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1 RESUMEN

El virus del papiloma humano es el agente causal del cancer cervicouterino (CaCuU).
Alteraciones inmunoldgicas favorecen la persistencia viral y como consecuencia el
desarrollo del CaCU. En el presente trabajo analizamos el comportamiento molecular y
funcional de linfocitos T periféricos e infiltrantes del tumor en mujeres con lesiones
intraepiteliales escamosas del cérvix o CaCU. Las células T fueron evaluadas
mediante proliferacion celular, presencia del RNAm de citocinas Thl, Th2, Th3, y de la
cadena zeta del receptor de linfocitos T. También se determind la proporcion de
linfocitos T CD4 y de CD8 por citometria de flujo e inmunohistoquimica. Los resultados
demostraron que al inicio de la enfermedad, la respuesta de las células T periféricas
de mujeres con lesion intraepitelial es muy similar a la de mujeres sanas; excepto por
la presencia del RNAmM de la cadena zeta, cuya frecuencia disminuye
significativamente conforme progresa la enfermedad. En mujeres con CaCU se
observaron diversos cambios en la respuesta de linfocitos T periféricos e infiltrantes
del tumor tales como: baja respuesta proliferativa, disminucion en la frecuencia del
RNAmM de citocinas Thl y de la cadena zeta; asi como prevalencia del RNAm de
citocinas Th2 (IL-4) y Th3 (TGF-betal). Ademas, la proporciéon de linfocitos T CD8 fue
mayor que la de CD4 en muestras de sangre y biopsias cervicales de mujeres con
cancer. Estos resultados demuestran que los linfocitos T en mujeres con CaCU
presentan multiples alteraciones funcionales, las cuales impiden una respuesta
inmunoldgica adecuada en contra del virus del papiloma humano. De acuerdo a lo
anterior proponemos que la enfermedad progresa debido a estas alteraciones
inmunoldgicas, sin duda inducidas por la accion de las oncoproteinas virales. Estos
hallazgos constituyen una base de referencia para futuros estudios de inmunoterapia y
desarrollo de vacunas en los cuales se requiere conocer el comportamiento molecular,
la distribucién y abundancia de linfocitos T en las diferentes etapas de evolucién a
CaCu.



2 ABSTRACT

The human papillomavirus is the etiologic and causal agent of cervical cancer (CC).
Immunologic alterations favor viral persistence and consequent CC development. In
this work, we analyzed molecular performance of peripheral and tumor infiltrating T
lymphocytes in women with squamous intraepithelial lesions of the cervix or CC. T cells
were evaluated by cellular proliferation, presence of mMRNA for Thl, Th2, Th3 cytokines
and of the CD3 zeta chain from the T cell receptor. The proportion of CD4 and of CD8
T cells was determined by flow cytometry and immunohistochemistry. The results
demonstrated that at the beginning of the iliness, peripheral T cells response in women
with intraepithelial lesions is very similar to that observed in T cells from healthy
women, except for the presence of CD3 zeta mRNA whose frequency diminished
significantly according to the iliness progression. Different changes were observed in
peripheral and tumor infiltrating T cell response in women with CC such as low
proliferation, diminished frequency of Thl cytokines and CD3 zeta mRNA, as well as in
the prevalence of Th2 (IL-4) and Th3 (TGF-betal) cytokines mRNA. Additionally, the
proportion of CD8 T lymphocytes was higher than CD4 cells in samples from blood and
cervical biopsies of women with cancer. These results demonstrated that T
lymphocytes in women with CC have functional alterations that cause an inefficient
immunological response against the human papillomavirus. Based on this, we propose
that CC progression is due to these immunological alterations undoubtedly induced by
the action of viral oncoproteins. These findings will be useful for future studies in
immunotherapy and vaccines that require knowledge of the molecular performance,

distribution and proportion of T cells during different stages of CC.



3 INTRODUCCION

3.1 Cancer cervicouterino (CaCU)

3.1.1 Aspectos epidemiolégicos y generalidades

El cancer cervicouterino es considerado en el 2002 como el segundo cancer comun en
mujeres de todo el mundo; con un registro de 493,000 casos y 274,000 muertes.!
Figura 1. Se estima que de los 493,000 casos diagnosticados con CaCU; 83,400
provienen de paises desarrollados y 409,400 de paises en vias de desarrollo.?

Paises desarrollados Paises en vias de desarrollo

Mama 636

Colén, recto

Cervico-uterino
Estomago

Pulmen 195

161
Ovario

Cuerpo utero
Higado
Esdfago
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Pancreas 65

- INCIDENCIA
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Cavidad oral
Tiroides 44
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v - - ¥

700 600 500 400 300 200 100 0 100 200 300 400 E00 600 700
{Milzs de mujeres)

Figura 1. Numeros estimados de casos de cancer (incidencia) y de muertes (mortalidad)
en el 2002."

El analisis estadistico de tasas estandarizadas por edad en el 2008 ubica al
CaCU en el tercer lugar de los canceres mas comunes en mujeres, con una
estimacion de 530,000 nuevos casos (76,000 en paises desarrollados y 453,000 de
paises en vias de desarrollo) y 275,000 muertes. La prevalencia de este cancer ha
disminuido en los paises desarrollados debido a la implementacion de programas de
diagnostico temprano; sin embargo, continla presentdndose una alta incidencia en
Oriente-Occidente y Sur de Africa, en Melanesia, Sur-Centro de Asia, América latina y
en el Caribe (http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/cervix.asp#MORTALITY). En una
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reunion convocada en Mayo del 2008 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), el Instituto de Vacunas Sabin, y los
Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades de Estados Unidos (CDC), se
estimo que 33,000 mujeres mueren cada afio en América Latina y el Caribe por CaCU
(http://www.paho.org/spanish/dd/pin/ps080514.htm). El nimero de casos en México para
1996 fue de 15,312; que represento el 18.1 % de los tumores malignos totales.® En el
2000, se estimaron 6650 muertes en México, considerdndose a este pais como el
segundo con méas casos en Latinoamérica después de Brazil. Los nuevos casos y
muertes para el 2008 fueron de 10,186 y 5061, respectivamente

(http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/cervix.asp#MORTALITY).

3.1.2 Histopatologia
El CaCU se origina como resultado de una serie de alteraciones genéticas que regulan
la proliferaciéon celular y apoptosis desestabilizando asi la homeostasis celular. Esta
neoplasia se genera en una zona de alto riesgo de transformacién displasica, la zona
escamocolumnar o de transicion; en la que se unen el epitelio cilindrico glandular del
endocérvix y el epitelio plano pluriestratificado no queratinizado del ectocérvix. Este
sitio de unidén se caracteriza por tener una gran actividad de proliferacién y de
remodelacidn debido al continuo efecto de hormonas ovaricas, coito, menarca,
embarazo, reacciones inflamatorias, traumas fisicos, que provocan un cambio del
epitelio cilindrico al epitelio plano denominado metaplasia.®

Normalmente el CaCU comienza con lesiones locales limitadas al epitelio que
son anormalidades histolégicas denominadas lesiones intraepiteliales escamosas (LIE)
0 neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC). De acuerdo al sistema de Bethesda, las
LIE de bajo grado (LIEBG), corresponden a un condiloma, displasia leve, coilocito o
NIC I; y las de alto grado (LIEAG) son la displasia moderada/severa, NIC II-lll y
carcinoma in situ (que presenta un aumento de células, nucleos atipicos y falta de
diferenciacion del tejido).® Se estima que aproximadamente 20% de los NIC |
progresaran a NIC I, y que el 30% de estas lesiones puede progresar a una lesion
MAas severa si N0 se somete a un tratamiento. Ademas, el 40% de las NIC Il puede
progresar a CaCU.” Cuando las células neoplasicas rompen la membrana basal se
produce la invasion del estroma conocida como carcinoma invasor. Los estadios del
CaCuU se clasifican en I-IV de acuerdo a la Federacion Internacional de Ginecologia y
Obstetricia (FIGO 2002, http://www.biocancer.com/journal/211/cancer-de-cervix). Tabla 1,
Figura 2.



TABLA 1. ESTADIOS DEL CaCuU.

FIGO DESCRIPCION

Estadio
0

Estadio | Carcinoma confinado estrictamente al cuello uterino (no debe tomarse en cuenta la extension
| hacia el cuello uterino).

Estadio
1A

Estadio | Invasion del estroma <3mm a partir de la base del epitelio, ya sea superficial o glandular desde
1AL el cual se origina y no >7mm de ancho.

Carcinoma in situ, carcinoma intraepitelial.

Carcinomas preclinicos del cuello uterino, diagnosticados solo por microscopio.

Estadio | Invasion del estroma <3mm en profundidad pero no >5 mm, y no debe exceder de >7mm de
IA2 ancho.

Estadio
B

Estadio
IB1

Estadio
B2

Lesiones preclinicas de mayor extension que el IA o tumores clinicos limitados al cérvix.

Lesiones de 4 cm 0 menos.

Lesiones que miden mas de 4 cm (en forma de barril o bulky)

Estadio | El carcinoma se extiende mas alla del cuello uterino, pero sin alcanzar la pared pélvica. El
Il carcinoma afecta la vagina, sin llegar al tercio inferior de esta.

Estadio
A

Estadio
1B

No hay afeccién paramétrica. Pueden afectase hasta 2/3 superiores de la vagina.

Hay afeccion paramétrica manifiesta, sin llegar a la pared pélvica.

El carcinoma se ha extendido hasta la pared pélvica (a la exploracion rectal no se encuentra
espacio libre de cancer entre el tumor y la pared pélvica), el tumor abarca al tercio inferior de la
vagina, existe hidronefrosis o insuficiencia renal.

Estadio
11}

Estadio
A

Estadio
[]]=3

No hay extension hacia la pared pélvica, pero si a 1/3 inferior de la vagina.

Extension hacia la pared pélvica, hidronefrosis o insuficiencia renal.

El carcinoma se ha extendido mas alla de la pelvis verdadera o afecta desde el punto de vista
clinico a la mucosa de la vejiga o recto. El edema bulloso, como tal, no permite que un caso se
incluya IV.

Estadio
v

Estadio
IVA

Estadio
VB

Extension del crecimiento hacia los 6rganos adyacentes.

Extension hasta 6rganos a distancia.

*TNM equivale a las siglas de “Tumor, Node, Metastasis” de acuerdo al Comité Estadounidense de la Union
Internacional contra el Cancer (American Joint Committee on Cancer, AJCC, 2002).
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Figura 2. Clasificacion de la FIGO. Representacion de la extension del CaCU. Estadio I:
carcinoma confinado al cérvix. Estadio lla y llla: carcinoma invasor en vagina. Estadio Ilb y Ilib:
carcinoma con infiltracibn de parametrios y extensibn hacia pared pélvica.
www.biocancer.com/journal/211/cancer-de-cervix.

En México, el tipo de CaCU méas frecuente es el escamoso o epidermoide
(>90%), que se inicia en la regién del epitelio escamoso del ectocérvix. A este grupo
pertenecen los carcinomas no queratinizantes de células grandes (70%), los
queratinizantes (21%), y los de células pequefias (~4%). El adenocarcinoma del

endocérvix representa con este ultimo el 4%.®

3.1.3 Manifestaciones clinicas y tratamiento
La enfermedad pre-invasiva puede ocurrir sin producir sintomas y generalmente es
detectada en los estudios citolégicos del cérvix por Papanicolaou y colposcopia.
Cuando la enfermedad es invasiva, se presenta un sangrado vaginal anormal a veces
oloroso después del coito o ducha vaginal. El dolor pélvico o por debajo de las costillas
y por encima del ileon es signo probable de una hidronefrosis asintomética complicada
con pielonefritis. También se presenta dolor en la cidtica y edema en la pierna que
estan asociados con la metastasis del tumor. Las pacientes con tumores avanzados
tienen hematuria o incontinencia de la fistula vesicula-vaginal causada por la invasion
de la vejiga. Los casos de estrefiimiento son debido a la compresion del recto por un
tumor primario masivo. En estas pacientes, los estudios de Tomografia Axial
Computarizada (TAC) de pelvis y abdomen, Cistoscopia, Rectoscopia, Radiografia de
torax, ayudan a definir el grado de avance de acuerdo al riesgo de diseminacion.’

La eleccion del tipo de tratamiento para las lesiones pre-invasoras esta
determinada por el criterio clinico del especialista de acuerdo a la experiencia, los

1.1° Cuando existen lesiones

recursos, Y la validacion clinica de la paciente individua
pre-invasoras se puede utilizar crio-coagulacién, diatermo-coagulacion, conizacién en

frio, conizacién asa LEEP (Loop Electrosurgical Excisional Procedure) y ablacién con
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laser. En casos de recidiva de una lesion de alto grado se realiza histerectomia. En
lesiones invasoras se indica: conizacion (en casos etapificados como FIGO | Al, que
desean preservar fertilidad), histerectomia radical, linfadenectomia pélvica,

radioterapia externa con o sin quimioterapia concomitante, radioterapia intracavitaria.”
11-12

3.1.4 Factores de riesgo y alteraciones genéticas

La presencia del genoma del virus del papiloma humano (VPH) en mas del 99% de las
biopsias provenientes de pacientes con CaCU™ y la alteracion en diferentes procesos
celulares mediada por las proteinas del virus (ver Tablas 2-5), sugieren que el VPH es
la principal causa del desarrollo de lesiones pre-malignas y malignas del cérvix.
Evidencias epidemiolbgicas reportan que solo los casos con infecciones persistentes
por el VPH pueden progresar a CaCU, mientras que los estudios in vitro demuestran
gue las oncoproteinas virales E6 y E7 cooperan con oncogenes celulares para inducir
la inmortalizacion y la transformacion de las células epiteliales normales del huésped.
Por lo que la presencia del VPH aunada a la accion de otros factores contribuye a la
carcinogénesis del cérvix.* Atn se desconoce si el VPH es el inductor de los cambios
que favorecen el desarrollo del CaCU o si se asocia a otros factores desencadenando
la enfermedad.

Asi, se ha demostrado que algunos cofactores exdégenos y enddgenos, junto
con la infeccién por el VPH pueden influir en la progresion de la infeccion a CaCuU;
entre ellos, los partos multiples, el tabaquismo y el uso de anticonceptivos orales por
largos periodos.™ La co-infeccién con otros patégenos como el virus Herpes simplex y
C. trachomatis también esta asociada con el riesgo de CaCU en mujeres con infeccién
persistente por el VPH de alto riesgo.*®*® Las personas inmunosuprimidas y las VIH
positivas tienen mayor riesgo de infectarse con el VPH y desarrollar la enfermedad.*®
La mayoria de edad, la carga viral alta, el inicio de la vida sexual a edad temprana, el
namero de parejas sexuales y el nivel socioecondmico bajo se asocian con un mayor
riesgo de infeccion por VPH e indirectamente con el desarrollo de LIE y CaCU debido
a la persistencia del virus.?

Otros estudios sugieren que en infecciones persistentes por el VPH, los
nutrientes pueden conferir un efecto protector de neoplasias cervicales como son los
folatos, el retinol y la vitamina E; posiblemente también los vegetales, las vitaminas C y
B1,, los alfa-carotenos, los beta-carotenos, el licopeno, la luteina/zeaxantina y la
criptoxantina. Mientras que altos niveles de homocisteina en sangre se asocian con un

alto riesgo de desarrollar neoplasias cervicales.?

12



Ademas de los factores anteriormente mencionados, diversos analisis
moleculares y citogenéticos han demostrado que existen cambios genéticos que
determinan el desarrollo del CaCU. Asi, la pérdida de la funcion de genes es necesaria
para originar una neoplasia. Se ha identificado pérdida de la heterocigosidad
(mutaciones en ambos alelos del gene) en los brazos de los cromosomas 1q, 2q, 34,
4p, 49, 5p, 5q, 69, 7q, 8p, 8q, 11q, 13q, 16p, 18p y 19p en el 20-33% de los tumores
cervicales. Mientras que el porcentaje de tumores cervicales con pérdida de
heterocigosidad en los cromosomas 6p, 3p, 189, 11p y 17p es del 43, 39, 35, 16 y 15%
respectivamente.”’ Cabe resaltar que en el cromosoma 11 se encuentra el
protoncogén H-ras-1.'* Mutaciones de este gen dan lugar a proteinas alteradas que
contribuyen a la transformacion celular maligna al provocar un aumento de la
capacidad de invasion y metastasis del tumor, asi como disminucion de la apoptosis;
al regular positivamente los niveles de expresién de las oncoproteinas E6 y E7 del
VPH.?*% |nteresantemente, se observa que del 90% de los canceres cervicales con
fenotipo-genotipo alterado del HLA clase | (complejo mayor de histocompatibilidad,
MHC, conocido como antigeno de leucocitos humanos), el 70% es debido a multiples
alteraciones genéticas en el cromosoma 6p21.%°

Asi mismo, tres genes supresores de tumores se encuentran en la regién
terminal 5p15.3,% conocidos como PDCD6 (cuya proteina ALG-2 es importante para el
receptor de células T, de Fas, y de la muerte celular inducida por glucocorticoides),? el
gen TERT (del componente de la transcriptasa reversa de la telomerasa cuya
disfuncién promueve la inestabilidad de los cromosomas),” y el gen TRIP13 (cuya
proteina interactla con el receptor hormonal de la tiroides y se une a la proteina E1 del
VPH16).*° En esta misma regién terminal se encuentra el gen POLS que codifica para
la DNA polimerasa o, la cual participa en la replicacion del DNA y en la unién de las
cromatides hermanas.®" Los andlisis por Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
Transcripcion Reversa (RT-PCR, Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)
semicuantitativo en lineas celulares derivadas de CaCU no muestran cambios en la
expresion de estos genes,”’ sin embargo, se ha visto que la delesion genémica en el
brazo 5p correlaciona con vias de inactivacion genética o epigenética de p53
(mutaciones y delesiones) y con infecciones del cérvix por el VPH.*

Otros eventos encontrados en los estadios avanzados del tumor son la
amplificacion de los genes PIK3CA,* c-myc, ErbB2* y clAP1;*® mutaciones en ras,* y
expresion disminuida de PTEN29* y TSLC1.*” Cabe notar que existe una correlacién
en las alteraciones ocurridas entre c-myc y ras, que ademas son indicio de un
prondstico no favorable en las pacientes.®**° Esta diversidad en los patrones de

alteracion gendmica determinan los diferentes perfiles de riesgo y la patogénesis
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molecular necesarios en el desarrollo del CaCU, y por lo tanto en el prondstico y
desenlace de la enfermedad.®

Sin embargo, cabe resaltar que la persistencia del VPH es crucial en el
desarrollo del CaCU; ya que este virus para replicar su genoma modula el ciclo celular
y a la vez ejerce mecanismos que le permiten escapar de la respuesta inmune del
huésped, de la senescencia celular y de la apoptosis. De esta manera, el VPH
contribuye directa o indirectamente a la inestabilidad gendémica favoreciendo eventos

genéticos de transformacion y progresion hacia la malignidad.*

3.2 Virus del papiloma humano (VPH)

3.2.1 Caracteristicas y clasificacion del VPH

Los virus del papiloma (VP) pertenecientes a la familia Papillomaviridae se han
clasificado en base a las secuencias nucleotidicas del marco de lectura abierto del gen
que codifica para la proteina L1 de la cipside viral. Se han descrito completamente

118 tipos de VP, de los cuales 96 infectan al humano.* Figura 3.

