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1. RESUMEN. 

Los linfocitos T citotóxicos (T coa•¡ juegan un papel importante en la 

respuesta inmunológica del huésped hacia células infectadas con virus, células 

tumorales, patógenos intracelulares y cáncer. Los linfocitos T CDa', vía su 

receptor, reconocen péptidos de a a 9 aminoácidos que provienen de proteínas 

virales o mutadas que se sintetizan en el citosol de las células blanco, y que son 

presentados por moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase 1 

(MHC-1). Por otro lado, tomando en consideración que el cáncer cérvico uterino 

(CaCu) se asocia fuertemente con la infección del HPV, principalmente HPV-16 y 

1a, y que péptidos derivados de proteínas de estos virus pueden funcionar como 

antígenos en la activación de linfocitos T de pacientes con cáncer cervical 

avanzado, el presente trabajo se realizó con la finalidad de identificar a los 

péptidos de la proteína L 1 de HPV-16 y 1 a con actividad antigénica especifica 

para moléculas MHC-1 frecuentemente expresadas en la población mexicana 

(alelos HLA-A2, -A24, -835 y -839). 

De acuerdo a un programa computacional de predicción por algoritmos, 

fueron sintetizados 24 péptidos derivados de la proteína L 1 de HPV-16 y 1a que 

presentaron las afinidades más fuertes para los alelos HLA-A2, A24, 835 y 839. 

Estos péptidos fueron utilizados en la evaluación de la respuesta proliferativa de 

linfocitos T de sangre periférica de 32 pacientes con CaCu avanzado. Los péptidos 

que indujeron fuerte estimulación fueron los siguientes: P3(YLRREQMFV) 

derivado de la proteína L 1 de HPV-16 y P15(1LFLRNVNV) derivado de la proteína 

L 1 de HPV-18. estimulando a los linfocitos de 7 de 19 pacientes cada uno que 

presentaron el alelo HLA-A2. Los péptidos P4(DYKQTQLCL) y PS(FYNPDTQRL) 

derivados de la proteína L 1 de HPV-16 estimularon a 

pacientes con CaCu que presentaron el alelo 

Pa(VPKVSGLQY) derivado de la proteína L 1 de 

los linfocitos de 3 de a 

HLA·A24. El péptido 

HPV-16 y el péptido 

P20(1PKVSAYQY) de HPV-1a estimularon a los linfocitos de 7 de 15 pacientes 

cada uno que presentaron el alelo HLA-835. Finalmente, el péptido 

-laboratorio de /nmunobiologla. FES Zaragoza. 
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P10(1HSMNSTIL) derivado de la proteína L 1 de HPV-16 estimuló a 5 de 6 

pacientes con CaCu que presentaron el alelo HLA-839. De manera interesante, 

se observó que algunos de estos péptidos antigénicos estimularon de manera 

cruzada a los linfocitos de pacientes que presentaron positividad ya sea para HPV-

16, HPV-18, HPV-16/18, con otro tipo de HPV diferente a HPV-16/18 e incluso a 

los linfocitos de una paciente negativa para HPV en su biopsia tumoral; de hecho 

se observó activación de linfocitos T de algunas donadoras normales utilizadas en 

este estudio. Estas respuestas pueden deberse a las homologías entre las 

secuencias de la proteína L 1 de HPV-16 y 18 con secuencias de otros tipos de 

HPV. Asimismo, a través de un análisis comparativo de los péptidos de las 

proteínas L 1 de HPV-16 y 18 que resultaron ser fuertes antígenos en las pacientes 

analizadas, con secuencias de las proteínas L 1 de diferentes tipos de HPv·s, se 

obtuvo que algunos de estos péptidos presentan homologías hasta de un 89% 

con péptidos derivados de otros tipos de papiloma humano asociados ·tarito con 

lesiones epiteliales benignas, verrugas, condiloma acuminado, epidermodisplasia 

verruciforme, etc. Lo cual nos permite sugerir la Importancia que pueden tener 

estos péptidos antigénicos en el empleo de vacunas profilácticas y tratamiento de 

varias enfermedades producidas por diversos tipos de papiloma humano. 

Laboratorio de /nmunobio/agla. FES Zaragoza. 
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2. INTRODUCCIÓN. 

El carcinoma cérvico-uterino (CaCu) representa la neoplasia más frecuente 

en México y constituye una de las principales causas de muerte de cáncer en el 

país (Silva et al, 1999). Existen varios estudios que indican que uno de los factores 

etiológicos más importantes asociados al desarrollo del CaCu es el virus del 

papiloma humano (HPV), el cual se encuentra en más del 90% de los tumores de 

CaCu (Keerti y Howley, 1990; Howley, 1991; Muñoz, 1997; Wheeler, 1997) El 

HPV es el principal factor responsable de la asociación entre cáncer de cérvix y 

enfermedades de transmisión sexual, pudiendo ser un agente causal de esta 

enfermedad. La infección por HPV parece que desempeña un importante papel 

en el proceso de transformación maligna del epitelio escamoso cervical (Ayala et 

al. 1991 ). Aproximadamente en un 53% de las neoplasias intraepiteliales hay 

datos que confirman la infección por HPV, y se han encontrado partículas virales 

(ADN o proteínas) en el 97% de los cánceres invasores (Brady et al, 1999). 

Los pacientes con infección del HPV-16 y 18 tienen un riesgo mayor de 

tener una displasia severa o cáncer invasor, en relación con otros tipos de HPV. 

Actualmente, se llevan acabo estudios para estratificar a las mujeres en grupos de 

seguimiento y tratamiento basándose en la tipificación del HPV. Aparentemente, la 

penetración del genoma viral en la célula del epitelio induce mutaciones que se 

replican en generaciones celulares sucesivas, favorecidas por una serie de 

cofactores (factores de huésped como los tipos de antígenos de 

histocompatibilidad y de respuesta inmunológica), y que pueden desencadenar el 

fenómeno neoplásico con capacidad invasora (Alonso et al, 2000). Los tumores y 

las infecciones virales presentan un especial problema en el reconocimiento por el 

sistema inmune; debido a agentes etiológicos (virus u oncogenes desregulados) 

los cuales están ocultos en el interior de las células autólogas. Además, el 

mecanismo inmune humoral tales como los anticuerpos y el complemento son 

generalmente inefectivos contra tumores o virus intracelulares. Estos problemas 

pueden ser solventados por el complejo mayor de histocompatibilidad clase 1 
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(MHC-1) vía presentación de antígenos, los cuales son muy activos en la mayor 

parte de las células somáticas. Por este camino, Jos fragmentos de proteínas 

celulares se unen a las moléculas MHC-1 y son transportadas a la superficie 

celular. Usualmente sólo los péptidos autólogos son presentados por las 

moléculas MHC-1 de manera natural, y estos son ignorados por el sistema inmune. 

Sin embargo, cuando las células que sintetizan proteínas extrañas, como ocurre 

cuando una célula es infectada por un virus, las células efectoras pueden ser 

estimuladas (York y Kenneth, 1996). 

La detección de péptidos que derivan de las proteínas intracelulares 

mutadas o virales en las células tumorales y que son presentadas por el MHC-1 en 

la membrana celular es llevada a cabo por los linfocitos T citotóxicos (CTL) (Robey 

y Fowlkes, 1994). Los CTL son altamente específicos para reconocer a péptidos 

extraños. Estudios recientes han demostrado que péptidos derivados del HPV-16 

son capaces de estimular CTL in vivo e in vitro en modelos de ratón. Otros 

péptidos son además capaces de estimular CTL humanos contra lineas celulares 

con cáncer cervical positivas para HPV-16 (Ressing et al, 1996; Castellanos e/ al, 

2001 ). Actualmente varios protocolos de estudios inmunológicos en el CaCu se 

han enfocado en investigar a los péptidos sintéticos antigénicos derivados de 

proteínas E6 y E? del HPV-16 y 18, y que presentan una alta actividad de unión 

con moléculas HLA clase 1 (del inglés Antígenos Leucocitarias Humanos). Estos 

estudios muestran que Jos péptidos sintéticos de las proteínas E6 y E? son 

capaces de inducir activación de CTL de sangre periférica de pacientes con CaCu 

(Castellanos et al, 2001 ). Recientes estudios con modelos animales de 

enfermedades asociadas al virus del papiloma humano proponen el desarrollo de 

vacunas profilácticas contra HPV-16. Estos estudios han demostrado efectos 

protectivos generados por la inmunización con partículas propias del virus (VLPs) 

compuestas de la proteína principal de la cápside viral, L 1. Además los 

experimentos aportan una inminente evidencia de respuesta en la neutralización 

de anticuerpos contra la proteína L 1 y que es suficiente para la protección contra 

la enfermedad del virus del papiloma humano (White et al, 1999 y Suzich e/ al, 

,....,~...,..,,.,.....,...,....,....,,,.,,.,.,,.,.,,.,.,,., .................................................. .,,.,.,,.,...,,,,.,,,,.,,.,,.,,,,.,,.,.,,.,"""' 4 
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1995). Es por ello que en este estudio nos enfocamos al estimulo de linfocitos T 

con péptidos sintéticos derivados de la proteína L 1 del HPV-16 y 18 altamente 

asociados con CaCu específicos para los alelos HLA-A2, A24, 835 y 839 

(frecuentemente expresados en la población mexicana) en pacientes con cáncer 

cérvico-uterino. Estas proteínas virales constituyen la vía de entrada del virus a la 

célula huésped, debido a que forman parte principal de la cápside viral y tienen un 

papel importante en el inicio de la infección en el epitelio cervical y en la 

propagación de la enfermedad. Resulta factible que la identificación de péptido 

antigénicos de estas proteínas pueden utilizarse en protocolos de inmunoterapia 

profiláctica para evitar el desarrollo de esta neoplasia. 
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3. MARCO TEÓRICO. 

3.1. SISTEMA INMUNE. 

3.1.1. Principios de inmunidad. 

La inmunidad (de la palabra latina immunitas) significa protección frente a 

la enfermedad infecciosa (Abbas e/ al, 1999). En comparación con la inmensa 

variedad de formas que presentan los organismos invertebrados, todos los 

vertebrados responden a un sistema básico de organización bastante uniforme y 

se encuadran dentro de un único tipo, los cardados. Pese a la considerable 

divergencia evolutiva que existe dentro del conjunto de vertebrados, entre los que 

se encuentran los peces sin mandíbula, los peces cartilaginosos, los peces 

teleósteos (provistos de mandíbula), los anfibios, los reptiles, las aves y los 

mamíferos, los componentes celulares y moleculares básicos de los sistemas 

inmunitarios previos de los gnatóstomos (especies con mandíbulas) se 

encuentran bien preservados. Sin embargo, la creciente especialización de los 

tejidos linfoides y de las funciones linfocitarias, junto con la mayor variedad de 

clases de inmunoglobulinas, parecen ser propios de los niveles superiores de 

organización. Los sistemas inmunitarios más complejos estructural y 

funcionalmente son los de los mamíferos (Roitt et al, 2000). La inmunidad es 

mediada por una variedad de diferentes células y moléculas. que son 

responsables de dos diferentes, pero interrelacionadas, formas de inmunidad: la 

inmunidad innata y adaptativa. 

3.1.2. Inmunidad Innata. 

Los sistemas de defensa con reconocimiento no clona! son llamados 

inmunidad innata, debido a que todas las células que se diferencian de la célula 

progenitora tiene la misma capacidad de respuesta, la cual no se adapta o cambia 

a una particular infección (Austyn et al, 1993). El sistema inmune innato incluye un 

grupo de leucocitos llamados fagocitos, el cual comprende al linaje monocito-

.......................................................................................... "= ................................................. ~ 6 
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macrófago y a los polimorfonucleares o granulocitos (neutrófilos, basófilos y 

eosinófilos) Asimismo, también incluye a otro grupo de células llamadas asesinas 

naturales que son capaces de destruir a células infectadas con virus, a células 

embriónicas o células tumorales. Aunado a ello, el sistema innato también incluye 

megacariocitos que producen plaquetas, están involucradas en la coagulación 

sanguínea y en la respuesta inflamatoria, la cual frecuentemente ocurre cuando 

hay alguna infección, conduciendo a los síntomas clásicos de dolor, calor 

enrojecimiento e hinchazón. Los principales tipos celulares vistos en la respuesta 

inflamatoria en su fase inicial son los neutrófilos, seguidos por los macrófagos 

(Ratcliffe et al, 1998; Van Furth, 1993). 

El sistema inmune innato por medio de los fagocitos es la primera línea de 

defensa contra muchos de los microorganismos más comunes y son tan 

esenciales para el control de mue.has .de las infecciones más comunes 

ocasionadas por bacterias. No obstante, estas infecciones no siempre pueden ser 

eliminadas (Janeway, 1994), 

3. 1.3. Inmunidad adaptativa. 

El sistema inmune innato provee la primera línea de defensa contra 

muchos de los microorganismos más comunes, sin embargo, esta no siempre 

elimina la infección y no puede reconocer a muchos patógenos. Cuando la 

primera línea de defensa fracasa, entran en acción los linfocitos del sistema 

inmune adaptativo, compuesto por linfocitos T y B. Se caracteriza por la 

especificidad celular y la generación de memoria para contrarrestar el efecto del 

patógeno en un segundo ataque, desarrollando varias formas de defensa y que 

también provee un incremento en el nivel de protección de una subsecuente re­

infección con el mismo patógeno (Janeway, 1994; Roitt, 1991). La activación de 

los linfocitos, depende críticamente de su interacción con células fagociticas 

quienes además de procesar, muestran fragmentos de antígenos a los linfocitos 

(Abbas et al, 1991 ). Por tanto, los millones de linfocitos en el organismo pueden 

LabomtÚi¡, de lnmunobiolog/a. FES Zaragoza. 
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dar lugar a millones de especificidades y sólo aquel linfocito que encuentra un 

antígeno para el cual su receptor se une, será activado a proliferar y diferenciarse 

a células efectoras. Por lo tanto la especificidad dada en la respuesta inmune 

adaptativa se basa en la teoría de la selección clonar propuesta por McFarlane 

Burnet. La respuesta inmune adaptativa está dada por dos vías reconocimiento 

antigénico llevadas a cabo por los linfocitos B y T, los cuales confieren la 

inmunidad humoral y celular respectivamente (Roitt, 1991). 

3.1.4. Inmunidad humoral. 

La respuesta inmune humoral se lleva acabo por medio de la generación 

de anticuerpos (inmunoglobulinas), las cuales son producidos por las células B y 

son específicos de la respuesta inmune, son encontrados en los fluidos de los 

componentes sanguíneos, o plasma, y . en ~uidos extracelulares. Las 

inmunoglobulinas son moléculas que presentan forma de ·v·, presentan sitios que 

son altamente variables de una molécula _a otra. Están constituidas por cuatro 

cadenas polipeptídicas: dos cadenas (H) con un peso de 50 a 70 kDa y dos 

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

inmunoglobulina, proporcionando una variedad requerida para el reconocimiento 

de antígenos específicos. 

Las regiones constantes de la cadena pesada (tronco de la Y), son 

codificadas por segmentos genéticos contiguos, los cuales definen las clases de 

los anticuerpos que determinan las propiedades funcionales, la unión de estas 

cadenas con una cadena ligera (K o 1..) constituye un isotipo; en el humano existen 

cinco tipos de isotipos de anticuerpos (lgM, lgG, lgA, lgE e lgD) los cuales tienen 

propiedades distintas, como en el caso de lgM, lgG3 e lgG1 que activan el 

complemento, y de lgM e lgG que aglutinan bacterias y precipitan antígenos 

solubles haciéndolos más accesibles a las células fagociticas (Weíssman el al, 

1993; Nossal, 1993; Abbas el al, 1994; Moreno, 1996 y Janeway et al, 1997). 
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Los anticuerpos detectan, neutralizan y eliminan a los invasores extraños, 

bacterias o virus por medio de las proteínas del complemento; también recubren a 

los patógenos (opsonización) de tal forma que puedan ser fagocitados por los 

macrófagos o Células Presentadoras de Antígeno (CPA) y posteriormente 

procesar y presentar a los antígenos (Figura 1) (Paul, 1993; Moreno. 1996). 

INMUNIDAD HUMORAL 

ANTIGENO 

LINFOCITOS 
RESPONOEDORE 

Bacterias extracelulares 

LINFOCITOS 

MECANISMOS nbcuerpo ~ 
EFECTORES secretado 1/-. 'ó. 

M1croorgamsmos 
intracelulares en et 
macrófago 

LINFOCITO T 

~ 

M1croorgan1smos intracelulares 
(p e1 . virus) replicándose en 
una célula infectada 

LINFOCITO T 

º~º 
"==< Ehm1nac1ón 

de bacterias ActNac1on del macrófago. 
muerte del m1croor antsmo 

Lisis de la célula 
infectada 

TRANSFERIDO 
POR 

Suero (anl:Jcuerpos) Linfocitos Lmfoc1tos 

Figura 1. Tipos de inmunidad especifica. En la inmunidad humoral, los linfocitos B 
secretan anticuerpos para eliminar a los microorganismos extracelulares En la inmunidad 
mediada por células, los linfocitos T activan a los macrófagos para matar a los 
microorganismos intracelulares o destruir a las células infectadas (p. Ej .. células 
infectadas por virus. Tomado de Abbas el al, 1999. 

