021, se han secuenciado y caracterizado los genomas de 665 tipos de VPH
(Papillomavirus Episteme). Estos se dividen en cinco géneros: Alfa, Beta, Gamma, Mu y Nu.
Los géneros se clasifican segun la secuencia de nucleétidos del gen L1. Cada tipo de VPH
tiene una similitud de secuencia de nucledtidos inferior al 90% en comparaciéon con
cualquier VPH previamente identificado. Las diferencias entre el 2% y el 10% de homologia
definen un tipo viral, mientras que menos del 2% son variantes de un mismo tipo viral (de
Villiers et al., 2004). Cada uno de estos géneros infecta tejidos epiteliales estratificados en

diferentes ubicaciones del cuerpo (McBride, 2021).

Los alfapapilomavirus tienen una asociacién clinica diversa y pueden provocar verrugas

comunes en el epitelio cutdneo, asi como lesiones anogenitales en las mucosas (Cubie,
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2013; Dunne & Markowitz, 2006a). Los VPH se dividen en tipos de bajo y alto riesgo
oncogénico. Los tipos de bajo riesgo causan lesiones benignas, mientras que los tipos de
alto riesgo son oncogénicos y son agentes causales de cambios premalignos y malignos (de
Villiers, 2013). De estos ultimos, los isotipos que se detectan con mayor frecuencia en
tumores encontramos a VPH-16, VPH-18, VPH-33 y VPH-35. Las infecciones persistentes por
VPH de alto riesgo (VPH-AR) son responsables del riesgo de cancer en aproximadamente el
5% de todos los canceres humanos, incluidos casi todos los canceres de cuello uterino
(CaCu), canceres anogenitales y mas del 60% de los canceres orofaringeos (Kono & Laimins,

2021).

Epidemiologia

El IARC (International Agency for Research on Cancer) reporto que el 96% de los casos de
CaCu estan relacionados con uno de los 13 tipos de VPH de los grupos 1y 2A (Arbyn et al.,
2014; Chargari et al., 2022; Clifford et al., 2003). Los tipos de VPH-AR mas frecuentes en
CaCu; son el VPH 16, el cual induce mas del 50 % de los casos, mientras que los VPH 16 y 18

provocan juntos mas del 70 % de los casos en todo el mundo (Cancer, 2012; Sung et al.,

2021).
Species Types
b 26
ob 30 53
a7 39 85 97
o9 31 67
34 73

all

Adapted from IARC [1].

Group 1 carcinogens.

Group 2A carcinogens.
Group 2B carcinogens.

Phylogenetic analogy with carcinogenic types.

Figura 1. Representacion esquematica de la clasificacidon de los grupos carcinégeno, tipos
de VPH.

(Tomado de Arbyn et al., 2014).
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CaCu es uno de los tipos de cdncer mds comun que amenaza la salud de las mujeres, ocupa
el cuarto lugar en frecuencia de diagndstico y causa de muerte en mujeres de todo el mundo,
con un estimado de 604 000 casos nuevos solo en el afio 2020. Las tasas de incidencia son
desproporcionadamente altas en paises en vias de desarrollo. Ademas, es la principal causa
de muerte en 36 paises, con 311000 muertes por CaCu, al ano principalmente en el
continente africano, (Barillari et al., 2021; Sung et al., 2021). En poblacién mexicana se ha
reportado que los genotipos de VPH-16, 18, 31, 45 y 58 son los de mayor prevalencia en
muestras de cérvix; siendo el tipo viral VPH-16 el mas frecuente en todos los grupos (Salcedo
et al., 2014). Los tipos mas frecuentes de VPH detectados en cancer cervical se observan en

la Figura 2.

La infeccidn viral ocurre cuando se presentan micro lesiones en el tejido, las cuales pueden
ser provocadas durante el acto sexual. En esta situacidn, las particulas virales penetran en
las células de la lamina basal, las cuales son indiferenciadas a través de la interaccion del
virus con el proteoglicano heparan sulfato y correceptoras como integrinas (esquematizado
en Figura 2). La integrina a6B4 se ha identificado como una de las principales integrinas con

las que se une el VPH-16 para ingresar a las células.

Las células se dividen y diferencian, lo que resulta en que las capas superiores hereden el
material genético viral. En las primeras etapas, este material genético viral se encuentra en
forma episomal y expresa proteinas tempranas que son importantes para el secuestro de la

maquinaria celular y la produccion de particulas virales nuevas.

El virus se replica persistentemente en células en divisién y codifica en promedio ocho
marcos de lectura abiertos (ORF) que se expresan a partir de mRNAs policistrénicos, que
son transcritos de la misma cadena de DNA y en la misma direccidon. La transcripcidn se
regula ampliamente mediante el procesamiento de RNA y la eleccidon del sitio especifico de
poliadenilacién (Kajitani & Schwartz, 2022; Schwartz, 2013). Los primeros productos génicos se

les denominan genes tempranos, los cuales son E6, E7, E1, E2, E4 y E5. E1 participa en la
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replicaciéon viral extra cromosdmica y el gen E2 estd relacionado con la regulaciéon de la

transcripcion.

Normal cervix Squamous intraepithelial lesion Invasive cancer

Low grade High grade

Cervical intraepithelial neoplasia
Grade 1 & Grade 2 Grade 3 L

Infectious viral particles o ‘...'/\“\
3 :o Qe %, * 2 .
e s ° ‘:ba: @ o

Squamous epithelium j
Superficial zone [ (e

Midzone | |

Basal layer |: 0

Basement membrane =—
Dermis

Episome
LR o E6 - L : |
@ Nuclei with episomal (@ Overexpression of Integration )
viral DNA E6and E7 £1 11 L2 LR E7 E2
@ Nuclei with intergrated € Expression of early L1 T | T | T L T | T Xli l
viral DNA and late genes I .
@ Normal nuclei AN Host E6  E1 :Host
t4 DNA {DNA
2 g

Figura 2. Infeccion del VPH, la infeccion inicia en células de la lamina basal.

Las células se dividen y la poblacion infectada crece hacia los estratos superiores del epitelio, donde se
producen los viriones que al ser liberados por la descamacion celular inician un nuevo ciclo de infeccion

(Tomado de Cohen et al., 2019)

Las proteinas E6 y E7 son reguladoras de la progresién del ciclo celular tanto en células
diferenciadas como indiferenciadas, y actlan como oncoproteinas en el desarrollo del
cancer (Hussain et al., 2021). La region de genes de expresion tardia (L) contiene a los genes
L1 y L2, que codifican para las proteinas estructurales de la cdpside del virus y son
expresadas en células diferenciadas. La tercera regién es la no codificante denominada
region larga de control (LCR), esta regién separa las dos regiones antes mencionadas. Posee
un palindromo al cual se une la proteina E2 que funciona como regulador transcripcional

involucrado en la expresion viral.
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En lesiones preneoplasicas el DNA del VPH se encuentra en forma episomal, en donde su
replicacién es independiente de la replicacidn celular. A diferencia de lesiones malignas o
lineas celulares derivadas del Cancer cervical, como el CaSki, SiHa y Hela en las cuales esta
integrado el genoma viral, el genoma viral se integra de la regién temprana, perdiéndose los
genes E1 a E5, la perdida de E2, el cual actia como helicasa y también como represor de la

trascripcion de los genes E6 y E7, desencadena un incremento en la transcripcién de ambos.

En CaSki y SiHa se conoce que poseen 3 diferentes RNAs, los cuales contienen la regién de
los genes tempranos E6 y E7. El inicio de la transcripcion se ubica en el nucleétido 97 por lo
gue se le nombrd promotor P97, por lo cual los 3 productos son generados por splicing
alternativo. El primer producto contiene el ORF completo de E6 y E7, el segundo es conocido
como E6*I, E7, el sitio 5'de splicing que contiene se ha reportado como el mas utilizado. El

tercer RNAm es el E6*II, E7.

Las proteinas E6 y E7 son metaloproteinasas que contienen residuos de cisteina que les
confiere afinidad por el zinc (dedos de zinc), y de union al DNA. Las oncoproteinas E6 y E7
interactian y/o modulan la expresiéon de muchas proteinas involucradas en la regulacién
epigenética, incluidas: las metiltransferasas de DNA, las enzimas modificadoras de histonas
y las subunidades de los complejos de remodelaciéon de la cromatina, influyendo en el
programa de transcripcion de la célula huésped (Doorbar et al., 2021). Ademas la
interacciéon de E6 con proteinas celulares permite regular la replicacion del DNA,
cromosomas, la estructura del citoesqueleto, transduccidon de sefiales, la polaridad y

adhesion celular.

E6

E6 es una proteina de 151 aa, que pesa 18 kDa, E6 muestra principalmente su impacto
neoplasico en las células infectadas por el VPH, al estimular la degradacion proteosomal
dependiente de la ubiquitinacdn de p53 (Narisawa-Saito & Kiyono, 2007; Wang et al., 2018), un

producto del gen supresor de tumores que previene la acumulacion de mutaciones
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destructivas que pueden causar el desarrollo de cancer. La proteina E6 forma un complejo
con AP (E6AP), una ubiquitina ligasa que se une a P53, ubiquitinando y destinando al
proteosoma 26s. Se ha descrito que la concentracion de p53 en células con E6, incluidas las
células de cancer de cuello uterino, es aproximadamente 2 a 3 veces menor que en las
células sanas, al tiempo que se observa una reduccion de su vida media. Como resultado,

no se produce la respuesta tipica de p53 al dafio del DNA (Saranath et al., 2002).

