%5222 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

Analisis de la expresion de las moléculas
co-estimuladoras de la familia B7 en lineas celulares
derivadas de carcinoma cérvico-uterino

Que presenta
VANIA LORENA GOMEZ ROMERO
Para obtener el titulo de

BIOLOGO

Director de Tesis
Dr. José Efrain Garrido Guerrero
Asesores
Dr. Diego Julio Arenas Aranda
Dr. Luis Ignacio Terrazas Valdes
M. en C. Irma Elena Duenas Garcia

M. en C. Laura Castaneda Partida



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo se desarrolld en el laboratorio No. 1 del Departamento de Genética y
Biologia Molecular del CINVESTAV-IPN, bajo la direccion del Dr. José Efrain Garrido
Guerrero y con el financiamiento del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT), mediante los fondos del proyecto 47244.

¥ Agradezco principalmente al DR. JOSE EFRAIN GARRIDO GUERRERO por darme la
oportunidad de formar parte de su equipo de trabajo durante estos afios y permiti la
realizacion de este trabajo. Dr. Garrido gracias por su confianza, apoyo y firmeza... por
todo y por los gratos momentos que vivimos en el laboratorio y por darme la
oportunidad.

A la M. en C. Laura Castafieda y la M. en C. Irma Dueifias junto con
el Dr. Luis Terrazas y el Dr. Diego Arenas por sus comentarios y
aportaciones que sirvieron para la elaboracién de este escrito, gracias
por su tiempo y dedicacién.

4 Al Biol. PEDRO CHAVEZ, gracias por todo. No solo por la paciencia y el sabio consejo
de las pipetas; realmente gracias por todo...todo el apoyo que me brindaste, gracias por
compartir conmigo tus conocimientos y por tus ensefianzas pero mas que nada te doy las
gracias por ser mi amigo. Definitivamente recibi una formacién integral y espero seguir
aprendiendo maés... MUCHAS GRACIAS.

A la M. en C. ANGELES ROMERO TLALOLINI que en conjunto, me
ayudo y aconsejé durante el desarrollo de este trabajo, sin ti hubiera
sido més complicado... gracias por tu dedicacién y preocupacién
hacia mi persona y trabajo, por todos esos momentos de alegria y
sonrisas que nos regalaste, Angie... eres auténtica!l!

4 A mis compaferos de trabajo pero més que nada a los amigos que descubri, que después
de compartir dias y noches trabajando (bueno y de vez en cuando en el coffee brake), a



los que se convirtieron en mi familia, con los que rei y lloré (tanto de desesperacién
como de risa) y me aguantaron, MIL GRACIAS, los quiero mucho Angeles, Ekatherina,
Eric, Jairo, Karen, Pedro. iChicos son unicos y grandiosos!

Los verdaderos amigos son un tesoro invaluable, cuando los
encuentres: cuidalos, protégelos y no los dejes ir, porque un amigo
verdadero es como un hermano.

# A mis amigos, a mi gran tesoro, a mi familia, a Maru, Eka, Karen, Angie, Jairo, Peter,
Lugui, Susan, Pierre, Miriam, Fer, Karussa, Cynthia, Pepe, lvan, Carlos, Alonso, Alinne,...
Ustedes me han ensefiado que la amistad sincera existe. Porque me han visto llorar,
gritar, caer, equivocar, tropezar, y mil cosas méas. Porque cuando he querido rendirme,
han estado para evitarlo. Me siento muy afortunada y agradecida con la vida por
tenerlos cerca, gracias por todo, los quiero muchisimo y definitivamente sin ustedes no

A mis amigos y compafieros de clases, practicas y demas.... Por que ustedes
le dieron la gracia y sin ustedes no hubiera sido tan divertido Julieta, Carlos,
Valerio, Eric,c Omar, Abraham, Roman, Carmen, Edmundo, Angélica... a
todos, que tengan mucho éxito.

4 A mi familia... a Juan RT, Reyna, Leticia, Javier, Chayo, Irene a Mario, a Feli... a todos
porque sin ustedes, no lo habria logrado, por su apoyo incondicional desde el principio.
Porque me han ensefiado que la unién y el carifio es lo que hace a una familia fuerte,
gracias por todo su apoyo y por cuidarme, los quiero y soy muy feliz porque forman
parte de mi vida.

A mi madre y padre por su amor y carifio, porque sin su sacrificio, no estaria
aqui. No tengo palabras suficientes para agradecerles todo lo que han hecho
por mi, porque a pesar de todo han estado a mi lado, me han ayudado,
porque a pesar de todos los momentos que nos han marcado, de la distancia
y la dificultad, seguimos juntos. Gracias, los amo mucho.

4 A MaFer porque cuando lo necesite extendiste tu mano para no dejarme caer y al igual
que tu sabes que estaré aqui, nunca te sientas sola porque yo estaré... toma mi mano y

todo estara bien, te adoro pequefia... hermana eres la mejor.

Gracias a las mantas Karen, Angie y Eka... por todo... las quiero nifias. Gracias por estar
aqui, por esos consejos y por esos excelentes momentos!!!

Karussa... ser mas que familia, mé&s que una prima o una hermana, por mi gran
amiga...

Maru... por ser mas que una excelente amiga, por ser como una hermana....

Susana... una excelente amiga, leal y luchadora, siempre estaré agradecida por
todo...

Pierre... por estar siempre cerca, cuidarme, por ser leal y ser mi amigo por siempre...

Luigui... por ser un amigo honesto, por cuidarme... por ser un gran amigo...



Cynthia... por todos esos momentos de felicidad, eres un ejemplo a seguir...
Eka... por ser maravillosa, por se una amiga franca y sincera....

Jairo... por ser sensible, honesto y amable...por ser un amigo sincero...
Karen... por ser tan tierna y dulce, gracias por todo tu apoyo, te extrafio!

Miriam...porque cuando mi vida cambio, fuiste la primera en tender una mano
amiga...

A todos mis amigos, que de una forma u otra han estado
cerca...GRACIAS

A mis angelitos en el cielo... a mis abuelos...

Dante... a ti amigo...a ti amor, que en una noche con la luna de
testigo hiciste que todo cambiara. Gracias por estar aqui, por tomar
de mi mano y devolverme la fe, la confianza y la esperanza. Gracias
por ser tu... el que esta a mi lado, por tu apoyo y tu carifio, te
QUIERO... te ADORO!!!

Abuelo Juan porque vives en mi corazén, muchas
gracias por todo tu apoyo, sin ti no lo habria
logrado...te quiero!!

= eL. mMOMENTO dE sER fELICES... eS gHORA =



INDICE

AGRADECIMIENTOS
DEDICATORIA
RESUMEN
INTRODUCCION
Cancer
e (Cancer cérvico-uterino
e Caracteristicas del epitelio cervical
Virus del Papiloma Humano
e (Clasificacion clinica
e Caracteristicas moleculares
e Ciclo Replicativo de HPV
Sistema Inmune
e Elcancery larespuestainmune
0 Antigenos relacionados con tumores
Respuesta Inmune
0 Inmunidad Innata
0 Inmunidad Adquirida
0 Induccion de respuesta Inmune Adquirida
Respuesta Humoral
0 Regulacion de la Respuesta Humoral
Respuesta Celular
0 Regulacion de la Respuesta Celular
Proteinas co-estimuladoras
0 Proteinas B7.1yB7.2
0 Proteinas B7.H1y B7.H2
0 Proteinas co-estimuladoras y su relacion con
el cancer
Antecedentes Directos
Justificacion
Hipotesis

O Jd OO~ NN

13
13
13
14
15
15

18
19
19
20
20
22

24
26
28

30
31



Objetivos
METODOLOGIA
Extraccion de RNA
e Tratamiento con DNAsa
Sintesis de cDNA
RT-PCR
Extraccion de Proteinas
Western blot
Proteina de fusion GST-B7.2
e Clonacionde B7.2
e Transformacion celular
e Extraccion de plasmido
e Clonacion de pGEX-4T-1
e Desfosforilaciony Ligacion
e Construccion pGEX-4T-1-B7.2
e Secuenciacion
e Induccion de GST-B7.2
0 Cinética de induccion
0 Extraccion de proteina de fusion
RESULTADOQOS
Extraccion de RNA
Sintesis de cDNA
RT-PCR
Cuantificacion de proteinas
Western blot
DISCUSION
CONCLUSIONES
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




El cancer cérvico-uterino (CaCU) es un problema de salud ya que es la principal causa de muerte
de mujeres por tumores en México. Este padecimiento esta relacionado con el estilo de vida y de
manera muy importante con la presencia del virus del papiloma humano (HPV), que infecta las
células basales del estrato germinativo del epitelio cervical, provocando cambios diversos en el
arreglo celular, conocidos como lesiones premalignas (clasificadas como lesiones de bajo (LSIL) y
de alto grado (HSIL)), cuya progresion puede generar el CaCU.

El desarrollo del CaCU depende del tipo viral y su capacidad transformante, la carga viral y la
predisposicion genética del hospedero asi como la eficiencia de su sistema inmunoldgico para
eliminar al virus. AUn se desconoce la razon exacta por la cual en algunos casos la infeccion es
revertida y en otros progresa, aunque es probable que el sistema inmunoldgico juegue un papel
importante en la eliminacion del virus, evitando infecciones recurrentes y deteniendo asi el
proceso carcinogénico.

Para que las células efectoras del Sistema Inmune puedan ejercer su funcion apropiadamente
sobre las células ya sea infectadas ¢ alteradas en sus funciones (tumorales, por ejemplo), es
necesario que sean eficientemente activadas. En el caso de los linfocitos T, la activacion requiere
de una primera sefal antigeno-especifica que se genera por la interaccion del antigeno acoplado a
moléculas del MHC en una Célula Presentadora de Antigeno (APC), y el receptor de la célula T
(TCR). La segunda sefal es inespecifica y se conoce como seiial de co-estimulacidn; en ella
participan distintas proteinas que pertenecen a la familia B7. Estas proteinas son principalmente
B7.1 (CD8o), B7.2 (CD86), B7.H1y B7.H2 que se encuentran en las APCs generando la sefial tras su
interaccion con los receptores CD28 y CTLA-4 presentes en las células T. Esta interaccion regula la
activacion y proliferacion de las células T acentuando sus funciones efectoras o bien llevandolas a
anergia, cuando no se genera adecuadamente esta sefal.

Se ha detectado la molécula B7.2 en la membrana de las células del estrato espinoso del epitelio
cervical normal y su presencia en tejido cervical proveniente de lesiones premalignas con HPV16,
se ve disminuida a nivel proteico y de mRNA, sugiriendo un mecanismo de regulacion negativa de
la transcripcion de este gen.

En este trabajo se analizo la presencia de las proteinas co-estimuladoras B7.1, B7.2, B7.H1y B7.H2
(por Western blot, utilizando anticuerpos especificos) y de sus correspondientes mRNAs
(mediante RT-PCR), en lineas celulares derivadas de carcinoma cervical que poseen el genoma de
HPV (SiHa, CaSkiy HelLa) y en otras del mismo origen donde el genoma de HPV esta ausente (C-
33A), para asi evaluar la posible relacion entre la presencia 6 ausencia de HPV y alguna
modificacion en la expresidn de las mismas. Los resultados indican que la gran mayoria de las
lineas celulares provenientes de CaCU expresan las moléculas B7.H1 y B7H.2, al menos a nivel de
mRNA, mientras que B7.1y B7.2 parecerian ser afectadas a nivel transcripcional por la presencia
del genoma de HPV.
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Cancer

Las primeras evidencias registradas de pacientes con cancer fueron alrededor del afio 1600 a.C.
en Egipto. Posteriormente en la antigua Grecia, Hipocrates aplicé por primera vez el término
carcinoma para referirse al cancer, por su semejanza morfoldgica con los cangrejos (Karkinoma,
cangrejo). Desde entonces el estudio sobre el cancer se ha desarrollado ininterrumpidamente. La
idea de que el cancer ocurre como consecuencia del desarreglo del sistema inmunitario ha
prevalecido desde hace mas de 100 afios y las primeras evidencias sobre la existencia de
antigenos especificos de tumor surgieron a finales de la década de 1920.

Se calcula que el cuerpo de un individuo esta formado por poco mas de 300 distintos tipos
celulares que se encuentran organizadas adecuadamente y mantienen estables sus caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas gracias a la operacidon de diversos mecanismos de regulacién que
finalmente favorecen el equilibrio del individuo. Cuando algin mecanismo de regulacion se altera
se ve afectada la actividad genomica y el equilibrio celular.

Las células cancerosas presentan en conjunto alteraciones como modificaciones de tamafo,
forma y apariencia, aberraciones cromosémicas, mutaciones y muchos cambios citopatologicos
bien definidos que nos permiten diferenciarlas de las células normales. Los cambios que
presentan las células se ven reflejados en la sintesis de proteinas que al estar alterados los genes
responsables de la sintesis de las mismas y no haber sido detectada, esta o estas alteraciones
provocan que se generen cantidades anormales de proteinas normales o anormales sin actividad
fisiologica definida. Este funcionamiento anormal de los genes es lo que caracteriza a las células
cancerosas y la base de todas las alteraciones que pueden llegar a sufrir (Rojas Espinosa, 2006).

e Cancer cervico-uterino

Existen algunos virus relacionados con el desarrollo de cancer, como es el caso del Virus del
Papiloma Humano (HPV). Estos virus han sido denominados oncogénicos por su capacidad
transformante debido a los oncogenes (ejemplo, E6 y E7) que portan (aunque hay sus
excepciones). Los oncogenes son genes promotores del crecimiento celular, cuando se
desregulan, éstos tienen una accidon que predomina sobre la actividad del resto de los oncogenes
virales. La actividad de los oncogenes normalmente esta regulada por la accion de otros genes
llamados anti-oncogenes o genes supresores de tumores (ejemplo ps53). Cuando los anti-
oncogenes son inactivados por ruptura o por mutacidn, los oncogenes se sobreactivan y las
células normales se transforman en células cancerosas.

La Organizacion Mundial de la Salud calcula que actualmente hay mas de dos millones de mujeres
en el mundo que lo padecen. Cada ano, se diagnostican alrededor de 490,000 nuevos casos de
cancer cérvico-uterino, esto significa mas de 1,350 casos nuevos por dia. De acuerdo con la misma
fuente, cerca de 650 mujeres en todo el mundo moriran diariamente a causa de este tipo de



cancer. Ademas actualmente es la primera causa de muerte en la mayoria de los paises
latinoamericanos donde ocurre el 80% de los casos.

En México el CaCU es la causa de fallecimiento anual de tres mil mujeres, este indice varia de
acuerdo a las diversas zonas de nuestro pais, siendo poblaciones como Morelos, Yucatan, Colima,
Michoacan y Nayarit las que presentan las tasas de mortandad mas altas debido a la falta de
atencion médica.

Estudios epidemioldgicos han demostrado que el cancer cérvico-uterino (CaCU) es una
enfermedad multifactorial causada, aunque no exclusivamente, por el agente infeccioso
transmitido por via sexual conocido como Virus del Papiloma Humano (HPV, por sus siglas en
inglés), siendo la principal Enfermedad de Transmision Sexual a nivel mundial (Zur Hausen, y
otros, 1994). Actualmente el CaCU es de las principales causas de mortandad femenina a nivel
mundial, siendo el sequndo tipo de cancer que afecta a la mujer con mayor frecuencia en todo el
mundo después del cancer de mama.

El CaCU es una enfermedad que suele progresar lentamente donde existen alteraciones
moleculares y celulares en el epitelio cervical. El factor esencial en el desarrollo de cancer cérvico-
uterino es la presencia del HPV; sin embargo, factores del estilo de vida de las mujeres influyen en
el desarrollo del CaCU como: la conducta sexual que se considera de los principales factores de
riesgo, el iniciar una vida sexual a temprana edad y tener multiples parejas sexuales aumenta el
riesgo de contraer una infeccion por HPV, multiples embarazos, el consumo de tabaco, al igual
que el uso prolongado de anticonceptivos orales, entre otros (Moscicki, 2004,).

Es importante mencionar que la mayoria de las lesiones se inician en la zona de transicion (ZT) del
epitelio simple del endocérvix al epitelio estratificado del exocérvix (Figura 1) en donde
clinicamente ocurren las infecciones (Woodworth, y otros, 1993).

[virus del Paplioma Humana

celulas epiteliales

Cérvix Infeccién

., Ppor el HPV

——— \agina

Figura 1 Zona de infeccién por HPV

El virus tiene la capacidad de penetrar por medio de microlesiones en la zona de transicion (ZT) del
epitelio cervical, esta zona se encuentra en el canal cervical donde las células llevan a cabo un proceso
de transformacion (Tomado y modificado de National Cancer Institute).



La infeccion por HPV se lleva a cabo en la zona de transicion que es donde se une el canal cervical
con la cara externa del mismo, donde se pueden formar microlesiones que puede aprovechar el
HPV para integrarse al tejido y posteriormente producir una infeccion. Los epitelios que recubren
la vagina, el cérvix, endocérvix y el endometrio, estan conformados por varias capas celulares que
en la capa superior normalmente sé descaman o exfolian.

e Caracteristicas del epitelio cervical

El epitelio cervical esta conformado por varias capas como el epitelio plano estratificado también
conocido como pavimentoso poliestratificado no queratinizante; recubre toda la vagina y el
exocérvix hasta la zona de conjugacidn escamocolumnar (limite con el endocérvix) y tiene la
funcidon de proteccion. Se han demostrado que todas las células poseen diferente tipos de
queratina. Desde el punto de vista histoldgico, distinguimos cuatro capas, que van de la mas
profunda hacia la superficie y son:

DENOMICION HISTOLOGICA  DENOMINACION CITOLOGICA ‘

Estrato germinativo Células basales

Estrato espinoso profundo Células parabasales
Estrato espinoso superficial Células intermedias
Estrato corneo Células superficiales

El estrato espinoso profundo puede ser referido como estrato espinoso solamente, mientras que
el estrato espinoso superficial también se conoce como estrato granuloso y a la capa mas
profunda o estrato germinativo también se denomina estrato basal, y es aqui donde se
encuentran las células blanco para HPV.

Células basales: habitualmente no descaman, en este nivel se inicia la maduracion del epitelio.
Son células pequerias de 8-10p, con citoplasma my denso, escaso y nucleo grande con cromatina
granular gruesa; hay distribucion uniforme y relacion nucleo-citoplasma 1:1. Presentan queratina

(K)5y8.

Células parabasales: células pequefias de 12-30y, redondeadas u ovales, de citoplasma denso,
cianofilo, nucleo con cromatina granular gruesa, pero uniforme en distribucion. Relacion nucleo-
citoplasma es de 5:10. Presentan queratina (K) 5y 8.

Células intermedias: células redondeadas o poligonales de 30-6op, con citoplasma hialino,
transparente, habitualmente cianofilo, contienen glucdgeno (el cual se tifie de amarillo en la
practica del Papanicolaou), el nicleo es ovoide, de aspecto vesicular de 6 0 mas, la cromatina es
muy fina y granular, la relacion nicleo-citoplasma es de 1:20. Pueden encontrarse plegadas o
extendidas. Presentan queratina (K) 4 y 14.

Células superficiales: células poligonales de 30-60p, con citoplasma hialino y rico en eleidina;
antecesor de la queratina. Poseen un nucleo picndtico, menor de 6y, donde no se advierte
ninguna estructura, la relaciéon nucleo-citoplasma es semejante a las anteriores. Pueden



encontrarse plegadas o extendidas. Presentan queratina (K) 4 y 14, siendo esta Ultima el
componente principal del citoesqueleto y puede transformarse en otro tipo de queratinas (en
algunos procesos patoldgicos), éste hecho explica porque el epitelio cérvico-vaginal puede
“escamarse”.

El epitelio que recubre el endocérvix, es un epitelio cilindrico o columnar, cuyas células se
encuentran dispuestas perpendicularmente a la superficie de insercion. En éste, la regeneracion
se lleva a cabo por las células de reserva que se encuentran por debajo de él. Con una vista de
arriba-abajo o a la inversa se aprecian como un “panal de abejas” con los nucleos en posicion
central, rodeados de citoplasma, ligeramente hexagonal. Tanto las células columnares como las
de reserva, también poseen diferentes tipos de queratina como K 5, 7, 8, 17, 18 y 19 las que tienen
diferente expresion en los procesos patoldgicos (Figura 2).

lj Estrate germinative
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Figura 2 Organizacion del epitelio cervical

Se muestra un corte histologico del epitelio cervical normal (A) donde se logran observar las distintas
capas y se muestra un esquema (B) demostrativo de los estratos del epitelio cervical.