3.1.5. Inmunidad mediada por células. 

Las células T pueden reconocer y responder a un antígeno proteico extraño 

solamente cuando un fragmento peptidico de la proteína extraña es presentado 

como un Complejo Mayor de Histocompalibilidad (MHC) en la superficie de una 

célula diana apropiada. Por lo tanto, la inmunidad mediada por células se dirige a 

las células (o a su cercanía) que llevan los antígenos extraños en su supeñicie, y 

las reacciones inmunitarias mediadas por células son de gran importancia 
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fisiológica para erradicar a los microorganismos o los virus que viven en el interior 

de las células. es decir, dentro de las Células Presentadoras de Antigeno (Abbas 

et al 1999). Las mismas bacterias, patógenos y parásitos, y otros virus, se replican 

dentro de la célula, por lo tanto estos patógenos no pueden ser detectados por los 

anticuerpos. La destrucción de estos invasores es función de los Linfocitos T, los 

cuales son los responsables de la respuesta inmune mediada por células (Figura 

1) 

Las reacciones mediadas por las células dependen de las interacciones 

directas entre los linfocitos T y las células presentadoras de antígeno. La acción 

de los linfocitos T citotóxicos es más directa. Estas células reconocen a las células 

infectadas con virus, los cuales se replican en el interior de las células para usar 

la maquinaria de síntesis de la célula. La replicación del virus eventualmente mata 

a la célula, liberando nuevas partículas de virus. Los antígenos derivados de la 

replicación del virus, no obstante, son entre tanto, mostrados en la superficie de la 

célula infectada, y estos son reconocidos por las células T citotóxicas. Estas 

células pueden tener un control sobre la infección y matar a Ja célula infectada 

antes de que la replicación viral se complete (Figura 1) (Janeway el a/, 1997) 

3.2. Procesamiento y presentación de antígenos por moléculas MHC. 

Los efectos de Jos linfocitos T citotóxicos dependen de las interacciones 

con las células que contienen proteínas extrañas. En otros casos, estas células T 

citotóxicas reconocen blancos por detección de fragmentos de péptidos derivados 

de estas proteínas extrañas que se unen a moléculas de superficie. Estas 

moléculas de superficie exhiben péptidos antigénicos para las células T son 

llamadas moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC). Las 

células T auxiliares, en contraste, reconocen e interactúan con células B que se 

unen e 1nternalizan antígenos extraños vía inmunoglobulinas de superficie. 
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3.2.1. Estructura de las Moléculas del Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad Clase l. 

Las Moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) clase 1 

consisten de una cadena peptidica pesada de 43 kDa unida en forma no 

covalente" a una molécula más pequeña de 11 kDa, llamado [12-microglobulina ([Ir 

m). La parte extracelular de la cadena pesada está organizada en tres dominios 

globulares (a.1, a.2 y a.3), que hace protrusión desde la superficie celular; una 

sección hidrófoba ancla la molécula en la membrana y una secuencia corta 

hidrófila introduce el extremo e-terminal en el citoplasma (Figura 2) (Roitt, 1991; 

Janeway et al, 1997). La cadena pesada es codificada en el locus del MHC 

(cromosoma 6). La cadena pesada es extremadamente polimórfica (Parham et al, 

1995). La proteína P2-m, de aproximadamente 100 aminoácidos, no esta 

glicosilada y se codifica en el cromosoma 15. Hay aparentemente poca 

significancia en el polimorfismo en P2-m, aunque esto puede afectar la estructura 

clase 1 o la unión del péptldo, por que pueden cambiar el reconocimiento de los 

CTL al reconocimiento de un mismo antígeno (Perarnau et al, 1990). La p2-m 

hace un contacto en los tres dominios de la cadena pesada (Bjorkman et al, 

1987). La conformación de la cadena pesada depende de la presencia o ausencia 

de la lh-m. La región proximal a.3 de la cadena pesada es un dominio de 

inmunoglobulina que contiene un sitio de unión de la molécula cooperadora CDS 

del receptor del linfocito. Los dominios a.1 y a.2, los cuales están distantes de la 

membrana, interactúan con los receptores de las células T, junto con el pliegue en 

forma de surco que se une al repertorio de péptidos. Una lámina beta plegada 

forma la base de la hendidura y las paredes están hechas de dos hélices alfa 

(Figura 1). El polimorfismo de la cadena pesada ocurre en aquellos residuos 

alrededor de esta hendidura, y de esta manera, esto altera la unión del péptido 

específicamente a las moléculas clase 1 (Parham et al, 1995 y Bjorkman et al, 

1987). 
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Por otra parte, las cadenas a y 13 de clase 11 se encuentran en el RE unidas 

a un polipéptido denominado cadena invariante (li). Esta proteína está codificada 

por un gen ajeno al MHC. El complejo a¡3-li es transportado a través del aparato 

de Golgi hasta un compartimiento endosómico o lisosómico de naturaleza ácida, 

en donde se disocia li. El complejo a¡3 permanece en este compartimiento durante 

1-3 horas, antes de alcanzar la superficie celular (Roitt et al, 2000). 

3.2.2. Procesamiento de antígenos. 

Puesto que tanto las células T co4• como coa· reconocen complejos 

péptido-MHC que sólo están presentes sobre la superficie de las células blanco, 

parece claro que la activación de las células T por el antígeno requiere de la 

participación de otras células llamadas células accesorias (macrófagos, células B 

y células dendríticas). Estas células accesorias realizan funciones importantes en 

la activación de células T CD4., Las células accesorias son células presentadoras 

de antígeno (APC), es decir transforman antígenos proteicos en péptidos 

generados en los organelos del citoplasma mediante proteólisis (la cual se lleva 

acabo en el proteasoma) antes de entrar a la vía exocítica que transporta el 

complejo péptido-MHC a la superficie celular, en una forma capaz de ser 

reconocida por las células T CD4., La transformación por las APC de proteínas 

nativas en fragmentos peptídicos asociados al MHC, se le denomina 

procesamiento de antígeno (Abbas et al, 1999). 



Unión 
disulfuro 

Hélice u 

A) 

Hendidura de fijación del péptido 
antigénico 

Péptido 

B) 
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Figura 2. Estructura de la Molécula de Histocompatibilidad Clase l. A) La 
porción extracelular de la molécula (vista lateral) se dibujó con su extremo distal a la 
membrana celular en la parte superior y su porción proximal abajo. No se muestran los 
dominios transmembranales e intracitoplasmático. La JJr microglobulina y el dominio a3 
sirven de apoyo a una estructura activa formada por los dominios a 1 y a2. Este sitio 
activo consiste de una plataforma Jl, en donde descansan dos hélices a que forman una 
hendidura, en donde se ajusta el fragmento peptídico del antigeno procesado. N indica el 
extremo terminal y e el extremo carboxilo. B) Sitio de presentación de péptidos en una 
MHC de clase 1 (vista superior), según la interpretación de estudios cristalográficos, tal 
como seria visto por el receptor T. Tomado de http://www.rcsb.org/Pdb/cgVexplore. 

---·-·-----_....-.-~. --
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Las moléculas MHC-1 y MHC-11, son expresadas de manera diferencial 

entre los diferentes tejidos: esencialmente, todas las células nucleadas expresan 

moléculas MHC-1, las cuales se expresan abundantemente en células linfoides; en 

menor cantidad en hígado, riñón; y en poca cantidad en el cerebro y músculo 

esquelético (Tabla 1) (Germain et al, 1993; Heemels et al, 1995; Janeway et al, 

1997). Las moléculas clase 11 se encuentran más restringidas, encontrándose 

asociadas especialmente a los linfocitos B, células presentadoras de antígeno 

(CPA ·s), como son; Células de Langerhans, dendríticas foliculares, macrófagos y 

células epiteliales del timo (Tabla 1) (Unanue el al, 1987; Neefjes el a/, 1992; 

Moreno, 1996). 

TEJIDO MHC CLASE 1 MHCCLASE 11 

Tejidos linfoides 

Linfocitos T 
+++ + 

Linfocitos B 
+++ +++ 

Macrófagos 
+++ ++ 

Células de Lanhergans 
+++ +++ 

Células epiteliales del 
+ +++ 

timo 

Otras células nucleadas 

Neutrófilos +++ -

Hepatocitos + -
Riñón + -
Cerebro + -

Células no nucleadas 

Eritrocitos -
1 

-

Tabla 1 Expresión de moléculas MHC-1 en diferentes tejidos. Tomado de 
Janeway et al, 1997. 
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3.2.4. Etapas del procesamiento y presentación de antígenos por las 

moléculas MHC-1. 

Se han descrito cuatro diferentes etapas que forman parte del mecanismo 

de procesamiento y presentación de antígenos por medio de las moléculas MHC 

clase l. Las etapas son las siguientes A) generación de péptidos en el citoplasma; 

B) transporte de péptidos hacia el interior del retículo endoplásmico; C) 

estabilización y ensamblaje de las moléculas MHC-1; y D) glicolisación del 

complejo MHC-1/péptido y su transporte hacia la membrana celular (Figura 3). 

A) Generación de péptidos. 

La principal fuente de péptidos que se unen a moléculas MHC-1, deriva de 

proteínas sintetizadas por los ribosomas celulares. No obstante, las proteínas 

introducidas en el citosol, ya sean de manera artificial o durante el proceso de 

infección viral o bacteria!, pueden también contribuir a la generación de péptidos 

antigénicos para ser presentados por las moléculas MHC-1. La mayor parte de la 

actividad proteolítica que ocurre en el citosol, es atribuida a los proteasomas, 

quienes se encargan de dirigir a las proteínas citosólicas para producir péptidos 

de 8-10 residuos de longitud (Goldberg et al, 1992; Benham et al, 1995; Lenhner 

et al, 1996; Matsumara et al 1992) (Figura 3). 

Un proteasoma es un complejo multicatalítico con un peso molecular entre 

650 a 700 kDa (Goldberg et al, 1992). Basado en el coeficiente de sedimentación, 

este complejo es referido también como 20$_ Este complejo mullienzimático 

consiste de 28 diferentes subunidades arregladas en 4 anillos conformados por 

siete subunidades cada uno; las subunidades que componen a los dos anillos 

centrales se conocen como subunidades J3 y las subunidades que componen a los 

anillos de los extremos, son las subunidades a (Lówe et al, 1995; Yang et al, 

1996) (Figura 3). 
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Las subunidades catalíticas más conocidas del proteasoma corresponden a 

dos polipéptidos de bajo peso molecular, conocidos como LMP-2 y LMP-7. Los 

genes que codifican a estas estructuras se encuentran localizadas dentro de la 

región del MHC-11. muy cercanos a los genes que codifican para los 

Transportadores Asociados al Procesamiento de Antígenos (TAP's); su limitada 

naturaleza polimórfica y su expresión inducida por el IFN-y, son propiedades 

compartidas por la mayoría de los componentes que se encuentran involucrados 

en la presentación de antígenos. Se ha observado que los LMP's pueden alterar 

la actividad proteolítica del proteasoma y favorecer la generación de péptidos que 

se asocian a las moléculas MHC (Martínez et al, 1991; Niderman et al, 1995; 

Groettrup et al, 1996 Brown et al, 1991 ). 

Otra forma de proteasoma es la 26S, constituida básicamente por el 

proteasoma 208 y otras subunidades adicionales, por ejemplo el activador PA28 

(también referido como regulador 11 S) cuyo peso molecular es de 29-31 kDa. Se 

ha visto que PA28 se une a un extremo del proteasoma 20S, asimismo este 

compite con otro regulador, el 19S, el cual también se une al proteasoma 208 

para conformar el proteasoma 26S que en conjunto pesa alrededor de 1,500 kDa 

(Hoffman et al, 1994). Se ha visto que los activadores PA28 y el regulador 198 

están en equilibrio dinámico con el proteasoma 20S, de hecho ambos reguladores 

sinergizan con las subunidades LMP-2/LMP-7 para aumentar la proteólisis 

conjuntamente después de la presencia de un aminoácido hidrofóbico en 

ausencia de la proteína blanco (Hoffman et al, 1994; Ustrell et al, 1995) (Figura 3). 

La degradación de muchas proteínas celulares es iniciada por su 

modificación por un pequeño polipéptido llamado ubiquitina (Ub); la ubiquitina, se 

une mediante un enlace isopeptídico, a su sustrato y hacia otras ubiquitinas a 

través de los residuos de lisina (K). Este proceso requiere de A TP y de varias 

enzimas que activan a la ubiquitina para interactuar con el sustrato proteico: E1, 

enzima activadora de la ubiquitina: E2, enzima acarreadora de proteínas; y E3, 

........... ,.,,. .............................................................................................................................................. """"' 16 
Laboratorio de /nmunobiologla. FES Zaragoza. 



~. ~·: .. 

. :~ ~ :·.:·: '··.; - '-"'. - ' ' 

;< 'A'/iú;o Acosta Ar,"¡ii¡o. 

ligasa de la Ub-proteínas. De esta manera, la ubiquitina marca a las proteínas 

para su posterior degradación por el complejo 265 (Groettrup et al. 1996). 

Las subunidades reguladoras del proteasoma 205 están constituidas por 

varias proteínas accesorias para favorecer la degradación de las proteínas 

blanco-ubiquitinadas: estas incluyen un receptor de Ub (Rub). el cual funciona 

como un sitio de unión para cadenas multiubiquitinadas y una isopeptidasa, para 

la reunión de residuos de ubiquitina (Hochstrasser, 1995). Además las unidades 

reguladoras también contienen, al menos seis distintas, pero relacionadas, 

proteínas de la familia de las ATPasas. Se piensa que estas ATPasas interactúan 

con las subunidades del proteasoma 205. Después de la degradación de las 

proteínas blanco a péplidos, los péptidos deben ser protegidos del ataque de 

exopeplidasas citosólicas y dipeptidil-peplidasas que los hidrolizan a aminoácidos 

libres; se piensa que uno de los candidatos idóneos en la participación de los 

péplidos sean las proteínas de choque térmico (Hsp 70/90), las cuales funcionan 

normalmente como proteínas chaperonas que se asocian a las proteínas de 

reciente síntesis en el citosol y también son las responsables de promover el 

correcto ensamblaje de la cadena alfa y P2-m en el retículo endoplásmico 

(Tanaka et al, 1997) (Figura 3). 

Por otro lado, recientemente se ha descrito algunas proteasas adicionales 

que participan en el procesamiento de antígenos. La presencia de diferentes 

proteasas fue inicialmente propuesta por Elliot y colaboradores al estudiar la 

naturaleza de los aminoácidos que preceden al residuo amino-terminal de los 

péplidos que derivaban de una proteína nativa, de la cual se habían identificado 

64 epítopos presentables por moléculas MHC-1. Este grupo de investigadores. 

observó que los péplidos obtenidos de la degradación de esta proteína, eran 

cortados de manera azarosa. Al no obtener una secuencia ~ógica de los epítopos, 

postularon la presencia de otras proteasas, las cuales pudieran estar participando 

en el citosol o en el lúmen del retículo endoplásmico. Más tarde. con ayuda de la 

vaccinia recombinante que codifica para péptidos de 12 aminoácidos, un tamaño 

·-----­------



Arturo Acosta Arauja. 

inapropiado para unirse a las moléculas MHC-1, se pudo lograr la obtención de 

secuencias de péptidos de 9aa en las células deficientes de TAP's. Asimismo, la 

presencia de la dipeptidil amino-proteasa expresa simultáneamente y dirigida al 

interior del retículo endoplásmico. condujo un incremento en la producción de 

péptidos en el lumen del retículo endoplásmico (Elliot et al, 1995) (Figura 3). 

B) Translocación de péptidos del citoplasma al retículo endoplásmico. 

El proceso de translocación de los péptidos citoplasmáticos al retículo 

endoplásmico (RE) y al cis-Goigi ocurre principalmente por un heterodimero 

constituido por las proteínas denominadas Tap-1 y Tap-2 con un peso de 76 kD y 

70 kD, respectivamente (Kleijmeer et al, 1992). Las subunidades Tap-1 y Tap-2 

están asociadas de forma no covalente, cada una tiene seis dominios 

transmenbranales y un dominio dependiente de ATP, este último se encuentra 

orientado hacia el citoplasma. 

Después de que el péptido sale del proteasoma, éste es 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 translocación del péptido al RE, es requerida la 

hidrólisis del A TP (Howard, 1995). 

En estudios realizados in vitro, con membranas microsomales provenientes 

de células normales, se pudo demostrar que las subunidades de Tap son 

esenciales para translocar péptidos antigénicos al lumen microsomai para 

asociarse a las moléculas MHC-1, no obstante en membranas provenientes de 

células mutantes de Tap·s no fue posible apreciar dicho transporte de péptidos 

(Koppelman et al, 1992). El tamaño de los péptidos transportados por los Tap's, 

también ha sido demostrado en ensayos in vitro, en donde se ha encontrado que 

los Tap's tienen una preferencia a transportar péptidos de entre 8 y 15 

aminoácidos, no obstante se ha encontrado que péptidos de mayor longitud (8-33 

aminoácidos) pueden ser transportados y posteriormente asociados con 
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moléculas HLA-827 (Momburg et al, 1994). Los aminoácidos que intervienen en la 

unión de péptidos con los Tap's, son denominados "motifs" o aminoácidos ancla, 

por lo general se encuentran en las posiciones N-terminal y e-terminal de los 

péptidos y son específicos para cada uno de los alelos de las moléculas MHC-1. 

Los alelos Clase 1 que prefieren un aminoácido ancla o "molif', predicen la unión 

con el Tap. por ejemplo, la prolina es característica de la posición 2 en los 

epitopes de HLA-87, en la cual los péptidos pueden ser preferencialmente 

transportados (Neising et al, 1995; van Endert et al, 1995) (Figura 3). 