Las mutaciones del DNA permanecen en el genoma sin reparar y se transmiten de una
generacion celular a la siguiente, terminando en una acumulacién que con el tiempo
conduce a mutaciones gendmicas (Wang et al., 2018). Se ha informado sobre el mecanismo
de silenciamiento génico mediado por E6, el cual implica ademds de la degradacién de p53,
por la liberacién de la proteina especificidad 1 (Sp1), que se une al promotor de DNA
(citosina-5)-metiltransferasa 1 (DNMT1) y regula al alza la expresidn de este gen. Luego, la
cantidad elevada de DNMT1 conduce a la hipermetilacion del DNA (Balaji et al., 2021;
Doorbar et al., 2012).

E7

La oncoproteina E7 contiene 98 aa y un peso molecular reportado de 11 kDa. E7 tiene
similitudes con la secuencia de E6 al igual que a sus funciones, sin embargo, su funcion mas
relevante conocida es unirse a la forma hipofosforilada de la proteina de Retinoblastoma
(pRb), perturbando asi el complejo generado entre pRb y el factor de transcripcion E2F. Esto
provoca un movimiento temprano de la célula a la fase S, lo que conduce a la sintesis de
DNA vy, por ultimo, a la division celular (Miinger & Phelps, 1993). La produccién de E7 y sus
efectos son necesarios para la replicacién y finalizacién del ciclo de vida completo del VPH
(Hikita y Kozako, 2001). E7 puede formar un complejo con pRb promoviendo su degradacion,
lo que da como resultado la liberacion de E2F, que luego se une a la DNA metiltransferasa 1

(DNMT1) y provoca la hipermetilacién de islas CpG (Duefias-Gonzalez et al., 2005).
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El splicing alternativo del VPH-16

En el caso del VPH-16, el splicing alternativo es un proceso importante que genera tres
productos de splicing alternativo denominados E6*l y E6*II, los cuales son muy similares,
pero difieren en al menos 7 aminoacidos. Estas variantes de splicing de E6 han sido objeto
de estudios que sugieren que podrian desempenar diferentes funciones celulares. Por
ejemplo, se ha atribuido a E6*| funciones parciales o similares a E6, que incluso pueden
inhibir las actividades oncogénicas de la proteina E6 completa. Estas variaciones en el
splicing alternativo podrian tener implicaciones significativas en la patogénesis y la
progresion de las infecciones por VPH-16, lo que destaca la importancia de investigaciones
adicionales para comprender mejor las funciones y consecuencias de estos productos de
splicing alternativo. En el caso del VPH-16, el splicing alternativo es un proceso importante
gue genera tres productos de splicing alternativo denominados E6*| y E6*II, los cuales son
muy similares, pero difieren en al menos 7 aminodacidos. Estas variaciones en el splicing
alternativo podrian tener implicaciones significativas en la patogénesis y progresiéon de las

infecciones por VPH-16.

Gen TP53 y sus Isoformas: En los seres humanos, el gen TP53 puede producir hasta nueve
isoformas diferentes de ARN mensajero, que codifican 12 variantes funcionales distintas de
la proteina p53. Estas isoformas se generan mediante corte y empalme alternativo,
promotores y sitios alternativos de inicio de la traduccidén. Las isoformas de p53
desempeiian un papel crucial en diversas funciones celulares, como la respuesta al estrés
celular, lareparacién del DNA, el control del ciclo celular, la apoptosis y la senescencia celular.
Su capacidad para llevar a cabo multiples funciones esenciales contribuye a una respuesta
adecuada del organismo frente a situaciones de estrés y asegura el correcto funcionamiento
del sistema celular. Se han observado patrones de expresién andmalos de estas isoformas
en varias enfermedades malignas, lo que sugiere un papel clave en el desarrollo y progresion

del cancer.

18



Infeccion por VPH es una enfermedad de trasmision sexual.

La infeccion por el VPH se transmite principalmente por contacto sexual, puesto que se
estima que alrededor de 70 % de las personas con vida sexual activa la poseen, también
puede transmitirse a través del comportamiento sexual sin penetracion, pero la
probabilidad de que esto ocurra es menor. Evaluaciones clinicas han demostrado que la
incidencia de infecciones de transmision sexual (ITS) en nifias adolescentes suele ser de
alrededor del 30 % y puede aumentar hasta al 64 % en ciertas poblaciones (van Gerwen et
al., 2022). Otro estudio indicd que 4 afios después de su primera experiencia sexual, mas
del 50 % de la poblacion de mujeres jévenes padecia una infeccién cervical por VPH. La
identificaciéon de VPH-AR en mujeres que no han iniciado vida sexual, recién nacidos y nifios
ofrece pruebas de que la interaccién sexual no es el Unico método de transmisién del VPH

(della Fera et al., 2021; Dunne & Markowitz, 2006).

Los VPH infectan a las células de las capas basales del epitelio estratificado que quedan
expuestas después de algun tipo de microtraumatismo. Posterior a la entrada del virus, los
genomas virales se establecen en el nldcleo como elementos extracromosdmicos o episomas
en alrededor de 50 a 200 copias por célula y los genomas del VPH se replican en sincronia
con los cromosomas celulares en la fase S de la mitosis. El ciclo de vida productivo del VPH
esta estrechamente relacionado con el estado de diferenciacidon de la célula epitelial del

huésped y estd regulado por la accidn de proteinas virales y celulares (Stanley & Sterling, 2014).

El cuello uterino, es un canal con dos aberturas que se encuentra entre la vagina y el Utero.
Los epitelios que recubren el endocérvix y el exocérvix se unen en la zona de transicién,
también llamada zona de transformacidn, la cual es el drea mas vulnerable a la infeccién por
VPH (LiVolsi, 2002). En la zona de transformacion, se desarrolla con mayor frecuencia el
cancer de cuello uterino escamoso, ademas, es el lugar en el que se inician mas del 90% de
los tumores malignos del tracto genital inferior (Dunne & Markowitz, 2006; Mufioz et al., 2010).
La zona de transformacién incluye dos tipos de células epiteliales (células glandulares y
escamosas), por lo que pueden ocurrir dos formas diferentes de cancer en el cuello uterino.

Un rdpido aumento no regulado de células glandulares en el endocérvix genera un
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adenocarcinoma en el 10-20% de los casos, aunque la incidencia parece estar aumentando

en los ultimos anos (Brianti et al., n.d.).

Una neoplasia maligna de células escamosas es mucho mas frecuente (ocurre en el 80-90 %
de los casos) y suele ser asintomatica en sus primeras etapas, pero puede causar dolor coital
y pélvico, asi como sangrado y flujo vaginal anormal a medida que avanza (Briantietal., n.d.;
Narisawa-Saito & Kiyono, 2007). Las células epiteliales escamosas infectadas por el VPH se
convierten en coilocitos tras sufrir coilocitosis. En comparacién con las células no infectadas,
estas células tienen un ndcleo mds grande, mas oscuro y con un contorno asimétrico
rodeado por un drea de espacio transparente, denominada halo perinuclear, y parecen estar
vacuoladas. Esta alteracion sugiere displasia celular menor y muestra un estado viral
altamente replicativo (Yang et al., 2015). Después del inicio de una infeccién por VPH, la
progresion de lesiones intraepiteliales escamosas (LIS) se divide en dos etapas dependiendo
las caracteristicas de la lesion: Lesidn intraepitelial escamosa de bajo grado (LISB): También
definida como neoplasia intraepitelial cervical de grado 1, que consiste en células basales
inmaduras proliferantes y queratinizadas cuyos nucleos estan rodeados por vacuolas: estas
células representan la manifestacion de una infeccion productiva por VPH y pueden

constituir hasta 1/3 del epitelio cervical.

Generalmente sufre una involucion espontdnea hasta que desaparece, progresando a una
lesién intraepitelial escamosa de alto grado (LISA) solo en el 20-30% de los casos (Jenkins,
2007). LISA: Abarca la neoplasia intraepitelial cervical de grado 2 y 3. El primero se
caracteriza por células epiteliales hiperqueratinizadas que colonizan 2/3 de las capas basales
del cuello uterino; mientras que la neoplasia intraepitelial cervical de grado 3 representa las
primeras etapas de la carcinogénesis inducida por el VPH y estd formada por células
altamente displasicas que sufren mitosis atipicas y ocupan los 2/3 de todo el epitelio,
incluidas las capas superficiales (Jenkins, 2007). El cancer de cuello uterino asociada a la
infeccidn por VPH-AR, frecuentemente tiene recidiva, siendo resistente a la quimioterapia o
radioterapia convencional. La reactivacion de la infeccidn se ha observado cominmente en

mujeres que son inmunodeprimidas, pero la frecuencia en mujeres inmunocompetentes
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sigue sin determinarse. Cuando el DNA viral no se integra en el genoma de la célula huésped,
el VPH generalmente es neutralizado por el sistema inmunitario, en estos casos se presenta
el cese de la proliferacién anormal de células basales, las verrugas y las LIS retroceden vy el

epitelio cervical regresa a condiciones basales (Kaynarcalidan & Oguzoglu, 2021).

Sistema inmune y Cancer

El aumento de la frecuencia de LIS y cdncer de cuello uterino en pacientes con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) sugiere la importancia de la respuesta inmune, y mas
especificamente de los linfocitos T, en la prevencién o limitacién de las lesiones asociadas al
VPH-AR. La progresién del cdncer de cuello uterino esta asociada con una restriccion de una
respuesta inmune tipo 1 mediada por células, que es necesaria para eliminar de manera
eficiente las células (pre)neoplasicas. La expresién de citocinas en cancer cervical se ha
estudiado en pacientes para evaluar la importancia clinica, debido a que se han reportado
cambios en la expresidn de citocinas en el tumor con respecto a los tejidos sanos (Giannini
et al., 1998; Paradkar et al., 2014a). Las respuestas inmunitarias se pueden dividir en dos
tipos, tipo 1 producen IL-2, interferdn-gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral beta (TNF-

B), o la respuesta de tipo 2, que producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 (Einstein et al., 2009).