La infeccion con HPV puede asociarse al CaCU y sus lesiones precursoras denominadas lesiones
intraepiteliales escamosas o SIL (por sus siglas en inglés Squamous Intraepitelial Lesion; de
acuerdo al sistema de clasificacion Bethesda en 1988; Manos, y otros, 1999), las cuales se
caracterizan por la invasion de células no diferenciadas, inmortalizadas y quiza transformadas
dentro de los estratos del epitelio. Estas células inmortalizadas muestran cambios celulares
asociados a una infeccion por HPV como, cambios en la relacion nucleo-citoplasma de las células,
hipercromatizacion del nucleo, células binucleadas, cambios en la citoarquitectura, presencia de
cuerpos mitdticos y de coilocitos. Las lesiones escamosas se dividen en dos grupos, lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL), que incluyen lesiones donde las células
indiferenciadas e inmortalizadas invaden el primer tercio del epitelio, asociadas generalmente a la
presencia del virus. Comprenden las lesiones consideradas como displasias leves o NICI
(Neoplasia Intraepitelial Cervical I; Matsuda, 1998). Las lesiones de alto grado (HSIL) presentan
células indiferenciadas e inmortalizadas en dos tercios o en el epitelio completo, las lesiones HSIL
se han clasificado como displasias moderadas o NICIl y NICIII. En las lesiones intraepiteliales se ha
encontrado genoma viral en el 29-75 % de los casos de lesiones LSIL, en el go % de los casos de
HSIL y en el 99.8 % de los carcinomas escamosos (Syrjdnen 1999; Sun, y otros 2002).



Virus del Papiloma Humano

Debido a la incidencia del HPV y su actividad relacionada con el desarrollo del CaCU es
considerado un factor principal para el padecimiento. Las células cervicales anormales pueden
generarse por diversas causas, pero la principal es la presencia de HPV. El Virus del Papiloma
Humano (HPV, por sus siglas en inglés), o Papilomavirus, es un grupo compuesto por mas de 120
tipos de virus que pertenecen a la familia de Papillomaviridae. Los HPVs estan asociados a
distintos epitelios. Estos se han organizado en dos grandes grupos de clasificacion que son el
grupo Alfa (a) y el Beta (B) de Papilomavirus (Doorbar, 2006).

Los Beta Papilomavirus estan asociados principalmente a infecciones cutaneas; mientras que el
grupo de Alfa Papilomavirus es el grupo mas extenso y contiene los HPV que infectan mucosas y
zonas ano-genitales, aunque también se encuentran algunos que provocan infecciones cutaneas.
En éste Ultimo, se agrupan aquellos que estan relacionados con el desarrollo de CaCU (Figura 3).

e C(Clasificacion clinica

Existen mas de 30 HPVs que afectan el drea genital y se conocen como HPV genitales, y algunos
tipos se han relacionado con el desarrollo de cancer cérvico-uterino (Doorbar, 2006). Los virus se
han clasificado en dos grandes grupos de acuerdo a su importancia médica relacionada con la
capacidad y relacion (presencia) que tienen de causar cancer:

Figura 3 Virus del Papiloma Humano o HPV

Estructura general de HPV (Tomado y modificado de London Health Sciences Center, Infection,
Prevention and Control)

HPV de Bajo Riesgo: hace referencia a los tipos virales cuya capacidad oncogénica es baja y por
tanto el riesgo de provocar cancer es bajo. Dentro de esta clasificacion encontramos virus como
los tipos 6, 11, 40, 42, 53, 54, 57 entre otros. Pueden causar cambios leves en el cuello del Utero sin
conducir al cancery suelen desaparecer con el tiempo; siendo lesiones no persistentes (el genoma



viral se mantiene de manera episomal). Por ejemplo, provocan la mayoria de las verrugas
genitales o condilomas acuminados. La proporcion de transmision de las verrugas genitales a la
pareja sexual es de entre el 1-2% de los jovenes adultos con un periodo de incubacion después de
la exposicion en promedio de tres meses, con un intervalo de tres semanas a ocho meses
(Arredondo, 2003).

HPV de Alto Riesgo: son aquellos virus que se encuentran con mayor frecuencia asociados en los
casos de cancer cérvico-uterino e incluyen los tipos 16; 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 56 y 59; siendo
este Ultimo el mas frecuente en el sureste mexicano y Centroamérica. De estos tipos el HPV 16
que se encuentra en una proporcion aproximada del 50% en los casos de CaCU y el 18 en segundo
lugar de frecuencia, son los mas importantes a nivel mundial dado que se encuentran vinculados
al cancer cérvico-uterino. En analisis de tejido de cancer cérvico-uterino se ha mostrado cierta co-
relacion entre el grado de lesion y la alta concentracion de este tipo de virus (HPV-16 o HPV-18),
lo cual indica que la infeccion por este tipo de virus puede provocar cambios celulares que pueden
conducir al cancer si no son tratados. Sélo la infeccion persistente de HPV de alto riesgo (aquella
que no desaparece durante afnos) aumenta el riesgo de cancer; esto se caracteriza por la
integracion del genoma viral en la célula (Arredondo, 2003).

e Caracteristicas moleculares

El genoma esta compuesto de una cadena doble de DNA, con un peso molecular promedio de
5x10° daltons y no presentan envoltura. El genoma mide aproximadamente 8ooopb (8kb) y se
encuentra superenrollado covalentemente cerrado, con una capside icosaédrica compuesta de
una proteina estructural mayor y una menor.

A pesar de la homologia entre los virus llegan a presentar diferencias importantes en regiones
codificantes para las proteinas con capacidad oncogénica como E6 y E7 entre los distintos tipos,
lo que les ha conferido una mayor capacidad transformante. Ademas se ha logrado identificar que
el mismo tipo viral puede presentar variantes y entre las mismas tener diferencia entre la eficacia
transformante, como el caso de HPV16 y sus variantes HPV16AAc (asiatico-americana) y HPV16E
(europea), siendo mas frecuente la primera (Figura ).

Son huésped-especificos y poseen la habilidad de infectar y transformar células epiteliales. El
genoma se encuentra organizado en tres grandes regiones, dos regiones codificadoras de
proteinas, las regiones: temprana (E) y tardia (L) y una regidn reguladora no codificadora
(Doorbar, 2006).

Region temprana (E): esta conformada por seis marcos abiertos de lectura (Open Reading Frame
u ORF, por sus siglas en inglés) designados como genes tempranos o “early” como E1, E2, E4, Es,
E6, E7. E1 y E2 y son necesarios para la replicacion viral, esta Ultima actUa como activador de
transcripcion de las regiones tempranas. Las proteinas virales codificadas por los oncogenes E6 y
E7, son criticas para la transformacion e inmortalizacidn celular por su habilidad para unirse e
inactivar a las proteinas p53 y Rb de las células del huésped. Se conoce que las proteinas p53y Rb
son supresoras de tumores que inhiben la progresion del ciclo celular y su inactivacion por las



proteinas virales codificadas en E6 y E7 lleva a la entrada no controlada de células a la fase S del
ciclo celular (Arredondo, 2003).

Region tardia (L): también es conocido como "late” y contiene las regiones L1y L2, los cuales
codifican para proteinas estructurales del virus, L1 para la proteina principal de la capside viral
mientras que L2 para una proteina menor con mayor variacion entre cada tipo (Arredondo, 2003).
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Figura 4 Organizacion gendmica del Virus del Papiloma Humano

El genoma de HPV esta conformado por una doble cadena DNA circular. En este esquema se muestran
de forma lineal las distintas regiones en que se encuentra organizado el genoma de HPV, con un peso
total aproximado de 8kb de forma general, LCR corresponde a la regidn larga de control (Large Control
Region, Tomado y modificado de Institut de recherches cliniques de Montréal).

Region reguladora: es conocida como Regidon Larga de Control o LCR, es un segmento de DNA
de entre 400-1000pb adyacente a los segmentos de replicacion viral. No codifica para proteinas
ya que carece de las secuencias promotoras y potenciadoras criticas que regulan la replicacion y
transcripcion viral mediante productos génicos virales y celulares. Contiene una compleja
organizacion de superposicion de sitios para el reconocimiento de diferentes inhibidores y
activadores de la transcripcion. Incluyen a la proteina activadora 1 (AP1), al factor 1 de
transcripcion especifico de queratinocitos (KSF) y el factor nuclear 1 (NF1), asi como factores de
transcripcion codificados para cada region temprana. Regula la transcripcion de las regiones
temprana y tardia y controla la produccion de proteinas virales y particulas infecciosas.

Debido a la importancia de las proteinas virales y su participacion en la expresion y desarrollo del
CaCU; a continuacion, se presenta a manera de resumen, un cuadro donde se mencionan las
funciones principales de cada una de las proteinas virales, que hasta el momento se conocen.
Resaltando su participacion durante el ciclo replicativo y su integracion al genoma celular (Zur
Hausen, y otros, 1994).

PROTEINA FUNCION



Ayuda a mantener el genoma viral en forma episomal en etapas tempranas de la
infeccion.

Ea Facilita la correcta segregacion de los genomas celulares durante la division
celular.
Actua como una DNA helicasa durante la replicacion del genoma viral.

Coopera con E1 para mantener el genoma en forma episomal.

Facilita la correcta segregacion de los genomas celulares durante la division
E2 celular.

Regula la replicacion del genoma viral junto con E1y regula la transcripcion de

genes virales (E6, E7) y de genes celulares.

Ez InteractUa con las citoqueratinas para liberar a los viriones generados.

Se une a la subunidad de ATPasa * de los endosomas, inhibiendo su acidificacion.
Inhibe el correcto ensamblaje del MHC-| (HPV16).

Permite el reciclamiento del EGFR, favoreciendo el crecimiento celular.

Inhibe la transcripcion de la cadena pesada del MHC-I (BPV-1).

Es

A través de E6-AP marca a p53 para su degradacion.
E6 Inhibe Bak y Bax, necesarios para el inicio de la apoptosis.
Activa la telomerasa. Inhibe la degradacion de las cinasas de la familia Src.

Se une a Rb, liberando al factor E2F, permitiendo la entrada al ciclo S del ciclo
celular. Activa y se une a complejos AP-1.

/ Activa histonas desacetilasas en genes celulares especificos para inhibir su
transcripcion, tales como interferones (Park, y otros, 2001).
L1 Es una proteina de expresion tardia. Proteina principal de la capside viral, se
encuentran cerca de 360 copias por virion.
Lo Proteina de expresion tardia. Proteina menor de la capside viral, se encuentran

cerca de 12 copias por virion.

e Ciclo Replicativo de HPV

Los HPVs son huésped-especificos y requieren de queratinocitos capaces de diferenciarse por
completo para lograr su éxito y supervivencia, siendo las células blanco de los mismos las células
basales del epitelio. Infectan a las células del estrato basal del epitelio cervical y su ciclo
replicativo se encuentra intimamente asociado al proceso de diferenciacion de dicho epitelio.

El ciclo del HPV inicia cuando los viriones atraviesan, mediante una microabrasion un epitelio
escamoso inmaduro como el epitelio cervical, y se alojan en un sitio potencial de infeccion como
la zona de transformacion hasta llegar a la capa basal, en la cual ocurre la adhesion; dicha unidn
requiere de iones ambientales que reducen la repulsion electroestdtica y el proceso es
dependiente de energia y temperatura, llevan a la penetracion de los viriones a las células en




proliferacion; dicha penetracidn en la célula blanco es un proceso dependiente de energia y se
sabe que con algunos HPV (por ejemplo HPV33) ocurre por via endocitica.

La liberacion de las particulas virales de los endosomas al citoplasma esta intimamente conectada
con el proceso de desprendimiento de la capside el cual ocurre después de la penetracion; y
cuando la capside viral es completamente o parcialmente removida, el genoma viral es expuesto
generalmente como complejos con nucleoproteinas. Posteriormente se inician ya sea el proceso
de replicacion o de transcripcion. Se sabe que la replicacion inicial del HPV tiene lugar dentro de
las células basales (y parabasales) del epitelio escamoso (Syrjanen, 1999).

Posteriormente ocurre la replicacion del genoma viral hasta alcanzar un bajo numero de copias.
Dicho proceso permite el mantenimiento del genoma viral de forma episomal en el estrato basal;
en esta etapa son indispensables las proteinas virales E1, E2 y probablemente Es. Una vez que las
células del estrato basal comienzan su diferenciacion, pierden la capacidad de dividirse y ocupan
los estratos suprabasales. En esta etapa cambia el patron de expresidn viral, transcribiéndose
predominantemente los ORFs E6 y E7. Estos codifican para dos oncoproteinas que inducen la
proliferacion, la inmortalizacién y eventualmente, la transformacion maligna de las células del
epitelio cervical al modificar la regulacion del ciclo celular y la diferenciacion normal de los
queratinocitos.

La proteina E6 interactUa con las proteinas E6AP y ps53, dando como resultado la degradacion
proteolitica de ésta Ultima; por lo tanto, inhibiendo su actividad. Por otra parte, la proteina E7 se
une a la proteina celular pRB, lo cual permite la liberacion del factor de transcripcion E2F y como
consecuencia, la transcripcion y traduccion de proteinas necesarias para la replicacion del DNA
celular (McBride, 2006). En las células diferenciadas del estrato escamoso, el genoma viral se
replica hasta alcanzar casi 1000 copias por célula (Figura 5). La expresion de los ORFs L1y L2, asi
como el ensamblaje de la capside con el genoma viral correspondiente, ocurre en los estratos
espinoso y superficial del epitelio. Los viriones completos se encuentran Unicamente en los
estratos superficiales y su liberacion ocurre a través de la exfoliacion del epitelio (McBride, y otros,

1991).

En la mayoria de los CaCU HPV positivos el genoma viral se integra al genoma de la célula
hospedera, rompiéndose el ORF de E1 y/o E2 (McBride y otros. 1991). Lo anterior da como
resultado la expresion constitutiva de los ORFs E6/E7 por la ausencia de la proteina reguladora E2,
lo cual contribuye al desarrollo de cancer (Muiioz, 2006).
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Figura 5 Ciclo Replicativo de HPV

Durante el proceso de infeccion encontramos dos formas de integracion del genoma de HPV dentro de
la célula, de forma episomal (episome) que se marca con color morado; mientras, que la integracion del
genoma en el genoma celular (integration) que se marca de color rojo y como va avanzando a lo largo
del estrato epitelial conforme las células van madurando. Lo que se encuentra de color azul hace
referencia a las células no infectadas. Este esquema muestra las infecciones persistentes y no
persistentes que se pueden presentar de forma simultanea en el tejido (Tomado y modificado de
Woodman y otros 2007).

El inicio de toda infeccion permite que el DNA viral se encuentre de forma episomal, que no se
encuentra integrado al genoma del hospedero, el DNA de HPV se mantiene en las células pero sin
integrarse; esta condicidon se encuentra en pacientes que presentan una infeccion productiva o



con particulas virales de HPV abundantes (Dell, 2001). Otra alternativa para las infeccion
presentadas por HPV son aquellas conocidas como infecciones no persistente o no productivas
donde el DNA es integrado al genoma del hospedero y donde no hay produccidn de particulas
virales maduras, pero donde se lleva a cabo la transformacion celular ya que al integrarse HPV
requiere la activacidn de los factores celulares para su replicacion y transcripcidn. La integracion
del genoma de HPV al genoma celular aparentemente es el Ultimo paso para transformar las
células hospederas a células cancerosas inmortalizadas capaces de invadir otros tejidos (Thorland,
y otros, 2000).

Una infeccion productiva por un HPV de alto riesgo aunada a factores estimulantes del desarrollo
del CaCU, puede llevar a la generacion de células transformadas. La mayoria de las enfermedades
son multifactoriales que dan como resultado cambios genéticos y fisioldgicos que son
acumulados por periodos largos de tiempo (latencia) y que permiten la pérdida progresiva del
control el crecimiento normal de la célula (Syrjanen, 1999). Se ha aplicado el término de “latencia”
para designar la presencia de HPV durante un periodo variable, aunque el promedio es de ocho
meses dentro de células normales y el término “normales” se ha definido como la no presencia de
cambios citoldgicos, morfoldgicos o colposcopicos que evidencien la enfermedad.

AuUn no es claro si el sistema inmune del hospedero puede hacer un reconocimiento a este nivel o
si bien el reconocimiento inmune requiere del incremento del nUmero de particulas virales para
ser estimulado. Con el tiempo, las células transformadas, adquieren una variedad de nuevas
propiedades (en comparacion con células normales), como cambios en el crecimiento celulary en
su estructura; decremento en la regulacion del ciclo celular, disminucidn en el requerimiento de
factores de crecimiento externos y un crecimiento independiente del anclaje.

Todos estos cambios celulares durante la transformacion celular asi como la infeccion con HPV en

si misma, generan cambios en los mecanismos de defensa naturales que posee el ser humano,
como lo es el sistema inmunoldgico (Ortiz Sanchez, y otros, 2007).



Sistema Inmunoldgico

e El cancery larespuestainmune

Cancer, tumor y neoplasia son términos utilizados generalmente como equivalentes. Las
neoplasias se han clasificado en benignas y malignas; las primeras presentan un grado de
proliferacion limitada, permanecen localizadas en su sitio de aparicion y se rodean por una
capsula de tejido fibroso mientras que las neoplasias malignas, muestran alto grado de
crecimiento, no estan encapsuladas y pueden invadir otros tejidos. El desarrollo de este tipo de
neoplasias generalmente es denominado cancer y pueden formar tumores sélidos como en el
caso del CaCU de tipo diseminado o sistémico como las leucemias.

Entre los afios de 1940 y 1950, se observd que tumores inducidos en ratones por agentes quimicos
o virales portaban antigenos capaces de inducir proteccidon en animales singénicos transplantados
posteriormente con células del mismo tumor, estableciendo la posibilidad de considerar la
participacion de la respuesta inmunitaria, lo que implica la existencia de antigenos tumorales y su
reconocimiento por el sistema inmunoldgico (Rojas Espinosa, 2006).

0 Antigenos relacionados con tumores

Existen dos clases de antigenos relacionados con los tumores: los antigenos especificos de tumor
y los antigenos asociados al tumor. Los antigenos especificos de tumor son aquellos que no se
encuentran en las células normales del mismo tipo y corresponden, casi siempre, a antigenos
virales. Las células cancerosas que expresan antigenos especificos de tumor o antigenos
alterados, pueden ser identificadas como células extraias por el sistema inmune para luego ser
eliminadas como se eliminan las células de los transplantes alogénicos y xenogénicos.
Desafortunadamente, no todas las células cancerosas expresan y exhiben antigenos especificos
de tumor o antigenos alterados y en estos casos, los tumores son mas dificiles de detectar y
eliminar a través de la respuesta inmunitaria (Rojas Espinosa, 2006).

Antigenos especificos tumorales. Tumores inducidos por carcindgenos quimicos. En general, los
tumores que se inducen quimicamente, aun cuando pueden ser morfolégicamente
indistinguibles, expresan antigenos diferentes; ademas, dos tumores inducidos en el mismo
hospedero y con el mismo carcindgeno, usualmente exhiben antigenos diferentes y particulares.

Antigenos de diferenciacion. Algunos portados por las células tumorales corresponden a
antigenos presentes en las células normales durante su etapa de diferenciacion.

Antigenos embrionarios. Existen antigenos en el embridon normal que desaparecen cuando el
embrion madura. Algunos de estos antigenos reaparecen asociados con algunos tumores.



En los tumores sdlidos e infecciones por virus la inmunidad celular se considera de maxima
importancia, siendo una de las respuestas mas efectivas contra los virus la que realiza la
inmunidad celular. Esta respuesta es mediada por los linfocitos T citotoxicos (CTL) que de forma
general son CD8+ (expresan el receptor CD8 en su superficie) y juegan un papel muy importante
en la eliminacidn de células infectadas por virus y cuya actividad es regulada principalmente por
los linfocitos T cooperadores o CD4+, los que se dividen en dos subpoblaciones de linfocitos T
cooperadores (Th1 y Th2, por sus siglas en inglés) y son antagonistas entre si en cuanto a la
funcion de las citocinas que secretan.

