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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCU) es un grave problema de salud publica.
Evidencias clinicas y epidemiolégicas han identificado al virus del papiloma
humano (VPH) como el agente etiologico de esta enfermedad. No obstante, la
infeccion no es suficiente para el desarrollo de lesiones y cancer. Se sabe que la
respuesta inmune es esencial para el control de la infeccidn y eliminacion del virus.
Se ha encontrado que biopsias derivadas de pacientes con lesiones de alto grado
y CaCU presentan expresion elevada de IL-10. La IL-10 inhibe la proliferacion de
linfocitos T, al inducir una disminucién en la expresion de moléculas presentadoras
de antigenos y moléculas co-estimuladoras, por lo cual se considera una citocina
inmunosupresora. Adicionalmente, la IL-10 estimula el crecimiento de células de
melanoma. De tal manera que la IL-10, ademas de tener efecto inhibidor de la
respuesta inmune en la infeccibn por el VPH, también tiene el potencial de
aumentar la proliferacion en otras células tumorales, como las derivadas de CaCU.
En el presente trabajo se evalud el efecto de IL-10 sobre la proliferacion de células
transformadas por el VPH. Con el fin de explicar este efecto, se identificd la
expresion del receptor de IL-10 en lineas celulares derivadas de CaCU (SiHa,
HelLa y C33-A). Posteriormente, se estudid el efecto de IL-10 sobre la proliferacion
de las lineas celulares SiHa, HelLa y C33-A. Ademas, a través de qRT-PCR se
determind que IL-10 no afecta la expresion de los oncogenes E6 y E7 de VPH 16
en la linea celular SiHa. Esto ultimo es consistente con los resultados obtenidos en
los ensayos de proliferacion donde no se observd efecto de IL-10 sobre la
proliferacion de las células SiHa, HelLa y C33-A. Estos resultados sugieren que la
IL-10 no aumenta la proliferacion de lineas celulares derivadas de CaCU

transformadas por el VPH.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad el cancer es un grave problema de salud publica a nivel mundial.
Se le atribuyen 7,6 millones de defunciones ocurridas en el afio 2008". El cancer
cervicouterino (CaCU) ocupa el cuarto lugar como causa de muerte por cancer en
mujeres®. En México durante el 2010, el CaCU representd el segundo tipo de

cancer mas frecuente en mujeres”.

El CaCU es una enfermedad multifactorial. Diversos factores de riesgo
se han identificado en el desarrollo del CaCU, como son el inicio precoz de las
relaciones sexuales sin proteccion, el numero de parejas sexuales?*, multiparidad®,
uso prolongado de anticonceptivos orales®, inmunosupresién y la infeccion por el

virus de papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR)°®.

Un estudio realizado en biopsias de pacientes con tumores malignos
mostré que un 99.7% fueron positivas para el genoma del VPH-AR, lo cual implica
que el virus juega un papel importante en el desarrollo del CaCU, considerandose
el factor etiolégico de esta enfermedad. Sin embargo, a través de estudios
epidemioldgicos se ha determinado que la infeccion por el VPH-AR es una causa
necesaria pero no suficiente para desarrollar CaCU’. Actualmente, se conocen
mas de 120 tipos de papilomavirus que infectan a humanos, los cuales se dividen
en grupos de alto y bajo riesgo, basados en la frecuencia de asociacién con el
desarrollo de CaCU®. El VPH 16 de alto riesgo es el de mayor prevalencia en la

poblacién general (50%)3.

Muchas mujeres estan infectadas por alguno de los 120 tipos del VPH,
pero solo una minoria desarrollara lesiones que progresaran a CaCU. La
respuesta inmune es un factor clave para la eliminacion del virus y regresion de
lesiones precursoras de CaCU. Existen evidencias de regresion de neoplasias
intraepiteliales cervicales (NIC) a epitelio normal, que sugieren que la respuesta
inmune celular es la responsable de la eliminacién de células premalignas,

infectadas por el VPH®. Los mecanismos de respuesta inmune contra el VPH, son
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los mismos que utiliza el organismo contra otras infecciones virales; sin embargo,
en algunos casos estos mecanismos fallan y no son capaces de controlar la
infeccidn viral, por lo que se da lugar a la persistencia del virus y el desarrollo de

lesiones cervicales?.

Se ha demostrado que la respuesta inmune celular es critica en la
eliminacién de células infectadas por el VPH. Los VPH pueden causar infecciones
persistentes mediante el desarrollo de numerosos mecanismos que disminuyen su
detecciéon por el sistema inmune. Uno de estos mecanismos es a través de la
generacion de un estado de inmunosupresion en el microambiente tumoral, que
puede darse por medio de la expresion de citocinas inmunosupresoras como la
interleucina 10 (IL-10) y factor de crecimiento transformante Beta (TGF-1),
favoreciendo la respuesta inmune humoral (Th2), y disminuyendo la respuesta

inmune celular (Th1), lo cual se ha asociado con la persistencia viral™.

La IL-10 es una citocina pleiotropica, inhibe la funcion de las células
presentadoras de antigeno, monocitos activados, células asesinas naturales (NK)
y bloquea la sintesis de citocinas tipo Th1 (como IL-12 e INFy). Entre otras de sus
funciones normales se identific6 que estimula la proliferacion de células B,

timocitos y células cebadas'”.

Se ha determinado que el ARNm de IL-10 se encuentra elevado en
pacientes con lesiones del cérvix y CaCU, esto es favorecido por la infeccién por
el VPH, como un mecanismo de evasion de la respuesta inmune. Sin embargo, se
han reportado efectos no inmunes de IL-10 en diversos tipos de cancer como
leucemia linfocitica crénica, cancer de pulmén y melanoma'®'®. Se ha sugerido
que IL-10 favorece el desarrollo de las enfermedades antes mencionadas, al

inhibir la muerte celular por apoptosis e inducir la proliferacion de células malignas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El CaCU, un grave problema de salud publica

El CaCU es el tercer cancer mas diagnosticado en mujeres alrededor del mundo.
En el 2008, se diagnosticaron 529,000 casos nuevos de cancer y 275,100 muertes
a causa del CaCU en mujeres. Mas del 85% de los casos y muertes ocurren en
paises en desarrollo2. En México, cada afio se diagnostican 10,186 mujeres con

CaCU y mueren 5,061 por esta enfermedad (Fig. 1)3.

México tiene una poblacion de 37.45 millones de mujeres entre las
edades de 15 y 44 afos que estan en riesgo de desarrollar CaCU3. Aunque esta
enfermedad puede evitarse en gran medida, los esfuerzos colectivos para
prevenirla no han logrado disminuir su prevalencia. EI CaCU se puede prevenir y
curar cuando el tamizaje (prueba de papanicolau), esta disponible junto con un
tratamiento y seguimiento apropiados, por lo que es importante establecer

programas de deteccidon oportunos de esta enfermedad™.
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Fig. 1. Incidencia y Mortalidad por cancer en mujeres en México (Globocan, 2008).
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2.2 Asociacién entre el Virus de Papiloma Humano y el CaCU

Entre 1974 y 1976, diversos investigadores analizaron el posible papel del VPH en
el desarrollo del CaCU. En 1976, Meisels y Fortin publicaron dos reportes que
describen por primera vez a los coilocitos (células atipicas que presentan un halo
perinuclear) en biopsias de CaCU, los cuales indican la presencia de una infeccién
por el VPH'™. La identificacion del agente etiolégico del CaCU ocurrié en 1983,
cuando Durst, Gissman y otros colaboradores del Dr. Zur Hausen aislaron el VPH
16 y un ano después el VPH 18, a partir de biopsias de CaCU. Esta fue la primera
evidencia experimental de la asociaciéon del VPH con el CaCU. Con esos

descubrimientos se fortalecid la hipétesis del VPH como agente causal del CaCU.