Figura 3. Electro-microfotografia del VPH.  Superficie reconstruida del VPH-1 (izquierda)Ay
representacion de particulas virales (derecha) con los capsomeros en forma de estrella. 2
http://images.search.yahoo.com/search/images?ei=UTF.8&fr=sfp&p=human-+papillomavirus

Las particulas del VP con diametro de 52-55 nm, estan compuestas por una
cépside con simetria icosaédrica de 72 capsomeros, sin envoltura. Esta cépside
consiste de dos proteinas estructurales: la mayor o L1 con peso molecular de 55 kDa
(que representa ~80% de la proteina total del virus) y la proteina menor o L2 de ~70

kDa. La capside contiene el genoma viral constituido por una molécula circular de DNA
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de doble cadena de 7.8-8 kb dividido en 3 regiones: 1) una regién no codificante
conocida como region larga de control (LCR) o regién regulatoria (URR) de ~1 kb; 2)
una region temprana con marcos de lectura abierto de los genes E6, E7, E1, E2, E4,

E5; y 3) una region tardia que codifica para L1 y L2 de la capside.*® Figura 4 .

E6 E7
URR N \
L1
AL E1
Genes
Tardios
~8000 pb
(L) P
AE Genes
E4 Tempranos
" - (E)
[ e | E2
E5

Figura 4. Organizacion del genoma del VPH16. El genoma de los diferentes tipos de VPH es
altamente conservado. Las proteinas tempranas (E) son requeridas para la replicacion del DNA
y expresion de los genes virales. Las proteinas tardias (L) forman la céapside viral. Solo una de
las dos cadenas de DNA sirve de templado para la expresién de los genes virales que codifican
para varios transcritos de RNAm policistronico. La transcripcion es regulada por secuencias
potenciadoras en la region regulatoria URR a la cual se unen factores celulares y la proteina E2
del virus. Los sitios de inicio de la transcripcion varian dependiendo el tipo viral, pero todos los
promotores dependen de la diferenciacién de los queratinocitos.*

Las proteinas virales de expresién temprana regulan la replicacion del DNA

viral, el control de la transcripcidn y contribuyen en la transformacién celular. Mientras

que las de expresion tardia participan en el ensamblaje viral.* Tabla 2.
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TABLA 2. FUNCION DE LAS PROTEINAS DE VPH DE ALTO RIESGO. “

FUNCION

Actividad de helicasa, ATPasa, proteina de unidon de ATP esencial para la replicacion viral.

Factor de transcripcion viral. Se une a E1 para facilitar la replicaciéon del DNA viral importante en el

encapsidamiento del genoma.

Interactla con las proteinas del citoesqueleto. Permite el ensamblaje viral.

Actividad transformante débil. Regula (+) los receptores del factor de crecimiento en la membrana celular.

Se une a p53 induciendo su degradacién por ubiquitinacién. Inmortaliza queratinocitos humanos junto con E7.
Se une a pRB y desregula los puntos de control del ciclo celular en las fases G1/S.

Proteina de la capside mayor.

Proteina de la capside menor.

Especialmente, las proteinas E6, E7 y E1 regulan la expresion de genes

heterélogos al interactuar con otras proteinas celulares, generando en conjunto con

otros factores, un proceso de transformacion e inmortalizacién de la célula epitelial.*®

Tablas 3-5.

TABLA 3. PROTEINAS CELULARES QUE SE UNEN A E6. “°

PROTEINA CELULAR
BLANCO

FUNCION CELULAR
DE LA PROTEINA BLANCO

POSIBLES CONSECUENCIAS DE
LA INTERAQCION PARA
LA CELULA

Supresion de Gps2. Activacion de la

AMF-1/Gps2 Incrementa la actividad de p300. L
transcripcion.
Bak Miembro Qe_- la familia Bcl-2; proteina  Efecto anti-apoptético
pro-apoptatica.
Coactivador de p53. _Activaci()n de Regulacion negativa de la
CBP/p300 Igengs de C.O”Ff,o' del ciclo celular, de transcripcion dependiente de p53.
a diferenciacién y de la respuesta
inmune.
c-Myc Factor c!e transcripcion; induccion de  Impedir la apoptosis dependiente de
apoptosis. c-Myc.
Regulacion de la transduccion de Desregulacion de estas sefales de
EGAP sefiales en células en proliferacion transduccion. Factor esencial para la
mediante la degradacién de la cinasa actividad degradativa de E6.
Blk de la familia src.
E6TP1 Proteina activadora de la GTPasa Inhibicion de la sefial mitogénica

(GAP) — Regulador negativo de Rab.

mediada por Rab.

ERC55 (E6BP)

Proteina de unién a calcio, participa
en la diferenciacion de las células
epiteliales y en la inhibiciéon de la
apoptosis.

diferenciacion
epiteliales.
apoptosis

Inhibicion de la
terminal de células
Inhibicion de la
independiente de p53.

hDLG/Sap97

Homoélogo humano de la proteina
supresora de tumores de los discos
largos de Drosophila, importante en
la formacion de polaridad en células
epiteliales en diferenciacion.
Formacion y mantenimiento de las
uniones intercelulares.

Afecta la adhesién celular, polaridad
y proliferacion, lo que contribuye a la
actividad invasora de las células
transformadas.

HScrib

Homdlogo humano de la proteina
supresora de tumores Scrib de
Drosophila, que controla la formacién
de las uniones intercelulares
epiteliales e inhibe el crecimiento
celular.

Pérdida de la adhesién celular y de
la polaridad.
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Factor regulatorio 3
del interferén

Induccion del RNAm del interferén.
Transactivador de los interferones.

Respuesta celular inadecuada a la
infeccién viral (no hay interferencia
con la replicacion viral, ni incremento
de MHC-I, ni activacion de las
células NK.

MAGI - 1/2/3

Proteinas de la uni6n estrecha;
formacién de complejo con -
catenina. Regulador del supresor de
tumores PTEN.

Afecta la sefializacion Akt. Inhibicion
de la apoptosis independiente de
p53.

Mcm7

Iniciacién de la replicacion del DNA.

Omision del punto de arresto en G1.
Posible modulacion de la abundancia
de Mcm7.

Muppl

Proteina de andamio con mdltiples
sitos PDZ. Posible papel en la
transduccion de sefiales.

Ruptura del ensamblaje de los
complejos de sefializacion en las
membranas de las células epiteliales.

Paxilina

Proteina de adhesion focal; participa
en la adhesion celular y en la

Ruptura del citoesqueleto de actina 'y
de las interacciones de la matriz
celular.

p53

regulacion del citoesqueleto de
actina.
Proteina supresora de tumores.

Presenta relacién con la respuesta
inmune celular al regular los eventos
mitogénicos.

Pérdida del control del ciclo celular.
Efectos anti-apoptéticos.

XRCC1

Proteina de reparacion del DNA.

Interferencia con la eficiencia de

reparacion.

TABLA 4. PROTEINAS CELULARES QUE SE UNEN A E7.

PROTEINA CELULAR BLANCO

FUNCIQN CELULAR DE LA
PROTEINA BLANCO

POSIBLES CONSECUENCIAS DE
LA INTERACCION PARA LA
CELULA

Miembros de la familia AP1

Factores de transcripcion

Pérdida de la actividad de IRF-1

a-glucosidasa

Enzima del control glucolitico

Activacion alostérica que consume
las reservas de glucégeno.
Promocion de hiperproliferacion
celular

Ciclina A, Ciclina E

Actividad de cinasa

Activacion de ciclina Ay E

Cinasa de la histona H1

Actividad de cinasa

Interferencia con la transicion G2/M
del ciclo celular

HTid-1

Homologo al supresor de tumores de
Drosophila Tid56 DnaJ, modulador
de la apoptosis

Activacion de los promotores que
responden a E2F

IGFBP-3 (proteina de union al
factor de crecimiento tipo insulina)

Blanco transcripcional de p53 que
limita la disponibilidad de IGF

Decremento en la cantidad de IGFBP

IRF-1 (Factor transcripcional
inducido por el interfer6n-y)

Regula la expresion de IFN-3

Inhibicion de la activacién del
promotor del IFN-B mediada por el
IRF-1, a través de una deacetilasa de
histonas

Mi2B

Deacetilasa de histonas

Pérdida de la actividad
transcripcional de IRF-1

Mpp2

Factor de transcripcion

Carente actividad de IRF-1

M2 piruvato-cinasa (M2-PK)

Modulacién de la actividad de la
enzima glucolitica M2

Cambio de la forma tetramérica de
alta afinidad por su sustrato al estado
dimérico de baja afinidad de la M2-
PK

Prb

Regula el ciclo celular al unirse al
factor de transcripcion E2F

Fosforilacién de pRB y subsecuente
liberacion de E2F que induce
ubiquitinacién y degradacion

Proteinas pocket asociadas a Prb

Regula el control del ciclo celular

Pérdida del control del ciclo celular y
activacion de genes especificos para
la progresion del ciclo celular

P21CIP-1

Inhibidor de cinasas dependientes de
ciclinas

Estimulacion del crecimiento
mediante la pérdida del control del
ciclo celular

P27KIP-1

Inhibidor de cinasas dependientes de
ciclinas
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Inhibicién de las vias de sefializacion
del interferén por medio de la
translocacién de p48 a nlcleo debido
a la estimulacion con IFN-a
Degradacion de pRB mediante la
unién directa al proteosoma

TAF110 (Factor asociado a la Co-activador en la regulacién del Modulacion de la transcripcion
proteina de unién a la caja TATA) inicio de la transcripcion

TBP (Proteina de unién a la Involucrada en el inicio de la Interferencia con la activacién de los
caja TATA) transcripcién promotores que responden a p53

Proteina reguladora de interferon
p48 (componente de unién al DNA de
ISGF3). Proteina mensajera

ATPasa subunidad 4 Subunidad S4 del proteosoma 26S

TABLA 5. PROTEINAS CELULARES QUE SE UNEN A E1.

PROTEINA CELULAR EE'\I‘_CA'QSST%L,\’ILAAR POSIBLES CONSECUENCIAS DE LA INTERACCION
BLANCO DE AP PARA LA CELULA

DNA Polimerasa &

(DNA-P4), Replicacién Atraccion hacia el complejo de iniciacion, una vez liberado E2
subunidades p70 y ESPECIE

p180

RPA Replicacién Estabilizacion de la cadena sencilla, una vez abierto el
daplex

Histona H1 (58) Empaqguetamiento de la  Descondensacion de la cromatina por delante de la horquilla
cromatina de replicacion

INil/hSNF5 (59) Regulacion de la Contribucion de SWI/ SNF en la replicacion al remodelar la

transcripcion al

. cromatina
remodelar la cromatina

Chaperona Hsp40 Maduracién de Promocién de union de E1 al DNA, formacién de hexameros
y Hsp70 (54) proteinas dobles en el Ori

Todos estos reportes hacen evidente la implicacion que tiene el VPH en el
desarrollo de la enfermedad al interferir en diversos procesos celulares mediante la
interaccion de sus proteinas virales con proteinas del hospedero.

Los VPH son especificos de especie y con una historia natural de la infeccion
diferente dependiendo del tipo viral.*’ El andlisis filogenético de una region
nucleotidica del gen E6 de 24 VPH agrupa a estos virus de acuerdo a su tropismo por
un tejido especifico y al potencial oncogénico en 2 grupos: virus que infectan la piel y
los que infectan las membranas de mucosas.*® Mientras que la relacién entre el grado
de lesién en el cérvix y la presencia de un tipo de VPH define a los VPH en 4
categorias: los de bajo riesgo (VPH 6, 11, 42, 43, 44) presentes en lesiones cervicales
de bajo grado; los de riesgo intermedio (VPH 31, 33, 35, 51, 52, 58) presentes en
lesiones cervicales prioritariamente de alto grado; los de alto riesgo/VPH16 asociados
con lesiones de alto grado y cancer; y los de alto riesgo/VPH18 (VPH 18, 45 y 56) mas
frecuentes en carcinomas invasores.” De acuerdo a lo evaluado por la International
Agency for Research on Cancer (IARC) en el 2005, los tipos virales involucrados en el
desarrollo del CaCU son los virus HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y
66.
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El VPH16 juega un papel causal en el cancer de vulva, vagina, pene, ano,
cavidad oral y orofaringe, y una limitada asociacién con el cancer de laringe y piel
periungal.? Este virus se ha asociado con tumores queratinizantes de células grandes
y una menor tasa de recurrencia. Mientras que el VPH18 se asocia mas con
adenocarcinomas o carcinomas adenoescamosos, pobremente diferenciados, con un
comportamiento mas agresivo; por lo que presenta una alta incidencia de metastasis
hacia los nédulos linfaticos, pobre respuesta al tratamiento y una alta tasa de
recurrencia de la enfermedad.*>*

La infeccion por el VPH es asintomatica y puede pasar inadvertida
clinicamente, e incluso desaparecer en varios meses, o persistir (en 15% de los
casos). Dependiendo del tipo viral y de los tejidos infectados, la persistencia de los
VPH puede conducir a diversas alteraciones entre ellas, la formacion de verrugas,
neoplasias intraepiteliales e incluso carcinomas.*” *° A nivel celular, la infeccion por
este virus se caracteriza por la presencia de coilocitos mono y binucleados,
vacuolizacion citoplasmica prominente, disqueratocitos de citoplasma queratinizado

con nucleos grandes e irregulares.*

3.2.2 Ciclo del VPH

El ciclo viral esta ligado al proceso de diferenciacion de los queratinocitos. El virus
infecta a estas células en las capas basales del epitelio, posteriormente estas células
infectadas se diferencian en las capas intermedias del epitelio donde se producen
altos niveles de proteinas virales y en las capas superficiales ocurre el ensamblaje del
virus.”’