¢ Respuesta Inmune

El equilibrio del organismo depende del sistema inmunoldgico, cuya funcién es la defensa de
nuestro cuerpo ante cualquier agente patogeno. La penetracion de un material antigénico en un
individuo sano induce en éste una respuesta inmune, de manera inmediata conocida como
inmunidad innata o natural y una tardia que requiere de algunos dias para ponerse de manifiesto
e incluye la produccion de anticuerpos y de linfocitos (Figura 6). Las células y los anticuerpos
resultantes tienen la propiedad de reaccionar especificamente con el antigeno inductor de su
produccion, de aqui también los términos de inmunidad especifica o adquirida. La capacidad del
individuo para responder a la estimulacion antigénica depende de varios factores, como el
funcionamiento adecuado de su sistema inmunitario.

q Respuesta Inmune

q Innatao Natural I q Adquirida I
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Figura 6 Esquema de la Respuesta Inmunoldgica y sus tipos



0 Inmunidad Innata

Es la barrera natural y no requerir del contacto previo con el patdgeno funcionando de forma
natural. Incluye los factores genéticos, raciales, hormonales, celulares y humorales, ademas de
factores como la edad, mecanismos de proteccion quimica (acidificacion del medio, mecanismos
toxicos como derivados de O,), mecanismos bioldgicos (flora intestinal) y las barreras de
proteccion mecanica. De manera inicial la respuesta inmunoldgica genera cambios corporales
como el aumento de temperatura corporal, una respuesta inflamatoria, entre otros. Dentro de las
barreras de proteccion la piel y las mucosas, tienen la funcion primaria de barrera fisica aunque
poseen mecanismos bactericidas y fungicidas, como lo son las secreciones sebaceas (capaces de
inhibir y matar diversos hongos). Las mucosas al igual que los epitelios queratinizados (epitelio
cervical), constituyen mecanismos eficientes de proteccién natural, funcionando como barreras
de proteccion mecanica ya que poseen cilios y estan recubiertas de moco, el cual contiene
sustancias con actividad microbicida (Rojas Espinosa, 2006)

La respuesta natural tiene algunos tipos celulares que actian como la primera defensa basica del
organismo ante la presencia de agentes infecciosos como las células polimorfonucleares con
funciones fagociticas como neutrofilos, células dendriticas (DC), células asesinas naturales o NK
(Natural Killer por sus siglas en inglés) entre otras, que circulan en la sangre y las DCs que se
encuentran en los epitelios de forma inmadura y forman parte de la respuesta primaria del
organismo. Participan en la respuesta vascular y exudativa de los tejidos del organismo ante una
agresion, teniendo por funcion la de neutralizar, diluir y limitar al agente patdgeno; la activacion
de éstas se da gracias a factores quimiotacticos, derivados de los tejidos lesionados tras el
proceso de infeccion (Abbas, 1991).

Las células NK tienen la habilidad de lisar a sus células blanco y ademas son una fuente temprana
de citocinas inmunoreguladoras. La activacion de la citotoxicidad de las células NK depende del
balance de sefales inhibitorias y activadoras, asi como de varias moléculas de adhesion y co-
estimulacidon (Garrido, y otros, 1993). Estas células tienen una variabilidad no restringida al
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) para reconocer y lisar a una amplia variedad de
células infectadas por virus y células tumorales. Estas células pueden reconocer y lisar a los
queratinocitos transformados con HPV y se han encontrado en infiltrados inmunes que invaden y
destruyen el tejido neoplasico (Herrington, 1995).

0 Inmunidad Adquirida

Los d6rganos linfoides incluyen al timo y a la médula 6sea (la bolsa de Fabricio en aves), y es aqui
donde las células linfoides especificamente, los linfocitos adquieren el grado de diferenciacion y
maduraciéon que requieren para el adecuado desempeiio de sus funciones inmunoldgicas. Las
células linfoides participan en la induccion, expresion y regulacion de las respuestas inmunitarias
adquiridas. Los linfocitos T y B, macrofagos, y otras células presentadoras de antigeno o APC
(Antigen Presenting Cell) como las células de Langerhans, células dendriticas o DC (Dendritic cells)
al igual que las NK (Natural Killer) y las células NKT (Natural killer T cells) entre otras, constituyen



la poblacion celular activa en la respuesta del organismo ante alguna infeccion y permiten la
defensa del mismo.

Existen marcadores de diferenciacion presentes en la superficie de los leucocitos y otras células,
que sirven para identificar su estirpe celular y su grado de diferenciacidon, maduracidn y activacion.
Estas moléculas son conocidas con las siglas CD provenientes de “cluster of differentiation
molecules” (“grupo de diferenciacion”). Su identificacion ha sido posible gracias al uso de
anticuerpos monoclonales que interaccionan con epitopes particulares de estas moléculas
complejas; actualmente se han descrito alrededor de 130 moléculas CD y pueden ser particulares
de ciertas lineas celulares, o bien compartidas por varias células; algunas se expresan solo en
células activadas y a muchas se les reconoce ademas alguna funcién como moléculas de
reconocimiento (receptores) ligadas a mecanismos de transduccion de seiales.

Las poblaciones celulares mas importantes en el desarrollo de la respuesta inmune adquirida
corresponden principalmente a los linfocitos T (respuesta celular) y B (respuesta humoral) junto
con las células NK'y las células DC.

Células Dendriticas (DC). Forman parte de un conjunto de células (accesorias) indispensables
para la induccion de la respuesta inmune; son consideradas como las células presentadoras de
antigeno mas eficientes ya que estimulan respuestas especificas de los linfocitos T después del
contacto con el antigeno. Expresan en su membrana altos niveles de antigenos MHC Il y MHC |,
tienen la capacidad de presentar antigenos procesados y no procesados; producen interleucinas
(IL) importantes para la estimulacion de la respuesta proliferativa y productiva de las células T
como IL-1, IL-2, IL-6 e IL-18. Poseen moléculas co-estimuladoras como B7-1y B7-2.

Células Natural Killer (NK). Estan funcionalmente relacionadas con las células Tc, son capaces de
matar células tumorales de manera inespecifica y no restringida por el Complejo Principal de
Histocompatibilidad, ejercen su efecto citolitico principalmente a través de perforinas (enzimas
granulares que producen poros en la membrana de la célula blanco), de granzimas y otras
hidrolasas y de citocinas como la linfotoxina (TNF-B) y el factor citotoxico de las células NK,
causando en conjunto la muerte de las células blanco tanto por necrosis como por apoptosis.

Células linfoides. Entre las células linfoides se encuentran distintas poblaciones celulares que

estan relacionadas con la respuesta inmunoldgica de manera directa. Estas poblaciones celulares
son principalmente los linfocitos B, los linfocitos Ty otras células de gran importancia (Figura 7).
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Linfocitos B. Los linfocitos B son las principales células que participan en la respuesta inmune
(respuesta humoral). Se le reconocen dos subpoblaciones dentro conocidas como células B tipo 1
(B-1) y células B tipo 2 (B-2). Las B-1 constituyen del 4 al 36% del total de las células B y el resto
corresponde a las B-2. Los tipos B-1 participan de manera importante en la inmunidad innata al
secretar anticuerpo IgM o naturales, fueron identificadas por la expresion de CD5”, aunque se han
encontrado algunas que no la expresan (CD5’) y no requieren de la activacion de las células T. Las
B-2 son los tipos mas abundantes, exhiben el patron CDs5/IgM®, reconocen antigenos
dependientes de T; es decir, son reqgulados en su funcion por citocinas derivadas de las células T.

También funcionan como células captadoras, procesadoras y presentadoras de antigeno,
principalmente de antigenos solubles. Los linfocitos B exhiben moléculas o antigenos de
diferenciacion, siendo algunos exclusivos de los linfocitos B y comparten algunos con otros tipos
celulares. Por ejemplo, la molécula CD34, se presenta en etapas tempranas del proceso de
maduracion mientras que, hay antigenos como CD40 que aparecen tempranamente y se
mantienen a lo largo de la vida de los linfocitos B. Entre las moléculas que pueden llegar a
expresar en sumembrana se encuentran las moléculas B7.1 (CD8o) y B7.2 (CD86).

Linfocitos T. La participacion de las células T en la respuesta inmune es conocida como
inmunologia celular (dentro de la inmunologia adquirida). Estas presentan la molécula al Receptor
de la célula T o TCR (T Cell Receptor, por sus siglas en inglés); la molécula CD3 (complejo
tetramolecular asociado a TCR y relacionado con la transduccidn de sefales) y la molécula CD2.
De acuerdo a las moléculas de expresion encontramos dos subpoblaciones:

Linfocitos T CD4": también son conocidos como células T cooperadoras (T helper o Th). Presentan
receptores TCR con cadenas alfa y beta (TaB). Presentan dos subpoblaciones principales
claramente definidas en funcion de las citocinas que producen y de su actividad predominante
(Thiy Th2). Tanto Th1 como Th2 juegan un papel importante en la inmunidad celular y humoral
respectivamente. La inmunidad mediada por células es regulada por citocinas. Las citocinas que
de manera mas importante estan asociadas con el desarrollo de una respuesta inmune celular



antiviral son la Interleucina 2 (IL-2) y el Interferon gama (IFN-y) que son secretados por los
linfocitos Th1, los que participan como los principales mediadores de la inmunidad celular contra
microorganismos intracelulares y dirigen la defensa del huésped mediada por fagocitos. Las
células Th2 secretan IL-4, IL-5 e IL-10, citocinas que se piensa que suprimen la inmunidad mediada
por células, por lo que Th2 es responsable de la defensa independiente de la fagocitosis. Asi, una
respuesta inmune celular antitumoral es inducida por citocinas de los linfocitos Th1 e inhibida por
los Th2, generando una accion de inmunosupresion (Gaarenstroom, y otros, 1994).

Linfocitos T CD8": también conocidos como células T citotdxicas (CTL) presentan dos
subpoblaciones conocidas como tipo1y tipo 2. Las primeras tienen capacidad citotdxica, mientras
que las tipo 2, se ha propuesto que podrian tener un efecto requlador sobre las primeras, aunque
esta propuesta no ha sido totalmente aceptada.

Los linfocitos reconocen a los antigenos a través de receptores especificos que reconocen
porciones discretas o epitopes que son presentados por las APC. Dependiendo de los linfocitos T,
la respuesta resultante serd de tipo celular, humoral o citotdxica. La participacion de las distintas
poblaciones de linfocitos T determina el tipo de respuesta que se ha de generar ante un antigeno
ya que su actividad es muy distinta. Los linfocitos TCD4" con sus respectivas subpoblaciones Th1y
Th2, dependiendo de la produccion de citocinas de cada una, son los responsables de la respuesta
celular y humoral, respectivamente aunque no de manera arbitraria. Las Tha son responsables de
la activacion de macréfagos, destruccion de células tumorales, etc. Mientras que las Th2 son
cooperadoras de los linfocitos B, ayudan a la produccién de anticuerpos (Ab), al igual que las Tha
pero de forma mas discreta.

0 Induccion de respuesta Inmune Adquirida

La respuesta inmune es el resultado de interacciones celulares y de moléculas como las APCs que
capturan material antigénico y lo fagocitan para lograr procesarlo. Los epitopes resultantes del
proceso se acoplan a moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad MHC-I (clase I) o
MHC-II (clase Il) y asi son transportados hasta la membrana de las APCs donde pueden ser
reconocidas por las células T especificas (aquellas que tienen el receptor complementario del
epitope presentado). Mientras procesan el antigeno, las APC producen y liberan citocinas como
IL-1, IL-6 e IL-12, entre otras. La IL-1 junto con otras moléculas co-estimuladoras de las APCs,
inducen la sintesis de IL-2; que funciona como factor de proliferacion de las células T y células B.
Dependiendo de la célula T que reconozca al antigeno se inducira la respuesta celular o humoral.

e Respuesta Humoral

Es destacada la participacion de los linfocitos B y la colaboracidn en conjunto de los linfocitos
cooperadores Th1 y Th2. Los antigenos capturados por los linfocitos B pueden ser antigenos
secretados por microorganismos o liberados por macrdéfagos y células dendriticas durante el
procesamiento del antigeno. Los antigenos interiorizados pueden ser manejados por dos vias de



procesamiento y los péptidos antigénicos, asociados a moléculas MHC clase | o II, pueden ser
presentados a las células T especificas. Las células T reconocen los epitopes presentados por las
células B y se activan, las células activas se dividen y producen citocinas como IL-2 y IL-4 que
estimulan a las células B. Junto con la interaccion de las moléculas B7 y CD4o en las células B con
CD28 y CD4olL en las células T, producen en las células B sefales de proliferacion, en tanto que
otras citocinas las inducen para la produccion de anticuerpos (Ab) y a presentar los cambios en el
isotipo del anticuerpo producido (Rojas Espinosa, 2006).

0 Regulacion de la Respuesta Humoral

La respuesta de las células T dependientes de células B requiere que las células Th envien la sefal
necesaria a las células B inmaduras. Esta seial es enviada a manera de citocinas solubles y por el
ligando CD4oL (membrane-bound CD4o0 ligand) sequido del reconocimiento del Antigeno por las
células T presentado por moléculas MHC Il en las células B.

Ensayos realizados en ratones transgénicos arrojaron datos interesantes donde se propone que
las sefales co-estimuladoras de la familia B7 son esenciales para que se generen anticuerpos
contra los antigenos, indicando que las seiales co-estimuladoras de B7 son mas importantes y
necesarias para la respuesta humoral ya que se realizaron también ensayos en los que se
bloquearon miembros de la familia B7 y la capacidad para generar células Tc fue normal
(Ronchese, y otros, 1994). También se han realizado ensayos donde se ha identificado que la co-
estimulacidon por By es requerida para la produccion optima de anticuerpo. En conjunto estos
datos indican que la repuesta humoral requiere mas la co-estimulacion por B7 que para la
diferenciacion, citotoxicidad y produccion de citocinas por las células T (Harris, 1999).

e Respuesta Celular

La inmunidad celular no requiere la participacion de anticuerpos y estd relacionada con la
eliminacion del antigeno de vida intracelular (bacterias o virus) y la deteccion y destruccion de
células cancerosas entre otras. Se lleva acabo con la participacion de distintos tipos celulares (NK,
DC, linfocitos T y B) a través de sus productos solubles (citocinas). Los linfocitos reaccionan al
contacto con el antigeno presentado por las APCs produciendo citocinas.

Los linfocitos T CD4" y sus subpoblaciones se distinguieron gracias a las citocinas producidas
permitiendo su clasificacion en Tha que produce IL-2, Interferon gamma (IFN-y) e IL-12 y participa
en la requlacion de la respuesta celular, mientras que las Th2 producen IL-3, IL-5, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-13. La respuesta celular se puede clasificar en tipo 1 por la secrecidn de citocinas por las células
Tha (IL-2, IFN-y e IL-12), y en respuesta tipo 2 que se refiere a una respuesta celular reducida
acompafiada de un incremento en las funciones de las células B y de la produccion de sus
respectivas citocinas.

0 Regulacion de la Respuesta Celular



Como se ha podido observar las células T son elementos importantes en la activacion y regulacion
de la respuesta inmune. La actividad de las células T depende de la interaccion del antigeno con el
receptor de las células T que brinda una sefial a las mismas para activarlas, pero puede ser
insuficiente y llevar al linfocito T a un estado de anergia (incapacidad de reconocimiento).

La activacion de los linfocitos T, ademas de la sefal brindada por el TCR tras la interaccion con el
antigeno, requiere una segunda sefal co-estimuladora derivada de la célula presentadora de
antigeno provocando la activacion de la célula T. La estimulacion generada en presencia del TCR
da como resultado un incremento en la produccion del receptor de IL-2 conocido como IL-2R, la
transcripcion de citocinas y la proliferacion de las células T (Harris, 1999).

El antigeno se encuentra unido a moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad a
manera de fragmentos pequefos de péptidos que son reconocidos en conjunto por APC que
presentan al antigeno, el cual es reconocido por el complejo (TCR)/CD3 generando una primera
sefal de respuesta especifica hacia el antigeno. La segunda sefal es conocida como sefial co-
estimuladora, encargada de incitar a las células T en conjunto con el Antigeno, dicha sefal es
provista por las APCs que se unen a receptores de las moléculas co-estimuladoras particulares
presentes en las células T, activandolas (Arlene, y otros, 2006).

e Proteinas co-estimuladoras

Las moléculas co-estimuladoras mas aceptadas pertenecen a la familia B7. Son proteinas
presentes en las células presentadoras de antigeno, son proteinas transmembranales tipo | con
dominios extracelulares IgV e IgC (superfamilia de inmunoglobulinas (Ig)), poseen una regién
hidrofébica transmembranal y un dominio citoplasmatico. Dentro de las proteinas mas conocidas
se encuentran B7-1 (CD8o) y B7-2 (CD86) que se expresan en varias APCs, también se encuentran
a B7.H1 (PD-L1) y B7.H2 (ICOS-L) entre otras (Carreno, y otros, 2002).

Regulan la actividad de las células T activandolas o inhibiéndolas, desencadenando una cascada
de sefiales necesarias para el reconocimiento de éstas con sus receptores especificos presentes en
la superficie de las células T favoreciendo la comunicacion entre las mismas y asi iniciar la
respuesta celular ante el Antigeno.

Por tanto, con base a su funcion pueden dividirse en dos: aquellas que activan e incrementan la
funcion de las células T y aquellas que son co-inhibidores debido a que suprimen la respuesta
celular. Un mismo ligando puede tener las dos funciones dependiendo del receptor al que se ha
unido en la superficie celular.

NOMBRE LIGANDO NOMBRE RECEPTOR FUNCION

B7.1/CD8o CD28 Activador




B7.2/CD86
B7.1/CD8o
B7.2/CD86 CTLA-4 Inhibidor
B7.H2/ICOS-L ICOS Activador
B7.H1/PDL-1 PD-1 Inhibidor

La sefal co-estimuladora depende de una interaccion especifica receptor-ligando. La ruta mas
estudiada conlleva a los receptores CD28 y CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-associated molecule-
4) los cuales comparten aproximadamente el 30% de homologia y se encuentran en la superficie
delas célulasT.

La interaccion de CD28 favorece la proliferacion de las células T y la secrecion de citocinas como
la IL-2 y la prevencion de la induccién de anergia, mientras la interaccion con CTLA-4 se ve
reflejada en la inhibicion de la respuesta celular, dicha molécula no se encuentra en la superficie
de las células T expresada de manera constitutiva sino que a medida que aumenta la actividad
celular aumenta su expresion (Harris, 1999).

CD28 es expresado en todas las células TCD4 "y alrededor del 50% de las células T CD8" humanas,
se expresa constitutivamente y sus nivelas aumentan tras la activacion de las células T. La
expresion de CTLA-4 en células T activas es solo del 2-3% en comparacion con CD28. Estos
receptores interactUan con las moléculas B7.1y B7.2 (Figura 8).

Anergia Proliferacion Arresto del ciclo
diferenciacion celular
A B C

Figura 8 Interaccion de proteinas co-estimuladoras
Participacion de las proteinas co-estimuladoras en la activacion de los linfocitos T. A) Representa el

estado de anergia, B) Proliferacion, diferenciacion, C) Arresto en el ciclo o inhibicidn de la actividad
celular.

0 Proteinas B7.1yB7.2



B7.1y B7.2 son las principales proteinas pertenecientes a la familia B7 y son las mas estudiadas en
cuanto a su funcion estimuladora y su participacion en la activacion de los linfocitos T. También
son conocidas como CD8o y CD86 respectivamente (Figura g9). Presentan cierta homologia
estructural y de organizacion gendmica entre si, son expresadas en células Ty B activas y llegan a
estar ausentes en aquellas que no estan activas; ademas se expresan en la mayoria de las células
presentadoras de antigeno (Jellis, y otros, 1995).
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Figura g Estructura basica de B7.1y B7.2

B7.1/CD8o tiene un peso molecular de 6okDa, posee una region transmembranal y un dominio
citoplasmatico de 19 aa. Esta region esta asociada al citoesqueleto intracelular formando
complejos con actina, lo que permite la localizacion de B7.1 en un solo lugar (capping).

Su expresion es casi exclusiva del tejido linfoide, se expresan en células como las células de
Langerhans, monocitos y linfocitos B activados. B7.1 (CD80o) esta ausente en APCs inactivas
mientras que B7.2 (CD86) se expresa constitutivamente en éstas células aunque en bajos niveles
pero es rapidamente regulada tras la presentacion antigénica. Esto sugiere que CD86 inicia la
respuesta inmune y CD8o la amplifica y requla (Najafian, y otros, 2003).

Las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase Il inducen la expresion de CD86 y
CD28, con la activacion simultanea de CD4o y CD4oL. CD40 es una glicoproteina de 48 kDa que
pertenece a la superfamilia de los receptores del factor de necrosis tumoral. En humanos, CD40
esta compuesta por un dominio extracelular de 172 aminoacidos, un dominio transmembranal de
22 aminoacidos, y una terminacion citoplasmatica de 62 aminoacidos. CD40 se expresa
generalmente en las células APC y en algunas células no linfoides como los fibroblastos y los
queratinocitos (Gaspari, y otros, 1996).