En otros estudios, se ha observado una interacción física entre el complejo 

Tap y el complejo cadena pesada/132m, al parecer mediada por la subunidad Tap-

1. La disociación del transportador con la molécula clase 1 coincide con la salida 

del complejo MHC-1/péptido del RE, y al menos in vitro, esta disociación puede ser 

inducida por la adición de péptidos. El transportador se une a complejos pre­

ensamblados únicamente, ya que no se ha detectado asociación entre cadenas 

pesadas libres y los Tap's. Estas observaciones sugirieron la posibilidad de un 

encauzamiento metabólico para el llenado de moléculas clase 1 con péptidos, lo 

cual se logra colocando a las recién sintetizadas moléculas de clase 1 en estrecha 

proximidad con el Tap-1. Recientemente se describió una proteína denominada 

tapasina, la cuál actúa como puente de unión entre Tap-1 y el complejo fonmado 

por p2m/cadena alfa. Esta asociación además de conferir estabilidad, ayuda a que 

la implantación de péptido en la cavidad que forman los dominios a.1 y a.2 de las 

moléculas clase 1 pueda ser facilitada, y de esta manera evitar la dilución, salida 

del RE, o bien la degradación de los péptidos por enzimas localizadas en el RE 

(Vinistsky et al, 1997). 

La generación de la mayoría de los péptidos que se asocian a moléculas 

MHC-1 proviene de la proteólisis citosólica, para que estos a su vez sean 

transportados al RE por los Tap's. Sin embargo, poco se sabe acerca de cómo las 

proteínas son seleccionadas en el citosol para la producción de péptidos, y sobre 

la naturaleza las proteasas participantes en la generación de los péptidos. 
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En células deficientes en Tap's, se ha visto que una gran cantidad de 

péptidos puede ser liberada en el RE a partir de precursores de gran longitud 

mediante la translocación vía péptidos señal en su porción N-terminal, lo que 

postuló que la presencia de exopeptidasas en el interior del RE pueda ocurrir. 

Otros mecanismos que involucran la retrotranslocación de péptidos desde el RE 

al citosor y la subsiguiente captura y retrotranslocación al RE por Tap's, también 

han sido considerados como fuentes de péptidos para ser presentados en el 

contexto de moléculas MHC-1 (Roerse et al, 1994; Snyder et al, 1994; Elliot el al. 

1995) (Figura 3). 

C) Estabilización y ensamblaje de moléculas MHC-1. 

Las cadenas pesada y ligera del MHC-1 son sintetizadas por separado en el 

retículo endoplásmico (RE). Después de ser transportados al RE, los péptidos se 

asocian con las moléculas MHC clase l. En esta unión están implicados 

chaperonas, corno la calnexina (Figura 3). Las chaperonas facilitan y dirigen la 

fonmación del complejo cadena pesada del MHC clase 1-Jh-m-péptido, este 

complejo permite estabilizar la molécula MHC clase 1 recién formada, para ser 

eficientemente transportado hacia Ja superficie celular. Los complejos del MHC 

clase 1 sin péptido son inestables, Jo que penmite asegurar que sólo los complejos 

útiles a nivel funcional pueden interactuar con los TCR (Roitt el al, 2000). 

El ensamblaje de las moléculas MHC-1 puede proceder a través de dos 

diferentes caminos: 1) La cadena pesada y p2 -m se asocian, y el péptido se les 

une; o 11) el péptido y la cadena pesada se asocian, seguidos por la Prrn 

(Townsend et al, 1990). Ambos intermediarios (cadena pesadalJ32·m y cadena 

pesadalpéptido) son mucho menos estables que el complejo maduro (Elliot et al, 

1991 y Boyd et al, 1992). Las células deficientes de J32·rn, sólo puede usar el 

segundo camino, y solo en un pequeña cantidad de la cadena pesada puede 

llegar a ser correctamente plegada (y por tanto, probablemente, asociado al 

péptido) a temperatura fisiológica, así como en células que carecen de péptldo y 
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los heterodímeros cadena pesada/p2-m. Estas asociaciones son relativamente 

inestables a temperatura fisiológica, y con facilidad son retenidos en el RE (Van 

Kaer et al, 1992 y Baas et al, 1992) (Figura 3). 

El proceso de ensamble puede ser facilitado por la formación de una serie 

de interacciones moleculares. La cadena pesada o el complejo cadena pesadalP2-

m esta asociado con las proteínas de chaperona del RE, y el complejo cadena 

pesada/íh-m esta asociada con TAP antes de ser unidas al péptido. La velocidad 

de ensamblaje varia ampliamente en los diferentes tipos celulares y líneas 

celulares, y diferentes alelos del MHC-1 pueden tener muy diferentes velocidades 

para el ensamblaje y transporte (Neefjes y Ploegh, 1988). La primera chaperona 

asociada a la cadena pesada es BiP en el RE. BiP (GRP78), un miembro de la 

familia HSP 70, es una chaperona que participa en la retención de muchas 

proteínas (Hass. 1991). 

Calnexina es una chaperona que reside en la parte transmenbranal del RE, 

participa en el ensamble y retención de muchas glicoproteínas transmembranales 

y complejos. La Calnexina tiene un dominio leclina e interactúa con muchas 

substancias a través del reconocimiento de oligosacaridos parcialmente 

fragmentados (Ware et al, 1995). Sin embargo, esto no puede ser solamente el 

medio de reconocimiento inicial o unión estable. Porque las enzimas remueven un 

grupo de carbohidratos de la cadena pesada lo cual no es causa de disociación 

del complejo cadena pesada/calnexina (Ware et al, 1995 y Ou et al, 1993), la 

calnexina puede aun interactuar con la cadena pesada mutada que carece 

totalmente de sitios N-glicosilados (Carreño et al, 1995). Además del cambio y 

reconocimiento de carbohidratos, las uniones de calnexina son aparentemente 

interacciones proteína-proteína en la región transmembranal o la conexión de 

péptidos inmediatamente adyacentes a la membrana (Margolese et al, 1993). El 

ensamblaje in vivo, de las cadenas pesadas asociadas con BiP y con canelxina, 

evita su degradación, facilita su apropiado plegamiento, y permite o ayuda al 

ensamblaje con íh-m. El mismo péptido aumenta la estabilidad de el complejo y 
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permite la separación del complejo trimérico (cadena pesada/Jl2-m /péptido) del 

TAP, permitiendo la salida del RE, para finalmente ser transportado hacia la 

superficie celular (Day et al, 1995; Ortiz y Hammerting, 1991) (Figura 3). 

D) Gllcosilaclón del MHC-1 y transporte a la membrana. 

Después del ensamble de las moléculas MHC-1, en el RE, estas transitan a 

través del aparato de Golgi donde el ligando N modifica a los carbohidratos. Sin 

embargo cuando un péptido se disocia de la molécula MHC-1 alrededor de la 

superficie celular, creando una molécula vacía, o cuando una molécula vacía 

alcanza la supeñicie celular, el heterodimero es inestable y rápidamente se 

disocia (Ortiz y Hammerling, 1991; Rock el al, 1991 ). 

Bajo las mismas circunstancias las moléculas MHC-1 pueden unirse a 

péptidos en la supeñicie celular. Péptidos, particularmente secuencias optimas en 

altas concentraciones, pueden unirse a moléculas MHC-1 vacías antes de que 

estas moléculas se disocien. También, las moléculas MHC-1 vacías pueden ser 

estabilizadas por incubación a bajas temperaturas (Ljunggren et al, 1990), con 

medio de cultivo, o por incubación exógena de P2-m; estas moléculas pueden 

unirse a péptidos (Figura 3). 

La vida media de las moléculas MHC-1 en la superficie celular varia 

considerablemente, dependiendo del tipo celular y en particular el alelo clase l. Un 

importante determinante en ta estabilidad en la molécula clase 1 es la velocidad de 

disociación del péptido (Rock et al, 1991 ;Ortiz y Hammerling, 1991). 

En muchos tipos celulares, el complejo trimolecular no es constitutivamente 

intemalizado, sin embargo, ligandos multivalentes pueden inducir la 

intemalización (Matchy et al, 1987). El significado funcional de esta intemalización 

no es clara. La misma molécula endocitada es reciclada en la superficie celular 

(Abdel et al, 1993) y es probablemente concebible que presente péptidos en los 

endosomas. El MHC-1 internalizado puede ser degradado (Figura 3). 



Núcleo 

1, Proteasoma "} 11 205 

ATPasa 

en 
O> 

Pépt1dos 

<-

Arturo Acosta Arauja. 

Linfocito T 
citotóxico 

[P~oteina ____ _ 

---==---""'=---e=_ __ _ 
N C_--_______ _ -' 

Calnex1na 

Calreticuhna 

D. GLICOSILACIÓN DEL 
MHC-1 Y TRANSPORTE. 

Reticulo 
Endoplásmico 

~~ 
C. ESTABILIZACIÓN 
Y ENSAMBLAJE DE 

MHC-1/PEPTIDO 

B. TRANSPORTE DE PÉPTIDOS 

ALR.E. ~ 
Transcripción 

Secuencias 
reguladoras 

~RNAm 
~ Genede11,m 

~ ffizzzz21 GeneHLAClasel 

FACTORES DE TRANSCRIPCION 

Figura 3. Etapas del procesamiento y presentación de antigenos por las 
moléculas MHC-1. A) Generación de péptidos en el citoplasma; B) Transporte de pépt1dos 
hacia el interior del retículo endoplásmico; C) Estabilización y ensamble de moléculas 
MHC-1; y D) Glicosilación del MHC-1 y transporte a la membrana Tomado y modificado 
por Garrido el al, 1993; Groettrup et al, 1996; Yang et al, 1996. Tanaka et al. 1997 
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3.3. CÁNCER CÉRVICO UTERINO Y SU ETIOLOGÍA CON EL VIRUS 

DEL PAPILOMA HUMANO (HPV). 

Desde el punto de vista epidemiológico se ha establecido que el carcinoma 

ceivical es una enfermedad de transmisión sexual. La edad de inicio de la 

actividad sexual y el número de compañeros sexuales durante la vida, son los 

factores de riesgo más importantes para este padecimiento. Recientemente se 

han descrito otros factores como son la inmunosupresión, influencias hormonales 

(esteroides) que favorecen la integración de HPv·s de alto riesgo y la disminución 

en la expresión de las moléculas HLA clase 1 en epitelios ceivicales (Bartholonew 

et al, 1997), e infecciones con agentes sexuales transmitidos tales como la C. 

Trachomatis que ha sido asociado a neoplasias ceivicales (Muñoz y Bosch, 

1997). 

El CaCu ha sido asociado con una etiología viral, estudios epidemiológicos 

realizados en la década de los 60's y 70's comienzan a correlacionar la presencia 

de algunos virus con esta enfermedad, en particular la seropositividad para el 

virus de Herpes simple (HSV) (Werness, 1995). 

Posteriormente en la década de los ao·s se dio un gran avance en la 

comprensión etiología de esta enfermedad al detectar la presencia de varios 

agentes virales asociados con el CaCu, entre estos encontraron: el Virus del 

Papiloma Humano (HPV); el Virus del Herpes Simple (HSV); y en menor grado al 

Citomegalovirus (HCMV). La mayoría delos estudios actuales consideran que el 

HPV es el principal agente etiológico del CaCu. Mediante el uso de la técnica de 

"reacción en cadena de la polimerasa" (PCR), que utilizando oligonucleótiodos 

universales para la proteína L 1 de todos los papilomas se ha encontrado que más 

del 90 % de los tumores ceivicales están fuertemente asociados con la presencia 

de HPV (Bosch el al, 1995). No obstante algunos autores han detectado la 

presencia de HPV de casi un 100% de los tumores cervicales; esto ha sido 

posible mediante el uso de oligonucleótidos específicos para las proteínas E6 y 
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E7, ya que durante la integración de genoma viral al genoma celular, en algunos 

casos. se pierde un segmento de la proteína L 1, el cual no es amplificado por los 

oligonucleótidos universales de L 1 (Walboomers et al, 1997). 

De la familia de los HPV"s se han clasificado más de 80 tipos virales 

genéticamente diferentes, de los cuales los HPV tipo 11, 16, 18, 31, 33, 35 y 45 

están asociados con la transformación de las células epiteliales del cérvix. así 

como las del cuello del útero, produciendo lesiones denominadas neoplasias 

intraepiteliales o NIC's (Tabla 2). En la mayoría de las lesiones se. ha confirmado 

la et1olog ia viral mediante estudios citológicos e histológicos (Seedorf et al, 1989; 

Kurman et al, 1998; Storey et al, 1990). Los HPV"s tipo 5 y 8 están comúnmente 

asociados con epidermodisplasias que pueden progresar a cáncer de piel 

(Howley, 1991) (Tabla 2). 

En los países con mayor frecuencia de CaCu (principalmente paises 

subdesarrollados) se ha observado que el HPV-16 es el de mayor proporción 

(50%), seguido por el HPV-18 con 12%, el HPV-45 con 8%, y HPV-31 con 5% 

(Muñoz y Bosch, 1997). En México las proporciones son similares: el HPV-16 se 

encuentra en un 50% de los casos; HPV-18 en el 15% de los casos; los HPV-31, 

33 y 35, en conjunto, el 21%; y otros tipos virales, en porcentaje restante 

(Berumen, 1995) 
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TIPO DE LESION TIPO DE HPV 

Piel 

Verrugas 1-4,7, 10,26-29,38,41,48,49,57,63,65 

Quiste ep1dennoide 60. 

Verruga de Carnicero 2,7 

Ep1dennod1splasia verrucifonne 2,3,5,8.9, 10, 12, 14, 15, 17, 19-25.35,47,50 

Cambios bowenoides 16,34,35 

Carcinoma de células epidenniodes 5,8,14, 17,20,41,47 
... 

Genital 

Condiloma acuminado 6, 11,42-44,51-55,58,67, 7 4. 

Neoplasia intraepitelial (NIC) bajo grado 6, 11, 16, 18,30,31.33-35,39,40,42-45, 

51-52,56-59,68. 

NIC alto grado 16, 18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68 

Carcinoma cérvico-uterino 16, 18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68 

Tumores de cabeza y cuello 

Papilomatosis 2,6,7,11,32,57 

Hiperplasia epitelial focal 13,32 

Carcinoma de amígdala 16,33 

Tabla 2. Tipos de HPV en varias lesiones. Tornado de Howley el al, 1991 y 
Breitburd el al, 1996. Los tipos más frecuentes se indican en negritas 

3.4 ESTRUCTURA Y NOMENCLATURA DEL VIRUS DEL PAPILOMA. 

El Virus del Papiloma Humano pertenece al género Papillomavirus de la 

familia Papovaviridae. Los papilomavirus tienen un diámetro de 55 nm y están 

compuestos de 72 capsómeras, las cuales están formadas por la proteína L 1 y la 

proteína L2; el virus presenta una estructura icosahédrica no envuelta, y contiene 

moléculas de doble cadena de DNA circular de aproximadamente 7,200 a 8,000 

pb que se encuentran en el interior de la cáps1de, asociadas a proteinas tipo 

histona. El genoma contiene ocho marcos de lectura abierta (ORF), es decir, una 
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serie de bases nitrogenadas que se pueden leer en diferente secuencia, lo que 

conduce a Ja traducción de diferentes proteínas, según el marco de lectura en 

función. Se sabe que durante Ja transcripción sólo una de las hebras del DNA se 

encuentra en forma activa en este proceso y una región no codificada que 

contiene las secuencias de regulación de la transcripción y el origen de Ja 

replicación y es estrictamente epiteliotrópico (Figura 4). El genoma de HPV se 

compone de aproximadamente 7,904 pares de bases (Margare! et al, 1998; 

Stubenrauch y Laimins, 1999; Panduro. 2000). 

Figura 4. Diagrama del virus del papiloma humano con su forma icosahédrica 
desnuda. Tomado de http://www.hon.ch/HON/P.html 
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3.5 INFECCIÓN DE HPV Y EXPRESIÓN DE SUS GENES. 

La organización del genoma de HPV-16, consiste de 8,000 pares de bases, 

y dos tipos de genes son expresados: genes de transcripción temprana (E) y 

tardía (L). Las proteínas de transcripción temprana participan en funciones 

reguladoras del ciclo celular, replicación de ADN y RNA y la activación del ciclo 

lítico. El marco de lectura E2 codifica para tres proteínas que funcionan como 

factores de transcripción. Estos factores de transcripción son reguladores 

intragenómicos a través de la formación de dímeros en sitios específicos de 

unión. La proteína E1 también tiene sitios específicos de unión al DNA y RNA. 

actividad de helicasa dependiente del ATP, y se conoce que ésta proteína es para 

la replicación viral. Se considera que la proteína E5 realiza una función importante 

en las primeras etapas de la infección por el HPV, pero no en la transformación 

maligna, pero la formación de complejos de E5 del HPV tipo 16 con receptores de 

membrana, como el receptor del factor de crecimiento epidérmico y el receptor del 

factor de crecimiento derivado de las plaquetas, entre otros (Panduro, 2000). La 

proteína E4, al parecer efectúa una función esencial en la infección productiva, tal 

vez alterando la diferenciación normal de las células epiteliales infectadas, lo que 

propicia un medio favorable para la maduración viral. Las proteínas E6 y E7 de los 

tipos virales considerados de alto riesgo para el cáncer son oncogenes; que 

pueden estimular el crecimiento celular y en su conjunto participan en la 

inmortalización y transformación celular. La proteína E6 de estos virus tiene 

además la propiedad de cooperar con el encogen ras en la inmortalización de 

algunas líneas celulares. Las proteínas E6 y E7 contienen secuencias especificas 

que le permiten unir zinc y formar estructuras de dedos de zinc (Panduro. 2000). 