Al inicio de la infeccidn, las abrasiones o lesiones microcutaneas favorecen que
el VPH tenga acceso a las células basales del epitelio, que se encuentran en
proliferaciébn y son mas susceptibles a la infeccion por este virus. Se ha demostrado
que los virones del VPH16 se unen al Heparan Sulfato ubicado en la superficie

celular*®®®

a través de la proteina viral L1.°* Esto desencadena cambios
conformacionales en la proteina L2 de la capside lo cual expone el extremo amino de
esta proteina a la accidén enzimatica de la convertasa de pro-proteinas furina, conocida
como PACE (Paired basic Amino acid Cleaving Enzyme).® La protedlisis de L2
expone sitios ocultos de L1 que son necesarios para que el virus pueda unirse a los
receptores putativos de adhesion celular a6B81 y a6B4, pertenecientes a la familia de
las integrinas.®*®* El mecanismo de entrada a la célula de la mayoria de los VPH es
por endocitosis mediada por clatrina; sin embargo, los VPH 16, 31 y 58 tienen diversos
mecanismos de infeccion.®*®’ Las particulas virales se desensamblan en los

endosomas tardios o lisosomas, y el DNA es conducido al ndcleo con la ayuda de la
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proteina viral L2. Los transcritos virales pueden detectarse 12 h después de la
infeccion, incrementandose con los dias. Posteriormente se lleva a cabo el ensamblaje
y liberacion de los viriones.®*%®

El VPH inicia su ciclo infectivo con un DNA circular de bajo nimero de copias.®’
Manteniéndose asi y probablemente en un estado de latencia en las células basales
en division. Las células infectadas en las capas parabasales entran en una fase
proliferativa en la cual el DNA viral esta en forma episomal y la expresion de los genes
virales tempranos es minima, especialmente la de E6 y E7, que se encuentran
reprimidos por E2.%97° Al parecer, existe replicacion del DNA viral durante la fase S del
ciclo celular inducida por las proteinas tempranas del virus E1 y E2, que son las
primeras en expresarse. Estas dos proteinas forman un complejo que se une al origen
de replicacién viral reclutando polimerasas y proteinas accesorias de la célula para
que se lleve a cabo la replicacion del DNA viral en sincronia con el de la célula.”*" El
establecimiento del genoma viral esta asociado con la expresién de transcritos
tempranos del VPH que codifican para las oncoproteinas E6, E7 y E5 y para las
proteinas E1 y E2.”* E2 juega un papel crucial en la segregacion del genoma
generandose cerca de 50 a 100 copias virales por célula.”® Durante la division de las
células infectadas, una de las células hijas continua dividiéndose promoviendo la
replicacién del DNA viral en el estrato basal y parabasal; mientras que la otra célula
migra a la regién intermedia correspondiente al compartimento de diferenciacion.>”"#%°
Aqui, las proteinas E6 y E7 del virus al interaccionar con las proteinas celulares p53 y
pRB respectivamente, inhiben el arresto del ciclo celular y alteran el proceso normal de
diferenciacion activandose asi el promotor del virus.”® E7 reactiva la maquinaria de
replicacién de DNA de la célula huésped favoreciendo la replicacion viral.”” Asi, existe
mayor replicaciéon del DNA viral, expresidbn masiva de los genes virales tempranos y
tardios; y amplificacion del numero de copias virales hasta al menos 1000 copias por
célula.”® Por dltimo, en las capas superiores del epitelio, se observa que cesa la
produccién de las oncoproteinas virales E6 y E7 y se expresa la proteina E4, la cual
participa con las proteinas L1 y L2 en el ensamblaje de las particulas virales.
Posteriormente los viriones seran liberados por las células senescentes o en
descamacion.’”®*"8! por lo que el virus no requiere de lisar o necrosar a la célula

para propagarse e infectar a nuevos individuos. Figura 5 .
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Figura 5. Ciclo productivo del VPH16. El ciclo infectivo es dependiente del programa de
diferenciacion de los queratinocitos, los virus infectan la capa basal del epitelio y solo en los
gueratinocitos diferenciados se ensamblan las particulas virales.**

Este ciclo de replicacion viral ocurre en alrededor de tres semanas. Sin
embargo, cuando la infeccién por el VPH de alto riesgo es persistente y no se
completa el ciclo viral, se originan lesiones del epitelio en lapso de semanas 0 meses.
En las LIEBG el genoma viral se encuentra generalmente en forma episomal, mientras
que en lesiones avanzadas o cancer se integra al DNA de la célula huésped.?? La
integracion del DNA viral ocurre frecuentemente con delesiones grandes de DNA,® lo
cual rompe el marco de lectura de E2 que provoca la pérdida de su funcién
transcripcional represora, por lo tanto, existe expresion desregulada de las
oncoproteinas E6 y E7. Como se menciond anteriormente, estas proteinas al unirse a
diversas proteinas celulares favorecen la acumulacion de cambios genéticos y en
conjunto con otros factores el desarrollo del CaCU.2*® Esto representa el fin del ciclo
viral, debido a que ya no se producen viriones infecciosos y se puede observar que las
células en proliferacion y con presencia de E6 y E7 ocupan gran parte del epitelio en
LIEAG severas.®®™ Figura 6 .
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Figura 6. Modelo de la infeccién productiva y no productiva del VPH . El virus infecta las

capas basales del epitelio. Las proteinas E6 y E7 se representan como circulos rojos y se
expresan en las capas basales, parabasales e intermedias del epitelio. Los circulos azules
representan los nucleos de células no infectadas o no permisivas. Las células en verde
expresan E4. Los nucleos de células que expresan L1 se representan en naranja, mientras que
los nucleos color turquesa solo contienen el DNA viral amplificado. Este modelo indica que al
igual que en una infeccién productiva, en las capas superficiales de una LIEBG (NIC-I) se
observan regiones con expresion de proteinas requeridas para el ensamblaje viral como E4,
L1, L2; mientras que en LIEAG severas (NIC-Ill) en donde el ciclo viral no se completa, estas
proteinas son escasas y existe mayor expresion de E6 y E7 en gran parte del epitelio. **'*"®

3.3. Respuesta inmune en lesiones del cérvix y CaCU

3.3.1 Caracteristicas generales de la inmunidad

El tracto genitourinario en mujeres al igual que los demés sistemas de mucosas,
responde ante la constante presencia de antigenos extrafios. EI mecanismo exacto por
el cual el VPH infecta el estrato basal del epitelio del cérvix y activa la respuesta
inmune de mucosas Yy sistémica en las pacientes infectadas no se ha esclarecido. Sin
embargo, se supone que la primera barrera de defensa ante el VPH en el tracto genital
son las células epiteliales de la mucosa vaginal o queratinocitos;*® que se encuentra
reforzada por otros elementos de la inmunidad natural local como son los bacilos de
Doderlein, la acidez vaginal, el moco cervico vaginal, y secreciones de B-defensinas
(péptidos con actividad bactericida y antiviral) por las mismas células epiteliales.?’®®
Estas células también producen citocinas (GM-CSF, IL-1B, TNF-a e IL-10) y
quimiocinas (MIP-3a y RANTES) que ayudan a la migracion, activacion y
diferenciacion de células de la inmunidad innata (células de Langerhans, macrofagos,

células asesinas naturales o NK, neutrofilos) y a la activacion de la respuesta inmune
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adaptativa especifica mediada por células T y B.23® En la activacién de estas células
también participan los receptores tipo Toll (TLR). Estos receptores se expresan en
diversas células (células dendriticas, macréfagos, monocitos, células B y T, células
epiteliales, fibroblastos), confiriéndoles capacidad para alertar al sistema inmune al
reconocer patrones moleculares asociados a los patégenos (PAMPS). Estos productos
derivados de patdégenos actian como ligandos de los TLRs especificos para
componentes de la pared celular, proteinas, acidos nucleicos 0 compuestos quimicos
sintéticos.*"%’

La infeccion por el VPH no produce un dafio o alteracion celular evidente, asi,
en mujeres aparentemente sanas, el virus se encuentra en un estado latente en el cual
no se generan particulas virales que sean reconocidas por la respuesta inmune innata.
Posteriormente, al final de la etapa productiva del virus, los virones se liberan debido al
proceso de descamacion de las células epiteliales y pueden desencadenar una
respuesta inmune innata y adaptativa. De esta manera la infeccion es detectada
clinicamente.

De acuerdo a lo que se conoce sobre las infecciones virales, las células de
Langerhans o dendriticas inmaduras de la epidermis son capaces de captar y procesar
a los antigenos virales en el sitio de la infeccion. Posteriormente, estas células en
proceso de maduracién migran a través de los vasos linfaticos hasta los ganglios
linfaticos cercanos. Ahi, las células dendriticas maduras actian como células
presentadoras de antigeno profesionales (CPA) exponiendo en su superficie los
péptidos antigénicos virales asociados al MHC. El reconocimiento de estos péptidos
activa a las células T antigeno especificas las cuales después de un periodo de
proliferacion y diferenciacion podran ejercer su funcién para eliminar a las células
infectadas.?®*™*

La expresion del MHC es muy importante ya que de ello depende la
presentacion de antigenos por las CPA y el reconocimiento de estos por las células T.
Las moléculas del MHC-I presentan preferentemente pequefios péptidos antigénicos
derivados de proteinas enddgenas, que son generados por la degradacion de
proteinas en el citosol, posiblemente por la accién del complejo proteosomal.'***%
Estos péptidos son translocados al reticulo endoplasmico por los transportadores
asociados con la presentacion de antigenos (TAP).'**'% Posteriormente el complejo
MHC-I/péptido es presentado en la superficie de las CPA a las células T CD8", lo cual
activa a estas células cuya actividad citotoxica eventualmente conducira a la
destruccién de la célula infectada, %219
La expansion de células T citotoxicas in vivo depende de IL-2 y otras citocinas

producidas por las células T CD4" ayudadoras (Th), las cuales son activadas al
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reconocer antigenos enddégenos o exdgenos opsonizados asociados al MHC-II, el cual
se expresa en las CPA. Los linfocitos T virgenes CD4" y CD8", una vez activados son
atraidos posteriormente al sitio de la infeccion en donde cumplen su funcion

dependiendo de la estirpe celular.’® Figura 7 .

Resistencia de célula Muerte de célula
a una infeccién viral infectada
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Figura 7. Reconocimiento de los antigenos virales y respuesta de células T. Los antigenos

son procesados y presentados en asociacion con el MHC por las CPA. Las células T CD4"
reconocen los péptidos procesados y se activan produciendo citocinas que activan tanto a las
CPA como a las células CD8". Estas ultimas reconocen los péptidos virales asociados al MHC-I
en las células infectadas, eliminandolas. Las células infectadas también secretan citocinas que
ayudan a las células vecinas a evitar una infeccién por el virus.'**

Las células T citotoxicas CD8" eliminan a los tumores o células infectadas por
virus mediante un mecanismo de citotoxicidad antigeno especifico, induciendo a las
células blanco al proceso de apoptosis mediante la liberacion de granulos de perforina
y granzima (también se pueden liberar TNF-a y linfotoxina-“TNF-B”), o a través de la
interaccion de ligando de Fas (en el linfocito) y su receptor (en la célula blanco). La
mayoria de las células T citotdxicas son CD8", sin embargo, cerca del 10% son CD4" y
su mecanismo de citotoxicidad es principalmente a través de FasL. Mientras que las

células NK utilizan sus granulos.” Figura 8 .
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Figura 8. Mediadores de la fase litica de linfocitos T. Después del reconocimiento de
antigeno a través del TCR se pueden activar dos vias independientes de citotoxicidad mediada
por células T, que finalmente conducen a la muerte de la célula blanco: la liberacion de
granulos que contienen perforina y granzima; y la activacion de apoptosis a través de FasL-
Fas. TNF e IFN-y pueden contribuir a este efecto citot(’)xico.lm.www.inmunologiaenlinea.com

# Editor: José Pefia Martinez

Por otra parte, dependiendo de la respuesta inmune primaria, del
microambiente y de las sefiales recibidas de ciertas citocinas, las células T CD4" se
pueden diferenciar a su vez en tres o cuatro clases diferentes y secretar diversos
patrones de citocinas regulando una respuesta inmune eficiente contra el patégeno
Figura 9. Asi, las citocinas IFN-y e IL-12 inducen la diferenciacién de células CD4" Thl
productoras de IFN-y, lo cual favorece la eliminacion de patdgenos intracelulares. Sin
embargo, en presencia de IL-4 se diferencian células Th2, que producen IL-4, IL-5 e
IL-13 y median una respuesta inmune contra helmintos.*®® Cuando predominan IL-6 en
conjunto con TGF-f3 e IL-23 se genera un linaje recién descrito denominado Th17, que
induce la produccion de quimiocinas por células epiteliales y del estroma para reclutar
neutréfilos al sitio infectado por bacterias extracelulares y hongos.® En ciertas
condiciones, TGF-B o IL-10 inducen la diferenciacion de células T CD4" reguladoras

(Treg), que regulan la respuesta inmune por diferentes mecanismos.™%**
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Figura 9. Diversificacion de linfocitos T CD4 . Las células virgenes post timicas, precursoras
de linfocitos T CD4 (Tn) y las células precursoras timicas (Tp) se diferencian en diversos linajes
de linfocitos T CD4 dependiendo del predominio de ciertas citocinas (flechas). Las células
diferenciadas dependiendo de la estirpe celular producen citocinas efectoras o supresoras.
Particularmente las células T reguladoras naturales (nTreg) presentan un mecanismo de
supresion contacto dependiente. La flecha punteada representa un linaje ain no definido. 109

Otro componente de la respuesta inmune adaptativa que se activa por una
infeccion viral son los linfocitos B, los cuales se diferencian en células plasmaticas
productoras de anticuerpos y en células de memoria capaces de reconocer al virus en
posteriores infecciones. Los anticuerpos neutralizan al virus al unirse a él e impedir su
entrada a la célula blanco; y promueven el proceso de fagocitosis o internalizacion del
virus opsonizado en CPA. El cambio de tipo de inmunoglobulinas en células B esta
regulado por el origen de estas células, la presencia de citocinas y otras sefiales
recibidas por ellas. Asi, en raton, IL-4 induce 1gG1 e IgE (IgE e 1IgG4 en humano), IL-5
aumenta la produccion de IgA, IFN-y induce 1Gg3 e IgG2a, mientras que TGF-§ induce
IgG2b e IgA. IL-2 e IL-6 inducen o0 aumentan la cantidad de los diferentes tipos de IgG
dependiendo de otras sefiales recibidas.***°

La presencia de anticuerpos neutralizantes en suero de mujeres VPH16"
predomina en mujeres sin lesién, disminuye de acuerdo al grado de LIE y es nula en
mujeres con CaCU. Por lo que estos anticuerpos determinan la regresion de las LIE de
bajo grado.'’” Sin embargo, la deteccion de estos anticuerpos es mayor en suero
(78%) que en lavados cervicales (38%) de mujeres VPH16".'® La deteccion de

anticuerpos contra particulas virales L1 del VPH 16, 18, 31 y 45 en secreciones
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cervico-vaginales y de VPH16 en suero ha permitido observar que la presencia de IgA
e IgG varia dependiendo del compartimento en estudio, la infeccién persistente por el
virus y el grado de avance de la enfermedad. Las IgA e IgG séricas que reconocen L1
de VPH16 son inducidas en mujeres con infeccion por el VPH16. También se
encuentran presentes en mujeres con VPH 31,33, 35,58 pero no en aquellas positivas
para VPH18 o 45.'* Las IgG séricas se pueden considerar como marcadores de una
exposicion continua al VPH16 a lo largo de la vida, mientras que la IgA lo es de una
infeccion reciente o actual.””® También en las secreciones vaginales, la IgA esta
presente cuando existen infecciones actuales por VPH, mientras que la IgG se
encuentra en pacientes de 40 a 49 afos de edad, con infecciones persistentes del
VPH y en aquellas con LIE o CaCU." Sin embargo, solo el 60-70% de las mujeres
con infeccion o LIE presentan anticuerpos IgG anti-VPH16."%'?*1%® | 3 magnitud y
frecuencia de IgA cervicales especificos contra VPH16 es mas elevada en mujeres
infectadas o con LIEAG.'™ Interesantemente, la seroprevalencia de anticuerpos anti-
VPH16 se presenta entre el 46 y 59% de mujeres con citologia normal que fueron
positivas para el DNA viral.*?'?>12" Esta conversién se encuentra asociada con una
mayor exposicion antigénica, la cual esta determinada por una carga viral alta (riesgo
relativo de 5.7 para 1gG) o por la infeccidén persistente con el virus (riesgo relativo de
3.4 para IgA). El promedio de duracién de ambos anticuerpos es de 36 meses.'”® En
mujeres con CaCU, la deteccion de anticuerpos contra las proteinas E6 y E7 de
VPH16 o 18 es detectada en 53% de las muestras de suero. Interesantemente, la
seroreactividad VPH especifica coincide con el tipo viral detectado en las biopsias
cervicales.'®

Generalmente, la respuesta inmune local es capaz de controlar la infeccién por
el VPH de manera que no se generan lesiones en el cérvix ni existen manifestaciones
clinicas, o de lo contrario, estas pueden revertir sin desarrollarse un CaCU.*****? Solo
una pequefa fraccion de las personas contagiadas, denominadas portadores cronicos
o persistentes no elimina al virus y desarrolla CaCU.'*® Esto es claramente
demostrable en mujeres con inmunodeficiencia.’* Sin embargo, a pesar de los
diferentes mecanismos de defensa que presenta el organismo para eliminar al virus,
existen condiciones particulares, algunas de ellas mencionadas anteriormente, que
determinan una infeccion persistente; entre ellas la accion de las oncoproteinas

virales.
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3.3.2 Alteraciones provocadas por el VPH en la respuesta inmune local

Las oncoproteinas de los VPH de alto riego pueden interferir con la respuesta inmune
local al alterar la expresion de proteinas como citocinas, quimiocinas y componentes
del procesamiento de antigeno. Normalmente se pensaria que los queratinocitos
infectados por el VPH activen el mecanismo de defensa antiviral mediado por los
interferones tipo 1, IFN-a e IFN-B; con efecto anti-proliferativo, anti-angiogénico e
inmunoestimulador, que sirve como conexién entre la respuesta inmune innata y la
adaptativa.'® Sin embargo, en LIE y CaCU, los VPH de alto riesgo pueden regular
negativamente la expresion de genes inducidos por IFN-0."*® Esto es claramente
observado en ratones transgénicos con E6 de VPH16 en los que se inhibe la
expresion de los genes homologos Ifi203, 1fi202a, Irfl, Ifit2, Mx1 (myxovirus, gen de
resistencia al virus de la influenza 1) y Oas2 (2'-5' oligo A de la familia de la sintetasa,
que media el decaimiento del RNA como parte de la via de inmunidad innata antiviral);
asi como del gen de la subunidad a del receptor de IFN-a (IFNAR2)."’