Giannini y colaboradores han demostrado que varias citocinas contribuyen al inicio o la
supresion de estas respuestas inmunitarias, como IL-4, IL-12, IL-10 y/o el factor de
crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1). Ademas las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de pacientes con SILA y cancer producen cantidades reducidas de IL-2 e
IFN-y y niveles mas altos de IL-4 e IL-10 luego de la estimulacion mitogénica, en comparacion
con el grupo de control (Stanley & Sterling, 2014). Lo que refuerza la idea de que los tumores

promueven un estado antiinflamatorio, realizando un cambio en la secrecidon de citocinas.
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Figura 3. Efecto de las oncoproteinas E6 y E7 en el sistema inmunoldgico y la progresién
del Cancer.

Esquema tomado y modificada de Della Ferra, 2020.

IL-2

El equilibrio en el sistema inmunitario se mantiene mediante una armonia entre la
activacion, que da lugar a células efectoras y de memoria, y la supresién, que es
principalmente mediada por células T reguladoras. La citocina Interleucina 2 (IL-2) se
descubriod originalmente como un factor de crecimiento para las células T y se utilizé para
estimular las respuestas inmunitarias en pacientes con cdncer. Estudios en modelos
experimentales y humanos han demostrado que la funcidn principal de la IL-2 es mantener
el correcto funcionamiento de las células T reguladoras, las cuales son esenciales en la

supresién inmunitaria (Abbas, 2020).
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La IL-2 se correlaciona con el estadio del tumor y el tamafo del tumor. La activacién,
inactivacion y disfuncién del sistema inmunitario han suscitado cada vez mas interés en la
investigacion. En estudios recientes en donde la IL-2 se utiliza en pacientes como terapia
antitumoral por su funcién de activar el sistema inmune, utilizada en bajas concentraciones
por su capacidad de provocar el aumento de otras citocinas, desencadenaba toxicidad en el
paciente administrado ademas de contrariamente a lo esperado aumentaba la progresién

del tumor (Rangel-Corona et al., 2010).

También se demostrd que la expresion de B7-H3 coestimuladores negativos sobre las
células T en el cancer de cuello uterino se correlacioné con el tamano del tumor y la
expresion de B7-H4 se correlaciond con el tamafio del tumor y el estadio FIGO (International
Federation of Gynecology and Obstetrics) (Huang et al., 2016). B7-H3, B7-H4 y Foxp3 se
correlaciona negativamente con la expresion de IL-2, lo que sugiere que la inhibicion del
sistema inmunolégico se puede lograr por B7-H3, B7-H4 y Foxp3 que promueve la
proliferacion de células Treg, regulando al alza la expresién de Foxp3 en células de cancer

de cuello uterino o suprimiendo directamente la secrecién de IL-2 (Huang et al., 2016).

Para que IL-2 genere su efecto en la célula debe estar presente el receptor celular para IL-
2, el cual es un receptor trimérico, la funcidon de sefializacidon del receptor estd mediada por
las cadenas B (CD122) se comparte con IL-15R, posee 551 aa y tiene un peso molecular
esperado de 64 kDa, sin embargo, en estudios recientes se han reportado variaciones en el
peso por un procesamiento de corte de metaloproteasas como sistema regulador en células
de Cancer (De Oca B. et al., 2010). También se compone con la cadena y (CD132, 64 kDa)
conocida como cadena comun por que se comparte con los receptores para IL-4, -7, -9, -15,
and -21, que se expresan en las células Ty NK de manera constitutiva, pueden regularse por
activacion y dimerizar para unirse a IL-2 con baja afinidad. La tercera cadena, a (CD25, 55
kDa) no tiene capacidad de sefializar, debido a su corta cola intracelular, pero confiere al
receptor alta afinidad a IL-2, sensible a una menor cantidad de la molécula disponible para

generar la cascada de sefializacién, al formar el receptor trimérico su contante de
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disociacion es de Kd = 10—100 p m. Las sefiales del receptor de IL-2 activan los factores de
transcripcion STATS y NF-kB, y estos factores de transcripcidn inducen las moléculas que
promueven la supervivencia y proliferacion celular. CD25 aumenta transitoriamente tras la
activacion de las células T por el antigeno y otros estimulos, lo que permite que las células
T produzcan y responden a la IL-2, lo que conduce a la expansion preferencial de clones

especificos de antigeno (Abbas, 2020).

La IL-2 es producida principalmente por las células T, particularmente por las
células colaboradoras CD**. En tumores de CaCu se ha observado un aumento de IL-6, lo
que provoca la inhibiciéon de CD122 y permite que las células T FH reciban sefializacion de
TCR sin iniciar un bucle inhibidor TCR/IL-2 (Papillion et al., 2019). La sefializacién de IL-6
impide la expresion de CD122, al interferir con la activacién de STATS5, no puede asociarse
con el locus I12rb. lo que impide el inicio de un ciclo de retroalimentacién positiva de
sefializacion de TCR/IL-2/STAT5 que da como resultado una mayor capacidad de respuesta
a IL-2 y un aumento en su expresion (Paradkar et al., 2014b). CD25 también se expresa en
células T reguladoras (Tregs), la IL-2 actla sobre las células Treg para mantener la
autotolerancia, induciendo y manteniendo a las células Tregs. La IL-2 promueve la expresion
de FOXP3 y la activacién de STATS5, los factores de transcripcidon que impulsan gran parte de
la funcidén supresora de las Treg (Fan et al., 2018). Las células Treg responden a la IL-2 en
concentraciones de 10 a 100 veces mas bajas que la cantidad necesaria para activar
las células T FOXP3 convencionales. Esta alta sensibilidad de las Treg a la IL-2 se debe en
parte a que las Treg expresan constitutivamente altos niveles del receptor trimérico de IL-2
de alta afinidad, mientras que las células T convencionales expresan CD25 de forma

transitoria y solo después de la activacidn.

La IL-2 se ha correlacionado con el estadio del tumor y el tamano del tumor. En estudios
recientes en donde la IL-2 se utilizd en pacientes como terapia antitumoral por su funcién
de activar el sistema inmune, fue utilizada en bajas concentraciones por su capacidad de

provocar el aumento de otras citocinas, desencadeno toxicidad en el paciente posterior a
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su administracion, contrariamente a lo esperado ademas aumentaba la progresiéon del
tumor (Rangel-Corona et al., 2010). La expresién del IL-2R y la produccién de IL-2 por parte
de las células tumorales se han demostrado en una variedad de tumores malignos humanos:
el melanoma, los carcinomas de células escamosas humanas y los canceres de cuello uterino,
mama y pulmon. Sin embargo, el papel de la IL-2 en el cancer, incluyendo cancer de cuello

uterino, no se comprende por completo.

Las células de cuello uterino normales no expresan IL-2R, pero si se observa su expresién
en células de cdncer de cuello uterino. Algunos informes indican que este fendmeno esta
relacionado con la progresion de la lesidn. La expresién de IL-2, IL-2R e IL-10 en el tejido
cervical puede desempenar un papel en el desarrollo de displasia intraepitelial cervical,
mientras que la expresion de IL-2 estad asociada con la proliferacion celular en casos de
carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (Rangel-Corona et al., 2010; Ross &
Cantrell, 2018). El IL-2R es funcional en algunas lineas celulares de cancer de cuello uterino,
IL-2 exdgena induce la proliferacién de estas células. Estas células de cancer de cuello

uterino también producen y secretaban IL-2.

Sea inferido que la propiedad adquirida por las células tumorales de utilizar IL-2 para su
propia proliferacién podria dar lugar a un mecanismo de competencia con los linfocitos por
este factor de crecimiento y el uso de IL-2 por parte de las células tumorales agota este
factor de crecimiento en el sitio del tumor, siendo absolutamente necesario el factor de
crecimiento para que los linfocitos que se infiltran en el tumor se vuelvan citotdxicos.
Ademas, la IL-2 puede estar regulando la transcripcion hacia un perfil parecido a las células

Treg al expresar IL-2R de alta afinidad (Gaffen, 2001; Rangel-Corona et al., 2010).
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Antecedentes

Se ha publicado que las lineas celulares de CaCu, CALO (VPH-18+) e INBL(VPH-18+) expresan
el receptor c-kit y que la IL-2 exdgena aumenta esta expresién, cuando este receptor se
coexpresa con el IL-2R disminuye la cantidad de IL-2 necesaria para inducir la
proliferaciéon. También, se ha reportado expresién de II-2 en células HelLa (VPH-18+). Por lo
tanto, el mecanismo de competencia entre las células de CaCu vy los linfocitos estd a favor
de las células malignas debido a que responden concentracidon muy baja de este factor de
crecimiento para su proliferacién (Rangel-Corona et al., 2010). También se demostré que la
cantidad de IL-2R expresada por las células de CaCu in vivo aumenta junto con el estadio
del tumor, se puede deber a que las células de cancer de cuello uterino pueden haber
desarrollado una dependencia de IL-2 para la proliferacién, con el fin de escapar de la
vigilancia inmunoldgica del organismo y aumentar ain mas su propia proliferacion, de tal
manera que cuanto mas intenta el organismo activar su respuesta inmunoldgica contra el
tumor al producir IL-2, mas se benefician las células tumorales, la IL-2 esta funcionando en
estas lineas celulares como un factor de crecimiento autocrino (Rangel-Corona et al., 2010).
Las bajas concentraciones de IL-2 pueden promover el microambiente regulador y el
crecimiento tumoral, sin embargo las altas concentraciones de IL-2 activan las células del
sistema inmunitario, como las células T CD8+, CD4+,y6 y las células NK; estas células
producen citocinas proinflamatorias, como el IFN -y, y eliminan las células tumorales (Fan
et al., 2018; Rosalia et al., 2014).De manera interesante, la linea celular C-33A, negativa a
papilomavirus, expresa grandes cantidades del mRNA de IL-2 desconocemos si expresa y

secreta la proteina de IL-2, lo que tendremos que investigar.

