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RESUMEN 

La disminución de la expresión do moléculas clase 1 del Complejo 

Principal de Histocompat1bil1dad (MHC-1) en la membrana de células de 

c.éncer cérvico-uterino (CaCu) ostá estrechamente relacionada con la baja 

o pérdida de las moleculas Transportadoras Asociadas al Procesamiento 

de Antígenos 1 y 2 (TAP-1 y TAP-2) Se ha encontrado que los alelos d~I 

MHC-1 más afectados son los HLA-A y HLA-B 

Las línoas de CaCu CaLo e lnBI establecidas en nuestro laboratorio, 

presentan en su membrana n1velos diferentes de expresión de sus alelos 

MHC-1, encontrándose ba1os los alelos HLA-A 11 en lnBI y HLA-827 en 

CaLo. En el presente trabajo se analizó la expresión global y alélica de las 

moléculas MHC-1. la presencia de ARNm de ros Transportadores TAP-1 y 

TAP-2 en las lineas CaLo e lnBI y el efecto de Ja transfecc1ón de TAP·s 

humanos exógenos sobre la expresión de las moléculas MHC-L 

Se encontró Que las lineas CaLo o lnBJ e•presan ARNm de TAP-1 y 

TAP-2. lo cual muestra que la baja expresión de HLA-A 11 y -827 no son 

debidas a la ausencia do TAPºs. Sin embargo para poder determinar si los 

TAPºs propios de las cclulas ten1an algun defecto funcional en el 

transporte de pépt1dos. las lineas celulares CaLo e lnBI se transfectaron 

con TAP·s humanos runc1onalos Obteniéndose dos poblaciones 

transfectadas. una para la linea CaLo y otra para la linea lnBI 

Las lineas transfectadas incrementaron de manera global la 

expresión de moléculas clase 1 del MHC en la membrana. En contraste 

el análisis alólico se observó que HLA-A28(-68) de CaLo y Bw6 en ambas 

líneas fueron incrementados notablemente en Jas células transfectadas en 

comparación con las lineas sin transfectar. mientras que los alelos HLA

A11 y -827 no fueron afectados en ninguna de las células transfcctadas 

AJ permeab1lizar las células y teñir especificamente se observó alta 

retención intracelular de moléculas MHC-1 tanto en CaLo como en JnBI 

comparada con sus poblaciones transfectadas con TAP·s. 

Estos resultados nos hacen sugerir que la baja expresión de los 

alelos HLA-827 y -A 11 es debida probablemente a: 1) la deficiencia en ta 

generación de péptidos específicos para estos alelos: 2) la interferencia 



de protelnas virales asociadas al CaCu; 3) mutaciones que sufren algunos 

alelos de clase 1 en fa cavidad ·donde unen a su paptldo especifico: y 4) 

defectos a nivel transcrlpclonal de los diferentes. alelos en las células 

tumorales analizadas. 
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INTRODUCCION 

El cáncer córvico·uterino (CaCu) uno de los principales 

problemas de salud en mujeres mexicanas. Cada af'\o se registran más de 

4.000 muertes por esta enfermedad ( 1). siendo la primera causa de muerte 

en la población femenina mexicana. Esta tendencia se ha mantenido 

desde hace vanos a('ios afectando en mayor proporción a la población 

femenina de 40 a 60 años (2). aunque Ull1rnamente el rango de edad en 

las mujeres afectadas ha ba1ado. es decir, se han encontrado más casos 

de CaCu en mu1eres Jóvenes 

En la actualidad, aUn se debate acerca de los mecanismos celulares 

que conllevan a que las células normales puedan transformarse y 

desarrollar cancer. asi de la e><1stenc1a de mecanismos 

Inmunológicos para llevar a cabo su rechazo 

Hoy en dia se sabe que una célula tumoral puede ser eliminada s1 

presenta en su membrana péptidos extraños que sean capaces de 

desencadenar una respuesta inmune contra ella Se tienen datos de que 

esta activación no se da de manera natural. porque las células tumorales 

ponen en marcha mecanismos para evitar que se presenten on su 

membrana los pépl1dos ant1gen1cos necesarios para la actrvac16n Estos 

mecanismos van desde la ausencia de los pcpt1dos ant1génicos, hasta la 

interferencia de agentes extraños (CJ los virus) en el mecanismo de 

procosamionto y presentación de antígenos (3) 

Las moléculas clase 1 del Cornple10 Principal do H1stocompatibllidad 

(MHC-1) desempeñan un papel muy importante en la presentación de 

antigenos para 1nduc1r una respuesta ant1tumor mediada por Linfocitos T 

CDB... Por lo tanto, algún defecto en las vi as de procesamiento y 

presentación de antigenos. origina la pérdida de expresión por moléculas 

clase 1 del MHC en la membrana y ayuda a las c01ulas tumorales a evadir 

al sistema inmune. 

Se tiene demoslrado por varios grupos de investigación que las 

células tumorales de CaCu presentan en su membrana una disminución o 

pérdida total de la expresión de moléculas clase 1 del MHC. Esta baja 

expl'"esión de MHC se ha asociado con una baja o ausencia de expresión 



de las moléculas transportadoras TAP-1 y TAP-2, las cuales juegan 

papel muy Importante en la presentación de pépUdos endógenos por 

moléculas clase 1 del MHC. 

En el Laboratotio de Dlrerenciaci6n Celular y cáncer de la F.E.S. 

Zaragoza se cuenta con dos lineas célulares de CaCu: CaLo e lnBI, las 

cuales presentan en su membrana niveles diferentes do expresión de sus 

alelos de moléculas clase 1 del MHC. al estimular la expresión de los 

alelos con lnterferon-g se encentro que solo algunos alelos aumentaban su 

expresión: HLA-A28 y -Bw6 en la linea CaLo y -Bw6 en la linea lnBI pero 

los alelos HLA-827 (CaLo) y -A 11 (lnBI) no aumentaron, estos alelos. solo 

aumentaron su expresión en presencia de péptidos especificos sintéticos, 

lo que sugirio una deficiencia el aporte de péptidos para la 

estabilización de los alelos HLA-827 (Ca Lo) y -A 11 (lnBJ), por lo tanto los 

principales candidatos de este defecto fueron de los TAP"s. 

Por consiguiente. el presento trabajo tuvo como finalidad el analizar 

la expresión de las moleculas clase 1 del MHC de forma global y alelica en 

las lineas celulares CaLo e lnBI, antes 'i despues de la transfección con 

los genes que codifica para las moléculas TAP-1 y TAP-2. 



MARCO TEORICO 

Especificidad del Sistema Inmune 

La sobrevivencia de un organismo depende de la habilidad para 

reconocer. interpretar y responder a los cambios del ambiente: Ésto es 

llevado a cabo por el sistema inmune, el cual ha desarrollado durante el 

proceso evolutivo una variedad de mecanismos para detectar e interactuar 

ante la presencia de un microorganismo. La piedra angular del 

conocimiento inmunológico es la distinción entre lo propio y lo extraf'lo, las 

células del sistema inmune identifican estructuras qulmicas extranas e 

Inician una respuesta inmune dirigida a su eliminación. La propiedad del 

sistema Inmune de reconocer y distinguir una molécula de otra y 

responder sólo hacia una de ellas se conoce como especificidad. Una 

molécula reconocida específicamente por el sistema inmune es un 

antfgeno o inmun6geno. 

La antigenicidad es propiedad primordial de macromoléculas 

complejas como proteínas o polisacáridos de allo peso molecular. Un 

antigeno tiene reglones reconocidas por el sistema inmune en forma 

especifica e independiente, denominadas determinantes antigénicos o 

epftopos. La inmunogenicidad es la propiedad de un antigeno que 

determina la intensidad de la respuesta inmune hacia él. En términos 

generales. la inmunogenicidad aumenta en forma directamente 

proporcional a la distancia filogenéllca entre un organismo y el agente 

invasor; la respuesta inmune se clasifica como primaria o secundaria, 

dependiendo de que el organismo ya halfa tenido contacto previo con un 

antígeno o no (3). En una invasión al hospedero, un patógeno puede 

residir tanto en espacios extracelulares o en el interior de las células. 

La mutaciones de proteinas especificas que sufren las celulas 

tumorales también pueden ser detectadas por el sistema inmune. Los dos 

principales mecanismos para poder eliminar patógenos o células 

transformadas son el sistema innato y el adaptativo o especifico(4). 

El sistema innato está formado principalmente por céluJas 

fagocitarías: monocitos-macrófagos, los neutrótilos polimorfonucleares las 



células asesinas naturales (NK) y proteinas del complemento que eliminan 

a antlgenos y células tumorales de manera inespecifica (4). 

Cuando el sistema innato fracasa en su intento por detener la 

invasión de patógenos o de la proliforac16n de las células tumorales, se 

pone en marcha el sistema inmune adaptativo; caracterizado por la 

especificidad celular y la generacion de memoria para contrarrestar el 

efecto en un segundo ataque. 

Este sistema depende principalmente de dos diferentes vias las 

cuales son: 

A) La Vla de los Linfocitos B y la Respuesta Inmune Humoral. 

Esta vía se lleva acabo por medio de la generación de anticuerpos 

o inmunoglobulinas que son las moléculas receptoras y efectoras de los 

linfocitos B (5-7). Las inmunoglubulinas son protelnas formadas por cuatro 

cadenas polipeptidicas· dos pesadas(H) con un peso de 50 a 70 kDa y dos 

ligeras (L) con un peso de 23 kOa que, en conjunto, constituyen un 

monómero de inmunoglobulina (3-5. 7-9) 

Los anticuerpos detectan, neutralizan y eliminan a los Invasores 

extra1'os. bacterias o virus por medio de las proteínas del complemento; 

también recubren a los patógenos (opson1zaci6n) de tal forma que puedan 

ser fagocitados por los macrófagos o Celulas Presentadoras de Antigeno 

(CPA) y seguir la via de presentación por la Moléculas Clase 11 del 

Complejo Principal de Histocompat1b1lidad (MHC-11) (3. 5). 

Un anticuerpo es concebido como una proteina producida como el 

resultado de la introducción de algUn antígeno y que tiene la capacidad 

para combinarse con el antígeno que estimulo su producción (9-1 O). Para 

su reconocimiento estos antlgenos deben estar dispuestos en sitios 

accesibles. ya sea. en sitios extracelulares como en el suero. en forma de 

secreciones del patógeno ó bien el patógeno completo (bacterias y 

algunos virus) (4). 
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B) La Vf• de los Linfocitos T y la fnmunidad Celular. 

El sistema inmune ha tenido la nocesidad de desarrollar una via 

mediante la cual se pueda combatir un ataque intracelular por medio de 

indicaciones extracelulares. 

Las células T juegan un papel muy importante en el rechazo de 

transplantes. en la defensa inmune hacia células infectadas por virus y 

células que sufren procesos oncogén1cos (11-12) Las células T tienen 

funciones reguladoras y efectoras en la .. inmunidad celular .. mediante 

secreciones de moléculas con gran potencial litico ( 13-15). 

Esta vía se basa en el hecho de que todas las proteinas de 

patógenos o proteínas propias de la célula que sufrieron alguna mutación. 

difieren de las proteínas de la célula normal y que éstas diferencias 

pueden ser reconocidas cortas secuencias peptídicas que son 

presentadas en la membrana de la célula enferma o maligna por Jos 

linfocitos T y como consecuencia de este roconoc1miento se desencadena 

un ataque para eliminar a la célula o células que muestran en su 

membrana el péptido extraño ( 16) 

Ontogenla de linfocitos T. 

Los linfocitos se desarrollan y diferencian fenotipicamente en el timo 

a partir de un precursor originado on la médula ósea_ Al llegar al timo. 

dicho precursor se denomina trmocito y al madurar, sale del timo como 

linfocito T (de aquf su nombre .. linfocitos derivados del Timo .. )_ Anatómica 

y funcionalmente, el timo se d1v1do en dos reglones. Ja Corteza. donde 

ocurren ta mayoría de los eventos de diferenciación de los linfocitos T; y 

ta Médula donde ocurre la selección negativa. 

Cuando están en Corteza los timocítos tienen en su membrana 

marcadores caracteristicos; que en humanos se denominados CD1. CD2. 

CDS. y C07 (Cluster of Oirferentiation). En fases tempranas. los 

tlmocitos no expresan CD4 o CDS (timocilos doble negativos). En esta 

fase. los linfocitos tienen rearreglos de genes para formar su receptor, el 

cual está formado por dos cadenas una denominada a y la otra P: primero 
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se rearregla en forma aleatoria el gen de ta cadena p, la cual se expresa 

en la superficie del timoc1to asociada a un polipéptido denominado gp33 y 

un complejo llamado CD3. el siguiente paso os el rearreglo de la cadena 

Una vez expresadas las dos cadenas que forman el receptor en la 

membrana de la célula, se suprime la expresión de gp33 en la membrana y 

entonces coinciden Ja oxprosl6n del Receptor del Linfocito T (RL T) y del 

complejo CD3 (este complejo está formado por varias cadenas 

polipeptidicas conocidas como y. b. e, e; ( 2x). '1· Encontrándose también 

expresados en la membrana dos marcadores denominados C04 y CDS. 

Entonces se tienen timocitos con RL T, CD3. coa· y C04·, a estas células 

se les denomina dobles positivas porque expresan ambos marcadores 

ccoe· y co4•> C3-s. 9). 
Los linfocitos dobles positivos entran a un proceso denominado 

selección positiva, que depende de moléculas del MHC presentes en la 

superficie de las células epiteliales de la corteza timica, las cuales 

expresan moléculas clase 1 y 11 del MHC (ver complejo principal de 

hlstocornpatib1l1dad). La selección ¡:;osittva en el timo define el repertorio 

de linfocitos T con que ha do contar un individuo (17). 