La importancia de B7.1 (Figura 10) y B7.2 en la respuesta inmunoldgica contra las neoplasias
malignas es ilustrada por estudios donde la expresion de MHC clase Il en ausencia de B7.1y B7.2
limita la activacion de linfocitos T CD4+, a niveles tales que se promueve la progresion tumoral
(Schwarz, y otros, 2001). Las razones por las que el tumor crece en presencia de linfocitos es
desconocido. Se ha sugerido que la respuesta inmune destruye células menos "dafinas", lo cual
favorece a un fenotipo maligno de células tumorales, que el sistema inmune es suprimido por un
estimulo carcinogénico, que el tumor produce factores supresores que inhiben la activacion
linfocitaria y/o que el tumor escapa del reconocimiento inmunoldgico a través de la pérdida de
moléculas co-estimuladoras.



Figura 10 Estructura molecular de B7.1

La proteina B7.2/CD86 es una glicoproteina con 329aa y un peso de 8o kDa, presenta un dominio
citoplasmatico mas grande que el de B7.1. Posee un 25% de homologia con B7.1 y ambas se
expresan en las células APC, en linfocitos T y en linfocitos B de humanos.

B7.2 es codificada por 8 exones (Figura 11) y existen variantes que carecen de algunos. El exon 1y
2 contienen la region 5" no traducible, el exon 3 codifica para un péptido que lleva a la proteina a
exportarse a la membrana celular. Los exones 4 y 5 codifican para los dominios de interaccion con
su receptor. El exon 6 codifica para el dominio intramembranal, anclando la proteina en la
membrana celular. Los exones 7y 8 codifican para la region carboxilo de la proteina (Jellis, y otros,
1995).

En este dominio se encuentran sitios importantes para la fosforilacion de B7.2 generando el inicio
de la transduccion de sefales hacia el interior del nicleo. Esta sefalizacion induce el encendido de
la produccion de IL-2 por parte de la APC, ademas de la sobreproduccion de la misma. La IL-2
producida por la APC, es importante para inducir la proliferacion de otras células del sistema
inmunologico y de ellas mismas.
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Figura 11 Estructura general del gen de B7.2 y variantes




Este esquema muestra las distintas regiones o genes que pueden presentar B7.2 dando origen a sus
variantes y las diferencias entre las mismas.

Mientras que la produccion de la citocina IL-4 regula positivamente la expresion de By.2, la IL-10
inhibe su expresidn en monocitos (Ding, y otros, 1993). Se ha visto que la IL-10 previene la
expresion de B7.1y B7.2 sobre macréfagos, ademas de inhibir ICAM-1 en monocitos y en células
dendriticas (Greenfield, y otros, 1998).

Los receptores especificos CD28 y CTLA-4 son complementarios. CD28 es un receptor que se
expresa constitutivamente en células T, como consecuencia del ensamblaje de éste con alguno de
los ligandos (B7.2 6 B7.1) y se genera una potente sefial estimulatoria hacia las células T. Esta
activacion da como resultado la induccion de la transcripcion de IL-2.

El receptor CTLA-4 no se expresa de forma constitutiva y no es detectable en células T inmaduras
o células T virgenes (T cell naive) pero sus transcritos se detectan tras la activacion de las células T.
Tiene una funcidn represora, inhibiendo la actividad de las células T, su funcidn se ve regulada
gracias a la interaccion o reconocimiento especifico del antigeno por el receptor de células T en
las células Ty llega a presentar homodimeros.

0 Proteinas B7.H1y B7.H2

Se han encontrado nuevas moléculas como B7.H2 y B7.H1 y son consideradas miembros de la
familia de B7 ya que se ha demostrado que tienen funciones similares a las proteinas de dicha
familia como B.7y B7.2.

B7.H2 es una molécula inducible por citocinas proinflamatorias como el interferon-y (INFy) y TNF
(Liu, y otros, 2001). Se ha visto que cuando B7.Hz2 se expresa en células tumorales, se incrementa
la destruccion de células cancerosas por linfocitos T CD8+. B7.H2 también es conocida como
ICOS-L debido a que interactUa con la molécula presente en la membrana de células T llamada
ICOS.

En humanos se ha logrado detectar la presencia de mRNA en muchas células de origen no linfoide
como en corazon y cerebro, entre otros. B7.H2 también se expresa de forma constitutiva en
células B no estimuladas, en monocitos y DCs, asi como en diversas células APC no-profesionales,
como los fibroblastos y células endoteliales (Greenwald, 2005).

La expresion de B7.H2 en células B es regulada positivamente por la expresion del Factor de
Necrosis Tumoral (TNF-a), mientras que cuando ICOS es estimulado por esta via en las células T
tras la activacion por la interaccion con el receptor de las células T, se incrementa su proliferacion
y produccion de citocinas, aunque preferentemente se estimulan funciones efectoras en las
células T (Wang, 2004).

El receptor ICOS, es homologo a CD28 y CTLA-4 y tiene un peso de 55-65kDa cuando es aislado
de células T activadas. Se encuentra en su mayoria glicosilado y formando homodimeros, aunque



como monomero no glicosilado tiene un peso menor a 20kDa. La respuesta inmune activada por
la via de ICOS, no es tan eficiente como la activada la via CD28/CTLA-4. Por ejemplo, la activacion
de los linfocitos T CD4+ por la via ICOS estimula pobremente la produccion de IL-2 (critica para la
activacion); aunque para la produccion de IL-10 y otras citocinas es mas eficiente que la ruta de
CD28. ICOS puede favorecer o incrementar la induccion de citocinas Tha pero mas eficiente para
las tipo Th2, como IL-4 e IL-5 (Wang, 2004).

La via B7.H2/ICOS favorece la produccion de citocinas y la diferenciacion de las células T. Puede
tener la capacidad de incrementar los niveles de citocinas Th1 y Th2 durante una estimulacion
primaria y durante la funcion efectora de la respuesta de células T. Las células T CD4+ producen
mas IFN-y y menos IL-4 e IL-10 cuando ésta via es bloqueada y genera sefales criticas para la
produccion de inmunoglobulinas. De hecho, la produccidon de IL-10 se ve favorecida cuando
existen niveles altos de expresion de B7.H2 (Greenwald, 2005). La expresion del IFN-y induce la
expresion de B7.H2 en células B y monocitos e induce la expresion del receptor especifico en
fibroblastos. Esta via parece tener un papel importante en la respuesta inmune humoral.

Su participacion en la respuesta humoral se ha observado en la diferenciacion de células By en la
expresion de tipos especificos de inmunoglobulinas, asi como en el desarrollo de células B de
memoria. Histolégicamente se ha encontrado en los centros germinales de las células T; esto
permite un estimulo para las células B y la maduracion de anticuerpos, en las placas de Peyer y los
nodulos linfaticos. Se ha demostrado que la B7.H2 es necesaria para la respuesta de las células T
dependientes de células B (Kurosawa, y otros, 2003).

La proteina B7.Ha tiene como receptor en la membrana plasmatica de las células a la proteina PD-
1, por lo que a menudo a B7.H1 se le conoce como el ligando de PD-1 (PD-1L). B7.H1/ PD-1L tiene
un peso molecular de 5o-ggkDa y es miembro de la familia de proteinas co-estimuladoras,
participa en la proliferacion y activacion de las células T al igual que en la produccion de citocinas.
Se ha detectado su expresion en DCs, macrofagos, células Ty B, células endoteliales, de musculo,
entre otras.

El receptor PD-1 (Programmed cell death-1) es miembro de la superfamilia lg, tiene una funcion
homodloga a CTLA-4. Es decir, tiene funciones inhibitorias de la respuesta de las células T al
interactuar con B7.H1. PD-1 se expresa en células T activadas. AUn no se ha determinado de forma
definitiva cual es el receptor co-estimulatorio presente en las células T para B7.Hz, ya que se sabe
que al bloquear a PD-1 se ve favorecida la estimulacion, lo que sugiere la existencia de dicho
receptor (Cheng, 2004).

Los transcritos de B7.H1 se han detectado en tejidos linfoides y no linfoides, donde el perfil de
expresion es sumamente distinto, mientras que en células B y monocitos no se expresan niveles
suficientes de B7.H1 (Freeman, y otros, 2000). Las DCs y algunas células endoteliales expresan
B7.H1 de forma constitutiva en su superficie. Se ha demostrado la accion co-estimulatoria de
B7.H1 ya que incrementa los niveles de produccion de IL-10 y de forma moderada los niveles de
IFN-y sin efecto significativo sobre los niveles de IL-2 e IL-4 (Latchman, y otros, 2001). También se
ha demostrado que la estimulacion de las células T inhibe la interaccion con el receptor de las
células Ty la proliferacion de éstas al igual de la produccion de citocinas (IL-2, IL4, IL-10 e IFN-y)
llevando a las células a un arresto celular (Cheng, 2004).



0 Proteinas co-estimuladoras y su relacion con el cancer

Las células Langerhans en su funcidon de APC profesionales juegan un papel importante en la co-
estimulacion, principalmente en epitelios (Giannini, y otros, 2002) ya que se ha demostrado en
tejido cervical con NIC | positivas para HPV de alto riesgo, la disminucion en el nUmero de éstas
(Jiménez-Flores, y otros, 2005). Muchos tejidos tumorales, particularmente de origen no-
hematopoyético, no expresan moléculas co-estimuladoras, lo que puede significar la generacion
de células T anérgicas para antigenos especificos.

La expresion de B7.1 se encuentra dramaticamente reducida en carcinomas primarios
pobremente diferenciados y carcinomas metastasicos de ascites maligno. Las moléculas de B7.1y
B7.2 son comUnmente co-expresadas en mucosa normal y carcinomas primarios de estémago,
mientras que solo B7.1 deja de expresarse en carcinomas metastasicos (Koyama, y otros, 1998).

La expresién de B7.2 no varia entre el carcinoma gastrico tipo difuso y el carcinoma gastrico
intestinal. Se ha visto que la reduccion de la expresion de By.1 sobre un tumor, correlaciona con el
grado de diferenciacion y progresion del tumor ademas del estado metastasico (Tatsumi, y otros,

1997)-

Se sabe que B7.2 se expresa constitutivamente en la mucosa gastrica y puede iniciar la respuesta
inmune, sin embargo también se sabe que B7.1 es mas efectivo para estimular a los linfocitos T
citotoxicos; y si las células tumorales carecen de By.1, la inmunidad antitumoral mediada por
células T hacia células tumorales humanas puede no inducirse y asi contribuir al escape de los
tumores al sistema inmunoldgico (Koyama, y otros, 1998).

Se han realizado estudios transfectando células tumorales con moléculas B7.1/CD8o induciendo
una buena presentacidn de antigeno permitiendo la produccién de linfocitos TCD8 o citotoxicos
(CTLs) capaces de eliminar el tumor. Sin embargo, esta estrategia in vivo no siempre funciona
(Alamartine, y otros, 1997). De los estudios mas actuales que se han realizado con la nueva
molécula co-estimuladora B7H.2 se ha podido observar que ésta molécula interactia con ICOS
(molécula inducible). B7.H2 es inducible por citocinas proinflamatorias como el IFN-y y el TNF.
Cuando B7.H2 se expresa en células tumorales se incrementa la destruccion de células cancerosas
por linfocitos T CD8+ (Koyama, y otros, 1998).

Se ha demostrado que B7.H1 se expresa constitutivamente en tejidos con cancer, por lo que se ve
involucrada en la evasion inmunoldgica. También se ha comprobado que la expresion de B7.H1 se
ve favorecida en células DC infiltradas en cancer de ovario, en respuesta a la presencia del tumory
de los factores derivados de los macrdéfagos presentes del huésped, asi como la produccion de IL-
10 y del factor de crecimiento vascular endotelial. Se ha demostrado que la expresion de B7.H1
reduce el crecimiento del tumor en modelos de ovarios de raton (Cheng, 2004).

Los queratinocitos son considerados células presentadoras de antigeno no profesionales (APC no
profesionales) porque normalmente no expresan MHC-II ni moléculas co-estimuladoras (Mota, y
otros, 1999), pero pueden expresar MHC-II tras una induccidon por la exposicion a IFN-y. Sin
embargo la induccion de estimulacion durante estados de inflamacion puede inducir la expresion
de MHC-II en una amplia variedad de células epiteliales y endoteliales. Después de la activacion,



los queratinocitos que expresan MHC-Il son capaces de proveer senales co-estimuladoras que
inducen la proliferacion de linfocitos T.

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra B7.1 y B7.2, se ha demostrado que las
células APC no profesionales (ejemplo: queratinocitos), pueden generar una sefal co-
estimulatoria independiente de B7.1 y B7.2, o mediante proteinas solubles que interactUen con
CD28 de los linfocitos T. Se han realizado varios trabajos en donde se transfectaron los genes
CD8o 6 CD86 en células tumorales y se ha observado un aumento en la lisis de estas células
transformadas. Se han transfectado células CaSki, HeLa y SiHa con B7.1 (CD80o) y estas fueron
capaces de activar a linfocitos T, los cuales después lisaron a sus células blanco (Kaufmann, y
otros, 1996).

En pacientes con LSIL HPV+, se ha encontrado una disminucidon en el nimero de células
dendriticas plasmaticas positivas para B7.2 (CD86), sugiriendo la incapacidad de estas células
mieloides para presentar antigenos a linfocitos T adecuadamente lo que puede generar una falla
en la activacion de la respuesta inmune sistémica en estas lesiones (Lee, y otros, 2006).

Las moléculas co-estimuladoras también son importantes para eliminar células infectadas por
virus. En un estudio realizado en ratones deficientes de B7.1 y B7.2 a los cuales se les suministro
una dosis de Herpesvirus tipo 2, se observd que los animales sufrieron infecciones y lesiones mas
severas que aquellos que expresaban moléculas co-estimuladoras (Thebeau, y otros, 2002).

Antecedentes Directos

Se ha descrito que los queratinocitos no son consideradas células presentadoras de antigeno
profesionales debido a que carecen de moléculas co-estimuladoras (Nicokoloff, y otros, 1994).

Sin embargo se ha demostrado que células del estrato espinoso del epitelio cervical normal
expresan B7.2/CD86 (Figura 12) pero B7.1/CD80 no. La presencia de B7.2 en epitelio cervical
normal establece la posibilidad de que juegue un papel importante dentro de la respuesta inmune
en la mucosa genital (Ortiz Sanchez, y otros, 2007). Este fendmeno se encontro en el 73 % de las
muestras analizadas. A través de ensayos de hibridacion in situ, se confirmo que la disminucion de
la proteina B7.2 en lesiones premalignas HPV-16 positivas es consecuencia de la disminucién de
su mRNA. Estos resultados sugieren un mecanismo de regulacion negativa a nivel de
transcripcion de B7.2 en tejido cervical con LSIL HPV-16 positivas.

Se ha mencionado que las moléculas co-estimuladoras como B7.2 pueden ser reguladas por
citocinas. Al realizar la deteccion in situ de IL-10 sobre las muestras que dejan de expresar B7.2, se
demostrd que dicha disminucion es independiente de la presencia de IL-10. Por lo tanto, se
concluyd que las células del estrato intermedio del epitelio cervical normal expresan a la molécula
co-estimuladora B7.2, mientras que ésta se vio disminuida en lesiones premalignas LSIL HPV-16
positivas (Figura 13), siendo posiblemente la consecuencia de la disminucion de su mRNA, lo que
sugirid un mecanismo de regulacion negativa de la transcripcion del gen B7.2 en estas lesiones,



independientemente de la presencia de IL-10 (Ortiz Sanchez, y otros, 2007). Estos datos sugieren
la posibilidad de una relacion importante entre la presencia de HPV y la expresion de las
moléculas co-estimuladoras.

Ortiz y cols. 2007
Figura 12 Deteccion de B7.2 en células epiteliales

Se procedié a la deteccion de B7.2 en tejido cervical normal con anticuerpos especificos para B7.2 como
el anticuerpo N-18 y el anticuerpo BU63 a través de una inmunofluorescencia en tejido (Tomado y
modificado de Ortiz Sanchez y otros, 2007).
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Figura 13 Deteccion de B7.2 en lesiones LSIL

Se procedio a la deteccion de B7.2 en epitelio cervical LSIL HPV16 positivas (lesiones de bajo grado o
NIC1) obtenidas tras una previa tipificacion del virus, donde se observé una disminucion en la deteccién
B7.2 en tejido (Tomado y modificado de Ortiz Sanchez y otros, 2007).

En 2007 Hernandez-Ceron realizd estudios (Tesis de Maestria, 2007) donde se analizaron varios
tejidos clinicamente clasificados con diferentes grados de lesion en los cuales se procedio a la
deteccion de la proteina B7.2 para observar su comportamiento de expresion. Se observo que



conforme el grado de lesion fue mayor, la deteccion por Inmunohistoquimica (IHQ) de B7.2 fue
negativa para el total de muestras analizadas de NICIII ninguna fue positiva para By.2.

Muestras analizadas Grado de lesion IHQ CD86 negativo (%)
25 NICI 8o0%
22 NICII 90%
13 NIC I 100%

Se ha evaluado la expresion de B7.2 en lesiones LSIL HPV positivas y sin HPV (Castro, T.; Tesis de
Maestria, 2005) con la intencion de establecer una posible relacion entre la expresion de B7.2 y la
presencia del genoma viral de HPV, mediante IHQ. Encontrando una disminucion de B7.2 sobre la
membrana de las células epiteliales cervicales en muestras HPV positivas.

Justificacion

El sistema inmune tiene un papel importante en la deteccion de infecciones. La regresion de
condilomas inducidos por HPV se ha asociado con una infiltracion de linfocitos dentro de las
lesiones que correlaciona con la prognosis en el CaCU escamoso (Man 1998; Feltkamp, y otros
1995). Los linfocitos T CD4+ (Th) son las principales células que intervienen en la prognosis junto
con linfocitos CD8+ (CTLs) y células NK (Coleman, 1994).

Es indispensable la activacion apropiada de los linfocitos T y el reconocimiento del antigeno por
las APCs profesionales (DC, linfocitos B, etc.) asi como posiblemente en APCs no profesionales
(queratinocitos), entre otras. La sefal co-estimuladora generada por proteinas de la familia de By
y su interaccion con sus receptores en las células T, es de suma importancia para dicha activacion.

Generalmente los tumores no-hematopoyéticos no expresan moléculas co-estimuladoras, lo que
puede generar células T anérgicas. No es claro si los queratinocitos infectados o transformados
con HPV son capaces de activar CTLs especificos, ya que estas células cultivadas in vitro, no
expresan moléculas co-estimuladoras, lo que podria impedir una accion estimuladora adecuada
de los linfocitos T bajo estas condiciones (Syrjanen, 1999).



Sin embargo, se ha demostrado que células epiteliales derivadas de cérvix normal expresan la
molécula B7.2. En lesiones premalignas con HPV-16 se detectd una disminucidn de la presencia de
B7.2 en la membrana de las células epiteliales, lo que implica que en estas lesiones, aun cuando
las moléculas MHC-II de estas células pudieran presentar algun péptido especifico (viral 6 celular)
al receptor de células T de los linfocitos T CD4+ o CD8+, estas células no serian activadas (Ortiz
Sanchez, y otros, 2007) lo que sugiere la posibilidad de la participacion de éstas en la activacidon de
los linfocitos T presentes en el tejido cervical y la regulacion de la respuesta inmune mediante
mecanismos aun no bien definidos, por tanto se ha considerado importante evaluar la presencia
de proteinas pertenecientes a la familia B7 en células derivadas de carcinoma cervical.

La expresion de las proteinas puede alterarse gracias a una posible relacion con la presencia del
genoma de HPV en las células derivadas de carcinoma cervical, ya que se ha podido observar, por
lo menos alteraciones en la expresion de B7.2 en condiciones similares (Ortiz Sanchez, y otros,
2007).

La presencia de proteinas co-estimuladoras en dichas células podria estar vinculada con la
presencia de HPV, lo que podria generar variaciones en la expresion de las mismas, mediante
mecanismos de regulacion negativa por parte del virus hacia las proteinas presentes, inhibiendo
su expresion y funcion celular.