Se desconoce, si las lineas celulares positivas para HPV-16 expresan II-2. Sin embargo, datos
de nuestro laboratorio muestran que las lineas celulares SiHa y CaSki (positivas para VPH-
16), Se detecta el mRNA de II-2 y tampoco secretan 1l-2, pero en cambio secretan grandes
cantidades del mRNA de IL-6, y ademas del mRNA de TNF-a (Figura 4). Ademas, secretan
grandes cantidades de la proteina de Il-6 en el medio de cultivo y concentraciones bajas de

la proteina soluble de TNF-a, pero con cinéticas diferentes para las 2 lineas celulares ( Tabla
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1) .Se desconoce si VPH-16 cambia y altera el perfil de secrecidn de citocinas en CaCu. Nos

preguntamos si las celulas C-33A, transfectadas con los oncogenes de VPH-16, mantienen

su perfil de secrecién de citocinas o lo alteran de una manera a que pueda ser similar al de

las células SiHa y CaSki.

RNA extraido a las 48 horas de cultivo

C33-A SiHa CaSki

TNFa

| ——
L2 | —

IL6 Gt Srmemc

HPV16-E7 e —

ACTINA | S S S

Figura 4. RT-PCR de tres lineas celulares de Cancer cervicouterino

C33-A negativa a VPH y SiHa y CaSki positivas a VPH-16, en donde se muestra presencia de RNAm de Citocinas

a las 48 horas de cultivo.

Tabla 1. Concentracion de TNF-a e IL-6 en sobrenadante de las lineas celulares:

SiHa y CaSki (positivas para VHP-16) y negativas para VPH (C33-A y HaCaT), la presencia del VPH-16 parece

indicar un cambio en la expresion de citocinas como se reporta en la literatura.

TNFa pg/ml IL-6 pg/ml
Cell Line 24h  48h  72h 96h 24h 48h 72h 96h
HaCaT ND ND ND ND 432 567 1193 1336
C33-A ND ND ND ND ND ND ND ND
CaSki 4.4 325 177 1395 1056 3772 37,906 5586
SiHa ND ND 177 31.1 207 5183 12,155 11,256
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Justificacion:

El CaCu es en gran parte prevenible por la progresion lenta que presenta el SIL. En los paises
de ingresos altos, la incidencia y la mortalidad por cdncer de cuello uterino se ha reducido
a mas de la mitad, debido al acceso de la vacunacién contra el VPH y la introduccidn de

programas formales de deteccion.

A pesar de que la prevencidn a través de la vacunacién es una herramienta importante en
la disminucidn de casos de CaCu , la vacuna no es terapéutica por lo que es indispensable
entender la relacion entre el cancer, el sistema inmune y el VPH. El VPH16 es el virus mas
asociado a la oncogénesis, por lo que es importante estudiar cuales son los mecanismos por
los que promueve la evasidn del sistema inmune, y favorece la progresion del cancer. IL-2 se
ha reportado asociado con la progresién del Cancer. Debido a que nosotros no lo
detectamos en celulas VPH-16+. Queremos comprender si la expresion de IL-2 cambia por
accion de los oncogenes de VPH-16. IL-2 es una molécula importante en la regulacién del
sistema inmune y ademds de ser un factor de crecimiento que ha demostrado ser
importante en la proliferacidn de las lineas celulares de CaCu asociado a VPH-18. Las células
C-33A, tumorales pero carentes de VPH expresan IL-2, pero las células tumorales que

contienen VPH-16 no se ha logrado detectar el RNAm de IL-2 por PCR tiempo final.

Hipoétesis

La presencia de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16 altera la expresidn de IL-2 en celulas

de céncer cervicouterino negativas a VPH (C33-A).
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Objetivo general

Caracterizar molecularmente la expresidn de IL-2 y sus receptores en una la linea celular
de cancer cérvico uterino negativa para VPH (células C33-A) y después de ser

transfectadas con los Oncogenes E6/E7 de HPV-16.

Objetivos particulares

1) Determinar la presencia de GFRE6 y E7 en las celulas transfectadas con el bicistron

(sistemas N1 o Sleeping Beauty) a nivel de RNAm.

2) Determinar la presencia de IL-2 en las células control (C33-A, CaSki) y las celulas

transfectadas con el bicistron (E6E7)a nivel de:

a) RNAm
b) Proteina

c) Secrecidn

3) Analizar la presencia del receptor de IL-2 en células control y las celulas transfectadas a

nivel de :

a) RNAm

b) Proteina
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Estrategia experimental

Las células se descongelaron del repositorio almacenado en nitrégeno que pertenece al
laboratorio 1. Posteriormente se cultivaron con los medios correspondientes para las lineas
celulares C33-A, CaSki, Hela y Jurkat (donada amablemente por el Dr. Vianey Ortiz
Navarrete). La linea celular Jurkat se us6 como control positivo de expresion de IL-2. Los
medios de las células C33-A transfectadas fueron adicionados con el antibidtico de seleccién
G418 (Geneticin de Thermo Fisher) correspondiente al gen de resistencia a Neomicina. Se
utilizaron dos sistemas de transfeccidn para ver los efectos de las oncoproteinas cuando son
transcritas con promotores diferentes, lo que confiere una mayor o menor cantidad de
proteina exdgena en la célula transfectada. En el sistema N1 se utilizé un vector comercial
PEGFP-N1, pero fue renombrado en este escrito como N1, para un mejor manejo, de igual

forma que con el sistema SB (pSBbiGN).

Vector pEGFP-N1 (N1)

El bicistron E6/E7 fue amplificado mediante PCR a partir de cDNA de la linea celular CaSki.
El producto de PCR se insertd en el vector plet 2.1. Luego, se realizaron cortes con enzimas
de restriccion Hind lll y Bam Hl tanto en el plasmido pEGFP-N1 como en el vector pJet-E6E7C.
El vector posee la zona del promotor el cual es el promotor de Citomegalo virus (CMV) y
seguidamente los genes de interés, que se transformara en RNAm bicistrénico.
Posteriormente, se realizd una ligacidn con los fragmentos mencionados, y se llevd a cabo
una transformacion de células competentes XL-10 Gold. Como resultado, se obtuvieron
colonias que contenian el vector con el bicistron incorporado. Estos plasmidos se purificaron
y se enviaron a secuenciar 3 clonas. Se confirmé que la secuencia obtenida correspondia al
bicistron de CaSki, y se verificé que el marco de E7 estaba en fase con la proteina EGFP.
Finalmente, se obtuvo una mayor cantidad de plasmido para su posterior transfeccién. El
sistema esta conformado por el promotor de Cito Megalovirus (CMV) y la region de genes
de interés, en este caso los genes E6 y E7 de VPH-16, ademas cuenta con el gen reportero

GFP, que esta fusionado al gen de E7.
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Vector Sleeping beauty (SB)Se amplificd el bicistron EGE7 mediante PCR utilizando cDNA de
la linea celular CaSki. Luego, se clond el producto en el vector pJet2.1. Después de esto, se
realizaron transformaciones en células competentes para incorporar el bicistron en plet.
Para confirmar la presencia del inserto en plet, se llevd a cabo una corroboracion. A
continuacién, se procedid a cortar el vector pSBbiGN y el pJet-E6E7 utilizando la enzima Sfil.
Luego, se realizo la ligacidn del vector y el inserto y se llevaron a cabo transformaciones en
células competentes XL10-Gold para asegurar que el vector contenga E6E7. Una vez
verificada la presencia de E6E7 en el vector, se extrajo el plasmido para su secuenciacion, y
se confirmé que la secuencia correspondia al bicistron E6E7 de CaSki. Por ultimo, se obtuvo

una mayor cantidad del vector pSBbiGN/E6E7C para su posterior transfeccion.

C33-A(E6-E7)

C33-A | ] ] CASKI PEGFP- N1
B . o Promotor CMV
CULTIVO
RNA / \ SLEEPING BEAUTY
SOBRENADANTE
1 PROTEINA 1 E7 Promotor sintético G F P
RT
ELISA
WESTERN IL-2
BIII-_O-ZT synthetic RPBSA promoter
PCR: IL-2R RPL13a (431bp) r> RPL41 (178bp) Dralll
IL-2 promoter
IL-2R

Figura 5. Estrategia experimental representada esquematicamente

Esquema acompaiiado de los sistemas de transfeccion que se utilizaron. Tomado de (Kowarz et al., 2015)
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Materiales y Métodos

En este estudio, se emplearon diversas lineas celulares de cancer cervicouterino, incluyendo
C33-A y (33-A transfectadas con el bicistron E6-E7 (C33ABE6-E7) utilizando dos
construcciones: N1y Sleeping beauty. Como controles, se utilizaron CaSki, una linea celular
positiva para VPH-16, y Hela, una linea celular positiva para VPH-18. Ademas, se emplearon
las células Jurkat como control positivo para la expresion de IL-2. Todas las lineas celulares

se obtuvieron de ATCC.

Las células CaSki se cultivaron en medio RPMI, mientras que las C-33A en medio minimo
esencial de Eagle (MEM), ambos suplementados con 10% de suero bovino fetal (FBS). Los
cultivos se mantuvieron en una incubadora humidificada a 37°C con 5% de CO2. Se
recuperaron células en diferentes tiempos, con confluencias aproximadas de 50% y 100%,
respectivamente. Se obtuvo 1 mL de sobrenadante por cada caja de Petri en los diferentes

tiempos y condiciones.

