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Resumen objetivo: Determinar el efecto de las citocinas interleucinas (IL)4 y 10, interferón γ 
(IFN-γ) y factor de necrosis tumoral α (TNF-α) en la expresión proteica de las enzimas hemooxi-
genasa 1 (HO-1) e indoleamina (IDO) en líneas de cáncer cervicouterino, y la actividad citotóxica 
de células natural killer (NK) en células tumorales pretratadas con inhibidores de HO-1 e IDO. 
Material y métodos: Las líneas celulares de cáncer de cérvix HeLa (VPH 18+), SiHa (VPH 16+) 
y C-33A (VPH–) se trataron con 20 ng/ml de las citocinas IL-4, IL-10, IFN-γ y TNF-α durante 3, 6 
y 12 h, y posteriormente se evaluó la expresión proteica por citometría de flujo. La actividad 
citotóxica de las células NK se realizó en tiempo real durante 4 h. Resultados: Se observaron 
cambios en la expresión proteica de HO-1 e IDO a tiempos cortos de tratamiento, incremen-
tando, de manera general, la expresión de las enzimas en las tres líneas celulares. De manera 
importante se incrementa la actividad citotóxica de las células NK en células HeLa pretratadas 
con el inhibidor de HO-1 y en SiHa pretratadas con el inhibidor de IDO. Conclusiones: IDO es una 
enzima supresora regulada positivamente por IL-10 en HeLa y SiHa. La citotoxicidad mediada 
por células NK se incrementa en células HeLa y SiHa pretratadas con los inhibidores de HO-1 
e IDO, respectivamente, por lo cual estas enzimas podrían formar parte de los mecanismos de 
escape tumoral en cáncer cervicouterino. (creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)

abstract objective: To determine the effect of the cytokines interleukin (IL-4), IL-10, Interfe-
ron gamma (IFN-γ) and tumor necrosis factor (TNF-α) in protein expression of HO-1 and IDO in 
cervical cancer cell lines and the cytotoxicity of NK cells in co-culture with cervix cancer cells 
pretreated with HO-1 and IDO inhibitors. Methods: The cervical cancer cell lines HeLa (HPV 
18+), SiHa (HPV 16+) and C-33A (HPV -) were treated with 20 ng/mL of IL-4, IL-10, IFN-γ and 
TNF-α for 3 h, 6 h and 12 h, after that protein expression was assessed by flow cytometry. The 
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iNtRoDuCCiÓN

El cáncer cervicouterino es el segundo cáncer más frecuente 
entre las mujeres de los países en desarrollo1,2. El principal 
factor de riesgo para desarrollar este cáncer es la infección 
por el virus del papiloma humano (VPH)3,4. Aunque la infec-
ción por VPH no induce una respuesta inflamatoria aguda, 
se ha observado en pacientes con lesiones de alto y bajo, 
grado así como con cáncer cervicouterino, un incremento de 
citocinas como TNF-α e IL-15.

Una respuesta T helper 1 (TH1) podría ser importante en la 
eliminación del virus, ya que acentúa la respuesta celular me-
diante la producción de IL-2 e IFN-γ. La respuesta Th2 incre-
menta la inmunidad humoral y, en consecuencia, se libera IL-4 
e IL-106. Sin embargo, una respuesta Th2 puede producir un 
control inadecuado del proceso infeccioso del VPH, debido a 
que se ha encontrado una disminución en la expresión de IL-2 
y un incremento de IL-4 en lesiones de alto grado7, además de 
sobreexpresión de IL-10 en lesiones de alto grado comparadas 
con las lesiones de bajo grado y tejido cervical normal8,9.

En lesiones asociadas al VPH se encontró que, tanto las 
células dendríticas como las células mieloides del estroma, 
expresan la enzima IDO, conocida por su papel en la induc-
ción de células T supresoras, lo cual pudiera contribuir a la 
inmunosupresión de las células del sistema inmune localiza-
das en el microambiente tumoral, como las células NK10, y 
facilitar el crecimiento tumoral.

