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Resumen

El cancer cervicouterino (CaCU) es un problema grave de salud publica, y debido a esto en la
actualidad existen diversas estrategias enfocadas en el control y tratamiento de esta enfermedad. En
este sentido, diversas moléculas han llamado la atencion por sus propiedades inmunoreguladoras y
se han usado como inmunoterapia en diversos tipos de neoplasias. El IFN-t, al igual que otros
interferones tipo |, posee actividades antivirales y antiproliferativas, sin embargo presenta menor
toxicidad y su expresion es mayor y méas prologada, por lo que es muy prometedor en el tratamiento
de diversas enfermedades de origen infeccioso, autoinmunes y particularmente en cancer. El objetivo
del presente trabajo fue determinar el efecto del IFN-T sobre la proliferacion y en la expresion de los
oncogenes E6 y E7 en células transformadas por el VPH-16, y su accion sobre el volumen tumoral en
un modelo experimental tumoral murino positivo a VPH-16. Las lineas celulares transformadas con
VPH-16 BMK-16/myc (murina) y SiHa (humana) fueron tratadas con IFN-t con concentraciones de
12.5, 25, 50 y 100 ng /mL. La actividad antiproliferativa del IFN-t se evalu6 mediante un ensayo de
reduccion de MTT y la expresion de E6 y E7 se determind por RT-PCR en tiempo real usando sondas
TagMan. Para analizar el efecto antitumoral se inocularon 500,000 células BMK-16/myc en el dorso
de ratones hembra BALB/c singénicos a la linea celular. Una vez que el tumor crecid y tuvo un volumen
de 20-30mm, se administraron una dosis de 50 ng y en otro ensayo dos dosis de 100 ng en PBS como
vehiculo. Posteriormente, se midi6 el volumen tumoral con un vernier cada 24 horas. Se determind
que el IFN-t tiene efecto antiproliferativo en las células SiHa y BMK-16/myc (54 y 92%
respectivamente) 72 horas posterior al tratamiento con 100 ng/mL. Ademéas se observo que la
expresion de los oncogenes E6 y E7 se inhibié con 50 ng/mL de INF-t a las 72 horas. Sin embargo,
no se observo efecto antitumoral en un modelo tumoral murino VPH 16 positivo. En conclusion, el IFN-
7 tiene efecto antiproliferativo y reduce la expresion de los oncogenes E6 y E7 de VPH 16 in vitro en
células SiHa y BMK-16/myc dosis dependiente, sin embargo la actividad antitumoral in vivo de esta
citocina no fue demostrada para el esquema de tratamiento empleado.

viii



Introduccion

El cancer cervicouterino (CaCU) es un problema de salud publica a nivel mundial. En el afio 2008 se
reportaron alrededor de 529,000 casos, con una tasa de mortalidad de 12.9%. En México, el Centro
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y Control de Enfermedades (CENAVECE) informé que en el

2009 se detectaron 6,860 casos con una tasa de incidencia de 17.34 por cada 100,000 [1].

El factor etioldgico asociado al desarrollo de CaCU es la infeccion por el virus del papiloma humano
(VPH). Se han identificado mas de 100 genotipos de VPH y estan clasificados como virus de bajo y
de alto riesgo dependiendo de su potencial oncogénico, de los cuales el VPH-16 y VPH-18 son los

mas importantes porque son responsables del 70% de todos las neoplasias del cérvix [2].

En la actualidad existen diversas estrategias enfocadas para la prevencion, control y tratamiento de
lesiones cervicales y del CaCU. En este enfoque, gracias al desarrollo de nuevas tecnologias en
biologia molecular e inmunologia, diversas moléculas han llamado la atencion por sus propiedades
inmunoreguladoras para el tratamiento del cancer, lo que ha permitido el desarrollo de la
inmunoterapia basada en el empleo de anticuerpos, vacunas, factores de crecimiento, interferones

etc. con el fin de activar a la respuesta inmune y controlar diversas enfermedades incluyendo el cancer.

En este sentido, los interferones (IFN) son una familia de citocinas identificadas hace mas de 50 afios
gracias a sus propiedades antivirales e inmunoreguladoras que se han utilizado para el tratamiento
del cancer. Adicionalmente, se ha descrito que los IFN tienen efectos antimicrobianos, son reguladores
cruciales de la proliferacion celular, diferenciacion, supervivencia y muerte celular. Por sus
propiedades bioldgicas, los IFN se han usado como agentes terapéuticos en ciertas infecciones virales
tales como la del virus de hepatitis C (VHC), hepatitis B (VHB), SIDA (VIH), en neoplasias

hematol6gicas y tumores sdlidos, ademas en enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple

[3].

Entre la familia de interferones de tipo | se encuentra el IFN-1, una proteina inicialmente llamada
proteina del trofoblasto-1 (TP-1), que tiene como principal funcion biolégica la de sefializar el
reconocimiento materno de la gestacién en los rumiantes. Esta molécula tiene un 45-55% de

homologia con la secuencia del IFN-a de humano, ratén, rata, cerdo y un 70.3% con la del IFN- w



ovino [4]. De acuerdo con esto, el IFN-1 es capaz de unirse a los receptores de interferon tipo 1y
subsecuentemente ejercer efectos antivirales, antiproliferativos e inmunomoduladores, por lo que es

una molécula muy promisoria en el tratamiento de infecciones virales y en la terapia contra el cancer

[5].

El IFN-T ha demostrado tener actividad antiviral muy alta en sistemas in vitro (aun mayor que la del
IFN-a) en contra del virus de inmunodeficiencia felina, virus de inmunodeficiencia humana [4] y
lentivirus ovino. También se ha descrito que puede inhibir a los virus de la hepatitis C, hepatitis B, virus
de neumonia progresiva ovina, virus de anemia infecciosa equina, virus de encefalitis-artritis caprina,
entre otros [5]. Por tal motivo, el IFN-T es una proteina con posibles aplicaciones terapéuticas en
medicina, incluyendo enfermedades asociadas a infecciones virales, en pacientes inmunosuprimidos

y en el tratamiento del cancer.

El IFN-1 al igual que otros interferones tipo | tiene efecto sobre la expresion de los oncogenes E6y E7
de papilomavirus y sobre la proliferacion de lineas celulares transformadas por VPH. Sin embargo, no
se ha estudiado su efecto en modelos experimentales tumorales. Por ello, nos proponemos estudiar
el efecto antiproliferativo y antiviral (mediante la represion de los oncogenes E6 y E7) en lineas
celulares positivas a VPH-16 y su accion antitumoral en un modelo experimental tumoral murino
positivo a VPH-16.



Pregunta de investigacion

¢ EI'lFN-1 tiene efecto antiproliferativo y puede inhibir la expresion de los oncogenes E6 y E7 en células
transformadas por VPH-16 in vitro, asi como reducir el crecimiento tumoral en un modelo experimental

de cancer in vivo?



Antecedentes

Cancer cervicouterino
El cancer cervicouterino (CaCU) es un problema de salud publica, y es considerado como la segunda
causa mas comun de cancer entre mujeres. A nivel mundial se informaron 529, 409 casos y 274, 883
muertes en el 2008. Aproximadamente el 86% de los casos ocurren en paises en vias de desarrollo,
representado el 13% de las neoplasias femeninas. En México, el Centro Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica y el Control de Enfermedades (CENAVECE) informé que hubo 6,860 casos con una
tasa de incidencia de 17.34 por cada 100,000 mujeres en el 2009 [1].

Casi todos los casos de cancer cervicouterino (99.8%) y sus lesiones precursoras como la neoplasia
intraepitelial cervical, se deben a tipos especificos de un virus transmitido por via sexual, denominado
virus del papiloma humano (VPH). La relacion entre el CaCU y el VPH fue demostrada a principios de
los afios 80’s por el Dr. Haruld zur Hausen, quien manifestd que la infeccion es un requisito necesario
pero no suficiente para el desarrollo de esta enfermedad. Ademas, también se sabe que la infeccion
por VPH puede ser causa de otros carcinomas anogenitales incluyendo el de pene, vagina, vulva y

ano [6]

Se ha establecido que el 90% de las mujeres sexualmente activas se infectan con algun tipo del virus
de papiloma humano. Se estima que cerca de dos tercios de los individuos quienes tienen relaciones
sexuales con un compafiero infectado también se infectaran y alrededor del 20-30% de las mujeres
infectadas con VPH portan multiples tipos de este virus, donde en la mayoria de los casos la infeccion

persiste de 6 a 12 meses en el tracto genital y luego se vuelve indetectable [7].

Por otro lado, se han identificado otros cofactores que junto con la infeccion con el virus del papiloma
humano aumentan el riesgo para el desarrollo de cancer cervicouterino. Estos se pueden clasificar en
tres grupos: (1) cofactores exdgenos o ambientales, como el uso de anticonceptivos orales,
tabaquismo, dieta, trauma cervical, coinfeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), y
otros agentes transmitidos sexualmente; (2) cofactores virales, como coinfeccion con otras variantes
de VPH, carga viral e integracion viral, (3) cofactores del hospedero, como hormonas endégenas,
factores genéticos como el antigeno leucocitario humano y factores del hospedero relacionados a la

respuesta inmune [8].



Virus del papiloma humano y cancer cervicouterino

Los virus de papiloma humano (VPH) son epiteliotréficos que infectan principalmente la mucosa
anogenital, orofaringea y la piel. A la fecha se han identificado mas de 100 diferentes tipos, de los
cuales un tercio de estos infectan células epiteliales en el tracto genital. Estos virus se pueden clasificar
en dos categorias: de alto y de bajo riesgo. Los de alto riesgo estan asociados con el desarrollo de
cancer anogenital, mientras que los VPH de bajo riesgo inducen solo verrugas genitales. Los tipos de
alto riesgo incluyen al VPH-16, VPH-18, VPH-31 y VPH-45, entre otros, mientras que entre los de bajo
riesgo se encuentran el VPH-6 y el VPH-11 [9]

El VPH es un virus no envuelto, con capside icosahédrica. Su genoma consta de DNA circular de
doble cadena de aproximadamente 8 Kb de tamario y esta dividido en una regién codificante que
comprende ocho genes transcritos en un RNAm policistronico y una region larga no codificante o
reguladora que contiene el origen de replicacion. La regién codificante esta dividida a su vez en dos
regiones de expresion: temprana y tardia. Los genes de expresion temprana (E1, E2, E4, E5, E6 y E7)
estan relacionados con la modulacion de los procesos de transformacion celular, replicacién y
transcripcion viral. Los de expresion tardia (L1 y L2) codifican para las dos proteinas estructurales de
la capside (Fig. 1) [6].

La progresion del cancer cervical asociado a la infeccién por el VPH, es un proceso lento que puede
ser dividido en cuatro etapas. La primera etapa comprende la infeccion con VPH, la cual en la mayoria
de los individuos es controlada. En una minoria de las mujeres infectadas, el virus puede persistir por
varios afios y esta fuertemente ligado a un riesgo mayor para desarrollar una lesién intraepitelial
escamosa de grado bajo (LSIL). Esta etapa esta caracterizada por displasia leve debido a la progresion
de células persistentemente infectadas a pre cancer, la cual puede progresar a una lesion intraepitelial
escamosa de grado alto (HSIL), que se caracteriza por displasia moderada a un carcinoma in situ.

HSIL puede progresar posteriormente a la Ultima etapa, que es el carcinoma invasor (Fig. 2) [10].
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Figura 1. Organizacion del genoma del virus de papiloma humano

El virus de papiloma humano tiene un genoma de DNA circular de doble cadena de aproximadamente 8, 000
pb, el cual esta dividido en tres zonas: una regién larga de control, una region que codifica para seis proteinas
de expresion temprana (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) y una zona que contiene los genes que codifican para dos

proteinas de expresion tardia (L1 y L2). Modificado de Garcia-Paz, no publicado.



Infeccion por VPH Lesién intraspiteial cervical R T, -

Bajo grado Alto grado

—_—_— ~——

@ Célula normal L
Célula infectada por Integracion
E VPH L2 LCR E7 Ed
= —i}
Célula transformadal 1 8 1
por VPH

Figura 2. Ciclo de vida del virus de papiloma humano

Para que se desarrolle cancer cervicouterino, el virus tiene que acceder a las células que estan en contacto con la lamina basal
del epitelio. En estas células el genoma del virus comienza a replicarse de manera episomal y sintetiza proteinas de expresion
temprana (principalmente E1y E2). Conforme se van dividiendo, las células migran a estratos superiores donde se sintetizan las
proteinas tardias y se ensamblan los viriones. Un evento importante en el desarrollo de CaCU es la integracion del genoma viral
al genoma de la célula hospedera. Cuando esto sucede se comienzan a sobreexpresar las proteinas E6 y E7, responsables de
la transformacion e inmortalizacion celular. Modificado de Woodman et al, 2007.