Extraccion de RNA

Para la extraccién de RNA, se llevaron a cabo los siguientes pasos. Se elimind el medio de
las células y se lavd la caja con PBS 1X en dos ocasiones. Para las muestras con un 50% de
confluencia, se agregaron 500 pl de trizol (Invitrogen), mientras que para las muestras con
un 100% de confluencia, se utilizaron 1000 ul de trizol. Se despegaron las células de la caja
utilizando un gendarme estéril y se disgregaron con una pipeta hasta reducir la viscosidad.
Posteriormente, las células se transfirieron a un tubo eppendorf y se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de la incubacidn, se afadieron 100 pl
de cloroformo (por cada 500 pl de trizol) a cada tubo, se mezclé y se incubaron en hielo
durante 3 minutos. Las muestras se centrifugaron a 1200 rpm durante 15 minutos a 4°C,
obteniendo asi la fase acuosa, que se transfirié a un nuevo tubo estéril. A continuacién, se
precipité el RNA mediante la adicién de 250 pl de isopropanol (por cada 500 pl de trizol) y

se incubd en hielo durante 10 minutos. Posteriormente, se centrifugd nuevamente la
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muestra y se lavo la pastilla con etanol al 70%. Finalmente, se centrifugd a 12000 rpm
durante 10 minutos, se descartd el sobrenadante y la pastilla que contenia el RNA se
solubilizé6 en 30 pl de agua libre de nucleasa y se almacend a -70°C. Para verificar la

integridad del RNA, se realizdé una electroforesis en gel de agarosa al 1% con TAE 1X.

Tratamiento con DNasa free

En el tratamiento con DNasa, se utilizd el KIT DNA-FREE de BIORAD para 50 pl de RNA. Se
agregaron 3 ul de Buffer de la DNAsa al tubo con el RNA a tratar, luego se afiadié 1 pl de
enzima y se incubd a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, se agregd otra vez 1 ul de
enzima y se incubdé nuevamente a 37°C por 30 minutos adicionales. Para neutralizar la
enzima, se agregaron 3 ul de reactivo de inactivacidn, se agitd por 2 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd a 14000 rpm durante 1 minuto. Finalmente, se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo. La integridad del RNA se verificé mediante electroforesis en

gel de agarosa al 1% con TAE 1X.

Transcripcion inversa

En la transcripcién inversa, se extrajo el RNA total de las siguientes muestras: C-33A, CaSki,
C33-A SBE6E7, SBMock, N1E6E7, N1Mock, Jurkat y PBMCs. El DNA complementario se
sintetizé utilizando 10 pug de RNA total y 4 ul de oligo(dT) 10 uM de Thermo Scientific. La
mezcla se calentd a 70°C durante 10 minutos. En otro tubo, se prepard una mezcla con 8 pl
de Buffer 5X, 4 pl de DTT 0.1 M, 4 ul de dNTPs 2.5 mM y NFW (agua libre de nucleasa). Esta
mezcla se agrego al tubo con el RNA y el oligo dT, y se incubé a 22°C durante 10 minutos.

Posteriormente, se afiadieron 2 pl de enzima SSll y se incubd a 42°C durante 90 minutos.
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Amplificacidn por PCR punto final

Las PCR para IL-2 fueron realizadas utilizando 1 pg/ul de cDNA. La mezcla de reaccidn para
PCR se preparé de la siguiente manera: se utiliz6 Buffer (Invitrogen), MgCl2 2 mM
(Invitrogen), mezcla de dNTP 2.5 mM (Thermo Scientific), 1 U de polimerasa de DNA Taq
(Invitrogen) y 144 uL de agua libre de nucleasas, junto con los oligos correspondientes. Las
muestras fueron sometidas a 25 ciclos de amplificacidn, con las siguientes condiciones: 92°C
durante 10 segundos, luego 92°C durante 20 segundos, a continuacién 45°C durante 45
segundosy, finalmente, 72°C durante 7 minutos por ciclo. Cada experimento de PCR incluyd
los siguientes controles negativos: cDNA de CaSki e IL-6, y también se utilizé la proteina E7,

gue no se expresa en C-33A. Ademas, se incluyd un tubo con la mezcla sin muestra.

Los productos amplificados mediante PCR fueron separados mediante electroforesis en un
gel de agarosa al 2.0% de BIORAD y las bandas resultantes se tifieron con bromuro de etidio.
Actina y GADHP fueron empleados como control interno en cada amplificacion. Las
condiciones se ajustaron para los genes a amplificar, por lo que las temperaturas varian, en
el caso de los genes de los receptores, se utilizo la polimerasa Q5 de Biolab, la cual es de
alta afinidad y especifica par la amplificacidon de genes con altos porcentajes de GCs. Los
experimentos de PCR incluyeron controles negativos y muestras de referencia para

garantizar la calidad de los resultados.
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Tabla 2. Secuencias utilizadas para los ensayos de PCR.

IL-2

IL-2Ra

IL-2RB

IL2Ry

E7

GADPH

Actina

IL-6

Forward

GAATGGAATTAATAATTACAAGAATCC

CAGCTCATATGCACAGGTGAAATG

CAGACCTGGTGGATTTTCAGCCACC

GAGGATCTTGTTACTGAATACCACGG

ATGCATGGAGATACACCTACATTGC

GACCCCTTCATTGACCTCAAC

GAAGAGCTACGAGCTGCCTGACG

GCAGCAAAGAGGCACTGGCAG

Reverse

TGTTTCAGATCCCTTTAGTTCCAG

GTTCTTCTACTCTTCCTCTGTCTCC

CTACACCAAGTGAGTTGGGTCCTGAC

GGTTTCAGGCTTTAGGGTGTAACATG

TGGTTTCTGAGAACAGATGGGGCA

GTGGCAGTGATGGCATGGACT

CACACGGAGTACTTGCGCTC

GTTCTGGAGGTACTCTAGGTATAC

ELISA de il-2 en sobrenadantes de cultivos de CaCu

Para evaluar si C-33A, CaSki, C33-A SBE6E7, SBMock, N1E6E7, N1Mock y Jurkat produjeron

y secretaron IL-2 como un posible mecanismo autocrino para la regulacion del crecimiento,

se realizé un ensayo de inmunoadsorcidn ligado a enzimas (ELISA) para detectar la presencia

de IL-2 en los sobrenadantes recolectados de sus respectivos cultivos en diferentes

momentos. Para las células C33-A y las transfectadas, se llevd a cabo una curva de
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recoleccion de sobrenadantes, comenzando a las 24 horas y recolectando cada 12 horas
hasta las 72 horas. Se utilizé el kit de ELISA (BD OptEIA-555190) para medir la IL-2 en los
sobrenadantes. Se sensibilizé una placa ELISA de 96 pocillos con buffer de carbonatos (pH
9,2) al que se afadié anticuerpo de captura diluido 1:250, y se dejé cerrada toda la noche a
4 °C. Luego, se lavd la placa tres veces con tampdn PBS-T (PBS con Tween 20 al 0,1%, pH 7,2).
Se bloqued con PBS a pH 7.2 + SFB 10% durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de
tres lavados con PBS-Tween. Después del tiempo de bloqueo, se lavd tres veces mas, se
prepard la curva con el estandar de referencia y se anadieron 100 pL de muestra de
sobrenadante sin diluir en cada pocillo, para luego incubar a temperatura ambiente durante
2 horas. A continuacion, se lavé cinco veces con PBS+Tween. Se agrego la mezcla de revelado,
gue consistia en una combinacion de conjugado de peroxidasa IgG anti-ratdn y biotina
diluidos en PBS+ SFB 10%, a cada pocillo, y luego se incubd durante 1 hora. Finalmente, se
lavo la placa siete veces con agitacion durante 30 segundos, seguido de la adicién de 50 pL
de TMB de Santa Cruz a cada pocillo. La reaccion se detuvo con una solucidon de H2504 1N
y se midid la absorbancia a 450 nm utilizando un lector de placas ELISA. Las concentraciones

de IL-2 se calcularon utilizando una curva estandar.

Extraccion de proteina y Western blot

La obtencidn de las proteinas se realizd empleando la solucion RIPA (Tris-HCI 25 mM pH 7,5,
NaCl 150 mM, NP40 al 1% y proteasa) para la extraccion. Se agregaron 500 pL por caja de
Petri con una confluencia de entre el 70-80%. Las células fueron disgregadas con la ayuda
de un gendarme, y la muestra se sometidé a sonicacién para disminuir la viscosidad. Las
proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
de sodio al 10% (SDS-PAGE) y posteriormente se transfirieron a membranas de difluoruro
de polivinilideno (PVDF, BIO-RAD) utilizando el Transblot de BIORAD (Transferencia en seco).
Las membranas se bloquearon con leche descremada en polvo al 5% en solucién salina

tamponada con Tris 1x complementada con Tween-20 al 0,1% durante 1 hora a temperatura
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ambiente. Luego, se afadieron los anticuerpos primarios especificos y los secundarios
conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP) en las siguientes diluciones: anti-IL-2
(1:750), anti-CD122 (1:500) y anti-CD132 (Cell signaling technology) o anti-CD25 (1:250,
Santa Cruz), Después de lavar con TBST (solucién salina tamponada con Tris y Tween-20 al
0,1%), las bandas de proteinas se visualizaron utilizando el reactivo de quimioluminiscencia
Femto. La densitometria se realizé con Clarity Western ECL Substrate y las imagenes fueron
foto documentadas en el ChemiDoc MP Imaging System. Beta actina se utiliz6 como control

de carga.