E7 inhibe las sefiales de transduccién mediadas por IFN-a al unirse al complejo
P48/IRF-9 (factor regulador de interferén-9) previniendo asi la formacion del complejo
transcripcional ISGF-3 (gen del factor-3 estimulado por interferén, o activador
transcripcional inducido por IFN-a con multiples cadenas polipeptidicas) que
normalmente se une a los elementos de respuesta especificos para interferon (ISRE)
en el nacleo.®® Ademas, la unién de E7 con IRF-1, favorece el reclutamiento de
histonas deacetilasas al promotor de IFN-B."*° Esto se asocia con la baja expresién de
genes inducidos por IRF-1 como TAPL1 (del transportador asociado con la presentacion
de péptidos antigénicos-1), IFN-By MCP-1 (de la proteina quimiotctica de monocitos-
1)."% Interesantemente IL-10 (citocina anti-inflamatoria cuya expresién aumenta en
CaCU) puede regular positivamente la transcripcion de E7.**

E6 inhibe la sefializacion mediada por IFN-a al unirse a Tyk2 e impedir su union
a la region citoplasmica del receptor;*** y al unirse a IRF-3 inhibiendo la transcripcion
del RNAm de IFN-a.'*® Ademas, esta oncoproteina reconoce indirectamente
elementos reguladores en el promotor humano de TGF-f, citocina anti-inflamatoria con

abundante expresion en los tumores cervicales*****

que actla como potente
inmunosupresor de la respuesta inmune innata y adaptativa. Esta citocina presenta
actividad inhibitoria de la proliferacion epitelial, induce la expresion de genes que
codifican para la matriz extracelular e inhibe la expresion de genes de
metaloproteasas.’*® E6 también puede inhibir la expresién de IL-18 y la sefializacién a
través del receptor.®” IL-18 tiene diferentes funciones bioldgicas como son la
estimulacion de la actividad citotdxica de células T y NK, de proliferacion de células T,

induccién de IFN-y, IL-2 y de GM-CSF por células T activadas.’***° |L-12 e IL-18
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actuan sinergisticamente en células T para inducir la produccién de IFN-y por lo que
juegan un papel importante en la respuesta inmune contra el tumor y en los efectos
protectores contra la infeccién de patdgenos intracelulares incluyendo los virus.**°***
Ambas proteinas virales, E6 y E7, regulan negativamente tanto el promotor de
IL-8 (quimiocina que atrae células T y neotrofilos) al disociar el complejo

transcripcional;**?

como la expresibn de IFN-y (inducida por IL-18) en células
mononucleares y NK de sangre periférica al unirse a la porcién extracelular de la
cadena-a del receptor de IL-18."*® También las oncoproteinas virales suprimen la
expresion de MCP-1™* e inhiben la transcripcion del gen TLR9 (al reconocer una

region reguladora del promotor),**®

en lineas celulares y cancer primario de células
epiteliales del cérvix. TLR9 es un receptor presente en células B y células dendriticas
plasmocitoides, que reconoce motivos CpG en DNA de doble cadena de bacterias y
algunos virus, incluyendo DNA de E6 de VPH16. La sefalizacion a través de este
receptor induce la activacion del factor transcripcional NF-kB y de factores reguladores
de interferén (IRFS) regulando asi la expresion de genes de citocinas como IFN-
a/B.***** Por lo que las oncoproteinas virales ademas de favorecer el desarrollo de las
células tumorales al unirse a diferentes proteinas de estas células, también pueden
intervenir en procesos de maduracion, diferenciacion, funcion y migracion de células
de la respuesta inmune innata y adaptativa al regular la expresion de ciertas citocinas,
quimiocinas y TLRs.

Otra de las proteinas del virus, E5, interacciona con la subunidad de la ATPasa
vacuolar H" inhibiendo la acidificacion de los endosomas y la degradacion del receptor
del factor de crecimiento epidermal en los compartimentos endosomales durante la
endocitosis del receptor después de la estimulacién con el ligando.™®” Esta proteina
viral también alcaliniza el complejo de Golgi interfiriendo con el transporte y expresion
en la superficie celular del HLA-A y HLA-B que presentan los péptidos virales a los
linfocitos T citotdxicos, pero no la de HLA-C y HLA-E, que son los ligandos que inhiben
a las células NK.**® Incluso interfiere con la presentacion de antigenos por el MHC-II al
inhibir la degradacion en los compartimentos endociticos de la cadena invariante (li),
gque es una chaperona requerida para que el acoplamiento del péptido antigénico al
MHC"® Por lo tanto, se observa que los péptidos inmunogénicos de E6 y E7 no son
procesados ni presentados eficientemente por las células tumorales VPH'. Esto
correlaciona con alteraciones en la maquinaria del procesamiento de antigeno como
son expresion disminuida del HLA-I, de las proteinas 2 y 7 de bajo peso molecular que
forman la subunidad del proteosoma (LMP); y de TAP 1y 2 en lineas celulares y
biopsias de carcinoma cervical.*®*'®* La pérdida parcial del HLA-1 y la total de TAP1 se

asocia con una menor sobrevida, mientras que la baja expresion de las subunidades
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del proteosoma (excepto LMP10, calnexina y calreticulina) estd asociada con un
menor riesgo de metastasis linfogénica.’® Interesantemente, la progresion de las LIE
en las pacientes se encuentra asociada con la pérdida del HLA.*®®

Asi, las proteinas virales pueden regular directa o indirectamente la funcién y
migracion de células de la respuesta inmune; lo cual constituye otro mecanismo de
evasion tumoral debido a la presencia del virus. Asi, se observa que conforme
progresa la enfermedad, la presencia de macrdfagos infiltrantes del epitelio en el
cérvix es casi nula.'® Esto correlaciona con una menor expresion del RNAm de la
quimiocina MCP-1 y con la expresién del RNAm de E6 y E7 del VPH.'***" Sin
embargo, la presencia de macréfagos en el estroma del cérvix contribuye a la
angiogénesis que favorece la metastasis hacia ganglios linfaticos de pacientes con
CaCu.*®

La sintesis de TNF-a (potente activador de células de Langerhans) disminuye
cuando hay infecciones por VPH y esto se asocia con la menor expresion de la
molécula coestimulatoria B7.1 debido a la escasa presencia de células de Langerhans
durante la infeccién y en lesiones premalignas del cérvix.'***™* Se ha reportado que las
proteinas E6 y E7 del VPH inhiben la transcripcion de MIP-3a, quimiocina que atrae a
células de Langerhans inmaduras.*”

La baja expresion de moléculas de MHC-I en los tumores cervicales debido a la
accion de E7'" impide la presentacion de péptidos virales a las células T CD8", lo cual
tedricamente facilitaria la accidén de células NK. Estas células con capacidad citolitica,
producen citocinas (IFN-y y TNF-a) que les permiten eliminar a las células tumorales o

infectadas sin requerir presentacion de antigenos.*® Figura 10.
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Figura 10. Funcién de células NK. Estas células presentan dos receptores, uno activador y
otro inhibitorio (KIR). Los receptores KIR reconocen al MHC-I en la célula blanco e inhiben la
sefial de citotoxicidad. Asi las células NK solo ejercen su efecto citotoxico en células blanco
que no presenten en su superficie el MHC-1.*%’

Sin embargo, se observa que en pacientes con estadios mas avanzados del
CaCuU las células NK presentan menor actividad citotéxica.'’* Esto podria explicarse
por la disminuida expresion de receptores de activacion en estas células como
NKG2D, NKp30, NKp46, y por la abundante presencia en suero del ligando soluble de
NKG2D, MICA.Y'® |a acumulacion de MICA en suero puede facilitar la
internalizacion del receptor y su degradacion en el lisosoma.'”” Ademas, los receptores
de las células NK pueden ser inhibidos por diferentes moléculas que se encuentran
sobre-expresadas en los tumores cervicales como TGF-f3, indolamina-2,3 dioxigenasa,
prostaglandina E,, y por la accién de corticosteroides, 17-beta-estradiol y especies de
oxigeno reactivas.'”®® Asi, la regulacion negativa de NKp30, NKp46 y NKG2D
representa un mecanismo de evasién asociado a la baja actividad de las células NK, a
la infeccion por VPH 16 y a la progresion del CaCU.™®® De esta manera el virus puede
evadir la respuesta de células NK, células T citotoxicas CD8" y células T ayudadoras
CD4".

31



3.3.3 Linfocitos Ty CaCU

Como se menciono anteriormente, el VPH esta implicado mediante la funciéon de sus
oncoproteinas en multiples mecanismos que le permiten evadir la respuesta inmune
innata y adaptativa; entre ellos se encuentra la alterada expresion del MHC. En este
mismo contexto, existen alteraciones genéticas que se caracterizan por la pérdida del
haplotipo HLA asociado con pérdida de heterocigosidad (50%), que incluye la pérdida
de alelos A o B debido a mutaciones, y mutacion en el gen 2-microglobulina. También
se observa pérdida del antigeno total del HLA-I y retencién de heterocigosidad (ROH,
10%), y regulacion negativa del locus B o del HLA-A/B asociado con ROH y/o
desbalance alélico (10%).?° Asi, la expresion del HLA-I disminuye en 60% de las
metastasis cervicales, mientras que la expresion del HLA-II aumenta en un 50% de
estos casos.'® Esto repercute en la activacion de los linfocitos T y su respuesta ante
las células tumorales. Ademas, la presencia de TGF-B e IL-10 en los tumores provee

un microambiente que no permite la diferenciacion de células Thi,'#>*%

por lo que
existe menor expresion de citocinas Thl y mayor expresion de citocinas Th2 en el
cérvix.'® TGF-B e IL-10 también afectan la produccién de citocinas, la diferenciacion y
actividad citotéxica de células T CD8", e inhiben la proliferacion de células T
dependientes de 1L-2.239%° | g cual se refleja en una menor infiltracién de las células
Thl y en la carente actividad funcional de las CD8" en el microambiente tumoral del
epitelio cervical.”®* A nivel periférico también hay menor expresion de IL-2 e IFN-y y
mayor presencia de IL-10; mientras que existe controversia en la presencia de IL-4."%%
19 Este patron de citocinas favorece una respuesta humoral mas que la respuesta
celular necesaria para la eliminacion del tumor.

También se observa que el fenotipo y funcion de las células T varia
dependiendo del sitio anatomico donde se encuentren, del reto antigénico al que son
expuestas y del grado de avance de la enfermedad. La proporcion de células T CD4"
respecto a la de CD8" es mayor en sangre periférica y ganglios linfaticos. Esta relacion
se invierte en el tejido tumoral.*** Inicialmente en lesiones NIC-I regresivas, las células
T CD4" predominan en el estroma y epitelio cervical, siendo el indice CD4'/CD8" mas
alto que en lesiones persistentes NIC-I, NIC-II-lll y CaCU. En lesiones con NIC-IlI
ambas poblaciones se organizan en estructuras foliculares linfoides; mientras que en
CaCU predominan las células T CD8" y células de memoria CD45RO" con respecto a
las CD4".**° Los resultados encontrados pueden variar de acuerdo al tiempo en que se
toman las biopsias durante la enfermedad o por el marcador utilizado para detectar a
las células. Asi, se observa al inicio de un estudio longitudinal, mayor niamero de
células NK y de linfocitos T CD8" (ambos granzima B positivos) que de células T CD4"

y FOXP3" en el epitelio de mujeres con LIEBG cuya lesion desaparece
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posteriormente. Mientras que en el estroma prevalecen linfocitos T CD8" respecto a
células CD4", FOXP3" y NK. Al afio de seguimiento hay mas células CD8" en el
epitelio; predominio de células CD4" y disminucién de células FOXP3" en el
estroma.’®® Interesantemente el aumento de células T reguladoras FOXP3* en LIEAG
y CaCU se asocia con persistencia de la lesion y con la respuesta de células T a E7 de
VPH16.% Cuando la lesién persiste o progresa a LIEAG, predominan las células
CD8" en epitelio y CD4" en el estroma; pero el nimero de células granzima B*
disminuye en ambas regiones cuando la lesién progresa. Lo anterior demuestra que
en lesiones regresivas existe una eficiente respuesta citotdéxica de células NK y
linfocitos T CD8" en el epitelio, mientras que en lesiones persistentes o progresivas se
encuentran principalmente linfocitos T CD8" pero con baja actividad citotoxica.'*®

Las células Th tienen un papel crucial en la amplificacion de respuestas
citotoxicas especificas de las células T CD8", por lo que la inadecuada activacion de
células Th especificas 0 su escasa presencia en el tumor conduce a una falla en la
respuesta inmune antitumoral.’®® Clinicamente se observa que las mujeres con bajas
proporciones de células T CD4" periféricas tienen mayor riesgo de desarrollar
CaCU,?® mientras que en aquellas con CaCU la disminucién correlaciona con un
crecimiento rapido del tumor, metastasis hacia los ganglios linfaticos®®* y una menor
sobrevida de las pacientes.?® Por el contrario, el aumento en la densidad intratumoral
de células T CD3*, CD4" y CD8" disminuye el riesgo de recurrencia en pacientes con
estadio 1B y IIA de CaCU que recibieron tratamiento.?”® Especialmente un mayor
nimero de células CD3" infiltrantes del tumor se asocia con una mejor sobrevida
después del tratamiento.?®* Mientras que la presencia de células CD8" intratumorales
en CaCU correlaciona con la ausente metastasis hacia nédulos pélvicos e
indirectamente con un mejor prondstico.?*®

Otras caracteristicas diferenciales son que las células T en ganglios linfaticos
presentan el marcador de activacion temprana CD25 (receptor de IL-2) y el de
activacion tardia HLA-DR; mientras que en el ambiente tumoral del cérvix son
principalmente HLA-DR*.*** Respecto a la produccion de citocinas, los linfocitos T
periféricos de mujeres con CaCU presentan un patron Thl; sin embargo, existe
controversia en el patrén de citocinas que presentan los linfocitos infiltrantes del
tumor'®*** La presencia de estos marcadores de activacion en linfocitos T infiltrantes
del tumor indican que estas células han recibido un reto antigénico y sefales
guimiotacticas que inducen su migracion desde los ganglios linfaticos hasta el sitio de
la lesion.

Por lo anterior, diversos autores han tratado de esclarecer ex vivo si la

respuesta de células T CD4" periféricas especifica para las proteinas completas o
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péptidos virales de los antigenos E2, E5, E6, E7 y L1 del VPH16 esta asociada con la
regresion o progresion de la enfermedad en mujeres sanas o con LIE. También se han
utilizado particulas semejantes al virus.?**?** La capacidad de respuesta se determina
generalmente en base a la produccion de IL-2, IFN-y o [L-4,9% 210-211, 215, 222-225

La mayoria de estos estudios sugieren que la respuesta proliferativa y de
produccion de citocinas Thl en células T CD4" es deficiente en mujeres con CaCU
comparada con lo observado en mujeres sanas que han eliminado la infeccion o lesiéon
cervical. Se sabe que la respuesta de linfocitos T periféricos se eleva cuando la carga
viral disminuye.?”® Sin embargo, cuando las respuestas son prioritariamente Th2, se
asocian a disminucién en la sobrevida libre de enfermedad, y por lo tanto son
indicativas de un mal prondstico o recurrencia.””’

Algunos autores reportan que ciertos epitopes de las proteinas virales
desencadenan una respuesta protectora VPH especifica que se asocia con un
prondstico favorable de la enfermedad. Asi, cuando los linfocitos T CD4" periféricos de
mujeres con CaCU son estimulados in vitro con péptidos sintéticos de la region
carboxilo terminal de E7 de VPH16 (aa 67-98), se observa que esta region es
altamente inmunogénica, con un alto potencial de diagnéstico y terapéutico.?'!?1%222:225
Interesantemente, la respuesta de estas células a los péptidos (aa 71-85) de E7 de
VPH16 correlaciona con la regresion de LIEAG. Estds células reconocen a los
péptidos enddgenos asociados al complejo HLA-DQB1*02 y presentan un fenotipo Thl
debido a que secretan IFN-y y TNF-a, y en menor cantidad IL-2; IL-4 o IL-10 no son
secretados.?® Sin embargo, en mujeres con CaCU después del tratamiento con
radioterapia, el aumento en la respuesta a E7 de linfocitos T CD4" (con produccion de
IFN-y), no se asocia con una respuesta clinica exitosa, mas bien podria considerase
como indicador de la gravedad del CaCuU.?*" Notablemente, otros autores demuestran
que las células T CD4" con respuesta proliferativa y nula produccion de citocinas
Th1/Th2 ante E7 de VPH16, se encuentran en pacientes VPH16" con LIEAG
persistente o recurrente.?*?* Lo cual indica que a pesar de reconocer el antigeno
especifico, estas células T de pacientes con LIEAG presentan una respuesta alterada
e ineficiente; que se explica ahora por la presencia de células T reguladoras.”” La
permanencia de estas células requiere del continuo reto antigénico ya que la
respuesta proliferativa disminuye en pacientes IgG" que han eliminado la
infeccion.?**#%®

La produccién de IFN-y por células T en respuesta a E6 de VPH16 se ha
asociado a la infeccién y eliminacion reciente de este virus.?*® Sin embargo, en LIEBG
la respuesta a E6 se asocia con persistencia de la lesion. Mientras que la respuesta a

E2 (con produccion de IFN-y) estd asociada con regresion.?'?¥ Las LIEBG que
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progresan a LIEAG no presentan respuesta a E2 ni a E7; pero en infecciones
persistentes con el VPH16 se observa una baja frecuencia en la respuesta a estas
oncoproteinas.?® Por lo tanto, la respuesta especifica de linfocitos T en presencia de
E6y E7 de VPH16 es marginal y no correlaciona con la regresién de LIEAG.?®

Hasta el momento no se ha logrado esclarecer si estas respuestas generadas
in vitro son primarias o de memoria, lo cual seria un indicio de la evolucién de la
enfermedad. Una inmunidad viral efectiva esta caracterizada por una bien balanceada
produccién de citocinas Thl y Th2, mientras que las infecciones virales crénicas
frecuentemente se acompafian de una respuesta prioritariamente Th2.2**?** En
lesiones cervicales avanzadas, los queratinocitos presentan aumento en la expresion
del MHC-1l y ausencia de sefiales coestimuladoras que resultan en la activacion
preferentemente de células Th2, lo cual interfiere con una respuesta antiviral efectiva
Th1 y citotoxica. %4

También se ha detectado en pacientes con infeccidon previa o actual con el
virus, respuesta de células T CD4" o CD8" citotoxicas especificas contra péptidos de
las proteinas E6, E7 y E2 del VPH16, unidos a la superficie de diversas células blanco.
Sin embargo, esto pudiera estar seleccionando clonas de células que no representen
una infeccion natural debido a que solo se utilizan ciertos péptidos asociados a
determinados HLA. De manera que la re-estimulacion con proteinas completas y
naturalmente procesadas del VPH pudiera ser mas exitosa. Asi, se demuestra que
existen ceélulas citotoxicas especificas para E6 y E7 del VPH16 en mujeres sanas o
con CaCU. Sin embargo, en estas ultimas es poco frecuente encontrar este tipo de
células. Ademads, la ausente respuesta citotoxica ante estos antigenos virales se
asocia con la persistencia del virus o progresién de las lesiones cervicales.?®?42%®
Poco se conoce sobre la respuesta citotdxica a otras proteinas completas del virus,

entre ellas E2.%4%%8

3.4  Activacion de linfocitos Ty CaCU
3.4.1 Receptor de células T
Como se menciono anteriormente, los linfocitos T virgenes localizados en ganglios
linfaticos, reconocen el complejo Ag-HLA que se encuentra en la superficie de las CD
maduras originarias del sitio infectado. El complejo es reconocido por el receptor de
antigenos de las células T (TCR-CD3) virgenes CD4" o CD8".