La segunda región codifica las proteínas L 1 y L2 (proteínas de la cápside viral). La 

primera tiene un peso molecular de 55 kd la cual constituye a la proteína de la 

. cápside viral. En tanto que L2 consta de 75 kd y presenta más variaciones que L 1 

(se encuentra menos conservada) (Figura 5). La región que precede a los genes 

tempranos se llama región larga de control (RLC o LC) y contiene secuencias 

promotoras y aumentadoras de la transcripción. así como secuencias que 

"""'"""""""""'""""""'""""""'"""'""""""""""""'""""""""""""""""""""""""'"""'"""'"""'"""'"""'""""""'"""'"""'.... 28 Laboratorio de lnmunobiolog/a. FES Zaragoza 



Arturo Acosta Arauja. 

controlan el inicio de la replicación: Las células blanco para la infección son los 

queralinocitos.· Durante una infección viral productiva hay una cascada en la 

expresión de los· genes de HPV que sigue el programa de diferenciación de los 

queralinocitos que comienza con las células germinales epiteliales suprabasales y 

culmina con la liberación de los viriones de HPV cuando los queratinocitos 

terminan su diferenciación y son exfoliados a la piel o a la superficie de las 

mucosas (Figura 5). El genoma de los HPV's es mantenido 

extracromosomalmente en el episoma (un elemento genético autoreplicable que 

puede moverse dentro y fuera del cromosoma) de los queratinocitos, pero es 

frecuente que puede ser integrado dentro del cromosoma de los tumores 

asociados a HPV (Stephen Man, 1998; Seedorf et al, 1986). Después de la 

infección, los primeros genes virales están expresados con las proteinas de 

replicación viral. E1 y E2. Estas proteinas independientemente se unen a las 

secuencias originales en el URRs del virus del papiloma que consiste en 

secuencias ricas de AfT con baja afinidad, mientras que E2 reconoce y se une a 

secuencias de alta afinidad. Estas uniones de E1 y E2 facilitan la unión y permiten 

la formación de un complejo multimérico el cual estabiliza las uniones en las 

secuencias AfT. Enseguida se ensambla el complejo multimérico de E1, la 

proteína E2 ya no es requerida y es liberada desde su origen. E1 también 

presenta una helicasa y ATPasa activas, mientras que E2 no presenta una 

actividad enzimática. El complejo proteinico E1 también reúne enzimas de 

replicación celular del origen. La replicación transitoria de los genomas de HPV 

sólo requiere de E1 y E2 para mantenerse estable en los· queralinocitos normales 

pero también requiere de la expresión de E6 y E?. Esto sugiere que las proteínas 

E6 y E? deben modificar el medio ambiente celular para permitir el mantenimiento 

de los elementos extracromosomales y prevenir su rápida eliminación 

(Stubenrauch y Laimins, 1999) (Figura 5). 
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Figura 5. Mapa genético del virus del papiloma humano tipo 
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información genética en una cadena. y esta dividido en genes de 
transcripción temprana (E). y tardía (L) y una región larga de control 
(RLC). pA, señala la poliadenilación. B. BamHI; R. Eco RI; K. Kpn Y; V, 
Eco RV son sitios de restñcción de HPV-16, p97 es el promotor 
temprano. Se bloquea en la síntesis de la proteína E2 (transregulador 
negativo de la transcripción de los oncogenes virales ES y E7 (Tomado 
de Ganglio, 1998). B) Organización simplificada (linearizada) del virus 
del papiloma humano (HPV-16). Los primeros rectangulos representan 
las posiciones de marco abierta. El gen E codifica las proteínas que son 
producidas primero en el ciclo de la infección (las proteínas no 
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producidas después de la infección (proteínas virales que son 
necesañas para el ensamblaje del virus). Tomado de Stephen. 1998 
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3.6. CICLO REPLICATIVO DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO. 

El ciclo de vida de todos los virus del papiloma humano se inicia en la 

diferenciación celular. La infección inicial por el HPV probablemente ocurre dentro 

de las células germinales epiteliales o en células de desarrollo transitorio 

localizadas en las capas bajas del epitelio estratificado. Estas células producen 

células hijas las cuales al terminar su ciclo celular, migran lejos hacia la capa 

basal. Posteriormente el virus entra en la célula, el genoma del HPV se establece 

en los elementos extracromosomales del núcleo y numerosas copias son 

incrementadas (aproximadamente de 50 a 100 copias por célula). La célula 

infectada se divide, el DNA viral es distribuido entre ambas células hijas. Una de 

las células hijas migra lejos de la capa basal e inicia su programa de 

diferenciación. La otra célula hija continúa dividiéndose en la capa basal y provee 

un repertorio de DNA viral a otra célula que posteriormente se dividirá. Dado que 

la producción del virus del papiloma humano es limitado en las células 

suprabasales, las células en las capas basales no son lisadas por la producción 

del virion, por lo cual continúan proliferando (Figura 6). Esta dependencia en la 

proliferación permite a la célula infectada persistir en las capas basales por 

periodos prolongados (por varios años). 

En un epitelio normal, las células de desarrollo transitorio se dividen, dando 

origen a células hijas que salen del ciclo celular y estas comienzan a 

diferenciarse. Entonces los HPV"s cuentan con enzimas celulares que replican 

estos genomas, una mayor consecuencia de la infección del HPV es bloquear la 

salida del ciclo celular. Las células infectadas con HPV experimentan una última 

fase S en la diferenciación suprabasal, las células replican en genoma del HPV en 

niveles altos antes de empaquetarse nuevamente en la cápside. En los tipos de 

HPV de alto riesgo, el bloqueo en la salida del ciclo celular y la inducción de la 

fase S en la célula suprabasal son mediadas por las proteínas E6 y E7 (Figura 6). 



Arturo Acosta Arauja. 

A) Diferencias entre células nonnales y 

~'"'"""'º"º'" 'º'"l :i;~~ 
f j Estrato ..., espinoso 

-~ 
ci 

Estrato 
basal 

Célula 
nonnal 

Saco relleno de 
queratina 

Acumulación de 
granulas querato· 
h1abn;i 

S1ntes1s de 
queratina 

Smtes1s de 
ONA y d1vrs1ón 
celular, células 

madre 

lnfccc1ón por HPV Liberación del virus 

Célula infectada por 
HPV 

SinteSls de la 
cáps1dc viral 

Inducción del prmc1pal 
promotor tardio Virar. 
ampllficac1ón del ADN 
viral 

Infección de la célula 
madre, establec1m1ento 
como multicopias de 
elementos 
extracrornosomales, 
cxoreS1ón del oen viral 

E) Fonnación de 
virus infecciosos • 

,.,.__C_é_lu_las_e-'-o--rte_lia_le_s _ _. ,~:rm> 
O) Diferenciación y 
movimiento celular 

C) Células epiteliale"> 

Zona de lransformación del cérv~ 
basales 

Repiicación viral 
episomal: Expresión 
de E1, E2 y E4-E7 

Eprtelio Eprtelio 
columnar escamoso 

i 
Expresión de 

L1 y L2 

F) Cérvix y transformación maligna G) Integración de los genes de HPV en 
~ :~,~:::p_:;·.z.::.:C,'!" Cf r::;; , los cromosomas huésped 
~.::_:r:í: :..< ·¡~:·.: .. ~~~\__ <~- ;._.,.. 

,:--(;J>.-O:.J-.r,/;:J'J::..';o Células eprtellales 
~~~!.r;_h',.'.t',{~,fL[.7ransformadas por HP~ 

~~EfB-ª .. [i. ¡...,,,_).., Células .: ~ ;,... • f ('\)rf \ m1tóticas 
C1 l ) • _ ,•·1 )..)--: supra basales 
--••..-·-.A ~t 1 ' ' 

---......--__ 1 \.-""- \."-. 

:_:li' I' ,._>...,;.; -. 
Invasión 

~~~~~~~~~~~-)1.-

CIN3 Cáncer cervical invasivo 

Expresión de E6 y E7 
(uniones de p53 y Rb) 

Figura 6 Infección y replicación del virus del papiloma humano (HPV) en células 
del epitelio cervical. A) Cérv1x nonnal, zona de transformación en la cual hay una 
transición de epitelio columnar a epitelio escamoso; Los tipos de HPV son pobablamente 
mas infecciosos para las células que eslan estrechamente relacionadas con esta 
asociación. B) El virus del HPV tiene acceso a las células del epitelio basal del cérvix via 
la vagina, donde estos se replican episomalmente y se expresan los genes virales 
(tempranos) E1. E2, E4, E5, E6 y E? C) Las células basales infectadas las cuales 
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muestran signos de disrupción celular como resultado de la infección viral, continuan su 
diferenciación y migración a la superficie epitelial donde D) las células (ahora) escamosas 
comienzan a expresar los genes tadíos de HPV L 1 y L2. Las partículas del virus 
infecciosas son formadas y liberadas en el lumen de la vagina. E) La infección del HPV 
(particularmente con los tipos de alto riesgo) pueden progresar en: 1) displasia leve 
inducida por HPV, 2) etapa final de neoplasia intraepitehal cervical (NIC3) y 
eventualmente, 3) cáncer cervical invasivo (CaCu), cuando la membrana basal es rola 
por las células infectadas, estas permiten una expansión local y también una metastasis 
le¡ana. F) La transformación de células epiteliales, los genes de HPV son integrados en 
los cromosomas de las células húesped, con la expresión de las proteínas (oncogénicas) 
E6 y E7, las cuales se unen a las proteínas supresoras del tumor p53 y Rb. Tomado de 
Stephen, 1998). 

Se ha propuesto que las proteínas E6 y E7 del HPV, tienen dos funciones 

críticas para el desarrollo de neoplasias. Primero se ha visto que la proteína E6 de 

los HPV's de alto riesgo para el desarrollo de CaCu (HPV-16 y 18), está asociada 

con la proteína p53 (proteína supresora del tumor) y es capaz de inactivar1a; al 

regular el paso entre G1/S y G2/M. E6 recluta la proteína celular E6AP, que 

funciona como la ubiquitina ligasa que une p53. Este resultado de reunión en la 

ubiquitinización de p53 es seguida por una rápida degradación de la proteína p53, 

por el proteasoma 26S (Figura 7). E6 también presenta una activa función de 

tolerancia además de asociarse con el calcio unido a la proteína ERC-55, factor 

de respuesta de interferon, IRF3, y la lntegrina asociada a la proteína paxilina. La 

proteína E7 de alto riesgo de HPV se une a la familia de proteínas Rb, p107 y 

p130 son resultado de la activación constitutiva del factor de transcripción E2F. 

Segundo, la proteína E7 puede interactuar y evitar las actividades de inhibidores 

del ciclo celular (inhibidores cdk) que interactúan con los complejos cdk/ciclina 

tales como p27kipl y p21waf1/Cipl (Figura 7). Además E7, al igual que otras 

proteínas oncogénicas de virus tumorales (SV40Tag y Ad5 E1A), pueden inactivar 

a la proteína pRB, fosforilándola, para liberar el factor de transcripción E2F y el 

ciclo celular puede avanzar de G1 a S, G2 y M. En condiciones normales, en la 

fase M la ppRB se desfosforila por acción de una fosfatasa: entonces, la proteína 

pRB puede unirse nuevamente a E2F y bloquear el ciclo celular en G1 (Figura 7). 

Después del rompimiento del control del ciclo celular, las células epiteliales 

proliferantes, disminuyen los marcadores de diferenciación y son blancos de 
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alteraciones genéticas adicionales por convertirse en células neoplásicas 

(Stubenrauch y Laimins, 1999; Galloway y McOougall, 1996; Jones y Münger. 

1996). 

A) 
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Figura 7. lnaclivación de la proteína p53 medianle la proteína E6 del HPV. A) 
orden de los eventos que conducen a la degradación de p53 dependiente de ES. La 
formación de complejo E6/ES-AP precede a la asociación con p53; p53 es entonces 
multi-ubiquitinado, degradado por proteasoma 2SS. 8) Estructura/función de E6/AP. La 
numeración indica los segmentos importantes de unión con las proteínas ES y p53. El 
dominio hect cataliza la ligación de las unidades de ubuquitina al substrato. Tomado de 
Huibresgtse y Beaudenono. 199S. 
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3.7. DESARROLLO DE VACUNAS TERAPÉUTICAS CONTRA CÁNCER 

CÉRVICO-UTERINO BASADA EN PÉPTIDOS SINTÉTICOS. 

Una importante meta en la inmunoterapia conlra el cáncer cervical es 

erradicar los residuos del tumor, seguido por una terapia convencional, y evitar la 

reaparición del tumor y la metástasis. Las células tumorales conlienen proteínas 

que pueden ser utilizadas como vacunas para inducir funciones efectoras 

especificas por los CTL"s contra estas oncoproteinas. No todos de estos 

. problemas pueden ser solventados por las vacunas antitumor, sin embargo, es 

importante considerar que una de las vías más viables para inducir la estimulación 

de la respuesta inmune celular son las vacunas con péptidos unidas al MHC-1 

(Toes et al, 1996). Los progresos para la identificación de antígenos virales 

asociados al tumor permiten el desarrollo de vacunas molecularrnente definidas, 

que contengan un mismo número de componentes esenciales, que puedan ser 

usados para obtener una respuesta específica de las células malignas contra 

dominios y subclominios de epítopes de células T (Melief et al, 1996). 

Estudios recientes han encontrado la asociación del HPV-16 Y 18 en 

infecciones cervicales de bajo grado o de carcinoma cervical (CaCu). Estas 

observaciones sugieren la relación entre las infecciones provocadas por HPV y el 

desarrollo de neoplasia intra epitelial (NIC) y carcinoma cervical (Ter Harrnsel et 

al, 1999) 

Actualmente varios estudios inmunológicos en el CaCu se han enfocado en 

investigar a los péptidos antigénicos derivados de proteínas ES y E7 del HPV-16 y 

18, y que presentan una alta actividad de unión con moléculas HLA clase l. Estos 

estudios muestran que los péptidos sintéticos de las proteínas E6 y E7 son 

capaces de inducir una activación de CTL"s de sangre periférica de pacientes con 

CaCu (Castellanos et al, 2001). Por otro lado, recientes estudios con modelos 

animales, proponen el desarrollo de vacunas profilácticas contra HPV-16. Estos 
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estudios han demostrado los efectos protectivos generados por inmunización de 

partículas propias del virus (VLPs) compuestos de la proteína mayor de la cápside 

del virus, L 1. Además los experimentos proveen una inminente evidencia de 

respuesta de la neutralización de anticuerpos contra la proteína L 1 y que es 

suficiente para la protección contra la enfermedad del virus del papiloma humano 

(White et al, 1999 y Suzich et al, 1995). Asimismo, en modelos con ratones, 

linfocitos T citotóxícos (CTL) son capaces de reconocer proteínas codificadas por 

oncoproteínas virales, incluidas las involucradas en la transformación, entre los 

que se encuentran las proteínas del virus del papiloma humano (HPV) asociado a 

tumores humanos. Monroy et al, 1999 han identificado una fracción de péptidos 

de L 1 asociados naturalmente a moléculas MHC clase 1 de una línea celular con 

carcinoma cervical positiva para HPV-18, estos péptidos son capaces de inducir 

proliferación en linfocitos T citotóxicos. En consecuencia, la identificación de 

péptidos derivados del virus presentados por moléculas MHC-1 en la superficie 

celular de células tumorales humanas son de gran importancia para el desarrollo 

de inmunoterapia contra el tumor. 

Es por ello que el presente trabajo se llevo acabo con la finalidad de Inducir 

estímulo en linfocitos T de sangre periférica de pacientes con CaCu y de 

donadoras normales con péptidos sintéticos derivados de Ja proteína L 1 del HPV-

16 y 18 altamente asociados con CaCu específicos para Jos alelos HLA-A2, -A24, 

-835 y -839 (frecuentemente expresados en la población mexicana). Los 

resultados de este estudio nos permitirán sugerir Ja importancia que pueden tener 

estos péptidos antigénicos derivados de la proteína L 1 para tratamiento 

profiláctico del CaCu en estadios tempranos de la enfermedad. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

El cáncer cérvico-uterino (CaCu) representa la neoplasia más frecuente en 

nuestro país (aproximadamente 35% de las neoplasias en la mujer), a pesar de las 

campañas de detección oportuna como puede ser el Papanicolau, no se puede 

evitar una alta incidencia en este problema de salud. El CaCu se encuentra 

asociado a cerca del 99% de los tumores con el virus del papiloma humano (HPV). 

De aquí que varios investigadores hayan propuesto que las proteínas derivadas 

del HPV puedan ser candidatos importantes en la respuesta inmune contra Ca Cu. 

En estudios recientes hechos en ratón, se ha reportado que 

Inmunizaciones con péptidos derivados de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 han 

generando respuestas protectivas de linfocitos T citotóxicos específicos contra 

tumores inducidos en estos animales. 

Por otra parte, considerando que la proteína L 1 de HPV constituye ta vía de 

entrada del virus a la célula huésped, debido a que forma parte de la cápside viral 

y a que tiene un papel importante en el inicio de la infección en el epitelio cervical 

y en la propagación de la enfermedad, este estudio se llevó acabo con la finalidad 

de identificar los péptidos inmunogénicos de la proteína L 1 de HPV-16 y 18 

(altamente asociados con CaCu) específicos para los alelos HLA-A2, A24, 835 y 

839 (de mayor frecuencia en la población mexicana) expresados en pacientes con 

cáncer cérvico-uterino. 