Anadlisis de citometria de flujo (facs)

Las células (2,5 x 1076) se sembraran una noche antes en cada una de las cajas de Petri. Las
células C-33A se cultivaran durante un maximo de 24 horas y se liberaron de las placas de
cultivo mediante una incubacién de 5 minutos con solucién de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich).
Se realizo la eliminacién de la tripsina a través de neutralizacidn con suero y centrifugado a
4°C por 5 min a 1500 rpm. Se procedid a lavar la pastilla resultante con PBS 1X y se
resuspendieron las celulas en PBS 1X. Se realizo la deteccién de florescencia en las celulas
transfectadas, debido a que poseen GFP (Proteina verde fluorescente) tanto en el sistema
N1 en donde la proteina GFP esta fusionada a E7 y en el sistema SB que traduce GFP de

forma separada. Como control negativo se utilizaron las células C33-A sin transfectar.
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Resultados

Objetivo 1: Determinar la presencia de E6 y E7 en las celulas transfectadas con el bicistron

(sistemas N1 y Sleeping Beauty):

Para investigar el efecto de las oncoproteinas en la regulacidon de la expresién de IL-2, se
utilizaron células transfectadas en el laboratorio 1 (datos no publicados Bio. Raul Bonilla,
auxiliar de laboratorio) con los siguientes sistemas como se explica en el disefio
experimental, con el sistema N1, y el sistema SB, el gen reportero en los dos sistemas es
GFP, por lo cual se midié el porcentaje de células que emiten fluorescencia mediante
Citometria de flujo. En términos generales se observd una eficiencia de transfeccién mayor

de 75% con los 2 vectores y 70% y 83% respectivamente con los vectores control (Figura 6).

C33-A pEGFP- N1 C33-A PSEbI

SEMock

Mok

r\ SBEGE7
N1ESE7 - .
| .; 1

caza £ caz-a |

r 4

Figura 6. Andlisis de porcentaje de células fluorescentes

Andlisis de porcentaje de células fluorescentes: En poblaciones celulares con crecimiento de 24 horas de cultivo.
Se observan porcentajes similares de fluorescencia en los dos sistemas.

Se realizd una curva de extraccion de 16, 24, 36 y 48 hrs. y se observd que, si bien a las 48
horas la obtencion de RNA es mayor, como era de esperar no detectamos transcrito de IL-2
en C-33A. Se decidié tomar como primer tiempo de extraccion para RNA tota las 24 hrs. de
cultivo, porque las cantidades de RNA obtenidos de cultivos de menor tiempo son escasas.
En las células C-33A transformadas con el vector la expresién de los oncogenes se observa
a partir de las 12 hrs. de cultivo; en células con expresion constitutiva en el vector N1, Ia
expresion es mas baja, pero claramente detectable. Solo se detecta claramente los 2

transcritos principales de los oncogenes E6/E7 de VPH-16, el bicistron completo y la forma
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de E6*|, este ultimo es el transcrito mas abundante en tumores y lineas celulares (Figura
7A). La expresion de los oncogenes se confirmd con la deteccidn del transcrito del oncogén
E7 (Figura 7B). La expresion es mayor en las células transfectadas con el vector SB debido a

que contiene un promotor mas fuerte, que el de CMV presente en el vector N1.

A) B)
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NI1EGE7
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Figura 7. Expresion de los RNAs mensajeros bicistronicos de E6 y E7

A) En las celulas transfectadas con el bicistron (sistemas N1 y Sleeping Beauty): Se observa una mayor cantidad

de los 3 transcritos que corresponden a las formas de splicing alternativo del bicistron. En donde observamos
una mayor cantidad relativa entre las células transfectadas con el sistema SBE6E7, y una cantidad menor en
celulas transfectadas con N1E6E7. El RNA se extrajo de celulas con cultivo de 24 horas. B) Deteccidn de la
presencia de RNA mensajero de E7: En las células transfectadas con los dos sistemas y un mayor numero de
ciclos, en donde se observa que las cantidades de transcrito son diferentes en los dos sistemas, siendo mayor

en células transfectadas con SBE6E7.

Objetivo 2: Determinar la presencia de IL-2 en las células control (C-33A, CaSki) y en las

celulas transfectadas con el bicistron (E6E7), por presencia de RNAm y proteina.

La presencia de los transcritos de IL-6 e IL-2 fue determinada a las 24 horas de cultivo en C-
33A y CaSki. En C-33A no se detecta el transcrito de IL-6 pero si el de IL-2 y en CaSki es el
caso contrario, estd presente el mRNA de IL-6 pero no se detecto el de IL-2 (Figura 8A). En
las células transfectadas con los Oncogenes de E6/E7 no se detectd el transcrito de IL-2, a

comparacién de las células transfectadas con los MOCK en los dos sistemas. Notablemente
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se detectd el mMRNA de IL-2 en las células transfectadas con los vectores Unicamente (MOCK),
lo que corresponde con lo observado previamente en las células C-33A sin transfectar. Este
dato deberd analizarse con mas profundidad en experimentos futuros, con mas tiempos de
cultivo. El resultado es razonable porque en CaSki tampoco se detecta el mRNA, sugiriendo

un efecto de los oncogenes de VPH-16 en el nivel de mRNA de IL-2 (Figura 8B).

En cuanto a los niveles del RNA de IL-6 en las células C-33A transfectadas con los 2 vectores

diferentes. No se observé ningiin cambio y continuo sin detectarse en C-33A (Figura 8C).
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Figura 8. RT-PCR de las células para corroborar antecedentes a diferente tiempo

Deteccion del mRNA de IL-2 e IL-6 en células C-33A transfectadas y sin transfectar con los oncogenes de E6/E7
de VPH-16. En panel. A) se observa la expresion del mRNA de IL-2 en células C-33A y la nula expresion del
MRNA IL-6. En panel B) Se observa la expresion del mRNA de IL-2 en células C-33A transfectadas con los MOCK
(en los vectores N1 o SB). C) Amplificado por RT-PCR del gen de IL-6 en C-33A transfectadas con los dos
sistemas Positiva a VPH-16, el amplificado se detecta en CaSki a las 24 horas, como en los antecedentes del

laboratorio de RNAm de 48 horas.

En la deteccién de la proteina de IL-2 mediante ensayos de WB; inesperadamente se detectd
una proteina de 50kDa aproximadamente, se esperaba un peso de 18 kDa (Figura 9A). Cabe
destacar que en el western inicialmente se detectaron 3 bandas de entre 55 y 43 kDa (Figura
9A), pensamos que pudiese tratarse de agregados con otras macromoléculas porque se
traté la muestra con SDS durante la transferencia y solo se detectd la banda de 50 kD (Figura
9B). Interesantemente, se detectd una disminucién de la proteina en presencia de los
oncogenes (Figura 9A) en comparacién con el MOCK. En el panel B, se corroboro la

disminucion de IL-2 de las células transfectadas con N1E6E7 con respecto a las células
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transfectadas con el MOCK, también se observa una disminucion aparente de IL-2 en las
células transfectadas con SBEGE7 con respecto a las células SBMock. Este dato esta en linea

con la disminucidn de transcrito de IL-2 en presencia de los oncogenes E6/E7 de VPH.
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Figura 9. Expresion de la proteina de IL-2 en las celulas transfectadas y los controles

Deteccion de la proteina IL-2 con peso aproximado de entre 43-55 kDa, en células C-33A transfectadas con los
oncogenes E6E7, y los respectivos mock en los dos sistemas . Proteinas totales utilizando buffer RIPA, extractos
de 24 horas de cultivo. En el panel A) Se observa una aparente disminucién de la proteina en las células
transfectadas con los oncogenes de VPH-16, también se detectan bandas adicionales en todos los carriles,
también se detecta IL-2 en CaSki y Hela. En el panel B) Se observa IL-2 en CaSki y en las células transfectadas
con N1E6E7 se presenta una disminucion con respecto al Mock, a diferencia de las células transfectadas con

SBE6E7 que presenta un aumento aparente de IL-2 con respecto a su Mock.

En la deteccién de la secrecion de IL-2 por la técnica de ELISA observamos secrecion de IL-2
en el sobrenadante de las células C-33A sin transfectar en tiempos tempranos, por el
contrario, en las células C-33A transfectadas con el vector N1, pareciera incrementar la
secrecion a partir de las 42 hrs. (Figura 10). Interesantemente en las células C-33A
transfectadas con SB el incremento de secrecion de IL-2 es mayor con el tiempo y los valores
son mas altos que los observados en las células transfectadas con el vector N1 que
correlaciona con el aumento aparente que observamos en el WB, también se observa el
aumento las 42 hrs. pero disminuye a partir de las 56 hrs. (Figura 10B). Se detecto un
aumento de IL-2 en sobrenadantes de células transfectadas con los oncogenes con los dos
sistemas. Ademas las concentraciones de IL-2 en el sobrenadante de CaSki fueron mayores
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que en las células C-33A y (Control positivo). Cabe destacar que en celulas CaSki no se
detecté el mRNA de IL-2. Los datos anteriores sugieren que los oncogenes promueven la

secrecion de IL-2, lo que explicaria la disminucidn aparente de proteina de IL-2 observada

por western blot. Estos datos requieren una investigacion mas detallada.
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Figura 10. Secrecion de IL-2 en celulas C-33A, transfectadas y CaSki