Hasta el momento se han descubierto cerca de 120 tipos virales que
infectan a humanos, 100 de éstos bien caracterizadoss. Alrededor de 40 tipos del
VPH-AR se conoce que infectan el tracto genital. Los VPH se han clasificado, con
base en su asociacion con el desarrollo de cancer, en virus de alto (por ejemplo
tipo 16, 18, 31, 33, 35, 26, 53, 66) y bajo riesgo (tipo 6, 11, 40). En 1995, la
Agencia Internacional para la Investigacién del cancer (IARC, por sus siglas en
inglés) concluyé que habia suficiente evidencia para clasificar a los VPH tipo 16 y
18 como oncogénicos'®. En México, se estima que el 67.5% de los CaCU
invasivos son atribuidos a VPH 16 y 183. La mayoria de las infecciones ocurren
poco después de iniciar la vida sexual activa y son transitorias. La adquisicion del
VPH es muy comun, particularmente entre jévenes sexualmente activas y mujeres
adultas. La incidencia de infeccion con tipos oncogénicos o de alto riesgo
aparentemente es mas alta que la infeccidn con tipos no oncogénicos o de bajo
riesgo. Aunque la infeccion por el VPH es comun, se cree que la mayoria de los
individuos infectados eliminan el virus sin desarrollar manifestaciones clinicas, por

lo que, muy pocos individuos infectados progresan a CaCU"".
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2.3 Mecanismo de Infeccién y Transformacion

El VPH es un virus tejido especifico, capaz de infectar células basales del epitelio
del cérvix, e inducir tumores epiteliales escamosos. Diversos estudios han
identificado que la replicacion de éstos virus esta ligada al programa de
diferenciacion de las células del epitelio basal (queratinocitos). Poco se sabe
acerca de los procesos iniciales de entrada del virus a la célula. Sin embargo, se
ha establecido que receptores como el heparan sulfato ubicado en la superficie de
los queratinocitos participan en la interaccion e internalizacion del virus a la

célula™"®,

Se ha determinado que durante la actividad sexual, el microtrauma del
epitelio genital, permite la exposicion de las células basales en activa proliferacion,
a los diferentes tipos de VPH, permitiendo la union de la proteina de la capside
viral L1 con la célula basal, dicho receptor ha sido asociado con el heparan sulfato
para algunos tipos virales de alto riesgo como los VPH 16 y 3319. Una vez unido el
virus a la superficie celular, se internaliza por endocitosis. Dos sistemas de
endocitosis han sido reportados: endocitosis mediada por clatrina, inducida por los
tipos VPH 16 y 18, y endocitosis por caveolas, proceso observado en VPH 31.
Posteriormente, la capside viral es desensamblada en capsémeros en el
endosoma, por efecto de agentes que danan los puentes disulfuro de la capside,
se sabe que la proteina L2 facilita el escape del complejo L2/genoma viral de los
endosomas. El mecanismo por el cual el genoma viral entra al nucleo no esta aun
entendido. Sin embargo, se sabe que L2 posee dos péptidos terminales que
funcionan como senales de localizacién nuclear, lo que sugiere que L2
proporciona sefales para que el complejo L2 /genoma viral ingrese al ntcleo®.
Inicialmente el ADN viral se encuentra en forma extracromosomal o episomal, y su
replicacion se mantiene con un numero reducido de copias. Las células basales en
proliferacion migran a los estratos parabasal y espinoso, favoreciendo el aumento

en el numero de copias virales por célula, esta etapa se denomina fase productiva.
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El genoma viral esta formado por tres regiones: una region larga de
control (LCR, por sus siglas en inglés), la regién de expresion temprana que
presenta seis marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés) que
codifican para seis proteinas (E1, E2, E4, E5, E6, E7), y una region de expresion

tardia que presenta dos ORF, que codifica para dos proteinas (L1 y L2)".

Las proteinas del virus participan de manera importante en el proceso
de replicacion del virus y transformacion de la célula huésped, al interaccionar con
proteinas celulares importantes en el control del ciclo celular®. Las proteinas ES5,
E6 y E7 se expresan en los estadios iniciales de la infeccién. Estas proteinas
desestabilizan a la célula infectada y promueven su proliferacién. Posteriormente
se expresan las proteinas E1 y E2 cuya funcién es generar copias del genoma
viral. La proteina E2 también puede funcionar como un factor de transcripcién, ya
que regula la actividad del promotor viral temprano (p97 en el VPH 16 y p105 en el
VPH 18), que controla la expresién de los genes E6 y E7¢. La proteina E4 se une a
proteinas del citoesqueleto, modificandolo y permitiendo la liberaciéon de viriones.
En los ultimos estadios de la diferenciacion se expresan las proteinas tardias L1y
L2 que son componentes de la capside del virus, lo cual favorece la liberacién de

los viriones.

Un acontecimiento importante durante la transformacion de las células
infectadas es la integracién del genoma viral al genoma de la célula huésped.
Durante este proceso el ADN viral se rompe en la region E1-E2, perdiéndose la
expresion de la proteina E2, que mantenia bloqueada la expresion de las proteinas
E6 y E7 (Fig. 2). Por lo tanto, la integracion del genoma viral produce la expresién
permanente de las oncoproteinas virales, E6 y E7, las cuales inhiben la funcion de
las proteinas celulares p53 y pRB, respectivamente, perdiéndose asi la funcion de
estos genes como reguladores del ciclo celular y favoreciendo la transformacion y

proliferacion de la célula huésped®?*,
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Fig 2. Mecanismo de infeccién y replicacion del VPH (Modificado de Piersma, 2011).
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2.4 Respuesta Inmune contra la infeccién por el VPH

A pesar de que la infeccion con VPH es comun, la mayoria de las mujeres
infectadas no desarrollan CaCU. Ademas, en el caso de las mujeres que
desarrollan lesiones, el periodo entre la infeccion y la aparicién de lesiones es
altamente variable, de semanas a meses, sugiriendo que el estado de la respuesta

inmune es importante para permitir el establecimiento de la infeccion.

La primera linea de defensa contra la infeccion por VPH es el sistema
inmune innato, el cual provee proteccion no especifica contra una variedad de
patdgenos y favorece la respuesta inmune adaptativa. Sin embargo, las células
infectadas evaden el reconocimiento inmune innato e impiden su eliminaciéon. Se
sabe que las proteinas virales inhiben componentes especificos del sistema
inmune innato. Los IFN a y B se inducen en respuesta a infecciones virales. La
proteina viral E7 bloquea la actividad del IFN a, al inhibir la expresion de sus
genes blanco. E7 ademas inhibe la activacion del promotor del IFN B. E5y E7
inhiben expresién de proteinas del MHC | sobre la superficie celular. También se
ha demostrado que células infectadas son resistentes a lisis por células asesinas

naturales (NK). De esta forma el virus evade la respuesta inmune innata®.

En la respuesta inmune adaptativa, se requiere del reconocimiento de
antigenos virales para reconocer a la célula infectada y activar a las células
efectoras de la respuesta inmune para eliminarla. Este mecanismo de respuesta
requiere de la activacion de los linfocitos T y de las células presentadoras de
antigenos profesionales (macréfagos, células dendriticas, linfocitos B). La
activacion de los linfocitos T, requiere que las células dendriticas (DC) capturen y
procesen los residuos celulares procedentes de la célula infectada, migren a los
nodulos linfaticos regionales para que sean presentados los antigenos a los
linfocitos T. Los linfocitos T solo reconocen antigenos que han sido procesados en
pequenos péptidos, ademas que estén unidos a proteinas del MHC, de tal forma

que sean presentados como un complejo-receptor unido a membrana?®.
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Las células presentadoras de antigeno (CPA) expresan receptores y
secretan citocinas locales, que junto con las citocinas presentes en el
microambiente dirigen a las células T a tomar un perfil (Th1, Th2, Treg, etc.) para
activar una respuesta especifica. Trabajos previos han mostrado evidencias de
eliminacién de infecciones por VPH y regresion de NIC a epitelio normal, que
sugieren fuertemente que la respuesta inmune celular es la responsable de la
eliminacién de células infectadas o premalignas. A pesar de que la respuesta
inmune es capaz de eliminar a las células infectadas o tumorales, existen

mecanismos desencadenados por el VPH para evadir la respuesta inmune®.