~L=ab=o=r~al=o=rio~de=l=n=m=u=n=ob=i=o/eog=l=a=.=FE==s=z=a=ra=g=oz=a=.=u=N=A=M=.========....,~====~======~ 37 
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5. HIPOTESIS. 

Se sabe que Ja proteína L 1 del virus del papiloma humano es 

predominantemente encontrada en las neoplasias preinvasoras del cérvix, y 

además se ha visto que el cáncer avanzado puede tener un importante papel 

antigénico. Además con la predicción de algoritmos se ha podido identificar los 

sitios más antigénicos (péptidos) de una proteína blanco. En consecuencia, los 

péptidos obtenidos de las secuencias de Ja proteína L 1 de HPV-16 y 18 altamente 

asociados con CaCu que tengan afinidad específica para Jos alelos HLA-A y B de 

mayor frecuencia en Ja población mexicana, podrán ser identificados como 

inmunogénicos en pacientes con cáncer cervical y que presentan esos alelos. 
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6. OBJETIVOS. 

6.1. OBJETIVO GENERAL. 

Se Identificará a los péptidos inmunogénicos de la proteína L 1 de HPV-16 y 

18 específicos para tos alelos HLA-A2, A24, 835 y 839. 

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES. 

a) Predecir y diseñar a los péptidos de Ja proteína L 1 de HPVc16 y 18 con 

mayor afinidad hacia Jos alelos HLA-A2, A24, 835 y 839. 

b) Obt~ner muestras sanguíneas de pacientes con neoplasias cervicales 

invasivas. 

.·. 
c) Analizar el haplotipo de hlstocompatibilidad de las muestras sanguíneas 

de pacientes con neoplasias cervicales. 

d) Determinar el tipo de infección por el HPV en los pacientes con 

neoplasias. 

e) Identificar a los péptidos de la proteína L 1 con actividad antigénica 

especifica. 
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7. MATERIALES Y METODOS. 

7.1 Predicción de epítopcs de la proteina L 1 de HPV-16 y 18. 

La predicción de los péptidos (secuencias de 9 aminoácidos) derivados de 

la proteína L 1 HPV-16 y 18 con alta afinidad hacia moléculas HLA clase 1 (HLA­

A2, A24. 835 y 839; alelos con mayor frecuencia antigénica en la población 

mexicana), reportadas recientemente por De Leo et al, 1997 y Wecman el al, 

1997, se realizó mediante el uso de un programa de algoritmos vía Internet 

(http://bimas.dcrt.nih.gov/cgi-bin/molbio/ken_parker_comboform), el cual se basa 

en utilizar los residuos de anclaje y el tamaño de los péptidos que han sido 

descritos para cada alelo particular (Rammensee et al, 1995), de tal forma que la 

secuencia de la proteína L 1 de HPV-16 y 18 fue analizada para obtener 10 

péptidos con las mayores afinidades teóricas para las moléculas MHC-1 que fueron 

estudiadas. Los tres péptidos que presentaron los valores de afinidad más altos 

para cada alelo (Tabla 3), fueron sintetizados y utilizados para los ensayos de 

estimulación de los linfocitos T. 

ALELO PÉPTIDOS T1/2 DE PÉPTIDOS T112 DE 
POSICIÓN DISOCIACIÓN POSICIÓN DISOCIACIÓN HLA L1 HPV-16 (mln.) L1 HPV-18 (mln.) 

FLLQAGLKA 494-502 84.555 QLFNKPYWL 366-374 434.725 
HLA·A2 GLQYRVFRI 93-101 139.174 SLYDTYRFV 475-483 470.519 

YLRREQMFV 275-283 133 735 ILFLRNVNV 47-55 437.482 
DYKQTQLCL 176-184 200 000 LYHPRPLPL 21-29 240.000 

HLA-A24 FYNPDTQRL 116-124 432 ººº IYNPETQRL 151-159 432.000 
KYTFWEVNL 469-477 400 ººº QYPLGRKFL 523-531 300.000 
EPYGDSLFF 266-274 30 000 RPSDNTVYL 66-74 80 000 

HLA-835 VPKVSGLOY 88-96 120 ººº IPKVSAYQY 123-131 120.000 
LPSEATVYL 31-38 40 000 APAENKDPY 495-503 80.000 
IHSMNSTIL 417-425 90 000 LHSILVYMV 29-37 45 000 

HLA-839 YHIFFQMSL 21-29 180 000 IHSMNSSIL 453-461 90 000 
YHAGTSRLL 6Hl9 90 000 YHAGSSRLL 96-104 90000 

Tabla 3. Péptidos derivados de la proteína L 1 de HPV-16 y HPV-18 que presentan 
alta afinidad (predicha mediante algoritmos) hacia los alelos HLA clase 1 de mayor 
frecuencia en la población mexicana. 
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Tomando en consideración que la proteína Matriz de Influenza-A constituye 

una de las proteínas más antigénicas de los virus asociados con la gripe en 

humanos. en este trabajo se sintetizaron péptidos derivados de esta proteína para 

los alelos HLA-A2, A24, 835 y 839 (Tabla 4), para ser utilizados como controles 

positivos en la estimulación de los linfocitos T de paciente con cáncer cérvico­

uterino y de donadoras normales. Algunos de estos péptidos antlgénicos 

derivados de esta proteína ya han sido utilizados como controles positivos en la 

estimulación de linfocitos T de donadoras normales y de pacientes con cáncer 

cervical en el contexto HLA-A2 (Ressing et al, 1996). 

ALELOS PEPTDOS DE LA T1/2 DE 
PROTEiNA POSICIÓN. DISOCIACIÓN 

HLA MATRIZ INFLUENZA-A lmin.I 

HLA·A2 GILGFVFTL 58-66 550.927* 

HLA-A24 LYRKLKREI 99-107 66.000 
VFAGKNTDL 31-39 20.000 

HLA-835 GAKEISLSY 111-119 36.000 
QARQMVQAM 208-216 18.000 

HAL-839 LKAEIAQRL 20-28 24.000 
LKNDLLENL 229-237 24.000 

Tabla 4. Pept1dos denvados de la protema matnz de influenza-A que presentan 
alta afinidad (predicha mediante algoritmos) hacia los alelos HLA clase 1 de mayor 
frecuencia en la población mexicana. *Referido en Ressing et al, 1996. 

7.2. Síntesis de péptidos. 

Los péplidos que presentaron la mayor afinidad hacia Jos alelos HLA-A2, 

A24, 835 y 839, de acuerdo a los valores dados por el programa, fueron 

sintetizados de manera automática. Para su síntesis, se utilizó un sintetizador 

automático (Applied Biosystem 2.01, Becton Dickinson & Ca Mountain View, C.A.), 

el cual a partir de una columna de fase sólida que contiene el aminoácido C­

terminal, se incorporan los demás residuos mediante repetidos ciclos con 

desprotección de los aminoácidos de enlace (Fmoc) (Gauseohl et al, 1990). 

Después de desprender los péptidos de la resina por tratamiento de ácido 

trifluoroacético, fueron analizados por HPLC fase reversa para saber su grado de 

pureza. Finalmente fueron liofilizados, disueltos en solución salina de fosfatos, 
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filtrados en membranas de 0.22µ M y almacenados a -70 ºC para su uso 

posterior. 

7.3. Obtención de biopsias tumorales y muestras de sangre venosa de 

pacientes con neoplasias prelnvaslvas e invasivas. 

Las muestras de sangre y biopsias fueron obtenidas de pacientes con 

cáncer cérvico-uterino avanzado (Estadios 1-IV), en el Servicio de Ginecología 

Oncológica del Instituto Nacional de Cancerología (INCAN). Mediante colposcopía 

se tomó una biopsia de la lesión cervical, la cual fue trasladada en un tubo 

eppendorf estéril hacia el laboratorio de lnmunobiología FES- Zaragoza en donde 

fueron analizadas para determinar el tipo de HPV. Por otro lado, se obtuvieron 

estérilmente 30 mi de sangre periférica, los cuales se colectaron en dos tubos 

diferentes: un tubo con 20 mi de sangre periférica con heparina para la obtención 

de linfocitos T y en otro tubo con 10 mi de sangre periférica conteniendo ACD para 

la tipificación de los antígenos de hlstocompatibilidad (HLA case 1) mediante 

microcitotoxicidad en el Departamento de Transplantes del Instituto Nacional de 

Ciencias Médicas y de la Salud Salvador Zubiran (INCMSSZ) (De Leo et al, 1997; 

Weckman et al, 1997; Vargas et al, 1993; Gómez et al, 1997; Krausa et al, 1995). 

7.4. Tiplflcaclón de HPV en las biopsias de tumores de cáncer cervical. 

Con la biopsia de tejido tumoral se procedió a la extracción de ácidos 

nucleicos y tipificación del HPV, para ello fueron utilizadas sondas de ADN para la 

región tardia L 1 de HPV. La amplificación del DNA se realizó mediante el uso de la 

técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR), y después se realizó un 

Southem blot para ·evidenciar en el gel los productos amplificados que fueron 

transferidos en un soporte de nylon para realizar la hibridación con sondas 

específicas y marcadas para detectar al DNA viral de HPV-16 y 18 en una 

autorradiografia (Hecht et al, 1995; Tlng y Manos, 1990). 



Arturo Acosta Arauja. 

7.5. Obtención de linfocitos Ta partir de sangre periférica de pacientes 

con cáncer y donadoras normales. 

El tubo con los 20 mi de muestra de sangre periférica fue centrifugado a 

2,000 revoluciones por minuto (RPM) durante 5 min. en una centrífuga clínica para 

obtener dos fases; la fase superior (plasma) fue retirada para eliminar las 

plaquetas, proteínas y grasa; posteriormente la fase restante (botón de celular) fue 

lavado y centrifugado dos veces con medio de cultivo RPMI suplementado al 10% 

con suero fetal de bovino (SFB), las células mononucleares fueron separadas del 

paquete celular a través de un gradiente de densidad con 2 mi de Ficoll­

Histopaque 1.077 (marca Microlab) por cada 5 mi de paquete celular, y se 

centrifugó durante 20 min. a 1.2 X 103 RPM, obteniéndose tres fases; un~ inferior 

(con el paquete de eritrocitos), una intermedia de Ficoll, una banda blanca 

(conteniendo los linfocitos T) y una superior (sólo contenía el medio de cultivo 

RPMI). Posteriormente se retiró la banda blanca que contiene los linfocitos T y 

fueron lavados y centrifugados dos veces con medio RPMI para eliminar el exceso 

de Ficoll Histopaque. 

7.6. Cultivo de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con 

cáncer y donadoras normales. 

Previamente las células mononucleares fueron cultivadas durante una hora 

y posteriormente las células no adherentes fueron cultivadas por triplicado en 

placas de 96 pozos (2.5 x 105 células por pozo) marca Costar® (USA), y 

mantenidas con 80 µI en medio de cultivo que consistente de lscove's Dulbecco's 

Modified suplementado con 10% de Suero Fetal de Bovino, 100 U/mi de penicilina, 

4 mM de L-glutamina, 1 nM de Piruvato de Sodio y 20 µM de 2-mercaptoetanol y 

estimuladas con 10 Ul/ml de inter1eucina 2 recombinante humana (IL-2), excepto a 

los pozos que sólo contenían las células mononucleares los cuales fueron 

considerados como negativos (Figura 7). 
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7.7. Identificación de los péptidos antigénicos de L 1 de HPV-16 y 18. 

Las fracciones adherentes y no adherentes de las células mononucleares, 

fueron incubadas en presencia de los diferentes péptidos predichos para el alelo 

en cuestión con una concentración de 50µM de cada péptido y 1 O µM de P2-
Microglobulina con el fin de estabilizar la estructura de MHC-1. La actividad de los 

péptidos se determinó después de 4 días de estimulación con péptido. Después 

de los 4 días se incorporó en los cultivos timidina trillada (1µCi por pozo) durante 

las últimas 18 horas de cultivo, para medir la actividad de los péptidos. 

7.8. Cosecha y conteo de linfocitos T de pa.i::ientes con cáncer y 

donadoras normales. 

Después de las 18 horas de cultivo las células se lisaron por medio de 

congelación y descongelación a -70 ºC. La cosecha de las células se realizó por 

medio de una cosechadora (Brandel modelo MH-12 USA), colectándose las 

muestras en filtros de papel (Brandel USA). Posteriormente se realizó el conteo de 

las células depositando los filtros en viales Mini Poly™-a (USA} con 2 mi de 

líquido de centelleó (Beckman Counter USA}. El conteo se llevó a cabo durante un 

minuto (por vial} en un contador automático (Beckman modelo LS 6,500 USA}. 

Como controles, en cada caso se evaluó bajo las mismas condiciones, la 

estimulación de linfocitos T obtenidos de donadoras normales que presentaron el 

mismo alelo de MHC-1 en estudio. La estimuiación proliferativa de los linfocitos con 

péptidos fue medida por el indice de proliferación (IP). El IP se calculó de acuerdo 

a la siguiente fórmula: 

IP = [(cpm de los linfocitos estimulados con péptldo I cpm de los 

linfocitos sin péptido) -1) X 100 

En donde; cpm son las cuentas por minuto. 

Las muestras que presentaron un IP > 50 fueron consideradas como 

positivos. 

____ , _____ _ 
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8. RESULTADOS. 

8.1. Frecuencias alélicas HLA clase 1 de las pacientes con cáncer 

cérvico uterino (CaCu) y donadoras normales. 

En este estudio se trabajaron muestras de sangre periférica de 32 

pacientes que presentaban CaCu avanzado y con diferentes estadios, clínicos 

(Tabla 5a-c): 4 con estadio 181, 3 con 182, 3 con llA. 10 con 118, 10 con 1118, 1 de 

IVA y 1 de IV8, de acuerdo con la clasificación de la Federación Internacional de 

Ginecología y Obstetricia, (ver Apéndice). De estas 32 pacie.ntes; 27 (84%) 

presentaron tumores caracterizados como carcinomas epidermoides; 4 (13%) con 

adenocarcinoma y 1 (3%) con cervicitis crónica. Sólo 15 b,lop~ias ·tumorales 

pudieron ser analizadas para conocer el tipo de virus de papiloma humano: 8 de 

ellas presentaron infección con HPV-16, 2 con HPV-180 2'con HPV~16/18, 2· 

positivas para HPV diferente a 16/18 y 1 negativa paraHPV (Tablas 5a-c). 

Por otro lado, mediante la tipificación de los haplotipos de 

histocompatibilidad clase 1 (HLA-A, 8 y C) de las 32 pacientes, usando ensayos 

de microcitotoxicidad en linfocitos de sangre periférica se observó que los alelos 

HLA clase 1 más frecuentes fueron: para el locus HLA-A, el alelo HLA-A2 se 

encontró expresado en 19 (59%) pacientes y el alelo HLA-A24 en 8 (25%) de las 

pacientes; para el locus HLA-8, los alelos más frecuentes fueron HLA-835 en 15 

(47%) de las pacientes y HLA-839 en 6 (19%) de las pacientes; finalmente para el 

locus HLA-C, los alelos más frecuentes fueron HLA-Cw4 en 9 (28%) de las 

pacientes y el alelo HLA-Cw7 en 8 (25%) de las pacientes (Gráfico 1). Además, es 

importante mencionar que en las 32 pacientes analizadas, se encontró al menos 

uno de los alelos de mayor frecuencia en la población mexicana (HLA-A2, A24, 

835 y 839) y que la frecuencia encontrada para el alelo HLA-A2 correspondió 

con la frecuencia reportada previamente por Vargas-Alarcón et al, 1999. Además 

se observó que la asociación alélica más frecuente fue la de HLA-A2/835 también 

en un 30% de las pacientes. 
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Gráfico 1. Frecuencia de los alelos HLA-A2, -A24, -635, -639, -Cw4 y-Cw7 en 
pacientes con cáncer cérvico-uterino utilizados en este estudio. 

En este estudio se contó con un grupo control de donadoras normales que 

expresaban en su haplotipo HLA clase J al menos uno de Jos alelos (HLA-A2, A24, 

835 y 839) con Ja finalidad de realizar ensayos de estimulación de linfocitos T de 

sangre periférica (ver más adelante) con Jos péptidos derivados de Ja proteína L 1 

de HPV-16 y 18 específicos para estos alelos (Tabla 6). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

....................................... """"~"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""45 
Laboratorio de lnmunoblolagla. FES Zaragoza. UNAM. 



1 TIPO DE ESTADIO 
PACIENTE TIPO DE CARCINOMA HPV CLINÍCO 

HAPLOTIPO HLA CLASE-1 

1 Carcinoma Epidermoide. NT 1118 
A2(26), 835, Cw4 

A66(28), 846, · 

2 Adenocarcinoma. NT 118 
A3, 87, Cw3 

A24, 850(21), Cw3 

3 Carcinoma Epidermoide. NT 118 
A1, 88, Cw1 
A36, 860(1 ), • 

4 Carcinoma Epidermoide. NT 1118 
A24(9), 835, Cw1 

A28, 815, • 

::• I~ 
,.._ 

A2, 839, Cw3 
5 Carcinoma Epidermoide. NT. 181 860,. 