Indoleamina es la enzima encargada de catabolizar el 
triptofano y está codificada por el gen localizado en el cro-
mosoma 8p12. En 1990, Munn DH, Mellor AL, et al. repor-
taron que la actividad de IDO es esencial en ratones para 
prevenir el rechazo alogénico de la madre al feto debido a 
inmunidad mediada por células T. Estudios subsecuentes han 
extendido ampliamente el papel inmunosupresor de IDO en 
una variedad de infecciones crónicas, que incluyen infeccio-
nes virales, parasitarias y bacterianas en el ser humano11,12.

Se ha reportado que en células de cáncer cervicouterino 
y en adenocarcinoma cervical IDO se encuentra sobreex-
presada, mientras que las células estromales adyacentes ca-
recen de dicha expresión. En contraste, no se expresa en epi-
telio escamoso cervical o en las glándulas endocervicales13.

La HO-1 es la principal enzima implicada en el catabo-
lismo del grupo hemo y da lugar a tres productos funda-
mentales: biliverdina, hierro libre y monóxido de carbono14. 
Tiene un papel importante en la modulación de procesos 
inflamatorios y en los mecanismos de defensa antioxidante 
que posee el organismo ante la presencia de algún daño y 
en el bloqueo de los procesos apoptóticos15,16. Esta enzima 
es sobreexpresada en cáncer de páncreas, colon y pulmón, 
en donde favorece la proliferación tumoral y resistencia a 
la terapia antitumoral17,18. La inducción de HO-1 en células 
tumorales, sometidas a algún agente estresor, incrementa 
su resistencia a la apoptosis. Asimismo, la inhibición de esta 

enzima conduce a la reducción del crecimiento tumoral y 
a un incremento en la sensibilidad a la quimioterapia19. En 
nuestro laboratorio observamos que en células NK en cocul-
tivo con células de cáncer cervicouterino tratadas previa-
mente con un inhibidor específico de HO-1, la producción 
de IFN-γ y TNF-α por las células NK se incrementó en com-
paración con aquéllas que estuvieron en contacto con líneas 
celulares sin tratamiento20.

Sin embargo, se desconoce el efecto que puedan tener 
citocinas como IL-4, IL-10, TNF-α e IFN-γ en líneas celulares 
de cáncer de cervicouterino sobre la expresión de IDO y HO-
1, así como la actividad citotóxica de células NK en células 
de cáncer cervicouterino pretratadas con estos inhibidores.

MatERialES y MétoDoS

Cultivo celular

Las líneas celulares HeLa (VPH 18+), SiHa (VPH 16+), C-33A 
(VPH–) fueron donadas por P. Boukamp (DKFZH Heidelberg, 
Alemania), se mantuvieron en medio DMEM (Gibco, Life Te-
chnologies, Grand Island, Nueva York, EE.UU.) suplementa-
do con 10% de suero fetal bovino, libre de LPS (Gibco), 100 
U de penicilina y 100 µg de estreptomicina por cada mililitro 
de medio (Gibco) y L-glutamina al 1% (Gibco). Para expandir 
las células NK-92 (ATCC n.º CRL-2407) se utilizó medio de 
cultivo RPMI 1640 (Gibco) suplementado con un 15% de suero 
fetal bovino, libre de LPS, 100 U de penicilina y 100 µg de 
estreptomicina por cada mililitro de medio, L-glutamina al 
1% y 80 U/ml de IL-2 (Biolegend, San Diego, CA, EE.UU.). 
Todas las líneas celulares se incubaron a 37 ºC en una atmós-
fera húmeda con un 5% de CO2.

Para determinar la expresión de las enzimas IDO y HO-1, 
las líneas de cáncer cervicouterino se sembraron en placas de 
p-100 (1 x 106 células por placa), y se trataron con TNF-α, IFN-γ 
(Biolegend), IL-10 o IL-4 (eBioscience, San Diego, CA, EE.UU.) 
a una concentración de 20 ng/ml, en medio de cultivo DMEM 
suplementado, durante 3, 6 y 12 h a 37 ºC y con un 5% de CO2.

Las líneas tumorales HeLa, SiHa y C-33A se sembraron en 
frascos de cultivo y se trataron, de manera independiente, 
con protoporfirina de estaño IX (SnPP; Frontier Scientific, 
Inc. Logan, UT, EE.UU.), inhibidor de HO-1, a una concentra-
ción de 25 µM y 1-L-metil triptófano (1-MT; Sigma-Aldrich), 
inhibidor de IDO, a una concentración de 2.5 mM, ambos 
durante 48 h.