El TCR-CD3 es uno de los receptores transmembranales mas complejos. Las
sefiales enviadas a través de este receptor son requeridas para el desarrollo de
células T en el timo, la induccidén de respuestas inmunes contra agentes infecciosos y

para la diferenciacion de células T efectoras y de memoria con propiedades
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funcionales discretas.”®® Este receptor estd formado por seis diferentes proteinas
transmembranales tipo |. TCRap: CD38¢: CD3ye: {{.?*°?*° Las cadenas TCRa y TCRP
(o TCRy, TCR®), forman heterodimeros de 40-45 kDa unidos por enlaces disulfuro que
reconocen directamente el complejo Ag-HLA. Ademés de cuatro proteinas del
complejo CD3 que se asocian en forma no covalente con el TCR; la cadena y (26
kDa), la ® (21 kDa), dos subunidades de € (25 kDa) y dos cadenas (16 kDa). CD3( se
expresa normalmente como homodimeros -C, pero puede formar heterodimeros {-n
(10-20%).%°"?°? Figura 11. En total, estas proteinas del CD3 presentan 10 motivos de
tirosinas y leucinas  (D/EXg.oYXXL/I-Xes-YXXL/)**  conocidos como ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) que se encuentran unidos por
enlaces disulfuro y son fosforilados cuando ocurre activacién a través del TCR/CD3.
Esto desencadena la accion de diversos componentes de la sefalizacion

intracelular?®-264-26

gue inducen la expresion de genes esenciales para la funcion de la
célula T activada,”®® como proliferacion celular, actividad citotéxica y produccion de

citocinas.

CELULAPRESENTADORADE ANTIGENO
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Figura 11. Receptor de células T (TCR) y complejo CD3. Este receptor esta formado por la
asociaciéon de 2 cadenas polipeptidicas polimérficas (af o yd) que reconocen al antigeno
asociado al MHC en la célula presentadora de antigeno. La sefial de reconocimiento es
transmitida por las cadenas ¢ y el complejo CD3 que se encuentran unidas al TCR.
www.youtube.com/watch?v=dd5S10sW-4M
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3.4.2 Sefalizacion a través del TCR/CD3

Durante el reconocimiento del antigeno, el TCR se une al complejo MHC-Ag; al mismo
tiempo los receptores CD4 y CD8 de los respectivos linfocitos T se unen a las regiones
no polimorficas del MHC-1I o MHC-I respectivamente en la CPA (“primera sefial de
activacion”). Esta interaccion, que activa a ambos tipos celulares, se potencia con la
union de otras moléculas de adhesion (LFA-3 y CD2, ICAM-1 y LFA-1) y co-
estimuladoras como B7-1 0 B7-2 y CD28 (“segunda sefal); generando asi la respuesta

inmune primaria de linfocitos T.%°"?®® Figura 12..

A7 w

-
ACP ICAM-1 MHCAI £a3

— ]
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-

Linfocito T CD4O0L

LFA-1 TCR-CDé:D2

Figura 12. Moléculas que participan en la sinapsis entre linfocitos T y CPA durante la
presentacion de antigeno. La interaccién entre estas moléculas es conocida como la 1™
(TCR-MHC-Ag, CD4 o0 CD8) y 2% sefial (moléculas de adhesion y coestimuladoras), requeridas
para la correcta activacion de los linfocitos T.www.inmunologiaenlinea.com # Editor: José
Pefia Martinez

A nivel intracelular, la tirosina cinasa p56 de la familia Scr de las PTKs
(Protein Tyrosine Kinases), se encuentra unida a las colas citoplasmicas del CD4 o
CDS8 y se activa por autofosforilacion (después de la defosforilacion por la fosfatasa
CD45), actuando asi sobre los ITAMs del complejo CD3. La tirosina cinasa Fyn
también juega un papel similar. Los ITAM fosforilados del CD3¢ son sitios de union de
la tirosina cinasa ZAP-70 a través de sus dos dominios SH2 (Src homology-2). ZAP-70
es fosforilada por Lck, adquiriendo su propia actividad de tirosina cinasa. A su vez,

ZAP-70 fosforila proteinas adaptadoras importantes para la activacién de las células T
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como LAT (Linker Activation of T cell) y SLP-76 (SH2 domain-containing Leukocyte
Protein). Una vez fosforiladas, estas proteinas se unen a otras proteinas. LAT se une a
Grb-2 (SH2 domain-containing adapter protein) que a su vez es fosforilada por ZAP-70
convirtiéndose asi en un sitio para Sos, factor de intercambio de GTP/GDP. Asi, Ras-
GDP es convertido a Ras-GTP activando la via de las MAP cinasas (Mitogen Activated
Proteins), siendo el prototipo ERK (Extracellular Receptor-activated Kinase). En
paralelo actia la via Rac-GTP que también activa a las MAP cinasas, entre ellas c-Jun
del amino terminal (JNK) o proteina activada por estrés (SAP). Ambas via dan lugar a
la produccion de los componentes Fos y c-Jun del factor transcripcional AP-1.

LAT también recluta hasta la membrana celular a la isoforma y1 de la enzima
fosfolipasa C (PLC-yl), de esta manera ayuda a que ZAP-70 la fosforile. Asi PLC-y1
cataliza la hidrdlisis del fosfolipido de membrana, fosfatidilinositol 3, 5 bifosfato (PIP,)
generando dos productos: inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). 1P;
produce un aumento del Ca?* citosélico el cual forma un complejo con la calmodulina.
Dicho complejo activa fosfatasas de serina y treonina como la calcineurina que a su
vez activa al factor transcripcional nuclear de células T activadas (NFAT) requerido
para la expresion de IL-2, IL-4, TNF y otras citocinas. Por otra parte, el DAG activa a la
proteina cinasa C (PKC) la cual parcialmente participa en la activacion del factor
transcripcional NF-kB esencial para la expresion de genes de citocinas y sus

receptores.?** Figura 13.
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Figura 13. Cascada de sefializacion durante la activacion de linfocitos T. Diversos eventos
bioguimicos se generan después de la interaccion entre Ag-TCR. En un inicio, las tirosinas
cinasas fyn y Ick fosforilan la cadena ¢ del complejo CD3. Estas cadenas fosforiladas sirven
como sustrato de las cinasas ZAP-70 y fyn, las cuales van a activar una serie de cascadas de
sefializacion mediadas por cinasas, entre ellas las MAP cinasas y la fosfolipasa C, lo cual
conduce a la activacion de factores transcripcionales que actian sobre genes cuyos productos
son requeridos para la proliferacion, diferenciacion y actividad efectora de los linfocitos T.
www.inmunologiaenlinea.com # Editor: José Pefia Martinez
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3.4.3 CaCuU y otras patologias relacionadas con la expresion de CD3¢

Como se menciond anteriormente, la infiltracion de células T en las lesiones cervicales
juega un papel relevante en la respuesta inmune especifica a nivel local. Sin embargo,
en pacientes con CaCU esta respuesta es nula o deficiente a pesar del aumento de
células T citotoxicas CD8".

En diversas patologias como la del CaCU, en las que existe una persistente
estimulacion de la respuesta inmune, se observa que tanto en células T como en
células NK periféricas y en linfocitos infiltrantes del tumor, el estado de tolerancia se
encuentra relacionado con alteraciones en la maquinaria de transduccién de sefales.
Entre ellas estan la disminuida expresién de CD3Z, CD3-¢, ZAP-70, p56", p59"" y
aumento en la expresion de la MAP cinasa fosfatasa-l (MKP-I) que inactiva a la MAP
cinasa.”®®?"" Asi, en comparacion con células T periféricas de mujeres sanas, se
observa menos expresion de CD3C en linfocitos T periféricos e infiltrantes del tumor, y

U,?"*2"2 cancer colorecta

[ 273,278-279
L

en células NK de pacientes con CaC ovarico,?* de

270

mama,”’’ de células renales,®*?"® de cabeza y cuello®”®, y de melanoma.®® La

cercania con el tumor determina un mayor grado de alteracion en los linfocitos T

infiltrantes respecto a los periféricos,?’%%/3275276.278

mientras que en linfocitos T de
nddulos linfaticos pélvicos de mujeres con 0 sin metastasis no se encuentra dicha
alteracion.?”? Lo cual sugiere que existen factores en el microambiente tumoral que
interfieren con la actividad funcional. Esto se comprueba en algunos casos donde la
expresion de CD3( se restaura cuando las células son cultivadas in vitro por varios
dias en presencia de IL-2 y otros mitdogenos (PHA, anti-CD3, anti-CD2) o con los
anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28.2"327%279

Ademas, existe una correlacion inversa entre los niveles de expresion de esta

proteina, el estadio de la enfermedad®’**"°

y la tasa de sobrevivencia entre pacientes
con un crecimiento tumoral mas rétpido.280 Incluso, en diversos canceres se han
correlacionado estas alteraciones en células T con la baja respuesta proliferativa y la

capacidad para producir citocinas.”’* 2"® 280282
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4 JUSTIFICACION

Como se mencion6 anteriormente, el CaCU continda siendo un problema de salud
publica en los paises subdesarrollados. En la busqueda por erradicar este tipo de
cancer, se ha realizado investigacion bésica, epidemiolégica y clinica que nos ha
permitido entender mas sobre esta enfermedad. Se ha estudiado ampliamente la
asociacion que existe entre el CaCU y otros factores causales, tales como, la infeccién
por el VPH, alteraciones genéticas y de la respuesta inmune. Sin embargo, persisten
dudas sobre la respuesta inmune en los diferentes estadios del CaCU. Por lo tanto se
requiere generar conocimiento sobre la respuesta inmune durante la progresion del
CaCuU, especialmente del papel que desempefian las células T periféricas e infiltrantes
del tumor en las distintas etapas del CaCU. Los resultados generados de estas
investigaciones son relevantes tanto para el tratamiento actual de las mujeres con esta
enfermedad asi como para el disefio de vacunas preventivas que sean aplicadas a

futuras generaciones.

5 HIPOTESIS

Diversos estudios han demostrado que el desarrollo del CaCU depende de la
persistencia del VPH asi como de factores genéticos e inmunologicos. Asi, se conoce
que durante el transcurso de la enfermedad el aumento de citocinas inhibidoras de
linfocitos T como IL-10 y TGF-B ha correlacionado con la progresion de las lesiones en
cérvix hacia CaCU, por lo anterior se espera que en estadios avanzados de la
enfermedad se presenten cambios moleculares y funcionales en los linfocitos T que
impidan una correcta respuesta inmunolégica para eliminar a las células dafadas o

tumorales.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Identificar cambios moleculares y funcionales de los linfocitos T periféricos e

infiltrantes del tumor en mujeres con lesiones en cérvix y CaCU.

6.2 Objetivos especificos

1. Determinar la localizacion de linfocitos T CD3'/CD4" y de linfocitos T
CD3'/CD8" en biopsias de cérvix de pacientes con LIE o CaCU.

2. Establecer el patréon de proliferacion de linfocitos T periféricos e infiltrantes del
tumor de pacientes con LIE o CaCU.

3. Analizar la presencia del RNAm de citocinas Thl, Th2 y Th3 en linfocitos T
periféricos e infiltrantes del tumor de pacientes con LIE o CaCU.

4. Determinar la presencia del RNAm de CD3C del TCR/CD3 en linfocitos T
periféricos e infiltrantes del tumor de pacientes con LIE o CaCU.

5. Demostrar si existe asociacion entre las diferentes variables analizadas

(proliferacién, citocinas, CD3¢, edad, estadios de la enfermedad).

42



7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Reactivos y medios de cultivo

El anticuerpo monaoclonal anti-CD3 (OKT3) fue producido a partir de un hibridoma de la
linea ATCC CRL-800-1 donada por el Dr. José Moreno. El colorante azul de tripano, el
medio de cultivo RPMI, el suero bovino fetal (SBF), la penicilina-estreptomicina (100
U/ml), el reactivo de TRIzol y todos los reactivos para RT-PCR fueron obtenidos de
Invitrogen Life Technologies Inc. San Diego, CA. La fitohemaglutinina (PHA-M) vy el

Ficoll-hypaque (Hystopaque) fueron comprados a Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.

7.2  Seleccibn de pacientes

Se obtuvieron muestras de sangre periférica y biopsias de cérvix de mujeres con
lesiones intraepiteliales o cancer en cérvix de 69 pacientes del Hospital General de la
Cd. de México y del Hospital General Parres de la Cd. de Cuernavaca (Morelos). El
diagnoéstico histopatolégico de las biopsias cervicales fue obtenido de los
departamentos de Patologia o archivos clinicos en los respectivos hospitales. Se
seleccionaron para el analisis estadistico de los datos solo muestras de 57 pacientes
gue reunieron los criterios de inclusién y exclusién. El grupo de estudio estuvo
constituido por un total de 29 mujeres con CaCU, 26 de ellas con carcinoma escamoso
del cérvix (estadios IA1-IlIB) y tres con adenocarcinoma (edad de 23-66 afios,
promedio de edad 46); y por 28 mujeres con LIE de bajo y alto grado (edad de 19-61,
promedio de edad 34). Como controles se incluyeron a 32 mujeres sanas (edad de 21-
61 afos, promedio de edad 34) de las cuales se obtuvieron solo muestras de sangre
periférica. Las pacientes firmaron su consentimiento informado sobre la toma de

muestras para el estudio.

7.3  Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusiéon para la seleccién de las pacientes fueron los siguientes:
presencia de LIE o CaCU, estar exentas de algun tratamiento que afecte la respuesta
inmune como inmunosupresores, quimioterapia o radioterapia al momento de tomar
las muestras, y carecer de alguna otra enfermedad. Los criterios de exclusion de las

muestras fueron: incorrecto diagndstico, muestra insuficiente, resultados erréneos.

7.4  Recoleccién de muestras
Las muestras de sangre periférica (20 ml) fueron colectadas con dispositivos

Vacutainer con heparina como anticoagulante (Becton Dickinson, BD, Franklin Lakes,
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N.J.) antes de cualquier intervencion médica. Se colectaron raspados cervicales de
pacientes con LIEBG y biopsias de 2 mm?® (antes del tratamiento por conizacion) de
pacientes con LIEAG para la determinar la presencia del VPH. Se obtuvieron biopsias
de 5-10 mm® durante la histerectomia radical en 13 mujeres con CaCU para la
purificacion de linfocitos infiltrantes del tumor (LIT). Las biopsias cervicales fueron
inmediatamente colocadas en tubos Falcon de 15 ml con medio RPMI suplementado

al 10% con SBF, y antibidticos. Se transportaron en hielo.

7.5 Aislamiento de leucocitos periféricos e infiltrantes del tumor
Las células mononucleares de sangre periférica (CMP) se obtuvieron por gradiente de
Ficoll-hypaque (Hystopaque, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Brevemente, se
diluyé la sangre heparinizada 2:1 con solucién de fosfatos (PBS) en tubos Falcén
estériles de 50 ml y se agrego6 a tubos Falcon de 15 ml conteniendo 3.5 ml de Ficoll-
hypaque por cada 10 ml de sangre diluida. Se centrifugaron los tubos a 1800-2000
rpm durante 30 min a 20 en una centrifuga Eppendo rf 5804R con rotor de columpio
A4-44. Se recuper6 la fase intermedia del gradiente (la cual contiene los leucocitos) y
se coloco en tubos Falcon de 50 ml con 20 ml de PBS. Se centrifugd a 1500 rpm por
10 min. Se repitio este lavado dos veces. Se decantd el sobrenadante, y las células
fueron resuspendidas en RPMI al 10%.

Las biopsias de histerectomia fueron cortadas finamente con bisturi en cajas
Petri estériles y digeridas con 2% colagenasa en RPMI al 10% durante 1-2 h, con una
atmosfera de 5% CO,, a 37<TC. El tejido disociado fue lavado con RPMI y filtrado en
mallas de nylon. Los LIT fueron aislados por gradiente de Ficoll-hypaque al 100%-75%

como se mencioné anteriormente.?®

7.6  Cuantificacion de leucocitos

Se agregaron 20 pl de una dilucién 2:1 de los leucocitos con azul de tripano a una
camara de Neubauer de 0.100 mm (Marienfeld). Se cuantificaron las células de los
cuatro cuadrantes de la camara en un microscopio invertido utilizando el objetivo de
40X. Se calculd la cantidad de leucocitos/ ml de sangre mediante la siguiente férmula:
La sumatoria de las células/4 cuadrantes x dilucion x factor de correccion de la camara
(10%)= células/ ml. Si se multiplica por el total de mililitros en los que se resuspendieron
los leucocitos se obtiene el nimero de células totales por mililitro de sangre. La
viabilidad de los linfocitos periféricos e infiltrantes fue de >99% y =290%

respectivamente.