Como los rearreglos del RL T son aleatorios, surgen ttmocitos con 

RL T que pueden reconocer moléculas MHC propias (que portan péptldos 

propios del individuo) y extrañas En el siguiente paso se seleccionan 

timocitos con un solo marcador. ya sean cc4• o coa·, y Jos timocitos 

dobles positivos mueren por apoptosis 

Más del 95% de timocilos no salen del timo; los timocitos resultantes 

pasan por un proceso denominado selección negativa que se lleva a cabo 

en la médula y en la cual se eliminan timocltos que pueden llegar a 

reconocer moléculas MHC que tienen péptidos propios del individuo para 

asf evitar enfermedades autoinmunes (18-19). 

La asociación preferente del RL T ab con una molécula clase 1 ó 11 

del MHC, durante la selección positiva, determina el fenotipo del linfocito. 

Los timocitos que reconocen moléculas clase 1 del MHC permanecen y 

maduran como coa• mientras los timocitos que reconocen moléculas clase 



11 del MHC maduran como C04 ... Por lo tanto. en el tejido periférico. las 

células T pueden ser divididas en dos grandos grupos con base a la 

expresión mutuamente exclusiva de estas molóculas. dcf1n1éndose a los 

timocitos maduros con receptor coa· como L1nfoc1tos T C1tot6x1cos (L TC), 

los cuales producen citocinas como IL-2. IL-3, IL-4, 11. .. -5, IL-6. IFN-g. TNF

a y teniendo como cualidad el poder producir y secretar vesiculas que 

llevan en su interior moléculas con gran potencial litico y dirigirlas hacia 

la célula infectada o transformada (célula blanco) 

Cuando el RL T reconoce en la membrana de la célula blanco al 

antigeno extrar'\o (contra el cual fue educado el L TC en el Timo) unido a 

la molécula MHC especifica. elimina a la célula blanco (13-16, 20). 

Los timocitos que maduran y mantienen la expresión de co4• 

conocen como linfocitos T inductores 6 cooperadores (21) Los linfocitos 

maduros co4• después del contacto 1nic1al con el antigeno secretan 

predominantemente IL-2 y se consideran 1nd1ferenc1ados (CD4• o THO); 

con el tiempo estos linfocitos se subd1v1den en dos poblaciones de 

linfocitos y se distinguen por las c1toc1nas que producen para amplificar la 

respuesta contra el antigeno. Los 1inroc1los T co4· t1po1 (TH1) secretan 

principalmente IFN-y, IL-2 y TNF-'l y proliferan en respuesta a IL~2. 

favoreciendo asi la 1nmun1dad celular y los fenómenos inflamatorios 

Los linfocitos T CD4• tipo 2 (TH2) secretan IL·4, IL-5. IL-6, IL-10 e IL-13. 

proliferan en respuesta a IL-2 olL-3 y favorecen la 1nmun1dad humoral: 

ambas poblaciones secretan IL-2. IL·3 y Factor Estimulador de Colonias de 

Granulocitos y Macrófagos (GM~CSF) (3, 19. 21). 

El Complejo Principal_ do Hlstocompatibllidad (MHC) 

Las moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC), 

son glucoproteinas codificadas por una región génica ubicada en los 

brazos cortos del cromosoma 6 humano y codifica para protelnas que se 

expresan en membrana celular (22). la reglón se denomino región HLA 

(Human Leukocyte Antigens), por haber sido inicialmente encontrada 

los leucocitos. La nomenclatura original en humanos se basó en su 
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llplrlcaclón serológlca; pero al secuenciar sus genes se encontró que el 

polimorfismo real era mayor del que los sueros tipificadores podían 

determinar. Las moléculas del MHC son. prolelnas sintetizadas en el 

Retfculo Endoplásmico (RE) (23). 

Por la estructura y de acuerdo a su función en el mecanismo de 

procesamiento y presentación de anligenos se han dividido en dos 

grandes clases: 

- Clase 1: Estas moléculas consisten de 2 subunidades: una cadena 

pesada transmembranal altamente polimórfica con peso molecular de 

45,000 kllodaltones (kOa). unida no covalentemente a una peque.-.a 

cadena soluble con peso molecular de 13,000 kDa. que es codificada en el 

cromosoma 15 en el humano. y es conocida como Prmicroglobulina (P;r-m). 

(22). 

La cadena pesada se encuentra organizada en tres dominios 

globulares. a los cuales se les denominan a. 1 , a.;r y ª>- los que sobresalen 

de la superficie de la célula. Anclando la molécula a la membrana 

ciloplasmática se encuentra una pequef\a sección h1drof6b1ca y cercana a 

ella se encuentra una corta secuer.cia hidrofilrca, que lleva al extremo 

carbono terminal hacia el cataplasma (este anclaje es por la región u 3 ) 

Tanto la p 7 -m, como la región a 3 se ensamblan de una manera tal 

que recuerdan a los dominios de las inmunoglobulinas. en cuanto a su 

patrón de plegamiento (F1g.1). Los dominios u.
1 

y a. 2 presentan una 

estructura compuesta de dos a-hélices extendidas. y que se encuentran 

sobrepuestas sobre una base de péptidos unidos entre si formando una 

lámina p-plegada. formándose con ello una pequefta cavidad. la cual es 

ocupada por un péptido lineal; este péptido es el resultado del 

procesamiento de proteínas endógenas. y que debe ser presentado a Jos 

Linfocitos T coa· (Flg. 2). 

Todas las células nucleadas expresan moléculas de clase l. y en 

muy poca cantidad en células del cerebro y músculo esquelético (24-26). 
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Figura 1. Molécufas Clase 1 y Clase 11 del Complejo principal de 

Histocompatibllidad. La figura muestra tos dominios extracetulares y 

porciones transmembranales de las moféculas. 
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-Ctaso ti: Las moléculas clase 11 del MHC comparten características con 

las moléculas de MHC I; son glucoproteinas transmembranales. que están 

conformadas por dos cadenas polipeptídicas (u y ~) La cadena u tiene 

peso molecular de 34,000 daltones y la cadena r. es de 28.000 daltones. 

En base a su considerable homologia secuencial con las moléculas 

del MHC l. se ha propuesto un modelo on el cual los dom1n1os u2 y P2. los 

cuales son los mas cercanos a la membrana celular. asumen el patrón de 

plegamiento de las inmunoglobul1nas. Los dominios u. 1 y í\t 1m1tan a los 

dominios u, y a. 2 de las molCculas del MHC I; dandoso también la 

formación de una cavidad que se encuentra rodeada por dos a·hélices Y 

una base p-plegada (F1g 1) Las moléculas de clase 11 se encuentran más 

restringidas. encontrándose asociadas espec1almonto a los linfocitos B. 

Células Presentadoras de Antigenos (CPA ·s) como son. Células de 

Lanhergans. dendriticas foliculares y macr6fagos 

Su principal función en estas células o al menos la mas corroborada, 

es la de servir como ""blanco~ do reconocimiento para educar a los 

linfocitos citotóxicos y auxiliares. para poder desencadenar una respuesta 

inmune hacia un antigeno especifico (3, 27-28) 

Mecanismo do Procesamiento y Presentación de Antigenos por la Via 

de las Moléculas MHC·I 

La asociación antígeno-MHC·I es resultado de ta fragmentación de 

protelnas sintetizadas dentro de la célula tumoral o dentro de las Células 

Presentadoras de Antlgenos. y la subsecuente asociación de péptidos con 

su sitio de enlace especifico en la hendidura de la molécula del MHC-1 

(29). 

El requisito para que una proteína pueda ser procesada y 

presentada en asociación con moléculas MHC-1. es que su localización 

sea principalmente en el citosol (Flg 3a); de esta manera. las protelnas 

virales o mutadas que son sintetizadas en el citoplasma de una célula. son 

fragmentadas por un complejo multienzimátlco denominado proteasoma. 

los péptldos resultantes son translocados por las proteínas TAP-1 y TAP-2 
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al interior del roticulo endoplásmico, donde se unen por afinidad y 

especificidad a las moléculas MHC-1 (compuestas por las cadenas a y b2-

m) previamente sintetizadas (30-31). 

Cuando la molécula de clase 1 se encuentra ensamblada junto con 

su péptido es llevada dentro del RE hacia el Golg1 donde es englobada en 

una vesicula secretoria. y postcnormento transportada a la membrana 

citoplasmática. en donde la vesicula se fusiona con la membrana y deja 

expuestas y ancladas las moléculas clase 1 del MHC exponiendo su 

péptido a los linfocitos T c1totóxicos (30-31). 

Algunos 1nvest1gadores han oluído pépt1dos de bajo peso molecular 

asociados con moléculas MHC-1 purificadas a partir de células infectadas 

con virus y hnn encontrado que algunos péptidos corresponden a una 

clase de antígenos inmunodomanantes. debido a que se asocian con 

alelos particulares de moléculas MHC-1. es decir· son capaces de inducir la 

activación de la respuesta inmune de forma alelo específica (29). 

Como anteriormente se mencionó, en el mecanismo de proteólisis 

de las proteinas y transporte de péplldos al lumen del RE, intervienen 

proteínas que t1onen un papel crucial. y cuyos genes se encuentran en la 

región donde de los genes que codifican para las moléculas clase 11 del 

MHC. Los productos de éslos genes son conocidos como subunidades 

LMP-2 y LMP-7. las cuales forman parto del Proteasoma y los 

Transportadores Asociados al Procesamiento de Antígenos (TAP-1 y TAP-

2) (32). 

El Proteasoma 

Recientemente, se ha determinado la estructura del proteasoma en 

eucariontes encontrándose que pesa aproximadamente 650 kDa y está 

compuesto de 28 direrentes subunidades formando una estructura 

cilindrica. la cual se subdivide en cuatro regiones. Cada región está 

conformada por siete subunidades. las regiones centrales se conocen 

como subunidades p y las subunidades de las orillas como a. (Fig3b): cada 

subunidad deriva de un gene distinto pesando entre 21-31 kDa formando 

un complejo cilíndrico. Se han identificado dos genes en la región del 



Figura 2: Representación esquemática de una molécula Clase 1 humana 

(HLA-A2) basada en la estructura cristalográfica de rayos X, la figura 

muestra los dominios a., y a
2 

formando una estructura compuesta de dos 

u.·hélices, encontrándose sobrepuestas sobre una base de péptidos unidos 

entre si formando una lámina fl-plegada. formándose con ello una 

pequet'\a cavidad, la cual es ocupada por un péptido lineal. (Tomado de la 

Ref. (6.). 
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HLA-11. que codifican para dos subunidades del proteasoma conocidas 

como LMP-2 y LMP-7 (Complejo Polipeptídico de Baja Masa 

Molecular) (33). 

Una do las principales funciones atribuibles a este complejo, es la 

degradación de proteinas cttos6licas, las cuales primeramente son unidas 

covalentemente a una proteina pequeña llamada ubiquilina, este paso 

ef1c1encia de la generación de péptidos (34). podria incrementar la 

Cuando la proteina 

proteosóm1cn enzimática 

'"ubiquinada'". gana acceso la actividad 

Este complejo multionz1mático degrada 

selectivamente a proteinas con una cadena lateral anclada a un residuo de 

lislna expuesta (30) En experimentos in vitro con IFN-y se observan 

cambios en la actividad proteolitica dando lugar a la generación de 

péptidos con residuos ácidos en la región e-terminal y favoreciendo la 

generación de pépt1dos con región e-terminal hidrofóbica o básica (29). 

La degradación de las proteinas en el centro del protoasoma es 

llevada a cabo por sitios especiftcos, por ejemplo, se ha observado en 

antigenos virales, que la expresión por moleculas MHC-1 fue drásticamente 

reducida en la ausencia de LMP-2 y LMP-7 (35). A1 parecer una vez que 

se han generado los pépt1dos. éstos pueden translocarse hacia los 

compartimentos del lumen en el RE. para ensamblarse con las moléculas 

de1 MHC clase 1 (36). 

El ensamble de moléculas del MHC-1 en el RE involucra un alto 

número de eventos: la degradación rápida de proteínas. el bombeo de 

péptidos por los TAP"s y el ensamble del trímero. Se ha demostrado que el 

proteasoma lnteractUa con la membrana del RE y podria interactuar con 

las moléculas TAP para permitir el transporte y liberación del péptido 

dentro del RE (37). 
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Figura. 3. Procesamiento y presentación de antfgenos por moléculas clase 

del MHC. a) Proteína Endógena. b) Proteasoma. e) Protefnas 

Transportadoras asociadas al Procesamiento de Antfgenos (TAP-1 y TAP-

2). d) Calnexlna. molécula chaperona. 
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Los Transportadoras Asociados al Procesamiento de Antigonos: TAP-1 

y TAP-2. 

Se ha observado que el proceso más importante en la translocación 

de los péptidos citoplasmát1cos al RE y al cis·Golgi ocurre por medio de 

proteina que ha sido denominada .. Transportador Asociado al 

Procesamiento de Antigenos'" (TAP) (38) La distribución subcelular de 

este transportador por microscopia 1nmunoeloctr6nica y análisis confocal 

en RE y cis-Golgi es consistente con la localizac16n de moléculas clase 1 

del MHC listas para el ensamblaje con el pépt1do (39). 