'-,. ',. ~ 

6 ... Carcinoma Epidermoide. ·· ... ~;· 118 A2, 835 

7 Carcinoma Epidermoide. .NT. 1118 
A31, 835 
A28,848 

8 Carcinoma Epidermoide. HPV-16/18 182 
A1, 88, 

A24(9), 844(12) 

9 Carcinoma Epidermoide. HPV-16 llA 
A2, 865(14), Cw7 

A33C19l, 850C21), Cw8 

10 Carcinoma Epidermoide. HPV-16 182 
A2, 838(16), • 
860(40), Cw3 

11 Carcinoma Epidermoide. HPV-16 llA 
A3,836 

A11, 835, Cw4. 

12 Carcinoma Epidermoide. HPV-18 IV8 A2, 835, Cw4. 

13 Adenocarcinoma HPV-16 181 
A2, 865(14), Cw8 

A28. 839(16), Cw7 .. 
Tabla 5a. Datos clínicos y haplotipos de histocompatib1hdad HLA clase 1 de las pacientes con cancer cérvico-uterino, 

atendidas en el INCAN. NT; no tipificada. 



PACIENTE TIPO DE CARCINOMA TIPO DE ESTADIO 
HAPLOTIPO HLA CLASE-! 

HPV CLINÍCO 

14 Carcinoma Epidermoide. HPV-16 llA 
A2. 839(16), Cw7 

841 

15 Carcinoma Epidermoide. HPV-16 118 
A2. 835, Cw10 

A31, 838 

16 Carcinoma Epidermoide. HPV-16 1118 A2. 87. CW7 
A23, 851 CW3 

17 Carcinoma Epidermoide. NT IVA 
A2, 848, CW7 
A28, 851, CW3 

18 Carcinoma Epidermoide. HPV~(+) 182 
A2. 835, CW4 
A23, 850, CW6 

19 Carcinoma Epidermoide. NT'. 118 
A2, 841, CW9 

A28,862 
.. A24,846 

20 Carcinoma Epidermoide. NT 1118 A28,848 

21 Carcinoma Epidermoide. NT 1118 
A31, 835 CW10 

A28,815 

22 Carcinoma HPV~(+) 118 
A2, 835 

·•· "" A28,860 

23 Carcinoma adenoescamoso poco diferenciado. .HPV+J• 1118 
A2, 835 
A24,845 

24 Carcinoma Epidermoide. HPV-16 1118 
A1, 835 

A29, 844. 

25 Carcinoma Epidermoide. HPV-16 1118 
A28, 835, CW4 

A24 

26 Carcinoma Epidermoide. HPV-16/18 118 
A30, 818, CW7 

A28, 838(16) (839) 

Tabla 5b. Datos clínicos y haplotipos de histocompatibilidad HLA clase 1 de las pacientes con cáncer cérvico-uterino, 
~ atendidas en el INCAN. 
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PACIENTE TIPO DE CARCINOMA 
TIPO DE ESTADIO HAPLOTIPO HLA CLASE·I 

HPV CLINÍCO 

27 Carcinoma Epidermoide. NT 118 
A2, 842,CWT 

A30 

28 Cervicitis crónica. NT 118 
A2,835,CW4 

849,CW? 

29 Carcinoma Epidermoide. NT 1118 
A2, 850, CW2 

827. 

30 Adenocarcinoma poco diferenciado. NT 181 
A3, 813, CW4 

•¡·•"'' A30, 835, CW6 

31 Carcinoma Epidermoide. NT .·. 181 
A2, 835, CW3 

. A24, 840, CW4 

32 Carcinoma Epidermoide. NT 118 
A2, 835, Cw4 

A24, 827, Cw2. 

Tabla Se. Datos clinicos y haplotipos de histocompatibilidad HLA ciase 1 de las pacientes con cancer cérvico-uterino, 
atendidas en el INCAN. NT; no tipificada . 
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DONADORA HAPLOTIPO HLA CLASE-1 

1 
A2 

A29(19), 644(12) 

2 
A2,648,Cw7 

A24(9), 662(15), Cw1 
--

3 
A1,68,Cw7 

A2, Cw4 

4 
A2, 651(5) 

A3, 613,CwO 

5 
A1, 68, Cw7 

A24(9), 635, Cw4 

6 
A24, 648 

A23, 835, Cw4 

7 
A3, 862(15), Cw3 

A24(9), 648 

8 
A1, 835, Cw2 

A30(19), 618, Cw5 

9 
A28,635,Cw4 

A3, 839 

10 A28, 635, Cw4 
A3, 839 

11 
A2, 662, Cw1 

A26, 638 

12 
A2, 662, Cw1 

A24, 661, Cw3 

Tabla 6. Haplotipo de histocompatibilidad HLA clase-1 de las donadoras Normales 
obtenidas del Departamento de Transplantes del INCMSSZ . 
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8.2. Ensayos de estlmulación de linfocitos T de pacientes con cáncer 

cervical y donadoras normales con péptidos sintéticos. 

8.2.1. Estimulación de lintocitos T con péptidos específicos derivados 

de las proteínas L 1 de HPV-16 y 18 para el alelo HLA-A2. 

Con la finalidad de evaluar la respuesta proliferativa de linfocitos T de 

sangre periférica de pacientes con cáncer cérvico-uterino y donadoras normales 

que expresaban el alelo HLA-A2 en su haplotipo HLA clase 1, 1x105 linfocitos T 

fueron cultivados con 50µM de cada uno de los péptidos sintéticos predichos de 

las proteínas L1 de HPV-16 y 18 (Tabla 3) y de la protefna M de influenza (Tabla 

4) específicos para este alelo. La estimulación de linfocitos T inducida con los 

péptidos sintéticos fue considerada como positiva cuando esta se encontraba con 

un índice de proliferación (IP) ~ 50, tal como lo considera Ressing et al, 1996. El 

péptido que indujo una mejor proliferación en pacientes con CaCu fue: 

P3(YLRREQMFV) derivado de la proteína L 1 de HPV-16, ya que se observó un 

mayor estímulo en 7 de 19 pacientes con un 37% de frecuencia (Gráfico 2-5 y 

Tabla 7). El péptido P15(1LFLRNVNV) derivado de la proteína L 1 de HPV-18 

también indujo estímulo en 7 de 19 pacientes (37%). Esta frecuencia de estímulo 

fue comparable a la observada por el péptido control de influenza-A 

P25(GILGFVFTL) (Gráfico 2-5 y Tabla 7). Cabe destacar que el índice de 

proliferación (IP) más alto se observó en los linfocitos de la paciente número 14 

con el péptido P15 derivado de HPV-18, mostrando un IP de 1250, muy similar al 

inducido por el péptido P25 de Influenza-A, en las pacientes 13 y 14 cuyas 

biopsias mostraron posítividad a la infección con HPV-16, con un IP de 1200 y 

1600 respectivamente (Gráfico 3). Por otro lado, se observó que los linfocitos T 

derivados de la paciente número 10 positiva para HPV-16; la paciente número 22 

(positiva para HPV diferente a 16 y 18); y la paciente número 23 (negativa para 

HPV) respondieron a los péptidos derivados de HPV-16 y 18, al igual que a los 

péptidos de Influenza-A (Gráfico 4). 
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Por otra parte, al analizar la proliferación de los linfocitos T de donadoras 

normales que expresaron el alelo HLA-A2 se observó que los péptidos derivados 

de la proteína L 1 de HPV-16: P2(GLQYRVFRI) y P3(YLRREQMFV) indujeron una 

proliferación fuerte en la donadora normal número 12 con un IP de 178 y 102 

respectivamente (Gráfico 6 y Tabla 7); y los péptidos derivados de la proteína L 1 

de HPV-18: P14(SLYDTYRFV) y P15(1LFLRNVNV) indujeron un estimulo fuerte 

en la donadora 11 con un IP de 115 y 104 respectivamente. Mientras tanto, el 

péptido control de Matriz de Influenza-A P25(GILGFVFTL), indujo estímulo en 4 

de las 6 donadoras normales (67%) que presentaban el alelo HLA-A2, en donde 

el estímulo más fuerte se observó en los linfocitos de la donadora número 3 con 

un IP de 120 (Gráfico 6 y Tabla 7). 
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Gráfico 2. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con CaCu y 

con el alelo HLA-A2. Los linfocitos de cada una de las pacientes fueron cultivados en ausencia o 
en presencia de los diferentes péptidos especificas para el alelo HLA-A2. Péptidos de la protelna 
L 1 del HPV-16: P1 (FLLQAGLKA); P2(GLQYRVFRI); P3(YLRREQMFV). Péptidos de la protelna L 1 
del HPV-18: P13(QLFNKPYWL); P14(SLYDTYRFV); P15(1LFLRNVNV); y péptido de la protelna 
de Matriz de Influenza-A: P25(GILGFVFTL). La proliferación fue evaluada a los siete dlas de 
cultivo medianle la incorporación de timidina tritiada. Los cultivos en los cuales se obtuvieron IP 
superiores a 50, fueron considerados como positivos. 
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Gráfico 3. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con 
CaCu y con el alelo HLA-A2. Los linfocitos de cada una de las pacientes fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos específicos para el alelo 
HLA-A2. Péptidos de la proteina L 1 del HPV-16: P1 (FLLQAGLKA); P2(GLQYRVFRI); 
P3(YLRREQMFV). Péptidos de la proteína L 1 del HPV-18: P13(QLFNKPYWL); 
P14(SLYDTYRFV); P15(1LFLRNVNV); y péptido de la proteína de Matriz de Influenza-A: 
P25(GILGFVFTL). La proliferación fue evaluada a los siete días de cultivo mediante la 
incorporación de timidina trillada. Los cultivos en los cuales se obtuvieron IP superiores a 
50, fueron considerados como positivos. 
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Gráfico 4. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con 
CaCu y con el alelo HLA-A2. Los linfocitos de cada una de las pacientes fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos especificas para el alelo 
HLA-A2. Péptidos de la proteína L 1 del HPV-16: P1(FLLQAGLKA); P2(GLQYRVFRI); 
P3(YLRREQMFV). Péptidos de la proteína L 1 del HPV-18: P13(QLFNKPYWL); 
P14(SLYDTYRFV); P15(1LFLRNVNV); y péptido de la proteína de Matriz de Influenza-A: 
P25(GILGFVFTL). La proliferación fue evaluada a los siete días de cultivo mediante la 
incorporación de timidina tritiada. Los cultivos en los cuales se obtuvieron IP superiores a 
50, fueron considerados como positivos. 
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Gráfico 5. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con 
CaCu y con el alelo HLA-A2. Los linfocitos de cada una de las pacientes fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos específicos para el alelo 
HLA-A2. Péptidos de la proteina L 1 del HPV-16: P1(FLLOAGLKA); P2(GLQYRVFRI); 
P3(YLRREOMFV). Péptidos de la proteina L 1 del HPV-18: P13(QLFNKPYWL); 
P14(SLYDTYRFV); P15(1LFLRNVNV); y péptido de la proteina de Matriz de Influenza-A: 
P25(GILGFVFTL). La proliferación fue evaluada a los siete dias de cultivo mediante la 
incorporación de timidina trillada. Los cultivos en los cuales se obtuvieron IP superiores a 
50, fueron considerados como positivos. 
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Gráfico 6. Proliferación de linfocitos T de sangre pe1iférica de mujeres 
donadoras y con el alelo HLA-A2. Los linfocitos de cada una de las donadoras fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos específicos para el alelo 
HLA-A2. Péptidos de la proteína L1 del HPV-16: P1(FLLQAGLKA); P2(GLQYRVFRI); 
P3(YLRREQMFV). Péptidos de la proteína L 1 del HPV-18: P13(QLFNKPYWL); 
P14(SLYDTYRFV); P15(1LFLRNVNV); y péptido de la proteína de Matriz de Influenza-A: 
P25(GILGFVFTL). La proliferación fue evaluada a los siete días de cultivo mediante la 
incorporación de timidina tritiada. Los cultivos e · •~~ ~uales se obtuvieron IP superiores a 
50, fueron considerados como positivos. 
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8.2.2. Estimulación con péptidos específicos para el alelo HLA-A24. 

Los péptidos P4(DYKQTQLCL) y P5(FYNPDTQRL) derivados de la 

proteína L 1 de HPV-16, estimularon cada uno a 3 de 8 (38%) de las pacientes con 

CaCu. El mismo número de pacientes fue estimulado con el péptido control de 

Influenza-A P27(VFAGKNTDL) especifico para el alelo HLA-A24 (Gráfico 7-8 y 

Tabla 7J.. Cabe destacar que el péptido P4 indujo un estímulo fuerte en la paciente 

. número 8 (positiva para HPV-16/18) con un IP de 500 (Gráfico 8). La paciente 

número .23 cuya biopsia fue negativa para HPV, presentó estimulación de 

linfocitos T con todos los péptidos de HPV-16 y 18, incluyendo al péptido eontrol, 

destacando los péptidos derivados de la proteína L 1 de HPV~18: 

P16(LYHPRPLPL), P17(1YNPETQRL) y P18(QYPLGRKFL);quéj~duje~on un 

estimulo fuerte con un IP de; 150, 145 y 225 respectivame~te (G~áfico 8). En las 
•' ... "" - ' 

donadoras nonnales que presentaron este alelo, el péptidÓ. de· Influenza-A 

P27(VFAGKNTDL} indujo una respuesta proliferativa fuert~ eh 3 de 4 (75%) de 

las donadoras, destacando las donadoras 5 y 7 con un IP de 100 en cada una 

(Gráfico 9 y Tabla 7). 
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L 1/HPV-16 L1/HPV-18 INFLU·A L1/HPV-16 L1/HPV-18 INFLU-A 
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Gráfico 7. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con CaCu y 
con el alelo HLA-A24. Los linfocitos de cada una de las pacientes fueron cultivados en ausencia o 
en presencia de los diferentes péptidos especlficos para el alelo HLA-A24. Péptidos de la proteina 
L 1 del HPV-16: P4(DYKQTQLCL); PS(FYNPDTQRL); P6(KYTFWEVNL). Péptidos de la proteína 
L 1 del HPV-18: P16(LYHPRPLPL); P17(1YNPETQRL); P18(QYPLGRKFL); y péptido de la proteína 
de Matriz de Influenza-A: P26(L YRKLKREI); P27(VFAGKNTDL). La proliferación fue evaluada a los 
siete dias de cultivo mediante la incorporación de timidina tritiada Los cultivos en los cuales se 
obtuvieron IP superiores a 50, fueron considerados como positivos. 

Laboratorio de lnmunobiologfa. FES Zaragoza. UNAM. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGF.N 

··~ .... ~ 



z 

Paciente 8 

3001 : :¡~ ~ 

~l~~~4!'~44JJ 
1 P4 PS P6 I P16 P17 P1B IP26 P27 

L1/HPV-16 L1/HPV-18 INFLU-A 

Paciente 23 

I P4 PS P6 I P16 P17 P1B IP26 P27 

L 1/HPV-16 L1/HPV-18 INFLU-A 

Arturo Acos/a Arauja. 

Paciente 20 
,--- --~-~-----·. 

50 i 

~/ :_ .~~: ~élilijl 
f P4 PS PG f P16 P17 P18 f P2G P27 

L1/HPV-16 L1/HPV-16 INFLU-A 

Paciente 31 Paciente 33 =rin----1 ~r·~~ ~-----J 
:L.i.~~ . . ·· -n~-, 1~·~ 

P4 PS PEj P16 P17 r1a, P2G P27 I 1 P4 PS PG 1 P16 P17 P1B IP26 P27 

L1/HPV-16 l 1/HPV-18 INFLU-A L1/HPV-16 L1/HPV-18 INFLU-A 

PEPTIDOS 
Gráfico 8. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con 

CaCu y con el alelo HLA-A24. Los linfocitos de cada una de las pacientes fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos específicos para el alelo 
HLA-A24. Péptidos de la proteina L 1 del HPV-16: P4(DYKQTQLCL); P5(FYNPDTQRL); 
P6(KYTFWEVNL). Péptidos de la proteína L 1 del HPV-18: P16(LYHPRPLPL); 
P17(1YNPETQRL); P18(QYPLGRKFL); y péptido de la protelna de Matriz de Influenza-A: 
P26(L YRKLKREI); P27(VFAGKNTDL). La proliferación fue evaluada a los siete días de 
cultivo mediante la incorporación de timidina triliada. Los cultivos en los cuales se 
obtuvieron IP superiores a 50, fueron considerados como positivos. 
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Gráfico 9. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de mujeres 
donadoras y con el alelo HLA-A24. Los linfocitos de cada una de las donadoras fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de Jos diferentes péptidos específicos para el alelo 
HLA-A24. Péptidos de la proteina L 1 del HPV-16: P4(DYKQTQLCL); PS(FYNPDTQRL); 
P6(KYTFWEVNL). Péptidos de Ja proteína L1 del HPV-18: P16(LYHPRPLPL); 
P17(1YNPETQRL); P18(QYPLGRKFL); y péptido de la proteína de Matriz de Influenza-A: 
P26(L YRKLKREI); P27(VFAGKNTDL). La proliferación fue evaluada a los siete días de 
cultivo mediante la incorporación de timidina tritiada. Los cultivos en los cuales se 
obtuvieron IP superiores a 50, fueron considerados como positivos. 
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Arturo Acosta Arauja. 

8.2.3. Estimufación de linfocitos T con péptidos específicos para el 

alelo HLA-835. 