7.7 Digestion de tejido cervical con proteinasa K

Se lavaron las biopsias o raspados cervicales con PBS para eliminar los restos de
sangre. Se coloco el tejido en tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml al cual se agregaron
10 ul de proteinasa K (20 mg/ml) y 300 ul de su respectivo buffer (Tris HCI 10 mM,
EDTA 5 mM, SDS 0.5%). Se mantuvo a 56T toda la noc he. Se centrifugé la muestra
a 2000 rpm por 5 min a 4C en una centrifuga 5804R con un rotor Eppendorf HE04O.
Se decanté y la pastilla se homogeniz6 con 1 ml del reactivo de TRIzol (solucion
monofasica con fenol e isotiocianato de guanidina). Se extrajo el RNA y el DNA de las

muestras como se menciona posteriormente.

7.8  Extraccion de RNA total de leucocitos y biopsias

Los homogenizados de las muestras con TRIzol se colocaron en hielo por cinco
minutos y se extrajo el RNA total por el método de Chomczynski’® como a
continuacion se describe: Se agregaron 200 ul de cloroformo por cada mililitro de
TRIzol. Se homogenizé durante 20 s en vortex-2 genie. Se colocaron los tubos en
hielo durante 3 min y se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 min a 4C en una
centrifuga 5804R con rotor Eppendorf HE040. Se transfirié la fase acuosa incolora
(RNA) a otro tubo Eppendorf estéril de 1.5 ml y se almacené la fase organica blanca
(DNA-proteinas) a -20C para obtener posteriormente el DNA total. Se agregaron 500
ul de isopropanol a la fase acuosa. Se homogenizd con vortex durante 15 s y se
mantuvo a -20C por 10 min. Se centrifugaron los tu bos por 10 min como se menciond
anteriormente, se decantd, y la pastilla se resuspendié con etanol al 75% con agua
tratada con dietil pirocarbonato (DEPC, SIGMA). Se centrifugd a 10,000 rpm por 5 min,
se decantd y se colocaron los tubos cerca de un mechero Bunsen para secar la
pastilla. Se resuspendio en 15 ul de agua con DEPC y se colocaron los tubos en bafio

(de) maria a 56T por 10 min. Se almaceno el RNA a -70C.

7.9 Sintesis de la cadena complementaria de DNA (cDNA)

Se adicionaron 2.5 pg de RNA total y 1 pl de oligo dT (0.025 pg, Roche) en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml, se homogenizd con vortex por 15 s, y se mantuvo la reaccién en
bafio (de) maria a 70C por 10 min. Se dejé enfriar a temperatura ambiente y se
agregaron 11 pl de la mezcla de reaccion (Buffer de Transcriptasa Reversa (RT) 1x,
10mM DTT, 200uM dNTPs, 10 U inhibidor de RNAsa y 100 U TR). Se homogeniz6, y
se colocaron los tubos a 37T por una 1 h en bafio (de) maria. Se almacend el cDNA a
-20C.
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7.10 Extraccion de DNA total de biopsias

A las muestras procesadas con TRIzol que contienen DNA-proteina se les agreg6 300
ul de etanol al 100%. Se mezclaron por inversion y se mantuvieron por 5 min a 4.
Se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min a 4C. Se precipitaron las pastillas con 1 ml
de 0.1 M de citrato de sodio en etanol al 10%. Se colocaron los tubos a temperatura
ambiente con agitacion por 30 min y se centrifugaron nuevamente. Se decantd el
sobrenadante y las pastillas se resuspendieron con 1.5 ml de etanol al 75%. Se
mantuvieron a temperatura ambiente por 10 min con agitacibn en vortex, se
centrifugaron, y se dejaron secar las pastillas cerca de un mechero. Se resuspendieron
en 30 pl de agua estéril y se colocaron los tubos en bafio (de) maria a 90C por 10

min. El DNA se almaceno a -20<C.

7.11 Amplificacién por PCR de una region conservada del VPH
Se determing si existia DNA del VPH en las muestras del cérvix obtenidas al amplificar
por PCR la region conservada de L1 del DNA viral, utilizando los siguientes
oligonucleétidos ya reportados:?*®
Sentido 5 CGTAAACGTTTTCCCTATTTTTTT 3’
Anti-sentido 5 TACCCTAAATACTCTGTATTG 3

La reaccion se realizdé en un volumen total de 50 ul conteniendo: 1 ug de DNA,
0.2 mM deoxinucleétidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 30 pmol de cada uno
de los oligonucleodtidos, buffer de reaccion 1X, 1.5 mM MgCl,, y 2 U de Tag DNA
polimerasa recombinante. Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en
un Mastercycler PCR Gradient (Eppendorf, Germany) con las siguientes condiciones:
5 min a 95C; después 40 ciclos a 95 por 1 min, 4 8T por 90 s y 72T por 2 min. Por
altimo, un ciclo de extension a 72T por 5 min. Los productos de PCR de ~260 pb
fueron separados por peso molecular en geles de poliacrilamida (PAGE) al 6%

tefiidos con bromuro de etidio y visualizados por UV.

7.12 Determinacion del tipo de VPH

Los productos de PCR fueron digeridos con enzimas de restriccion y el tipo viral se
determiné en base a los patrones de digestién enzimatica (RFLP) reportados por
Yoshikawa 1991.%%° Tabla 6.
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TABLA 6. TIPIFICACION DE ALGUNOS VPH POR RFLP.

Enzimas

Rsal

Dde |

Hae lll

Hinf |

Xba |

*Productos de restriccion en pares de bases (pb)

7.13 Citometria de flujo

Para corroborar la presencia de linfocitos T infiltrantes del tumor en algunas biopsias
obtenidas, se determind por citometria de tres colores, la proporcién de células T CD3*
que presentaran los marcadores de superficie CD4* o0 CD8". <5 x 10° CMSP y < 2 x
10° LIT fueron tefiidos con el anticuerpo Opticlone CD4-FITC/CD8-PE/CD3-PECY5
(Coulter, Marseille, France). Se utilizd un control de isotipo respectivo obtenido de BD
Biosciences, San José, CA and Coulter. Después de incubar las células con los
anticuerpos a 4T por 30 min, se lavaron con buffer de lavado y se fijaron con
paraformaldehido al 1%. La citometria de flujo se realiz6 en un aparato FACS Calibur
de BD. Los datos fueron adquiridos con un software Cell Quest utilizando los
pardmetros de forward and side scatter con 10,000 eventos. Se utilizé la region
leucocitaria para medir la proporcion de células T. El programa WinMDI versién 2.8 fue

utilizado para analizar los resultados.

7.14 Inmunohistoquimica

La presencia y localizacion in situ de células T CD3", CD4" y CD8" fue analizada por
inmunohistoquimica. Se lograron obtener biopsias de cérvix de 15 pacientes que
participaron en el estudio, pero solo se analizaron por inmunohistoquimica las biopsias

de seis pacientes que conservaban la lesion diagnosticada. Se hicieron cortes
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histolégicos de 4 um con micrétomo de las biopsias embebidas en parafina. Se tifieron
los cortes histologicos utilizando un aparato con sistema automatizado para tincion
histologica de Ventana Medical Systems Inc., Tucson.

Después de la incubacion con los anticuerpos especificos, se agregd a las
laminillas un anticuerpo conjugado con peroxidasa de rabano y se revel6 con 3, 3-
diaminobencidina. Las laminillas fueron examinadas en un microscopio con objetivo de
400x para contar el numero de células tefiidas por campo en las areas definidas y el
area del tejido fue medida con un software Leica Qwin (Wetzlar, Germany). Las
imagenes fueron salvadas con el programa Leica Meteor Live Image. EI numero de
células positivas en regiones normales, con lesibn escamosa o CaCU, del estroma y
del epitelio cervical, fue expresado como nimero de células por pm? del area total del

tejido.

7.15 Ensayo de estimulacion y proliferacion de linfocitos T periféricos e

infiltrantes del tumor
Se determiné la respuesta ante mitdgenos especificos como PHA y anti-CD3, de los
linfocitos T periféricos e infiltrantes del tumor de las pacientes, mediante el método de
incorporacion de timidina marcada con tritio radiactivo (metil ®*H-timidina). Brevemente,
8 x 10* células obtenidas de pacientes o donadoras sanas fueron estimuladas con
PHA o anti-CD3 (adherido previamente a la caja, a 4C toda la noche) a una
concentracion final de 5 pg/ml y 0.5 pg/ml respectivamente en 200 pl de RPMI al 10%.
Los cultivos se realizaron por triplicado en cajas estériles de 96 pozos con fondo en U
(Corning Costar Corp., NY, USA). Se incubaron por 72 h a 37C con 5% CO,. Se
agreg6 1 pCi por pozo de metil ®H-timidina (6.7 Ci/ mmol, NEN Life Science Products,
Inc., Boston, MA, USA) 12 h antes de terminar el periodo de incubacion. Se
cosecharon las células en papel filtro y la incorporacién al DNA de timidina radiactiva
fue cuantificada en un contador de centelleo liquido. Los resultados se obtuvieron en
cuentas por minuto.

NOTA: Todo el procedimiento de proliferacion antes de cosechar las células fue

realizado en condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar con

proteccion adecuada. Se separaron correctamente desechos biolégicos vy

radiactivos.

7.16 RT-PCR de citocinasy CD3 ¢
Se analizé la presencia o ausencia del RNAm de citocinas Thl, Th2 y Th3, y de CD3(

en 2 x 10° CMP y en <1 x 10° LIT. Las células fueron estimuladas bajo las mismas

48



condiciones que se mencionaron anteriormente en presencia de PHA para el analisis
del RNAm de citocinas y con anti-CD3 para la expresion de CD3(. En este caso, las
células fueron incubadas en cajas de seis pozos estériles durante 15 h.

El RNA total fue aislado de las células no adherentes usando el reactivo de
TRIzol. Se realizo la sintesis de cDNA de acuerdo a las condiciones establecidas por
Invitrogen. Se utilizaron 2.5 yg de RNA para la sintesis de cDNA en presencia de 200
U de transcriptasa reversa M-MLV. Se determin6 por PCR la expresion de citocinas y
de CD3C. Las reacciones se realizaron en un volumen total de 25 pl conteniendo: 1 pl
de cDNA, 0.2 mM dNTPs, 15 pmol de cada uno de los oligonucleétidos, 2 mM MgCl,,
buffer de reaccion 1X y 1 U de Taq DNA polimerasa recombinante. Se amplificé el gen
constitutivo B2 globulina para verificar la integridad del cDNA. Las secuencias de los
oligonucledtidos utilizados y los ciclos de amplificacion por PCR (5 min de
desnaturalizacion a 94<C, 30-40 ciclos de alineamie nto, y un ciclo de extension final de
5-10 min a 72C) se detallan en la tabla 7. Los productos de PCR fueron separados en

6% PAGE, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados por UV.

TABLA 7. OLIGONUCLEOTIDOS Y CONDICIONES DE PCR

Gene Secuencia de oligonucledtidos Producto Ciclos
de PCR de
alineamiento
Interleucinas
L2 S 5 CATTGCACTAAGTCTTGCACTTGTCA3 305 pb 94<C- 1 min
AS 5'CGTTGATATTGCTGATTAAGTCCCTG3 68T- 1.5 min
72C- 2 min
IFN-y*%° S 5'ATCAGCAGCGACTCCTTTTCCGCTT3 427 pb 95C- 1 min
AS 5'GAAAGCCTAGAAAGTCTGAATAACT3 60T -1 min
72T -1 min
|L-4%%¢ S 5ACTCTGTGCACCGAGTTGACCG3’ 197 pb 94<C- 40s
AS 5'GTCGAGCCGTTTCAGGAATCG3' 60C- 1 min
72C- 1 min
IL-10%87 S 5'ATGCCCCAAGCTGAGAACCAAGACCCA3 351pb 94<C- 1 min
AS 5'CTCTCAAGGGGCTGGGTCAGCTATCCCA3' 65C- 1 min
72C- 1 min
TGF-p1*’ S 5'GCCCTGGACACCAACTATTGCT3 161pb 94<C- 1min
AS 5'AGGCTCCAAATGTAGGGGCAGG3 60C- 1 min
72C- 1 min
Cadena del TCR
cp3?® S 5'CTCTGCTACCTGCTGGATGGAA3 380 pb 94C- 1 min
AS 5'ATGTGAAGGGCGTCGTAGGT3 64C- 45s
72C- 1.5 min
Constitutivo
B2u- S 5'ACCCCCACTGAAAAAGATGAGTAT3’ 100 pb 94<T- 30s
globulina®®  AS 5ATGATGCTGCTTACATGTCTCGAT3 60C- 1 min
72C- 1 min

*Citas. S= oligonucledtido sentido, AS= anti sentido.
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7.17 Andlisis estadistico

Los datos de proliferacién de linfocitos periféricos e infiltrantes del tumor de cada
paciente fueron expresados como la desviacion estdndar promedio (xDE). La prueba
de andlisis de varianza se utiliz6 para: estimar diferencias en edad de acuerdo al
estado de salud (o estadio de la enfermedad), diferencias en la proliferacion de
linfocitos T periféricos estimulados respecto al estado de salud, diferencias entre 4
grupos estratificados de edad y proliferacion de linfocitos T periféricos estimulados. La
prueba de Scheffé nos permitié evaluar las diferencias significativas entre estos
grupos. Se utilizo la prueba t de Student para estimar las diferencias de proliferaciéon
entre linfocitos T estimulados periféricos e infiltrantes de mujeres con CaCU. La
asociacion entre la proporcién de muestras positivas para el RNAm de las citocinas o
de CD3C en linfocitos T periféricos y la edad estratificada, estado de salud o los grupos
de proliferacion en linfocitos T periféricos se calcul6 por la prueba de Chi cuadrada. La
relacion entre la presencia del RNAm de las citocinas y la de CD3¢ en linfocitos T
periféricos se estudié con la prueba exacta de Fisher. También se utiliz6 esta prueba
para determinar la proporcién de muestras positivas para la presencia del RNAm de
las citocinas o de CD3(C en linfocitos T periféricos e infiltrantes del tumor de 12 mujeres
con CaCU. Las diferencias estadisticas en todas las pruebas fueron consideradas

significativas cuando los valores p eran menores de 0.05.

8 RESULTADOS

8.1 Determinacion del tipo viral a partir de DNA de los tejidos cervicales

Las oncoproteinas del VPH intervienen en diferentes procesos celulares incluyendo la
respuesta inmune. De tal manera que el tipo viral puede determinar en parte el
transcurso de la enfermedad en base a la capacidad oncogénica de sus proteinas. Por
lo que en el presente trabajo se detecto por PCR, la presencia del VPH en biopsias y
raspados cervicales de las pacientes en estudio. Para tener una referencia de los tipos
virales en nuestra poblacion de estudio, se determiné el tipo viral en base a patrones
de restriccion enzimatica, de acuerdo a lo descrito por Yoshikawa 1991. Tabla 6.%%

Se encontraron los tipos de VPH 6, 16, 18, 31, 33, 42, 52, 58; y dobles
infecciones con VPH 16/18, 16/31 y 52/33, en 20 de las 37 muestras analizadas por
histopatologia o PCR. Tabla 8. El 24.2% del total de las muestras analizadas por PCR
fueron positivos para VPH 16, el 21.2% para el VPH 18, el 12.2% para VPH 33,y 6.1%

fueron positivas para VPH 31. Asi, los tipos virales 16 y 18 son los principales agentes
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causales de la enfermedad, seguidos de los tipos 31 y 33 como se ha reportado en
otros trabajos.?®® No se realiz6 el anélisis estadistico para comparar si el estadio de la
enfermedad o las otras variables analizadas se encontraban asociadas con algun tipo
viral debido al escaso niumero de casos analizados para la variedad de tipos virales

detectados.

TABLA 8. PRESENCIA DEL VPH EN BIOPSIAS O RASPADOS

CERVICALES DE LAS PACIENTES.

Tipo viral

Lesion Total* + (%) - (%) ND 6 16 18 33 42 58 DI

LIE 24 14(58.3)  6(25) 3(125)  28.3) 1(42) 1(4.2) 1(42) 1(4.2) 1(42) 4(16.7)

CaCU 13  13(100) 0(0) 4(30.8)  0(0) 2(15.4) 3(23.1) 2(15.4) 0(0) 0©0) 2(15.4)

Total 37 27(72.9) 6(16.2)  7(18.9) 2(5.4) 3(8.1) 4(10.8) 3(8.1) 1(27) 1(27) 6(16.2)

*Total de muestras analizadas por histopatologia o PCR para la presencia del VPH. +, VPH positivos por PCR. -,
VPH negativas por PCR. ND, tipo viral no determinado. DI, dobles infecciones. Nota : todos los VPH- son VPH+ por
histopatologia.

8.2  Proporcion y localizacion de células T en biopsias cervicales de
pacientes con CaCU

Para corroborar la presencia y proporciéon de linfocitos T infiltrantes del tumor en las
biopsias de cérvix, analizamos por citometria de flujo la relacion de células T CD4" o
CD8" periféricas e infiltrantes del cérvix en dos mujeres con CaCU, y la comparamos
con la relacion existente en linfocitos periféricos de dos mujeres sanas y de dos
mujeres con LIEBG. Las donadoras sanas y las mujeres con LIE presentaron una
relacion de células T CD4'/CD8" periféricas de 1.4 y de 1.7, respectivamente. Mientras
gue en las mujeres con CaCU esta relacion se invierte tanto en los linfocitos periféricos
(0.71) como en los infiltrantes del tumor (0.97). Lo cual sugiere que las células T CD8"
son las que predominan en mujeres con CaCU.