El transportador está formado por dos proteinas homólogas llamadas 

TAP-1 y TAP-2 con un peso de 76 kDa y 70k0a, respectivamente. Estas 

proteinas están asociadas de forma no covalente, cada proteina tiene 6 

dominios transmembranales y un dom1n10 dependiente de ATP, el cual se 

encuentra orientado hacia el citoplasma (F1g 4) (22. 40). Los genes que 

codifican para estas dos proteinas con actividad transportadora de 

antigenos procesados. son homólogos a la familia de genes que codifican 

para proteinas que mod1an el transporte do compuestos de bajo peso 

molecular a través de las membranas (Familia de Transportadores ABC 

dependientes de ATP) (22. 29) 

Después de que el péptido sale del proteasoma. os liberado cerca 

de los TAP's para poder ser bombeado al RE. La unión del péptido al TAP 

es independiente de ATP. pero en la traslocación del péptido al RE. es 

requerida la hidrólisis del ATP (Fig 3c) (41). 

La importancia de los TAPºs la vía de procesamiento y 

presentación por moléculas de clase r. fue determinado mediante análisis 

de ensamble. transporte y presentación de antlgeno en lineas celulares 

que carecen de TAP's (42) o que expresan formas no funcionales de TAP-

1 6 de TAP-2 (43). en las cuales se observa una reducción drástica en la 

superficie celular de moléculas clase 1 del MHC. y que son defectuosas en 

el transporte y presentación de antígenos. Estas células al 

transfectadas con TAP's aumentan la expresión de moléculas clase 1 del 

MHC en membrana (44). 
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Los TAP·s muestran dos diferentes tipos de selección de los 

péptldos para que puedan ser accesibles al MHC-1: uno es especifico para 

Ja medida del péptldo y el otro es especifico para la secuencia del péptido 

(41). 

Se ha demostrado en ensayos in vitro que este transportador 

muestra una preferencia a transportar péptidos de entre e y 15 residuos 

amlnoacfdlcos. lo que concuerda con la medida de los péptidos que se 

unen a ras moléculas de MHC-1 (41). Para tratar de Identificar la 

preferencia del transportador por un péptido determinado se ha podido 

indentificar el erecto del aminoácido e-terminal del péptido en 

transporte. en donde se encontró que el TAP de ratón muestra preferencia 

por péptidos que contienen residuos e-terminales hidrofóbicos (alifáticos o 

aromáticos) (45); mientras que el TAP humano no muestra preferencia 

clara por algún residuo e-terminal en particular (46). 

Algunas investigaciones se han enfocado a tratar de encontrar los 

sitios especificos de los péptidos para poderse unir al TAP. Otros 

investigadores han utilizado ensayos de unién de péptidos para medir la 

afinidad por el TAP de más de 250 péptidos y variantes de péptidos, en 

los datos obtenidos se han encontrado sitios específicos de unión: los 

grupos de aminoácidos hidrofóbicos en ta posición 3 (P3) del péptldo eran 

preferidos por el TAP, también los asiduos hidrofóbicos o cargados en la 

posición P2 (47-48). 

Se han tratado de identificar algunos sitios de unión de péptidos en 

los TAP. Los resultados de lo~ experimentos con péptidos fotomarcados 

mostraron que el TAP-1 y el TAP-2 fueron marcados por Jos péptldos 

fotoreactivos (49). sugiriéndose que el sitio de unión del péptido esta 

formado en conjunto por elementos de TAP-1 y TAP-2 (36). Los TAP·s 

expresados separadamente no mostraron fotomarcado. esto indica que 

ambas subunidades deben estar presentes para que el sitio de unión del 

péptido sea funcional. 

Los aminoácidos importantes de unión en los TAPºs humanos 

(denominados •motlfs") para péptidos de 9 aminoácidos han sido 

propuestos con base a Jos puntos de afinidad y que son los residuos N-
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terminales y un residuo carboxifo-terminal. los cuales corresponden a los 

"'motJrs- de fa mayorfa de los alelos de las moléculas de Claso-1. Estos 

alelos de Clase-J que prerieren un aminoácido, predicen la unión con el 

TAP. como Jo es la prolina en Ja posición 2 para epitopos de HLA-87, en la 

cual Jos péptidos pueden ser p,-eferencialmente transportados (47-50). 

Recientemente se encontraron cuatro sitios de unión de péptidos los 

TAP's humanos. dos en el TAP-1 y dos en el TAP-2. Estos siUos de unión 

se encuentran localizados en regiones de las cadenas transmembranales 

(TM) conocidas como TM-6 y TM-5 de ambos TAP·s (Fig.4) y en sus 

continuaciones extramembranales (51). Estos datos son consistentes con 

un modelo de TAP's en el cual los segmentos TM forman un poro en la 

membrana. Jo cual ha sido observado en otros transportadores ABC, 

proteínas de resistencia a multidrogas y en canales de cationes (52). 

El péptido podria ser unido por Ja entrada c1tos6lica del poro. el cual 

seria rodeado por Jos restantes segmentos TM. permitiendo que múltiples 

regiones entren en contacto con el péptido srmultáneamonte (51). Se han 

realizado algunos experimentos de co-1nmunoprocip1taciones en donde se 

encuentra una asociación fis1ca do TAP-MHC-1, dándose la posibilidad de 

asegurar el transporte y unión do péptrdos a las moléculas CJase-1 (53-

54).Estos estudios enfatizan fa importancia de Ja asociación TAP-MHC-f 

para fa maduración y expresión do moléculas clase 1 del MHC. 
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Figura 4. Moléculas Transportadoras Asociadas al Procesamiento de 

Antlgeno TAP-1 y TAP-2. El heterodlmero tiene dos sitios dependientes de 

ATP que están orientados hacia el c1tosol, cada proteína tiene seis 

dominios transmembranales (TM). 
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Las Moléculas Chaperonas 

El ensamble adecuado de la cadena pesada con la Pz-m parece ser 

orquestado por proteinas chaperonas res1dontos del RE. Mientras no hay 

unión con el péptido la molécula do clase 1 está asociada por medio de la 

cadena pesada a una molécula chaperona llamada Calnexina con peso de 

90 kDa. la cual se asocia con las cadenas pesadas recién sintetizadas de 

clase l. facilitando el ensamble de la cadena posada con la fl 7 -m y ayuda a 

que se adquiera ol plegamiento y estructura de la molócula do MHC-1. 

La calnexina se disocia cuando la molecula MHC-1 se une a su 

péptido (Fig 3d) (55). Se conocen otras moleculas chaperonas como BiP, 

calreticulina y algunas proteinas do choque térmico residentes del RE 

(56). Estas chaperonas previenen la formación de agregados de cadenas 

pesadas, ya que interaccionan con los carbohidratos de unión N-terminel y 

con las superficies hidrofóbicas expuestas de la cadena pesada 

deficientemente ensamblada. Se ha observado en los precipitados de 

TAP"s-MHC-1 una glucoproteina no identificada de 48 kOa (53); este dato 

sugiere que esta proteína adicional puede estar involucrada en el 

ensamble de las moléculas del MHC-1 y su maduración. 

Polimorfismo y Especificidad en la Presentación de Péptidos 

El MHC-1 ha evolucionado en términos de variabilidad entre Jos 

individuos. Jo cual se muestra con un sistema altamente polimórfico 

basado en la presencia de alelos múltiples. 

Parte del polimorfismo del MHC precede a la divergencia de las 

especies. lo que sugiere que es el resultado de mutaciones acumuladas a 

través de millones de aflios de evolución. pudiéndose encontrar más de 

100 alelos en la población humana. Las moléculas clase 1 del MHC se 

expresan en forma codominante. uno de origen paterno y otro de origen 

materno. es decir. un individuo puede expresa dos moléculas de cada loci 

(HLA-A, -B. -C), por lo tanto, cada individuo presenta 6 alelos diferentes 

(22. 26). 
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La mayoria de los residuos polim6rficos de las moléculas clase 1 se 

localizan en las a-hélices y en el piso de [}-plegados quo forman el nicho 

de unión de péplidos. Las orillas de la cavidad de la molóculas clase 1 del 

MHC encuentran cerrad.as. Los nuevos avances de análisis 

estructurales han revolado que los residuos N- y C- terminales del pépt1do 

están cubiertos o su,etos a las orillas de la cavrdad mediante puentes de 

hidrógeno. los cuales se encuentran en residuos de an11noác1dos que son 

constantes en todas las formas alélicas de las moléculas MHC-1 (57). 

En adición a la interacciones de los extremos N- y C- terminal del 

péptido con los extremos de cavidad en las moléculas. las uniónes 

alélicas especificas son conferida principalmente por numerosos puentes 

de hidrógeno formados en la cavidad de la molécula MHC y a lo largo del 

péptido. Los grupos de aminoácidos de la cavidad que forman los enlaces 

especlficos se denominan ·pockets· estas conformaciones se encuentran 

en el piso de la cavidad formado por las cadenas p-plegadas, y en tas 

paredes de las u-hélices de la cavidad. Los "pockets" varian en 

profundidad, orientación y naturaleza quimlca dependiente del alelo lo que 

le confiere la capacidad de poder unir un péptido particular (Fig. 5) (58). 

Los péptidos también presentan "motifs· que astan orientados hacia 

la cavidad de las moléculas de clase t y son específicos para unirse a un 

alelo especifico. los •motifs· del péptido consisten en dos o a veces mils 

puentes de hidrógeno. sólo los péplidos con los •motifs" caracteristicos 

para cada alelo y del tamai\o adecuado son capaces de estabilizar la 

molécula clase 1 correspondiente. 

Los otros aminoácidos que forman el péptido se asocian en forma 

laxa, lo cual explica porqué, fuera de los "motus·, puede haber una gran 

variabilidad en los aminoacidos presentes en los péptidos inmunogénicos 

(36, 58); por lo tanto, diferentes péptidos pueden unirse a un mismo 

alelo de moléeulas MHC y asl se asegura que siempre se presenten 

péptidos propios. de virus o péptldos provenientes de mutaciones que 

sufra la célula. 

Los péptidos que se unen a moléculas Clase 1 o Clase 11 del MHC 

pueden tener diferente tamarao: de acuerdo a análisis de cristalografla se 
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ha determinado que para las moléculas clase 1 el tamat\o de los péptidos 

es de entre 8 y 12 aminoácidos. mientras que los péptidos que se unen 

a moléculas clase 11 son de un tamai"ao mayor de entre 14 y 18 

aminoácidos (59). 

Un aspecto fundamental del reconocimiento del antigeno por las 

células T auxiliares y T citot6xicas. es que el linfocito se restringe a 

reconocer a un sólo péptido. Estas combínaci6nes. asociadas con la 

amplia diversidad de péptidos que pueden formarse. hacen que el péptldo 

pueda ser reconocido. sólo si está unido a un producto alelico 

característico del MHC. Este fenómeno es llamado Restricción por MHC. 

las bases moleculares del reconocimiento del antfgeno restringido por 

MHC mediante las Células T. han sido demostradas por estudios paralelos 

sobre la estructura del Receptor del Linfocito T (60). 
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Figura s .. A) Vista superior de la cavidad de unión del péplido 

de una molécula HLA·A2. Los números muestran Jos aminoácidos 

•motlfs·. B) RepresentaciOn de la conformación del péptido. La 

figura muestra los aminoácidos '"motirs-. C) Representación 

lateral de la orientación de las cadenas laterales del péptido 

SEV-9. Los residuos P1. P4 y PS del péptido sobresalen de la 

cavidad y son factibles de ser reconocidos por el llnfoc1to coa·. 

Los circulas negros representan el esqueleto de C del péptido. y 

los circulas abiertos representan las cadenas laterales del 

péptldo. A) Tomado de ref. 58, B). C) Tomado de rer. 59). 

B) 
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CAncer Cérvlco-Uterlno (CaCu) 

En México la enfermedad neoplásica que ocupa el primer lugar de 

mortandad es el Cáncer Cérvico·Ulerino (CaCu), que además tiene una 

alta incidencia en mujeres jóvenes en etapa reproductiva (2). 

Desdo el punto de vista epidemiológico hace ya tiempo que se 

estableció que el carcinoma cervical es una enfermedad de transmisión 

sexual. La edad de inicio de la actividad sexual y el nümero de 

compafleros sexuales durante la vida son los factores de riesgo 

independientes més importantes para el padecimiento 

Los estudios epidemiológicos realizados en la década de los 60 y 70 

fueron de gran Interés porque demostraron una correlación entre la 

seroposltividad para el virus del Herpes simple (HSV) y el carcinoma de 

cérvix. El entusiasmo inicial decayó cuando no pudo demostrarse la 

presencia de AON viral en la mayoría de los carcinomas y por la falta de 

pruebas convincentes de una mayor frecuencia de cáncer en estudios 

prospectivos (61 ). 

A) El Virus del P•plllorna humano (HPV) en relación al CAncer C6rvlco-

uterino. 

El CaCu se encuentra asociado en el 90% de los casos a una 

Infección de tipo viral por el HPV tipos 16 y 18 a los que se les ha 

denominado grupo de alto riesgo de infección (62-64). Se ha tratado de 

identificar la relación que existe entre tas diferentes formas de evasión del 

sistema inmune que tienen algunos virus y su relación con 1a progresión 

de enfermedades como el cáncer (62. 65-67). 