Los virus de papiloma establecen su ciclo viral productivo exclusivamente en epitelio estratificado de
la piel o mucosa. Estos tejidos son complejos, compuestos de diferentes tipos celulares, la mayoria
de los cuales comprenden capas de queratinocitos en varias etapas de diferenciacion, la minoria
restante incluye melanocitos, células de Langerhans y células Merkel. Existen dos tipos de
queratinocitos: las células madre en division que no estan diferenciadas, y las células capaces de
proliferacién transitoria en el compartimento basal [11]. Para establecer una infeccion, el virus del
papiloma humano necesita infectar a células del epitelio basal, las cuales son todavia capaces de
replicarse y diferenciarse. Algunas de estas células infectadas pierden contacto con la membrana
basal y se mueven hacia el compartimiento suprabasal de células en proliferacion, donde establecen
una infeccion latente. Los subsecuentes pasos en el ciclo de vida viral son estrictamente dependientes

de la diferenciacion del epitelio hospedero [11].

Conforme los queratinocitos se diferencian, los productos de genes tempranos son expresados e
interactuan con proteinas celulares que regulan la replicacion del DNA viral. En las células
diferenciadas, las proteinas tardias se expresan y luego se ensamblan para formar los componentes
estructurales de la capside viral. En algunos casos, el DNA viral se integra en el genoma del hospedero
0 puede permanecer en forma episomal [11, 12]. El ciclo de vida del VPH esta ligado al programa de
diferenciacion de su célula hospedera, el queratinocito. La infeccidn por papilomavirus ocurre a través
de microlesiones del epitelio producidas generalmente durante la actividad sexual, que exponen a las
células a la entrada viral. La naturaleza del receptor para la entrada del VPH a la célula sigue siendo
desconocida, aunque se ha sugerido la participacion de la integrina 0436 y de proteoglicanos de
heparan sulfato. El proceso de entrada a la célula parece ser diferente en distintos tipos de VPH; en
el caso del VPH-16 por ejemplo, esto parece ocurrir por endocitosis mediada por clatrina, mientras
que en el caso del VPH-31, se ha sugerido que el mecanismo podria ser via caveolas. Después de la
entrada, las particulas virales se desensamblan en endosomas tardios y/o lisosomas transfiriendo el

DNA viral al nucleo facilitado por la proteina menor de la capside L2 [13, 14].

En las células que estan en contacto con la capa basal, el genoma viral se replica al principio de
manera episomal manteniéndose en un muy bajo numero de copias, donde las primeras proteinas
virales en ser expresadas son las proteinas E1y E2, las cuales estan involucradas en la replicacion,
y forman un complejo que se une a secuencias en el origen viral de replicacién y actuan para reclutar

polimerasas celulares y proteinas accesorias que median la replicacion. La proteina E1 exhibe



actividad de helicasa y permite la separacion de las dos cadenas de DNA adelante del complejo de
replicacion, mientras que E2 es una proteina de union especifica a DNA que se une a motivos
ACCNgGGT en la region no codificante viral y ayuda a reclutar a E1 al origen de replicacion [9]. Un
evento central durante la infeccién por VPH corresponde a la integracion del genoma viral a la célula
del hospedero. Durante este proceso se altera el marco de lectura abierto de E2, perdiéndose el efecto
de inhibicion de esta proteina sobre el promotor temprano (p97 para VPH-16 y p105 para VPH-18),
que mantiene bloqueada la expresion de las oncoproteinas E6 y E7, indispensables para la
transformacion celular [15]. Ademas, la integracion viral frecuentemente ocurre en regiones
cromosomicas donde se encuentran genes involucrados en tumorogénesis, tales como MYC, NR4A2,
hTERT, APM-1, FANCC y TNFAIP2 [16].

Estimulacion de la proliferacion celular por VPH

El mecanismo basico por el cual los papilomavirus estimulan la progresion del ciclo celular se conoce
ampliamente; La proteina E7 se asocia con la proteina Rb, interrumpiendo su asociacién con el factor
de transcripcion E2F, este subsecuentemente activa proteinas requeridas para la replicacién del DNA
viral como las ciclinas A y E. Por su parte, la proteina E7 también se asocia con otras proteinas
involucradas en la proliferacién del ciclo celular, incluidas las histonas desacetilasas, componentes del

complejo de transcripcion AP-1, e inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas p21 y p27 [6].

La proteina viral E6 previene la induccion de apoptosis uniéndose a la proteina supresora de tumores
p53 en un complejo ternario con la ubicuitina ligasa EGAP. La formacion de este complejo resulta en
la ubicuitinacién y subsecuente degradacion de p53 por el proteasoma 26S, llevando a la reduccién
de la vida media de p53 de varias horas a menos de 20 minutos en los queratinocitos. También E6
puede regular negativamente la actividad de p53 a través de su asociacién con p300/CBP, el cual es

un coactivador de p53 [9].

Independientemente de su actividad sobre pd3, E6 también puede llevar a la inmortalizacién de las
células por la interaccion con la familia de proteinas con dominios PDZ (DIg y Z0-1), localizadas
regularmente en areas de contacto célula-célula como son las uniones oclusoras en células epiteliales.
La unién de la region C-terminal de la proteina E6 a las proteinas con dominios PDZ lleva a su
degradacion, pero no son claros los mecanismos de sefializacion de esta interaccidn en la progresion
al cancer [9]. Otra importante funcion de E6 que es importante para la inmortalizacién celular, es la

habilidad de activar la subunidad catalitica de la telomerasa (hTERT), la cual adhiere repeticiones de



nucledtidos al final de los cromosomas. La actividad de la telomerasa esta usualmente ausente en
células somaticas y su pérdida conlleva a un acortamiento de los telomeros con divisiones celulares
sucesivas que llevan a la senescencia. Aunque el mecanismo preciso por el cual E6 media la

activacién de hTERT no es conocido, es claro que tal funcién puede llevar al desarrollo de cancer [6].

Por otro lado, la proteina E5 induce la transformacion celular a través de la modulacion de diversas
vias de sefializacién como la activacion de EGFR (receptor del factor de crecimiento epidermal),
también interactta directamente con la cadena pesada del MHC clase | y disminuye la expresion de
p21y p27. Otras actividades biol6gicas de E5 que contribuyen a la proliferacion de células infectadas
es la interferencia de la comunicacion célula-célula inhibiendo las uniones tipo gap. Sin embargo, el
marco de lectura de esta proteina se pierde en la integracion del genoma, por lo que solamente

contribuye en etapas iniciales de la transformacién celular [17].

Respuesta inmune contra VPH y cancer cervicouterino

La interaccion de factores genéticos y estimulos ambientales provoca alteraciones en el interior de las
células, que frecuentemente llevan a una proliferacion celular anormal. Para eliminar estas
aberraciones, el sistema inmune posee diversos mecanismos que le permiten reconocer y eliminar las
células transformadas. Sin embargo, en algunas ocasiones esta respuesta falla en controlar el
crecimiento celular anormal, lo que trae como consecuencia el desarrollo de un tumor [18]. El sistema
inmune tiene tres papeles principales en la prevencién de tumores: (1) Protege al hospedero de
tumores inducidos por virus mediante la eliminacién de la infeccion viral, (2) Previene el
establecimiento de un ambiente inflamatorio que conduzca al desarrollo del tumor mediante la
eliminacién oportuna de patdgenos y la inmediata resolucion de la inflamacion e (3) Identifica y elimina
células tumorales en base a la expresion de antigenos especificos del tumor o moléculas inducidas

por estrés celular (inmunovigilancia tumoral) [19].

La respuesta inmune es mediada por dos tipos de mecanismos: la respuesta inmune innata y la
respuesta inmune adaptativa. La primera es considerada la primera linea de defensa en contra de las
células tumorales e infectadas por virus, la cual es independiente de antigeno e involucra el
reconocimiento de patrones moleculares expresados en la superficie por células como macréfagos,
células dendriticas y células NK; y la segunda, es una respuesta especifica, que requiere del
reconocimiento de un antigeno particular asociado al tumor por medio de células efectoras de la

respuesta inmune [20].
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Tras la infeccion por VPH, se desencadena una serie de respuestas inespecificas acompafiadas de
procesos inflamatorios, quimioatraccion de neutrdfilos, activacion de macréfagos y células asesinas
naturales (NK), generacion de anticuerpos naturales, e incluso del sistema del complemento. Las
células de Langerhans, y algunos queratinocitos funcionan como células presentadoras de antigeno,
que fagocitan las particulas virales para digerirlas en endosomas y migran a los ganglios linfaticos

locales, donde activan a linfocitos Ty dirigen su diferenciacién hacia células efectoras [21, 22].

Las células NK inducen apoptosis en células tumorales e infectadas por VPH por medio de los
receptores KIR que reconocen la disminucién de la expresién de MHC de clase | en dichas células;
mientras que las células dendriticas son activadas por medio de receptores similares a Toll (TLR) por
via del adaptador MyD88 y activan respuestas innatas, que incluyen la produccidn de un nimero de
citocinas y quimiocinas que tienen una funcién clave en la induccién adaptativa y en la regulacion del
linfocito Th1 [23, 24].

Al momento de la activacion del sistema inmune innato se comienzan a sintetizar citocinas que se
encargan de la coordinacion de células efectoras como monocitos, macréfagos, polimorfonucleares y
células NK para la proteccion del tejido mucoso. Entre ellas se encuentran las defensinas, interleucinas
(IL), interferones (IFN), factor de crecimiento transformante B (TGF-B) y factor de necrosis tumoral

(TNF), los cuales ejercen un control directo sobre las células infectadas [25, 26].

Las alfa defensinas humanas HD1, HD2, HD3 y HD5, se encuentran presentes en el tracto genital
femenino y son capaces de inhibir al VPH in vitro, sugiriendo que pueden servir como barrera natural
para la transmisién sexual. Por el contrario las beta defensinas humanas 1y 2 tienen pobre o nula
actividad anti-VPH. Asimismo el TNF y los IFN tipo | (a'y ), son productos de varios tipos de células
epiteliales y tienen la capacidad para inhibir la proliferacién de los queratinocitos normales e infectados

con VPH, asi como también de inhibir la expresion de los oncogenes E6 y E7 del VPH [27, 28].

La respuesta mas importante en la eliminacion de células neoplésicas es la respuesta inmune mediada
por células, la cual es dependiente de la activacion de los linfocitos T y de las células presentadoras
de antigenos profesionales como las células dendriticas que al capturar antigeno tumoral, migran
hacia los nddulos linfoides para presentar péptidos antigénicos a linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos
y activarlos. Los linfocitos CD4+ activados se diferencian en linfocitos T CD4+ TH1 y TH2 segun las

citocinas que secretan, y las citocinas pueden activar a la respuesta inmune humoral y celular. En la
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respuesta inmune humoral, los linfocitos B activados producen anticuerpos especificos contra
antigenos tumorales, mientras que en la respuesta inmune celular, los linfocitos T CD8+ citotdxicos

activados migran al sitio del tumor para reconocer y matar a la célula tumoral [33].

Evasion de la respuesta inmune por el VPH

Durante la transformacion maligna, el sistema inmune trata de erradicar a las células infectadas por el
virus, pero a pesar de la presencia abundante de células T especificas contra VPH en tejido
neoplasico, en ciertas ocasiones el sistema inmune es incapaz de erradicar el tumor, lo que sugiere la

existencia de mecanismos que evitan la accion de la respuesta inmune [29].

En mujeres que progresan a carcinoma cervical, la persistencia viral se asocia con una evasion de la
inmunidad efectiva por parte del VPH, que se refleja con ausencia de inflamacion durante la replicacion
viral, asi como la regulacion negativa de la secrecion de interferon, que conlleva a un retardo en la
inmunidad adaptativa y a la persistencia viral. Esto se debe en parte a que el VPH es un virus no litico
y esto limita la produccion de antigenos que son procesados y presentados al sistema inmune
adaptativo, y su ciclo de vida tiene caracteristicas que impactan en el reconocimiento y respuesta del

sistema inmune [30].