Por tanto, se analizara la expresion de las proteinas de la familia B7 en lineas celulares derivadas
de carcinoma cervical con la presencia del genoma de HPV y en ausencia del mismo; estas
condiciones podrian permitir sugerir la relacion entre la presencia de HPV y la funcidn de las
proteinas co-estimuladoras. Ya que al no permitir la sefial co-estimuladora no se activaran los
linfocitos TCD4+ y no habria produccion de citocinas inhibiendo la activacion y diferenciacion de
los linfocitos TCD8+, al no activarse no se procede a la eliminacién del agente infeccioso
permitiendo el alojamiento del virus permitiendo la evolucion de la enfermedad.



Hipotesis

La presencia del Virus del Papiloma Humano (HPV) en lineas celulares derivadas de cancer
cérvico-uterino (CaCU) puede afectar la expresion de las proteinas co-estimuladoras de la familia
B7; por lo tanto, estas moléculas se veran afectadas a nivel de transcripcion (mRNA) y expresion
proteica.
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Figura 14 Estrategia Experimental

El analisis de la expresion de las proteinas co-estimuladoras B7.1, B7.2 y B7.H1y B7.H2 se realizara
en lineas celulares derivadas de carcinomas cervicales que presentan integrado el genoma de HPV
de alto riesgo de los tipos 16 y 18 (HPV positivas) y en lineas celulares que no presentan esta
condicion (HPV negativas). Las lineas celulares a utilizar son: C-33A, Hela, SiHa, CaSki, Rali,
HaCaT y JurKat.

Linea celular Origen Grado de lesion HPV
SiHa Células escamosas de cérvix Carcinoma 16
Hela Epitelio de cérvix Adenocarcinoma 18
CaSki Epitelio de cérvix Carcinoma 16
C-33A Cérvix Carcinoma -
HaCat Células epiteliales - -
Rali Células B - -
JurKat Células T - -

Tabla 1 Caracteristicas y origen de las lineas celulares.

Previamente seran cultivadas en monocapa y en suspension (Rali y JurKat). Se obtendran cultivos
por cada una tanto para la extraccion de RNA como de proteinas. Las lineas HaCat, Rali y JurKat
seran los controles positivos para las distintas metodologias por su expresion comprobada de
proteinas co-estimuladoras.

Se emplearan lineas celulares carentes del genoma de HPV o HPV negativas como C-33A y
células derivadas de carcinomas cervicales con el genoma de HPV o HPV positivas como SiHa,
Hela y CaSki.

Extraccion de RNA

La extraccion de RNA total se realizara con el método de Trizol (fenol- isotiocianato de guanidina-
cloroformo-acetato de sodio) que permite la extraccion de RNA en condiciones acidas aislando
facilmente a éste en una fase acida-acuosa superior formada tras la aplicacion de una fuerza
centrifuga separandolo del DNA, proteinasy restos celulares.

Agregar 1ml de Trizol por caja, se mezcla homogéneamente hasta lisar, se agregan 2oopl de
cloroformo y se agita vigorosamente por 15 segundos, se incuba a temperatura ambiente por
cinco minutos, se aplica una fuerza centrifuga de 12,500rpm a 4°C por 15 minutos, para separar de
los restos celulares generados. Se recupera la fase acuosa y se coloca en un tubo de 1.5ml estéril.

Para precipitar se agregan dos volUmenes de isopropanol y se deja incubar a -20°C por 20
minutos, se centrifuga a 12,500rpm a 4°C por 15 minutos y se desecha el sobrenadante, la pastilla

36



Metodologia

se lava con etanol al 70% (frio) y se aplican las mismas condiciones de sedimentacion, se decanta
y se deja secar a temperatura ambiente. Se resuspende en agua libre de RNAsas (enzimas
degradadoras de RNA) o aplicar un tratamiento con DNAsa (enzima capaz de eliminar restos de
DNA sin RNAsa).

e Tratamiento con DNAsa

El RNA es sometido a un tratamiento con DNAsa Turbo donde las pastillas de RNA obtenidas se
resuspenden en 26pl de agua bidestilada, desionizada y estéril y libre de RNAsa, 3pl de buffer
DNAsa libre de RNAsa 1x y 2l de la enzima DNAse Turbo (correspondiente a 2u). Se incuba a 37°C
por 30 minutos, se adiciona 2pl de Reagent Inhibitor, incubar a temperatura ambiente por tres
minutos (mantener resuspendido) y centrifugar a 12,500rpm por tres minutos.

Para confirmar la pureza del RNA se emplea un gel de agarosa desnaturalizante para RNA; la
camara de electroforesis es tratada con una solucion de 0.5N de NaOH (Hidroxido de Sodio) para
inhibir las RNAsas posibles mientras que a la matriz de agarosa se le agrega formaldehido al 37% y
buffer de corrida o MOPS 10x y de igual forma la muestra de RNA debe mezclarse con buffer de
corrida, formaldehido 37%, formamida, buffer de muestra y bromuro de etidio (dilucion 1:10).

Sintesis de cDNA

Para la obtencidon del mRNA que conforma entre el 1y 2% del RNA total y que puede ser separado
del rRNA y tRNA gracias a que en su extremo 3" el RNA eucarionte es rico en Adenina (A)
formando extremos conocidos como colas poliA de los transcritos de mRNA (que sirve como
molde para la traduccion de proteinas).

Se puede obtener DNA complementario (cDNA) empleando como molde mRNA gracias a un
iniciador rico en Timina (T) o poliT conocido como oligo dT, que permitird aislar al MRNA del RNA
total, ya que se une a la cola poliA permitiendo hacer cDNA Unicamente de mRNA. Para la sintesis
de cDNA a partir del RNA, se emplea una enzima DNA polimerasa dependiente de RNA para la
sintesis de cDNA con RNA como molde. La enzima reversa transcriptasa M-MLV RT (Moloney
Murine Leukemia Transcriptase, Promega), se ha utilizado para la obtencion de cDNA y se lleva a
cabo el mismo procedimiento para cada linea celular. Para dicha sintesis se toma un volumen
equivalente a una concentracion de 2.5ug de RNA de cada linea celular y se aplican las mismas
condiciones para todos los casos.

Se agrega 1pl de Oligo dT (equivalente a 5oopg/ml) y se afora con agua bidestilada, desionizada 'y
estéril a un volumen final de 13.5pl. Las muestras se colocan a -70°C por cinco minutos y se
colocan inmediatamente en hielo y se deja incubar por lo menos 10 minutos. Sin remover se
agrega el buffer de reaccion M-MLV RT, dNTPs (desoxidinucledtidos trifosfato), RNAsin (inhibidor
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de amplio espectro de RNAsas) y la enzima M-MLV RT encargada de sintesis del templado de
cDNA.

Mezcla de reaccion Volumen final

5x buffer M-MLVRT 5 ul
1.25mM de dNTPs 5 ul
20U RNA sin 0.5 ul
Enzima M-MLVRT 1l

Tabla 2 Mezcla de reaccion para sintesis de cDNA

Se mezcla con agitacion manual y se incuba a 42°C por una hora y se inactiva la accion enzimatica
a 70°C por 15 minutos. Se finaliza colocando en hielo la mezcla y se preparan alicuotas de acuerdo
al uso.

RT-PCR

Una reaccion de RT-PCR (Retro Transcriptase-Polimerase Chain Reaction o Transcripcion Reversa-
acoplada con una Reaccion en Cadena de la Polimerasa) que permite la amplificacion de una
cantidad pequena de moléculas blanco de RNA (mRNA) con gran especificidad. Es indispensable
aclarar que aunque comUnmente la RT-PCR es conocida como un mismo procedimiento, en
realidad consiste en dos partes, bien diferenciadas en cualquier RT-PCR: la transcripcion reversa
(RT) donde se sintetizan copias de DNA (cDNA) a partir de cadenas molde de RNA y la
amplificacion (PCR) que en conjunto es conocida como RT-PCR (Cseke, y otros, 2004).

Para emplear la PCR, es necesario tener un conjunto de cebadores/iniciadores que se emplean
para amplificar de forma exponencial fragmentos deseados del DNA molde. Los iniciadores
dirigen la sintesis de la cadena molde, para ello se requiere un par de cebadores; es decir, un
cebador sentido (direccion 5') y otro que flaquee en sentido contrario o cebador antisentido
(direccion 3").

Obtener el valor real de la concentracion de cDNA no es sencillo debido a que no se somete a un
proceso de purificacion y se encuentra contenido en la mezcla de sintesis.

Por tanto, la estandarizacion de las condiciones para la evaluacion de la expresion del mRNA de
cada una de las proteinas co-estimuladoras. Para lograrlo se procede a amplificar una region del
gen constitutivo GAPDH, con un tamano de 350pb y asi llevar a cabo una normalizacion con los
cebadores, siendo el cebador sentido GAPDHFwd 5 CATCTCTGCCCCCTCTGCTGA3 vy el
antisentido GAPDHRev 5'GGATGACCTTGCCCACAGCCT 3".

Las condiciones obtenidas de la normalizacion se aplican a todas las reacciones de PCR para cada
uno de los genes, estandarizando el protocolo de PCR preparando una mezcla maestra de
reaccion o Master Mix donde se colocan todos lo elementos para después ser divididos y asi todos
los ensayos tengan las mismas proporciones de cada elemento. Cada ensayo tendra un volumen
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final de 15pl, en el caso del control negativo no llevara cDNA, el volumen sera aforado con agua
destilada, desionizada y estéril para todos los casos

Reactivos Control - C-33A CaSki Hela SiHa JurKat  HaCat \
1x Buffer 21.0 pl
3mM MqgCl, 6.3l
10pmol/pl dNTPs 4.2 pl
1opmol/pl Oligo 5 4.2 pl
10pmol/pl Oligo 3’ 4.2 ul
cDNA 0.6 pl 0.7 ul 0.6 pl 0.5 pl 1.0 ul 2ul
Agua 9.a5ul  8.5gul  8.45upl 8ggpul  835ul  8.agpl 6.8ul
Taq Polimerasa 1.05 pl

Tabla 3 Mezcla de reaccion para PCR

Para la amplificacion de los genes correspondientes a cada una de las moléculas co-
estimuladoras, se han de emplear distintos cebadores especificos para cada una de ellas, a
continuacion se muestran las secuencias correspondientes a cada una de las moléculas.

Oligonucleodtidos Secuencia

B7.2 Exon7 5'GAGAGGGAAGAGAGTGAACA3’

B7.2 entre los exones 7-8 B7.2PoliA 5'GCCCATAAGTGTGCTCTGAA3’
B7.15 5’ AGTACAAGAACCGGACCATC3’
B7.2 B7.1AS 5’ GGCGTACACTTTCCCTTCTCS'
B7H1Fw ‘GACCTATATGTGGTAGAGTATGGTAGS'
B7.Ha B7H1Rev 5 TTCAGCTGTATGGTTTTCCTCAGGATCS'
o B7H2Fw 5’ CTGGGATCCAGCAGTFFTCCTTCT 3°
7.H2

B7H2Rev 5’ CCCTGGGATTTCAGGAGGTTTT 3’

El perfil térmico para la Amplificacion de B7.2 exones 7-8, B7.H1, B7.H2 y B7.1 es el mismo, las
temperaturas empleadas son: 9g6°C por cinco minutos; posteriormente un conjunto de 35 ciclos
con 96°C por un minuto para la desnaturalizacidn, 60°C por un minuto para la hibridacion y 72°C
por minuto y medio para la extension; al finalizar los 35 ciclos se agregan diez minutos a 72°C
complementarios para garantizar la Amplificacion.

Extraccion de Proteinas

39



Metodologia

La extraccion de proteinas de cada linea celular se realiza con el método de M-PER (Mammalian
Protein Extraction Reagent o Reactivo de Extraccién de Proteinas Mamiferas). Permite la
extraccion de proteinas citoplasmaticas y nucleares derivadas de cultivos de células de
mamiferos; dicho reactivo utiliza la propiedad detergente del buffer bicina (25mM), para la lisis
celular. La extraccion de proteinas con M-PER se realiza con las mismas condiciones para cada
linea celular, se agregan 300pl del reactivo M-PER por cada caja p1oo de la cual se han de extraer
las proteinas.

Por succion se extrae el medio de cultivo a las células, se lava con 1ml de PBS 1x y se mezcla
homogéneamente, nuevamente por succion se retira el PBS 1x y se agregan los 30opl del reactivo
M-PER suplementado con OrtoVaOgq, NaF (Fluoruro de Sodio), PMSF (inhibidor de proteasas), al
suplementar el M-PER tan sélo deben agregarse 15ul del conjunto de elementos del suplemento
por cada 300pl de M-PER. Se agita gentilmente durante cinco minutos mientras son lisadas las
células, se colecta el lisado y es transferido a un tubo de microcentrifuga de 1.5ml limpio, se aplica
una fuerza centrifuga de 14,00rpm durante cinco o diez minutos, se recupera el sobrenadante y
coloca en otro tubo de 1.5ml limpio; se separa en alicuotas de 100pl y se etiquetan, se cuantifican
y las que se usen pronto se guarda a -20°¢, de lo contrario a -70°C.

Western blot

A través del Western-blot o Inmunodeteccion, se procede a la deteccion de las proteinas co-
estimuladoras de la familia B7 gracias a su interaccion con anticuerpos (Ab) especificos. El
Western blot permite un analisis basado en la hibridacion de proteina-proteina. La especificidad
de la unidn antigeno—anticuerpo permite la deteccion de una Unica proteina dentro de una mezcla
compleja (Cseke, y otros, 2004).

De la mezcla de proteinas obtenida se toma el volumen equivalente a una concentracion de
4opug/pl de proteina de cada linea celular y se agrega un volumen igual de buffer de carga
suplementado con B-mercaptoetanol, se mezcla bien y se someten a ebullicidon por cinco minutos
(para desnaturalizar) y son cargadas en el gel para separar la proteinas de acuerdo a su peso
molecular a través de una migracion electroforética en una gel de poliacrilamida desnaturalizante
al 10% (SDS-PAGE) durante una hora a 25mAmp. Se equilibran las muestras para la transferencia,
colocando el gel en buffer de Transferencia (metanol-tris-base-glicina) frio (4°C) durante 30
minutos, con agitacion constante.

Posteriormente se transfieren las proteinas a una matriz que facilite su manipulacion como las
membranas de nitrocelulosa. El proceso de transferencia tiene las mismas condiciones para todos
los ensayos, que consta de un voltaje constante de 95V a 4°C durante 95 minutos, la transferencia
se realiza en una camara que se cubre por completo con buffer de Transferencia. Al terminar la
transferencia se separa la membrana y se tifie con rojo de Panceau (Ac. sulfosalicilico-Ac.
tricloracetico-Rojo de Panceau) para comprobar la transferencia de proteinas a la matriz.

Antes de la interaccion con el anticuerpo primario se requiere bloquear la membrana, bloqueando

los espacios de la membrana donde no se encuentre algun producto proteico cubriéndola con
leche en polvo (Svelty 0% grasa, Nestlé) al 5% disuelta en PBS-Tween2o al 0.1% durante una hora
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para después; sin enjuagar, colocar la membrana para su interaccion con el anticuerpo primario y
dejar incubando a 4°C toda la noche; un tiempo de incubacion no menor a 16 horas. Hasta este
punto, el procedimiento se repetira para todos los ensayos aunque los anticuerpos primarios sean
distintos.

Proteina Ab primario Origen Dilucion
B7.1 B7.1 Monoclonal de raton 1:100
B7H E-19 Policlonal de chivo 1:500
B7.2 C-19 Policlonal de chivo 1:500
B7.2 BU63 Monoclonal de ratdn 1:500

Transcurrido el tiempo se retira el anticuerpo primario y se realizan dos lavados con 10ml de PBS-
Tween20 al 0.1% por diez minutos con agitacion constante, posteriormente se coloca el
anticuerpo secundario en PBS 1x y se deja incubar de 1 a 2 horas, dependiendo de las
caracteristicas del mismo y de la concentracion de éste. Tras el periodo de incubacidn se realizan
tres lavados de PBS-Tween2o0 al 0.1% de 10 minutos cada uno y un lavado final de PBS 1x durante
10 minutos. Se retira el PBS 1x y se procede a revelar la membrana; no debe dejarse secar ésta,
por lo tanto se vuelve a agregar PBS 1x hasta revelar.

Ab primario Ab secundario Dilucion Exposicion a ECL
B7.2 (BU63) a-raton 1:2000 5 minutos

B7.2 (C-19) a-chivo 1:20000 5 minutos

B7.1 a-chivo 1:2000 10 minutos

B7H (E-19) o-chivo 1:10000 10 minutos

El anticuerpo secundario se encuentra marcado con la enzima peroxidasa HRP (Horseradish
peroxidase) que emite una sefal detectable generada por la accion de la enzima en un sustrato
especifico como el ECL; dicha reaccion, consiste en la oxidacion del ECL en la presencia de la
Hidrégeno peroxidasa (H,O, peroxidasa). La oxidacion del ECL lo lleva a un estado de excitacion
liberando energia emitiendo luminiscencia que se traduce en la sefal deseada, siendo un método
con alta sensibilidad y de facil empleo. La emision de luz hace referencia a que los anticuerpos
detectaron la proteina o proteinas deseadas en la mezcla compleja. En todos los casos y sea cual
sea el sustrato que se utilice, la intensidad de la sefial se correlaciona con la cantidad del antigeno
en la superficie de la membrana, equivalente a la cantidad de proteina (Walker, 2005).

Independientemente de tener los anticuerpos especificos para la deteccion de cada una de de las
proteinas co-estimuladoras a través del método de Western blot se debe tomar en cuenta el
hecho de que debe contarse con un control de expresion de cada una de las proteinas apropiado
para comparar la expresion en las lineas celulares que se han de someter a esta metodologia. En
el caso de B7.2 no contamos con una linea celular apegada a nuestras caracteristicas que exprese
adecuadamente dicha proteina. Por lo tanto se decidio elaborar una estrategia experimental para
crear un control para B7.2.
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Figura 15 Estrategia experimental para proteina de fusion GST-B7.2

Disefio de la proteina de fusion GST-B7.2 permite la expresion en E. coli del marco de lectura abierto de

la proteina co-estimuladora B7.2 que sera empleada como control positivo de expresion en la
deteccion de la proteina por Western blot.
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Proteina de fusion GST-B7.2

Mediante el empleo de una PCR de punto final se obtiene un fragmento de 972 pb
correspondiente al marco de lectura u ORF (Open Reading Frame) de la molécula B7.2/CD86
gracias al empleo de cebadores especificos OlisCD860RFa siendo el cebador sentido con la
secuencia 5 TTGCGGATCCATGGGACTGAGTAACATTCTC3'y el cebador que flanquea en
direccion opuesta ) antisentido Oli3CD860RFc con la secuencia
5 'AATCTCGAGTTAAAAACATGTATCACTTTTGTC3' diseiiada para amplificar esta region de B7.2,
ademas tienen la caracteristica de presentar un sitio de corte para la enzima BamHI (sitio de
reconocimiento 5 'G_GATCC3'/3'CCTAG_G5’) y la enzima Xhol (sitio de reconocimiento
5'C_TCGAG3'/3'GAGCT_C5’), que permiten obtener mediante una restriccion enzimatica
nuevamente el fragmento completo.

La secuencia del ORF de B7.2 para este caso presenta tres mutaciones, que no generan ningun
cambio en la estructura y funcionalidad de la proteina, siendo viable para su empleo y
permitiendo la expresion de B7.2 en los ensayos que se realizaran, a continuacion se muestra la
secuencia del ORF B7.2 donde las mutaciones presentes se encuentran subrayadas.