Valoración de las enzimas indoleamina y 
hemooxigenasa 1

Al finalizar los tratamientos con las citocinas, las líneas de 
cáncer se lavaron con PBS (Gibco) y se fijaron con solución 

cytotoxic activity of NK cells was performed in real time for 4 h. Results: Protein expression 
of the enzymes were changed at early times, increasing the expression of the enzymes in the 
3 cell lines. We observed an increase in cytotoxic activity of NK cells cocultured with HeLa 
cells pretreated with the HO-1 inhibitor and in SiHa cells pretreated with the IDO inhibitor. 
Conclusion: The suppressor enzyme IDO is positively regulated by IL-10 in HeLa, SiHa, and NK 
cytotoxic activity increase in Hela and SiHa cells pretreated with HO-1 and IDO inhibitors res-
pectively, which could be part of tumor escape mechanisms in cervix cancer. 
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fijadora (BioLegend) durante 20 min. Después de realizar 
un lavado con solución de permeabilización (BioLegend), se 
permeabilizaron durante 5 min con esta solución. Las células 
se marcaron con los anticuerpos primarios: ratón anti-HO-1 
humano (abcam, Cambridge, MA, EE.UU.) y ratón anti-IDO-1 
humano (AbD serotec, Oxford, Reino Unido) durante 30 min. 
Posteriormente se incubaron con los anticuerpos secunda-
rios: cabra antirratón inmunoglobina G (IgG) acoplado con 
isotiocianato de fluoresceína (FITC; abcam) y conejo anti-
rratón IgG acoplado con ficoeritrina (PE; AbD serotec), du-
rante 30 min, protegidos de la luz. Posterior a la incuba-
ción con anticuerpos se realizó un lavado con PBS, se fijaron 
las células con paraformaldehído al 0.5% (Sigma) en PBS y 
se analizaron en el citómetro de flujo EPICS-XL (Beckman 
Coulter Corp.). Los datos se analizaron usando el software 
WINMDI versión 2.9. Se adquirieron al menos 20,000 eventos 
para cada muestra. Se obtuvieron el porcentaje de expre-
sión y la media geométrica de la intensidad de fluorescen-
cia media de todos los grupos experimentales. Los datos se 
representaron como la media del porcentaje de expresión.

Valoración de muerte celular en tiempo real

Se sembraron 5,000 células tumorales pretratadas o no con 
los inhibidores específicos de las enzimas HO-1 e IDO en la 
placa de 96 pozos (E-plate; Roche), siguiendo las instruc-
ciones del manual del xCELLigence Real Time Cell Analyzer 
(RTCA; Roche); se agregaron las células NK suficientes para 
cubrir el rango blanco:efector 1:20 y se mantuvo el coculti-
vo durante 4 h.

Se obtuvo el índice celular normalizado (nCI) mediante el 
software RTCA, y a partir de éste se calculó el porcentaje 
de lisis usando la fórmula: % lisis = [nCI (no efectoras) x 
nCI (efectoras)]/nCI (no efectoras) x 100. Los resultados se 
expresan como el promedio de al menos tres experimentos 
independientes realizados por triplicado.

aNÁliSiS EStaDíStiCo

Para el análisis estadístico se obtuvieron las medias y la 
desviación estándar de al menos tres observaciones por tri-
plicado de cada uno de los grupos. Los datos se analizaron 
por prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Valores con 
p ≤ 0.05 se consideraron significativamente diferentes.

RESultaDoS

Interferón γ, TNF-α, IL-4 e IL-10 reducen la expresión de 
HO-1 en líneas de cáncer cervicouterino: para evaluar el 
efecto del tratamiento de las citocinas en la expresión de 
HO-1, las líneas HeLa, SiHa y C-33A fueron tratadas con 
20 ng/ml de IL-4, IL-10, IFN-γ y TNF-α durante 3, 6 y 12 h. 
La expresión de HO-1 en HeLa disminuyó de manera signi-
ficativa (p < 0.05) desde las 3 h de tratamiento con IFN-γ y 
TNF-α, mientras que IL-4 e IL-10, a las 12 h de tratamiento 
inducen una disminución en la expresión (Fig. 1).