Algunos de los factores que participan en la generacion de un
microambiente inmunosupresor en el sitio de infeccion, es la expresion elevada de
las citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-B1, lo que inhibe la produccion de
citocinas proinflamatorias, y como consecuencia la respuesta inmune celular. Por
lo que, la presencia de IL-10 es uno de los factores que aumenta la persistencia

del VPH y la progresién de lesiones relacionadas a la infeccién por el VPH10,
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2.5 Caracteristicas de la citocina IL-10

El gen que codifica para la citocina IL-10 esta localizado en el brazo largo del
cromosoma 1, el cual codifica para una proteina de 178 aminoacidos, que es
secretada después de sufrir un corte de 18 aminoacidos que corresponde al
péptido sefial. La IL-10 humana bioactiva es un homodimero de 35 kD, que esta
compuesto por dos mondmeros unidos por enlaces no covalentes. La IL-10 fue
inicialmente descrita como una citocina tipo Th2, pero evidencia posterior sugirié
que IL-10 era secretada principalmente por células T reguladoras o tolerantes (T
regs). Sin embargo, IL-10 es una citocina ampliamente expresada por muchas
células del sistema inmune adaptativo incluyendo grupos Th1, Th2 y Th17, células
T regs, células T CD8+ y células B. También es expresada por células del sistema
inmune innato como células dendriticas, macréfagos, células cebadas, células NK,
eosindfilos y neutréfilos?’, ademas de ser expresada por queratinocitos. Su
expresion es dependiente de diversos factores de transcripcién, dependiendo del
tipo celular: NF-kB, ATF1, PBX1, SP1, CREB en macréfagos, SMAD 4 en células
TH1 y GATAS, Jun en células Th227, La IL-10 es una citocina inmunomoduladora
con propiedades para suprimir o activar diferentes tipos de células inmunes. IL-10
inhibe funcionalmente a las células presentadoras de antigeno, monocitos
activados, células NK, y bloquea la sintesis de citocinas tipo Th1 (IL-12, IFN-y).
Por otro lado, también estimula la proliferacién de células B, timocitos y células

cebadas y disminuye la generacién de linfocitos T citotoxicos.

IL-10 disminuye la respuesta inmune especifica contra el tumor a

través de varios mecanismos:

. Suprime directamente la produccion de IFN-y e IL-12, lo que impide la
activacion de LT citotdxicos y células NK.

. Disminuye la expresion del MHC sobre la superficie de células
tumorales, para prevenir la formacién de los complejos binarios formados
por antigenos tumorales asociados a moléculas MHC sobre la superficie.

. Inhibe la presentacion de antigenos por células presentadoras de

antigenos profesionales?®.
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2.6 Receptor y Senalizacion de IL-10

IL-10 media sus efectos biolégicos por interaccion con receptores de superficie
especificos. El receptor de IL-10 (IL-10R) es un complejo que consiste de al
menos dos cadenas de receptor separadas, una cadena alfa (IL-10R1 6 Ra) de
unién a ligando y una cadena beta (IL-10R2 6 Rp), la cual es esencial para la
transduccion de sefial. Ambos pertenecen a la familia de receptores tipo Il, junto
con los receptores de IFNa e IFNy. Este tipo de receptores presentan dos
dominios de fibronectina en su regién extracelular y carecen de residuos de
cisteina caracteristicos de receptores tipo I. La principal actividad del receptor es
unirse a IL-10 e iniciar la transduccion de sefales, la cual permite la modificacion

de respuestas bioldgicas.

IL-10 se une con alta afinidad a la subunidad IL-10R1, ademas
también participa en la transduccién de sefial. La subunidad IL-10R1 es expresada
por la mayoria de las células hematopoyéticas como son células T, células B,
monocitos, macrofagos, células dendriticas, células NK, células cebadas y varios
progenitores hematopoyéticos. Ademas, el receptor IL-10R1 también se expresa
en células tumorales de origen hematopoyético como células de mieloma, al igual

que en células epiteliales, queratinocitos y fibroblastos®.

La subunidad IL-10R2 o IL-10RpB es la encargada de la senalizacion.
IL-10R2 fue originalmente descubierto como un componente del complejo de
senalizacion heterodimérico formado por la cadena IL-10R1 e IL-10R2. Tiene
menor afinidad por la IL-10. IL-10R2 funciona como una cadena de sefalizacion
comun en la familia de citocinas de clase 2. Las citocinas que envian sefiales via
IL-10R2 inducen actividades pleiotropicas que protegen al hospedero de

respuestas inmunes exacerbadas™.

La via de sefalizacibn mejor caracterizada de IL-10 es el sistema
Jak/Stat. La interaccion IL-10/IL-10R produce un aumento en la afinidad de
dominio intracelular por las cinasas de residuos de tirosina Jak1 y Tyk 2, las

cuales estan constitutivamente asociadas con IL-10R1 e IL-10R2 respectivamente.
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La unién de la IL-10 con el complejo de IL-10R1 e IL-10R2 induce la fosforilacién
de residuos de tirosina y la activacion de los factores de transcripcion STAT 3,
STAT 1 y STATS. STAT3 es reclutado a través de dos residuos de tirosinas
fosforiladas en el dominio citoplasmatico de IL-10R1. Se ha demostrado que la
activacion de STAT3 es necesaria y suficiente para mediar la inhibicion de la
proliferacion de macréfagos por IL-10, debido a que induce la expresion de
inhibidores del ciclo celular como p19™“P y p21°"1 Se ha comprobado que el
INFy es una citocina antagonista de la sefial de IL-10. La IL-10 durante la
sefalizacion induce la transcripcion de SOCS3, gen regulado por STAT3, que
desencadena la autorregulacion negativa para la cascada de senalizacion de IL-
1029 (Fig. 3).

Otras vias de sefalizacion mediadas por IL-10 consistentes con su
habilidad para inhibir la activacién de macréfagos y de monocitos, son la inhibicién
de la activacion del factor de transcripcion NF-kB por IL-10 en respuesta a
estimulo in vitro en células T CD3+ a través de la inhibicién de la activacion del
inhibidor NF-kB y la cinasa IkB. Ademas se ha reportado que la estimulacion con
IL-10 activa a los factores de transcripcion AP-1 y NF-kB en células T CD8+ e
induce la expresion de Bcl-2 (una proteina antiapoptética) en progenitores CD34+
y células B de centros germinales. En monocitos, se ha comprobado que IL-10
activa a las cinasas p70 S6 y pl3K, y el bloqueo de estas vias afecta las

actividades de regulacion de la proliferacién por IL-102°.

La senalizacién por IL-10 tiene efectos en la sobrevida, proliferacién y
diferenciacién de células B humanas, a través del incremento en la expresion de la
proteina antiapotética Bcl-2, e induccién de la expresion de hTERT y aumento en

la actividad de la telomerasa?°.
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Fig. 3. Cascada de sefializacién activada por la unién de IL-10 a su receptor. Genes de respuesta a
IL-10 SOCS 3, BCL-XL, Ciclina D1, D2, D3, Pim 1, c-Myc y P19 (INK4D) (Qiagen GeneGlobe
pathways).
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2.7 Papel de la IL-10 en la respuesta inmune contra CaCU

Después de la infeccion por el VPH, el hospedero desarrolla una respuesta
inmune mediada por células, especifica para infecciones virales, respuesta que en
la mayoria de los casos permite la eliminacién de la infeccidn; la ausencia de esta
respuesta permite la persistencia del virus y el desarrollo de lesiones y CaCU. La
inmunidad tumoral es regulada positivamente por citocinas tipo Th1 e inhibida por

citocinas reguladoras como IL-10 y TGF-£310.

IL-10 inhibe secrecion de una variedad de citocinas Th1 normalmente
sintetizadas por macrofagos activados y células mononucleares; ademas inhibe la
actividad coestimuladora de células presentadoras de antigenos, y la activacién de
macrofagos!! y disminuye la expresion del MHC clase Il en monocitos, lo que
inhibe la presentacion antigénica llevada a cabo por estas células. Ademas,
suprime la produccion de IFN-y e IL-12, previniendo la activacion de LT citotoxicos
y células NK3'. Estas propiedades sustentan el papel de IL-10 como citocina
inmunosupresora, ya que su expresion disminuye la produccion de citocinas Th1 a
través de la ausencia de activacion de células T en el microambiente tumoral,
contribuyendo asi al desarrollo del cancer. Se ha sugerido una asociacién entre la
expresion de IL-10 y el desarrollo del CaCU ya que se demostré que la mayoria de
biopsias provenientes de CaCU expresan IL-1010, expresion de IL-10 observada
solo en células tumorales. IL-10 y TGF-B son consideras citocinas
inmunosupresoras y se ha encontrado su expresion en diversos tumores
epiteliales humanos, sugiriendo que ambas citocinas juegan un papel importante
en el desarrollo del CaCU. En 2008, Bermudez y colaboradores observaron
expresion elevada del ARN mensajero de IL-10 asociada con el grado de lesion
cervical y correlacionada con la presencia de la infeccién por el VPH3L. Este
evento, sugiere una posible inmunosupresion en el sitio del tumor inducido por la
presencia viral. Se ha demostrado que las proteinas E6 y E7 del VPH 16 regulan
la expresion del gen TGF-B1 a través del elemento regulador Sp1 ubicado en el
promotor TGF-B1%. De forma similar, se demostré que la proteina E2 transactiva

el promotor del gen de IL-10%%. Estos hallazgos sugieren un posible mecanismo
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por el cual las proteinas de VPH-AR regulan la expresién de los genes IL-10 y
TGF-B1 durante el desarrollo del CaCU, como una estrategia mediada por el VPH

para inhibir la respuesta inmune.
2.8 Efecto no inmune de IL-10 sobre la carcinogénesis