GGATCCATGGGACTGAGTAACATTCTCTTTGTGATGGCCTTCCTGCTCTCTGGTGCTG
CTCCTCTGAAGATTCAAGCTTATTTCAATGAGACTGCAGACCTGCCATGCCAATTTGC
AAACTCTCAAAACCAAAGCCTGAGTGAGCTAGTAGTATTTTGGCAGGACCAGGAAAA
CTTGGTTCTGAATGAGGTATACTTAGGCAAAGAGAAATTTGACAGTGTTCATTCCAAG
TATATGGGCCGCACAAGTTTTGATTCGGACAGTTGGACCCTGAGACTTCACAATCTTC
AGATCAAGGACAAGGGCTTGTATCAATGTATCATCCATCACAAAAAGCCCACAGGAA
TGATTCGCATCCACCAGATGAATTCTGAACTGTCAGTGCTTGCTAACTTCAGTCAACC
TGAAATAGTACCAATTTCTAATATAACAGAAAATGTGTACATAAATTTGACCTGCTCA
TCTATACACGGTTACCCAGAACCTAAGAAGATGAGTGTTTTGCTAAGAACCAAGAATT
CAACTATCGAGTATGATGGTATTATGCAGAAATCTCAAGATAATGTCACAGAACTGTA
CGACGTTTCCATCAGCTTGTCTGTTTCATTCCCTGATGTTACGAGCAATATGACCATCT
TCTGTATTCTGGAAACTGACAAGACGCGGCTTTTATCTTCACCTTTCTCTATAGAGCTT
GAGGACCCTCAGCCTCCCCCAGACCACATTCCTTGGATTACAGCTGTACTTCCAACAG
TTATTATATGTGTGATGGTTTTCTGTCTAATTCTATGGAAATGGAAGAAGAAGAAGCG
GCCTCGCAACTCTTATAAATGTGGAACCAACACAATGGAGAGGGAAGAGAGTGAACA
GACCAAGAAAAGAGAAAAAATCCATATACCTGAAAGATCTGATGAAACCCAGCGTGT
TTTTAAAAGTTCGAAGACATCTTCATGCGACAAAAGTGATACATGTTTTTAA

Para el desarrollo de esta fase se requiere tener el fragmento ORFB7.2 para lo cual se ha de
someter a la construccion pGEM-T easy-ORFB7.2 a una reaccion enzimatica doble con las
endonucleasas BamHI y Xhol.

Mezcla de Reaccion de vector Volumen final 2ol

pGEM-T Easy-ORFB7.2 sul
Buffer Tango 1x 2ul
Xhol 1pl
BamHI 1pl
Agua bidestilada, desionizada y estéril 11l

Tabla 4 Mezcla de reaccion para restricciones enzimaticas.
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Se deja la reaccidn enzimatica toda la noche a 37°C y se inactiva colocando la reaccion durante
diez minutos en hielo. Posteriormente se migran los 2opl de reaccién en una matriz de agarosa al
1% hasta lograr que todas las bandas se separen y la banda correspondiente a nuestro fragmento
liberado se corta. La purificacion se realiza con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System,
Promega.

e Clonacion de B7.2

La produccion de la proteina de fusion requiere primeramente clonar el marco de lectura u ORF
de B7.2 (el ORFB7.2 se emplea para todo el trabajo) en un vector o plasmido de expresidn, que
tras una estimulacion permita incrementar los niveles de nuestra proteina de interés en la
bacteria. La clonacion consiste en la modificacion por restriccion enzimatica del DNA del vector
(plasmido) por la insercion de un DNA extrafio o ajeno (inserto), obteniendo un plasmido
recombinante, dicho plasmido recombinante puede emplearse para transformar células. Para la
union de estos, se requiere de un proceso conocido como ligacion y previamente someter a la
desfosforilacion enzimatica del vector para favorecer la insercion y union con el plasmido y
obtener el plasmido recombinante (Figura 16).

B
A A B
= e
f ATG
A B

Figura16 Clonacion en plasmidos

Se muestra de manera general la finalidad de clonacion dirigida por restriccion enzimatica siendo las
mismas enzimas siendo A y B tanto al vector o plasmido de color rosa como al inserto de color azul
para su posterior union formando un plasmido recombinante; ATG corresponde a un coddn de inicio
que se encuentra en la secuencia del inserto.

Una vez liberado el fragmento ORFB7.2 del vector pGEM-T easy se ha de clonar en el vector de
vector p-GEX-4T-1 (Amersham Biosciences) ya que presenta los mismos sitios de restriccion que
tiene la secuencia de ORFB7.2 en los extremos, que tiene un tamano de 4.9Kb (4969pb), y posee
un sistema que permite la purificacion, deteccion y expresion de proteinas que al fusionarse al gen
GST (Glutathione S-Transferase) y tras su induccion, se incrementa la expresion de nuestra
proteina de fusion (GST-ORFB7.2). La expresion estd a cargo del promotor de tac, el cual es
inducido por un analogo de la lactosa conocido como isopropil 8-D tiogalactoside o IPTG (Figura

17).
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Figura 17 Mapa general de los vectores pGEX

Estructura general de los vectores pGEX, ademas en la parte superior se muestra la secuencia de la
region del polilinker del vector especifico empleado en este trabajo (Tomado y modificado de manual
GST-Fusion System, Amersham Bioscience).

Se muestran las regiones que comparten en comun todos los plasmidos de esta serie, como el gen
GST o glutathione S-transferase que brinda la posibilidad de expresion tras un estimulo del
producto de interés que ha sido insertado enseguida en la region del polilinker.

e Transformacion celular

Previo a la clonacion se requiere tener al plasmido pGEX-4T-1 dentro de un sistema que permita
su replicacion de forma frecuente y sin incorporar mutaciones para lograrlo se transforman
células competentes E. coli de la cepa DH5q, que brinden al plasmido las condiciones necesarias
para su soporte. Las células DHsa se transforman con 4oong/ul de vector vacio. A continuacion
se procede a tomar un volumen de 250pl de células competentes y se colocan a descongelar en
una cama de hielo; se encuentran almacenadas a -70°C, el vector también se coloca en la misma
cama durante 30 minutos, aproximadamente. Transcurrido este tiempo, se mezclan las bacterias
con el vector y se somete a un shock térmico a 42°C por 9o segundos e inmediatamente se coloca
en hielo nuevamente por dos minutos.

Se agregan gsopl de medio de cultivo SOC (medio LB mas glucosa), se mezcla suavemente y se
incuba a 37°C con agitacion constante (250rpm) de una a dos horas. Posteriormente se plaquean
dos cajas Petri con medio LB semisolido mas Ampicilina (Amp) una placa diluida; se colocan 100l
de medio SOC mas células y se aplica una fuerza centrifuga de 3,000rpm por tres minutos, se
toma el sobrenadante sin tocar la pastilla y se distribuye en un medio LB semisdlido, la otra caja
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se siembra con una solucion concentrada que se obtiene resuspendiendo la pastilla en el volumen
de medio restante y se distribuye en la caja. Se deja incubar a 37°C por 16 horas o toda la noche.
En todos los casos donde se requiera incubar y crecer algun tipo celular (bacterias) se deben
contar con controles que tan solo lleven el medio empleado y el antibiodtico.

Se seleccionan tres colonias para resembrar (picadura) en medio LB semisdlido mas Amp y de ahi
sembrar la misma en 15 ml de medio liquido LB mas Amp (1opg/ml) y se dejan crecer ambos
cultivos a 37°C por 16 horas o toda la noche. Trascurrido el tiempo los cultivos de liquidos se
emplean para la extraccion del plasmido.

e Extraccion de plasmido

De los cultivos de medio liquido se extrae el plasmido. Se coloca el volumen total de 15ml en un
tubo conico de 15ml (Falcon) y es calibrado con un contrapeso (en caso de solo tener un tubo)
para empastillar las células, se aplica una fuerza centrifuga de 2,500rpm por cinco minutos, se
desecha el sobrenadante y se conserva la pastilla.

La extraccion del plasmido se lleva a cabo al agregar a la pastilla el buffer de suspension (3oopl) y
agitar suavemente hasta disgregarla y transferirla a un tubo limpio y ahi mismo agregar los
buffers de lisis celular y neutralizacion (3oopl de cada uno) los cuales seran mezclados varias veces
de manera homogénea. Se agrega 1ml de la solucion de resina y se pasa por la columna, se
agregan 2ml de solucion de lavado y se pasa nuevamente se pasa por la columna. Finalmente se
eluye en 3ol de agua desionizada, bidestilada y estéril (libre de nucleasas). La extraccion del
plasmido pGEX-4T-1 se basa en el empleo del kit de extraccion Wizard Plus Minipreps DNA
Purification System, Promega. Tras la elucion se cuantifica en una dilucidon 1:25 por
espectrofotometria.

e Clonacion en pGEX-4T-1

Para la clonacion del ORFB7.2 en el pGEX-4T-1 se requiere liberar el inserto de la construccion
pPGEM-T easy-ORFB7.2. Para ello ésta Ultima sé somete a una restriccion enzimatica con las
enzimas BamHI y Xhol para extraer el inserto ORFB7.2, el cual se clonara nuevamente pero en el
vector pGEX-4T-1. Este Ultimo presenta en la regién del polilinker los mismos sitios de
reconocimiento para estas enzimas sin alterar su funcionalidad (Figura 18).
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Figura 18 Diseio de la construccion pGEX-4T-1-ORFB7.2

Mapa de la construccién disefiada donde se muestran los sitios de restriccion de las enzimas BamHIl y
Xhol asi como los respectivos tamarios de cada uno de los elementos.

e Desfosforilacion y Ligacion

Con el objetivo de unir el fragmento de ORF B7 con el vector pGEX-4T-1 para obtener el plasmido
recombinante, se realiza una reaccion de ligacion. Para ello, previamente, se desfosforila el vector
vacio con el objetivo de disminuir la probabilidad de religado o restablecimiento del mismo. Se
emplea una enzima conocida como T4 DNA ligasa (Fermentas) que cataliza la reaccion de ligacion
entre los fragmentos de DNA que contengan un extremo 5’ con un grupo fosfato y un extremo 3°
con un grupo hidroxilo, favoreciendo la unién. Si bien se utilizaron dos enzimas diferentes (BamHI
y Xhol) para generar extremos cohesivos no complementarios, el uso de la fosfatasa disminuye la
probabilidad de religado del vector en el caso de que una de las enzimas no haya funcionado
apropiadamente.

Unicamente el vector que ha sido restringido es desfosforilado; en este caso, se emplea la enzima
fosfatasa alcalina de camaron (SAP), la cual se coloca en una proporcion 1:1 (1pl de SAP por 1ug
de DNA de vector). La reaccion de desfosforilacion lleva una concentracion de song/ul del vector
PGEX-4T-1, o.5ul de la fosfatasa SAP, 1pl de buffer de reaccion 1x y agua desionizada y
bidestilada para aforar a un volumen final de 10pl, se incuba a 4°C durante toda la noche (aunque
puede dejarse dos horas a temperatura ambiente), y es desactivada a 65°C durante diez minutos.

Una vez realizada esta condicidn se procede a ligar el vector y el inserto. Se coloca en un tubo de
microcentrifuga una proporcion adecuada de DNA tanto de vector como de inserto, este valor se
obtiene gracias a la aplicacion de la siguiente formula:

ng de vector x kb de inserto x relacién molar inserto = ngde inserto
kb de vector vector
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Por ejemplo, para nuestro caso especifico se obtuvieron los siguientes valores obtenidos:

100 ng de vector x 1kbdeinserto x 5/4 =
49kb

204 ng x 5=1024 ngde inserto

Componentes agregados a la mezcla de ligacion:

Mezcla de Reaccion Volumen final de 10yl

Buffer de ligacion 10x 1pl
DNA vector (1oong/pl) 2 ul
DNA inserto (102.4ng/pl) 3l
Enzima T4 DNA ligase 1 pl
Agua 3ul

Tabla 5 Mezcla de reaccion de ligacion.
e Construccion pGEX-4T-1-B7.2

Se procede a confirmar la integracion correcta de la construccion pGEX-4T-1-ORFB7.2, siendo
que ORFB7.2 se inserto en direccion SP6-T7 mediante tres métodos. Por método enzimatico con
endonucleasas que poseen dos sitios de restriccion; uno en el genoma del plasmido pero con un
solo sitio de corte y de igual manera en el genoma del inserto. Tras el analisis de ambas
secuencias (del vector y del inserto) se selecciono a la enzima Pstl (sitio de reconocimiento
5'CTGCAG3'/3'GACGTC5’) y la enzima Ecogir o BstEll (sitio de reconocimiento
5'GCT_N_ACC3'/3'CCA_N_TGG5’); ambas de la marca Fermentas. Una vez sometida la
construccion a la accion de estas enzimas se formaran patrones distintos de restriccion que
dependeran de la insercidn correcta o no de ORF-B7.2 (Figura 19).
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BamHI

Eco 211
(3E49ph)

pGEX-AT.1 (4.960pb) L |Eco 911 (450pb)
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Figura 19 Construccion pGEX-4T-1-ORFB7.2
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Mapa de restriccion y patron de tamanos arrojados tras la restriccion con las enzimas Pstl y Ecog11
empleadas para verificar la insercidn correcta.

Se realizan las restricciones por separado pero bajo las mismas condiciones, siendo para cada
reaccion una mezcla que contiene una concentracion final de:

Mezcla de Volumen final 1opl Mezcla de reaccion Volumen final 10 pl
reaccion Pstl Ecog11
Buffer Pstl (1x) 1pul  Buffer Ecog11(1x) 1l
DNA plasmido 7l DNA plasmido 7 ul
Enzima Pstl 2l Enzima Ecogi1a 2 ul

Tabla 6 Mezclas de reaccion para restriccion enzimatica de pGEX-4T-1-ORFB7.2

Se dejan las reacciones de restriccion durante toda la noche a 37°C, y se inactiva la enzima
correspondiente colocando la reaccion en hielo por diez minutos. Para verificar que se llevo a
cabo la restriccion se migra una porcion pequena de sl de la reaccidén en una matriz de agarosa al
1%y asi poder observar el patron de restriccion esperado, siendo un patron ideal aquel donde se
obtienen dos bandas distintas para cada caso, siendo para Pstl dos bandas (4056pb y 1827pb) y
para Ecog1a dos bandas (3425pb y 2455pb).

Igualmente se verifica que el inserto esté completo, ya que de lo contrario se veria alterada la
expresion de nuestro fragmento. Para ello, através de una PCR de punto final, donde se procede
a amplificar el fragmento ORFB7.2 de 972pb con el par de cebadores o iniciadores siendo el
iniciador sentido Oligo5CD860RFa 5° TTGCGGATCCATGGGACTGAGTAACATTCTC 3" vy el
iniciador antisentido Oligo3CD860RFc 5° AATCTCGAGTTAAAAACATGTATCACTTTTGTC 3'; la
mezcla de reaccion donde el agua empleada siempre es bidestilada, desionizada y estéril y que
contiene los siguientes componentes:

Mezcla de reaccion Volumen final 5o pl ‘
Buffer (1x) 10 pl
MgCl, (3mM) 6 ul
dNTPs (1opmol c/u) 2 ul
Oligo 5" (10pmol) 2 ul
Oligo 3" (zopmol) 2 ul
DNA (287.5ng/ pl) 1l
Agua 25.5 pl
Enzima Taq polimerasa 0.5 pl

Tabla 7 Mezcla de reaccion para PCR para pGEX-4T-1-ORFB7.2

Con un perfil térmico de 96°C durante 5 minutos iniciales, sequidos de 4o ciclos iniciando con
94°C durante un minuto para desnaturalizacion, 60°C durante un minuto para la hibridacion
seguidos de 72°C durante un minuto y medio para la extension, al finalizar se agregan diez
minutos de 72°C complementarios. Tras la reaccion se migra una porcion de la muestra de 5 pl en
una matriz de agarosa al 1% para verificar la amplificacion.
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e Secuenciacion

Es necesario comprobar de manera contundente que el fragmento ORFB7.2 ha quedado en
marco de lectura dentro del vector, para ello se procede a analizar la secuencia completa donde
se incluya informacion del plasmido con el inserto, secuenciando en direccion SP6-T7 con los
oligonucledtidos disefiados para secuenciar en pGEX, en este caso se empled el cebador
pGEXSeqs con la secuencia 5'GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG3 . Se procede a secuenciar el
producto completo con el kit de secuenciacion Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems), que establece las condiciones de la mezcla de reaccidon de secuenciacion,

siendo:
Mezcla de reaccion Volumen final 20 pl

Oligo pGEX5Seq 3ul
Ready mix reaction 4 pl
Buffer de reaccién 5x 4 pl
Agua bidestilada y desionizada estéril 3.5 pl
DNA pGEX-4T-1-ORFB7.2 5.5 pl

Tabla 8 Mezcla de reaccion para Secuencia de pGEX-4T-1-ORFB7.2

El perfil térmico para la reaccion fue de 98°C al inicio seguidos de 30 ciclos iniciando con 98°C por
20 segundos de desnaturalizacion, 50°C por 10 segundos para alineamiento y por Ultimo 60°C por
cuatro minutos para la extension o hibridacion, finalizando con un ciclo de 60°C por cuatro
minutos.

Una hora previa a la finalizacion de la reaccion de secuencia se equilibra una columna; o el numero
de columnas necesarias dependiendo del numero de reacciones realizadas, con 8oo pl de agua
bidestilada y desionizada estéril, evitando las burbujas, colocar inmediatamente en un
contenedor y someter a una fuerza centrifuga de 3000rpm durante tres minutos. Una vez
equilibrada la columna vy finalizada la reaccidn, verter la mezcla de reaccion en el centro de la
columna sin tocar las paredes y someter a una fuerza centrifuga igual. Posteriormente se seca la
muestra de secuencia sometiéndola a un desecador centrifuga con vacio por 30 minutos vy se
envia a leer la secuencia en la Unidad de Acidos Nucléicos del Departamento de Genética y
Biologia Molecular del CINVESTAV-IPN.

Tras la confirmacion del alineamiento correcto se procede a inducir la expresion de la proteina
fusion GST-ORFBy7.2 dentro del vector con IPTG.

¢ Induccion de GST-B7.2

De las células DHsa transformadas con la construccion pGEX-4T-1-ORFB7.2 se extrae el plasmido
con el kit de extraccion Wizard Plus Minipreps DNA Purification System, Promega.
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A continuacion se transforman dos alicuotas de células competentes JM10g con un volumen de
200l cada una y se manejan diferentes concentraciones de la construccion pGEX-4T-1-ORFB7.2
para la transformacion. A una alicuota de células JM1og se agregara una concentracion de 43ong
de DNA de la construccidon (equivalente a 1.5ul), mientras que a la otra se le agregara una
concentracion de 575ng de DNA de la construccion (equivalente a 2pl). Se colocan los tubos de
1.5ml que contienen las células JM109 y al plasmido pGEX-4T-1-ORFB7.2. Una vez descongeladas
las fracciones se procede con el protocolo de Transformacion celular, previamente descrito.

Una vez obtenidas la colonia o colonias, se selecciona, de ser posible por lo menos cinco colonias.
El crecimiento nos permite suponer que se han transformado las células formando a los sistemas
JM109-pGEX-4T-1-ORFB7.2 y asi podemos iniciar la induccion de la proteina de fusion.

Se coloca un cultivo de aquellas colonias seleccionadas, debe tenerse cuidado de no mezclar las
colonias y tenerlas bien identificadas ya que el trabajo serd simultaneo. Las colonias
seleccionadas son sembradas nuevamente en placas de medio LB mas Amp (por picadura) y se
coloca un pie de cultivo de medio liquido LB mas Amp y se deja incubando a 37°C por 20 horas con
agitacion constante de 250orpm. Se agregan un par de controles siendo, un control que no sera
inducido para cada colonia y un control positivo de crecimiento y de induccion, para ello se
emplea la proteina de fusion GST-E2 HPV16 (construccion pGEX-2T-E2HPV16), que se ha
disefiado en el laboratorio y se maneja con eficiencia, sirviendo como control de induccion y
expresion.

Una vez obtenido el pie de cultivo de cada colonia y del control GST-E2 bovino se procede a hacer
diluciones 1:40 de cada una con medio LB mas Amp. Se incuba a 28°C con agitacidn constante de
200rpm y se deja crecer el tiempo necesario hasta obtener una densidad 6ptica ideal de 0.5 DO
(no debe ser mayor a éste valor); la densidad optica esta relacionada con el crecimiento
exponencial celular y nos indicara el momento para iniciar la induccion de la proteina de fusion
GST-ORB7.2.

Las lecturas de densidad optica se tomaran cada hora; en un ambiente estéril, hasta obtener la
densidad optica ideal. Se procede a la induccion agregando IPTG 3mM (agregar 1.5pl de IPTG por
cada ml de medio) y se monitorea la induccion durante 5 horas, tomando cada hora un volumen
de 100pl de cada cultivo y los controles que se han inducido. Inmediatamente centrifugar a
3,000rpm por tres minutos para sedimentar las células, desechar el sobrenadante y resuspender
en 100pl de buffer de carga mas 10l de SDS10%, mezclar por completo vigorosamente y guarda
a-20°C.

0 Cinéticade induccion

Para observar las variaciones en la expresion de la proteina de fusion GST-B7.2 es necesario
evaluar los cambios en la intensidad de la banda del peso molecular correspondiente en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE, a los diferentes tiempos de induccion con IPTG 3mM. Para ello, se
preparan varios geles SDS-PAGE al 10%; el nUmero depende del total de cada muestra inducida.
Se colocan en una cama de hielo las muestras con el buffer de carga hasta que se descongele, se
toma un volumen de 20pl de cada muestra y se somete a ebullicion, una vez lista la muestra se
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deposita el total de cada muestra en el gel SDS-PAGE al 10% y se migra por electroforesis a un
voltaje constante de 25v.