El CaCu se ha asociado con etlologia viral. estudios realizados 

desde 1966 encuentran relación de la presencia de algunos virus con este 

tipo de cáncer. Recientemente. se han descrito algunas evidencias 

moleculares. como es la presencia de antigenos virales en células de 

carcinoma cérvico-uterino, lo que apoya la hipótesis. de que el 

desarrollo de esta neoplasia se relaciona estrechamente 

transformación celular por infección con virus (69-70) 

con la 
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Entre los principales agentes virales relacionados con el desarrollo 

de neoplasias se han encontrado: HPV, el Virus del Herpes Simple (HSVJ 

y en menor grado el Citomegalovirus (HCMV). La mayoria do los 

estudios actuales consideran que el HPV es el principal agente etiológico 

def CaCu, además se ha propuesto un papel de s1norgía entre el HSV con 

HPV en el desarrollo do la neoplá510 (67, 69). Estudios de casos recientes 

muestran un mayor riesgo global de cáncer cérv1co uterino en las mujeres 

seropositJvas para el H SV (61) 

De la familia de los HPV se han clasificado mtls de 60 tipos en el 

humano (HPV-1, HPV-60) de los cuales 23 pueden infectar .:il hombre y a 

Ja mujer. pero Jos que más frecuentemente se han detectado son los HPVs 

11, 16, 18 y 31 que están asociados con la transtormac16n de células 

epiteliales del cérvix, asi como las del cuello del útero produciendo 

lesiones denominadas NIC (Neoplasia lntraep1tel1al Cervical) que pueden 

progresar a carcinomas, en la mayoria de las lesiones se a confirmado Ja 

etiologia mediante estudios c1tológicos e histológicos (70~76). Los trpo S 

y 8 están comünmente asociados con ep1dermod1splasias que pueden 

progresar a cáncer de piel (77) (Tabla 1 ). 

Las heridas pequeñas y las abrasiones exponen a las células 

basales a Jos HPV que son las mas susceptibles a la infección en el 

epitelio escamoso estratificado Los HPV se unen a diferentes tipos de 

células epiteliales; Jo que sugiere que el tropismo no so debe a receptores 

de superficie de un solo tipo celular 

Los virus que pertenecen a la familia del Papilfoma tienen una 

estructura compuesta por una doble cadena de ADN que contiene 

aproximadamente B,000 pares de bases. El genoma viral codifica para dos 

clases de proteínas tempranas (en ingles: early proteins) llamadas E1 y 

E2. cuya función es la de regular Ja replicación del ADN y ARN viral: las 

proteínas que intervienen en la transformación celular son E4, ES. E6 y 

E7. Otra clase de proteinas codificadas se denominan "tardias" (en ingles: 

late proteins) llamadas L 1 y L2. las cuales son requeridas para el 

ensamblaje de partículas virales infecciosas de Ja cápside (67, 77-78). 
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Tabla 1 _Tipos de HPV en varias lesiones. 

Tipo de lesión 

Piel 

Verrugas 

Quiste epidermoide 

Verruga de Carnicero 

Epidermodisplasia verruciforme 

Cambios bowenoides 

Tipo de HPV 

1-4,10,26,29,38,41,49,57 ,63, 

65 

60 

2,7 

2.3, 10,5,8,912, 14, 15, 17. 19-

25, 35, 47,50 

16,34,35 

Carcinoma de células epldermoides 5,8, 14, 17 ,20,41,47 

Genital 

Condiloma acuminado 

Neoplasia intraepllellal 

Carcinoma 

Tumores de cabeza y cuello 

Papilomatosis 

Hiperplasia epitelial focal 

Carcinoma 

6, 11,42,44,51,53,55,58,67 

6, 11. 16, 18,26,30,31 .33.35,39 

40,42,43,45,52, 52. 56-

59,61 ,62.64 

6.11. 16, 18,31,33,35,39,45,51 

52,54.56,68,66 

2,6,7, 11,32,57 

13,32 

2,6,11,16,18,30 

La protefna E1 se une a la AON a.·polimerasa e inicia Ja replicación 

del AON; E2 es un factor de control trnnscripcional con propiedades de 

unión al AON; ES es un activador del Receptor para el Factor de 

Crecimiento Epidérmico (EGFr) y del Receptor del Factor de Crecimiento 

Derivado de Plaquetas (PDGFr), inhibe la acidificación de endosomas y 

regula negativamente la expresión de moléculas clase 1 del MHC (79). 
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EJ AON viral existe en un estado episomal en la mayoria do las 

verrugas y displasias del cérvlx. Sin embargo, en los carcinomas el 

genoma viral suele integrarse a Jos cromosomas de la célula huésped, En 

la transformación maligna relacionada con el HPV. el ADN viral se íntegra 

al AON celular, lo que ,-esulta en la ruptura de g,-andes f,-agmentos del 

genoma v;raf, perdiéndose normalmente los genes L 1 y L2 y afgunos 

genes tempranos (E 1 y E2). quedando .solamente los segmentos E6 y E7 

como zonas de apertura de lectura frecuentemente encontrados 

carcinomas (61. 72. 79) 

Los determinantes antigénicos que son compartidos por todos los 

HPV's probablemente están localizados en la superf1c1e interna del \lirton 

(estructura intectante del virus) y esran dtspon1t>les como 1nmunógor1os 

después de la fragmentación de la cáps1de 

Mediante pruebas inmunoquimicas qye emplean suero especH1co 

se ha demostrado el patrón de distribución del anttgeno de las particulas 

virales. Ftnafmente. Ja detección del ARN viral en algunos tipos de cancer 

y tineas cetulares derivadas de CaCu hace sugerir que para que se 

manifieste este cáncer deben expresarse continuamente los gones 

vírales transtormantes u oncogenes del HPV; en parttcular E4, E5. E7 Y L1 

que están involucrados en la repltcación del virus y en la transformación 

celutar (74. 79), 

Los mecanismos mediante los cuafes los HPV por si solos o 1unto 

con otros cotactores actúan para transformar células ep•telt.ales 

anogenitales no han sido definidos; sin embargo. se ha demostrado que la 

acción viral altera el comportamiento celular mediante la activacíón de 

genes celulares por mutación o carcinogénesis de mane.-a similar o la 

producida por sustancias quimicas (70). 

BJ Inmunidad humorat hacia CaCu. 

Actualmente se tiene un progreso sustancial en el entendimiento de 

la inmunidad humoraJ hacia neoplasias relacionadas etiológicamente con 

HPV. Varios investigadores han confirmado la presencia de anrlcuerpos 
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contra proteinas E7 de HPV-16 y HPV-18 encontrados frecuentemente on 

suero de pacientes con cáncer cervical (80-82). 

Paralelamente, se héln detectado anticuerpos contra la protelna E2 

de HPV-16 y HPV-18 (83) . así como de E4 (77) y E6 (84) de HPV-16 en 

suero do pacientes con CaCu La presencia en suero de anticuerpos 

contra la E7 del HPV-16 se asceta en forma estrecha con un mayor riesgo 

de cáncer cérv1coutenno y se correlaciona con el estadio de la 

enfermedad (61). Estos estudios han permitido sugerir que algunas de 

estas protoinas virales son 1nmunogén1cas y pueden representar los 

blancos especificos de la vigdanc1a inmune hacia tumores relacionados 

con HPV (67). 

Sin embargo. el papel potencial de 1nmunoglobullnas especificas 

hacia HPV-16 o HPV-16 como 1nd1cadores de infecciones relacionadas al 

virus o como signo de 1n1c10 de cáncer. ha sido controvertido. ya que la la 

variedad de estos resultados puede ser debida a los diferentes tipos de 

antigenos estudiados, los diferentes metodos de doteccc1on empleados. 

la selección de las muestras usadas. la odad de la pac1onto, el nivel de 

estrógenotprogesterona, el hábito de tabaquismo y la cantidad de muestra 

de inmunoglobullna sé rica hacia HPV. Otro factor que influye es que la 

recurrencia de la enfermedad a menudo relaciona con tipos 

adicionales de HPV, implicando que múltiples virus residen de forma local 

y que virus adicionales pueden contribuir a una nueva enfermedad y por 

tanto. a ta expresión de otros antigenos. Debido a estas variaciones. los 

resultados serológicos deben ser interpretados con precaución (85-66). 

C)lnmunidad Celular hacia C.aCu 

La respuesta inmune mediada por células, ha sido demostrada en 

lesiones de piel con infección de HPV 5 y 8 (84) y 

linfoproliferativa In vitro (87-88). 

en respuesta 

El entendimiento de la imnunidad mediada por células hacia 

infecciones de HPV ha sido facilitado por la identificación de epitopes 

provenientes de HPV que se unen a las moléculas Clase 1 y 11 del MHC 
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(67). Por otro lado varios grupos han identificado epitopes para linfocitos 

T CD4• en proteinas de HPV (89). 

Al encontrarse muy relacionada la presencia de HPV con neoplasias 

cervicales, y aunque ol desarrollo de malign1zací6n problamente 

multifactorial. se ha tratado de ident1f1car la relación que tiene este tipo 

de virus con la interferencia en el procesam1anto y presentación de 

antígenos en el contexto de Moléculas clase 1 del MHC para poder evadir 

al sistema inmune. 

Estudios enfocados hacia la respuest<l inmune local, en tejido 

cervical infectado, han demostrado una d1sm1nuc1on en el número de 

células presentadoras profesionales en verrugas producidas por infección 

con HPV; Además se ha demostrado que la densidad de células de 

langerhans y macrófagos es reducida en comp;:irac1ón con el tejído normal 

de pacientes con Ca Cu y que esta anormalidad parece estar 

correlacionada con el estadio de la enfermedad 

Se han encontrado alteraciones muy s1gn1f1cat1vas en la expresión 

de ta moléculas de clase 1 y clase 11 en lesiones 1ntraep1telaales de cérv1x 

así como en carcinomas y que la prevalec1a de t--IPV tipo 16 y 18 se 

incrementa con la severidad do la tes1on (90~92) Una caracteristica 

importante observada en estudios realizados en tumores pnmarios y sus 

propias metástasis es la d1sminuc1ón de moleculas clase 1 del MHC en la 

membrana celular y de celulas 1nmunocompetcntes 1nf11trantcs conforme 

aumenta el estadio 1nvas1vo del tumor (93) 

También se han publicado que en cáncer cérv1co uterino algunos 

alelos de moléculas clase 1 son más afectados en su oxpres16n que otros, 

lo cual atribuible que posiblemente los alelos regulados 

negativamente en las células neoplásicas presentan antigenos que pueden 

ser reconocidos por el sistema inmune (89, 94). 

Se han dado a conocer estudios de diferentes tipos de cáncer en 

donde se encuentra que la pérdida de expresión de moléculas clase 1 del 

MHC está relacionada con la perdida de expresión de TAP-1 y esto a su 

vez con el grado de malignidad (95). 
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En algunos caso el TAP-1 muestra mutaciones (un cambio de un 

aminoacido: Arg por G•n) y que al ser transfectada 1a linea ce\ular con 

un TAP-1 normal se observa un restablecimiento de mo\eculas clase 1 en 

la membrana celular (96). También so ha reportado en cáncer de prostata 

bajas cantidades de ARNm para el TAP-2 (97) 

También se han encontrado otros tipos de carcinomas humanos en 

donde se ha detectado una ba1a expresión de ARNm para las proteina 

TAP-1 y TAP-2 junto con la baja ex:presión de las subun1dades del 

proteasoma LMP-2 y LMP-7 (9B). 

En carcinomas cervicales se ha publicado que ta ba¡a expresión o 

pérdida total de moléculas de clase 1 del MHC se encuentra estrechamente 

relacionada con la ba¡a ex:presión o pérdida de TAP-1 y que en la mayoría 

de tos casos esta regulac16n negativa es selectiva hacia algún alelo en 

particular encontrá.ndose normalmente los alelos dol HLA -B y -A y menos 

afectados los alelos -C. y que ta perdida de expresión de TAP-1 y de 

MHC-1 es más notoria conforme aumenta el grado de agres1v1dad de la 

enfermedad (99-101), también se ha obsevado que ta regulación negativa 

de la expresión de moléculas clase 1 del MHC en carcinomas cervicales 

aparentemente es controlada post-transcnpc1ona1mentu. y esto se ha 

tratado de relacionar con el papel quo pueda llevar cabo et HPV-16 (102) 

Por otro lado, en el laboratorio de D1ferenc1ac1on Celular y Cancer 

de ta F .E.S. Zaragoza se cuenta con dos lineas celulares de Carcinoma 

Cérvico-utef"ino denominadas CaLo e lnBI las cuales fueron derivadas de 

dos diferentes pacientes. CaLo establec10 de un carcinoma 

epidermoide de CaCu estadio clin1co llB e tnBI de un carcinoma 

epidermoide de CaCu estadio clínico IVA (103). y mediante pruebas 

moleculares se ha encontrado la presencia de Papilomavirus 1 B en ambas 

lineas. Asimismo, a estas líneas se les tiene tip1f1cado su haplotipo de 

histocompatibilidad Clase t (Tabla 2). 
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Tabla 2. Haplollpo de histocompatibllidad MHC-f en fas lfneas de CaCu 

CaLo e fnBI. 

Linea celular Alelos expresados de 

HLA-1 

Ca Lo HLA-A26 

HLA-A26 (-A68) 

HLA-827 

HLA-878 

HLA-Bw6 

HLA-Bw4 

HLA-Cw1 

HLA-CwS 

lnBI HLA-A 11 

HLA-Aw33 

HLA-848 

HLA-839 

HLA-Bw6 

HLA- Cw3 

HLA-Cw4 
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HIPOTESIS 

Es conocido que la baja expresión de moléculas clase 1 del MHC en 

cáncer cérvico-uterino (CaCu). está estrechamente relacionada con la 

pérdida o deficiencia en la expresión de las moléculas Transportadoras 

Asociadas al Procesamiento de Anligenos (TAP-1 y TAP-2), las cuales 

proveen de péptidos a las moléculas clase 1 del MHC para su ensamble y 

presentación. 