Existe evidencia de que IL-10 posee ademas efectos no asociados a las funciones
del sistema inmune que promueven el crecimiento y la sobrevida de las células, lo

que favorece el desarrollo de cancer?z,

En condiciones normales, IL-10 induce la proliferacién de células B.
Ademas, en leucemia linfocitica crénica (proliferacién descontrolada de células B)
se identifico que IL-10 se encontraba en altas concentraciones en el suero de
éstos pacientes. Posteriormente, en un trabajo publicado por Chong vy
colaboradores en el 2001, se analizé in vitro el efecto de IL-10 sobre el ciclo
celular en células malignas B-1 (linfoma), para esto inhibieron la expresién del gen
de IL-10 mediante oligonucledtidos antisentido, los resultados revelaron una

disminucion de la proteina p27K

(inhibidor de los complejos ciclina E/CDK2 vy
ciclina D/CDK4), lo cual resulté en un aumento en la actividad de cinasa asociada
a ciclinas D2, E y A, que trajo como consecuencia una progresion del ciclo celular
acelerada, un bloqueo en G2/M y finalmente apoptosis. Los autores postulan a IL-

10 como un factor de crecimiento autocrino para las células malignas B-113.

En 1997, Yun y colaboradores analizaron el efecto in vitro de IL-10
sobre la proliferacion de células derivadas de melanoma humano, para esto las
células se incubaron en presencia de 100, 500 y 1000 U/mL de IL-10
recombinante, y 10 pg/mL de anticuerpo neutralizante especifico para IL-10 en
ensayos individuales. Los resultados revelaron que IL10 aumento la proliferacion y
prolongé la supervivencia de células derivadas de melanoma humano. Esto
sugiere que IL-10 es un factor de crecimiento para las células de melanoma
humano analizadas!2. Al respecto, Garcia y colaboradores identificaron en el 2002,
un aumento sobre la proliferacion de lineas celulares derivadas de melanoma B16

de ratén; inducido por IL-10 y un crecimiento tumoral en un modelo de melanoma
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B16 de ratodn, los resultados indicaron que IL-10 induce el crecimiento del tumor en
el modelo de melanoma B16, por induccion de la proliferacién celular tumoral,

angiogénesis e inmunosupresion®”.

En el 2010, Zeng y colaboradores, analizaron el efecto in vitro de IL-10
en células no pequenas derivadas de carcinoma de pulmoén, los resultados
revelaron que IL-10 promueve angiogénesis e incrementa la resistencia a
apoptosis®. Sin embargo, a la fecha no se conocen estudios al respecto en
células derivadas de CaCU transformadas por VPH, por lo que es importante
investigar que papel juega IL-10 como inductora de la proliferacién en estas

células.

Se ha establecido que entre algunos de los genes de respuesta a IL-

9|NK4

10 se encuentran ciclinas D1, D2, D3, p1 y p214P Estas proteinas son

importantes reguladores del ciclo celular®®.
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3. JUSTIFICACION

El CaCU representa un grave problema de salud publica. La infeccién persistente
por el VPH en células epiteliales del cérvix, esta asociada con el desarrollo de
CaCU y es favorecida por un estado de inmunosupresién local explicado, en parte,

por la expresion de citocinas como IL-10.

Estudios previos identificaron que IL-10 se encuentra sobreexpresada en lesiones
cervicales y CaCU, y que el VPH participa en la induccion de la expresion de esta

citocina.

Se ha demostrado que IL-10 es un factor de crecimiento para células de
melanoma. Sin embargo, hasta la fecha no hay estudios sobre su efecto en la

proliferacion de células tumorales derivadas de CaCU transformadas por VPH.

Con base a lo anterior, es de relevancia identificar la posible implicacion funcional
de IL-10 en la induccion de proliferacién de células tumorales derivadas de CaCU
transformadas por VPH, y asi determinar el papel de IL-10 en el desarrollo de
CaCuU.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de IL-10 sobre la proliferacion de células transformadas por el

virus del papiloma humano de alto riesgo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Determinar la presencia del receptor de IL-10 en lineas celulares

transformadas por el VPH-AR.

-« Evaluar el efecto de la variacion de la concentracion de IL-10 sobre la

proliferacion de células transformadas por el VPH-AR.

- Evaluar el efecto de la inactivacion bioldgica de IL-10 sobre la proliferacion

de lineas celulares transformadas por el VPH-AR.

« Evaluar el efecto de la IL-10 sobre los niveles de expresion de las
oncoproteinas E6 y E7 de VPH 16.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Cultivos celulares

Las lineas celulares [HeLa (VPH 18+), SiHa (VPH 16+) y C33-A (VPH -)] se
cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) GIBCO,
suplementado con antibiético (penicilina/estreptomicina) y suplementado con 10%
de suero bovino fetal (SBF) Equitech-Bio. Las células se incubaron a 37°C en una

atmodsfera 5% de CO».
5.2 Reactivos

Para evaluar el efecto de la IL-10 en las lineas celulares, se uso6 la proteina
recombinante humana de IL-10 (rIL-10, R&D Systems). Para la inactivacién
bioldgica de la IL-10 humana, se usaron anticuerpos neutralizantes (NA IL-10, IgG
policlonal, anti-IL-10, AF-217-NA R&D Systems).

5.3 ELISA

Se sembraron 4 x10° células de las lineas celulares (SiHa, HeLa y C33-A). Se
cultivaron durante 24 hrs a 37° C en una atmosfera de 5% de CO, con medio
DMEM sin SBF, en frascos de 25 cm?. Los sobrenadantes celulares se colectaron,
se centrifugaron a 4°C, a 14,000 rpm durante 5 min para remover desechos
celulares, las muestras se almacenaron en tubos estériles a -20°C hasta su
analisis. El procedimiento fue realizado de acuerdo a las especificaciones del
proveedor (Abcam, High Sensitivity IL-10 Human ELISA Kit). A partir de los
sobrenadantes de cada una de las lineas celulares, se determiné la concentracion
de la proteina IL-10 basal (una sola cuantificacién para cada linea celular). Para
determinar la concentracion de los sobrenadantes se utilizdé una curva estandar. El
valor menor de la curva estandar fue de 1.56 pg/mL y el maximo fue de 50 pg/mL.
Las lecturas fueron realizadas a una densidad Optica de 450 nm en un

espectrofotometro.
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5.4 Analisis de deteccion de IL-10R por Citometria de Flujo

Las células fueron despegadas con verseno (PBS suplementado con 0.05%
EDTA). Posteriormente, se lavaron con PBS suplementado con albumina de suero
bovino al 2% y 0.1% de azida de sodio (solucibn amortiguadora FACS), se
centrifugaron a 1700 rpm y se resuspendieron en 100 pl de solucion
amortiguadora FACS. Las células se incubaron en frio durante 30 min en
oscuridad, con el anticuerpo que reconoce especificamente a la subunidad alfa del
receptor de IL10 (anti-human IL-10Ra policlonal conjugado con el fluorocromo
ficoeritrina (PE), R&D Systems), a una concentracion de 250 ng/mL.
Posteriormente, las células se lavaron dos veces con solucion amortiguadora
FACS y se resuspendieron en la misma solucidn suplementada con
paraformaldehido al 2% hasta su analisis. La fluorescencia de las células fue
cuantificada en un citbmetro FacsCanto (Becton Dickinson). El porcentaje de
células positivas a la presencia de la subunidad alfa del receptor de IL-10 en la
superficie celular, se obtuvo con el programa FlowJo (TreeStar), al comparar la
fluorescencia de células incubadas con el control de isotipo (IgG-PE), con la
fluorescencia de células incubadas con el anticuerpo especifico (IgG-anti-human
IL-10Ra-PE).