Conforme las células infectadas por el virus persisten, pueden acumular tales mecanismos para evadir
el control del sistema inmune, entre los que se encuentran la regulacion negativa del MHC de clase |
y el procesamiento de antigeno dafiado; la resistencia a apoptosis; la expresion de factores
inmunosupresivos y la atraccion de células inmunes que son capaces de inhibir la respuesta inmune.
Este es un proceso lento que puede tomar afios o incluso décadas y se conoce como inmunoedicion
[29].

El VPH mantiene los niveles de sus proteinas en un nivel bajo, por lo que se limita el reconocimiento
de éstas por el sistema inmune. Los genes tardios de los papilomavirus contienen codones que los
mamiferos raramente usan. Esto implica que la produccion de proteinas de la capside del virus sea
inhibida en células epiteliales de mamiferos por la disponibilidad restringida de los RNAt apropiados
[31].

Muchos tumores inhiben moléculas que limitan el reconocimiento del sistema inmune como la
expresion de MHC de clase | y de moléculas necesarias para el procesamiento de antigeno como las

subunidades del proteosoma LMP2 y LMP7 y las subunidades transportadoras TAP1y TAP2. Debido
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a que la presentacion de antigeno de la proteina E6 de VPH-16 depende de TAP y del proteosoma,
los defectos en estas proteinas resultan en un reconocimiento disminuido de las células tumorales por
células T especificas para VPH. Por otra parte la proteina E7 de VPH-16 y -18 reduce la expresion de
la cadena pesada de MHC de clase |, LMP2 y/o TAP1. Ademas, E5 VPH-16 regula negativamente la

expresion en superficie de HLA-A y —B, pero no de la expresion total de HLA de clase | [32].

Otro mecanismo de evasion inmune generado por el tumor es la atraccion de células inmunes con
propiedades inmunosupresoras. Los macrofagos que son reclutados por muchos tipos de tumores
generalmente se diferencian en el fenotipo M2. Estos macréfagos asociados a tumores (TAMs)
secretan citocinas antiinflamatorias y promueven el crecimiento del tumor. Por otro lado, también se
ha visto en cancer cervicouterino que muchas de las células dendriticas, claves en orquestar la
iniciacién de la respuesta inmune, se encuentran en forma inmadura y carecen de moléculas
coestimuladoras, por lo que pueden inducir un estado de anergia en lugar de activar células T efectoras
[33, 34].

Las células supresoras mieloides (MDSCs) son otro tipo de células del sistema inmune innato que
promueven el crecimiento del tumor o la proliferacion del cancer, inhibiendo la respuesta inmune
adaptativa por la secrecién directa de sustancias que afectan la funcion de células T, sesgando asi la
inmunidad especifica de tumor hacia una respuesta Th2. Asi como por la induccién de células T
reguladoras (Treg), las cuales son células T CD4+CD25+, que sobreexpresan el factor de transcripcion

Foxp3, el cual permite a la célula suprimir la inflamacion y las respuestas inmunes especificas [25].

Estudios recientes demuestran que el VPH interfiere con mecanismos de la inmunidad innata,
especificamente con la secrecidn de interferon. Se ha determinado que los niveles de genes inducibles
por IFN se encuentran reducidos en células infectadas por VPH en comparacién con queratinocitos
normales. Trabajos adicionales han demostrado que las proteinas de VPH participan en este proceso:
la oncoproteina E6 se une al factor regulador de interferon 3 (IRF-3), interfiriendo con su habilidad
para actuar como activador transcripcional, también se une a la cinasa Tyk2 de la via JAK-STAT e
inhibe su funcion. De manera similar E7 bloquea las funciones de IRF-1, y es capaz de unirse a p48,
un componente del complejo ISGF3, e impide su translocacién al nucleo y su habilidad para activar la

expresion génica en respuesta a interferdn [35, 36].
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Se ha establecido que en diversos tipos de cancer, las células tumorales generan un microambiente
en el que se favorece la expresion de citocinas antiinflamatorias y bajos niveles de citocinas
proinflamatorias, lo que favorece el progreso del proceso neoplasico. Giannini et al (1998),
demostraron que en lesiones intraepiteliales escamosas del cérvix de alto grado existe una expresion
aumentada de IL-10, comparada con lesiones de bajo grado; Por otro lado, Al Saleh et al (1998),
analizaron la expresion de citocinas de biopsias de epitelio cervical por inmunohistoquimica,
observandose que las lesiones de alto grado presentaban mayor produccion de IL-4 y menor de IL-2
comparado con biopsias de cérvix normal; y por Gltimo Bermudez-Morales et al (2008), encontrd que

la expresion de IL-10 aumenta conforme la lesién intraepitelial cervical progresa [37, 38].

Hay dos mecanismos que pueden explicar la participacion de las citocinas en el desarrollo del cancer.
1) Es posible que las citocinas favorezcan el desarrollo tumoral al interactuar con factores de
proliferacién, inducir la actividad de la angiogénesis del tumor, y promover la metastasis por el
incremento de la adhesion celular. 2) Las citocinas como mediadores de la respuesta inmune pueden
inhibir la expresion de las moléculas y receptores, tanto de las células de la respuesta inmune como
de la célula tumoral, las cuales estan involucradas en la identificacion y destruccién de la célula tumoral
[20].

La identificacidn de las citocinas como inductores de la maduracion, activacion y migracion de células
efectoras ha permitido su uso como activadores de la respuesta inmune contra varios tumores. Hasta
el momento, dos citocinas han recibido la aprobacion de la FDA como agentes para el tratamiento del
cancer: IL-2 para carcinoma de células renales y melanoma metastatico, e IFN-a como adyuvante en
terapia de melanoma. Sin embargo, existen otras citocinas como IL-12, IL-18, GM-CSF y en particular
los interferones que estan siendo investigados en su potencial inmunoterapéutico contra el cancer
[39].

Interferones (IFN)

Los interferones (IFN) son una familia de citocinas identificadas hace més de 50 afios como
potentes proteinas antivirales. También son reconocidas como reguladores cruciales de la
proliferacién celular, diferenciacion, sobrevida y muerte, asi como activadores de funciones
especializadas celulares particularmente en el sistema inmune y participan importantemente en
enfermedades infecciosas, autoinmunes y cancer. Sus propiedades bioldgicas los han llevado a

usarse como terapia en diversas infecciones virales como la hepatitis C (HCV), hepatitis B (HBV), en
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combinacion con terapia antiretroviral en SIDA, en canceres hematologicos, en tumores solidos, y en

esclerosis multiple [3].

Existen tres tipos de interferones clasificados en IFN tipo | (IFN-a, -B, -0, -€, -K, -T, -w), los cuales son
producidos en respuesta directa a una infeccion viral; los interferones tipo Il (IFN-y), que es sintetizado
en respuesta al reconocimiento de células infectadas por linfocitos T y células asesinas naturales; e
interferones tipo Il (IFN-A1, IFN-A2, IFN-A3), que también se expresan en células infectadas por virus.
Cada tipo de IFN tiene similitud de secuencia, sefializan por medio de receptores en superficie (IFNAR,
IFNGR, IFNLR), son producidos por células particulares en respuesta a estimulos especificos y todos
median sus efectos activando la via de sefializacién JAK-STAT, que culmina en la transcripcion de
genes estimulados por interferén especificos (ISGs), los cuales llevan a cabo los efectos antivirales,

inmunoreguladores y antitumorales (Fig. 3) [3].

Los interferones tipo | son un grupo grande de citocinas estructuralmente similares y son producidos
como respuesta a una infeccién viral o bacteriana en multiples tipos celulares como linfocitos,
macroéfagos, células endoteliales y fibroblastos. En los humanos existen mas de 13 tipos diferentes de
IFN-a, asi como un gen de IFN-B, IFN-¢, IFN-k e IFN-w, los cuales estan agrupados en un locus en el
mismo cromosoma (cromosoma 9 en humanos y cromosoma 4 en ratones), y se ha sugerido que

todos ellos resultan de un ancestro comun, siendo el del IFN-§ el gen primordial [40].

El IFN-y es el unico IFN tipo Il. Estructuralmente no se relaciona a los IFN tipo |, se une a diferente
receptor, y esta codificado en otro locus cromosdmico (cromosoma 12 en humanos, y cromosoma 10
en ratones). Inicialmente, se sugeria que era producido Unicamente por los linfocitos T CD4+, T CD8+,
y las células NK. Sin embargo, ahora se tiene evidencia que otras células como las células B, NKT, y
células presentadoras de antigeno profesionales (APCs) secretan IFN-y. La produccién de esta
citocina por APCs es importante debido a que actla localmente en la auto-activacion y activacion de

células cercanas y en las células NK en la defensa temprana del hospedero ante una infeccién [41].

Los IFN tipo lIl, es la familia mas recientemente identificada de IFN y se ha identificado como IFN-A la
cual incluye 3 subtipos, el IFN-A1, -A2 y —A3, también conocidos como interleucina-29 (IL-29), IL-28A
e IL-28B, respectivamente. Estas proteinas estan codificadas en el cromosoma 19 de los humanos y
son similares a la familia de citocinas de IL-10 en su estructura, asi como a los IFN tipo |, por lo que

pueden representar una asociacion evolutiva entre estas dos familias [42].
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Type I: IFN-0is (13 types) Type Il: IFN-y Type Ill: IFN-As (3 types)
B/w/x/e/8/1

Figura 3. Vias de seiializacion de interferones

Los interferones sefializan por medio de la via JAK-STAT. Al unirse el ligando se provoca un cambio
conformacional en el receptor que permite la transfosforilacion de las tirosina cinasas de la familia JAK asociadas
a las cadenas citoplasmaticas del receptor de interferon. Posteriormente se fosforila el receptor creandose sitios
de unién para los dominios SH2 de las proteinas STAT, que también son fosforiladas. Las proteinas STAT se
disocian de las cadenas del receptor y forman complejos en el citoplasma que entran al nicleo y se unen a
elementos de respuesta en el DNA de la célula comenzando la transcripcion de mdiltiples genes inducidos por
interferon. Modificado de Borden et al, 2007.
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Los IFN tipo | se han convertido en los mas utiles clinicamente en el tratamiento contra cancer, son
secretados por casi todas las células en el cuerpo y predominantemente estan involucrados en las
respuestas inmunes celulares en contra de infecciones virales. Los IFN tipo | pueden ejercer efectos
antiproliferativos, apoptéticos y anti-angiogénicos en células tumorales, inducir la expresién de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC ), mediar la maduracién de un
subgrupo de células dendriticas y pueden activar linfocitos T citotdxicos, células asesinas naturales y

macroéfagos [39].

Via de senalizacion de IFN tipo |

Los interferones tipo | utilizan un receptor heterodimérico ubicuamente expresado (IFNAR) que
consiste de dos subunidades (IFNAR1 e IFNAR2) asociadas con las tirosina cinasas Tyk2 y Jak1
respectivamente. La unidn del IFN al IFNAR resulta en la activacion de estas ultimas, y en la
consecuente fosforilacion de residuos de tirosina en los dominios citoplasmaticos de IFNAR, creando
sitios de unién para los transductores de sefial y activadores de la transcripcion (STATS),
principalmente STAT2 y STAT1 [40].

Estas proteinas STAT se translocan al nucleo, donde los homodimeros STAT1:STAT1 se unen a
secuencias activadas gamma (GAS), y los heterodimeros STAT1:STAT2 se asocian con IRF9 para
formar el complejo ISGF3 que se une a un elemento de respuesta estimulado por interferon (ISRE).
De esta manera, los interferones tipo | activan la expresion de genes que tienen sitios GAS o ISRE, o
incluso ambos. EI complejo ISGF3 y sus elementos de respuesta tienen una funcién en la activacion
de genes antivirales, mientras que las secuencias GAS median la induccién de genes inflamatorios

como las quimiocinas [40].

En adicion al complejo ISGF3, los IFN tipo | han mostrado inducir otros tipos de complejos STAT,
como los homodimeros de STAT3 o STAT5 y los heterodimeros STAT1-STAT3 o STAT5-CrkL.
También se ha observado que los IFN tipo | pueden activar diversas vias de sefializacion no canonicas,
como la asociaciéon de la subunidad p85 de fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), que culmina con la
activacion de AKT y PKC3d, o la activacion de las cinasas MAP, ERK2 y p38 por la accion de IFNa/j3
[43].