Por otro lado. se cuenta con las lineas de CaCu CaLo e lnBI que 

tienen una expresión alélica d1forencial de sus moléculas clase 1 del MHC 

en membrana, en donde los alelos HLA-827 en Ca Lo y HLA-A 11 en lnBI 

son pobremente detectados. y su expresión es incrementada en presencia 

de péptidos s1ntét1cos y a una temperatura de 26<>C, sugiriendo una 

dcf1c1encia en el aporte de pépl1dos mediado por TAP·s. En consecuencía 

se espera poder incrementar la expresión do tas moléculas clase 1 del 

MHC y en particular la de los alelos 827 (Ca Lo) y A 11 (lnBI) en la 

membrana celular mediante el uso de TAP"s humanos funcionales. 
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OB.JETIVO GENERAL 

Analizar la expresión de moléculas clase 1 del MHC en las lineas celulares 

de CaCu CaLo e lnBI antes y después de la transfeccí6n con las Moléculas 

Transportadoras Asociadas al Procesamiento de Antigeno TAP-1 y TAP-2 

OB.JETIVOS PARTICULARES 

Analizar la expresión de los TAP"s en las lineas celulares CaLo e INBI. 

Determinar el papel de los TAPs humanos funcionales exógenos sobre la 

expresión de moléculas Clase 1 del MHC en las linea.., CaLo e lnBL 



MATERIAL Y METODO 

Cultivo do Lfnoas Celulares 

Las líneas celulares se cultivaron de manera individual en botellas 

de 175 cm 2 (Nunclon. Dinamarca) con 200 mi de medio RPMl-1640 

suplementado con Suero Fetal de Bovino (SFB) (Apéndice 1) Los cultivos 

celulares se mantuvieron en una incubadora (Forma Scientific. Ohio USA) 

al 5% de C02, temperatura do 37ºC y una atmósfera de humedad a 

punto de recio (104). estas condicíones se utilizaron siempre para todos 

los cultivos. 

Obtención do Medio Condicionado do Hibridomas (MC) 

Los anticuerpos utilizados para la detección de moléculas clase 1 del 

MHC fueron obtenidos a partir del Medio Condicionado (MC) por el cultivo 

de los hibridomas PA2. 1. A 11 1 M. 827 M 1 y SFRB-86 (American Tissue 

Cell Culture, Tabla 3) El h1br1doma V\/6/32, que reconoce la porción 

constante de todas las n1oleculas clase 1 del MHC, fue donado por el Dr 

Gerld Moldchauer del Centro de lnvost1gac1ón en Cáncer en Heidelberg. 

Alemania. Los h1br1domas se cultivaron de manera 1nd1v1dual en botellas 

de 175 cm: (Nunclon. Dinamarca) con 200 mi de medio RPMl·1640 

suplementado con SFB Ba¡o las cond1c1ones antes dcscntas 

Despues de 4 5 dias de cultivo se efcctuo la resiembra. 

centrifugando a 500 g La suspensión cP.lulnr durante un tiempo de cinco 

minutos. Una vez realizado osto. se colectó el MC en un rec1p1ente estéril 

y ámbar para evitar el paso de la luz Los botones celulares fueron 

resuspend1dos con el medio de cultivo. se cuanttf1có la v1ab1l1dad celular 

con azul de tnpano (Sigma.USA), (el cual tiene la propiedad de teñir las 

células que han sufrido ruptura de su membrana plasmática). y un 

hemocitómctro Se resembraron aproximadamente de 1x10~ a 2x10 8 

células vivas en botellas de 175 cm: (Nunclon. Dinamarca) (105). 
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TABLA 3. Alelos presentes en las líneas celulares CaLo e lnBI. 

HIBRIDOMA ALELO OUE LINEA CELULAR 

RECONOCE 

W6/32 PORCION CONSTANTE CaLo e lnBI 

DE LAS MOLECULAS 

MHC-1 

PA2.1 HLA-A28 (-88) Ca Lo 

A11.1M HLA·A11 lnBI 

B27.M1 HLA·B27 Ca Lo 

SFR8-B6 Bw6 CaLo e lnBI 

*el anticuerpo ~A2.1 cruza con el alelo HLA·A68 

Crlopreservaclón de las Lineas Celulares 

Con la finalidad de preservar de manera indefinida tas lineas 

celulares de CaCu. hibridomas y los clones transfectados de las lineas 

celulares se procedió a realizar la técnica de criopreservación. Esta se 

llevo a cabo colectando las células que se encontraban en fase de 

crecimiento exponencial. Las células se colectarón en vial de 

criopreservaclón (Nalgene,USA) a una densidad de 1-2x10• cels/ml en 1 mi 

de medio de congelación (Apéndice 2). Después de que las células entran 

en contacto con el medio de congelación los viales se colocarón a -7o•C y 

posteriormente fueron congelados a -190°C en nitrógeno liquido (105). 
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Transfecclón de la Ltnoas CaLo e tnBI con TAP-1 y TAP-2 utilizando el 

M6:todo do Fosfato do Calcio. 

La preparación del ADN para la transfección se realizó de la 

siguiente manera: se colocaron en un tubo cónico de 1 S mi 119µ1 de agua 

estéril en seguida se colocaron 100 µI de plásmido pCOMS que contenía 

el ADNc (ADN complementario) de TAP-1 y TAP-2 junto con el gen de 

resistencia para Neom1cina G-418. 

Enseguida se ad1c1onaron 31 µI de CaCl:r 2M (Apéndice 3) y 250 µI 

de Solución amortiguadora de HBSP 2X (Apéndice 4). y lentamente se 

llevó a cabo una mezcla suave. 

La mezcla se deJ6 precipitar durante 1 S min a temperatura ambiente y 

al final de este tiempo la solución se tornó ligeramente turbia. 

A continuación et precipitado fue mezclado por pipetéo suave y se 

adicionó de manera lenta en ta caja de cultivo que contenía las células La 

transfección se llevó a cabo con un número aproximado de 3x10'5o células 

adheridas al sustrato Las células se incubaron con esto medio durante 4 h 

Después de los primeros 10 man de incubación, se examinaron las células 

en un microscopio invertido para detectar un fino precipitado visible 

encima de las células 

Después de lavar a las células con medio RPMl-1640. se colocaron 

en medio suplementado (Apéndice 1) durante 48 h en una incubadof"a con 

las condiciones de humedad, C02 y temperatura antes descritas. Después 

para seleccionar las células que incorporar6n el plasmido se cultivaron en 

medio suplementado (Apéndice 1) adicionandose el antibiótico Geneticina 

(G-41 B) (Apéndice 5) ( 1 OS). 

Obtención y Tranferencl.a do ARNm par.a TAP-1 V TAP-2 

Para detectar el nivel de expresión de TAP-1 y TAP-2 en las células. 

utilizaron las células CaLo e lnBI sin transfectar y transfectadas con 

TAP·s. La linea celular HeLa se utilizó como control positivo de la 

expresión de TAP" s 
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La extracción de ARNm se realizó con ayuda da un kit ARNid~ PLUS 

(BIO lnc.USA) , se colectaron 2x10 1 células de cada linea, a cada botón 

celular se le agregó 0.5 mi de solución de lisis conteniendo tiocionato de 

guanldina y se resuspendlo En seguida se le agregó o. 5 mi de una 

solución de fenal écido y se agitó en un vortex. Se le adicionó 0.5 mi de 

ctoroformo-lsoamillco y se rosuspendió fuertemente, 

en hielo durante 1 5 min . 

Pasado este tiempo centrifugó por 20 

colocó la mezcla 

2500 g una 

temperatura de 4ºC. Se recuperó con cuidado la fase superior acuosa en 

la cual se encuentra el ARN disuelto. Se adicionó nuevamente medio 

volumen de cloroformo-isoamllico, se centrifugó medio minuto y se 

recuperó la fase superior. Se adicionaron 20 µ1 de Matriz para ARN, se 

resuspendló con una agitación vigorosa 

temperatura ambiente por 10 min 

Transcurrido el tiempo se cent,.ifug6 

v6rtex y se incubó a 

minuto a 2500 g y se 

desechó el sob,.enadante. Al boten de matriz se le adicionaron 500 µI de 

solución de lavado, se resuspend1ó la mat,.iz y se centf'"ifugó a 2500 g. Se 

eliminó el sobrenadante repitiéndose 2 lavados más. 

Terminando los lavados se resuspendió la matriz en 30µ1-100µ1 de 

agua esté,.il tratada con Dietil Piroca,.bonato (DEPC) (Apéndice 6). Se 

incubó a 56ºC por 10 min, se centrifugó para recupe,.a,. la fase acuosa, se 

repitió el lavado con agua recupe,.ándose la fase asuosa nuevamente y 

finalmente se procedió a cuantifica,. a 260 y 280 nm el ARN y p,.otelnas 

,.espectivamente. (106). 

Se tomaron de 20 a 30 ~ig de ARN preparado en Solución 

amonlguado,.a pa,.a ARN (Apéndice 7), y se realizó una electroforesis en 

un gel de agarosa al 1 % con formaldehido (Apéndice 8) utilizando 

Solución Amortiguadora de Elect,.ofo,.esis (RB) 1 X (Apéndice 9) prepa,.ado 

en agua tratada con DEPC. También se incluyeron en la electroforesis los 

pesos molecula,.es control. Terminada la electroforesis, se obse,.vo el 

patrón de bandeo del gel a t,.avés de un p,.oyecto,. de luz UV. 

Se colocó el gel en una cáma,.a adecuada, sobre 3 tiras de papel 

Whatman humedecidas p,.eviamente 10 min en Solución Amortiguado,.a de 
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Citratos (SSC) 2X (Apéndice 10), se eliminaron las burbujas de aire que se 

forman entre el gel y el papel. se colocó una membrana de nylon sobre el 

gel previamente humedecida con agua durante 5 m1n y se eliminaron las 

burbujas de aire. 

Se colocaron onc1ma 4 pedazos de papel Whatman y papel 

absorbente necesario (una altura aproximada do 4 cm). Se colocó una 

placa de vidrio sobre los papeles absorbentes y un peso de 500 g Se dejó 

la transferencia durante toda la noche Terminada la transferencia, se 

removió el papel absorbente y el filtro Sobre el nylon se marcó con un 

lápiz la posición de los carriles, se lavó la membrana con SSC 2X, so dejó 

secar entre dos papeles filtros secos. 

Se horneó durante 2 h a 80"'C, después se procedió a prehibridar 

con solución de hibridación (Apéndice 11) de 2·4 ha 42"C. 

Marcaje y Preparación de sondas 

Se colocaron 25 ng de la ADNc. en ba"o de maria hasta hervir 

durante 10 min, do inmediato se pasaron a hteto. se agregó 1 J.tl de cada 

uno de los nucleotidos: dATP 10 mM, dGTP 10 mM. y dTTP 10mM. 20 J.d de 

solución de prtmers (secuencias 1nic1adoras do la pollmer1zac1ón); s,.,1 de 

a.·dCTP (P;"'> y el agua suficiente para completar 49µ1 

Enseguida se adicionó la enzima Klenow, se mezcló y centrifugó 10 

segundos, se dejó incubar durante 2 h a 37°C Terminado el tiempo de 

incubación se eliminan los nucleót1dos y la marca no incorporada, la 

mezcla se pasó por una columna de Sephadcx G·SO (Apéndice 12) 

preparado con Amortiguador T.E (Apéndice 13), la muestra obtenida al 

final de la columna se llevó a 100 ~d con Amortiguador TEN (Apéndice 14) 

se hirvió durante10 min. 

El resultante se agregó a las membranas donde previamente se 

transfirió el ARN. dejándose hidridar toda la noche a 42 .. C Después se 

lavó la membrana 2 veces a 42"C con SSC2X/SDS O. 1 % durante 1 S min. 

otras 2 veces a 65°C con SSC 1 XISDS o. 1 º/o durante 1 5 min . y una vez a 

65°C con SSC 0.1 XISDS O. 1°/o durante 15 min (Apéndice 15). Finalmente 
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se envolvieron en una membrana ptasUca Kleen pack y se expuso en 

un cassette con una pellcuta autoradiográrlca X-OMAT Kodak (Sigma. 

USA) durante 24 h a -70ºC. Transcurrido este tiempo se reveló la peHcuta 

(105). 

Controle• positivos 

Para tener un patrón normal de la expresión de moléculas clase 1 del 

MHC se utilizaron como controles positivos c•lulas epiteliales de cérvfx 

normal. P•r• ello. se obtuvieron biopsias de hiaterectomias realizadas en 

el Hospit•I Generel de Zona Troncoso (l.M.S.S.). Las biopsias se 

disgreg•ron con una solución de Verseno (Apéndice 16) y se sembraron en 

botell•s de 175cm2 (Nunclon. Oinamanrca) con medio suplementado (10•). 

Control Neg•tlvo 

Se utilizó la fine• celular linfoblástlca denominada T2. la cual fue 

derivad• por fusión de linea celular mutante linfoblastoldea 

denominada LCL 721. 174. la cual tiene una delación en Ja región clase 11 

del MHC y por Jo que carece de expresión de los TAP·s, por Jo tanto. 

normalmente no tiene expresión de MHC-1 en la membrana: pero expresa 

algunos alelos (HLA-A2) (44). la linea se cultivó en medio 

suplementado (Apéndice 1) y con las condiciones antes mencionadas de 

cultivo para todas las lineas celulares. 