Transcurrida la migracion colocar el gel en un molde para su tincion con 25ml del colorante azul
de Coomasie (Agua-Metanol-Coomasie-acido acético) por dos horas con agitacion constante. Se
requiere destefiir el gel hasta observar tan solo las bandas correspondientes a las proteinas, con
una solucion desteiidora (agua-metanol-acido acético). Se deja en agitacion constante el tiempo
necesario. Una vez todo listo se seca el gel de poliacrilamida. En este momento se puede observar
el comportamiento de la induccion de la proteina de fusion GST-B7.2, por lo que se puede
seleccionar la colonia y el tiempo de induccion mas apropiado.

0 Extraccion de proteina de fusion GST-B7.2

La colonia seleccionada se vuelve a sembrar. Se pica la colonia que se encuentra en placa en
medio LB mas Amp y se coloca en placa de medio Mg mas Amp y de ahi se siembra en 15ml de
medio liquido LB mas Amp. Se dejan incubar a 37°C toda la noche en agitacion. Nuevamente se
hace una dilucion 1:40 y se deja incubando a 28°C a 200rpm, se agrega IPTG 3mM y transcurridas
cinco horas o el tiempo ideal de induccion se procede a la extraccion de la proteina.

Se transfiere el cultivo en un tubo de fondo cénico de 15ml, se equilibra y se centrifuga a 3,000rpm
por cinco minutos. Se decanta el sobrenadante y se recupera la pastilla por completo en sml de
buffer NET-N (NaCl 200Mm, Tris-HCl 20mM, EDTA 1mM y NP-40 0.5%), al cual se le agrega 1mM
de PMSF, al momento.

Se procede a la lisis celular para liberar la proteina por medio de sonicacion, se aplica una
vibracion ultrasonica que rompe las membranas celulares y asi permite la liberacion de las
proteinas. Se aplican tres ciclos de 30 sequndos de 20% de fuerza con intervalos de reposo de 30
segundos. Una vez terminado el Ultimo ciclo, empastillar a 12,000rpm a 4°c por 10 minutos; se
recupera el sobrenadante y es separado en alicuotas de 1 ml.

A una fraccion del lisado se le agregan 200pl de Sepharose-Glutation equilibrada (buffer de
equilibrio NaCl 10o0mM vy Tris-HCl 20mM). Se captura la proteina de fusion GST-ORFB7.2
permitiendo separarla del resto de la mezcla proteica por incubacion a 4°C toda la noche en
rotacion. Transcurrido el tiempo se empastilla el lisado a 3,000rpm a 4°C durante 10 minutos.

A la fraccion sedimentada se le agrega 1oml de buffer NET-N y se coloca a 4°C y se coloca en
rotacion durante 10 minutos. Posteriormente se centrifuga a fooorpm a 4°C, se retira el
sobrenadante y se guarda una fraccion, repetir este procedimiento cinco veces para lavar los
restos de la resina Sepharose-Glutation de la proteina de fusion GST-ORFB7.2. Las alicuotas de los
lavados se resuspende en 200pl de buffer NET-N y se almacenan a -70°C.

Para comprobar la captura de GST-ORFB7.2 se realiza un Western blot y se detecta la presencia
de GST con un anticuerpo primario a-GST (dilucion 1:10,000) y un anticuerpo secundario a-mouse
acoplado a peroxidasa. Una vez comprobada la presencia de la proteina se puede utilizar como
control positivo para la deteccion mediante Western blot de la proteina B7.2.
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Extraccion de RNA

Tras la extraccion de RNA con el método de Trizol, se cuantifico el RNA para la sintesis de cDNA,
obteniendo valores como:

Linea Celular Concentracion

SiHa 1.9 pg/ul
Hela 4.0 pg/pl
CaSki 1.4 pg/pl |
C-33A 2.4 pg/pl
HaCat 0.5 pg/ul
JurKat 1.3 ug/ul

Sintesis de cDNA

Como se menciond previamente, se estandarizaron las condiciones para la RT-PCR, por lo tanto,
tras la normalizacion se obtuvieron los valores de cDNA equivalentes a 2.5ug empleados en cada
PCR para la deteccion de mRNA de las proteinas co-estimuladoras.

Linea Celular Volumen final

SiHa 0.5l
Hela 1.05 pl
CaSki 1.43ul
C-33A 0.87 pl
HaCat 4.5 pl
Jurkat 1.6 pl

RT-PCR

Se realizd la PCR para la deteccion del cDNA equivalente al mRNA de cada proteina co-
estimuladora. Los valores positivos y sus respectivas variaciones en la expresion son marcados
con (+) para aquellos casos donde fue positiva la deteccion del mRNA, el numero de muestras (+)
indica que la expresion de ese transcrito fue de mayor intensidad comparado con las otras lineas
celulares. Aquellos mensajeros que no fue posible detectar fueron considerados como negativos.
Todos los ensayos y resultados que se muestran a continuacion fueron realizados por duplicado
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donde los patrones de expresion fueron los mismos. Para todos los ensayos realizados se empled
como control positivo a la linea celular JurKat, a continuacion se muestran los resultados
obtenidos mediante RT-PCR:

B7.1 B7.2(Ex. 7-8) B7.H1 B7.H2
C-33A Negativo + +++ +++
CaSki Negativo Negativo Negativo ++
Hela ++ Negativo +++ +++
SiHa Negativo Negativo ++ ++++
HaCat ++ +++ +++ ++++
JurKat +++ ++++ +++ +++

Tabla 9 Resultados obtenidos de RT-PCR

Se realizd la estandarizacion de condiciones y cantidades de cDNA de cada linea celular que fue
agregado a las reacciones. Esta normalizacion se llevo a cabo amplificando una region del gen
constitutivo GAPDH que arroja un fragmento de 350pb. Una vez obtenido esto se procedio a la
deteccion de mRNA de cada proteina empleando estas condiciones. A continuacion se presentan
los geles de agarosa al 1% empleados para la evaluacién de los resultados obtenidos
anteriormente tras la PCR. En cada ensayo se utilizdo un marcador de 100pb (Fermentas), donde
cada banda corresponde a un tamafo de 100pb hasta alcanzar los 1000pb o 1kb (Figurazo).

Figura 20 RT-PCR de GAPDH

La normalizacion para el caso de HaCaT se llevd a cabo posteriormente debido a que la
disposicion del cultivo fue posterior; se empled a JurKat como control positivo con las mismas
condiciones que en el caso anterior, la concentracion de los elementos de la reaccion fue la misma
(Figura 21).
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Carriles
1.-Marcador 100ph
2 Control negativa
3 -HaCat
4 - Jurkat

100pb

Figura 21 RT-PCR de GAPDH, HaCat

Los resultados obtenidos de la deteccidon de la proteina B7.1 o CD8o donde se observa que las
lineas celulares HeLa (HPV positiva) y en el control positivo JurKat. La intensidad de expresion de
HelLa es tenue aunque apreciable, haciendo referencia al hecho de que no existen niveles
importantes de la expresion de B7.1 en estos tipos celulares (Figura 22).

Carriles
1.-Marcador 100pb
2 -Control negativo
3.C-33A

4. CasKi

b.-Hela

6.-SiHa

7.-JurKat

Figura22 RT-PCRde B7.1

Para el caso de la amplificacion de B7.1 se observd muy abundantemente en el caso de la linea
celular HaCat, la cual es muy evidente alcanzando la intensidad de JurKat (Figura 23).

i

1 -Marcador 100pb
2.-Control negalive
3 -HaCat
4.- Jurkat

s

Figura 23 PCR de B7.1 para HaCat
Matriz de agarosa al 1% empleada para la observacion de la reaccion de PCR para la deteccion del
mRNA de B7.2 exones 7-8, donde se emplearon las lineas celulares C-33A, CaSki, HelLa, SiHa y

JurKat. La linea celular C-33A no presenta el genoma de HPV (HPV negativa) y es precisamente
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donde se logra apreciar una banda muy tenue de 364pb que corresponde al tamafio esperado de
nuestro amplificado de B7.2 exones 7-8, aunque de muy baja intensidad. La linea celular JurKat
fue empleada como control positivo de expresion y también se detectd el mRNA de B7.2 (Figura

24).

Carriles

1 Marcador 100pb
2 {Confrol negafivo
G

4 Caski

9-Hela

6.-SiHa

7 -durkGel

Figura 24 RT-PCR B7.2 exones 7-8

La deteccion del cDNA del gel de B7.2 exones 7-8 en el caso de HaCat fue positiva. En la matriz de
agarosa se muestran dos muestras con sus respectivas bandas de 364pb, donde logramos la
deteccion de esta region de By.2 para ambos casos, al final de cada carril se pueden apreciar
restos de la mezcla de PCR como los cebadores (Figura 25).

Carriles
1.-Marcador 100pb
2.-Control negafivo
3-HaCat (1)

4 -HaCat {2)
5.-Jurkat

== 3ohp_

800p
500pb

100pb

Figura 25 RT-PCR de B7.2 exones 7-8 para HaCat

El mRNA de B7.Ha fue detectado con un tamaiio de 594pb para la mayoria, sélo se descarta a la
linea CaSki donde no se detecto algun transcrito. Puede decirse que la expresion entre las lineas
no varia mucho, salvo el caso de SiHa donde se aprecia una intensidad menor en comparacion con
el resto. SiHa tiene integrado el genoma del virus HPV del tipo 16, y al igual que el HPV tipo 18 es
catalogado como de alto riesgo, con gran potencial para el desarrollo de CaCU (Figura 26).
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Carriles
1.-Marcador 100pb
2 Control negativa
3C-3A

4 Caski

5-Hela

6.-SiHa

7 -Jurkat

Figura 26 RT-PCR de B7.Ha

Se logré de igual manera la deteccidon del mensajero de 594pb en el caso de HaCat. Se obtuvo un
comportamiento similar al resto de los ensayos realizados para la deteccion de esta proteina
(Figura 27).

Carriles
1.-Marcador 10000
2.-Contro negefivo
3.aCat
4.- Jurkat

Figura 27 RT-PCR de B7.H1 para HaCat

Se detecto un transcrito para B7.H2 con un tamario de 694pb que se aprecio en todas las lineas, se
logré observar la presencia con una expresion similar en todas las lineas celulares a excepcion de
la linea CaSki en la cual se observa una intensidad menor. Las muestras fueron colocadas en un
gel de agarosa al 1% (Figura 28).

Carriles
1 Marcadar 100ab

2-Control negativo
3033k

4 Caski
3Hela

&-SHa

T -Jurkat

Figura 28 RT-PCR de B7.H2

De igual manera para la linea HaCat se logro la deteccion de una banda de 694pb correspondiente
al transcrito de B7.H2, con la misma intensidad de expresidn que el control positivo (Figura 29).
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Figura 29 RT-PCR de B7.H2, para HaCat

Cuantificacion de Proteinas

Tras la extraccion de proteinas de las diferentes lineas celulares se procedid a cuantificar, para
obtener los valores de concentracion para cada uno de los casos.

Linea celular Concentracion

SiHa 4.83 pg/ul
Hela 4.63 pg/ul
CaSki 6.40 pg/ul
C-33A 704 pglul
HaCat 5.73 pg/pl
Rali 6.98 pg/ul

Western blot

Para el desarrollo de la inmunodeteccion con los distintos anticuerpos, se decidio colocar la
misma concentracidon de proteina de cada linea celular. Para una concentracidon de 6oug/ul de
proteina se tomaron:

Linea celular Volumen

SiHa 17l
Hela 18.8 pl
CaSki 25.8 pl
C-33A 25.0 ul
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HaCat 15 pl
Rali 18.8 pl

El volumen de cada una de las lineas corresponde al volumen total, incluyendo el volumen de
buffer de carga 2x (Laemli buffer) con el cual se encuentra la mezcla, con una proporcién 1:1. Por
lo tanto, la mitad del volumen corresponde a las proteinas de las células y la otra mitad de buffer
de carga.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos mediante Western Blot:

B7.1 B7.2 B7H
SiHa Negativo Negativo +
Hela Negativo Negativo Negativo
CaSki Negativo Negativo Negativo
C-33A Negativo Negativo +
HaCat + Negativo Negativo

Tabla 1 Resultados obtenidos de Western Blot

Para la inmunodeteccion de B7.1 se colocaron 6o pg de cada proteina. Se utilizé un anticuerpo
primario monoclonal de raton contra B7.1 con una dilucion 1:100 y se empled PBS-Tween 0.1%
para la dilucion del mismo. Se incubd toda la noche a 4°C, el anticuerpo secundario anti-raton con
una dilucion de 1:2000 empleando PBS-Tween 0.1% para su dilucion.

Se empleo ECL (Amersham Bioscience) para revelar con una exposicion durante 10 minutos, se
obtuvo una banda de aproximadamente 4okDa usando como referencia el marcador Dual Color,
BioRad.

Se realizd la deteccion de la proteina B7.1 con un Ab dirigido de forma especifica, aunque debido a
las condiciones se aprecia fondo; sin embargo se logra detectar a B7.1 en la linea celular HaCat
(carril 6). La banda tenue que se logra apreciar se encuentra sefialada con la flecha. Es importante
mencionar que el MRNA de B7.1 también logrd detectarse en HaCat, permitiéndonos suponer que
existe traduccion de la proteina (Figura 30).
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Carriles

1. Marcador Dual Color
150kDg = 2. C-33A
100kDa = 3. CaskKi

4. Hela
T5kDa e 5. SiHa
S0KDA e 6. HaCat

7. RalJi
37kDa
25kDp = a B7.1 1100
20kDa — g- ratdén 1:2°000
15kDa m—— 5" minutos
10kDa = axposiclén

Figura 30 Western blot de B7.1

Para la deteccion de la proteina B7.2, se procedid previamente a la sintesis de una proteina de
fusion GST-B7.2, tras lograr que se expresara y sera empleada como control positivo para la
inmunodeteccion.

Para la produccidon de la proteina de fusion GST-B7.2 previamente fue necesario realizar la
construccion pGEX-4T-1-ORFB7.2 y con ella fueron transformadas células competentes JM10g.
Se sembraron e incubaron a 37°C, posteriormente se seleccionaron seis colonias que crecieron en
medio semisdlido LB mas Amp y se sembraron en medio liquido LB mas Amp.

Una vez obtenido el cultivo se procedid a la induccion de la produccidn de la proteina GST-B7.2
con IPTG al 3mM, dejando la induccion durante 5 horas y tomando 100pl cada hora, para poder
observar el fendmeno esperado, un incremento en la concentracién de proteina. Todas las
muestras colectadas se migraron en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%, el cual se tifio
con azul de Coomasie y se eligio a la colonia en la cual se observara con mayor claridad la
induccion. Se utilizo un control para cada colonia, el cual presentaba las mismas condiciones de
crecimiento solo que no fue inducido por IPTG (Figura 31).
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10D m—

Colonia é Colonia3
JI109 pGEX-4T-ORFE7.2 414109 pGEX-4T-ORFB7.2

150kDa
100kDa

75kDa
50kDa

37kDa
25kDa

20kDa
15kDa

Colonia4 Colonia contrel, SIN INDUCCION
JM109 pGEX-4T-ORFB7.2 JM109 pGEX-4T-ORFB7.2

Figura 31 Cinética de Induccion

En este esquema se incluyen tres de las seis colonias seleccionadas las cuales fueron inducidas,
esperando que se incremente una banda de aproximadamente g6kDa que corresponde al peso
molecular de la proteina de fusion del ORFB7.2 (7okDa) con GST (26kDa), conforme transcurre el
tiempo de induccion. También se incluye la colonia sin inducir como control. En el costado
izquierdo de cada imagen se encuentra el marcador Dual Color (BioRad), seguido se encuentra la
colonia sin inducir, sigue una hora de induccidn, en el siguiente carril dos horas de induccidn y asi
sucesivamente hasta las cinco horas de induccion.

Se seleccion6 a seleccionar una colonia y un tiempo de induccion, donde se detectd un
incremento en la sefial de la expresidn de la proteina de fusion con un peso aproximado de 75kDa.
De los seis cultivos probados de JM109-pGEX-4T-1-ORF.B7.2, se selecciond la colonia seis con un
tiempo de induccion de cinco horas, tras la deteccion de CD86 por Western blot mediante el
empled del Ab C-19, que detecta una region en el extremo carboxilo de la proteina.

Se colocaron tres de las seis colonias seleccionadas e inducidas con los tiempos de induccién mas
tardios y se procedid a la inmunodeteccion con el Ab especifico C-19 dirigido a B7.2. La colonia
control hace referencia a una colonia que presenta sélo el plasmido pGEX-4T-1 sin el inserto de
ORFB7.2, por lo tanto no contiene la proteina de fusion, lo cual no permite que sea detectada en
este ensayo (Figura 32).
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150t08 e ¢
Ti0a —-" . . . Camiles
. — S 1 Golonia 6, dhrs induccidn
e —— & 2 Colonia 4, 4hrs induccion
i 3. Celonia 3, 4hrs induccidn
4. Colonia 6 sininduck.
e — - S W 5 Colia conimi, dhs induccitn
- 6. Marcador Dual color
2Ha —— 7. Colonia 6, 5hrs induccién
e —— BN 8 Colonia 4, Shrs induccion
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10k = 10. Coloia conirol, & hrs induccién

Figura 32 Western blot de B7.2 en colonias JM109pGEX-4T-1-ORFB7.2

Una vez seleccionada la colonia y el tiempo, se procedio a la captura de la proteina con la resina
Sepharosa-Glutation a 4°C toda la noche en rotacion y posteriormente se detecto la presencia de
la proteina mediante Western blot con los anticuerpos a-GST. Se colocé un cultivo de la colonia
seis con la proteina de fusion GST-B7.2 y una colonia control conteniendo tan sélo al plasmido de
expresion. La captura fue probada mediante Western blot con el empled del a-GST (Figura 33).

12 3 46  Catles

1. Marcador Dual Color
15 — 2. Vado
T = 3. Colonia 8 induckia s
908 — Sy ) 4. Colonia 6 sin ichucir
5. Colonia confrol inducida Shre:
s —
nDa —
P ) J— o a-GST 1:500
a-mousa 1:2000
AN — 16" minuios da exposlcidn
m_
Dy =

Figura 33 Deteccion de GST

Se coloco en un mismo ensayo la colonia seis y la colonia control inducidas durante cinco horas y
la colonia seis sin inducir, obteniendo una banda correspondiente a aproximadamente 75kDa
(banda sefalada con una flecha), que corresponde a la proteina de fusién GST-B7.2 capturada de
la colonia seis y una banda con un peso menor a 25kDa correspondiente a la fraccion Unica de GST
presente en el plasmido; ésta Ultima, no se requirio capturarla.

Se logré la deteccidon de GST-B7.2 de forma efectiva, permitiendo el empled de la construccion
como control positivo para la deteccion de CD86 mediante el empled de mas de un anticuerpo
policlonal de chivo dirigido hacia diferentes regiones de la proteina B7.2. Para la deteccidn con el
anticuerpo GST se empled una dilucidn 1:500 y un anticuerpo secundario a-raton con una dilucion
1:2000.
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Por lo tanto, se ha logrado la deteccion de la proteina de fusidn mediante el empled de los
anticuerpo a-GST y a-C-19, el primero dirigido a la primera fraccion de la proteina de fusion,
mientras que el seqgundo dirigido especificamente a la deteccion de B7.2.

Posteriormente se procedid a la deteccion de B7.2 en las lineas celulares. Para este caso
especificamente, la linea celular Rali fue empleada como control positivo, debido a que se ha
comprobado en ellas la expresion de dicha proteina. Con el empled del Ab C-19 se logro la
deteccion de B7.2 Unicamente en la linea RaJi (Figura 34 Yy 35).

1 2 3 4 6 6  canies

1. C33A
150kDa___ 2. GCasil
100kDa____ 3. Hela

4. SiHa
TokDa —— 5. HaCal

6. Rali
2117y — —

77 W— s a-C-19 1:500

o-¢chivo 1:20000
ZkDa— 10 exposicion.
ZHDR =
15D e
kD e

Figura 34 Deteccion B7.2 en lineas celulares
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Figura 35 Deteccion de B7.2 mediante C-19

Posteriormente se procedio a la deteccion de B7.2 con un Ab monoclonal de raton llamado BU63
que reconoce una region intermedia de B7.2. Para el caso de este anticuerpo se detecto

Unicamente la presencia de B7.2 en la linea RaJi, como control positivo y del control positivo GST-
B7.2.