5.5 Ensayos de proliferacion

Se sembraron 10 x 10° y 7.5 x 10° células de las lineas celulares SiHa, C33-A y
HelLa respectivamente, en cajas de cultivo de 96 pozos. La linea celular B16-0 de
melanoma derivada de un tumor espontaneo originado en ratones C57BL/6 fue
usada como control positivo para estos ensayos. Las células se cultivaron durante
16 hrs a 37° C en una atmosfera de 5% de CO;, con medio DMEM suplementado
con 10% SBF. Después de 16 hrs se agregé el tratamiento con la proteina
recombinante (medio DMEM suplementado con 3% SBF con cada una de las
diferentes concentraciones de rlL-10). Se incubaron durante 48 hrs,
posteriormente se retird el medio de cultivo y se adiciond medio de cultivo DMEM
con el reactivo con MTS (CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation

Assay) y se incubd durante 2 hrs a 37°C. El compuesto MTS es reducido por una
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enzima mitocondrial (succinato deshidrogenasa), generando una coloracion la cual
es proporcional al numero de células. Finalmente, para medir la densidad optica,
se realizé la lectura a 492 nm y a 690 nm en un espectrofotometro (Labsystems
multiskan MS). Esta dltima es la longitud de referencia para corregir
imperfecciones opticas de la placa, por tanto los valores de absorbancia se

expresan mediante las diferencias Abs 492 - Abs 690.
5.6 Ensayos de neutralizacion

Para analizar el efecto biolégico de la neutralizacion de IL-10 sobre la proliferacién
de las lineas celulares, se sembraron 10 x 10% y 7.5 x 10° células de las lineas
celulares SiHa, C33-A y Hela respectivamente, en placas de 96 pozos. Se
cultivaron durante 16 hrs a 37°C en una atmosfera de 5% de CO, con medio
DMEM suplementadas con 10% de SBF. Después de 16 horas se agrego el
tratamiento con el anticuerpo neutralizante (medio DMEM suplementado con 3%
SBF con cada una de las diferentes concentraciones de NA IL-10). De acuerdo a
trabajos previos de neutralizacion exitosa de IL-10 con anticuerpos neutralizantes,
se usaron concentraciones de 100 ng/ml, 1 y 10 ug/mL de NA IL-10. Se incubaron
durante 48 hrs, posteriormente se retird el medio de cultivo y se adiciondé medio de
cultivo DMEM con el reactivo con MTS y se incubé durante 2 hrs a 37°C. Para
medir la densidad Optica, se realizd la lectura a 492 nm y a 690 nm en un
espectrofotometro (Labsystems multiskan MS). Los valores de absorbancia se

expresan mediante las diferencias Abs 492 - Abs 690.
5.7 Extraccion de ARN total a partir de las lineas celulares

A partir de los cultivos celulares se agregé 1 ml de Tripure (Roche) por cada 1x10°
de células incubandose por 5 min a temperatura ambiente (TA). Después se
afadieron 200 ul de cloroformo por cada mililitro de Tripure, se incubd6 por 4 min a
TA. Se centrifugd a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C. Se extrajo la fase acuosa
incolora para obtener el ARN. A la fase acuosa se le agregaron 500 ul de
isopropanol por cada ml de Tripure y se incubé a -20 °C por 15 min.

Posteriormente se centrifugd a 12,000 rpom por 15 min a 4 °C. Se lavé la pastilla
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con etanol al 75% con DEPC (dietil-pirocarbonato). Nuevamente se centrifugé a
10,000 rpm por 5 min a 4 °C, la pastilla seca se resuspendio en 25 pl de agua con
DEPC, finalmente se incub6é a 65 °C por 10 min y se almacend a -20°C hasta su

uso.

5.8 Sintesis de la cadena complementaria de ADN (cADN)

La sintesis de la cadena complementaria del ADN (CADN) se realiz6 a partir de
cinco pg de ARN total. Se realizé en dos fases: En la primera se colocé el ARN,
oligo dT (0.5 ug) y agua con DEPC. Esta reaccion se incub6 en bafio maria a 65
°C durante 10 min. La segunda fase se hizo en presencia de 2.5 U/ul de
Transcriptasa Reversa MMLYV (Invitrogen Life Technologies), 1 U/ul de inhibidor de
RNase, 2.5 mM de dNTPs, en 1X de solucién amortiguadora de reaccion (250 mM
Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCI, 15 MgCI2 and 50 mM DTT) en un volumen final de
20 ul. La mezcla de reaccién se incubd a 37°C por 1 h y posteriormente se

almacend a -20°C hasta su uso.
5.9 RT-PCR punto final

La reaccion de amplificacién se llevo a cabo a partir del cADN en un termociclador
(Mastercycler gradient Eppendorf), en presencia de 0.5 U/ul de la enzima Thermus
aquaticus (taq) polimerasa 0.5 U/pl (Invitrogen), dNTPs 2.5 mM, Buffer de PCR 1X
(Invitrogen), 1 mM MgCl,, 10 pmol de oligonucleétidos sentido (S) y antisentido
(AS), usados para la amplificacion, los cuales se enlistan en la tabla 1. Las
amplificaciones de los genes de interés se observaron en geles de poliacrilamida
al 6%.

Nombre del gen Primers Tamafio de amplicon
Receptor IL-10Ra S 5" AGTCCCAGCCCAAGGGTAG 3’
Receptor IL-10Ra AS 5" CTCTGTCCCATGAGCGTCTG 3’ 149 pb
Receptor IL-10RB S 5" GGTCGTGTGCTTGGAGGA 3’
Receptor IL-10RB AS 5" ACCATTCCCAATGCTGACAC 3’ 106 pb

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos que se usaron para amplificar el ARNm de IL-10R.
S: sentido, AS: antisentido.
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5.91 RT-PCR tiempo real

La reaccién de RT-PCR tiempo real se realizé utilizando sondas Tagman (Applied
Biosystems) para amplificar una region del cADN GAPDH (Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa), y de los cADNs E6 y E7 de VPH 16. La reaccién se
prepard utilizando 10 ul de Universal PCR Master Mix, 1ul de sonda, 2ul de
templado con una concentracion de 10 ng/ul y 7 ul de agua libre de DNAsas y
RNAsas. La reaccion se realizd en un equipo 7900HT Fast Real-Time PCR
System de Applied Biosystems bajo las siguientes condiciones: 2 min a 50°C para
activacion de la polimerasa “HotStart” , un paso de desnaturalizacion de las hebras
del ADN a 95°C 10 min, y 40 ciclos que contienen una fase de desnaturalizacién a
95°C por 15 seq, y una fase de alineamiento/extension a 60 grados durante 1 min.
La fluorescencia generada por los productos de amplificacion se analizé utilizando
el programa del equipo (SDS 2.3). Los niveles de ARNm de E6 y E7 fueron
normalizados con el ARNm de GAPDH. El método usado para el analisis de la
expresion génica fue el método comparativo del Ct (222%Y). El Ciclo umbral (Ct), es
el ciclo en el que la fluorescencia de la muestra supera el umbral de deteccion. Se
grafica en escala logaritmica. El Ct se emplea para la cuantificacion relativa de la
expresion génica. Las veces de incremento de la expresién (Media + DS) de E6 y

E7, se obtuvieron con respecto al calibrador.
5.92 Analisis estadistico

La significancia estadistica entre los grupos tratados y no tratados fue determinada
por la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, para identificar diferencia entre
los dos grupos. Las diferencias entre las medias fueron consideradas significativas

sila p < 0.05. Todos los analisis fueron realizados en el programa STATA/SE 10.0.
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6. RESULTADOS

6.1 Expresion del receptor de IL-10 en la superficie de lineas celulares
derivadas de CaCU

Se ha reportado un incremento en la expresion del ARNm de IL-10 en biopsias de
pacientes con CaCU31, lo cual favorece un estado de inmunosupresion local. Sin
embargo, el posible papel que presente el incremento de IL-10 sobre la
proliferacion de las lineas celulares transformadas por el VPH-AR, no se ha
investigado. Para determinar si la citocina IL-10 puede tener un efecto como factor
de crecimiento autocrino sobre las lineas celulares derivadas de CaCU, se
identific6 como primer paso, la presencia del ARNm de las subunidades Alfa (a) y
Beta () del receptor de IL-10 (IL-10R) de las lineas celulares SiHa, HeLa y C33-A,
asi como la presencia del receptor de IL-10 en la superficie celular. Por medio de
la técnica de RT-PCR punto final se identificé la expresion del ARNm de las
subunidades del receptor de IL-10 (IL.-10Ra e IL-10RB) en lineas celulares
derivadas de CaCU. En las tres lineas celulares analizadas, se identificé un
fragmento de 149 pb y otro de 106 pb correspondientes a los fragmentos
amplificados de las subunidades alfa (Fig. 4a) y beta (Fig. 4b) del receptor de IL-
10, respectivamente. Estos resultados muestran una expresion del ARNm de las
subunidades que forman el receptor de IL-10, lo que sugiere la expresion del
receptor2°.