La mayor estimulación inducida a los linfocitos T de pacientes con el alelo 

HLA-835 fue dada por los péptidos P7/EPYGDSLFF) y PB(VPKVSGLQY) 

derivados de la proteína L 1 de HPV-16, y los péptidos P20(1PKVSAYQY) y 

P21(APAENKDPY) derivados de la proteína L1 de HPV-18, cada uno en 7 de 15 

(47%) de las pacientes (Gráficos 10-13 y Tabla 7); mientras que el péptido control 

de Influenza-A P28(GAKEISLSY) estimuló a los linfocitos de 6 de 15 (40%) de las 

pacientes, destacando las pacientes 22 y 24 con IP de 200 (Gráficos 11 y 12 y. 

Tabla 7). En el caso de las donadoras normales, el mayor estimulo de los 

linfocitos T fue inducido principalmente por el péptido P7(EPYGDSLFF), el cual 

indujo una respuesta proliferativa fuerte en 2 de 3 donadoras normales (Gráfico 

14 y Tabla 7) al igual que el péptido control P29(QARQMVQAM) de Influenza-A 

en las mismas donadoras (Gráfico 14 y Tabla 7). 
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Gráfico 10. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de pacientes 
con cacu y con el alelo HLA-835. Los linfocitos de cada una de las pacientes fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos especificas para el alelo 
HLA-835. Péptidos de la proteina L 1 del HPV-16: P7(EPYGDSLFF); PB(VPKVSGLQY); 
P9(LPSEATVYL). Péptidos de la proteína L1 del HPV-18: P19(RPSDNTVYL); 
P20(1PKVSAYQY); P21(APAENKDPY); y péptido de la proteína de Matriz de Influenza-A: 
P28(GAKEISLSY); P29(QARQMVQAM). La proliferación fue evaluada a los siete días de 
cultivo mediante la incorporación de timidina tritiada. Los cultivos en los cuales se 
obtuvieron IP superiores a 50, fueron considerados como positivos. 
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Gráfico 11. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con 
CaCu y con el alelo HLA-835. Los linfocitos de cada una de las pacientes fueron 
cultivados en ausencia en presencia de los diferentes péptidos específicos para el alelo 
HLA-835. Péptidos de Ja proteína L 1 del HPV-16: P7(EPYGDSLFF); PB(VPKVSGLQY); 
P9(LPSEATVYL). Péptidos de la protelna L1 del HPV-18: P19(RPSDNTVYL); 
P20(1PKVSAYQY); P21(APAENKDPY); y péptido de la proteína de Matriz de Influenza-A: 
P28(GAKEISLSY); P29(QARQMVQAM). La proliferación fue evaluada a Jos siete días de 
cultivo mediante la incorporación de timidina tritiada. Los cultivos en los cuales se 
obtuvieron IP superiores a 50, fueron considerados como positivos. 
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Gráfico 12. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con 
CaCu y con el alelo HLA-035. Los linfocitos de cada una de las pacientes fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos específicos para el alelo 
HLA-635. Péptidos de la proteína L 1 del HPV-16: P7(EPYGDSLFF); P8(VPKVSGLQY); 
P9(LPSEATVYL). Pépti•los de la proteina L 1 del HPV-18: P19(RPSDNTVYL); 
P20(1PKVSAYQY); P21(APAENKDPY); y péptido de la proteína de Matriz de Influenza-A: 
P28(GAKEISLSY); P29(QARQMVQAM). La proliferación fue evaluada a los siete días de 
cultivo mediante la incorporación de timidina tritiada. Los cultivos en los cuales se 
obtuvieron IP superiores a 50. fueron considerados como positivos. 
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Paciente 32 
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Gráfico 13. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con 
CaCu y con el alelo HLA-835. Los linfocitos de cada una de las pacientes fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos especificas para el alelo 
HLA-835. Péptidos de la proteina L 1 del HPV-16: P7(EPYGDSLFF); P8(VPKVSGLQY); 
P9(LPSEATVYL). Péptidos de la proteina L 1 del HPV-18: P19(RPSDNTVYL); 
P20(1PKVSAYQY); P21(APAENKDPY); y péptido de la proteina de Matriz de Influenza-A: 
P28(GAKEISLSY); P29(QARQMVQAM). La proliferación fue evaluada a los siete dias de 
cultivo mediante la incorporación de timidina trillada. Los cultivos en los cuales se 
obtuvieron IP superiores a 50, fueron considerados como positivos. 
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Gráfico 14. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de mujeres 
donadoras y con el alelo HLA-835_ Los linfocitos de cada una de las donadoras fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos específicos para el alelo 
HLA-835. Péptidos de la proteína L 1 del HPV-16: P7(EPYGDSLFF); PS(VPKVSGLQY); 
P9(LPSEATVYL). Péptidos de la proteína L1 del HPV-18: P19(RPSDNTVYL); 
P20(1PKVSA YQY); P21 (APAENKDPY); y péptido de la protelna de Matriz de Influenza-A: 
P28(GAKEISLSY); P29(QARQMVQAM). La proliferación fue evaluada a los siete días de 
cultivo mediante la incorporación de limidina lriliada. Los cultivos en los cuales se 
obtuvieron IP superiores a 50, fueron considerados como positivos. 
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Arturo Acos/a Arauja. 

8.2.4. Estimufaclón de linfocitos T con péptidos específicos para el 

alelo HLA-839. 

La principal respuesta proliferativa de los linfocitos T en pacientes con 

CaCu que presentaban el alelo HLA-839, fue dada por el péptido 

P10(1HSMNSTIL} derivado de la proteína L 1 de HPV-16, este péptido indujo un 

estímulo fuerte en 5 de 6 (83%} de las pacientes. Es importante destacar que el 

mayor estimulo dado por este péptido se observó en los linfocitos de la paciente 

número 8 (positiva para HPV16 y 18}, observándose un IP de 700 (Gráfico 15). 

Asimismo, los linfocitos T de la paciente 26 con posilividad para HPV-16/18, 

fueron estimulados con los péptidos P10(1HSMNSTIL} y P12(1HAGTSRLL} de 

HPV-16 y los péptidos P23(1HSMNSSIL} y P24(1HAGSSRLL) de HPV-18, con IP"s 

de 110 por los péptidos P10 y P23 y de 80-98 por los péptidos P12 y P24. 

Además es interesante mencionar que fa homología entre los péplidos P10 y P23 

y los péptidos P12 y P24 fue de 89% (8 de 9 aminoácidos compartidos}. Por otro 

lado, el péptido control de Influenza-A P31(LKNDLLENL} indujo estímulo en 67% 

de las pacientes, destacando la paciente número 14 (positiva para HPV-16 en su . 

biopsia} en donde se observó un estímulo fuerte con un IP de 1, 100 (Gráfico 15 y 

Tabla 7}. En el caso de fas donadoras normales el péptido P23(1HSMNSSIL} 

derivado de la proteína L 1 de HPV-18 produjo una fuerte estimulación en las 2 

donadoras normales estudiadas (Gráfico 16 y Tabla 7). 
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Gráfico 15. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica pacientes con 
CaCu y con el alelo HLA-839. Los linfocitos de cada una de las donadoras fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos específicos para el alelo 
HLA-839. Péptidos de la proteína L 1 del HPV-16: P10(1HSMNSTIL); P11(YHIFFQMSL); 
P12(YHAGSTSRLL). Péplidos de la proteína L1 del HPV-18: P22(LHSILVYMV}; 
P23(1HMNSSIL); P24(YHAGSSRLL); y péptido de la proteína de Matriz de Influenza-A: 
P30(LKAEIAQRL); P31(LKNDLLENL). La proliferación fue evaluada a los siete días de 
cultivo mediante la incorporación de timidina tritiada. Los cultivos en los cuales se 
obtuvieron IP superiores a 50, fueron considerados como positivos . 
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Gráfico 16. Proliferación de linfocitos T de sangre periférica de mujeres 
donadoras y con el alelo HLA-839. Los linfocitos de cada una de las donadoras fueron 
cultivados en ausencia o en presencia de los diferentes péptidos especificas para el alelo 
HLA-839. Péptidos de la proteina L1 del HPV-16: P10(1HSMNSTIL); P11(YHIFFQMSL); 
P12(YHAGSTSRLL). Péptidos de la proteina L 1 del HPV-18: P22(LHSILVYMV); 
P23(1HMNSSIL); P24(YHAGSSRLL); y péptido de la proteína de Matriz de Influenza-A: 
P30(LKAEIAORL); P31(LKNDLLENL). La proliferación fue evaluada a los siete días de 
cultivo mediante la incorporación de timldina triliada. Los cultivos en los cuales se 
obtuvieron IP superiores a 50, fueron considerados como positivos. 
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TIPO DE PACIENTES 
DONADORAS 

PROTEÍNA PEPTIDOS NORMALES 
1 Estim. 11 Total ~ Estim. Total 

HLA-A2 
P1 (FILQAGLKA) 5 19 1 6 

HPV-16 P2(GLDYRVFRI 6 19 1 6 
P3(YLRREQMFV 7 19 1 6 

P13(QLFNKPYWLl 4 19 2 6 
HPV-18 P14(SL YDTYRFV 4 19 3 6 

P15(1LFRNVNV) 7 19 3 6 
INLFU-A P25(GILGFVFTL) 7 19 4 6 

HLA-A24 
P4(DYKQTQLCL) 3 8 1 4 

HPV-16 P5(FYNPDTQRL) 3 8 o 4 
P61KYTFWEVNL 2 8 1 4 
P16(L YHPRPLPL1 1 8 o 4 

HPV-18 P17(1YNPETQDL 2 8 o 4 
P18(QYPLGRKFL! 1 8 1 4 

INFLU-A P26(L YRKLKREI 2 8 o 4 
P27(VFAGKNTDLJ 3 8 3 4 

HLA-835 
P7íEPYGDSLFFl 7 15 2 3 

HPV-16 P8(VPKVSGLQYl 7 15 o 3 
P9(LPSEA TVYLl 5 15 o 3 

P19(RPSDNTVYL 4 15 o 3 
HPV-18 P20(1 PKVSA YQY) 7 15 o 3 

P21 (APAENKDPYl 7 15 o 3 

INFLU-A P28(GAKEISLSY) 6 15 1 3 
P29(QARQMVQAM) 2 15 2 3 

HLA-839 
P10(1HSMNSTIL 5 6 1 2 

HPV-16 P11 IYHIFFQMSL) 2 6 1 2 
P121YHAGTSRLL 1 6 1 2 
P221LHSIL VYMV 2 6 1 2 

HPV-18 P23(JHSMNSSIL 2 6 2 2 
P24IYHAGSSRLL 2 6 o 2 

INFLU-A P30(LKAEIAQRL) 2 6 o 2 
P31 (LKNDLLENL 5 6 1 2 

Tabla 7. Frecuencias de pacientes y donadoras normales estimuladas (Estim.) con 
los péptidos antigénicos de la proteina L 1 de HPV-16 y 18 especificas para los alelos 
HLA-A2, ·A24, -835 y -839. 
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8.3. Homología de péptidos antlgénfcos de las proteínas L 1 de HPV-16 

y 18 encontrados en este estudio, con péptidos derivados de L 1 de otros 

tipos de HPV. 

Muñoz y 8osch (1997), han encontrado homologías fuertes entre ras 

secuencias de algunos tipos de HPV de alto y bajo riesgo para el desarrollo de 

cáncer de cuello uterino, por lo que en este trabajo se realizó un análisis para 

averiguar si los péptidos derivados de la proteína L 1 de HPV-16 y 18 específicos 

para los alelos HLA-A2, -A24, -835 y -839que indujeron mayor antigenicidad (IP 

~ 50) en pacientes con CaCu y donadoras normales, compartían homologías 

entre ellos y otros tipos de HPV asociados con lesiones benignas y malignas 

(Tabla 8). De este análisis se encontró que el péptido P1(FLLQAGLKA) de la 

secuencia 494-503 de la proteína L 1/HPV-16 específico para el alelo HLA-A2 

comparte 6 de 9 aminoácidos con el péptido FLFQAGLQH de fa secuencia 493-

502 de la proteína L 1 del HPV-5; HPV-5 se asocia con epidermodispfasia 

verruciforme y carcinoma de células epidermoldes (Tabla 8). 

El péptido P4(DYKQTQLCL) de fa secuencia 176-184 de la proteína 

L 1/HPV-16 y con especificidad para el alelo HLA-A24, comparte 7 aminoácidos 

con el péptido DYKQTQLFI secuencia 164-172 de la proteína L 1 del HPV-57 

asociado con verrugas y papilomatosis; y también comparte 8 de 9 aminoácidos 

con el péptido DYKQTQLCM secuencia 173-181 de la proteína L1 del HPV-74 

que se asocia con el desarrollo de condiioma acuminado. En tanto que el péptido 

P5(FYNPDTQRL) de HPV-16 y P17(1YNPETQRL) de HPV-18, específicos para 

este mismo alelo, mostraron un 78% de homología, compartiendo 7 de 9 

aminoácidos entre ellos {Tabla 8). 

Los péptidos específicos para HLA-835, P8(VPKVSGLQY) y 

P20(1PKVSAYQY) así como los péptidos P9(LPSEATVYL) y P19(RPSDNTVYL) 

mostraron homología del 67% entre ellos ya que compartieron 6 de los 9 

aminoácidos de sus secuencias (Tabla 8). 
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Por otra parte, como ya mencionado previamente, los péptidos 

P12(YHAGTSRLL) de HPV-16 y P24{YHAGSSRLL) de HPV-18 así como los 

péptidos P10(1HSMNSTIL) de HPV-16 y P23{1HSMNSSIL) de HPV-18 con 

especificidad para el alelo HLA-839, presentaron una homología del 89% entre 

ellos, compartiendo 8 de los 9 aminoácidos de sus secuencias (Tabla 8). 

Finalmente, es interesante mencionar que el péptido P10(1HSMNSTIL) de 

secuencia 417-425 de fa proteína L 1 de HPV-16 y con especificidad para el alelo 

HLA-839, compartió 5 de 9 aminoácidos con el péptido INAMNSSLL secuencia 

416-424 de la protelna L 1/HPV-5 asociado con epldermodisplasia verruciforme y 

carcinoma de células epidermoides; 6 de 9 aminoácidos con el péptido 

INAMNSGIL secuencia 401-409 de la proteína L 1/HPV-38 asociado con verrugas; 

y 8 de 9 aminoácidos con el péptido IHSMNSSIL con secuencia 77-85 de la 

proteína L 1/HPV-45 asociado con NIC y CaCu. {Tabla 8). 

Este análisis nos permite resaltar fa homología que tienen algunos péptidos 

inmunogénicos de la proteína L 1 de HPV-16 {virus de alto riesgo para el 

desarrollo de CaCu), con secuencias de fa proteína L1 de variosHPV'~ de b~jo . 

riesgo como son los tipos 5, 38, y 74 (asociados con lesiones benlgnás tales 

como verrugas, papilomas y condilomas) y el HPV-45 {asociado con NIC) (Tabla 

8), lo que sugiere que entre estos tipos de papiloma existen secuenCias 

antigénicas (epltopes) que pueden ser compartidas de manera parcial o total y 

que pueden tener efecto inmunogénico tanto en pacientes con CaCu como en 

donadoras normales que presenten lesiones benignas producidas por HPV's. 

Esto nos puede sugerir la importancia que pueden tener estos péptidos 

antigénicos en el tratamiento de varias enfermedades producidas por varios tipos 

de papilomas en el humano. 

----------



1 

' i 

: PEPTIDO POSICIÓN %HOMOLOGÍA PROTEÍNA TIPO DE LESIÓN ASOCIADA 

~ FLLQAGLKA 494- 503 L 1 /HPV-16 (P1 /HLA-A2) Ca Cu. 
67% Epidermodisplasia verruciforme, Carcinoma de 

FLFQAGLQH 493 - 502 L1/HPV-5 células epidermoides. 

DYKQTQLCL 176-184 78% 
L1/HPV-16 (P4/HLA-A24) CaCu. 

DYKQTQLFI 164-172 L1/HPV-57 Verrugas y papilomatosis. 

FYNPDTQRL 116-124 78% 
L1/HPV-16 (P5/HLA-A24) Ca Cu 

IYNPETQDL 151-159 L1/HPV-18 (P17/HLA-A24) Ca Cu 

~ DYKQTQLCL 176-184 89% L 1 /HPV-16 (P4/HLA-A24) Ca Cu. 
DYKQTQLCM 173-181 L1/HPV-74 Condiloma acuminado. 

~ 
i 
1 

! 

1 

1 

1 

1 

VPKVSGLQY 88-96 67% L 1 /HPV-16 (P8/HLA-835) Ca Cu 
IPKVSAYQY 66-74 L1/HPV-18 (P19/HLA-835 Ca Cu 

LPSEATVYL 31-39 
67% 

L 1/HPV-16 (P9/HLA-835) Ca Cu 
RPSDNTVYL 66-74 L 1 /HPV-18 (P19/HLA-835) Ca Cu 

IHSMNSTIL 417-425 L 1 /HPV-16 (P10/HLA-839) CaCu. 
56% Epidermodisplasia verrucWorme, Carcinoma de 

INAMNSSLL 493 -502 L1/HPV-5 células epiderrnoides. 

IHSMNSTIL 471-425 67% L1/HPV-16 (P10/HLA-839) CaCu. 
INAMNSGIL 401 -409 L1/HPV-38 Verrugas 

IHSMNSTIL 417-425 L 1A-IPV-16 (P1 OA-ILA-839) Ca Cu 89% 
IHSMNSSIL 453-461 L 1 /HPV-18 (P23/HLA-839) Ca Cu 

YHAGTSRLL 61-69 L1/HPV-16 (P12/HLA-839) Ca Cu 
YHAGSSRLL 96-104 89% L 1 /HPV-18 (P24/HLA-839) Ca Cu 

IHSMNSTIL 471-425 89% L1/HPV-16 (P10/HLA-839) Ca Cu. 
IHSMNSSIL 77-85 L1/HPV-45 NIC,CaCu. 