En SiHa sólo el tratamiento con IFN-γ indujo modificaciones 
en la expresión de la enzima, puesto que la incrementó a las 
3 y 6 h (p < 0.05) posteriores a la adición de la citocina. En 
C-33A, el IFN-γ incrementó la expresión de la enzima HO-1 a 
las 6 h de tratamiento, mientras que el TNF-α indujo un au-
mento en la expresión de la enzima a las 3 h, manteniendo este 
incremento hasta las 6 h comparadas con las células sin tratar.

La expresión de IDO en líneas celulares de cáncer cervi-
couterino se incrementa durante tiempos cortos de trata-
miento con las citocinas. En la Fig. 2 se muestran las gráficas 
de la expresión proteica de la enzima IDO posterior a los tra-
tamientos con las citocinas durante 3, 6 y 12 h. La expresión 
de IDO se incrementa en HeLa y SiHa a las 3 h, y en C-33A a 
las 12 h de tratamiento con IL-4. Sin embargo, en general no 
hay cambios significativos en las líneas de cáncer cervicou-
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Figura 1. Cinética de expresión de HO-1. Las líneas celulares de cáncer cervicouterino HeLa, SiHa y C-33A se trataron con: a) IL-4, B) IL-10, C) IFN-γ y 
D) TNF-α durante 3, 6 y 12 h. Las barras representan el error estándar de la media. El tiempo 0 se considera como la expresión basal (*p < 0.05).
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terino con respecto a los niveles basales observados en estas 
líneas celulares. Cuando SiHa y C-33A fueron tratadas con 
IL-10, la expresión de IDO se incrementó significativamente 
a las 3 h de tratamiento (p < 0.05).

El tratamiento con IFN-γ induce un incremento en la expre-
sión de la enzima en las células HeLa durante las primeras 3 h 
(p < 0.05), disminuyendo progresivamente respecto al tiempo 
de tratamiento hasta alcanzar una expresión similar al grupo 
basal. En SiHa se observa un incremento de la enzima IDO a 
partir de las 6 y 12 h (p < 0.05). Las células de cáncer de cérvix 
fueron tratadas con TNF-α, y se observa un incremento en la 
expresión de IDO en SiHa y C-33A a las 3 y 12 h (p < 0.05).

Valoración de citotoxicidad mediada por células NK en las 
células tumorales tratadas con el inhibidor de HO-1 (SnPP) e 
IDO (1-MT), para evaluar la participación de HO-1 e IDO expre-
sadas por las líneas de cáncer de cervicouterino en la resisten-
cia a la actividad citotóxica de células NK: las células tumo-
rales fueron pretratadas con inhibidores específicos de estas 
enzimas y posteriormente se realizó cocultivo con células NK, 
evaluando la lisis celular mediada por NK en tiempo real. En la 
Fig. 3 se muestra el porcentaje de lisis de las líneas HeLa, SiHa 
y C-33A mediado por células NK. La inhibición de HO-1 en las 
líneas tumorales favoreció un incremento en el porcentaje de 
lisis, de manera significativa en HeLa (VPH 18+). Por otro lado, 
la inhibición de IDO en las líneas tumorales favoreció un incre-
mento en el porcentaje de lisis en células SiHa comparado con 
las células sin tratar con el inhibidor (VPH 16+).

DiSCuSiÓN

Las células del sistema inmune y la liberación de sus media-
dores solubles, como citocinas, puede moldear las células 

tumorales, favoreciendo los cambios para que éstas produz-
can moléculas que normalmente no expresarían, mismas 
que le permitirán evadir la apoptosis, proliferar sin control 
e incluso evadir la repuesta inmune21,22. Dentro de las molé-
culas que las células tumorales pueden expresar encontra-
mos ciertas citocinas, (p. ej., IL-10 y factor de crecimiento 
transformante β [TGF-β], quimiocinas receptor de quimioci-
na tipo 2 (CCR2) o enzimas tales como IDO y HO-123,24.