Se realizé una curva de obtencion de sobrenadantes de células en cultivo y se utilizé la técnica de ELISA para
medir la concentracion de IL-2 en el sobrenadante. Se observé un aumento significativo de IL-2 en las células
SBE6E7 a las 42 y 56 horas en comparacion con las células C-33A y SBMOCK. En la grdfica A), se compararon
las concentraciones de IL-2 en los sobrenadantes de células C-33A sin transfectar y transfectadas con N1E6E7
y NIMOCK, mostrando un aumento de IL-2 en las células transfectadas con los oncogenes desde las 42 hasta
las 56 horas. En la grdfica B), se analizaron las concentraciones de IL-2 en los sobrenadantes de células C-33A
sin transfectar y transfectadas con SBE6E7 y SBMOCK, evidencidndose un aumento de IL-2 en las células
transfectadas con los oncogenes desde las 42 hasta las 72 horas. En la grdfica C), se evaluaron las
concentraciones de IL-2 en los sobrenadantes de las células SBE6E7 y N1EGE7 desde las 24 hasta las 72 horas
de cultivo, compardndolas con Jurkat a las 24 horas y CaSki a las 24 'y 42 horas de cultivo. Se observé que CaSki

presento la mayor concentracion de IL-2 a las 42 horas.
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Objetivo 3: Analizar la presencia del receptor de IL-2 en células control y las células

transfectadas:

En la deteccidn de los mRNAs de las cadenas que componen al receptor se realizé la RT-PCR
para el transcrito de CD25 que corresponde a la cadena alfa, a las 24 hrs. de cultivo, en el
cual se observé una disminucion de transcrito en las células transfectadas con N1E6E7 con
respecto a las células NIMOCK, ademas en las células SBEGE7 se observa una disminucién
mayor con respecto al MOCK. En CaSki se observa una banda mds prominente (Figura 13).
Se observo diferencias en el transcrito de CD25 en los dos sistemas por lo que se realizé RT-
PCR para comparar las cantidades de transcrito en los dos sistemas (Figura 13A) y se observé
una mayor cantidad de mRNA en las células SBE6E7 al comparar con las células N1EGE7.
Estos datos son consistentes con la disminucion del mRNA de II-2 en presencia de los

oncogenes E6/E7 de VPH-16.
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Figura 11. Expresion del mRNA de CD25 en celulas transfectadas y CaSki

A) RT-PCR de CD25 a las 24 hrs. de cultivo. Se observa una aparente disminucion del mRNA en las células
NI1E6E7 con respecto a las células NIMOCK. En CaSki se detecta mayor cantidad de transcrito que en las células
transfectadas con el MOCK. B) Expresion de mRNA de CD25 en las células transfectadas con los oncogenes: Se
observan una mayor presencia de CD25 con las células transfectadas con SBE6E7 en comparacion con las
células transfectadas con N1E6E7, ademds se observan bandas adicionales de menor tamaifio en las células
transfectadas con el bicistron y en CaSki. C) Expresion de la proteina CD25, Western blot de C-33A, C-33A
transfectadas con los dos sistemas, CaSki y Hela. Se detecta una disminucion de la proteina CD25 en las celulas

NI1E6E7 con respecto a NIMOCK y en las células SBE6GE7tambien se observa una disminucion con respecto a
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las células SBMOCK. En CaSki también estd presente la proteina, y en Hela no es detectada. La extraccion de

proteina total se realizo a las 24 horas de cultivo con RIPA.

En la deteccidon de la proteina (Figura 11C), se registré una banda de aproximadamente 30
kDa, en las células transfectadas con N1E6E7, no se detectd la banda, a diferencia de las
células NIMOCK en donde si se detecto la banda, en el sistema SB, también se detectd una
disminucion en la proteina de CD25 en las células SBE6E7 con respecto al MOCK. En CaSki
también se detectd la proteina, a diferencia de células HeLa en donde no se detecté (Figura
11C). Estos datos siguieren un efecto negativo de los oncogenes E6/E7 de VPH-16 en los

niveles del mRNA y proteina de CDC25.

La presencia de la cadena Beta en las células transfectadas se determiné por RT-PCR (Figura
12A), y se detectdé un aumento en las células que poseen en los oncogenes en SBEGE7 y
N1E6E7, comparados con su respectivo Mock. En células CaSki se determind que esta
presente el transcrito de CD122 y de forma mds abundante que en todas las células
transfectadas. Posteriormente se buscd conocer la expresion de la proteina de CD122 en
estas células a través de Western blot (Figura 12B), y lo que encontramos es que
interesantemente, también se observa una disminucidn en la proteina de las células que
poseen los oncogenes de VPH-16. Siendo las células SBEGE7 las que presentan una mayor
disminucion en los dos sistemas, y su expresion se asemeja a la expresiéon de CD122 en

células CaSki.
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Figura 12. Expresion de CD122 en celulas transfectadas y CaSki

A) Expresion del mRNA de CD122 Se observa un aumento del mRNA en N1E6E7 en comparacion con NIMOCK.
De igual manera en el sistema SB, en donde se detecta aumento en las células que poseen los oncogenes. B)

Western blot de células transfectadas y CaSki a las 24 hrs. de cultico. Se observa una disminucion aparente de
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la proteina en las células transfectadas con los oncogenes, en SBEGE7 la disminucion con respecto al SBMOCK

es mds evidente, en C-33A se detecta una mayor cantidad en comparacion con CaSki.

En la determinacién de la presencia de la cadena gama (CD132) del receptor de IL-2, se
realizd RT-PCR para conocer si estaba presente en las células, sin embargo, hemos tenido
problemas en la amplificacidn del transcrito. Quizas sus niveles de transcrito son bajos o de
vida media muy corta, deberemos realizar experimentos a diferentes tiempos de cultivo en
el futuro, por lo que no se obtuvo una imagen. Por lo contrario, a nivel proteinas utilizando
un anticuerpo monoclonal en los ensayos de western blot (Figura 13), y se reconocié la
banda con el peso esperado (43 kDa) para la proteina CD132. En celulas transfectadas con
N1E6E7 no detectamos diferencias con respecto al mock, lo mismo para las células SBEGE7.
El ensayo se hizo con extraccidn de proteina a las 24 de cultivo en las células transfectadas
en los 2 sistemas. Sin embargo, es necesario mas experimentos a diferentes tiempos de
cultivo para tener mas claro cual es el tiempo de expresién maxima de estas proteinas y sus
mRNAs, para todos los componentes del receptor de IL-2. Finalmente, los oncogenes E6/E7
de VPH-16 parecen ejercer un efecto negativo sobre los niveles de los transcritos de IL-2,
CDC25, CD122, y algo similar sucede con los niveles de proteinas, sin embargo, dado que IL-
2 aumenta su secrecidn en presencia de los oncogenes, en el futuro, debera descartarse que
las proteinas de CD25 y CD122 un sufran procesamiento en presencia de los oncogenes y

también sean secretadas al medio de cultivo.

SBMOCK

SBEGE7
Caski
N1MOCK
N1EGE7
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Figura 13. Expresion de la proteina CD132, en las celulas transfectadas y CaSki

Se observa una disminucion aparente de la proteina en las células transfectadas con el bicistron, en SBE6E7 la
disminucién con respecto al SBMOCK es mds evidente, en C-33A se detecta una mayor cantidad en

comparacion con CaSki. La extraccion de proteina total se realizo a las 24 horas de cultivo.
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Discusion

El objetivo de este proyecto fue investigar cdmo los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 afectan
la expresién de IL-2, una citocina que como mencionamos anteriormente, ha sido descrita
como un posible blanco terapéutico, debido a su participacion en la progresion de ciertos
tipos de cancer como son cancer de pulmon, melanoma, cancer de mama y CaCu (Chen et
al., 2020; Rangel-Corona et al., 2010). La presencia de las citocinas en tumores puede
deberse a la infiltracion de macréfagos y otras células del sistema inmunoldgico en el tejido
maligno, lo cual con anterioridad se creia mejoraba el prondstico del paciente; en la
actualidad se ha descrito que las celulas malignas pueden regular positivamente la
infiltracion de macroéfagos, pero esto favorece la progresion del tumor. Se ha estudiado el
papel de 1I-2 citocinas en CaCu, pero en solo en lineas celulares positivas a VPH-18. En
algunos trabajos de investigacion se han utilizado solo lineas celulares de CaCu positivas a
VPH-18 como son Calo, INBL y Hela. por lo que es importante conocer que ocurre en el
caso de la expresion de la IL-2 en CaCu que contienen el tipo viral con mayor incidencia el

VPH-16, asi como, en alguna linea celular negativa a VPH.

Para este estudio, se empled la linea celular C-33A, una linea de céncer cervicouterino
negativa para VPH y conocida por su expresidn del transcrito para IL-2, tanto en la literatura

cientifica como en nuestro laboratorio.

Para analizar el impacto de los oncogenes de VPH-16 en la regulacién de IL-2, se utilizaron
células C-33A transfectadas con los oncogenes E6/E7, mediante dos sistemas de expresion
diferentes. El sistema pEGFP-N1 (N1) y el vector sleeping Beauty (SB). Estos sistemas
presentan 2 escenarios interesantes porque los promotores que dirigen la expresién de los
oncogenes tienen una fuerza diferente, siendo el vector sleeping beauty el de expresion mas
fuerte. Para el sistema N1, donde se observé mediante citometria de flujo (Figura 6) que
aproximadamente el 70-78% de las células de la poblacidn mostraban fluorescencia debido
a la presencia de la proteina GFP, lo que indirectamente nos indica una tasa de transfeccién
superior al 70%. En el sistema SB, aunque el porcentaje de transfeccién es similar, es

importante sefalar que los 2 sistemas difieren en su composicién. Mientras que en el
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sistema N1 la proteina E7 esta fusionada a la GFP, lo que proporciona una indicaciéon
proporcional de la cantidad de oncoproteina E7 producida en las células, en el SB la
expresion de GFP es dirigida por un promotor independiente al de los oncogenes. Los
resultados de este estudio podrian proporcionar informacién valiosa sobre los mecanismos
moleculares involucrados en la interaccion entre los oncogenes del VPH y la expresion de IL-
2, lo que podria contribuir a un mayor entendimiento de su papel en la progresidn del cancer
cervical o abrir nuevas posibilidades terapéuticas dirigidas a la regulacion de expresion de

IL-2 en este contexto.