Genes inducidos por interferén (ISG)
Un grupo de mas de 300 genes son inducidos por interferén (ISG) y median los efectos biologicos y
terapéuticos de la estimulacion por éste. Entre ellos se encuentran PKR (proteina cinasa R
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dependiente de dsRNA), 2’,5’-oligoadenilato sintetasas (OAS), RNasa L, y la proteina Mx, los cuales

estan involucrados en respuesta antiviral [44].

PKR es una proteina cinasa dependiente de RNA, la cual en células tratadas con IFN se encuentra
predominantemente en el citoplasma y asociada con ribosomas. PKR se activa por autofosforilacion,
un proceso mediado por RNA de doble cadena. Luego de la activacion, esta proteina cataliza la
fosforilacién intermolecular de al menos seis substratos proteicos, destacando la subunidad a del
factor 2 de iniciacion de sintesis de proteinas (eiF2a), lo que lleva a una inhibicion de la traduccion en

la célula hospedera [44].

Otra familia de ISG que tiene influencia en la traduccién, son las proteinas relacionadas a p56. Dos de
estas, p56 y p54, se unen a diferentes subunidades del factor de iniciacion de traduccion eiF3,

bloqueando sus funciones [43].

Las 2-5' oligoadenilato sintetasas son un grupo de enzimas inducidas por IFN en células de mamiferos
que catalizan la sintesis de oligomeros de adenosina unidos por enlaces fosfodiester en la
conformacién inusual de 2° a 5 (2’5’ A). Las moléculas 2’5’ A se unen con alta afinidad a la
endoribonucleasa L (RNasa L), e inducen su activacion. La RNasa L activada cataliza la ruptura de
RNA de cadena sencilla como el mRNA, llevando por consiguiente a la inhibicién de la sintesis de

proteinas [46].

Las proteinas Mx son GTPasas grandes altamente conservadas con homologia a dinamina, que se
han encontrado en todas las especies de vertebrados. Estas se unen a nucleocapsides virales, por lo
que interfiere con el trafico intracelular y la actividad de las polimerasas virales, inhibiendo la

replicacion de muchos virus de RNA como influenza y sarampién [47].

ISG15 es una proteina parecida a ubicuitina, inducida por interferon de 15 kDa. El mecanismo antiviral
de ISG15 in vivo es desconocido pero se ha relacionado a sus propiedades parecidas a citocina 0 a
su habilidad de conjugar y modificar la funcién de proteinas celulares o virales. También se sabe que
ISG15 es un gen blanco para la desregulacién de p53, sugiriendo un papel adicional en tumorigénesis
[48].

TRAIL/APO2L es un ISG que contribuye a apoptosis y por lo tanto probablemente a los efectos

antivirales y antitumorales de los IFN. Sin embargo algunos ISGs promueven sobrevida, como G1P3,
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el cual se localiza en la mitocondria y tiene acciones antiapoptoticas, incluidas la inhibicion de la
caspasa 3. Otros ISGs con actividades antivirales probables o confirmadas incluyen a la proteina 1 de
unién a guanilato (GBP1); una 3',5-exonucleasa codificada por ISG20; la proteina de leucemia
promielocitica (PML); adenosina desaminasa (ADAR1); la proteina asociada a reticulo endoplasmico
viperina (cig5) que puede inhibir a citomegalovirus; la sintasa de éxido nitrico inducible (iNOS); y las
nucleoporinas Nup98 y Nup96. Finalmente, muchas proteinas de la via de sefializacion de los IFN son
por si mismos ISGs, por lo que proveen una sefial autocrina que amplifica la respuesta de IFN como
IRF7, RIG-I, MDA5 y STAT1 (Tabla 1) [47, 49-53].
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Tabla 1. Genes inducidos por interferén en respuesta antiviral y en cancer

Funcion de la proteina Mecanismo de Accion Referencias
OAS, Ruptura de RNA Degrada RNA viral y celular, [46]
RNAsaL induce IFN-a/(3
PKR Fosforilacion de EIF2a Bloqueo de sintesis de [44]
proteinas, sefializacion
transcripcional
Mx Se unen a Interfiere con el trafico [47]
nucleocapsides virales intracelular
P56 Se une a EIF3 Bloquea sintesis de proteinas [45]
ISG15 Desconocido Modificacion postraduccional [48]
TRAIL/APO2L Ligando de receptor de Apoptosis [49]
muerte
GBP1 GTPasa Inhibidor de angiogénesis [47]
1ISG20 3-exonuclesas de RNA Antiviral [47]
y DNA
PML Desconocido Antiviral, antitumoral [50]
ADAR1 Adenosina desaminasa  Edicidn de RNA, traduccion [51]
para dsRNA alterada
iNOS Oxido nitrico sintasa Antiviral [54]
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IRF7, RIG-I,
MDAS, STAT1

Sefializacién a genes
de IFN-a/ 0 a ISGs

Induccion de IFN tipo |

52, 53]
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Funciones inmunomoduladoras de IFN

Adicionalmente a sus actividades antivirales, los interferones actuan aumentando la respuesta inmune.
Las proteinas del MHC son sobrereguladas por interferones. Los IFN tipo | inducen la expresion de
MHC de clase |, mientras que el IFN-y es capaz de aumentar la expresion de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad tanto de clase | como de clase Il. Otros ISG incluyen a los
transportadores para el procesamiento de antigeno o TAP, y a los componentes de permeabilizacion

de membrana lisosomal del proteasoma (LMP) [55].

Los IFN también promueven la acumulacion de leucocitos en sitios de invasion de patogenos;
promueven la expresion de moléculas de adhesién vascular incluida la molécula | de adhesion
intracelular (ICAM1). Ademas, inducen la produccion de quimiocinas, entre las que se encuentran tres
que estan involucradas en la acumulacion de células T activadas y macréfagos como CXCL9 (también
conocida como MIG, monocina inducida por IFN-y); CXCL10 (también conocida como IP-10, proteina
de 10 kDa inducida por IFN-y); y CXCL11 (conocida como |-TAC). Estas quimiocinas no se expresan

en la ausencia de sefalizacion por IFN [55].

El tratamiento con IFN resulta en una reducida produccion del factor de crecimiento basico de
fibroblastos (bFGF) en células de carcinoma renal humano, asi como a una disminucién en la
transcripcion y secrecion del factor de crecimiento vascular VEGF; por lo que esto puede explicar la

reduccion de la angiogénesis después del tratamiento con IFN en algunos tumores [55].

Finalmente, los IFN son capaces de activar células efectoras de la respuesta inmune y adaptativa
como las células NK, células dendriticas, macréfagos y células T, importantes en la respuesta del

hospedero contra infecciones virales [53].

Propiedades antiproliferativas de los IFN

Los efectos antiproliferativos de los IFN fueron inicialmente descritos en 1962 por Paucker, quienes
mostraron que a 24 horas de exposicidén de células L con el virus de la enfermedad de Newcastle
irradiados con UV o expuestos a interferdn, el crecimiento de las células disminuia temporalmente.
Este efecto se ha reportado en células malignas y no malignas de muchos linajes celulares variando

el grado de respuesta en cada una de ellas [59).

Poco tiempo después, se observo que los IFN tienen la habilidad de inhibir la transformacién celular

de virus oncogénicos. Oxman et al (1967), mostraron que el pretratamiento de células con IFN y
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subsecuentemente infectadas con SV40 bloquea la formacion del antigeno T del virus y la
transformacion celular. También, este efecto se observo in vivo cuando en animales pre-tratados con
IFN, e inoculados posteriormente con polioma virus, hubo un retardo en la aparicion del tumor, asi

como una disminucion en el tamafo y el numero [56].

Los mecanismos antiproliferativos moleculares de los interferones no estan descritos, pero se sabe
que el IFN afecta diferentes fases del ciclo celular en diversos sistemas celulares, deteniendo
principalmente en la fase G1. Asano et al, determinaron que macréfagos murinos tratados con IFN-q,
produjeron cantidades mayores de los inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas p19 y p21,
llevando a una reduccién de sus actividades de cinasa y por lo tanto arrestando el ciclo en la fase G1.

También, el tratamiento con interferon induce a los inhibidores p15 y p27 [57, 58].

Otros autores indican que la actividad antiproliferativa de los IFN de tipo | puede deberse a la represion
de NF-kB, un factor de transcripcion que tiene un papel importante en la proliferacion celular y la
respuesta inmune. En células Daudi, el tratamiento con IFN-a suprimi6 la activacion de NF-kB en una

manera dependiente de la dosis empleada [59]

Existen otras evidencias que explican estos efectos como son: que el factor de transcripcion c-myc se
ha visto regulado negativamente en respuesta a interferdn tipo I; que la activacion del ISG RIG-G
aumenta la expresion de inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas p21'y p27; y que inhibe la

fosforilacion de la proteina supresora de tumores pRb [55].

Por otra parte, se ha observado que otras rutas de sefializacién son activadas por el tratamiento con
IFN. La union de los IFN tipo | al IFNAR induce la fosforilacion del protooncogen vav, el cual activa la
GTPasa Rac1, resultando en fosforilacién de p38 MAPK, el cual participa en diferenciacién celular y
apoptosis y es un mediador importante de progresion de tumores. También, el tratamiento con IFN
tipo |y Il activa la via de sefializacién Crk. CrkL y Crkll son fosforilados en tirosina por Tyk2. Estas
proteinas pueden interactuar con la GTPasa Rap1, la cual antagoniza la via de Ras y puede llevar a
un efecto antiproliferativo en células progenitoras hematopoyéticas de médula 6sea. En adicién CrkL
forma complejos con Stat5 y se une a secuencias GAS para inducir transcripcion de genes [55].
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Apoptosis inducida por IFN

El tratamiento con IFN-0/B o -y resulta en la regulacion positiva de proteinas proapoptoticas como
Fas, ligando de Fas (FasL) y TRAIL. Estas proteinas pueden interactuar con el dominio de muerte
asociado a Fas (FADD) o proteinas receptoras TRAIL, resultando en la iniciacidn de apoptosis a traves
de caspasa 8. Los interferones también inducen la expresion de caspasa-4 y -8 en diversas lineas

celulares y puede activar a caspasas -8 y -9, asi como a la caspasa-3 efectora [47].

En algunas células, el gen supresor de tumores p53, importante por sus funciones inductoras de
apoptosis y arresto de ciclo celular, asi como de miembros proapoptéticas de la familia de genes Bcl-

2, Bak y Bax se encuentran incrementados en respuesta a IFN [47].

Ademas, el tratamiento con IFN tipo | lleva a la fosforilacion de las subunidades del receptor de insulina
l'y 2 (IRSl e IRS2), resultando en la subsecuente union de la subunidad reguladora de fosfatidilinositol-
3-cinasa (PI3K) p85, con lo que se activa a la proteina cinasa C-d (PKC-9) y puede actuar en la

regulacion negativa de la apoptosis [47].

Interferon y VPH

Estudios recientes han demostrado que las proteinas del VPH modulan la respuesta a interferén de
diversas maneras. Primero, los niveles de ISGs se encuentran reducidos en células infectadas por
VPH comparado con queratinocitos normales. Anélisis de microarreglos han mostrado que la
expresion de MxA, 2’-5-oligoadenilato sintetasa, asi como Stat1 se encontraron disminuidos en
células infectadas. Sin embargo, se observo que la adicion de interferdn induce la expresion de estos
genes y luego de 24 horas de exposicion, los niveles son iguales a los observados en células normales
[25].

Adicionalmente, se ha observado que las proteinas de VPH actuan contra componentes del sistema
inmune innato. La oncoproteina E6 ha mostrado unirse al factor regulador de interferén-3 (IRF-3),
interfiriendo con su habilidad para actuar como activador transcripcional. También E6 se une a la
cinasa Tyk2 de la via de sefializacién JAK-STAT inhibiendo su funcion. De manera similar, E7 se une
a IRF-1y a p48, un componente del complejo ISGF3, bloqueando su translocacién al nicleo y su

habilidad para activar la expresion génica en respuesta a interferon [35, 36].

Algunos estudios han resaltado que los interferones tienen efecto en el crecimiento de lineas celulares

transformadas con VPH-16, asi como en la expresion de los oncogenes E6 y E7. En 1994 Agarwal et
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al observaron que el crecimiento de las lineas celulares ECE16-1 y CaSki se redujo en un 70%
después del tratamiento con IFN-a e IFN-y, y la expresion de los oncogenes E6 y E7 disminuyo hasta
90% [60].