La expresion del receptor de IL-10 en la membrana celular fue determinada a
través de citometria de flujo. La fluorescencia de las células incubadas con el anti-
IL-10Ra-PE fue comparada con la fluorescencia obtenida a partir de células
incubadas con el control de isotipo (IgG-PE). Las graficas muestran una escasa
expresion del receptor de IL-10 en la superficie de las lineas celulares SiHa y
HelLa. A partir de la poblaciéon celular total analizada se identificod el receptor en el
11.8% (Fig. 5a) en las células SiHa y un 7.9% (Fig. 5b) en las células Hela. La
mayor expresion del receptor se identificé en C33-A, con un porcentaje del 17.8%
(Fig.5c). Estos resultados muestran que el receptor de IL-10 se expresa en la

membrana celular de las lineas celulares derivadas de CaCU.
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Figura 4. Analisis de expresion del ARNm de IL-10Ra e IL-10RB por RT-PCR en las lineas
celulares SiHa, HeLa y C33-A. A partir de 5 yg de ARN total extraido de cada una de las lineas
celulares se realizé una transcripcion reversa y se amplificaron por PCR los fragmentos como se
describe en Materiales y Métodos. A) Analisis de expresion de ARNm de IL-10Ra B) Analisis de
expresion de ARNm IL-10RB C) Analisis de expresiéon de ARNm del gen constitutivo GAPDH como
control interno.
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Figura 5. Expresioén del receptor de IL-10 en lineas celulares derivadas de CaCU determinada por
citometria de flujo después de marcar con el anti-IL-10Ra-PE. En el grafico de la izquierda, se
representan a las lineas celulares incubadas con el control de isotipo (IgG-PE). En el grafico de la
derecha se representa a las células incubadas con el anti-IL-10Ra-PE. Las células presentes en
el cuadrante inferior derecho son las positivas a la presencia de la subunidad alfa del receptor de
IL-10 en su superficie celular. Lineas celulares a) SiHa, b) HeLa y ¢) C33-A.
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6.2 Efecto de IL-10 sobre la proliferaciéon en lineas celulares derivadas de
CaCuU

Previamente se ha mostrado que IL-10 promueve o inhibe la proliferacion de
células tumorales dependiendo del tipo de tumor3+® . Con el fin de evaluar el
efecto de IL-10 sobre la proliferacién de las lineas celulares SiHa, HeLa y C33-A,
se realizaron ensayos de proliferacion en estas lineas celulares. Para todos los
casos, las células se cultivaron en presencia de 10, 100 y 200 ng/mL de la
proteina recombinante de IL-10 (rIL-10), los porcentajes de proliferacién obtenidos
para cada linea celular se presentan en este orden 10, 100 y 200ng/mL, de
acuerdo a la concentracion aplicada. Inicialmente, se analizé la proliferacion de la
linea celular derivada de melanoma B16-0 como control positivo, con las
condiciones antes mencionadas. En las células B16-0, de acuerdo a lo reportado,
riL-10 aumenta la proliferacién en un 29%, 22% y 14% comparado con el grupo
sin tratamiento (Fig. 6a), este aumento fue estadisticamente significativo, p<0.05.

Este ensayo demuestra que rlL-10 induce la proliferacion en la linea cellar B16-0.

Posteriormente se realizé el ensayo de proliferacion para las lineas celulares SiHa,
HelLa y C33-A. En la linea celular SiHa no se observdé aumento en la proliferacién
celular comparado con el control. Los porcentajes de proliferacion obtenidos
disminuyeron en un -3% y -6% al aplicar 10 y 100 ng/mL, y aument6 un 3% con
200 ng/mL, comparados con el control. Estos pequefios cambios en la
proliferacion se consideran variaciones, ya que no fueron estadisticamente
significativos, p>0.05 (Fig. 6b). Un efecto similar se observé en la linea celular
HelLa en donde se observé un aumento en la proliferacion en un 13%, 12% y 10%
comparados con el control sin tratamiento, resultados estadisticamente no
significativos, p>0.05 (Fig. 6¢). Finalmente para la linea celular C33-A, posterior al
tratamiento con las tres concentraciones de rlL-10, se observé un aumento en la
proliferacion en un 8%, 14% y 0% respectivamente (Fig.6d), comparados con el
control, en donde solo el porcentaje obtenido aplicando 100 ng/mL de rIL-10 fue
significativo (14%), p<0.05. Estos resultados sugieren que rIL-10 no tiene efecto
sobre la proliferacion de las lineas celulares derivadas de CaCU transformadas

por el VPH-AR, SiHa y HelLa, al menos en este modelo in vitro. Sin embargo, para
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C33-A aumenta moderada pero significativamente la proliferacion en presencia de
100 ng/mL de rIL-10.
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Figura 6. Proliferacion de las lineas celulares SiHa, HelLa, C33-A y B16-0 (control positivo) en
presencia de 10, 100 y 200 ng/mL de rIL-10, incubadas durante 48 hrs. Diez mil (SiHa y C33-A) y
siete mil quinientas (HelLa) células derivadas de CaCU, fueron cultivadas en presencia de tres
diferentes concentraciones de rIL-10 por triplicado, en el periodo de tiempo indicado. Los datos son
expresados como medias *+ desviaciones estandar. La grafica es representativa de tres
experimentos independientes. (Valores de p en rojo datos estadisticamente significativos).
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6.3 Expresion basal de la citocina IL-10 en la lineas celulares SiHa y HelLa

Una explicacion del nulo efecto de rIL-10 sobre la proliferacion de las lineas
celulares transformadas por el VPH-AR, podria ser que el efecto generado por IL-
10 enddgena sea suficiente para inducir la proliferacion. Trabajos previos han
reportado la presencia de IL-10 en los sobrenadantes de algunas lineas celulares
derivadas de CaCU transformadas por el VPH°, Con el fin de confirmar la
presencia de IL-10 en el sobrenadante de las lineas celulares derivadas de CaCU

usadas en este trabajo, se realizdé un ELISA de alta sensibilidad.

La proteina IL-10 fue identificada en las lineas celulares HelLa y SiHa en bajas
concentraciones, 4.78 y 2.73 pg/mL respectivamente (Fig.7); a diferencia de C33-
A, en la cual no se identific6 la presencia de IL-10. Similar a los trabajos
reportados, los resultados obtenidos demuestran que las lineas celulares HelLa y

SiHa expresan IL-10 de manera basal9.

[
(=]

Concentracion de IL-10 en pg/mL

HelLa SiHa C33-A

Lineas celulares

Figura 7. Proteina IL-10 soluble producida por las lineas celulares derivadas de CaCU.
Niveles de IL-10 en sobrenadante de lineas celulares SiHa, HeLa y C33-A detectados por
ELISA. IL-10 se encuentra presente en el sobrenadante de las lineas celulares HelLa y SiHa
derivadas de CaCU.
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Para determinar si IL-10 presente en los sobrenadantes favorece la proliferacion
de las lineas celulares, se planted el uso de un anticuerpo neutralizante dirigido
contra IL-10 (NA IL-10), que fuera capaz de inhibir el efecto bioldgico de la
citocina. Se incubaron las lineas celulares SiHa, HeLa y C33-A con tres diferentes
concentraciones de NA IL-10, 100 ng/mL, 1 y 10 ug/mL durante 48 horas. Los
porcentajes de inhibicidon de la proliferacién obtenidos para la linea celular SiHa
con las tres concentraciones fueron los siguientes, se observéd una disminucion de
la proliferacion en un -5%, -9% y -3% respectivamente comparados con el control,
resultados estadisticamente no significativos, p>0.05 (Fig.8a). Para la linea celular
HelLa se observdé un aumento en la proliferacion de un 8%, al utilizar las
concentraciones de 100 ng/mL y 1ug/mL; y un aumento en la proliferacion del 1%
al utilizar 10 pg/mL de NA IL-10, estos datos fueron estadisticamente no
significativos, p>0.05 (Fig.8b). Finalmente, para C33-A, se obtuvo un aumento en
los porcentajes de proliferacién de un 6%, 9% y 1% respectivamente, comparados
con el control, datos estadisticamente no significativos, p>0.05 (Fig.8c). Estos
resultados sugieren que la inactivacion biolégica de IL-10, no tiene un efecto
evidente sobre la proliferacién celular en ninguna de las lineas celulares

analizadas.
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Figura 8. Proliferacién de las lineas celulares SiHa, HeLa y C33-A en presencia de 100 ng/mL, 1y 10
ug/mL de anticuerpo neutralizante de IL-10 (NA IL-10), incubadas durante 48 horas. Diez mil (SiHa y
C33-A) y siete mil quinientas (HelLa) células derivadas de CaCU, fueron cultivadas en presencia de
tres diferentes concentraciones de NA IL-10 por triplicado, en el periodo de tiempo indicado. Los
datos son expresados como medias + desviaciones estandar, p>0.05. La grafica es representativa de
tres experimentos independientes.
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6.4 Efecto de IL-10 sobre la expresion de los oncogenes E6 y E7 de VPH 16

Existe evidencia de que algunas células tumorales usan a IL-10 como un factor de
crecimiento o sobrevida34. Se ha propuesto que IL-10 como factor de crecimiento
para células tumorales, puede inducir la proliferacion celular de forma directa a
través de la activacion de su cascada de sefializacion e induccidén de sus genes
blanco que participan en el control del ciclo celular. Sin embargo, para células
derivadas de CaCU Arany y cols., propusieron una forma indirecta de induccién de
proliferacion celular por parte de IL-10, a través de la activacion de la transcripcion
del promotor temprano del virus del papiloma humano 16, e induccién de la
expresion del oncogen viral E7*®, el cual induce la proliferacion a través de la

liberacion del factor de transcripcion E2F¢.