Como se menciond anteriormente, la localizacién, el tipo celular, el nimero de
células asi como la correcta activacion de células T, pueden determinar el grado de
avance de la enfermedad y tienen cierto valor prondstico de la progresion de . Por lo
cual se analiz6 por inmunohistoquimica, la distribucién de células T en el epitelio y
estroma de biopsias cervicales embebidas en parafina, de cinco mujeres con LIE

(incluyendo un carcinoma in situ y una region normal) y una mujer con carcinoma
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microinvasor del cérvix. En general se observaron mas linfocitos infiltrantes en el
estroma que en el epitelio independientemente del estadio de la enfermedad,
prevaleciendo las células T CD8". Figura 14, Tabla 9. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por citometria de flujo en CaCU de este trabajo, y con los ya
reportados por otros autores.!*1942012%% gin embargo, aln no existen reportes que
esclarezcan la causa de esta distribucion ni la inoperancia de las células T en los dos
compartimentos del cérvix de pacientes con CaCU. Esto es debido a la escasa
disponibilidad de muestra y de estas células en los compartimentos especificos.

EPITELIC ESTROMA

Figura 14. Mayor infiltracion de linfocitos T en el estroma que en el epitelio cervical de
mujeres con CaCU. Iméagenes representativas de la presencia de linfocitos T CD3", CD4" o
CD8" tefiidos por inmunohistoquimica.
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TABLA 9 PREDOMINIO DE LINFOCITOS T INFILTRANTES CD8 * EN EPITELIO Y
ESTROMA DE CERVIX EN MUJERES CON LIEAG O CACU.

®Células CD3 *Ki67"/ Células CD4 "/ Células CD8 "/

Regiones

con neoplasia
®Area (um ?)

Epitelio
No LIE (n=2) 8(+3) ¥/216719(+30045)" 0(0) 0(0)
LIEBG (n=3) 7(+4)/ 207530(+34829) 1(+1)/ 178251(+30508) 4(+5)/ 169847(+50235)
LIEAG (n=4) 11(+8)/ 204200(+46519) 4(+4)/ 203855(+45350) 8(5)/ 221495(+35194)
CaCU (n=1) 11(+4)/ 208064(+34342) 8(+9)/ 209708(+39649) 6(+4)/ 218879(+43421)
Estroma
No LIE (n=2) 13(+7)/ 188102(+67657) 3(+2)/ 219457(+38052) 0(0)
LIEBG (n=3) 32(+33)/ 135750(+66310) 9(+7)/ 163560(62100) 9(+10)/ 167950(+61374)
LIEAG (n=4) 90(+77)/ 198074(+44483) 24(+19)/ 207810(+42300)  34(+28)/ 215920(+37215)
CaCU (n=1) 133(¢129)/ 144753(+84078)  15(x17)/ 114030(+x86488)  30(+35)/ 124839(+81657)

*Andlisis por inmunohistoquimica de los datos obtenidos de cinco mujeres con lesiones intraepiteliales escamosas
(incluyendo un carcinoma in situ y tejido normal del cérvix) y de una mujer con CaCU microinvasor. Promedio del
nuimero de linfocitos® y de las areas obtenidas® de 10 diferentes campos analizados (400x) de cada region neoplasica
usando un microscopio compuesto y el programa LEICA. La DE se muestran en paréntesis. No LIE = cérvix normal en
las biopsias de pacientes.

8.3  Respuesta proliferativa de linfocitos T en pacientes con CaCU
La evidente infiltracién de células T citotoxicas CD8" y la escasa presencia de células
T CD4" en el tumor sugiere que existe una desregulacion en la respuesta de ambas,
ya que las células T CD4" son requeridas para la eficiente actividad citotoxicas de las
primeras. Con el propoésito de elucidar la funcionalidad de las células T durante el
desarrollo del CaCU, nosotros comparamos la proliferacion de linfocitos T periféricos e
infiltrantes del tumor de mujeres con CaCU o LIE, con la proliferacion de linfocitos T de
donadoras sanas. Analizamos 22, 19 y 27 muestras de linfocitos T periféricos de las
pacientes; y siete muestras de linfocitos infiltrantes del tumor. La proliferacion de estas
células se analiz6 mediante el método de incorporacion al DNA de timidina marcada
radiactivamente, para lo cual se estimularon estas células con fitohemaglutinina o anti-
CD3 durante 3 dias.

Se observd una diferencia significativa entre los diferentes grupos.

Particularmente, existio una menor proliferacion de linfocitos T periféricos en mujeres
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con CaCU que en linfocitos T de donadoras sanas cuando las células fueron
estimuladas con PHA (p=0.01) y anti-CD3 (p<0.05). Sin embargo, la diferencia en la
proliferacion de células T de mujeres con LIE y de donadoras sanas no fue
significativa. Esto indica que las células T de mujeres con LIE no presentan una
alterada respuesta proliferativa lo cual es de suponerse ya que en estas pacientes
puede haber regresién de las lesiones cervicales. Figura 15 .
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Figura 15. Baja respuesta proliferativa de células T periféricas en mujeres con CaCuU
respecto a mujeres sanas y con LIE.  Estimulaciéon por 72 h con mitdgenos o sin mitégenos
(RPMI al 10%). Resultados representativos del promedio de cpm (xDE) de los cultivos por
triplicado para cada muestra. Se observa diferencia significativamente estadistica en la
proliferacion de linfocitos T entre los grupos de estudio mediante la prueba de ANOVA.
p=0.036, estimulados con anti-CD3 y p< 0.001 con PHA.

Sin embargo, en las pacientes con CaCU, no solo la activacion de las células T
a través del TCR se encuentra alterada sino también la de vias alternas, ya que su
actividad proliferativa en presencia de ésteres de forbol (PMA, Phorbol-Myristate
Acetate) y ionéforos de calcio (lonomicina) es menor que la observada en pacientes
con LIE o mujeres sanas. Figura 16 .
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Figura 16. Baja respuesta proliferativa a diferentes mitégenos en células T de mujeres

con CaCU. Estimulacion por 72 h en presencia de 5 pyg/ml anti-CD3, 5 pg/ml PHA o 10ng/ml
PMA y 1 pg/ml lonomicina. Resultados representativos del promedio de cpm (+DE) de los
cultivos por triplicado para cada muestra.

El analisis de proliferacion de los linfocitos T infiltrantes del tumor demostré que
estas células tienen en general una respuesta nula a los mitégenos utilizados. De
manera que al comparar la proliferacion de estas células con las de sangre periférica
de las mismas pacientes se observa una diferencia significativa. Esto indica
claramente que la respuesta proliferativa de linfocitos T periféricos de mujeres con

CaCuU es deficiente mientras que los linfocitos infiltrantes no responden. Figura 17 .
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Figura 17. Nula respuesta proliferativa de linfocitos infiltrantes del tumor comparada con

la respuesta de células T periféricas de mujeres con CaCuU. Estimulacion por 72 h en
presencia de 0.5 pyg/ml anti-CD3, 5 ug/ml PHA o sin mitégeno (RPMI al 10%). Resultados
representativos del promedio de cpm (xDE) de los cultivos por triplicado para cada muestra.
Solo se observa diferencia significativamente estadistica entre las dos poblaciones celulares
estimuladas con PHA mediante el analisis con la prueba t de Student (p<0.001).

Se sabe que la respuesta inmune tiende a disminuir en personas sanas de 70
afios de edad o mayores.”*® Aunque ninguna de las pacientes analizadas en el
presente trabajo tuvo 70 afios 0 mas; se analiz6 estadisticamente cual era el promedio
de edad de las pacientes y si esta variable estaba asociada con la respuesta
proliferativa. Se determind con la prueba de Scheffé que las pacientes con CaCU
analizadas en este trabajo tuvieron un promedio de edad de 46 afos, que fue mayor
qgue el de mujeres con LIE y donadoras sanas (promedio 34, ambas p<0.001). Esto
concuerda con el promedio de edad (45.1 -48.6 afos) de mujeres con estadios
iniciales del CaCU (estadios I-Il) reportado en otros trabajos.®* No se encontré
relacion entre la edad y la disminuida proliferacion de células T en mujeres con CaCU

al compararlas con las donadoras sanas (anti-CD3, p=0.834; PHA, p=0.321).

8.4  Patron de citocinas en células T de pacientes con CaCU
Otra caracteristica que determina el estado funcional de las células T es la produccién
de citocinas. Estas juegan un papel muy importante en el desarrollo de la enfermedad

al regular la respuesta inmune. Por lo que se analiz6 la presencia del RNAm de las
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principales citocinas Thl, Th2, Th3 en linfocitos T periféricos e infiltrantes del tumor de
mujeres con LIE o CaCU, y se compararon los resultados con los de linfocitos T
periféricos de donadoras sanas. En la Figura 18 se ejemplifica la expresion del RNAm

de las citocinas y el gen constitutivo en algunas pacientes con LIEAG.

L50 2 3 4 5 6 7 1IKb2 3 4 5 6 7

IL-4

L50 2 3 4 5 6 7 L50 2 3 4 5 6 7

Figura 18. Geles representativos del andlisis por RT-PCR de la expresion de citocinas
Thl, Th2 y Th3 en linfocitos periféricos estimulados con PHA de mujeres con LIEAG.
Geles de poliacrilamida al 6%. Carril: 1) Marcador de peso molecular; 2) Control sin cDNA, 3)
Control +, cDNA de mujeres sanas, 4-7) cDNA pacientes. 2-uG, gen constitutivo B2
microglobulina.

Existe un numero significativamente menor de muestras positivas para el
RNAmM de IL-2, IL-10 e IFN-y en los estadios avanzados de la enfermedad. El nimero
de muestras positivas para IL-4 y TGF-B1 fue similar en los grupos de estudio; aunque
mayor respecto a los mensajeros de las otras citocinas en mujeres con CaCU. Tabla
10. Estos resultados indican que los linfocitos T periféricos de pacientes con CaCU
tienen una disminuida respuesta pro-inflamatoria que hace preponderar una respuesta
Th2/Th3 no efectiva para eliminar el tumor. Ademas, se observa en estas pacientes
que la presencia del RNAm de IL-10 en células T periféricas no es tan frecuente como
se reporta en suero y biopsias de cérvix de pacientes con CaCU en otros estudios.
Esto sugiere que esta citocina proviene de otras células, siendo la principal fuente las

células tumorales.
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TABLA 10. MENOR NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS PARA LOS RNA
DE CITOCINAS TH1 E IL-10 EN LINFOCITOS T PERIFERICOS
DE MUJERES CON CACU.

No. de mujeres (%)

Citocinas Sanas n=26 LIE n=20 CaCU n=20 valor p*
IL-2 22(84.6%) 14(70%) 10(50%) p = 0.040
IFN-y 23(88.5%) 18(90%) 10(50%) p = 0.002
IL-4 20(76.9%) 16(80%) 16(80%) p = 0.956

IL-10 19(73.1%) 8(42.1%) 5(25%) p =0.004
TGF-B1 20(76.9%) 12(63.2%) 14(70%) p = 0.602

Andlisis por RT-PCR de la presencia de citocinas en linfocitos periféricos estimulados con PHA. *Asaciacion entre las
muestras positivas y el estado de salud con la prueba Chi-cuadrada.

Resulta importante conocer si el patrén de citocinas en linfocitos T periféricos
es similar al que presentan los infiltrantes del tumor en mujeres con CaCU, ya que en
la practica clinica es mas facil obtener sangre periférica que nos indique el estado
inmunoldgico de la paciente. Existe una tendencia a haber menor cantidad de
muestras positivas para la mayoria de las citocinas en linfocitos infiltrantes del tumor
comparados con los linfocitos periféricos. Sin embargo, al hacer el andlisis estadistico
de los datos en estas poblaciones no se encontré una diferencia significativa para
cualquiera de los mensajeros de citocinas, excepto para el RNAm de IL-4; el cual se
observé en mas muestras de linfocitos T periféricos que en infiltrantes del tumor. Esto

muy probablemente se deba al nUmero de muestras analizadas. Tabla 11.
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TABLA 11. PREDOMINIO DE MUESTRAS POSITIVAS PARA EL RNA  DE
TGF-B EN LINFOCITOS T INFILTRANTES DEL TUMOR.

No. de casos (%)

Citocinas CMP ( n=12) LIT (n=10) Valor p*
IL-2 8(66.7%) 3(30%) p = 0.099
IFN-y 8(66.7%) 4(40%) p = 0.206
IL-4 10(83.3%) 4(40%) p=0.048
IL-10 3(25%) 1(10%) p = 0.368
TGF-B1 8(66.7%) 6(60%) p = 0.546

Andlisis por RT-PCR de la presencia de citocinas en linfocitos periféricos e infiltrantes del tumor de mujeres con CaCU
estimulados con PHA. *La relacion en la proporcién de muestras positivas entre ambas poblaciones celulares fue
estudiada con la prueba de Fisher.

Interesantemente el RNAm de TGF-Bl se encontr6 en mas muestras de
linfocitos infiltrantes en comparacion con el resto de los RNAm de las otras citocinas.
Cuando se analizan los resultados individuales esta citocina es la Unica que se
expresa en tres muestras de linfocitos infiltrantes del tumor; mientras que en linfocitos
periféricos de las mismas pacientes se expresan todas las citocinas excepto IL-10, y
dos de estas Ultimas muestras presentan una baja respuesta proliferativa a anti-CD3.
Por el contrario, en tres mujeres con CaCU cuyos linfocitos T periféricos tienen una
buena respuesta proliferativa, se observa expresion de la mayoria de las citocinas,
especialmente IL-2 e IFN-y en linfocitos periféricos e infiltrantes del tumor. Esto podria
indicar que una correcta respuesta inmunoldgica asociada a citocinas Thl de linfocitos
T periféricos en pacientes con CaCU esta acompafiada de una mejor respuesta de los
linfocitos infiltrantes del tumor, y probablemente de un mejor prondstico para estas
pacientes.

Los resultados hasta aqui mostrados indican que en el ambiente tumoral
existen mas factores que inhiben tanto la infiltracion como la capacidad funcional de
las células T in situ. Ademas, alteraciones en los linfocitos de sangre periférica pueden
ser indicio de mayores cambios en el cérvix.

La interaccion de IL-2 con su receptor es necesaria para regular la proliferacion
de células T inducida por los antigenos. Sin embargo, cuando prevalece la produccién
de IL-4 en una respuesta de células T, la proliferacion puede estar restringida a células
Th2.2°2 Por lo que se analizé si existia una asociacién entre los mensajeros de las
citocinas y los datos obtenidos en tres grupos de proliferacion de linfocitos T

periféricos. No se encontré asociacion estadistica entre estas variables. Tampoco se
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encontro relacion alguna con los datos por edad estratificada. Lo cual sugiere que la
menor frecuencia de muestras positivas para el RNAm de citocinas Thl en mujeres
con CaCU es debida a la enfermedad y no al proceso de envejecimiento de los
linfocitos T humanos, caracterizado por una deficiencia general en la induccion de

genes cuyos productos son requeridos para la fase S del ciclo celular.?*?

8.5 Presencia del RNA mensajero de CD3 ¢ en linfocitos periféricos e

infiltrantes del tumor

Hasta el momento se desconoce el mecanismo molecular exacto por el cual las
células T son inhibidas en las pacientes con CaCU. Sin embargo, estudios previos
demuestran que existe una expresion disminuida de la proteina CD3¢ en células NK 'y
linfocitos T periféricos asi como en los tumores primarios de mujeres con CaCU.?%%%""
"2 Esto sugiere que la ineficiente funcién de las células T en estas pacientes puede
estar asociada a la alterada expresion de CD3C.

Debido a que no existen reportes sobre la expresion del RNAm de CD3( en
mujeres con CaCU; se examin0 por RT-PCR la presencia de este en linfocitos T
periféricos e infiltrantes de las pacientes con diferentes estadios de la enfermedad.
Para lo cual se realiz6 el disefio de oligonuclettidos que comprendieran la region
codificadora de CD3C y su isoforma de splicing CD3n utilizando el programa Vector
NT1. A partir de la cadena complementaria de DNA, se amplificaron por PCR 380 pb
de las 492 pb que corresponden al marco de lectura abierto de este gen. Se corroboré
la amplificacion de este producto al digerir con Pstl el fragmento de DNA amplificado,
que genera fragmentos de 252 pb y 134 pb, correspondientes a los tamarfios
esperados en base al mapa de restriccion reportado para la cadena complementaria
de CD3¢. Figuras 19y 20 .

Pstl(113) Pstl{416} Apal{793) Apali1269)
BamHI(156)
| [
- Pstl(505) Fstl(1118)
Region
Amplificada
{386 pb)
1472 pb

Figura 19. Mapa de restriccion del cDNA de CD3 .
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386 pb

252 pb

134 pb

Figura 20. Digestién con Pst | del fragmento amplificado por RT-PCR de la cadena ( de
linfocitos T periféricos estimulados con 0.5 pg/ml anti-CD3 por 16 h. Gel de poliacrilamida
al 6%. Carriles: 1,4) Marcador de peso molecular L-50; 2) Producto de PCR; 3) Digestion con
Pst | del producto amplificado.

Se analizé la presencia del RNAmM de CD3C en 32 muestras de linfocitos T
periféricos estimulados con anti-CD3 de donadoras sanas, 20 de mujeres con LIE y 20
de mujeres con CaCuU; y en 10 muestras de linfocitos infiltrantes del tumor. Se observo
asociacion entre la progresion del CaCU y un menor numero de muestras positivas
para la expresion del RNAm de CD3¢, lo cual fue mas evidente en muestras de
linfocitos infiltrantes. Figuras 21y 22 .
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Figura 21. Disminucion en sangre periférica del nimero de muestras positivas para el
RNAmM de CD3{ durante el desarrollo del CaCU. Analisis por RT-PCR de linfocitos T
periféricos estimulados con 0.5 pg/ml anti-CD3 durante 15 h. La asociacion entre la proporcion
de muestras positivas para CD3C y el estado de salud fue calculada con la prueba de Chi-
cuadrada (p< 0.001).
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Figura 22. Menor nimero de muestras positivas para el RNAm de CD3 ¢ en linfocitos T
infiltrantes del tumor que en linfocitos periféricos de mujeres con CaCuU. Andlisis por RT-
PCR de linfocitos T estimulados con 0.5 ug/ml anti-CD3 durante 15 h. No hubo asociacién
significativa en la proporcién de muestras positivas para CD3( entre las dos poblaciones
celulares al usar la prueba exacta de Fisher.