En otro trabajo Yim et al (2000) examinaron los niveles de E6 y E7 después de ser tratados por 6 y 30
horas con IFN-a, IFN-B y IFN-y en las lineas celulares positivas a VPH Hela, SiHa, C-4ll, HPK1A y
CaSki. Sin embargo, ningun IFN tuvo eficacia en la represion de E6 y E7 contra todas las células
probadas. En las células Hela, las tres clases de IFN lograron un efecto de represion en el nivel de
las oncoproteinas. Sin embargo, en las células C-4ll y SiHa no se alteraron los niveles de los

transcritos [61].

Inmunoterapia con IFN en cancer

El IFN-a es actualmente el Unico tratamiento adyuvante aprobado por la FDA para pacientes con
melanoma de alto riesgo. En un estudio de meta-anélisis que involucrd 14 estudios clinicos con un
total de 8,122 pacientes en un periodo de 18 afios, esta citocina se asocid con una mejoria significativa
de la enfermedad. Adicionalmente al tratamiento de melanoma, el IFN-a esta aprobado para el
tratamiento de algunos canceres hematologicos, sarcoma de Kaposi asociado a SIDA, y como
componente en una combinacidn anti-angiogénica con bevacizumab para cancer renal avanzado. El
IFN-a ha sido particularmente efectivo en terapia para tricoleucemia, y leucemia mielocitica crénica,
en donde con una dosis baja de 2 millones de unidades/m? subcutaneamente tres veces a la semana

por un afio se relacion6 con una respuesta efectiva del 77% [62].

Sin embargo el perfil de efectos adversos que produce esta citocina es muy amplio y abarca sintomas
muy comunes que ocurren en el 80% de los pacientes como fiebre, fatiga, dolor de cabeza, sintomas
gastrointestinales y mialgias. EI IFN-a también produce incrementos en enzimas hepaticas en algunos
pacientes, particularmente durante el periodo de dosis alta intravenosa, por lo que deben monitorearse
frecuentemente. También se han identificado trombocitopenia, leucopenia y neutropenia, asi como
sintomas psiquiatricos méas serios como depresion (45%), confusién (10%), y mania (menos de 1%).
En algunos estudios la depresion fue altamente significativa y han sido reportados incluso suicidios.
Otras alteraciones a nivel de sistema inmune incluyen desarrollo de vitiligo e hipotiroidismo,

sarcoidosis, lupus, artritis reumatoide, polimialgia reumatica y psoriasis [63, 64].
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Respecto al IFN-B, su potencial terapéutico en cancer ha sido demostrado en varios modelos
preclinicos y se ha observado que los efectos antiproliferativos son incluso mas potentes que los
mostrados por IFN-a. Sin embargo, a pesar de su alto potencial, el uso clinico de IFN- en terapia
contra cancer ha sido limitado por su baja biodisponibilidad y efectos adversos sostenidos. Esta
citocina estad aprobada actualmente en el tratamiento de esclerosis mdultiple por su reactividad de

supresion autoinmune [695, 66].

Con relacion al IFN-y, numerosos modelos murinos han sugerido un papel de esta citocina en
inmunidad tumoral. Ratones con una delecion dirigida de IFN-y o del receptor de IFN tipo Il tienen un
riesgo incrementado de desarrollar tumores comparado con los controles. Ademas, se ha visto que el
IFN-y es citotoxico para algunas células malignas y tiene modesta actividad anti-angiogénica. También
es un importante regulador de la actividad antitumoral mediado por otras citocinas, en particular IL-12
e IL-2. Sin embargo, el IFN-y ha demostrado una limitada utilidad clinica en terapia contra cancer, lo
cual en parte puede ser debido a su papel inmunoregulador, por ejemplo en la activacion de células

supresoras mieloides [67, 68].

Entre |a familia de IFN tipo | se encuentra el IFN-T, una proteina que se encarga de sefializar el proceso
de reconocimiento de la gestacion en los rumiantes, pero conserva las caracteristicas
antiproliferativas, inmunomoduladoras y antivirales de los interferones, por lo que es una molécula con

potenciales aplicaciones en el campo de la inmunoterapia contra cancer [5].

Interferén tau (IFN-T)

El IFN-1 inicialmente fue llamado trofoblastina o proteina de trofoblasto-1 (TP-1), debido a que
su principal funcion es la de sefializar el reconocimiento materno de la gestacién en los rumiantes. Es
producida por los trofoblastos durante los dias 11-21 después de la concepcién, y es muy importante
para mantener la produccion de progesterona por el cuerpo luteo ya que impide la destruccién del

mismo por accién de la prostaglandina F2 alfa (PGF2a). [5].

Aunque no se ha encontrado que se produzca en humanos, el IFN-T conserva las mismas actividades
antivirales y antiproliferativas en ellos al igual que otros interferones de tipo |, pero a diferencia de
estos no se induce por la presencia de virus. En rumiantes, a pesar de ser secretado con el propdsito
de la sefializacion en la gestacion, se ha visto que induce la expresion de genes estimulados por

interferén como 2,5-0AS, ISG15 y Mx, que participan en la defensa en contra de virus [5].
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Una de las caracteristicas que hacen del IFN-T una molécula con potenciales aplicaciones terapéuticas
en cancer y otras enfermedades es que presenta una reducida toxicidad en comparacién con el IFN-
a. Se ha visto que este Ultimo presenta toxicidad in vitro a concentraciones de 100 U/mL, mientras que
a concentraciones de 1000 U/mL, el IFN-T no muestra evidencia de toxicidad. Esto diferencia en la

toxicidad puede deberse a la afinidad con la que se unen a sus receptores cada interferén [69].

Estructura del IFN-1 y unién al receptor de IFN tipo |

El IFN-T tiene una estructura compuesta por 172 aminoacidos organizados de manera similar a la del
IFN-a e IFN-B. Consta de cinco hélices alfa (A-E), unidas por regiones en forma de asa (AB, BC, CD
y DE). La proteina tiene cisteinas en las posiciones 1, 29, 99 y 139, las cuales se unen entre si a través
de puentes disulfuro de la siguiente manera la Cys1 con Cys99 y la Cys29 con la Cys139. Se sabe
que el segundo puente disulfuro entre Cys29 y Cys139 puede ser importante en la proximidad de los
giros AB y DE, y es importante en las actividades bioldgicas y de union. Posee un péptido sefal, el
cual como en ofras proteinas, es una secuencia corta e hidrofébica de amino acidos que dirige su
ubicacioén final. La proteina madura de IFN-t posee 161 amino acidos. La variacién mas grande con
respecto a los otros interferones tipo | se encuentra en el extremo amino terminal, en la hélice A, los
bucles AB1y AB3, la hélice B y el bucle BC, las cuales se sugiere que estan involucradas en la unién
al receptor (Fig. 4)[70].

La union del IFN-1 al receptor con respecto a otros interferones es diferente: el IFN-1 se une a
receptores de tipo | con una constante de disociacion (Kd) de 3.90 x 10-0M, mientras que el IFN-a
tiene una Kd de 4.45 x 10-""M, es decir el IFN-a tiene una fuerza de union 10 veces mayor que la que
tiene el IFN-T, con lo que se sugiere que estos dos interferones reconocen a su receptor en forma
diferente. Experimentos en los que se han usado péptidos sintéticos sugieren que estas diferencias

de unidn se encuentran en la interaccion del extremo amino terminal con el receptor [69].
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Figura 4. Estructura del IFN-t ovino

La estructura del IFN-T es similar a la de otros interferones tipo |, consta de 172 aminoacidos que se organizan en 5
hélices alfa (A-E) y se unen entre si por medio de bucles (AB, BC, CD, DE). En amarillo se observa la hélice A, en
rojo la hélice B, en azul la hélice C, en verde oscuro la hélice D, en verde claro la hélice E. Modificado de Protein
Data Bank
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Propiedades bioldgicas del IFN-T

El IFN-t tiene efectos implicados en el reconocimiento materno de la gestacién en rumiantes. Previene
la destruccion del cuerpo luteo, ya que suprime el desarrollo de mecanismos luteoliticos del epitelio
del endometrio, como son la inhibicién de la expresion del receptor de estrégenos (ERa) de forma
directa, y de forma indirecta al inhibir el receptor de oxitocina (OTR) Cuando esto ocurre se bloquea
también a la enzima ciclooxigenasa (COX2) que evita la presencia de acido araquidonico, principal
sustrato de la PGF2a [71].

Propiedades antivirales

El IFN-T1 posee actividades antivirales comparables a las que presentan otros interferones tipo |, pero
a diferencia de ellos su expresion no es inducida por infeccion viral. Se ha determinado que el IFN-1
induce la expresion de moléculas antivirales como la proteina cinasa R (PKR), la cual una vez activada,
fosforila a la subunidad alfa del factor elF-2, previniendo la iniciacion de la sintesis proteica y; la 2',5'-
oligoadenilatosintetasa (OAS), la cual activa a una ribonucleasa que degrada el RNAm viral y de la
célula hospedera [72]. Adicionalmente, en rumiantes durante la gestacién también se ha confirmado
la induccion de OAS, ISG15y Mx [73].

Ealy et al, (2001) demostraron que cuatro variantes de IFN-T bovino fueron capaces de proteger a
células MDBK'y BEND de la infeccion por el virus de estomatitis vesicular. Por otro lado, el IFN-T redujo
los niveles de la actividad de la transcriptasa reversa de virus de inmunodeficiencia felina en un 98%
en linfocitos felinos después de la administracién de dosis de 5,000 U/mL; A una dosis menor, de 1000
U/mL redujo la actividad de la transcriptasa reversa en un 92.5% del virus de inmunodeficiencia
humana en células HUT74 humanas. En macréfagos derivados de monocitos, el IFN-T resultd ser muy

efectivo inhibiendo la infeccion por HIV, incluso con mayor magnitud que el IFN-a [74-76].

Asimismo, los efectos antivirales fueron examinados in vitro e in vivo en células y ganado infectado
con virus de leucemia bovina (BLV) por Kohara y Yokomizo (2006). Los titulos del virus disminuyeron
en células FLK-BLV y en células mononucelares de sangre periférica tratados con una concentracion
de 1000 U/mL de IFN-T, asi como en ganado infectado tratado con 106U/Kg de IFN-T [77]. Por otro
lado se ha demostrado la capacidad de este interferén en reprimir la expresion de los oncogenes E6

y E7 en queratinocitos transformados con el genoma del virus de papiloma humano-16. Los niveles
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del transcrito de cada gen se redujeron 41 y 81% respectivamente con dosis de 100 U/mL de IFN-
1.[78].

Propiedades antiproliferativas:

Ademas de su actividad antiviral, el IFN-T inhibe la proliferacion de lineas celulares derivadas de cancer
de diversos origenes tales como de carcinoma de pulmén humano (NCI-H460), linfoma humano
(Daudi), melanoma maligno (SK-MEL-28), carcinoma de células T (ACHN), linfoma cutaneo de células
T (HUT 78), adenocarcinoma de mama (MCF7), adenocarcinoma de coléon (DLD-1), leucemia
promielocitica humana (HL-60), leucemia de células T (H9). También mostro actividad antiproliferativa

contra lineas celulares normales como WISH y MDBK de 100 y 1000 U/mL respectivamente [4, 79].

La actividad antiproliferativa del IFN-T en lineas celulares transformadas por el virus de papiloma
humano fue demostrada por Johnson et al. (1999), donde queratinocitos humanos transformados por
VPH-16 (HuKc/HPV-16d-2C) se trataron con 100 U/mL tres veces por semana en un periodo de 15
dias. EI IFN-1 disminuyd la proliferacion de estas células en aproximadamente 40%; El IFN-a2a por su
parte, redujo la proliferacién de las células HuKc/HPV-16d-2C hasta aproximadamente el 50%, sin
embargo presentd una citotoxicidad mucho mayor en queratinocitos normales inhibiendo su
proliferacién desde la administracion de dosis muy bajas y alcanzando un porcentaje de reduccion del
100% con 5000U/mL, mientras que el IFN-T con esta concentracion solo redujo la viabilidad en un 20%
[78].