Para determinar si rlL-10 induce la expresién de los oncogenes E6 y E7 en
nuestro modelo, la expresién de estos oncogenes fue determinada por RT-PCR
tiempo real, usando el método comparativo delta Ct. Se analizé la expresion de
los oncogenes virales en la linea celular SiHa, cultivada en presencia 50 y 100
ng/mL de rlL-10 durante 24 horas. Se obtuvieron las eficiencias de amplificacién
para cada gen, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), E6 y E7 de
VPH16, los cuales tuvieron una pendiente de -3.40, -3.45 y -3.43, con eficiencias
de amplificaciéon de 97%, 95%, 96% respectivamente, para cada ARNmM
amplificado (Fig. 9). Los niveles de expresién de los oncogenes E6 y E7 con cada
concentracion de rlL-10, fueron comparados con el control. Los resultados
sugieren que IL-10 no incrementa los niveles de expresién del ARNm E7 de VPH
16 en la linea celular SiHa, p>0.05 (Fig. 10a y b). Un efecto similar se observé en
la expresion del ARNm E6 de VPH 16, p>0.05 (Fig. 10c y d). Indirectamente, estos
resultados nos confirman que IL-10 no tiene efecto sobre la proliferacion en
células derivadas de CaCU, debido a que no hay incremento en la expresion de

los oncogenes E6 y E7, los cuales son inductores de proliferacion celular.
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Figura 9. Graficas de eficiencias de amplificacién para los ARNms A) GAPDH, B) E6 y C) E7 de
VPH 16 para comparar v realizar el analisis de expresion.
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Figura 10. Efecto de IL-10 sobre la expresion de los oncogenes E6 y E7 de VPH 16 en la linea
celular SiHa, incubadas en presencia de 50 y 100 ng/mL de rIL-10 durante 24 horas. Los datos
son expresados como medias *+ desviaciones estandar, p>0.05. La grafica es representativa de
tres experimentos independientes.
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7. DISCUSION

Actualmente el CaCU es un grave problema de Salud Publica. Se ha establecido
que la infeccion persistente por el VPH esta asociada con el desarrollo del CaCU,
ésta infeccion se ve favorecida por un estado de inmunosupresion local, que es

explicado en parte por la expresion de citocinas antiinflamatorias como IL-10.

Se ha relacionado la infeccién por el VPH con la expresiéon de niveles
elevados de IL-10 en el cérvix y con el grado de lesiones cervicales31*. Ademas,
se ha comprobado que la proteina E2 del VPH 16 es capaz de regular la expresion
de IL-10 en células de CaCU, favoreciendo de este modo la generacién de un
ambiente de inmunosupresion local in vivo, que inhibe la activacion de células que
participan en la inmunidad anti-tumor y la consecuente evolucion del cancer. La
induccién de IL-10 por parte de E2 de VPH favorece la evasiéon de la respuesta

inmune por parte del virus33.

IL-10 ademas de tener efectos inmunomoduladores, posee efectos no
inmunes, los cuales promueven el crecimiento o sobrevivencia celular. Por
ejemplo se ha demostrado que IL-10 induce la proliferacion y diferenciacién de
células B humanas®. Adicionalmente, existe evidencia de que algunas células
tumorales son capaces de usar a IL-10 como un factor de crecimiento o

sobrevivencia autocrino, promoviendo el crecimiento del tumor3+,

IL-10 ha demostrado que promueve la proliferacién y/o sobrevivencia
de un gran numero de diferentes tipos de células tumorales incluyendo

melanoma?2, tiroidoma*', mieloma3? y de leucemia linfocitica cronica?s.

Con base en estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto de IL-10 sobre la proliferacion de células transformadas por el
VPH derivadas de CaCU, debido a que se ha observado que la expresion de IL-10

aumenta conforme aumenta el grado de lesién.
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Para contestar esta pregunta, inicialmente se determind la presencia
del receptor de IL-10 en las lineas celulares SiHa, HeLa y C33-A, dado que la
presencia del complejo receptor debe estar completo en la célula blanco para que
IL-10 active su cascada de senalizacion. Los resultados revelaron que las tres
lineas celulares expresan el ARNm correspondiente a las subunidades alfa y beta
del receptor de IL-10, por RT-PCR punto final. Ademas, se identificd la presencia
de la subunidad alfa del receptor de IL-10 en la superficie celular de HelLa (7.9%),
SiHa (11.8%) y C33-A (17.8%) a través de citometria de flujo. Esto es similar a lo
encontrado por el grupo de Yun Yue y col., en donde identificaron la presencia del
receptor de IL-10 en cultivos celulares de melanoma humano que respondieron a
IL-10. Ellos determinaron que unicamente las células que expresaban IL-10R
respondian a IL-1012, Existe evidencia de que algunas células pueden ser capaces
de usar a IL-10 como un factor de crecimiento o sobrevida, como inhibidor de
muerte celular por apoptosis*?. Otros resultados al respecto publicados por Zeng
y cols, identificaron la expresion constitutiva del ARNm de las subunidades alfa y
beta del receptor de IL-10 por RT-PCR en tiempo real, en lineas celulares de
carcinoma pulmonar de Lewis (LL2), las cuales presentaron resistencia a
apoptdsis inducida por IL-1035. Con los resultados obtenidos se demuestra que las
lineas celulares analizadas (SiHa, HeLa y C33-A) presentan el receptor de IL-10
en su superficie, lo que nos sugiere que las células pueden ser capaces de

responder a IL-10.

En este trabajo, analizamos la proliferacion de las células SiHa, HelLa
y C33-A en presencia de diferentes concentraciones de riL-10 (10, 100 y 200
ng/mL). Los resultados demostraron que IL-10 no afecta la proliferacion en estas
células in vitro, a pesar de la expresiéon de los receptores de IL-10. Estos
resultados contrastan con los publicados en 1997 por Yun Yue y colaboradores,
en los cuales la aplicacion de diferentes concentraciones de rlL-10 (50, 100 y 500
U/mL) estimula y aumenta la proliferacion de células derivadas de melanoma
humano!z. En apoyo a los resultados de Yun Yue, Garcia Hernandez y cols,
reportaron que la linea celular B16 de melanoma de ratdon transfectada con un

vector que expresa IL-10, crece mas rapido que la linea celular no transfectada3+.
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Sin embargo, nuestros resultados concuerdan con los publicados por Zeng y cols,
quienes encuentran que la aplicacion de diferentes concentraciones de IL-10 (10-
50 ng/mL), no afecta la proliferacién en células derivadas de carcinoma pulmonar
murino de Lewis a pesar de la expresion constitutiva de los receptores de 1L-1035,
Estos resultados sugieren que IL-10 induce la proliferacion de forma considerable
en algunas células epiteliales (melanoma), pero induce la proliferacién de manera
discreta en las células epiteliales SiHa y HelLa (resultados estadisticamente no
significativos). Sin embargo, el aumento moderado pero significativo de la
proliferacion que se observa en C33-A en presencia de 100 ng/mL de rIL-10, es
consistente con la presencia del receptor en su superficie, ya que es la linea
celular en la que se encontré mayor presencia del receptor. Datos publicados al
respecto establecen que una mayor presencia del receptor de IL-10 se asocia con

una mejor respuestal?.