.. 
Tabla 8. Pept1dos ant1gemcos de la proteína L 1 de HPV-16 espec1ficos para los alelos HLA-A2, -A24, -835 y 839 de alta 

frecuencia en México, y su homología con péptidos derivados de la proteína L 1 de varios tipos de papiloma humano asociados con 
lesiones epiteliales. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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9. DISCUSIÓN 

Las moléculas MHC·I juegan un papel importante en la inmunidad adquirida 

ya que presentan en la membrana de las células blanco (células infectadas por 

virus o células tumorales), péptidos antigénicos {de 8 a 10 aminoácidos de 

longitud) derivados de proteínas virales y oncoproteínas, con la finalidad de ser 

reconocidos por los linfocitos T citotóxicos {Lehner et al, 1996; Janeway et al, 

1997; Moreno et al, 1996). Se sabe que el cáncer cérvico-uterino tiene una fuerte 

asociación con la infección de HPV, principalmente con los tipos HPV-16 y 18, que 

en conjunto se han encontrado presentes en alrededor del 75% de los tumores 

(Stephen, 1998), lo cual hace factible que proteínas derivadas de estos virus {ya 

sea de transcripción temprana E1, E2, E4, E5, E6 y E7, o de transcripción tardía 

L 1 y L2) puedan ser procesadas y presentadas en forma de péptidos por las 

moléculas MHC-1 en la membrana de las células infectadas por estos virus. Por 

otro lado, las proteínas virales de transcripción tardía L 1 y L2 constituyen la 

cápside de los HPV en una proporción de 9 a 1 aproximadamente, y juegan un 

papel importante en el proceso de infección de las células del epitelio cervical 

{Stubenrauch y Laimins, 1999; Shepherd et al, 1996). Se ha observado que 

péptidos derivados de estas proteínas en forma de partículas propias del virus 

(VLPs), son capaces de generar efectos protectivos mediados por linfocitos T 

citotóxicos en modelos animales (Sapp et al, 1996; Suzich et al, 1995). Lo cual 

sugiere, que de manera eventual estas proteínas puedan ingresar a la vía del 

procesamiento antigénico y péptidos derivados de ellas ser presentados por 

moléculas 1 MHC-1 (Rock et al, 1991). 

La identificación de los péptidos antigénicos que se asocian a las moléculas 

MHC-1 se ha basado principalmente en dos estrategias: a) extracción y 

caracterización bioquímica de los péptidos asociados naturalmente a las 

moléculas MHC-1 y b) estudios de unión con péptidos sintéticos. En el estudio de 

la identificación de los péptidos antigénicos derivados de proteínas del virus de 

papiloma humano, la primer estrategia ha sido poco desarrollada, debido a la gran 

-~-----~--~-------
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cantidad de material celular que se requiere para la obtención de una cantidad 

considerable de moléculas MHC-1 para poder disociar y posteriormente 

caracterizar los péptidos que se unen a ellas. Al respecto, pocos estudios han sido 

citados en Ja literatura: por ejemplo, en uno de ellos,· se ha descrito la alusión 

natural de un péptido endógeno derivado de la proteína E6 de HPV-16 a partir de 

células infectadas con el virus de vaccinia recombinante portando Ja información 

de E6 de HPV-16 (Bartholomeu et al 1994); recientemente en nuestro laboratorio, 

se logró identificar a un péptido antigénico derivado de Ja proteína L 1 de HPV-18, 

el cual se obtuvo de la elución natural de moléculas MHC-1 obtenidas de una linea 

celular de cáncer cérvico-uterino (Monroy et al, 1999). Por otra parte, la estrategia 

de unión de péptidos sintéticos a alelos particulares del MHC-1 (en especial HLA­

A2) ha sido ampliamente utilizada para Ja identificación de péptidos antigénicos 

derivados principalmente de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 (Ressing et al, 

1994; Kast et al, 1994). Sin embargo, existen pocos estudios en relación a la 

identificación de péptidos antigénicos derivados de Ja proteína L 1 de HPV-16; se 

ha reportado que péptidos de 15 aminoácidos de longitud, derivados de la proteína 

L 1 de HVP-16, fueron capaces de inducir respuestas proliferativas de linfocitos T 

citotóxicos y auxiliares de pacientes con displasia cervical y de donadoras 

normales (Shepherd el al, 1996). En el presente trabajo, se utilizaron 24 péptidos 

sintéticos (de 9 aminoácidos de longitud) derivados de la proteína L 1 de HPV-16 y 

18 específicos para los 4 alelos HLA clase 1 más frecuentemente expresados en la 

población mexicana (HLA-A2, -A24, -835 y -839), con la finalidad de identificar a 

los péptidos con mayor capacidad antigénica a través de ensayos de estimulación 

de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con CaCu avanzado. 

En nuestros resultados encontramos que de los 24 péptidos sintéticos de 

L 1 de HPV-16 y 18 utilizados, 7 de ellos mostraron una fuerte actividad 

antigénica, al estimular al mayor número de pacientes con cáncer cervical 

analizados y con los indices de proliferación más altos, en la mayoría de los casos 

comparables con los inducidos por los péptidos control derivados del virus de 

Influenza. Cabe mencionar que en la literatura consideran ensayos positivos de 
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estimulación a IP·s;;,, 10 (Ressing et al, 1996), en nu~stróc~,a~o, emplearnos un IP 

~ 50 (inducción ~ al 50% de la población inicial), con 'º·cual se pudo clasificar de 

manera más correcta la inducción proliferativa de lo~ linfoéiÍós T producida con los 

péptidos sintéticos como lo sugiere Nakagawa e(á(1g95 __ • 

La estimulación de linfocitos T observada en las pacientes con CaCu no fue 

correlacionada con el estadio clínico de los tumores, ni con su tipo histológico, ni 

con el tipo de infección de HPV presente en las biopsias tumorales, de hecho se 

encontró que en algunas pacientes que presentaban infección con HPV-16, u otro 

tipo viral, ó negativas para HPV, respondían fuertemente a los péptidos de L 1 

derivados tanto de HPV-16 como de HPV-18. Por ejemplo, nosotros obtuvimos 

que 10 pacientes fueron positivas para DNA de HPV-16 en sus biopsias, 8 con 

HPV-18, 2 fueron positivos para HPV diferente a HPV-16/18 y 1 fue negativa para 

HPV (Tabla 5a-c). De las pacientes que presentaron posilivldad para HPV-16, las 

pacientes 1 O, 11, 14 y 24 (Gráfico 3, 11, y 12) mostraron una respuesta 

proliferativa con al menos uno de los péptidos de la proteína L 1 de HPV-18. 

Asimismo las pacientes número 8 y 26 que presentaron DNA positivo para HPV-

16 y 18, demostraron tener una alta respuesta proliferativa con al menos uno de 

los péptidos derivados de la proteína L 1 de HPV-16 y 18 (Gráficos 8 y 15). Estos 

últimos casos se explican por el hecho de que estos pacientes presentaron el 

DNA de ambos tipos de HPV integrado al DNA en las células tumorales. No 

obstante, para explicar la respuesta cruzada de linfocitos T provenientes de 

pacientes con un determinado tipo de infección con HPV y que responden a 

péptidos derivados de otro tipo diferente de HPV, Alonso et al 2000, menciona 

que no necesariamente las lesiones cervicales son causadas por un solo tipo 

viral, sino que a menudo se pueden presentar corno una infección viral mixta 

productiva provocando lesiones intraepiteliales de alto grado, la cual se identifican 

con frecuencia en el material histopatológico. Esta misma observación puede ser 

aplicada en el caso de la paciente número 22, la cual presentó infección de HPV 

diferente a HPV-16/18 en la biopsia, y su linfocitos respondieron a los péptidos 

derivados de la proteína L 1 de HPV-16 y 18 (Gráficos 4 y 11). Además hay que 

------------ ·-
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considerar que entre los diferentes tipos de HPV existen secuencias homólogas, y 

que péptidos derivados de ellas pueden inducir respuestas proliferativas en 

linfocitos T independientemente del tipo de lesión que produzcan (Muñoz y 8och. 

1997) (Tabla 8). Este hecho también podría explicar las respuestas proliferativas 

de linfocitos T encontradas en algunas donadoras normales, puesto que la 

posible exposición a lesiones benignas como son las verrugas comunes pudiera 

inducir respuesta inmune celular. 

De igual manera, en el caso de los linfocitos de. la paciente con DNA 

negativo para HPV en su biopsia (paciente número 23), los cuales respondieron 

fuertemente al estímulo con los péptidos de la proteína L 1 de HPV 16 y 18 

(Gráficos 4, 8 y 12) con afinidad a los alelos HLA-A2, -A24 y -835, nos podría 

sugerir que esta paciente presenta o presentó alguna infección producida por 

alguno de los tipos de HPV, no necesariamente asociados con el desarrollo de 

CaCu. 

Por otra parte, de los péptidos antigénicos identificados en nuestro estudio. 

resalta el péptido P10(1HSMNSTIL) derivado de HPV-16 con afinidad al alelo HLA-

839. Éste péptido estimuló a 5 de 6 pacientes y a 1 de 2 donadoras normales; de 

las 5 pacientes, 3 presentaron infección con HPV-16 y 2 con HPV-16/HPV-18. 

Cabe destacar que este péptido presentó alta homología con secuencias de otros 

tipos virales: por ejemplo con el péptido P23(1HSMNSSIL) derivado de HPV-18 

presentó una homología del 89% (compartiendo 8 de 9 aminoácidos); asimismo 

con otros tipos de HPV tales como HPV 5 INAMNSSLL (56%), HPV-38 

INAMNSGIL (67%) y HPV-45 JHSMNSSIL (89%), todos ellos asociados con 

lesiones epiteliales benignas y malignas (Tabla 8). Por lo tanto, estas secuencias 

pueden considerarse como de alta antigenicidad y en consecuencia el péptido 

P10(1HSMNSTIL) pudiera ser un fuerte candidato para ser empleado en el 

desarrollo de vacunas profilácticas y terapéuticas de pacientes con lesiones 

producidas por esta gama de HPV's. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Tomando en consideración que en nuestro estudio los alelos HLA clase 1 

utilizados (HLA-A2, A24, 835 y 839) se encuentran en casi la totalidad de las 

pacientes con CaCu, en donde por lo menos uno de estos alelos fue expresado en 

los haplotipos de las pacientes, nos permite sugerir que la identificación de 

epitopes de las proteínas L 1 de HPV-16 y 18 para estos alelos, pudiera tener gran 

validez en la generación de vacunas con potencial profiláctico, utilizando de 

manera indivudual o combinada (cockteles) a Jos péptidos con fuerte actividad 

antigénica y con amplio espectro para lesiones producidas por diferentes tipos de 

HPV's. 
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10. CONCLUSIONES. 

X De Jos 24 péptidos evaluados, los más antigénicos . fue.ron: 

P3(YLRREQMFV) de L 1 de HPV-16 y P15(1LFRNVNV) de L 1 de HPV-18 para 

pacientes con el alelo HLA-A2; P4(DYKQTQLCL) y PS(FYNPDTQRL) d~ L1 de 

HPV-16 para pacientes con el alelo HLA-A24; P8(VPKVSGLQY).de:L1:deHPV-16 

y P20(1PKVSAYQY) de L 1 de HPV-18 para pacientes con el alelo"HLA~835; y el 

péptido P1 O(IHSMNSTIL) de L 1 de HPV-16 para pacientes con el ~'1el~ HLA~839. 

X La estimulación de linfocitos T de pacientes con cáncer cérvico-

uterino avanzado, con péptidos sintéticos derivados de las proteínas L 1 de HPV-

16 y 18, indica que en estos pacientes existe la presencia de linfocitos T de 

memoria hacia los péptidos que indujeron su estímulo. 

X La estimulación de linfocitos T de las pacientes con CaCu con los 

péptidos antigénicos de L 1 de HPV-16 y 18 no fue correlacionada con el tipo de 

infección de HPV presente en las biopsias tumorales ni con el estadio clínico del 

tumor. 

X Tomando en consideración que en nuestro estudio Jos alelos HLA 

clase 1 utilizados (HLA-A2, A24, 835 y 839) se encuentran en casi la 

totalidad de las pacientes con CaCu, en donde por lo menos uno de estos alelos 

fue expresado en los haplotipos de las pacientes, nos permite valorar que la 

identificación de epitopes (péptidos antigénicos) de las proteínas L 1 de HPV-16 y 

18 para estos alelos es una etapa importante en la generación de vacunas 

profilácticas contra el cáncer cérvico-uterino. 

TESIS CON 
FALLA DE OHIGEU 
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11. PERSPECTIVAS. 

En el presente trabajo utilizamos 24 péptidos sintéticos de 9 aminoacidos 

de longitud derivados de la capside viral de la proteína L 1 de HPV-16 y 18 para 

evaluar su actividad antigénica en linfocitos T de pacientes con CaCu avanzado 

con positividad a HPV-16, HPV-18, a HPV-16/18 y a otro tipo de HPV deferente a 

HPV-16 y 18. La identificación de 7 péptidos con fuerte antigenicidad para 

linfocitos T de pacientes que expresaban al menos un alelo HLA de los analizados 

en este estudio (HLA-A2, A24, 835 y 839) se considera como un hallazgo muy 

importante, ya que estos péptidos cortos permitiran realizar investigaciones a 

futuro sobre su empleo de manera individual o combinada (cócteles) en la 

generación de vacunas con potencial profilactico. 

otro aspecto interesante por investigar más ampliamente es el alto grado 

de homología que presentaron algunos péptidos de la proteína L 1 de HPV-16 con 

secuencias de las proteínas L 1 de HPV-18 y de otros tipos de HPV"s. Esto ofrece 

un amplio espectro en el tratamiento o profilaxis de lesiones producidas por 

diferentes tipos de HPV. Por otro lado, analizamos el efecto de péptidos en 

pacientes que expresaban al menos uno de los alelos HLA-A y 8 más 

frecuentemente expresados en la población mexicana. Consideramos importante 

analizar la respuesta proliferativa de linfocitos T con péptidos sintéticos con 

afinidad para alelos de locus HLA-C, particularmente HLA-Cw4. el cual se expresa 

en aproximadamente 50% de la población mexicana, puesto que se abriría aún 

más la posibilidad de que por Jo menos unos de estos alelos sea expresado en los 

haplotipos de pacientes que presenten CaCu y ampliar mas el rango de pacientes 

que puedan ser tratados con estos péptidos sintéticos en estadios tempranos de Ja 

enfermedad. 

En nuestro trabajo logramos identificar que el péptido P10(1HSMNSTIL) que 

pertenece a la cápside viral de la proteína L 1 de HPV-16 y con afinidad al alelo 

HLA-839, el cual demostró ser un péptido altamente antigénico. Mediante el uso 
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de este péptido de manera sintética, se demostró la alta respuesta proliferativa de 

los linfocitos T de sangre periférica en pacientes con CaCu avanzado con 

positividad a HPV-16 y HPV-16/18; además de esto. se logró observar una alta 

homología con otros tipos de HPV asociados con lesiones epiteliales benignas y 

malignas. Por ello, sería interesante realizar ensayos de citotoxicidad con este 

péptido en células tumorales, ya que estas secuencias pueden considerarse como 

de alta antigenicidad. En consecuencia, el péptido P10(1HSMNSTIL) pudiera ser 

un fuerte candidato para ser empleado en el desarrollo de vacunas profilácticas y 

terapéuticas de pacientes con lesiones producidas por esta gama de HPV's. 
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12. APÉNDICE. 

CLASIFICACIÓN POR ESTADIOS DE LA FIGO 

Carcinoma 
Preinvasor Carcinoma in situ y carcinoma intraepitelial. 

Estadio O 

Carcinoma Invasor Carcinoma limitado al cérvix (la extensión al cuerpo puede 
ser ignorada). 

Estadio 1 181: Lesiones clinicas de tamaño no mayor a 4 cm. 
182: Lesiones clinicas de tamaño mayor a 4 cm. 
Carcinoma se extiende más allá de cérvix pero no se 
extiende a la pared pélvica; el carcinoma compromete la 

Estadio 11 vagina, sin alcanzar el tercio inferior. 
llA: No invade parametrios. 
118: invade claramente los parametrios sin llegar a la pared 
oélvica. 
El carcinoma esta extendido en la pared pélvica: en el 
examen rectal no hay espacio libre de cáncer entre el tumor 
y la pared pélvica; el tumor compromete el tercio inferior de 

Estadio 111 la vagina; todos los casos con hidronefrosis o riñón no 
funcionante deben ser incluidos, a menos que se conozca 
que se debe a otras causas. 
1118: Extensión a la pared pélvica, o hidronefrosis o riñón no 
funcionante. 
El carcinoma se extiende más allá de la pelvis verdadera, o 
compromete clinicamente la mucosa de la vejiga o del 

Estadio IV recto. 
IVA: Extensión del crecimiento a órganos adyacentes. 
IV8: Extensión a óraanos distantes. 

Nota: sólo se muestran los estadios clínicos presentados en la tabla 5a-c. 
Tomado de Harris y Briton 1980. 

TESIS COl'~· . ·1 
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