Efectos inmunomoduladores

La eficacia terapéutica del IFN-t también ha sido comprobada en modelos animales de enfermedades
autoinmunes. En 1997, Soos et al, observaron que esta citocina previene la induccién y la reactivacion
de encefalomielitis alérgica experimental (EAE), el cual es un modelo animal de esclerosis mdiltiple,
en ratones de las cepas NZW y SJL/J. A diferencia del IFN-3, los ratones tratados con IFN-T no
presentaron leucopenia o pérdida de peso, indicativos de toxicidad [80]. La habilidad del IFN-T de
prevenir EAE ocurre por mecanismos mediados por la respuesta inmune. Se ha mostrado que esta
citocina puede reducir las respuestas de células T a un péptido antigénico especifico. También puede
alterar los perfiles de citocinas reduciendo la produccién de citocinas inflamatorias como TNF-a e
induciendo la expresién de IL-4, IL-10 y TGF-(. Adicionalmente, se ha demostrado que el IFN-T induce
la funcion de células T con caracteristicas supresoras [81].
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El tratamiento con IFN-T incrementa los niveles de B-quimiocinas, incluidas RANTES, MIP-1a y MIP-
1B. Se ha demostrado que estas citocinas inhiben la replicacion del VIH por unién competitiva a CCRS5,
el co-receptor de HIV. Adicionalmente, este interferon induce la produccién de IL-4, IL-10 e IL-16 en
respuesta a una infeccidn por este virus. De estas citocinas inducidas la IL-16 tiene efectos antivirales

en contra del HIV, porque promueve la actividad de 2,5-OAS, la cual degrada el RNA viral [82].

Por otro lado, Nagaoka et al. (2003)., identificaron que el IFN-T favorece la expresion de IP-10 (proteina
inducible por IFN-y de 10 kDa) en células del endometrio de ovejas. IP-10 es una quimiocina de la
familia CXC, la cual es inducida en una variedad de tipos celulares como macréfagos, fibroblastos,
astrocitos, queratinocitos, células epiteliales y células endoteliales, y regula multiples funciones de la

respuesta inmune como la activacién de células NK'y células T con fenotipo Th1 [83].

Escenario molecular hipotético del IFN-1 en un modelo de cancer cervicouterino

El IFN-T tiene potencial para el tratamiento de infecciones virales, desordenes autoinmunes y diversos
tipos de cancer. El presente trabajo tiene como objetivo investigar las propiedades antiproliferativas
de esta molécula en las lineas celulares transformadas con el virus de papiloma humano 16 SiHa y
BMK-16/myc (in vitro), asi como su accion antitumoral en un modelo tumoral murino (in vivo) con una

perspectiva de terapia contra cancer cervicouterino.

La prueba de concepto es que el IFN-T al unirse a receptores de interferdn tipo I, presentes en lineas
celulares transformadas con el genoma del VPH-16, activa la via de sefializacién JAK-STAT,
transcribiéndose genes estimulados por interferdn, entre ellos PKR, OAS y Mx. Estos tienen
propiedades antivirales, los cuales pueden influir sobre la expresién de los oncogenes E6 y E7,
demostrandose de manera indirecta el efecto antiviral de esta molécula. Ademas, el IFN-T puede
inducir otros genes que tienen efecto sobre el restablecimiento del control del ciclo celular en estas
lineas celulares como inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (p19, p21, p15 y p27), p53,
genes inductores de apoptosis (Fas, FasL, TRAIL, Bak, Bax, caspasas 4 y 8), y disminuir la expresion

del oncogén c-myc.

Finalmente, la administraciéon del IFN-T en un modelo tumoral murino in vivo puede tener efectos
directos sobre células tumorales que lleven a la inhibicion de la proliferacién (mencionados
anteriormente), o bien efectos indirectos que contribuyen a la regresién del tumor como son inhibicién

de angiogénesis por medio de la disminucién de la expresidn de factores de crecimiento como bFGF,
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VEGF e IL-8. También puede incrementar la respuesta inmune en contra de células tumorales
incrementando la expresion de MHC de clase |, dirigiendo el perfil de citocinas hacia una respuesta

Th1 y participando en la activacién de células dendriticas, macrofagos, linfocitos T y células NK (Fig.
5).
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Figura 5. Escenario molecular hipotético del IFN-1 en un modelo de céncer cervicouterino

El IFN-t presenta efectos directos en células tumorales como la transcripcion de genes antivirales que llevan a la inhibicion de la
expresion de E6 y E7 y otros genes que ayudan a restablecer el ciclo celular. En un modelo tumoral también presenta efectos
indirectos como inhibicion de angiogénesis, induccion de apoptosis € incremento en la respuesta inmune.
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Justificacion

El cancer cervicouterino es un problema grave de salud publica a nivel mundial y en la
actualidad existen diversas estrategias enfocadas para su prevencidn, control y tratamiento.
En este sentido, diversas moléculas han llamado la atencién debido a sus propiedades

inmunoreguladoras para el tratamiento del cancer, como son los interferones.

El IFN-1 es un interferon de tipo | con potencial terapéutico contra cancer, ya que presenta
menor toxicidad que el IFN-a e IFN- y conserva la misma actividad antiproliferativa que ellos

en distintas lineas celulares de cancer.

Hasta el momento se desconoce si el IFN-T tiene efectos antiproliferativos y antitumorales en
un modelo de cancer cervicouterino, por lo que nos proponemos analizar su efecto in vitro e

in vivo en dos lineas celulares transformadas con VPH-16 y en un modelo tumoral murino.
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Hipotesis
El IFN-1 tendra efecto antiproliferativo, reprimira la expresion de los oncogenes E6 y E7 en lineas

celulares transformadas por VPH-16, e inhibira el crecimiento tumoral en un modelo experimental

tumoral murino positivo a VPH-16.
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Objetivo general

Determinar el efecto del IFN-1 sobre la proliferacidn y en la expresion de los oncogenes E6 y E7 en
células transformadas con VPH-16, asi como su accion sobre el volumen tumoral en un modelo

experimental tumoral murino positivo a VPH-16.
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Objetivos especificos

Determinar la actividad antiproliferativa del IFN-1 en las lineas celulares SiHa (humano) y
BMK-16/myc (raton), positivas al VPH-16.

Evaluar el efecto del IFN-T sobre la expresion de los oncogenes E6 y E7 en lineas celulares
SiHa y BMK-16/myc.

Determinar el efecto antitumoral del IFN- T en un modelo tumoral murino VPH-16 positivo.
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Materiales y Métodos

Cultivo celular

La linea celular derivada de carcinoma cervical SiHa fue obtenida del American Type Culture Collection
(ATCC) y contiene de 4 a 6 copias del genoma de VPH-16. Adicionalmente la linea BMK-16/myc fue
amablemente donada por la Dra. Sophe Hallez (Université Libre de Bruxelles, Rhode-saint-genese,
Bélgica), la cual fue estabilizada por la co-transformacion del protooncogén c-myc y el genoma de
VPH-16 [84]. Las lineas celulares fueron cultivadas en medio Dulbeccd’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Life Technologies), 10 pg de ampicilina,

estreptomicina y 2.5% de anfotericina B, a 37°C con 95% de humedad y 5% de CO..

Ensayo de proliferacion en células SiHa y BMK-16/myc tratadas con IFN-t

El ensayo de proliferacion se realizé mediante el procedimiento colorimétrico basado en la reduccion
de MTT (Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico) por la accion de la deshidrogenasa
mitocondrial (Sigma). En placas de 96 pozos se cultivaron 8,000 cel/pozo por duplicado en medio
DMEM al 10% de suero fetal bovino (SFB). Después de 24 horas de incubacién se retir6 el medio y
se agregd medio fresco con 3% de SFB en un volumen de 100 pL. La concentracién de SFB se redujo
a 3% para evitar que factores presentes en el suero tengan efectos sobre la proliferacion celular. Las
células se estimularon con concentraciones de12.5 ng/mL (125 Ul/mL), 25 ng/mL (250 Ul/mL), 50
ng/mL (500 Ul/mL) y 100 ng/mL (1000 Ul/mL) de IFN-T ovino (American Research Products, Inc) y se
compard el efecto a las mismas concentraciones con IFN-f (Probiomed) a los tiempos de 0, 24, 48 y
72 hrs. Adicionalmente, como control de crecimiento negativo se usaron células sin suero. Posterior a
cada estimulacion con los interferones, se agregaron 200 uL de MTT(Sigma) a una concentracion de
0.456 pg/mL a cada pozo. La placa se incub6 a 37°C por 4 hrs para favorecer la reaccion de la enzima
mitocondrial con el MTT, formando sales de formazan. Posteriormente se retird la mezcla de reaccion

y se solubilizaron los cristales de formazan con 200 uL de DMSO y se midié la absorbancia a 540 nm.

Extraccion de RNA total a partir de células estimuladas con IFN-t

Aproximadamente 5 x 105 células SiHa y BMK-16/myc se cultivaron en placas de 6 pozos con medio
DMEM al 10% de SFB. Cuando las células tuvieron una confluencia del 80% se retird el medio y se
estimularon con 50 ng/mL (500 UI/mL) de IFN-t o IFN- en medio DMEM fresco al 3% de SFB. La
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concentracion de SFB se redujo a 3% para evitar que factores presentes en el suero tengan efectos
sobre la proliferacion celular. Las células se incubaron a los tiempos 0, 24, 48 y 72 horas después
del estimulo. Las células se lisaron con 500 pL de Tripure y se centrifugaron en presencia de 200 pL
de cloroformo a 12, 000 rpm a 4°C por 15 minutos. La fase incolora superior (RNA) se precipitdé con
500 pL de isopropanol y se lavé con etanol al 70% tratado con dietilpirocarbonato (DEPC). EI RNA
total se resuspendié con agua tratada con DEPC, se cuantificé el RNA en un NanoDrop ND-1000

(PEQLAB, Biotechnology GmbH) y se almacené a -20°C hasta su uso.

Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se realizé con 1ug de RNA total y se llevo a cabo en dos pasos: La primera
reaccion se realizo en un volumen de 10.9 uL a 70°C por 15 minutos y contenia 1L de oligo dT. El
volumen necesario para obtener 1ug de RNA y el resto se completé con agua tratada con DEPC.
Posteriormente se agrego un coctel que contenia 4L de buffer 5X, 4uL de dNTPs a 2.5mM, 0.1uL de
inhibidor de ribonucleasa y 1L de transcriptasa reversa; se llevé a 37°C por una hora y se almacené

a -20°C hasta su uso.

RT-PCR en tiempo real
La expresion de los oncogenes E6 y E7 se evalué por RT-PCR tiempo real usando sondas TagMan

en el equipo ABI-PRISM 7900 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems). Los primers y
las sondas TagMan wusados (Applied Biosystems) fueron los siguientes: E6-F5'-
GAGCGACCCAGAAAGTTACCA-3', E6-R: 5-TGTTGCTTGCAGTACACATTCTAATAT, sonda
E6M2FAM 5 -CAGCTCTGTGCATAACT3 -5NFQ, E7-F: 5-CCGGACAGAGCCCATTACAATAT-3 E7-
R:5’ GAATGTCTACGTGTGTGCTTTGT, sonda-E7FAM:5°-CTACGCTTCGGTTGTGCG-35NFQ. Las
reacciones se realizaron usando 5uL de 2X Master Mix, 0.5 uL de la sonda TagMan y primers, 1uL
de cDNA'y el resto se complet6 con agua en un volumen final de 10ulL. Las condiciones de reaccién
fueron: 5 min a 94°C; 94 °C por 15 seg, 60°C por 15 seg por 40 ciclos a 60°C por 1 minuto y un paso
final de 72°C por 5 min. Para realizar el andlisis de la expresion génica, se utilizd la formula 2-ACt,
donde el valor de Ct del gen de interés se normalizo con Ct del gen constitutivo GAPDH y se utilizo
como calibrador las células sin tratamiento. Los resultados se muestran como aumentos en la

expresion comparado con el calibrador.
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Ratones y modelo tumoral
El procedimiento para el desarrollo del modelo tumoral murino se realizd de acuerdo con los

lineamientos contenidos en el Manual para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del
Bioterio realizado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales Experimentales.

De igual manera se siguieron las medidas recomendadas en el Reglamento del Bioterio del INSP [85].