Posteriormente determinamos si el nimero de muestras positivas para
expresion del RNAmM de CD3C correlaciona con la baja proliferacion de células T en
mujeres con CaCU. Interesantemente hubo una correlacion significativa entre estas
dos variables cuando se estimularon a las células con anti-CD3 (p= 0.04). Esto sugiere
gue la funcion disminuida de las células T correlaciona con alteraciones en la
activacion a través del TCR que conducen a la progresion del CaCuU.

Las citocinas son proteinas multifuncionales que regulan diferentes procesos
celulares entre ellos la activacion, maduracion y diferenciacion de diversos tipos
celulares.?®* Por lo que se evalud la relacion existente entre la presencia del RNAm de
citocinas y el RNAm de CD3C en linfocitos periféricos (LP) de los diferentes grupos de
estudio; y entre los LP y los LIT de las mujeres con CaCU. Se encontr6 una
asociacion positiva significativa entre las muestras positivas para los RNAm de
CD3¢/IL-2 (LP, p=0.011, LP comparados con LIT, p=0.015) y CD3C/IFN-y (LP,
p=0.012, LP comparados con LIT p=0.038). Interesantemente, se observdé una
relaciéon inversa entre el nUmero de muestras positivas para el RNAm de IL-10 y CD3(
en linfocitos periféricos (p=0.029). No se encontré una asociacién entre las muestras

que expresaron CD3C e IL-4 (o TGF-B1) en linfocitos periféricos. Sin embargo, la
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presencia del RNAm de IL-4 se asocié positivamente con la de CD3( cuando se
compararon linfocitos periféricos e infiltrantes (p=0.026). Por lo anterior se deduce que
la expresion Optima del mensajero de CD3( esta asociada con la expresion de los
mensajeros de IL-2 y de IFN-y, lo cual muy probablemente ocurra también en las
respectivas proteinas.

Se evaluo si la edad estratificada estaba relacionada con la presencia del
RNAmM de CD3C. Una menor proporcién de muestras positivas para este mensajero fue
encontrada en las pacientes pero no en mujeres sanas = de 50 afios de edad (p =
0.040). Esto sugiere gue otros factores relacionados con la enfermedad determinan

esta asociacién entre la edad y la presencia del RNAm de CD3( en las pacientes.

9 DISCUSION

Los resultados presentados en este estudio demuestran que los linfocitos T de las
pacientes tienen alteraciones funcionales que pueden estar asociadas a factores
encontrados en los estadios avanzados de la enfermedad, independientes de la edad.
Asi, se observa que la respuesta de células T de mujeres con LIE es muy similar a la
de donadoras sanas. Mientras que en las pacientes con CaCU disminuye la capacidad
proliferativa, la presencia de mensajeros de citocinas Thl y la de CD3C en linfocitos T
periféricos. Estas alteraciones fueron mucho mas evidentes en los linfocitos infiltrantes
del tumor, lo cual indica que el grado de inhibicion de la funcionalidad en células T
depende de su proximidad al sitio primario del tumor. Esto ha sido demostrado in vitro
en células T provenientes de sitios cercanos al tumor que presentan baja respuesta a
mitdgenos e IL-2.134%%

Similar a lo observado en el presente trabajo, las citocinas Thl, IL-2 e IFN-y,
disminuyen en sobrenadantes del cultivo de células mononucleares periféricas,'** en
sangre®® y en plasma'®® de mujeres con LIEAG o CaCU. Por el contrario, Sheu®® y
Santin,*** encuentran un patrén de citocinas Th1l en linfocitos T periféricos de mujeres
con CaCU. Aungue no hubo significancia estadistica entre los grupos de estudio, en el
presente trabajo prevalecio la expresion del RNAm de IL-4 en los linfocitos T
periféricos de mujeres con CaCU. Esto concuerda con la elevada produccion de esta
citocina en células mononucleares periféricas'®? pero se opone a los bajos niveles
encontrados en plasma'® y en linfocitos T periféricos'®>*** de mujeres con LIE o
CaCU. Ademas, se encontré que la expresion del RNAm de IL-10 disminuye tanto en
linfocitos periféricos como en los infiltrantes del tumor en estadios avanzados de la

enfermedad; similar a lo reportado en sangre por Bais et al.*®°, y contrario a lo
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observado en cérvix'®® y en sangre periférica’®*'®®* de mujeres con LIE por otros
autores. La menor presencia de los mensajeros de citocinas en los linfocitos infiltrantes
del tumor no fue significativa al comparar linfocitos periféricos e infiltrantes de mujeres
con CaCU. Excepto IL-4, que se observa en menor nimero de muestras de linfocitos
infiltrantes contrario a lo reportado por Sheu et al.'®**** Interesantemente, encontramos
gue el 60% de estas células expres6 TGF-1, de las cuales el 30% solo expreso esta
citocina.

Las diferencias encontradas en el tipo de citocinas producidas por las células T
en los diversos reportes pueden deberse a los métodos o mitégenos utilizados, a la
presencia de otras células como fuente de estas citocinas, al estadio de la
enfermedad, al nimero de muestras o incluso a la poblacién analizada.

Por lo anterior, en el presente trabajo se confirma que existen menos muestras
positivas para los RNAm de IL-2 e IFN-y, predominando IL-4 en linfocitos T periféricos
y prevaleciendo TGF-B1 en linfocitos infiltrantes de mujeres con CaCU. Asi, estas
mujeres presentan un alterado patrén de citocinas que favorece el desarrollo del
CaCuU.

Ademads, estos resultados apoyan los ya reportados sobre la presencia de
células T reguladoras (Treg) en nédulos linfaticos de mujeres con CaCU.** Debido a
gue los linfocitos infiltrantes aqui estudiados presentan caracteristicas semejantes a
las de células regulatorias; que al ser estimuladas a través del TCR producen altas
cantidades de TGF-B1, baja expresion de IL-4 e IL-10 y carente expresion de IL-2 e
IFN-y.?*" Las células Treg inhiben la activacién y proliferacion de otras células por
contacto entre célula-célula o al producir IL-10 o TGF-1, evitando asi una respuesta
inmune inflamatoria.?*®?* TGF-B1 induce la transcripcion del factor transcripcional
especifico de células Treg, FOXP3; el cual participa en la diferenciacion a nivel
periférico de células T virgenes CD4* CD25 hacia una poblacién de células Treg.*®
Por lo que TGF-B1 o IL-10 favorecen la diferenciacion y expansion de células
Th2/Tc2'® o Treg®* generando tolerancia inmunoldgica.

De esta manera, la persistencia del VPH y la expresion elevada de TGF-B1 e
IL-10 en el microambiente tumoral, entre otros factores, pueden inducir la acumulacion
de células T anérgicas con mayor frecuencia en el cérvix que en periferia.*®?

Interesantemente observamos una mejor respuesta proliferativa en linfocitos
periféricos cuando estos y los infiltrantes del tumor en una misma paciente expresan
casi todas las citocinas, especialmente IL-2 e IFN-y. Esto sugiere que las citocinas Thl
son cruciales para eliminar la infeccion o lesiones del cérvix en el inicio de la
enfermedad sin que se pierda el balance dinamico de citocinas Th1/Th2. Sin embargo,

cuando no se logran revertir estas lesiones y continua el virus presente, predominan
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las citocinas Th2 y posteriormente las Th3 para evitar los dafios provocados por una
inflamacién prolongada, pero que finalmente pueden repercutir en el desarrollo de la
enfermedad.

Sin embargo, antes de que esto ocurra el sistema inmunologico tiene diferentes
mecanismos que le permiten evitar estos dafios en el organismo. Estudios recientes
sugieren que la funcién alterada de células T y la baja expresion de CD3¢ pudiera ser
un mecanismo fisiolégico para potencialmente prevenir las consecuencias de una
prolongada respuesta inflamatoria.’®® Asi, se observa que las pacientes con CaCU
presentan baja expresion de CD3( en células T periféricas, en células asesinas
naturales o NK y en linfocitos infiltrantes del tumor.?”**"? En el presente trabajo se
demostré por primera vez que no solo la proteina reportada por otros autores sino que
también el RNAm de CD3C disminuye conforme avanza la enfermedad. Ademas, la
presencia de este mensajero esta relacionada con la baja proliferacion de linfocitos T
periféricos estimulados con anti-CD3, sugiriendo que muy probablemente la via de
sefalizacién a través del TCR se encuentre alterada, ya que también se observa que
la expresion de este mensajero se asocia con la de citocinas proinflamatorias como IL-
2 e IFN-y. Por lo que probable en las muestras negativas para el RNAm de CD3¢
existan bajos niveles de la proteina, regulando asi funciones importantes de las células
T como son la proliferaciéon y produccién de citocinas.

Por lo anterior, diferentes mecanismos pudieran participar en la disminuida
expresion de CD3C en células T de mujeres con CaCU, entre ellos son: la baja
estabilidad de las isoforma del gen,®** la accién de las caspasas en las células T
apoptéticas,®® el estrés oxidativo inducido por macréfagos,®® la accién de la proteina
cinasa GCN2 (General Control Non- derepressing-2) que responde a los bajos niveles
de triptofano,®®’ y los bajos niveles de L-arginina que reducen la vida media del RNAm
de CD3Z.*® Interesantemente, diversas enzimas que participan en estos mecanismos
se encuentran altamente expresadas en células presentadoras de antigeno de
muijeres con LIE o en células tumorales de mujeres con CaCU.**3'! Y son: la enzima
indolamina 2, 3 dioxigenasa (IDO), que cataboliza el triptéfano y regula la proteina

cinasa GCN2,3%?

y el receptor E-prostanoide-4 de prostaglandina E2 (PGE,) y la
ciclooxigenasa-2 (COX2) que inducen la arginasa 1.*** Particularmente, la transcripcion
de COX2 es inducida por las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16.*"* Es de suma
relevancia notar que estas enzimas y los efectos tardios del catabolismo del triptéfano
(via TGF-B) favorecen la actividad de células Treg al inducir la expresion de
Foxp3.373%% | as células Treg producen TGF-B que suprime la actividad cito toxica

+ 316

especifica contra el tumor de células T CD8 y pueden inducir la diferenciacién de

células dendriticas para que secreten altos niveles de IL-10, TGF-B bioactivo y bajos
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niveles de IL-12p70.3” A manera de retroalimentacion, las células dendriticas son
reclutadas a los nddulos linfaticos y estimulan la proliferacion de células Treg a través
del receptor de TGF-B 11.3*® Mas adn, en presencia de PGE,, la respuesta de Thl es
suprimida y se induce una respuesta predominantemente Th2 con produccion de IL-4
e IL-5.%"°

Es importante destacar que la abundante expresion de TGF-f e IL-10 en
biopsias y en los fluidos del cérvix y vagina de mujeres con LIEAG o CaCU'®>18":320
deriva de varios de los mecanismos anteriormente mencionados. La expresion
aberrante de estas citocinas también se ha encontrado en otro tipo de canceres como
el de pancreas, mama y melanoma.®**** Ademas, altos niveles de estas citocinas en
suero de pacientes con cancer pancreatico correlacionan con la perdida de CD3C en
linfocitos infiltrantes,**” que pueden considerarse como marcadores prondstico o de
sobrevida no muy favorables.*” Resultados derivados en el laboratorio, del presente
trabajo, confirman que la exposicion prolongada in vitro de linfocitos T de donadoras
sanas en presencia de las recombinantes humanas de TGF-8 e IL-10 mantiene niveles
bajos de expresion de CD3(C e inhibe la proliferacion de estas células.

Hasta el momento se sabe que el VPH puede inducir la expresion de citocinas
como TGF-B e IL-10, que ademas de inhibir la funcion de las células T, aumentan la
expresion de proteinas del VPH, contribuyendo a la persistencia y progresion a CaCU
de las lesiones cervicales asociadas al virus. Por lo tanto, nosotros hemos contribuido
a elucidar el probable mecanismo de la baja respuesta de células T relacionado con la
ausente expresion del mensajero de CD3C en mujeres con CaCU. Aunado a esto se
demostré que no solo los linfocitos infiltrantes sino que también los linfocitos
periféricos de mujeres con CaCU presentan alteraciones funcionales a pesar de la
lejania con el tumor. Estas alteraciones funcionales como son la anergia, prevalencia
de mensajeros de citocinas Th2 y probable presencia de Treg esta caracterizada por la
baja respuesta proliferativa, baja expresion del mensajero de CD3( y alterada
expresion de los RNAm de citocinas (y por lo tanto de las proteinas) generando una
ineficiente respuesta inmune que favorece el desarrollo del CaCU. Por lo que la
funcionalidad de los linfocitos periféricos puede servir como pardmetro del tipo y
calidad de la respuesta inmune en las lesiones cervicales. Considerandose a CD3C
como marcador candidato del prondstico de la enfermedad. Asi, la respuesta
linfoproliferativa a péptidos especificos del VPH parece asociarse a la eliminacién de la
infeccion y a la regresion de las lesiones cervicales.?!! Por lo que resulta indispensable
gue ademds de la intervencién oportuna en las pacientes al realizar la prueba de
Papanicolaou y tratamientos especificos; se analice la respuesta inmune en los

diferentes estadios de la enfermedad de manera que se pueda generar suficiente
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informacion para la implementacién de inmunoterapias que no solo eliminen al virus
sino que modifiquen las alteraciones en la respuesta inmune que se originaron por la
presencia de este. De esta manera los esfuerzos por erradicar las lesiones o tumores

en el cérvix tendrdn mayor probabilidad de ser exitosos.

10 CONCLUSIONES

1. La presencia de DNA del VPH fue encontrada en 69% de las biopsias
analizadas, siendo los tipos de VPH 16, 18 y 33 los mas frecuentes. Es
importante mencionar que el 78% de las muestras de LIE diagnosticadas con
presencia de VPH por histopatologia fueron confirmadas por PCR.

2. A nivel local y periférico, existe mayor proporcion de células T CD8" en estadios
avanzados de la enfermedad. Lo cual demuestra una alterada relacion de
linfocitos T CD4" y linfocitos T CD8" es un indicio de cambios funcionales en
estas células.

3. La prevalencia de linfocitos (especialmente los CD8") en el estroma respecto al
epitelio cervical de mujeres con LIE y CaCU sugiere que durante la progresion
de la enfermedad, diversos factores inhiben la funcionalidad y migracién de las
células T en el epitelio del cérvix.

4. La baja respuesta proliferativa de linfocitos T periféricos e infiltrantes del tumor
de mujeres con CaCU demuestra que la funcion de estas células esta alterada
en estadios avanzados de la enfermedad.

5. El desequilibrio en el balance de expresién de los RNAm para citocinas con
patrones Th2/Th3 no favorecen la eliminacion de las lesiones cervicales, las
cuales progresan a CaCU. Ademas, la preponderante expresion del RNAm de
TGF-B1 en linfocitos infiltrantes de pacientes con CaCU indica la presencia de
células T reguladoras cuya constante accion anti-inflamatoria puede contribuir al
desarrollo de la enfermedad.

6. La progresion del CaCU esta asociada a una menor expresion del RNAm de
CD3C. Esto demuestra que ademas de las alteraciones postraduccionales
reportadas para la proteina en las pacientes, existen cambios en la transcripcion
cuya causa se desconoce y que determinan un probable mecanismo de las
alteraciones en el estado de activacion y funcionalidad de los linfocitos T en las

pacientes con LIE o CaCU.
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La correlacion significativa entre la menor presencia del RNAm de CD3(, la baja
proliferacion de células T estimuladas a través del TCR, y la menor proporcion
de muestras positivas para citocinas Th1l, indican la importancia de la expresion
de CD3( y de este tipo de citocinas en la correcta activacion y funcionalidad de
los linfocitos T durante el desarrollo del CaCU.

Por lo anterior se concluye que existen cambios a nivel molecular y funcional en
células T periféricas de mujeres con lesiones avanzadas de alto grado y CaCU.
Ademds, estas alteraciones encontradas en linfocitos periféricos son mas
evidentes en los infiltrantes del tumor.

Basados en los datos de nuestra investigacion (Diaz-Benitez CE, J Clin Immunol
2009) y en trabajos reportados sobre la accién inhibitoria de TGF-f1 e IL-10 se
deduce que la baja proliferacion, la disminuida expresion de CD3C y la
diferenciacion a Th2-Th3 de linfocitos T de pacientes con CaCU es mediada por

la presencia de estas citocinas inmunosupresoras.

11 PERSPECTIVAS

Evaluar en linfocitos T CD4", CD8", Treg y células NK periféricos si los
parametros analizados en el presente trabajo se madifican cuando las
pacientes con LIE o CaCU reciben el tratamiento terapéutico respectivo. Seria
también interesante evaluar la respuesta inmune de células T en mujeres
vacunadas con VPH

Analizar el mecanismo molecular por el cual IL-10 y TGF-B inhiben la expresion
de CD3¢ en linfocitos T.

Determinar mediante enfoques gendmicos los transcritos prevalentes en

linfocitos T periféricos de mujeres con LIEY CaCuU.
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13 ANEXOS

13.1 Publicaciones generadas como productos de la realizacion de la
presente tesis cervicales
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