Citofluorometri• de Flujo 

Para analizar la expresión de moléculas MHC--1 y sus alelos en las 

lineas de Ca Cu se realizó Ja técnica de· cilofluorlmetrfa de flujo. Después 

de despegar a Jas células se centrifugaron a 500 g por 10 min • después 

se lavaron con 10 mi Solución A'~orÚQu;.·do~~ de Fosfatos (PBS) pH 7.2 

(Apéndice 17). se resuspendieron 5 ~mi en PBS suplementado con SFB 

(Apéndice 18). la viabilidad celular se cuantificó con azul de tripano. 

Para los ensayos de detección de· moléculas clase 1 del MHC se 

utilizaron 500.000 células. las cuales se sembraron en placas de 96 pozos 
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(Nunclon. Dinamarca). se centrifugó la placa o 500 g durante 5 min y se 

eUmln6 et sobrenadante por medio de vaeio, ensegulda se agregaron 100 

µt del medio condicionado producido por los diferentes hibridomas y que 

reconoce a los diferentes alelos. 

Se lncub6 durante 30 min a una temperatura de 4°C. Una vez. que 

transcurri6 este tiempo se centrifugó a 500 g realizandose dos lavados con 

100µ.I de PBS-al 2% de SFB. A cada botón celular se le adlcion6 una 

solución que contenía 1mg/ml del anticuerpo secundario que estaba 

marcado con isotiocianato de fluoresceina. este anticuerpo reconoce ta 

regi6n Fe del anticuerpo primario. 

Después de incubar 30 min a 4\ºC: se centrifugó a 500 o y se lavó 

dos veces más. adicionándose al final 300 ...,, • cada pozo de yoduro de 

propidio (Apéndice 19) diluido en PBS al 2% de SFB. 

Finalmente se leyeron las muestras con ayuda de un Facs (Beckton 

Oickinson.U.S.A.). Para caltbrar el Facs se utilizaron las lineas celulares 

sólo incubadas con el anticuerpo secundario. Para analizar la expresión en 

membrana del total de moléculas MHC-1 se utilizó et anticuerpo 

monoclonal WB/32. el cual reconoce a todos los aletos de MHC-l. (A. 0 y 

C). Para el análisis alélico se uh1i1izaron los anticuerpos monoclonales 

especificas. Los ensayos de eitometria de fluio se realizaron 8 veces. cada 

vez se utilizaba un duplicado. para tener una anás\isis cuantitativo. 

Técnica de lnmunocitoquimica 

En esterilidad y e.amara húmeda. se sembraron 50.000 células 

contenidas en BO .-.l de medio suplementado eon SFB (Apéndice 1), en un 

portaobjetos tratando de formar un extendido uniforme sobre el 

portaobjetos sin escurrir por tas orillas. Se dejO adherir durante de 6 a 10 

h en un ambiente a1 5% de C02 y 37°C. 

Cuando 1a células estuvier6n adheridas a1 portaobjetos se tes 

e1imin6 el medio y se tavai-on con PBS pH 7 .2 a temperatura ambiente. 

después se fijaron en acetona a -20'"C durante 10 min • se dejaron secar· 



a temperatura ambiente 2 min 

posteriores. 

y se guardaron a -70ªC . los para 

Las células no adherentes (T2). se dejaron secar en una cámara 

seca a 40ª C el tiempo necesario, después se fijaron con acetona. Para 

empezar la técnica de inmunocitoquimica se descongelaron las placas y 

se colocaron 10 min a temperatura ambiente. Se lavaron con PBS, las 

células se permeabilizaron con 80µ1 de tritón (Apéndice 20) (detergente 

que nos permite solubilizar la membrana de las células) durante 30 min a 

temperatura ambiente. 

Transcurrido el tiempo se lavaron con PBS. enseguida so bloqueó 

con 80~1 de peroxidasa endógena (Apéndice 21) (para eliminar enzimas 

que pudieran degradar nuestro epitopo) durante 5 min temperatura 

ambiente, las placas se lavaron con agua destilada y con PBS. Se bloqueó 

con Amortiguador de Coulter-SBF (Apéndice 22 y 23) a 37° C 30 min 

Transcurrido el tiempo se decantó el exceso do Amortiguador de 

Coulter-SFB. y se colocaron BO•d del anticuerpo pnmario (Apéndice 24) 

durante 17 h a una temperatura de 4ºC. Después se dejó a temperatura 

ambiente durante 1 h. Se lavaron las laminillas con PBS. despues se 

incubaron con 100 •" del anticuerpo secundario (Apéndice 25) a 37º 60 

min Por otro lado, trancurridos los primeros 30 rn1n de la 1ncubac1on con 

el anticuerpo socundano, se preparó en cond1c1onos trias y protegido de la 

luz el compleJo ABC (Apéndice 26). cuando terminó el tiempo de 

incubación con el anticuerpo secundario se lavaron las larn1n1llas con PBS. 

enseguida se adicionaron 75pl del compleJo ABC y se incubó a 37•· C por 

30 min 

Se lavó con PBS y se proced10 con el revelado con D1am1no 

Bencidina (DAB) (previamente disuelta en su amortiguador Apéndice 27 y 

28). de la siguiente manera se colocaron en cada laminilla 1 OO•d de OAB-

H 2 0 2 (Apéndice 29) durante 30 segundos temperatura ambiento 

observandose un tono café en las placas. enseguida se eliminó el exceso 

de DAB por decantación sobre papel absorbente, las placas se lavarón con 

PBS. Posteriormente se procedió la contratinc16n utilizando 
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Hematoxilina de Harris durante 30 segundos. se eliminó el exceso de 

colorante con agua corriente de la llave. Después de la contratlnción se 

llevó a cabo la deshidratación en alcoholes graduales de 30%, 50%, 70%, 

90% 100%. 1:1 ( Xilol:alcohol). 2 min cada uno, se pasaron a Xilol puro 5 

mln para aclarar y finalmente se montaron con resina. Los ensayos de 

inmunocitoquimlca se realizaron 6 veces con la finalida de poder realizar 

un análisis cualitativo en la expresión de moléculas clase l. 
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RESULTADOS 

Las lineas de CaCu CaLo e lnBI expresan ARNm do TAP-1 y TAP-2. 

Con la finalidad de saber si las lineas CaLo e lnBI expresaban 

ARNm de las subunidades de TAP·s, se realizó un análisis de ARNm. 

dando por resultado que ambas lineas expresaron las subunidades TAP-1 

y TAP-2 de manera similar al control (HELA). El cultivo con 100 U de INF-y 

durante 46 h. permitió un incremento en la expresión de ARNm para 

ambos TAP"s (Fig 6). 
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Figura 6. Expresión de ARNm para las proteínas TAP-1 y TAP-2 en las 

lineas CaLo e lnBI. 
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La transfeccJón con TAP·s afectó parcialmente Ja oxproslón do 

moléculas claso-1 en las lineas do cáncer c6rvlco-uterino Ca Lo o lnBI. 

Con el propósito de evaluar el erecto de los TAP"s sobre la 

expresión de moléculas MHC-1 en las lineas celulares CaLo e lnBJ, se 

llevó a cabo las transrección de ambas lineas con las subunidades de 

TAP·s (TAP-1 y 2) por medio del plésmido pCOMB. Cabe mencionar que 

los insertos de AONc que codifican para las subunidades de TAP-1 y 

TAP-2. han sido utilizados en el reestablecimiento de Ja expresión de 

moléculas MHC-1 en la lfnea celular linroblá:stica T2. la cual carece de 

ambas subunidades de TAP·s ( 44). 

De tas células transfectadas se lograron seleccionar dos 

poblaciones resistentes al antibiótico G-418: una población para la linea 

CaLo y una para la linea lnBI. 

A) Expresión de moléculas Clase del MHC Ca Lo y CaLo 

transtectadas. 

El análisis de citometrfa de Uujo utilizando el anticuerpo WB/32 en 

CaLo y CaLo transrectada, permitió observar un aumento en la expresión 

de moléculas clase 1 del MHC. Ja linea transrectada aumento en un 148% 

con respecto a la linea sin transrectar (Grar.1). 

El análisis de la expresión de los diferentes alelos HLA·A, B en 

CaLo permitió observar un Incremento dUerencial. ya que para el caso del 

alelo A68 se observó un aumentó del 134% en la linea transrectada con 

respecto a la linea no transrectada; mientras que para el aJelo·Bw6 Ja 

expresión sólo aumentó en un 64%. El alelo 827 no presentó cambio en la 

expresión en la linea transfectada comparada con la no transrectada 

(Grar. 2). 
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Gráfica 1. Exp,.esión total de moléculas del MHC-1 en la membrana de 

CaLo y CaLo rransfectada con TAP"s utilizando el anticuerpo monoclonal 

W6132. 
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Gráfica 2. Expresión de moléculas del MHC-1 de nlgunos /os ulelos en la 

membrana de la linea celular CaLo y CaLo transfectada con TAP's. 
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En adición al análisis por cltometrfa de flujo se realizaron ensayos 

de lnmunocitoqufmica. en donde al detectar el total de moléculas clase 1 

del MHC mediante el anticuerpo W6/32. se encontró que 

aproximadamente el 50% de fas células sin transfectar mostraban tonuo 

tinclón al revelarse con DAB. y aproximadamente 15% mostraban fuerte 

Unción. y el resto eran negativas (Flg. 7). 

Dado que una gran proporción de células de la linea CaLo resultaron 

con Unción débil o fueron negativas. se procedió a la permeabilización de 

las células con tritón al 0.1% con la finalidad de poder detectar 

moléculas clase 1 del MHC a nivel intracelular. De esta manera, se pudo 

constatar que ra mayoria de las células presentaban una tlnción tenue 

alrededor del núcleo (Fig. 8). 

En Ja población de células CaLo transfectadas con TAP·1 y TAP-2, 

se observó que en la membrana un 60% de las células mostraban Unción y 

el restante mostraba una tinción tenue (Fig. 9 ). Al permeabilizar las 

células CaLo transfectadas, se observó una tinción tenue en la región 

periférica al núcleo en el 80% de las células y el resto de las células 

mostraron tinción fuerte en esa región. lo que indica que aún después 

de la transfección se encuentran retenidas una cantidad considerable de 

moléculas clase 1 MHC en algün lugar de los compartimientos por donde 

las moléculas viajan (RE y Golgi) (Fig. 10). 
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Figura 7. Expr-es16n de moleculas do/ MHC·I en la n1embr-ana de Jas 

células CaLo [40X} La l1nc1on tuerto solo so observo •.?n algunas celulas 

(A), y en la mayoría do las celulas no se observo t1nc1on (8) 

Figura a_ Expr-e51on de niril•!cul ¡.-, cJ•:J r.H!C-J f!n Cl-~ltJl:t'". dt.• l;i li!H~a CJLo 

Per-moab1fizada (40XJ Obsr:>r,...•-"s•· -~uc· t;1 n1.-:.iyon:1 dt:! /;;}.-, CPJul;:i~. presentan 

tinción intracelular alrerjr!Uor ele! r1ucl•~o ¡,\¡ 
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Figura 9 Expresión de moleculas del Ml-1C 1 en la linea CaLo transfectada 

con TAP-1 y TAP-2 (40X] Obsérvese el aun1ento conc;1derable do t1nc1on 

en Ja mayor-ia de las células 

' 
.• 

-
·. 
. .,....,_ 

Figura 10. Expres1on dü moleClila~ ... dul MHC-1 r..!n celulélc; permoab1l1:.adas 

de la línea Ci1LO transfuctada con TAP-1 y Tr,P-2 [40XJ r:n nlgunas de las 

células transfectadas ¡Jun sn enconlro t1nc1on 1ntr.,celular (A) 



B) Expresión de moléculas Clase 1 del MHC en lnBI y lnBI transfectada 

La expresión total de moléculas del MHC-J en Ja membrana de las 

células lnBI transtectadas, mostró un aumento del 101% en relación a la 

células sin transfectar (Graf. 3). 

Al analizar la expresión de Jos alelos HLA-A11 y -Bw6 mediante 

citometrfa de flujo, se observó que el alelo A 11 no mostró cambios en su 

expresión aún despues de las transfecclón, mientras que el afelo Bw6 

tuvo un aumento del 42% en la linea transfectada con respecto a la linea 

sin transfectar (Grar. 4). 

Al igual que en Ja linea CaLo. en la linea lnBI e lnBI transfectada 

también se realizaron ensayos de lnmunocltoquimica. En la linea no 

transfectada se observaron muy pocas células con tinción 

(aproximadamente el 20%) dividiéndose entre las que presentaban una 

marcada Unción (10%) y el resto débll, mientras que la gran mayoria de las 

células no mostraron tinci6n (Fig. 11). 

Al realizar la inmunocitoqulmica con células permeabilizadas se 

encontró que la mayoria de las células mostraron una tinci6n tenua, y una 

pocas una tinción fuerte alrededor del núcleo (Fig. 12) 

En la lfnea lnBI transfectada con TAP~1 y TAP-2, se observó un 

notable aumento de la tinción en membrana de aproximadamente el 90%. 

y el restante presentó tinción tenue (Fig 13). Al permeabilizar las células 

lnBI transfectadas, se detectó que un gran porcentaje de las células 

segufa mostrando tinción fuerte alrededor del núcleo (Fig 14). 
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Graflca 3. Expresión de moléculas del MHC-1 de la linea lnBI antes y 

después de la transfección con TAP-1 y TAP-2. 
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Grafica 4. Expresión de los alelos HLA-A11 

línea lnBI e lnBI transfectada con TAP's. 

y -Ow6 en la rnen1brana de la 
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Figura 11 Expresión de moleculas del MHC 1 un la linea lnB/ {.:ioX] 

Tlnci6n en membrana (A) La mayoría de las son celulas negativas (B) 

.-
_ .. 