Se utilizaron ratones hembras BALB/c de 6 semanas de edad. Los ratones para este estudio no tenian
ninguna deficiencia inmune para no alterar la estrategia terapéutica. Se obtuvieron del bioterio del
INSP. La fuente de las cepas de los ratones es The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine USA).
Previamente las ratonas fueron rasuradas en el dorso (sitio donde se administraron las células
tumorales) permitiendo hacer mas evidente y medible el crecimiento tumoral. Se inyectaron via
subcuténea en el dorso de los ratones hembra aproximadamente 5 x 105 células BMK-16/myc que son
singénicas con haplotipo H-2¢. El crecimiento tumoral se midié con un vernier electronico y el volumen

tumoral se determind de la siguiente manera:

_ (D)@

|4
2

donde:
D es el didmetro mayor del tumor

d es el diametro menor del tumor

Tratamiento con IFN-T en ratonas con tumor

Una vez que el tumor en los ratones hembra alcanzé un volumen de 20-30 mm? se realizaron dos
grupos de cinco ratones. A un grupo con tumor se le administré via intratumoral 50 ng de IFN-t (en un
volumen de 10 uL de PBS como vehiculo) y se conservé otro grupo sin tratamiento como control. El
crecimiento tumoral en ambos grupos se monitored cada dia hasta el dia 15 aprox. posterior al
tratamiento. El analisis del efecto antitumoral se realizé comparando las medias del volumen tumoral

de ambos grupos experimentales.
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Resultados

Actividad antiproliferativa del IFN-7 en lineas celulares positivas a VPH-16

Con el objetivo de investigar el efecto antiproliferativo del IFN-T sobre lineas celulares transformadas
con el genoma del VPH-16, se realiz6 el ensayo de viabilidad celular basado en la reduccion de MTT
por la accion de la enzima deshidrogenasa mitocondrial. Células SiHa y BMK-16/myc fueron
estimuladas con concentraciones ascendentes (12.5, 25, 50 y 100 ng/mL) de IFN-1 e IFN-B y se midié
la viabilidad celular a diferentes tiempos (0, 24, 48 y 72 hrs) como se describe en materiales y métodos.
En las figuras 6 y 7, se grafica la absorbancia medida contra el tiempo de administracion de cada
interferdn para cada linea celular, y en las tablas 2 y 3 se resume el efecto de reduccién de la
proliferacién expresado en porcentajes, comparados con las células sin tratamiento en presencia de
3% de suero bovino fetal. Adicionalmente se determind la proliferacion celular sin suero. Las graficas

representan el promedio de dos experimentos independientes realizados por duplicado.

En células SiHa, el tratamiento con IFN-1 e IFN-B a las concentraciones de 12.5 y 25 ng/mL no
presentaron efecto a los tiempos de 24 y 48 horas posteriores. No obstante, a las 72 horas se puede
observar un ligero efecto en la proliferacion celular, donde se observa una reduccion de 20% y 27% a
las concentraciones de 12.5 y 25 ng/mL del IFN-T; mientras que con el IFN-B disminuye del 37% al
40% con estas mismas concentraciones. Este efecto de los interferones sobre las células SiHa fue
estadisticamente significativo, p<0.001 (Fig., 6A y 6B). Por otro lado, cuando las células SiHa fueron
tratadas a mayor concentracién (50 ng/mL), en las primeras 24 horas no presentan efectos
significativos. Sin embargo a las 48 y 72 horas posterior al tratamiento, la proliferacion disminuye
significativamente (p<0.05 y p<0.001) de 31-45% para IFN-T y 42-61% con IFN-B (Fig. 6C).
Adicionalmente, a la concentracién de 100 ng/mL sobre las células SiHa, se observé inhibicion en la
proliferacion celular a las 48 y 72 horas posterior el tratamiento Notablemente se reduce la proliferacion
en mas del 50% con ambos interferones a las 72 hrs. Para el IFN-T se observé una reduccion del 55%
y para el IFN-B del 67% con una significancia estadistica del p<0.001 (Fig. 6D). Estos resultados

indican el efecto antiproliferativo de ambos interferones sobre la linea celular SiHa.
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Por otro lado, cuando las células BMK-16/myc fueron tratadas con IFN-1 € IFN-B a las mismas
concentraciones se observaron efectos antiproliferativos muy claros a partir de la concentracion de 25
ng/mL para el IFN-B desde las 24 horas de estimulacion hasta las 72 horas (de 36 a 68%). Sin
embargo, para el IFN-T se observan efectos antiproliferativos a mayor concentracion (50 ng/mL), de
59% al 84% de 24 a 72 horas posterior a la estimulacion. Este efecto sobre la proliferacion celular fue
estadisticamente significativo, p<0.001. Notablemente, a estas concentraciones (50 ng/mL) se
observan los mismos efectos sobre la proliferacion celular de las 24 a las 72 horas posterior al
tratamiento, no encontrandose diferencias significativas entre ambos interferones (t-student p>0.05).
Este efecto antiproliferativo es mas evidente a la concentracion de 100 ng/mL en las células BMK-
16/myc. Se observa una reduccion en la del 92% a las 72 horas con ambos (Figura 7D). De la misma
manera no se detectaron diferencias significativas entre ambos interferones (t-student p>0.005). Cabe
mencionar que en todos los ensayos de proliferacion celular, las células fueron cultivadas con medio
sin suero como un control negativo del crecimiento celular. En todos los ensayos, el crecimiento celular
se abatié de 48 a 72 horas, sin embargo para la linea celular BMK-16/myc tratada con concentraciones
de interferones a 50 y 100 ng/mL, fue mucho mayor el efecto antiproliferativo comparado con las

células sin suero.

Estos resultados muestran el efecto antiproliferativo del IFN-t e IFN-3 (dosis dependiente) sobre las
lineas celulares SiHa y BMK-16/myc. Ademas se observd que el IFN-B tiene un efecto antiproliferativo
ligeramente mayor en la inhibicidn de la proliferacion que el del IFN-1 sobre la linea celular SiHa. Sin

embargo, para la linea celular BMK-16/myc el efecto es muy similar.
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Tabla 2. Efecto antiproliferativo del IFN-B e IFN-1 en células SiHa

Control IFN-B IFN-T
con
12.5 25 50 100 12.5 25 50 100
Suero
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL |ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
24 HRS | 100 % +3 % 0% +5% +3% 0% 3% +11%  +4%
483 HRS | 100 % 1% -16%  -42% -55% A% 3% 3%  -44%
72 HRS | 100 % 37% -40% -61% 67%| -20% -27% -45% -54%
Tabla 3. Efecto antiproliferativo del IFN-B e IFN-t en células BMK-16/myc
Control IFN-B [FN-T
con
12.5 25 50 100 12.5 25 50 100
Suero
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL | ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
24HRS | 100 % 1% -36% -63% -12%| 7% -10% -59% -11%
48HRS | 100% | -22% -51% -88% -90%| -20% -21% -85% -89%
72HRS | 100% | -55% 68% -92% -93% | -19% -38% -84% -92%
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Efecto del IFN-1 sobre la expresion del RNA mensajero de los oncogenes E6 y E7 en lineas
celulares SiHa y BMK-16/myc.

Debido a las propiedades antivirales de los interferones tipo I, se evalud si el IFN-T tiene un efecto
sobre la expresién de los oncogenes E6 y E7 en las lineas célulares SiHa y BMK-16/myc VPH 16
positivas y se compar6 con el IFN-B. A partir de las células en cultivo tratadas con 50 ng/mL (500
Ul/mL) del IFN-T1 e IFN-B (concentracion basada sobre sus efectos sobre la viabilidad celular
previamente mencionados) se determind la expresion de los oncogenes E6 y E7 por RT-PCR tiempo
real. El anlisis se realizd normalizando la expresion de los genes de interés con el gen constitutivo
GAPDH y se compar6 la expresion con las células sin tratamiento (ver materiales y métodos). Las
gréficas representan el resultado de un experimento. En la figura 8 se observa el efecto de los
interferones sobre la expresion del transcrito de E6 y E7 en la linea celular SiHa. Se determiné que el
IFN-T tiene un claro efecto negativo sobre la expresion del oncogén E6 (Figura 8A); A las 24 horas se
observa una reduccidn del RNA mensajero del 73% y se reprime hasta el 93% a las 72 horas posterior
al tratamiento (Tabla 4). En el caso del tratamiento con IFN-f en estas células, se observan cambios
en la expresion de E6 hasta las 48 horas y se prolonga hasta las 72 horas (76 y 90% respectivamente).
Se puede destacar que el IFN-T1 tiene mayor efecto a menor tiempo en la represion de E6 en
comparacion con el IFN-§3 (detectando diferencias significativas desde las 24 horas, p<0.05). Por otro
lado, el efecto de los interferones sobre la expresion de E7 es menor al observado comparativamente
con la expresiéon de E6; Se presenta disminucion del transcrito hasta las 48 horas en las células
tratadas con ambos interferones. A las 72 horas el IFN-T inhibe la expresion de E7 hasta un 92% en

comparacion con el 59% ejercido por el IFN-3 (Figura 8B y tabla 4).

De igual forma, las células BMK-16/myc tratadas con 50 ng/mL (500 Ul/mL) de ambos interferones
presentaron un efecto represivo en la transcripcion de los oncogenes E6 y E7 que es evidente desde
las 24 horas posteriores a su administracion; tiempo en el cual el RNA mensajero de estos genes se
redujo en mas del 50% (Figura 9 y tabla 4). En este tiempo no existen diferencias significativas entre
el efecto causado por IFN-t e IFN-6 en la expresion de E6 y E7. Sin embargo a 48 horas después de
la estimulacion, el IFN-t ejerce un mayor efecto sobre la represion de los oncogenes respecto al del

IFN-6 (p<0.05). Finalmente, a las 72 horas ambos interferones reducen aproximadamente el 90% la
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expresion del transcrito de E6 y E7. Por lo tanto, el IFN-t e IFN-G disminuye la expresion de E6 y E7
en células SiHa y BMK-16/myc dosis y tiempo dependiente, sin embargo, el IFN-t tiene mayor efecto

en la inhibicion de los oncogenes E6 y E7 comparado con el [FN-6.
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Figura 8. Expresion del RNA mensajero de E6 y E7 en células SiHa tratadas con IFN
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Andlisis de expresion por RT-PCR tiempo real para los oncogenes E6 (Fig. 8A) y E7 (Fig. 8B) del VPH en células SiHa tratadas con 50 ng/mL de
interferén tau y beta. Se grafican las unidades relativas de expresion (U.R.E) con respecto al gen endégeno G3PDH contra el tiempo de

tratamiento. Los valores de p fueron determinados por la prueba t de student para determinar diferencias entre el efecto de ambos interferones
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Andlisis de expresion por RT-PCR tiempo real para los oncogenes E6 (Fig. 9A) y E7 (Fig. 9B) del VPH en células BMK-16/myc tratadas con 50
ng/mL de interferon tau y beta. Se grafican las unidades relativas de expresion (U.R.E) con respecto al gen endégeno G3PDH contra el tiempo
de tratamiento. Los valores de p fueron determinados por la prueba t de student para determinar diferencias entre el efecto de ambos interferones
(*p<0.05)
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Tabla 4. Efecto del IFN-t e IFN-8 en la expresion del RNA mensajero de E6 y E7 en células SiHa Y BMK-myc

Células SiHa Células BMK-16/myc

o N
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Efecto antitumoral del IFN- T en un modelo tumoral murino VPH-16 positivo
Una vez determinado que el IFN-T tiene un efecto antiproliferativo y accién sobre la inhibicidn de la
expresion de los oncogenes E6 y E7 de VPH 16 en las lineas celulares SiHa y BMK-16/myc, se evalué

su actividad antitumoral sobre un modelo experimental tumoral murino positivo a VPH-16.

Se utilizé un modelo tumoral VPH 16 positivo en un contexto de ratones BALB/c inmunocompetentes
generado con la linea celular BMK-16/myc transformada con el VPH 16 singénica a la cepa de los
ratones con haplotipo H-24. Los diferentes grupos de ratonas hembras de 6 semanas de edad fueron
inoculadas en el dorso con 500,000 células BMK-16/myc via subcutanea y el volumen tumoral se
determind como se describe en materiales y métodos. Ratonas (n=5) con volumen tumoral de 20 a 30
mm3 fueron tratadas con 50 y 100 ng (500 y 1000 Ul) del IFN-T diluidos en 10uL de PBS 1X, la
administracion fue via intratumoral, evaluandose una y dos dosis del tratamiento. El esquema de
tratamiento se establecio inicialmente con una dosis unica de 50ng (500 Ul), en base a los ensayos

de proliferacion y de expresién de E6 y E7.