Con esto en mente, el siguiente paso fue verificar la presencia de los transcritos de los
oncogenes en ambas transfectantes, mediante RT-PCR tiempo final para el bicistron E6/E7.
Se observaron los 3 transcritos, productos del splicing alternativo del bicistron. Las
cantidades de los transcritos varian entre las células transfectadas, pero el sistema SBE6/E7,
se asemejan mas lo observado en las células CaSki, mientras que las células transfectadas
con N1E6/E7 presentan una menor cantidad de transcrito. Para verificar si las cantidades de
transcrito eran tan diferentes, se decidié realizar RT-PCR especificamente para el oncogén
E7 (ver Figura 7B). Esto confirmé de manera mas clara que los sistemas presentan una

expresion exdgena muy diferente de las oncoproteinas.

En experimentos previos en nuestro laboratorio se detectd el transcrito de IL-2 en células
en las células C33-A, pero no se detectd en células CaSki después de 48 horas de cultivo.
Por lo tanto, se verifico este dato y el resultado mostro la amplificacién del transcrito de IL-
2 en células C-33A y no fue detectado. Posteriormente, se realizd analisis de RT-PCR para
determinar la presencia de IL-2 en C-33A transfectadas con los oncogenes de E6/E7, pero
solo se detect6 en las células control transfectadas con los vectores N1 o SB, pero no se
detectd el transcrito de IL-2 en las células con presencia de los oncogenes, con ninguno de
los 2 vectores. La disminucién aparente del transcrito de IL-2 en las células transfectadas
con los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 sugiere que estos genes podrian estar ejerciendo un
efecto inhibitorio en la produccién o en la disminucion la vida media del transcrito, lo cual

esta respaldado por los antecedentes (Hua et al., 1993). No descartamos que la falta de
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deteccidn del transcrito sea una limitacion de la técnica de PCR de punto final debido a su
baja sensibilidad o que el transcrito pueda ser detectado en etapas mas tempranas del
cultivo. En cuanto a la produccién de la proteina interleucina 2 se analizé en extractos
proteicos totales, mediante la técnica de Western blot (WB). El resultado mostro una
disminucion de la proteina de IL-2, en las células que poseen el bicistron E6/E7, comparadas
con su respectivo mock. Interesantemente, en los extractos de proteina obtenidos de las

células CaSki se observo en alta cantidad de 1l-2, a pesar de que no se detectd su mRNA.

La IL-2 juega un papel crucial en la activacidn y proliferacion de células T, y es esencial en la
respuesta inmunoldgica contra infecciones y células tumorales. Por lo tanto, la inhibicién de
su expresion podria tener un impacto significativo en la capacidad del sistema inmunoldgico
para reconocer y eliminar células infectadas o transformadas. Ademas, la presencia de IL-2
en las células C33-A y CaSki indica que podria utilizarse como factor de crecimiento en
células malignas, aunque su nivel de mRNA es diferente si se compara una célula libre de

VPH como C-33A y otra positiva para VPH-16 como CaSki.

Cabe destacar que para la proteina IL-2 no se observé el peso molecular esperado (18 kDa).
El anticuerpo monoclonal se unié a una banda con un peso molecular entre 43 y 55 kDa, lo
cual concuerda con reportes de anticuerpos comerciales que indican cambios en el peso de
IL-2 en lineas celulares cancerosas, presentando variantes con pesos similares a los que
encontramos en diferentes lineas celulares, pero solo al utilizar brefeldina, un inhibidor de

la glicosilacion, se logré identificar la banda de 18 kDa.

En la literatura se ha reportado que el cdncer cervical aumenta la glicosilacién de proteinas
importantes en la transformacién y progresion del cancer, como un mecanismo de inhibicion
de la funcién de proteinas o como estabilizador de las proteinas, es decir para aumentar su
vida media y prolongar las vias de activacion (Xu et al., 2021). El hallazgo de diferentes
posibles variantes de peso molecular para IL-2 en células cancerosas y su relacién con la
alteracién de glicosilacion en el cancer cervical, abre puertas para futura investigacion sobre
los mecanismos de regulacion alterados en cancer para la expresion de algunas citocinas

por la célula tumoral, como es el caso de IL-2. Por ejemplo, en su articulo, el Dr. Zhiwei Xu
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demostré que los inhibidores quimicos de la O-GlcNAcilacién inhiben la transformacion
maligna mediada por las oncoproteinas del VPH, ya que la O-GlcNAcilacién del factor
nuclear kB (NF-kB) aumenta la progresion del cancer. Las oncoproteinas E6 y E7 del VPH
pueden modificar la expresion de fucosiltransferasa o manosidasa, la maquinaria
responsable de la conformacién de diferentes estructuras involucradas en la transformacién

maligna del cancer de cuello uterino a través de diferentes mecanismos.

Para conocer los niveles de IL-2 en el sobrenadante de las células, se realizd un ensayo tipo
ELISA para IL-2 (Figura 10) utilizando un anticuerpo monoclonal diferente al utilizado en el
Western blot. Esto confirmé la presencia de IL-2 en estas células, y ademas se encontrd que
las células transfectadas con el sistema SB mostraron mayor cantidad de IL-2 en
comparacién con las células control transfectadas con el mock. Ambos sistemas de
transfeccién con los oncogenes mostraron un aumento significativo de la secrecién de IL-2
a partir de las 42 horas. Este hallazgo sugiere que la expresidn de los oncogenes E6/E7 podria
estar modulando de manera positiva la secrecion de IL-2, lo que podria tener implicaciones
en la respuesta inmunoldgica contra el VPH-16. Seria interesante profundizar en los
mecanismos involucrados en la regulacion de la expresién y secrecién de IL-2 y su posible

interaccidn con las vias metabdlicas alteradas por los oncogenes E6 y E7.

La comparacion con la célula control Jurkat activada con el anticuerpo CD3/CD28 ( activa el
TCR) , mostro que las células CaSki presentaron aparentemente niveles mas elevados de IL-

2, en condiciones de cultivo normales y sin ningln tipo de activacién.

El tercer objetivo de este estudio es conocer la expresién de las cadenas del receptor, ya que
su presencia esta directamente implicada en la cantidad y funcionalidad de IL-2, la cual se
sabe que tiene una retroalimentacién positiva a través de las vias de sefnalizacion que
activan la transcripciéon del gen IL-2 y otros genes blancos como CD25, la subunidad del
receptor responsable de la alta afinidad. Ademas, CD25 tiene funciones intrinsecas en el
sobrenadante, funcionando como un inhibidor de la unién de IL-2 con el receptor cuando
CD25 es cortado (Damoiseaux, 2020). Similarmente con lo observado para IL-2 los ensayos

de RT-PCR para CD25, mostraron una disminucién del transcrito en las células transfectadas
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con el bicistron. Intrigantemente, la banda de CD25 fue mdas abundante en células CaSki
comparado con C-33A. A nivel de proteina CD25 también mostro una disminucién aparente

en las células que poseen el bicistron.

En la RT-PCR para la cadena beta (CD122) (Figura 12A), se observé un aumento del transcrito
en las células que poseen el bicistron en ambos sistemas. Nuevamente, CaSki presentd
mayores cantidades relativas del transcrito de CD122 en comparacién con C-33A. Sin
embargo, a nivel de proteina (Figura 12B), se encontré que hay una disminucion en las
células que poseen el bicistron. Interesantemente también se observé baja expresién de
proteina en las células CaSki. Es importante mencionar que en Hela no se detectd la
subunidad beta a nivel de proteina, lo cual esta respaldado por investigaciones previas (De
Oca B. et al., 2010), donde se menciona que Hela no expresa el receptor de IL-2 vy, por lo

tanto, no produce la proteina CD122.

En el caso de CD132 (Figura 13), los transcritos observados son tenues en el gel de agarosa,
pero no se aprecian en fotografia, por lo que deberd mejorarse este ensayo. Aunque si
observamos el transcrito en CaSki y Hela. En cuanto a la proteina CD132 se encontrd
presente en todas las células transfectadas, control y con los oncogenes, pero sin diferencia
aparente. Notablemente su expresién fue baja en células CaSki. Sin embargo, la cadena
gama, también conocida como cadena comun, puede estar presente en las células, pero no
formar parte del receptor de IL-2, ya que también es compartida por el receptor de otras

citocinas.
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Conclusion

Los oncogenes E6/E7 de VPH-16 parecen ejercer un efecto negativo sobre los niveles de los
transcritos de IL-2y CDC25 pero un aumento del transcrito de CD122, mientras que los
niveles de proteinas de II-2, CD2y CD122 se afectan negativamente, sin embargo, dado que
IL-2 aumenta su shedding (“secrecidén”) en presencia de los oncogenes; en el futuro, debera
descartarse que las proteinas de CD25 y CD122 un sufran procesamiento en presencia de

los oncogenes y también sean secretadas al medio de cultivo.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Perspectivas

Determinar la presencia de IL-2 en la membrana celular mediante Citometria de

flujo.

Investigar la localizacién de IL-2 y su posible unidn a su receptor mediante

inmunofluorescencia.

Identificar la presencia del receptor en las membranas de las células sin transfectar

y transfectadas utilizando Citometria de flujo.

Realizar ensayos de inhibicidn de glicosilacién para comprobar glicosilaciones en la

IL-2 y/o su receptor en cancer.

Realizar un ensayo para conocer la vida media del transcrito de IL-2

Ensayo de proliferacién con CSFE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) utilizando
IL-2 en el cultivo
Ensayo funcional para IL-2 usando células CTLL2 (dependientes de IL-2) y los

sobrenadadas de cultivo de C-33A, C-33-A transfectadas, CaSki y Hela.
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