Se ha reportado la sobreexpresión de HO-1 e IDO en 
diferentes tipos de cáncer, incluido el cáncer cervicoute-
rino20,25,26. Los mecanismos de regulación de estas enzimas 
van desde factores de transcripción, activados por estímulos 
externos, hasta los productos de la actividad de las enzi-
mas27. La expresión de IDO en respuesta a citocinas es de-
pendiente del tipo celular28, igual que HO-1. Por ejemplo, 
se ha reportado que en líneas tumorales de glioblastoma 
humano, el IFN-γ suprime la expresión de HO-1 y el TNF-α no 
tiene efecto alguno en la expresión de esta enzima29. Estas 
variaciones las observamos en nuestro estudio, en el cual, 
a pesar de que las tres líneas de cáncer cervicouterino son 
células epiteliales, la respuesta a las citocinas fue diferente 
en cada una de éstas.

En la expresión de HO-1 en la línea celular SiHa obser-
vamos, posiblemente, el fenómeno de redundancia entre 
las citocinas, puesto que la variación en la expresión de las 
enzimas con respecto al tiempo es la misma para las cuatro 
citocinas.

El IFN-γ induce un incremento en la expresión de IDO en 
las líneas de cáncer de cérvix HeLa y SiHa durante las prime-
ras horas de tratamiento; en C-33A la expresión se incremen-
ta hasta las 12 h. En diferentes tipos celulares el IFN-γ es 
capaz de inducir la expresión de IDO30-32. En líneas de células 
epiteliales HLE-B3, la actividad de la enzima IDO se incre-
menta de manera proporcional a la concentración de IFN-γ33.

Figura 2. Cinética de expresión de la enzima IDO. HeLa, SiHa y C-33A se trataron durante 3, 6 y 12 h con: a) IL-4, B) IL-10, C) IFN-γ y D) TNF-α. Las 
barras representan el error estándar de la media. El tiempo 0 se considera como la expresión basal (*p < 0.05).
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El TNF-α, particularmente en SiHa, induce un incremen-
to en la expresión de IDO. Con respecto al TNF-α, no se 
ha observado que tenga algún efecto sobre la expresión de 
esta enzima32,34,35; sin embargo, es capaz de potenciar la ex-
presión de la misma cuando se combina con otras citocinas 
proinflamatorias30,32. En nuestro estudio encontramos que el 
TNF-α induce cambios en la expresión, independientemente 
del tipo celular.

Con respecto a IL-10, esta citocina induce un incremen-
to en la expresión de IDO durante las primeras 12 h en las 
tres líneas de cáncer de cervicouterino, siendo éste menor 
en células HeLa. En otros estudios se ha reportado que IL-
10 incrementa la expresión de la enzima IDO en linfocitos 
T reguladores36,37.

Con base en nuestras observaciones, HO-1 tiene un rol 
protector en células HeLa (VPH 18+), ya que al inhibir esta 
enzima se incrementa la actividad citotóxica de las células 
NK, mientras que la enzima IDO protege a la célula tumoral 
SiHa (VPH 16+) de la citotoxicidad de las células NK. Esto es 
interesante, ya que nos indica diferentes mecanismos pro-
tectores para evadir la respuesta inmune, en particular la 
ejercida por células NK, como se demuestra en este estudio. 
Estos mecanismos probablemente estén relacionados con la 
infección y tipos del VPH, ya que en la línea C-33A, negativa 
a VPH, no se observaron estas diferencias.

Cabe resaltar que los cambios que observamos en nuestro 
estudio en la expresión de las enzimas, al ser retadas con las 
citocinas, se presentaron en tiempos cortos de tratamiento, 
esto debido a que son enzimas de respuesta al estrés, lo que 
confiere un papel protector a las células que las expresan28,38. 
Es interesante señalar que este rol protector se confirmó 
cuando se inhibió tanto a HO-1 e IDO, y las células se volvie-
ron más sensibles a la muerte celular mediada por células NK.

CoNCluSioNES

La enzima HO-1 disminuye cuando las células tumorales son 
tratadas con las diferentes citocinas, por lo que otras citoci-

nas o moléculas pueden estar involucradas en su regulación. 
La enzima supresora IDO es regulada positivamente por IL-
10 en HeLa y SiHa, por lo cual podría formar parte de los 
mecanismos de escape tumoral en cáncer cervicouterino. La 
actividad citotóxica de células NK se incrementa en células 
HeLa pretratadas con el inhibidor de HO-1 y en células SiHa 
pretratadas con el inhibidor de IDO.
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