Enla figura 10 se observa el crecimiento tumoral en un grupo experimental de ratonas con tumor (n=5)
tratadas con 50 ng (500 Ul) del IFN-T dosis unica versus un grupos de ratonas con tumor (n=5) pero
sin tratamiento (control). Se observa que en ambos grupos experimentales el crecimiento tumoral es
constante, no detectando disminucion en el volumen ni diferencias significativas entre los grupos
experimentales. Estos resultados indican que el IFN-T a la dosis evaluada no presentan efectos
antitumorales en el modelo tumoral. A partir de estos resultados, se decidi6 utilizar otro esquema de
tratamiento que incluyera dos dosis con mayor concentracién del IFN-t (100 ng = 1000 Ul/mL)
aplicadas en ratonas con el mismo volumen tumoral. En la figura 11 se presentan las curvas de
crecimiento tumoral en un grupo experimental de ratonas con tumor tratados con dos dosis de 100 ng
en los dias 0 (tumor de 20 a 30 mm?3) y 4 respecto a la dosis inicial. Ademas se presenta la curva de
crecimiento tumoral del grupo de ratonas con tumor sin tratamiento. Se observa que entre los dias 0
y 7 no hay crecimiento tumoral en ambos grupos experimentales. A partir del dia 8 el crecimiento
tumoral es constante, no presentandose diferencias significativas entre el grupo de ratones tratados
con IFN-1 comparado con el grupo control. Por lo tanto el IFN- 1 evaluado no presenta efectos
antitumorales en el modelo tumoral murino VPH-16 positivo con los dos esquemas de tratamiento

empleados.
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Figura 10. Efecto del IFN-T sobre el volumen tumoral
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Ensayo de inhibicion tumoral. A un grupo de 5 ratones hembra BALB/c con un tumor inicial de 20-30 mm? se le administré una dosis Unica de
50 ng/mL al dia 0 de IFN-t en PBS 1X como vehiculo y se comparé con otro grupo de 5 ratones sin tratamiento. La grafica muestra el volumen

tumoral contra el tiempo en dias.
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Figura 11. Efecto del IFN-T sobre el volumen tumoral
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Ensayo de inhibicion tumoral. A un grupo de 5 ratones hembra BALB/c con un tumor inicial de 20-30 mm3 se le administraron
dos dosis de 100 ng/mL (dias 0 y 4) de IFN-t en PBS 1X como vehiculo y se compard con otro grupo de 5 ratones sin

tratamiento. La grafica muestra el volumen tumoral contra el tiempo transcurrido desde la aplicacion en dias.
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Discusion
Entre las estrategias para la prevencion, control y tratamiento de lesiones cervicales y del cancer
cervicouterino asociadas a la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH), las citocinas juegan
un papel destacado por sus propiedades antivirales, antiproliferativas e inmunoreguladoras. EI IFN-t
es un citocina propia de rumiantes que por su homologia con el IFN-a e IFN-w se clasifica dentro de
la familia de interferones tipo I. En comparacion a los otros miembros de esta familia, el IFN-t es
menos toxico y su expresidn es mayor y mas prolongada [5, 73]. Ademas, el IFN-t tiene efectos
antivirales como la induccion de la expresion de PKR, 2'5-OAS y Mx, y también inhibe la infeccion de
células por diversos tipos de virus como el de la estomatitis vesicular, de inmunodeficiencia humana y
felina. Adicionalmente, el IFN-t suprime la expresion de los oncogenes E6 y E7 en queratinocitos
transformados por VPH-16 [74-78]. Por otro lado, el IFN-t tiene efecto antiproliferativo sobre lineas
celulares de cancer humano de diversas estirpes y origenes [5, 78]. Por lo tanto, el IFN-t es una
citocina que por sus propiedades tiene un potencial muy promisorio para el tratamiento de
enfermedades infecciosas, autoinmunes y cancer. Por lo que resulta muy relevante analizar sus
propiedades antiproliferativas, antivirales y antitumorales en una neoplasia de importancia en salud

publica, como lo es el cancer cervical.

Nuestros resultados demuestran que el IFN-t disminuye la proliferacion de las lineas celulares SiHa
(hasta 54%) y BMK-16/myc (hasta 92%) dosis y tiempo dependiente. Estos datos concuerdan con los
obtenidos por Johnson et al. (1999), en donde queratinocitos humanos transformados por VPH-16
(HuKc/HPV-16d-2C) tratados con 100 U/mL (10 ng/mL) de IFN-t y IFN-02a, tres veces por semana
en un periodo de 15 dias, disminuye la proliferacion en un 40% y 50% respectivamente. Ademas se
demostrd que el IFN-a2a presentd mayor citotoxicidad en los queratinocitos no transformados,
inhibiendo la proliferacién a dosis muy bajas y a la concentraciéon de 5000U/mL (500 ng/mL) el 100%
de las células se inhiben. No obstante, el IFN-t con esta concentracion solo redujo la viabilidad en un

20%, demostrando menor citotoxicidad en células normales [78].

Adicionalmente, se demostr6 que el IFN-t afecta la expresion del RNA mensajero de los oncogenes
virales E6 y E7 en células SiHa y BMK-16/myc en mas del 90% comparado con células que no fueron

tratadas. De igual manera, Johnson et al. 1999, demostr6 que los niveles de los transcritos de ambos
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oncogenes, se reducen en el 41% para el oncogén E6 y 81% para E7. Estudios previos han
demostrado la capacidad de otros interferones sobre la proliferacion y en la represion de E6 y E7.
Agarwal y cols., (1994), observaron que el IFN-a y el IFN-y tienen efectos antiproliferativos en las
lineas celulares ECE16-1y Caski positivas a VPH-16, ademas de inhibir la expresion de los oncogenes
E6y E7. Por otro lado, Kim et al (2000), publicaron que la expresion de E6 y E7 se redujo por la accion
de IFN-a, IFN-B e IFN-y sobre células HelLa, C-4ll, CaSki y HPK1A. Sin embargo en este estudio
ningun interferén tuvo efecto antiproliferativo o sobre la expresion de E6 y E7 en células SiHa, los
cuales si fueron observados en nuestro trabajo con el empleo de IFN-t [60, 78]. Estos hallazgos,
demuestran los efectos antiproliferativos y represores de los oncogenes E6 y E7 de los interferones
tipo | y del IFN-t en diferentes linea celulares. Sin embargo, estos resultados no se habian determinado
para el IFN-t en una linea celular derivada de cancer cervical y para una linea murina transformada
con el VPH 16.

La actividad antiproliferativa de los IFN tipo | no ha sido caracterizada a nivel molecular, pero se ha
descrito que puede estar asociada con la represién de NF-kB, un factor de transcripcidn que tiene un
papel relevante en la proliferacién celular y sobre la respuesta inmune. Ademas se ha observado que
los IFN-o. € IFN-f inducen la transcripcion del gen de p53; el cual codifica para una proteina que
contribuye en el control del ciclo celular y en la apoptosis en células dafiadas, y lo hace a través de la
activacion transcripcional de varios genes blanco [59, 86]. Asi, el efecto antiproliferativo del IFN-t
detectado en las lineas celulares transformadas con el VPH-16 (SiHa y BMK-16/myc) puede ser
consecuencia de la represion de la transcripcion de los oncogenes E6 y E7, del aumento en la
expresion de pd3 y de la represion de NF-kB. Lo cual puede llevar a restablecer el control del ciclo
celular, senescencia celular y/o a la activacion de los mecanismos apoptosis de las células SiHa y

BMK-16/myc y se refleja sobre la inhibicion de la proliferacion celular.

Adicionalmente, se observo que el IFN-B tuvo mayor efecto anti-proliferativo en comparacion con el
IFN-T en ambas lineas celulares. Estas diferencias pueden deberse a que cada interferon se une a
regiones unicas en su receptor y la afinidad con lo que lo hace es diferente. Se ha documentado que
el IFN-02 y el IFN-B tienen afinidades y constantes de interaccién diferentes a las dos subunidades
del receptor de interferén tipo I. El IFN-02 presenta una constante de disociacién en el orden de
nanomolar y el IFN-B en picomolar por el IFNAR2; mientras que por el IFNAR1 el IFN-a2 presenta

afinidad en el orden micromolar y el IFN-3 nanomolar [87]. Para el caso del IFN-t, Subramanian et al
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(1995), describieron que este interferon se une al receptor en células MDBK con una constante de
disociacion (Kd) de 3.90 x 10-1°M, mientras que el IFN-o se une con una Kd de 4.45 x 10-'M, por lo
que el IFN-t tiene una fuerza de union 10 veces mas débil que el IFN-aA [69]. Por lo que las constantes
de afinidad al receptor de interferdn tipo |, pueden explicar diferentes efectos antiproliferativos de los
IFN analizados. Ademas, se ha observado que los efectos antiproliferativos de los IFN correlacionan
con la duracién de la sefializacion JAK-STAT vy la prolongada expresion de genes inducibles por
interferdn (ISG). Maher et al (2008), reportaron que aunque los IFN de tipo | y IIl activan los mismos
componentes de la via JAK-STAT, difieren en la magnitud de la respuesta antiproliferativa. En este

estudio el IFN-A fue mas eficiente que el IFN-a en inducir un efecto citostatico que el IFN-a. [88].

Por otro lado, se ha descrito que ciertas lineas celulares de cancer acumulan con el tiempo
mecanismos de evasion que las hacen defectuosas en su habilidad para responder a IFN. Tales
defectos pueden ser la modificacion del receptor y/o la pérdida de su expresion [89]. En el afio 2009,
Tirone et al. analizaron la expresion local de receptores de interferén en muestras de biopsias de cérvix
de mujeres con algun grado de neoplasia intraepitelial cervical y mujeres sin lesion, encontrando que
la expresion de las subunidades del receptor de interferon tipo | fue significativamente mayor en el
grupo control que en las mujeres con lesion [90]. En este sentido, las células SiHa proceden de un
caso real de neoplasia intraepitelial cervical grado I, mientras que las BMK-16/myc fueron
transformadas con el genoma del VPH-16 en el laboratorio. Por lo que la respuesta diferencial a la
proliferacion con la misma dosis de interferon en ambas células, puede ser el resultado de una
disminucion en la expresion del receptor en las células SiHa, por lo que seria interesante analizar la

expresion del receptor de interferon en estas dos lineas celulares.

Finalmente, se evalud el efecto antitumoral del IFN-t sobre un modelo experimental tumoral positivo
al virus del papiloma humano. El tratamiento intratumoral con 50 ng de IFN-t sobre un tumor con
volumen de 20-30 mm3 no presento efecto sobre la reduccion del tumor. Se decidié probar una dosis
mayor con dos aplicaciones con el mismo volumen tumoral, sin embargo, no se detectaron efectos
antitumorales aparentes. Al respecto, no existen otros reportes donde se haya evaluado el efecto
antitumoral del interferdn tau o de otro interferén tipo | en modelos tumorales murinos de cancer
cervicouterino positivos a VPH-16. Al demostrarse la capacidad antiproliferativa y su efecto sobre la
reduccion de la expresidn de los oncogenes E6 y E7 en lineas celulares transformadas con el genoma

del VPH-16 por el IFN-t, se sugiere que las dosis usadas en el proyecto no fueron capaces de tener
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un efecto claro sobre el modelo tumoral evaluado. Por lo que la perspectiva seria aumentar la dosis
de IFN-t con dosis repetida. Adicionalmente, una limitante de nuestro trabajo fue que en estos ensayos
no se comparo el efecto del IFN-t con el del IFN-8, por lo que se sugiere realizar los experimentos

con ambos interferones.
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Conclusion y Perspectivas

El IFN-1 tiene efecto antiproliferativo y reduce la expresién de los oncogenes E6 y E7 del virus de
papiloma en células SiHa y BMK-16/myc en una manera dependiente de la dosis y del tiempo de
administracién. Sin embargo la actividad antitumoral de esta citocina no fue demostrada para el
esquema de tratamiento empleado. Proximos trabajos se deberan dirigir a probar el efecto antitumoral
en este modelo murino experimental tumoral de cancer cervicouterino aplicando otros esquemas de
tratamiento con mas y mayores dosis de IFN-T, asi como el uso de interferones de otras compafiias.
También se pretende analizar el efecto de esta citocina en tumores méas pequefios y con otras vias de

administracion.
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