Para el caso de las tres lineas que expresaron el mRNA de B7.2 tan solo se logré la deteccion de la
proteina en la linea control Rali (Figura 36). El peso molecular de las bandas obtenidas supera el
de 70kDa, que corresponde al peso molecular reportado de la molécula B7.2 de 8okDa. Con el uso
de los dos anticuerpos para B7.2 no fue posible la deteccion en el resto de las lineas celulares. Las
bandas que se muestran de peso molecular menor a 70kDa, que se logra detectar en todas las
lineas celulares es fondo del anticuerpo secundario (a-chivo).
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Calies
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Figura36 Deteccion de B7.2 mediante BU63

La deteccion de las proteinas B7.H1 y B7.H2 se realizé con el empleo de un mismo anticuerpo, ya
que la region contra la que fue hecho el anticuerpo es comun en ambas proteinas, lo cual no nos
permite diferenciar y definir exactamente cual de las dos proteinas es la que se encuentra
presente en las lineas celulares analizadas (Figura 37).

150kDa Carriles
100kDa 1. HelLa

2. SiHa
75kDa 3. C-33A

4, Caski
S0kDa 5. Marcador Dusl Color
374Da
25kDa
%_ a-B7H 1:500
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10kDa 10" exposicidn

Figura 37 Deteccion de B7H mediante E-19

Las lineas de nuestro interés para la evaluacion de la presencia y/o ausencia de las proteinas co-
estimuladoras fueron C-33A, CaSki, Hela, SiHa y HaCat. Algunas de las lineas celulares derivan de
carcinoma cervical y presentan el genoma de HPV integrado en el genoma celular y mientras que
C-33A y HaCat no. HaCat es una linea celular de queratinocitos con ausencia de HPV que también
ha sido de nuestro interés para la evaluacion de las moléculas en células que comparten
caracteristicas con aquellas presentes en el tejido cervical. A continuacion se muestra un cuadro
donde se resumen los resultados obtenidos para todas las lineas celulares en ambos casos, donde
se marcan aquellas células que arrojaron datos donde se detecto la presencia de mRNA de cada
molécula como positiva y de igual forma para el caso de la deteccidn de las proteinas mediante el
empleo de anticuerpos especificos.



Resultados

mMRNA Proteina

B7.1 B7.2 B7.Ha B7.H2 B7.1 B7.2 B7.H
SiHa Negativo Negativo  Positivo Positivo Negativo Negativo  Positivo
Hela Positivo  Negativo  Positivo Positivo Negativo Negativo  Negativo
CaSki Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo
C-33A Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo
HaCat Positivo  Positivo Positivo Positivo  Positivo Negativo  Positivo

Tabla 11 Relacion de resultados obtenidos
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El CaCU es resultado de la falta de prevencion y cuidado de la salud de las mujeres a nivel
mundial. En México es la principal causa de muerte por tumores en mujeres y en su desarrollo se
ve involucrado la presencia de HPV, siendo los tipos 16 y 18 los de mayor prevalencia. HPV16 se
ha encontrado con una frecuencia aproximada del 63% en carcinomas de cérvix, mientras que
HPV18 es el segundo tipo viral mas comun asociado a este padecimiento, encontrandose en entre
el 10-14% en las células derivadas de carcinomas. Sin embargo, es el primer tipo asociado a
adenocarcinoma cervical causando entre 37-41% de los casos, mientras que HPV16 tiene una
frecuencia del 26-37% en este tipo de lesiones. La incidencia de infecciones con HPV se puede
favorecer por muchos factores incluyendo la falta de una adecuada respuesta inmune (Herrington
C.,1995; Doorbar, 2006).

Los virus son parasitos intracelulares estrictos y requieren de la maquinaria celular del huésped
para llevar a cabo su sintesis proteica y completar su metabolismo. Su estructura y complejidad
genética son extremadamente variables. Los virus se unen a las células huésped a través de
receptores especificos, lo que determina el tropismo del virus hacia un determinado huésped o
tipo de célula.

La primera barrera defensiva frente al virus es la integridad de las superficies corporales; una vez
atravesadas éstas, se activan los primeros mecanismos de defensa inespecificos o innatos, asi
como el IFN-y y las células NK. Conforme progresa la infeccion, el sistema inmunitario especifico
comienza a responder, y aparecen las células T CD8+, T CD4+ y se activan los linfocitos B e inicia
la produccion de anticuerpos contra el virus y constituyen una de las principales barreras para
evitar la transmision del virus entre células y tejidos. En las superficies mucosas se activa la
produccion de IgA que se supone previenen las re-infecciones.

Para la activacion apropiada del sistema inmune y produccion de altas cantidades de anticuerpos,
es necesario que las células T sean activadas mediante su interaccion con células APC, esto
sucede por una relacion entre una molécula en la superficie del Linfocito T (CD28 o CTLA) con
moléculas co-estimuladoras presentes en la APC que pertenecen a la familia B7 como B7.1, B7.2,
B7.H1y B7.H2. Una vez que interactua alguna de estas moléculas con su contraparte en la célula
T, se genera una sefhal necesaria para la activacion total de las células T e iniciar la respuesta
inmune.

En ausencia de una sefal co-estimuladora hacia las células T inmaduras, la interaccion TCR-
Antigeno-MHC produce el fendmeno de anergia. Los linfocitos T tras la co-estimulacion inician la
sintesis de citocinas que favorecen su proliferacion. Considerando la importancia de las seiales
co-estimuladoras y de las proteinas que participan en el desarrollo de una respuesta inmune
apropiada para la defensa del organismo, ha sido de nuestro interés evaluar algunas de estas
moléculas con relacidn al desarrollo del cancer cérvico-uterino.

En el cérvix normal se secretan diferentes citocinas como son la IL-10, IL-1f, IL-8, TNF-a, entre
otras, mientras que en lesiones severas de cérvix, donde se han encontrado células que presentan
el genoma de HPV16 o se puede observar una disminucion importante en la expresion de estas
citocinas. En estudios realizados en mucosa del tracto genital se ha establecido la existencia de
un microambiente inmune del tipo Th2, en el que predominan citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, ILg
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e IL-10. Algunas de estas citocinas (IL-10 e IL-6), se ha demostrado que inhiben la expresion de la
molécula co-estimuladora B7.2.

Otros estudios realizados en muestras de lesiones tempranas NICI y de epitelio cervical normal,
detectaron la presencia de B7.2 en ambos casos, pero una disminucion importante en la presencia
de B7.2 en muestras con el genoma de HPV16 presente, sugiriendo la posible existencia de una
influencia entre HPV sobre la expresion de B7.2. En el estudio referido, también se analizo la
presencia de B7.1y la expresion de la citocina IL-10, encontrando que no existen diferencias en los
niveles de estas moléculas en tejido normal y en NICI HPV16 positivas, sugiriendo que de existir
un mecanismo donde HPV16 regule la expresion de B7.2, no es mediante el incremento de la
produccion de IL-10 (Ortiz Sanchez, y otros, 2007).

Por tanto, ha sido importante conocer los niveles de expresion de otros miembros de la familia By
en las células blanco del HPV, ayudando a conocer un poco mas el ambiente inmune en las
mucosas cervicales y tal vez definir estrategias que permitan el desarrollo de técnicas para una
prevencion mas efectiva contra el desarrollo de cancer cérvico-uterino.

Este estudio ha permitido el analisis de la presencia o ausencia de moléculas co-estimuladoras en
lineas celulares derivadas de carcinomas cervicales arrojando, que en la mayoria de los casos, la
deteccion de las moléculas correspondientes a las proteinas y la expresion de las mismas sucede
independientemente de la presencia del genoma de HPV.

Las proteinas co-estimuladoras mas conocidas son B7.1/CD8o y B7.2/CD86. Se logrd la deteccion
de la presencia de sus transcritos en algunas lineas celulares.

Los transcritos de B7.1 fueron detectados en las lineas celulares HelLa y HaCat. Las células Hela
presentan el genoma de HPV tipo 18, mientras que HaCat es una linea celular que deriva de
queratinocitos epiteliales, aunque no precisamente de cérvix.

Tras la deteccion del mRNA de B7.1 en la linea HelLa no se logro detectar la proteina en la misma
linea. En el resto de las lineas celulares, tanto aquellas que presentan el genoma de HPV16, como
en las que carecen de HPV, no se detecta la presencia de dicha molécula.

Es interesante el hecho de que las lineas Hela, SiHa, C-33A y CaSki comparten caracteristicas
morfoldgicas debido a que son derivadas de lesiones avanzadas o de tumores generados a partir
de epitelio cervical. El hecho de no observar expresion de B7.1 a nivel de mRNA ni proteina en
lineas HPV negativas puede relacionarse con la observacion previa de que en el epitelio cervical,
ya sea proveniente de tejido normal o bien de lesiones tempranas con presencia de HPV16, no ha
sido posible la deteccion de B7.1 (Ortiz Sanchez, y otros, 2007). Por tanto, para el caso de B7.1 no
parece existir una relacion entre la presencia de HPV y los niveles de expresion de este gen.

Sin embargo la deteccion del transcrito de B7.1 en la linea celular HeLa nos indica que
probablemente las diferencias minimas de la expresion del genoma entre HPV18 y HPV16 en las
lineas celulares, podrian determinar cambios en la expresion de genes celulares, que podrian
favorecer el establecimiento de una estrategia de proteccion en el huésped, aunque no lo
suficientemente eficiente ya que no se logro apreciar la presencia de traduccidon de dicho
transcrito; por tanto, no fue posible la deteccion de B7.1 a nivel proteico en lineas derivadas de
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carcinoma cervical; esto puede estar relacionado con las estadisticas que mencionan que HPV18
esta asociado hasta en un 41% de los adenocarcinomas cervicales.

La deteccion de By.1 en la linea HaCat permite comprobar que los queratinocitos pueden
considerarse como APC no profesionales ya que ademas de detectarse el mRNA especifico, fue en
la Unica linea celular en la que se detect6 B7.1 a nivel de proteina.

Se logré detectar el mRNA de B7.2 en HaCat pero no a nivel de proteina, lo cual permite suponer
que la ausencia de la proteina B7.2 en las membranas celulares puede deberse a mecanismos de
regulacion negativa a nivel de transcripcion como “splicing” alternativo, poliadenilacion temprana
o a nivel de traduccion.

El mRNA de B7.2 fue detectado mediante RT-PCR en las lineas celulares HaCat y C-33A (HPV-
negativas). En el caso de las lineas HPV-positivas no se logro la deteccion de By.2.

La ausencia de mRNA de B7.2 en lineas HPV-positivas puede deberse a los cambios en la
expresion génica que sufren las células epiteliales durante el desarrollo de CaCU ocasionados por
presencia de HPV. Puede ser que la falta de B7.2 se deba al virus como se observo en lesiones NIC
HPV16-positivas donde se aprecio una disminucion de B7.2 en las células (Ortiz Sanchez, y otros,
2007).

Es decir, la relacion entre la evolucion de la enfermedad, la activacion del mecanismo viral y su
integracion al genoma celular permite suponer que conforme incrementan dichas actividades, la
expresion y accion de By7.2 se ve disminuida, pudiendo ser debido a mecanismos de regulacion
derivados por la presencia del HPV desde nivel de transcripcion (mMRNA) hasta la traduccion, ya
que no se logro la deteccion de la proteina. Los cambios ocurridos pueden generar que la célula
modifique las rutas de activacion de la respuesta inmune, inhibiendo la expresion de las mas
frecuentes. En ninguno de los casos se logrd la deteccion de la proteina B7.2 mediante Western
blot.

El transcrito de B7.Ha fue detectado en la mayoria de las lineas celulares a excepcion de CaSki
(HPV16 positiva). Las lineas SiHa, HelLa, C-33A y HaCat expresan transcritos de B7.H1 con niveles
similares. Las dos primeras lineas son HPV-positivas, mientras que las Ultimas son HPV-negativas.
En las lineas SiHa (HPV16) y HeLa (HPV18) no se detectd B7.2, mientras que solo en el caso de
HelLa se detectd By.1. La deteccion de mRNA de B7.H1 y ausencia de las moléculas B7.1 y B7.2
puede sugerir que este gen sigue otras rutas que no son se aprecian tan alteradas por la presencia
de HPV, al menos a nivel de mRNA.

La expresion de B7.H1 y la ausencia de B7.2 en lineas celulares derivadas de carcinoma cervical,
puede ser reflejo de la alteracidn de las condiciones celulares y del ciclo celular (a diferencia de las
lesiones tempranas NICI) que permiten la activacion de mecanismos o genes distintos que
podrian participar en la defensa ante el desarrollo de cancer, como el caso de la deteccion de
MRNA de B7.Ha.

Se conoce que la interaccion de B7.Hz1 con el receptor PD-1 induce un aumento en la produccion

de IL-10 y eleva moderadamente los niveles de INF-y pero no tiene un efecto significativo sobre
los niveles de IL-2 e IL-4 (Freeman, y otros, 2000).
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Se ha demostrado que la expresion de IL-10 inhibe la expresion de B7.2 (Latchman, y otros, 2001),
si los niveles de IL-10 en tejido cervical se incrementan y pudiera deberse gracias a la expresion de
B7.H1 aunado a la presencia de HPV, la expresion de B7.2 se vea alterada por completo. Sin
embargo, este mecanismo no aplica directamente en las lineas celulares derivadas de carcinoma
cervical, ya que aunque el comportamiento celular se ha modificado por la presencia de HPV, la
participacion de citocinas generadas por el estimulo es nula en los cultivos celulares.

En el caso de B7.H2, los niveles de mRNA fue uniforme en todas las lineas celulares, siendo la
Unica molécula evaluada en la que se logro su deteccion a nivel transcripcional de forma similar en
todos los casos. Esto puede significar que en el desarrollo de CaCU los niveles de esta molécula se
mantengan constantes, sin importar la presencia o ausencia de HPV y ninguna de sus variantes.
Por tanto, podria pensarse también que la presencia del agente causal del CaCU no se vea
afectado por la expresion de ésta molécula y puede alojarse en las células del huésped y activar
SUS mecanismos virales.

La expresion constante del mRNA de B7.H2 nos permite suponer también que no tiene la
capacidad necesaria para activar un proceso de respuesta inmunoldgica y sugeriria que la
expresion de la misma podria no sea favorable para las células, ya que se ha detectado su mRNA
en células derivadas de diferentes carcinomas, donde todas los mecanismos de defensa del
organismo han sido evadidos, sin importar en este caso, la presencia del HPV. En cualquiera de los
casos y de las condiciones del origen de cada una de las células la expresién de esta molécula es
constante, aunque en el caso de CaSki la expresion se ve reducida en comparacion de las otras
lineas.

Se han realizados estudios en epitelios hUmedos como epitelio de mucosas y en tejido de pulmédn
donde se han analizado las vias de estimulacion presentes y se ha logrado observar que en
ausencia de las vias CD28 o CTLA-4 y en la ausencia de B7.1y B7.2 en las células APC del epitelios
aéreos, estan presentes en la zona otras moléculas co-estimuladoras, como B7.H2, que favorecen
la produccion de citocinas (IL-10 e IL-4) al igual que en la estimulacion del desarrollo y la
proliferacion de células T y B (Kurosawa, y otros 2003). De acuerdo con lo anterior la expresion de
B7.H2 favorece en todo momento la estimulacion de una respuesta inmunitaria, asi como la
produccion de citocinas tanto Thi como Tha.

Durante la realizacion de este trabajo y en este sentido con respecto a que B7.H2 favorece en todo
momento la estimulacion de una respuesta inmune, se sugiere en cambio, que la presencia de
B7.H2, por lo menos a nivel transcripcional, en lugar de favorecer una respuesta inmune y
beneficiar al organismo, su expresidon parece no tener ningun efecto positivo sobre las células
cervicales.

La deteccion de las proteinas B7.H1 y B7.H2 mediante Western Blot se llevo a cabo empleando un
anticuerpo que reconoce un epitope comun en ambas proteinas. De esta manera, detectamos
alguna de estas moléculas en las lineas SiHa, C-33A y en la linea HaCat. Siendo la primera una
linea HPV positiva (HPV16) mientras que las Ultimas 2 no presentan el genoma de HPV.

Estos resultados en su conjunto, nos permiten establecer la hipotesis de que existen otras rutas de

sefalizacion que siguen las células del cérvix ante algun cambio inducido por la presencia de algun
agente particular, o simplemente por modificaciones internas.
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La deteccion de B7.H de forma general permite establecer el hecho de que ain en ausencia de
HPV, cuando se ven alteradas las condiciones normales celulares se desencadenan otros
mecanismos que pueden generar la produccidn de elementos necesarios para la defensa, o que a
pesar de la activacion de rutas alternas y la expresion de proteinas relacionadas con la respuesta
inmune no se ve modificacion durante el desarrollo del CaCU.
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La evaluacion de las moléculas co-estimuladoras indispensables para el desarrollo adecuado de
una respuesta inmune que se refleja en la defensa del organismo contra agentes infecciosos como
el HPV, lo que permite valorar la existencia de otros mecanismos presentes en las células
cervicales, y que podrian ser considerados para el desarrollo de estrategias terapéuticas mas
efectivas contra el agente causal del CaCU.

La linea celular HaCat (queratinocitos inmortalizados) arrojo resultados positivos para la
deteccion de transcritos de todas las moléculas co-estimuladoras.

Los queratinocitos pueden desempefar funciones de células presentadoras de antigeno, ya que
también se detectd en esta misma linea la presencia de la proteina B7.1.

El mRNA de B7.1 solo se detecto en la linea HaCat y en la linea HeLa que presenta el genoma de
HPV18, lo cual puede sugerir una posible relacidn entre el tipo viral y la deteccion del transcrito.

Los niveles de mRNA de B7.1 en Hela fueron bajos y no fue posible detectar la proteina B7.1
mediante Western Blot, en Hela.

Solo fue posible la deteccion de la proteina B7.1 en la linea HaCat.

B7.2 presenta variaciones en su expresion, desde su deteccion in situ en epitelio cervical
(disminucion en LSIL HPV16-positiva) hasta la ausencia tanto de mRNA y proteina en lineas
celulares HPV positivas.

B7.2 no fue posible su deteccion a nivel transcripcional (MRNA) ni la expresion a nivel proteico en
ninguna linea celular HPV positiva.

La deteccion del mRNA de By.Hi fue posible en casi todas las lineas celulares a excepcién de
CaSki (HPV16).

La expresion de la molécula B7.H1 no se ve afectada por la presencia de HPV; su presencia o
ausencia no refleja un efecto importante sobre B7.H1 por lo menos a nivel transcripcional.

La expresion de B7-Hi1 permite suponer que al detectarse en ambas condiciones (HPV positivas o
negativas), no ejerce ninguna funcion que favorezca una respuesta inmune ante el virus o cambios
celulares que ocurren en células cancerosas ya que la expresion de ésta proteina no afecta el
desarrollo del CaCU.

La deteccion del mRNA de B7.Hz2 fue posible en todas las lineas celulares tanto en HPV positivas
como HPV negativas. La intensidad de la expresion de B7.H2 puede indicar que es la molécula

mas activa.

La participacion deB7.H2 como co-estimuladora del sistema inmune no se refleja en los efectos
esperados tras la deteccion de dicha molécula junto con la expresion de B7.H1.
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En conjunto B7.H1y B7.H2 fueron las moléculas con mayor expresion a nivel de mRNA y donde se
logré la deteccidn a nivel de proteina en la linea SiHa (HPV positiva) y en una la linea HPV
negativa C-33A.

La deteccidn de alguna de éstas dos en condiciones contrarias con respecto a la presencia del
HPV, deja ver que la presencia del HPV no ejerce ninguna actividad de regulacion sobre las
mismas y que la expresion de las mismas no afecta al virus en su proceso de infeccion o de
generacion del proceso neoplasico, y que de esta forma, la expresion de las mismas podria no
favorecer a las pacientes que llegan a padecer CaCU.

La expresion de estas Ultimas dos puede no ser necesariamente benéfica para el control del
desarrollo de CaCU, debido a que las lineas celulares presentan las condiciones mas drasticas del
desarrollo del padecimiento.

Es importante no perder de vista que la prevencion y cuidado de la salud de cada mujer, son sin
duda la mejor herramienta para disminuir los casos de contagios y de los de mortandad que el
cancer cérvico-uterino genera diariamente a nivel mundial. La mejora en programas de
prevencion, programas de salud, deteccidn oportuna, educacion sexual son las herramientas mas
valiosas para las mujeres hoy en dia.
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