Figura 12. Expresión intracelular del MHC-1 en la linea lnBI [·rnXJ 

Obsérvese la retención intracelular en la mayoria de las celul.:is(A 1 



Figura 13. Exp,.es1ón de rnoleculas dnl Mt-iC-1 en la linea lnBI transfectadn 

con TAP-1 y TAP-2 [40X} Observese el aunH"'nlo dn t1nc16n en la 

membrana c1toplásm1ca en comparac1on con la linea sin tranfcctnr 

•• 
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Figura 14. Expres1on intracelular del moleculas MHC-1 en la linea lnBI 

transfectada con TAP-1 y TAP-2 [40X} Obsérvese la t1nc1on intracelular 

(A). 



En el análisis de lnmunocitoquimlca de células epiteliales de cérvlx 

normal utilizadas como control positivo para la expresión total de 

moléculas clase 1 del MHC se observó una fuerte Unción y de manera 

homogénea en la membrana de todas las células (Fig. 15), lo que indica 

que el epitelio normal de cérvlx expresa de manera constitutiva moléculas 

MHC-1 en su membrana. En el analisis intracelular de moléculas clase 1 en 

el epitelio normal no se detectó Unción interna cercana al nUcleo (Fig. 16). 

Como control negativo de la expresión de moléculas MHC-1 en 

membrana celular, se realizó una tinción en la membrana de las células 

de ta Un ea T2 utilizando el mismo anticuerpo, encontrándose 

efectivamente que las células fueron negativas para la tinción (Fig. 17) . 

. '~-- _.-· 
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• 

Figura 15. Expresión de moléculas del MHC-1 en la membrana de células 

de epitelio cervical (40X). Observoso la t1nc1ón homogonea en la mayoria 

de las células cerca de la membrana (A) 
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Figura 16. Expres1on de moleculas del MHC-1 ep1tel!os normales 

permeabilizados, obsérvese que no se detecto t1nc1on 1ntrilC'-!lul<lr [40Xl 

-~ ~-·· 
:~~~_'T. t' 

·~.o:*";:. 

Figura 17. Ausencia de t1nc16n f>·"lr<i tas rnolcculas del MHC-1 en la linea 

T2 [40XJ. 



Como control de técnica se utilizó un anticuerpo que reconoce 

filamentos de vimentlna los cuales forman parte del cltoesqueleto de la 

mayoria de los diferentes tipos celulares, este anticuerpo se ulllizapara 

detectar el estado de conservación del epitelio en toJido y para determinar 

si la técnica de inmunocitoquim1ca so realizo ndeucadamente. La t1nci6n 

obtenida por este anticuerpo nos permite constatar que las condiciones de 

tlnción fueron las adecuadas (F1g 18 y 19) 

':·;,.: 

• 

Figura 1 a. Control de tecn1ca de lnm1noc1toqu1m1ca. t1nc1ón de filamentos 

de vlmentina en la linea CaLo [40XJ 
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Figura 19. Control de técnica de lnmunoc1toquimica, llnc1ón de filamentos 

de vimentina en ta linea lnBI (40X). 
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OISCUSION 

Las mo,écu\as clase l del Comple¡o Principal do Htstocompa\1bilidad 

(MHC-l) juegan un papel muy importante en 1a respuesta inmunológica 

med\ada por Linfocitos T Citotóxicos (L TC) para chminar a células 

Infectadas con virus y células neoplásicas, por lo tanto algún defecto en 

la via de procesamiento y presentación de antígenos por- moléculas MHC-\ 

conduce a una respuesta inmunológica deficiente que ayuda a las células 

neoplttsicas a evadir el sistema inmune ( 16). 

En e\ canear Cérvico-uterino (CaCu) se ha repof"tado que la baia 

expresión de moléculas MHC-1 en membrana celular se encuentra asociada 

a la baia expresión pérdida de ambas subunidades 

Transportadoras de Antigenos (TAP-1 y TAP-2) {95. 96. 99. 100). y Que 

esta baja expresión es más acentuada en a\e\os de tipo HLA-A y -B. sobre 

todo en tumores con estadios clínicos avanzados (99, 100 ) 

Las lineas de CaCu CaLo e 1n61 que provienen de tumores 

avanzados presentan una expres16n d1ferenc1al de moléculas MHC-1 en su 

membrana celular; se ha visto que los alelos 027 en CaLo y A11 en lnBI 

no incrementan su expresión en presencia de IF N--f (modulador positivo de 

la expresión de MHC-l) en relación a otros a\c\0$ expresados en estas 

mismas lineas celulares, los cuales sí responden a la est1mulac10n con 

IFN-y (107). 

Ademas. se ha encontrado en traba¡os previos. que estas \ineas 

celulares incrementan en su membrana la e)(prcs1on de tos alelos HLA-627 

(CaLo) y HLA-A11 (lnB\) al ser sem1permeab1\1zadas e incubadas 

péptidos sintéticos especificas para estos .::ilclos. lo que no sucedió al 

estimular sólo con IFN-y. Por lo tanto, se sug1r10 un probable detecto en el 

aporte de p0p\ldos especit1cos dentro del Rct1cu\o Endopléism1co (RE) 

para estabilizar a estos alelos. 

Con base a los datos mencionados anteriormente se postulo que los 

cand1datos idóneos para explicar la 1nef1c1entc aportac10n de pép\idos 

serian 'ºs TAP's En consocuenc1a. el pnmer obiet1vo de este trabaio fue 

el de detectar la presencia de las subunidadcs de 'TAP. 
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En efecto. su presencia pudo constatarse mediante un análisis de 

ARNm para TAP·1 y TAP-2 en ambas líneas. No obstante. a pesar de que 

estas subunidados sí son expresadas, desconociamos correcta 

funcionalidad. Hailei y ot,.os 1nvest1gadores han reportado en líneas 

celulares provenientes de tumo,.os pulmonares, que a pesar de 

encontrarse el ARNm para ambos TAP·s las lineas presentan deficiencia 

en la expresión de alelos particulares do clase-1 del MHC debido a una 

mutación puntual en la secuencia do T AP-1, lo 

transporte deficiente de péptidos especif1cos (96, 1 00). 

que ocasiona 

Para evaluar s1 las deficiencias de expresión encontradas en los 

alelos 827 y A 11 eran debidas a un probable defecto funcional de los 

TAP~s. se llevó a cabo la transfecc16n de ambas lineas con TAP's 

funcionales La runcionalldad de los TAP·s humanos ex6genos 

demostró por el incremento de la exp,-esión global de moléculas clase 1 del 

MHC (detectado por c1tometria de flu10 con el Anticuerpo W'6/32). en 

ambas lineas celulares. lo que indico que estos TAP"s aumentan el 

abastecimiento de pépt1dos pa,-a el ensamblaJe y presentación de 

moléculas clase 1 del MHC en memb,.ana 

Esto fue cor-robo,-ado por las t1nc1ones de 1nmunoc1loquimica, en las 

cuales las lineas stn lranfecl.:H mostraron una gran mayoría de células 

con tinción pobre o negativa {predominantemente en lnBI) y despuos de la 

transfecci6n todas las células do ambas lineas ruaron positivas en 

membrana. Esto nos permite sugerir que sí se cncuent,-an deficiencias a 

nivel de TAP·s para el abastec1m1ento de póptidos y, por tanto, para la 

eficiente oxprcs16n de moleculas clase 1 del MHC en la membrana de la 

mayoria de las células 

La negatividad en la expresión de moléculas clase 1 en la membrana 

de la mayoda do las células observadas po,- analís1s inmunoc1toquimico 

utilizando el ant1cue,-po WB/32. nos sugiere que las líneas CaLo e INBI 

están constituidas po,- un grupo hete,-ogéneo celular Esta hipótesis se 

apoya en el hecho de que en trabajos previos realizados en clones 

obtenidos de estas lineas. se encontraron diferentes niveles de expresión 
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de moléculas clase 1 del MHC, ya soa entre los diferentes clones y con 

respecto a la linea original. 

En estudios futuros será de gran importancia el analizar la expresión 

del ARNm y de las protoinas TAP"s en los dlterentes clones y discernir 

su papel sobre la expresión de moléculas clase 1 del MHC. 

La pérdida de la expresión de moléculas clase 1 del MHC en células 

malignas se relaciona con el proceso de inmunoselecc16n inherente a Ja 

respuesta inmunológica evocada el tumor primario, donde 

dependiendo del estado de transformación celular sólo algunas células 

con ciertas caracteristicas pueden evadir al sistema inmune (94, 106). 

Cabe mencionar que la linea lnBI, la cual mostró una expresión 

menor de moléculas clase 1 del MHC en su membrana. proviene de un 

tumor metastásico de estadio clin1co IVA y la linea CaLo que mostró una 

mayor cantidad de células con t1nción (tenue o fuerte) para las moléculas 

clase 1 del MHC fue denvada un estadio clinico J IB (esladio más temprano 

que lnBI). Estos datos son compatibles con los reportados por otros 

investigadores en donde se encuenlra una estrecha relación entre la 

agresividad del lumor de CaCu y la pérd•da de expresión de moléculas 

MHC·I (90, 92, 96. 97, 109). 

En este trabajo. al comparar cual1tallvamente la expresión en 

membrana de moléculas clase 1 del MHC de las lineas CaLo e lnBI contra 

cultivos primarios de epitelios normales de cérv1x se observó una gran 

diferencia, ya que todas 1as células epiteliales normales presentaron una 

tinción homógenoa y fuerte. mientras que las lineas presentaban muy 

pocas células positivas. esto nos da un indicio de la heterogeneidad 

celular de las líneas. Otro dato importante observado fue que al 

permeabilizar los epitelios normales no se detectó t1nción intracelular para 

las moléculas clase 1 del MHC. 

Por otro lado. en células tumorales y células infectadas con virus, 

tambiEtn se ha reportado que existe un alto grado de retención de 

moléculas clase 1 del MHC como consecuencia del bloqueo del transporte 

de péptidos o por la degradación de moléculas clase t del MHC debido 

algunas veces a proteínas virales de expresión temprana ( 11 O). 
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En nuestro trabajo, mediante el análisis de tlnciOn por 

lnmunocitoqulmica on células sin transfectar permeabilizadas con tritón, 

se pudo detectar una gran cantidad de moléculas clase 1 del MHC 

intracelularmonte .. siendo más acentuado en la linea lnBI que en CaLo. 

No obstante, aUn después de la transfección con TAP's, se siguió 

observando retención intracelular de las moléculas MHC-1 en ambas 

lineas siendo mas acentuada la retención en la linea lnBI, esto puede ser 

atribuible a que no todos los alelos estan siendo estabilizados 

adecuadamente con péptidos. puesto que en los análisis de citometria de 

flujo las lineas celulares transfectadas con TAP's funcionales únicamente 

mostraron aumento de los alelos A28 y Bw6 (en CaLo) y del alelo Bw6 {en 

INBI); pero los alelos 027 de CaLo y A11 de lnBI. que se esperaba 

aumentaran su expresión, no fueron mod1t1cados. Este dato contrasta con 

los resultados previamente obtenidos al utilizar péptidos sintéticos 

específicos para A 11 y 027. en donde si fue detectable un incremento 

considerable de estos alelos en ta membrana de las células. 

Lo anterior nos permite sugerir la existencia de varios eventos que 

podrian conducu a la retención intracelular de moléculas MHC-1 en las 

células de las lineas CaLo e lnBI. de entre los cuales serian: 

1- Deficiencias en la generación y bombeo de péptidos poco afines a los 

alelos A11 y 827 

2- La intervención de proteinas virales que retienen a las moléculas en 

RE y Golgi. 

3.- La regulación negativa de la expresión de alelos que presenten 

péptidos inmunogénicos. 

Con respecto al primer punto, se sabe que el proteasoma es el 

principal componente enzimático para el procesamiento de antígenos 

citosólicos y Juega un papel muy importante en la producción de péptidos 

que se unen a moléculas clase 1 del MHC (111 ). 

Se ha vasto que def1c1enc1as en la expresión de las princapales 

subunidades enzimáticas de los proteasomas conocidas como LMP-2 y 

LMP-7 están correlacionadas con una pérdida de péptidos antigénicos y la 

regulación negativa de expresión de moléculas MHC-1. Se ha reportado en 
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ratones •Knock out .. ( animales en los que por técnicas de recombinación 

homóloga se inhibe la expresión de un gene en particular) para ol gene 

LMP-2 no se disminuye la expresión de moleculas clase 1 del MHC en Ja 

membrana. pero el número de linfocitos T CDB+ específicos para 

péptido inmunogénico del virus de la influenza es disminuido (112). 

De igual manera en ratones •Knock out .. para el gene LMP- 7 se ha 

observado que el número de linfocitos T CDS+ permanece sin cambios, 

pero se observa un decremento de entre el 55-90% en la expresión de 

moléculas clase 1 del MHC lo que es consistente con una deficiencia en la 

producción de péptidos antígénicos (113), pudiendo estar correlacionada 

de manera alelo especifica (114). 

Asimismo. se ha encontrado que las moléculas clase 1 de células 

con deficiencia en los TAP"s presenlan en su cavidad péptidos de 

secuencias se-'al. los cuales son altamente hidrofóbicos (115). Este 

fenómeno también fue encontrado en previos trabajos realizados por 

nuestro grupo, en donde por medio de técnicas de elución de péptidos se 

ha reportado la deficiencia de pépt1dos hidrofilicos en los perfiles 

cromatográficos de péptidos aislados de los alelos A11 y 027 (116). 