Posteriormente, identificamos la presencia de IL-10 solamente en el
sobrenadante de las lineas celulares HelLa (4.78 pg/mL) y SiHa (2.73 pg/mL). Una
explicacion al nulo efecto de IL-10 sobre la proliferacion de células derivadas de
CaCU, podria ser que este efecto sélo requiera la presencia de la proteina IL-10
secretada por ellas mismas. Para responder esta pregunta se analizé la
proliferacion de las células SiHa, HelLa y C33-A, aplicando diferentes
concentraciones de anticuerpo neutralizante contra IL-10. Contrario a los
resultados obtenidos, otros trabajos reportaron que en concentraciones similares
de NA IL-10, disminuye la proliferacion en células de melanomalz. Garcia-
Hernandez y cols, también encontraron disminucién en la proliferacion en
presencia del anticuerpo neutralizante34, aun en concentraciones menores (3
Mg/mL) a la mayor concentracién (10 pg/mL) utilizada en este trabajo. Estos
resultados demuestran que la inactivacion bioldgica de IL-10 presente en el
sobrenadante de las lineas celulares (SiHa y HelLa), no afecta la proliferacién de
las lineas celulares derivadas de CaCU. Sin embargo, cabe mencionar que en las
lineas celulares de estos dos ultimos trabajos, hay una mayor expresién de IL-10
basal en el sobrenadante de las lineas celulares de melanoma que oscilan entre

12 pg/mL - 95 pg/mL, concentracion mayor a la encontrada en las células
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analizadas en este trabajo. Esto indica que al haber una mayor expresion de la
proteina en el sobrenadante de las lineas celulares, el efecto sobre la proliferacion
puede ser mas evidente, por lo que al agregar el anticuerpo neutralizante para
inhibir su actividad biolégica, el resultado de la inhibicion de la proliferacion seria

mas clara.

El incremento en la proliferacion celular por IL-10 puede darse al
menos por dos formas, una es a través de la activacion de su cascada de
sefalizacion e induccion de genes blanco, como los implicados en el control del
ciclo celular (ciclinas e inhibidores de complejos ciclinas-cinasa). Otra forma es la
propuesta por Arany y cols, a través de la activacion de la transcripcion del
promotor temprano del virus del papiloma humano 16, y consecuente expresiéon
del oncogén viral (E7) el cual induce la proliferacion a través del factor de
transcripcion E2F38, Para evaluar esta ultima propuesta se analiz6 el efecto de IL-
10 sobre la expresiéon de los oncogenes E6 y E7 del VPH 16 en la linea celular
SiHa. A diferencia de lo encontrado por Arany, nuestros resultados demuestran
que IL-10 no afecta la expresion de los oncogenes E6 y E7 del VPH 16, en
presencia de dos diferentes concentraciones de rlL-10 (50 y 100 ng/mL). Arany
reporta que IL-10 aumenta moderada pero significativamente la expresion del
ARNm de E7, en las lineas celulares SiHa y Caski transformadas por el VPH 16,
en presencia de 50 ng/mL de rlL-10 (Media 2.3 y 2.5, respectivamente); sin
embargo, se observaron grandes variaciones entre los diferentes ensayos, (Desv.
Std. 0.5 y 0.65, respectivamente), lo cual sugiere que hay una mayor variacién
bioldgica. Los resultados obtenidos en este trabajo no evidenciaron cambios
estadisticamente significativos en la expresion del oncogen E7 en la linea celular
SiHa, en las mismas concentraciones de rIL-10 utilizadas por Arany (Media 0.935
y 1.124, respectivamente), ademas de que la variacion entre experimentos es
menor que la de Arany (Desv. Std. 0.158 y 0.328, respectivamente), al usar el
mismo método de andlisis de expresion (método del Ct comparativo ¢ 224,
Ademas, se analizd la expresion del oncogen E6, y de forma similar al resultado
obtenido con el oncogen E7, la expresién de E6 no se modificé en las mismas

concentraciones antes mencionadas (Media 0.942 y 1.062, respectivamente), la
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variacion se observd nuevamente baja (Desv. Std. 0.118 y 0.110,

respectivamente).

En conclusién, los resultados revelan que las lineas celulares
derivadas de CaCU expresan el receptor de IL-10; sin embargo, aunque en este
trabajo no comprobamos la funcionalidad del receptor, existen evidencias de que
IL-10 activa su cascada de sefalizacion en SiHa38. Ademas comprobamos que
bajo nuestras condiciones de trabajo, IL-10 no tiene efecto estadisticamente
significativo sobre la proliferacion de las lineas celulares SiHa y HelLa, asi como no

afecta la expresiéon de los oncogenes E6 y E7.

Cabe mencionar que los resultados pueden variar dependiendo de las
condiciones experimentales realizadas en cada trabajo, manipulacion, reactivos,
asi como de las lineas celulares usadas, las cuales son lineas obtenidas de un
stock comun (ATCC), pero al presentar alteraciones en genes que participan en
reparacion del ADN, podrian presentar heterogeneidad en los diversos cultivos, lo

que explicaria la variacion de los resultados en los diferentes trabajos.
Con base en estos resultados, sugerimos posibles causas del efecto observado:

1) IL-10 es una citocina que tiene multiples efectos biolégicos??. Con respecto a
proliferacion celular, IL-10 ha demostrado tener efectos diferentes en diversas
células, por un lado promueve la proliferacion en células B humanas*?, por otro
lado inhibe la proliferacion en macréfagos!l. Este aumento en la proliferacién
también se observa en células de melanoma. Sin embargo, en células derivadas

de carcinoma pulmonar de Lewis no tiene efecto sobre la proliferacion3s.

2) Existe evidencia de que en la estimulacion de proliferacion en respuesta a IL-
10, los aminoacidos Y427 y Y477 presentes en la region intracelular del receptor
de IL-10, deben sufrir fosforilacion. Mutaciones en esas regiones especificas
impiden este efecto®’. Se desconoce como se encuentra el receptor en las lineas
celulares utilizadas; y si esas regiones especificas se encuentran sin mutaciones.
Tomando en cuenta que las células usadas en este trabajo son células en

constante proliferacion y propensas a mutar, ésta podria ser una posible causa.
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Sin embargo, se sugiere que estos resultados in vitro pueden no
extrapolarse a procesos bioldgicos, es decir, los resultados obtenidos con las
lineas celulares pueden no ser iguales a lo que podria ocurrir en procesos in vivo,
debido a las diferencias en las caracteristicas celulares, la presencia de la proteina

natural o de otros factores que influyen en el microambiente tumoral.

Como resultado de nuestras limitaciones experimentales, proponemos
otras estrategias para analizar este efecto, como la transfeccion de plasmidos que
favorecen la expresion de IL-10 dentro de la célula de interés, que sea secretada
al exterior con las modificaciones postraduccionales generadas por la propia célula

e interactue con su receptor especifico y active su cascada de sefalizacion3+.
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8. RESUMEN DE RESULTADOS

o Las lineas celulares SiHa y HelLa expresan el ARNm del receptor
de IL-10.

o Las lineas celulares SiHa y HelLa expresan el IL-10Ra en la

superficie celular.

o IL-10 no tuvo efecto sobre la proliferacion de las lineas celulares
SiHa y Hel a.

o La inactivacion biolégica de IL-10 no tuvo efecto sobre la

proliferacion de las lineas celulares SiHa y Hel a.

o La expresion del ARNm de E6 y E7 de VPH 16 no se modificé en

presencia de IL-10.

CONCLUSION

IL-10 no tiene efecto estadisticamente significativo sobre la
proliferacion de las lineas celulares derivadas de CaCU transformadas
por VPH-AR.
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9. LIMITACIONES

o Las lineas celulares usadas en este trabajo son células en
proceso proliferativo constante, propensas a cambios vy
mutaciones.

o Uso de una estrategia de aplicacion de IL-10

PERSPECTIVAS

o Evaluar la funcionalidad de la cascada de senalizacion activada
por IL-10 y la integridad de regiones en el receptor de IL-10 que

participan en induccién de proliferacion.

o En ensayos in vitro, plantear la transfeccién de plasmidos que
expresen IL-10 de forma enddgena y analizar el efecto sobre la

proliferacion.

o Evaluar el efecto de IL-10 sobre la apoptosis en lineas celulares

transformadas por VPH

o Evaluar el efecto de IL-10 sobre la proliferacion celular en un

modelo experimental tumoral murino.

o Relacionar la presencia de IL-10 con la expresion de los
oncogenes E6 y E7 de VPH 16 y 18 en biopsias de pacientes

con lesiones de bajo grado.
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