Los péptidos con caracteristicas hidrofílicas juegan un papel muy 

importante en el reconocimiento y estimulac16n de linfocitos T (117). El 

hecho de que los alelos 027 y A 11 se encuenlren con una baja expresión 

y que además sus péptidos muestren un perfil hidrofóbico nos hace pensar 

que estos alelos puedan ser los candidatos idóneos para ser blanco 

una respuesta inmune antitumor. 

Esto coincide con lo mencionado por otros investigadores en 

relación al papel que pueden jugar los productos del locus HLA-A y -B con 

respecto a que puedan ser más relevantes para la presentación de 

péptidos inmunogénicos en la generación de la respuesta inmune (93, 

100, 107, 108). 

En relación a la interferencia de protefnas virales que tienen 

relación con el desarrollo de cáncer. se sabe que la mayorfa de estas 

protefnas son de expresión temprana y pueden inhibir o bloquear la 

presentación de moléculas clase 1 del MHC (110). 
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Algunos ejemplos son tos Adenovirus tipo 2. 5 y 12. los cuales 

producen protelnas como la glucoproteina transmembranal E3/19K la cual 

se une a la cadenas pesadas recién sintetízadas previniendo así el 

transporte y expresión de los antígenos clase 1 on la membrana de las 

células infectadas (11 B). En experimentos de transformación celular se ha 

visto que el adenovirus tipo 12 es capaz de desregular negativamento la 

expresión de TAP's y de LMP's (119). 

Otros tipos de virus como los Citomega/ovirus humanos (HCMV) y 

murlnos retienen y degradan a las moléculas clase 1 del MHC on el Golgi, 

también lnterfienen en la síntesis de cadenas pesadas de MHC-1 (120). Se 

ha encontrado una proteína de los HCMV. la U L 18, está proteina secuestra 

a la p 2 m. evitando que se una a ta cadena pesada del MHC-1 (121), la 

protelna US11 de HCMV se une a las cadenas pesadas y las saca del RE 

para que sean degradadas en en citosol (122). 

Los virus de Herpes tambien 1nterr1eren en la presentación de 

antigenos clase 1: se ha encontrado una proteina denominada ICP47 la 

que interfiere con los TAP·s y no permite que éstos puedan trastocar 

péptidos hacia el interior del RE (120-123) 

En relación al papel que pudiera 1ugar el virus del Papilloma 

Humano (HPV) en el escape 1nmunológ1co de las células tumorales de 

CaCu se tiene muy poca 1nformac1ón. pero se ha reportado que las 

proteínas ES y E7 del HPV pueden regular negativamente la expresión de 

moléculas Clase 1 (124-125) y como las lineas celulares CaLo e lnBI 

muestran infección con HPV-1 B. es posible una participación del HPV en la 

retención intracelular de molCculas Clase 1 del MHC 

La expresión alélica d1fercnc1al entre las moléculas clase 1 del MHC 

observada en CaLo o lnBI, permite sugerir quo la baja expresion de los 

alelos 827 y A 11, puede relacionarse con que éstos alelos sean capaces 

de despertar una respuesta inmune ant1tumor y. por lo tanto, se desregule 

su expresión en membrana. ya que se ha observado que en lineas de 

melanoma, tos alelos que se expresan en mayor proporción pudieran estar 

presentando péptidos irrelevantes {no inmunogenicos) para el rechazo 

tumoral. mientras que los alelos que se encuentran en baja expresión 
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(desregulados) 

antigenlco (126). 

los responsables de presentar algún péptldo 

La baja selectiva de algún alelo de las moléculas MHC-1 se ha 

reportado en aproximadamente 10% de las lineas de melanoma(l27). y 

esto también se ha relacionado con delaciones encontradas en el 

cromosoma 6 donde es codificada la cadena pesada de la moléculas MHC-

1, también se ha observado una baJa selectiva alélica o completa de las 

moléculas MHC-1 en tumores metastáticos de CaCu comparados con 

lesiones primarias (95, 99). 

Finalmente. la baja expresión de algunos alelos del MHC-1 

encontrada en las lineas de CaCu CaLo e lnBI y su ineficiente inducción 

a través de la transfecclón de transportadores de péptidos observada en 

este trabajo, hace sugerir que varios son los factores que pueden influir 

en la desregulaclón de la expresión de moléculas MHC-1 de manera 

selectiva para evadir la respuesta inmune celular del huésped. 

En consecuencia el dirigir los esfuerzos en identificar el papel de 

virus de papiloma en este fenómeno, asi como el de analizar la frecuencia 

de alelos afectados en una población do pacientes con CaCu. ayudará a 

comprender varios aspectos baologicos que giran en torno a la inmunidad 

celular contra el CaCu. Las respuestas estos cuest1onam1entos, 

permitirán dirigir estrategias hacia la prevención, protección y tratamiento 

de pacientes con CaCu a través de la terapia génica o de inmunoterapia a 

base de péptldos. 



CONCLUSIONES 

• El hecho de que Jos TAP's funcionales exógenos afectara la expresión 

de los alelos HLA-A28 y HLA-Bw6 en la lfnoa CaLo y HLA-BW6 en la 

linea lnBI. nos permite sugerir que la desregulaci6n do Jos alelos HLA-

927 en CaLo y HLA-A11 en lnBI no es debida a la dericioncia en el 

transporte de péptidos por los TAP's. 

La tlnci6n Intracelular detectada por inmunocitoqulmica mediente el uso 

del anticuerpo monoclonal W6/32, en las lineas celulares CaLo o lnBI 

nos sugiere retención de moléculas clase 1 del MHC a nivel de RE. cis o 

trans Golgi, ya que son sitios en donde tambien se encuentra moléculas 

clase 1 del MHC. 

• La presencia de diferentes patrones de tinci6n para la expresión de 

moléculas clase 1 del MHC en la membrana de las lineas CaLo e lnBI 

nos sugiere que ambas lineas están constituidas de poblaciones 

celulares heterogéneas. 

• De acuerdo a los resultados obtenidos. se suriere la posibilidad de que 

en las lineas existan varios mecanismos que afecten selectivamente el 

procesamiento y la presentación de moléculas clase del MHC. 

pudiendo ser entre ellos: 1) Deficiencias en la generac16n de péptidos 

inmunogénicos debida a defectos en los proteasomas: 2) Retención de 

moléculas Clase 1 del MHC debida a protelnas virales; 3) Regulación 

negativa de algunos alelos a nivel de Transcripción. 4) Mutaciones 

especificas en el sitio de unión del pépUdo en las moléculas clase 1 del 

MHC. 
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APENDICE 

1.- Medio RPMI suplemenlado con Suero Fetal de Bovino (SFB): 90 mi de 

medio RPMl-1640 (Microlab, México) + 10 mi de SFB (HyClone,USA) 

homogeneizar. y manejar todo en esterilidad. 

El SFB fue previamente desactivado a 56°C por 30 min. 

2.- Medio de congelaci6n:9 mi de SFB (HyClone, USA) + 1 de Dlmetil 

sulfoxldo (OMSO) (Sigma, USA). Usarse fresco. 

3.- CaCl 2 2M: 22.19Bg de CaCl2 dJsolver en 100 de Agua esteriL 

Esterilizado por filtración con una membrana de ,0.22 µm, guardar en 

allcuotas a -20ºC. 

•.- Solución amortiguadora HBSP 2X: 1.~ f!'M Na 2 HPO,. + 10mM KcJ + 

280mM NaCJ + 12mM glucosa + SOmM h'epes pH '. 7 .O. Preparar 1 00 mi de 

amortiguador HBSP 2X y esteriliz~r Por t1Íiraci6n en una membrana de 

0.22 µm. Guardar en alicuotas de 5 mi a -20ºC~ ,· 

5.- RPMl-1640+geneticina: 900µ.g d~ gene:t~cin.a G418 por cada mi de 

medio suplementado con SFB. 

6.- Agua con Oietilpirocarbonato (OEPC)-: __ trata";. 1 lt. de Agua al 0.2% de 

OEPC durante 24 h a 37ºC. aJ siQW::,;;nt~~dÍ-a~-se esteriliza por autoclave a 

20 lb. por 15 min. 

7.- Solución Amortiguadora para ARN: 50% de glicerol+0.4% de azul de 

bromofenol+0.4 de xileno cianol. preparar 10 mL 

8.- Gel de agarosa al 1 % para ARN: Para 25 mi de agarosa colocar 0.2505 

g. de agarosa+18.02 mi. de agua.+ 2.5 mi. amortiguador de corrida para 

ARN 10X + 4.47 mi de formaldehido. disolver la agarosa por ebullición. 
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9.- Solución Amortiguadora de Electroforesis para ARN 10X (RB): MOPS 

20.93g + Acetato de Sodio 0.41g + EDTA 1.861g .. a1ustar pH 7 O y se 

lleva a 500 mi. con agua tratada con OEPC esterilizar por autoclave o 

filtrando por membrana. Para preparar 1X: tomar 100ml do esta solución + 

900 mi de Agua con OEPC. 

10.- Solución Amortiguadora de Citratos SSC 20X: Disolver 175.3 gr. de 

NaCI • 88.2 gr. de Citrato de Sodio en 800 mi de agua. Se ajusta a pH 7.0 

y se afora a un ll. y se esteriliza en autoclave. 

11.- Solución de hibridación: 6.25 mi de SSC 20X + 1 mi. Reactivo de 

Denhardt SOX + 0.25ml. SOS al 0.1 % + 300µ1 de esperma de salmón + 

4.75 de H 2 0 + 12.S de formamida al 100%. 

12.• Sephadex G·SO: Lavar con suficiente agua destilada 5 g. de 

Sephadez G-50 para eliminar dextrán. Se guarda la resina en un frasco de 

100 mi. con 80 mi. de amortiguador TE. esterilizar a 20 lb. durante 15 min. 

y se guarda a tem ambiente. 

13.- Amortiguador T. E.:Tornar 5 mi de una solución 1 M. pH 8 de TrisHCI + 

1 mi de EOTA 0.5 M. llevar a 500ml con agua esteril. 

14.- Amortiguador TEN: 100 mi conteniendo 0.1 M de Tris-HCI pH B.O. 0.01 

M EOTA pH 8. 0.1 M NaCI. 

15.- SOS al 0.1%: A 10Dml de la solución SSC se le agregan 0.01g de 

SOS. Para pesar el.SOS_ usar cubrebocas guantes y bata. 

16.- Verseno:, Tris --aa·se 3:'.04 g +: 8.00g NaCI + 0.40g Kcl + 0.20 EOTA 

disolver en 800 mi de agua destilada. Ajustar pH 7. 7 aforar a 1 OOml. 



17.- Solución Amortiguadora de Fosratos (PBS) 10X: 40g NaCI + 1g KCI + 

5.75g Na 2 HP04 + 10 KH 2 P04 disolver en 400 mi de agua destilada. Ajustar 

pH 7.2 • aforar a SOOmf. PBS 1X: Tomar 100 mi de sofn. 10X y llevar a 1 

litro. esterilizar en autoclave. 

18.- PBS af 2% de SFB: 9.8 mi de PBS 1X pH 7.0 + 200µ1 de SFB 

desactivado. 

19.- 1 O mg de Yoduro de Propldlo en 1 mi de agua esteril bldestilada. 

preparar 10 nlt •. Almac_~nar_ proteo.ido de la luz a 4•c. 

A·gua d-estilad.aj·tom&·r.,-1{rlii."de,e·s·1a,·s·o1uclón·.y:~gregar en, 4 ,mi de Metanol 

absOruto. pr~~S~~':~·_a(_t;.;_~~-~-~l-~:.·~~: er:- -'rrf_o_;·· .. · 

22.- Amor¡Íguad~~:::~~·.-bo~iler~.---~·-·847g de :~.a~:L ~:>o.~?.39::~,2HF'.0~~-.. ~.11 Sg 

KH 2 PO ... -:d1s·a:1~er· e~···ao mi de ag.ua destilada. aJUSiaÍ".'a PH·-7__.:2 y. se ·afora 

a 100 mi.· ·.• . . ·•· .. · •. (;/ •···. .... . 

de SFB-amortiguador de· CoUn&'r. (SFB_-Coulter):1 mi de 23.- La solució'n 

SFB + 4 mt· de Amortiguador de Coul_ter. -~r~P.}~-~~r ~~40ml __ y_ guardar en 

allcuotas a -2o•c. 

24.- La dilución del anticuerpo primario es de 1:20 ó 1:50 en SFB- Coulter. 

25.- La dilución del anticuerpo secundario es de 1:100 en SFB- Coulter. 

26.- Complejo Avidina·Biotina (Complejo ABC):1 mi de SFB·Coulter + 10 µI 

de Avidina + 10 µI de Biotina, preparar al instante. cubierto de la luz y 

mantenerse en hielo. 
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27.- Amortiguador para la diamlnobencldina (Bu-DAB): 0.192 Na 2 HPO,. + 

0.092 NaH::rPO. + 0.590 NaCI en 80 mi de agua destilada, ajustar a pH 7 .O, 

aforar a 100 mi. 

28.- Oiaminobencldina: Disolver 10 mg de dlamlnobencidina en 10 mi de 

Bu-OAB (Apéndice 26a). guardar en ali cuotas de 2 mi a -7o•c. 

29.-Soluci6n de revelado OAB- H 2 0::r: 2 mi de OAB + 15 µI de Peróxido al 

3%. El peróxido y la comblnacl6n de estas soluci6n se preparan al 

instante, en frlo y sin luz. 
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